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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE FONTES DE

RESISTENCIA A FERRUGEM DA FOLHA EM

Triticum tauschii COSS. SCHMAL.

ANGELA BOMFOCO DE ALMEIDA', MARIA IRENE

BAGGIO’, SANDRA PATUSSI BRAMMER’

RESUMO - As espécies afins ao trigo constituem uma importante
fonte de genes agronomicamente Uuteis, principalmente para resisténcia
a patdgenos. Vdrios genes de resisténcia a ferrugem da folha, hoje
disponiveis no trigo cultivado foram transferidos de Triticum tauschii
(2n = 14), doador do genoma D do trigo hexapléide (2n = AABBDD).
Foram testados, no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Embrapa
Trigo, 40 acessos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG), com o
objetivo de identificar genes de resisténcia a raca SPJ-RS de Puccinia
triticina, entre os quais 25% foram resistentes. A andlise molecular
através de marcadores microssatélites evidenciou grau de similaridade
entre os acessos de 0.48, indicando elevado nivel de diversidade

genética.

Palavras-chave: Puccinia triticina, microssatélites, diversidade genética,

cruzamentos interespecificos.
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IDENTIFICATION AND CARACTERIZATION OF
RESISTANCE SOURCES TO WHEAT LEAF RUST ON
Triticum tauschii COSS. SCHMAL.

ABSTRACT - Related species are important sources of usefull genes
mainly to disease resistance. Many leaf rust genes transferred from
wild species to hexaploid wheat (2n = 42; AABBDD) are today
available to breeding programs and several came from Triticum
tauschii (2n = 14), the wheat D genome donor. Forty accesses from
Germoplasm Bank (BAG) of Embrapa Trigo were evaluated for
reaction to race SPJ-RS of Puccinia triticina, 25% being resistant. The
molecular analysis by microsatellites showed similarity degree

between accesses of 0,48 indicating high level of genetic diversity.

Key words: Puccinia triticina, microssatellites, genetic diversity, interspecific

Crosses.



1 INTRODUCAO

A variabilidade genética é essencial para o sucesso de qualquer
programa de melhoramento. A continuidade desses programas depende, em grande
parte da utilizagdo dos recursos genéticos das espécies de interesse agricola
armazenados em bancos de germoplasma. Tais bancos sdo colecdes de amostras de
diferentes espécies e variedades de plantas, mantidas para garantir a conservagdo de

sua diversidade genética.

A diversidade genética contida nesses bancos, que
geralmente incluem espécies silvestres ancestrais das espécies
cultivadas, representa um imenso potencial para uso na agricultura,
podendo contribuir para a diminui¢do do ataque de pragas e doencas
na lavoura a partir da selecdo de materiais resistentes, além de
possiveis aumentos da produtividade. Embora diversos estudos sejam
realizados visando o melhoramento das espécies cultivadas, apenas
uma pequena parcela da variabilidade genética existente nas espécies
selvagens tem sido explorada.

O esclarecimento dos mecanismos de origem do trigo
cultivado e os conhecimentos de biologia celular e molecular, bem
como a utilizagdo de cruzamentos interespecificos, podem contribuir
de forma expressiva para o incremento de novas fontes de resisténcia

a estresses bidticos e abidticos, para uso no melhoramento varietal.

O trigo cultivado (Triticum aestivum L. em Thell), por ser uma
espécie alohexapldide, formada por trés diferentes genomas, pode se beneficiar das
espécies diploides e tetrapldides ancestrais como fonte de novos genes
agronomicamente uteis. Triticum tauschii (syn. Aegilops squarrosa, Aegilops
tauschii, 2n = 2x = 14, DD), destaca-se como fonte de um grande nimero de genes
de resisténcia para a maior parte das doencas que atacam o trigo entre os quais
diversos novos genes de resisténcia a ferrugem da folha. A pesquisa sobre diferentes

estratégias para a transferéncia da resisténcia a ferrugem encontrada em 7. tauschii



para T. aestivum é extremamente 1til para fornecer novas fontes para os programas
de melhoramento genético de trigo que visam a resisténcia a essa moléstia.

A ferrugem da folha causada pelo fungo Puccinia triticina Ericks.
[syn. P. recondita Roberge ex Desmax F. sp. tritici (ERICKS & E. HENN)] é uma
das mais importantes doengas que afetam a producdo triticola no mundo. As perdas
podem chegar a 40% em cultivares suscetiveis. A utilizag@o de cultivares resistentes
é o método mais eficiente e econdmico de controle.

Grandes progressos no melhoramento para resisténcia a ferrugem no
trigo foram alcancados hd muitas décadas, no entanto, o estreitamento da base
genética e o surgimento de novas ragas patogé€nicas provocam a necessidade
continua da identificagdo de novos genes de resisténcia. Sendo 7. fauschii o doador
do genoma D do trigo cultivado, a transferéncia de genes pode ser efetuada de forma
mais rdpida e eficiente do que comparado com outras espécies com genomas mais
distantes.

Com a finalidade de utilizar futuramente a estratégia dos cruzamentos
diretos entre acessos de Triticum tauschii, (2n=14, DD) com resisténcia a ferrugem
da folha do trigo, e cultivares suscetiveis hexapldides (2n=42, AABBDD), adaptadas
aos agroecosistemas sul brasileiros, este trabalho teve os seguintes objetivos; 1)
identificar fontes de resisténcia a raca SPJ-RS de Puccinia triticina em Triticum
tauschii e 2) caracterizar a similaridade genética existente entre esses acessos, por

meio de marcadores moleculares microssatélites.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Trigo no Brasil

O trigo esta presente na histéria do Brasil desde a sua colonizag¢@o no
século XVI. Martim Afonso de Souza, em 1534 introduziu este cereal no pais na
Capitania de Sdo Vicente, estado de Sdo Paulo. Os primeiros imigrantes que ld se
radicaram, levaram as sementes deste cereal para tentar seu cultivo em novas terras
(LAGOS, 1983).

As primeiras plantagdes de trigo no pais localizavam-se nos estados
do Rio de Janeiro e Sao Paulo. A documenta¢do histdrica afirma também que houve
plantagdes em Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do Sul, onde a cultura foi

introduzida posteriormente (SCHEEREN, 1986; FEDERIZZI et al., 1999).

Em 1795, iniciaram-se exportagdes do cereal, que crescia
em importancia ano apdés ano (SCHEEREN, 1986). Com o surgimento
da ferrugem da folha (1811 - 1814) as colheitas comecaram a cair
drasticamente, provocando assim uma rapida queda da producdo. Em
1823, devido a grande destruicdo dos trigais e as perdas da producio
provocadas pela ferrugem, o trigo nao foi mais produzido no sul do
pais (LAGOS, 1983).

Somente por volta do século XIX, o trigo voltou a ser
produzido, sendo reintroduzido pelos colonos alemaes e italianos que

se estabeleceram no sul. O crescimento foi lento, pois novamente



ocorreram problemas com a ferrugem, além de dificuldades especiais
de adaptacdo: solos acidos, inimeras pragas e moléstias, além de
problemas climdticos que limitavam o rendimento e a qualidade do
grio (SCHEEREN, 1986).

Os altos precos no mercado mundial, no periodo entre as
duas Grandes Guerras Mundiais, obrigaram o governo federal a tomar
medidas para aumentar a producdo de trigo no pais. Dessa forma,
foram criadas em 1919 as primeiras estacdes experimentais de
pesquisa de trigo. Desde 1919, até hoje, muito foi feito em relacdo a
pesquisa deste cereal no Brasil. Porém, o desenvolvimento do cultivo
de trigo, nos outros estados se processou bem mais tarde do que no
Rio Grande do Sul (SCHEEREN, 1986).

Ao longo desses anos, a produgdo de trigo tem sofrido
muitos problemas e alcangcado muitos avancos tecnoldgicos e
cientificos. A pesquisa vem desempenhando um papel de destaque
para o desenvolvimento da cultura no pais, uma vez que os desafios
tém se mostrado muito grandes, ainda mais considerando que o trigo
ndo ¢ uma espécie nativa do Brasil (LAGOS, 1983). Gradualmente, a
pesquisa vem superando essa limitacdo através da selecdo de
cultivares geneticamente superiores e uso de praticas culturais mais
adequadas que modificam o ambiente para que a planta possa atingir

maior produtividade.



2.2 Importancia social e economica

O trigo é sem diivida um dos alimentos mais importantes da dieta
humana. Ele € usado por cerca de 35% da populacdo mundial, e é cultivado em
todo o mundo (LEAO et al.,1972).

Segundo dados da CONAB da safra 2005/06, no Brasil a drea
cultivada estd em 2.361,8 ha' com produtividade média de 4.873,1 kg/ha. A
demanda nacional de trigo representa 10.250.000 toneladas, sendo o Brasil um
dos maiores importadores, mesmo tendo condicdes tecnoldgicas de auto-
suficiéncia de producdo. O motivo do seu prestigio entre
os cereais destinados a alimentacdo humana é o seu extraordindrio poder de
panificacdo. Esse poder advém, essencialmente, da presenca, na composi¢ao do
grdo, de certas proteinas que formam o gldten, substincia que confere ao pao
uma estrutura leve e estdvel. Em algumas regides do mundo, o centeio também
¢ usado para a fabricacdo de pao. No entanto o gliten do centeio ndo tem tanta
elasticidade e, por isso, quando se emprega centeio puro na fabricacio de pao,
este torna-se pesado e pouco esponjoso (LEAO et al., 1972).

Sua importancia estd relacionada ao desenvolvimento da
civilizagdo e da agricultura moderna, sendo considerado um alimento sagrado

para muitos povos.

2.3 Melhoramento genético vegetal



z

O melhoramento de plantas é uma importante estratégia
para o aumento da producdo de maneira sustentavel. Dessa forma, os
trabalhos de melhoramento visam ao aumento dos rendimentos, a
expansdo do potencial agricola, a estabilidade da produgcdo e o
aumento da resisténcia a fatores bidticos ou abidticos. Acredita-se que
o aumento da produtividade das principais espécies agrondmicas nos
dltimos cinqiienta anos seja decorrente do melhoramento genético
(ALVES DE SOUZA & ROSA, 1985).

Desde o surgimento do trigo, hd mais de 10 mil anos, o
agricultor primitivo vem escolhendo as melhores sementes para o
plantio da préxima safra, ao invés de consumi-las, selecionando assim
as principais caracteristicas agrondmicas desejadas (ALVES DE
SOUZA & ROSA, 1985).

As atividades relacionadas ao melhoramento genético de
trigo no Brasil iniciaram com a implantacio de estacdes experimentais
do Ministério da Agricultura em Ponta Grossa no estado do Parand e
em Alfredo Chaves, municipio do Rio Grande do Sul. Essas atividades
consolidaram-se em 1974 com a criacdo do Centro Nacional de
Pesquisa de Trigo (CNPT), da Embrapa, em Passo Fundo. Os
trabalhos iniciais do CNPT envolveram a coleta de amostras utilizadas
no pais, a selec@o de linhas, e a partir das mesmas, a introdugdo de
algumas cultivares e a realizacdo de cruzamentos, gerando as
primeiras cultivares melhoradas (ALVES DE SOUZA & ROSA,
1985).

A expansdo da triticultura brasileira para outros estados,
como Parand, Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso, permitiu que o

melhoramento por introdugcdo obtivesse grande sucesso, sendo



recomendadas 16 cultivares para estes estados oriundas do Paraguai,
México e Argentina. Apesar deste sucesso, a maior parte das
cultivares recomendadas hoje surgiram de processos de melhoramento
por cruzamentos, o qual permite reunir em uma sé variedade diversas
caracteristicas presentes em outras variedades ou corrigir alguns
defeitos (ALVES DE SOUZA & ROSA, 1985).

As novas cultivares de trigo sdo produzidas a partir da
introdug¢do de materiais, selecdo e hibridizacdo, métodos
convencionais utilizados para o melhoramento de plantas autégamas.
Através do surgimento de uma série de metodologias de biologia
celular e molecular o trabalho de melhoramento de trigo tem passado
por grandes mudangas. Nos anos 80, a hibridacdo seguida da cultura
de embrides hibridos imaturos, resultou na transferéncia de novos
genes de espécies silvestres para o trigo cultivado. Em 1992, foi
langada a primeira cultivar de trigo no Brasil obtida por métodos
biotecnolégicos, através da haplodiploidizag¢do via cultura de anteras
in vitro (MORAES-FERNANDES, 2000). Da mesma forma, a
aplicacdo de marcadores moleculares de DNA, vem auxiliando no

processo de melhoramento genético de trigo (MILACH, 1998a).

2.4 Trigo: origem e evolucio

O trigo é um polipléide anual, pertencente a familia Poaceae, que se

reproduz por autogamia, sendo que sua poliploidia natural facilita a incorporacio de
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genes de espécies afins tendo em vista que mutantes cromossdmicos s3o menos
letais do que os de espécies diploides.

Os estudos sobre a origem e a evolugcdo dos genomas do
trigo hexapléide cultivado desenvolveram-se desde o inicio do século
20. Em diversos laboratérios de varios paises foram realizados estudos
detalhados e de longo prazo sobre a citotaxonomia, evolucdo e
distribui¢do geografica de suas espécies afins, silvestres ou cultivadas
(PETERSON, 1965; MCKEY, 1975; FELDMANN, 1977; BELL,
1987; MORAES-FERNANDES et al., 2000).

As espécies do género Triticum, com numero
cromossdmico basico de sete, apresentam diferentes niveis de ploidia,
incluindo espécies diploides (2n=14), tetrapldides (2n=28) e
hexapléides (2n=42) (Tabela 1). O trigo cultivado (Triticum aestivum
L. em Thell) € um hexapléide (2n=6x=42), formado por trés genomas
distintos AA, BB e DD. O conjunto cromossdémico A teve origem a
partir de 7. monococcum, o D de T. tauschii (MORRIS & SEARS,
1967). Tem havido ddvidas quanto a espécie dipldide que contribuiu
com o genoma B das espécies tetrapldides e hexapldides, sendo que
atualmente evidéncias moleculares confirmam ser Aegilops speltoides
(BADAEVA et al., 1998) o mais provavel doador. Também sao
intimeras as revisoes sobre estes estudos.

Tabela 1 - Série polipléide que constitui as espécies silvestres e

cultivadas de Triticum: niveis de ploidia, genomas e

numeros de cromossomos (modificado de FELDMAN,

1977). Embrapa Trigo, Passo Fundo, 2006.

Espécie Genoma Numerode  Tipo silvestre Cultivado
Cromossomos c/ casca s/ casca
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1. Diploides

T. monococcum AA 14 * -

T. speltoides SS 14 * - -
T. tauschii DD 14 * -

2. Tetraploides

T. durum AABB 28 - - *
T. dicoccum AABB 28 * - *
T. turgidum AABB 28 * - *
T. timophevii AAGG 28 * * *
3. Hexaploides

T. aestivum AABBDD 42 - - *
T. spelta AABBDD 42 * - -
T. compactum AABBDD 42 - - *
T. sphaerococum AABBDD 42 - - *

*presente; - ausente.

As espécies dipldides estdo isoladas reprodutivamente,
gerando hibridos estéreis, o que demonstra que possuem conjuntos
cromossdmicos ndo homoélogos. As espécies tetrapldides, por sua vez,
possuem dois conjuntos cromossomicos derivados de ancestrais
dipléides diferentes e as espécies hexapldides possuem trés conjuntos,
um derivado de uma espécie tetrapldide e outro de uma espécie
diploide.

T. aestivum € origindrio da hibridac@o entre o tetrapldide 7. turgidum
com o dipldide 7. tauschii (KAWAHARA et al.,, 2003; NEVO et al., 2003). A
domesticacio ocorreu nas lavouras primitivas do Sudeste da Asia entre 7.000 e
9.000 A.C. e foi introduzido na India, China e Europa desde cinco mil anos A.C..

A ampla adaptacdo ecoldgica do trigo cultivado € atribuida em parte a
espécie doadora do genoma D, T. rauschii. Essa espécie possui uma distribuicio

mais oriental do que as outras genitoras, extendendo-se do nordeste da Siria, ao leste
do Himalaia e China (MURPHY et al., 1997, GOCMEN et al., 1998).
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2.5 Melhoramento vegetal através de hibridacao interespecifica:
importancia das espécies afins do trigo na busca de genes de

resisténcia a doencas e estratégias de transferéncia

Os grandes avancos no desenvolvimento de variedades e cultivares de
alta produtividade sdo, em parte, resultado da exploracdo pelo homem dos
reservatorios de armazenagem genética de tracos ancestrais das cultivares. Assim, a
conservacdo da biodiversidade é estratégica para satisfazer a crescente demanda
alimenticia da populagdao mundial (COUCIL, 1999).

A exploracdo de espécies afins de plantas cultivadas tem sido
considerada uma das formas mais eficientes de introduzir genes adicionais em
variedades cultivadas. Espécies silvestres ou afins sdo aquelas que formam, natural
ou artificialmente, hibridos de baixa fertilidade com a espécie cultivada, devido as
barreiras genéticas de isolamento, que impedem o livre fluxo de genes entre espécies
distintas. O reconhecimento do valor das espécies afins e da importancia dos centros
de origem como fonte de variabilidade, ndo € recente. Entretanto, somente com o
progresso do conhecimento sobre as relagdes citotaxondmicas dentro do género
Triticum e da tribo Triticeae é que se tornou possivel o desenvolvimento de
metodologias eficientes de transferéncia, as quais permitiram a obtencdo de novas
fontes de resisténcia geneticamente distintas (revisdo em MORAES-FERNANDES
et al., 1990).

Para o uso das espécies afins também € indispensdvel o conhecimento
do sistema genético das espécies a serem utilizadas como fontes e como receptoras.
O sistema genético envolve o modo de reproducdo e o sistema meidtico.
Dependendo da constituicdo cromossdmica e das afinidades entre os genomas das
espécies envolvidas no cruzamento, estratégias distintas podem ser utilizadas para a
transferéncia (MORAES-FERNANDES, 1988).

Se a resisténcia que se busca transferir estiver presente em espécies
ancestrais, cujos genomas sdo homologos aos do trigo, a transferéncia torna-se
facilitada, pois a recombinac¢do pode ocorrer através do sobrecruzamento. No

entanto, diferentes estratégias deverdo ser utilizadas se a resisténcia for localizada
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em espécies com o genoma A, B ou D: retrocruzamentos e selecdo citolégica, uso de
espécies “pontes” e a sintese de alopolipldides, sdo algumas das alternativas mais
usadas. Se a resisténcia for localizada em espécies cujos genomas nao sio
homdlogos, hd necessidade de inducdo de translocacdes para inserir no genoma do
trigo, um segmento cromossomico, que deve ser o menor possivel para evitar a
transferéncia de outros caracteres indesejiveis da espécie afim (revisdo em
MORAES-FERNANDES, 1988; MORAES-FERNANDES et al., 1990).

Os limites para a possibilidade de hibridagdo interespecifica
dependem de muitas varidveis experimentais e ambientais. Falhas na fertilizacdo
podem ser contornadas pela utilizacdo de gendtipos diferentes, pela alternancia das
espécies genitoras (genitor masculino ou feminino), ou pelo uso de espécies
“pontes”; as falhas no desenvolvimento do embrido ou do endosperma podem ser
contornadas pelo uso de hormonios ou pela cultura de embrides hibridos imaturos; a
variacdo nos ndmeros cromossdmicos das plantas segregantes, pela selecdo
citoldégica das plantas resistentes. Porém, mesmo apds a obtencdo da linhagem
hexapldide podem ocorrer dificuldades na quebra de liga¢cdes com outros caracteres
indesejdveis ou mesmo interagdes com 0 novo reservatério genético que causem a
modificacdo, ou até, a supressdo da resisténcia (MORAES-FERNANDES, et al.,
1990).

Os primeiros a sintetizar artificialmente um anfidipléide de trigo
repetindo o processo ocorrido na natureza (2 = 28 AABB x 2n = 14 DD) foram Mc
Faden & Sears (1946). As vantagens da metodologia de obtengdo destas linhagens
sintéticas se referem a rapidez de obtencdo de linhagens homozigotas porque,
através da duplicagdo com colchicina do hibrido estéril (2n = 21, ABD), se obtém,
em uma geracdo, uma fonte de resisténcia totalmente homozigota (2n = 42,
AABBDD). Esta nova linhagem, devido a homologia genética, permite a
transferéncia das caracteristicas desejadas, diretamente para cultivares hexapldides,

através de sobrecruzamentos (MORAES-FERNANDES et al., 1988).

2.5.1 Obtencao de linhagens sintéticas
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Caminho alternativo para a introgressdo de germoplasmas utilizando
pontes genéticas ou cruzamentos intermedidrios ¢ sugerido quando a hibridacdo
direta € impossivel de se obter ou quando a transferéncia de genes por métodos mais
simples falharem. O método basicamente funciona nas condi¢des onde a espécie A é
compativel com a espécie B, mas é incompativel com a espécie C. Contudo,
cruzamentos entre as espécies B e C formam hibridos vidveis (PRESTES &
GOULART, 1995).

Virios exemplos sdo citados na literatura. Burk (1967) transferiu para
a Nicotiana tabacum a resisténcia ao virus do mosaico do fumo da N. repanda por
meio de “ponte” genética. As espécies N. repanda e N. sylvestris foram
intercruzadas, e o hibrido estéril foi tratado com colchicina. Apés a duplicagdo
cromossOmica, o alopolipldide sintético foi retrocruzado duas vezes com N.
sylvestris. A progénie resistente, quase similar a da espécie N. sylvestris, foi
prontamente cruzada com N. tabacum, transferindo assim a resisténcia.

No caso do melhoramento do trigo, tendo 7. tauschii a constitui¢dao
genomica DD (2n = 14) e o trigo de panificagdo constituicdo gendmica AABBDD
(2n = 42), faz-se necessdrio a transferéncia das caracteristicas desejaveis do nivel
dipléide para o hexaploéide, permitindo assim, o uso da fonte pelos melhoristas sem
problemas relacionados com esterilidade e segregacdo para nimeros
cromossdmicos. O procedimento classico inclui o cruzamento da fonte de resisténcia
DD (2n = 14) com uma espécie tetrapléide AABB (2n = 28), que ird servir de
“ponte”, originando um hibrido ABD (2n = 21) o qual, duplicado com colchicina, é
denominado trigo sintético, pois representa o resultado da sintese artificial de uma
linhagem hexapléide. O cruzamento sob condigdes controladas reproduz
artificialmente o processo ocorrido naturalmente para a origem do trigo hexapldide
(MORAES-FERNANDES, 1988; MORAES-FERNANDES et al., 1990).

No periodo de 1978 a 1984 na Embrapa Trigo, a espécie 7. tauschii,
foi utilizada em cruzamentos com as espécies T. dicoccum, T. durum e T. carthlicum
(2n = 28, genomas AABB). Em 45 combinag¢des distintas, foram efetuadas 10.839
polinizag¢des em 423 espigas; o percentual de forma¢ao de embrides permaneceu em
torno de 21%, variando entre zero e 32%. Os mesmos foram colocados em meio de
cultura, originando 133 plantas verdes, hibridas, as quais apresentaram 2n = 21

cromossomos (ABD). Muitas hibridiza¢des resultaram em necrose hibrida ou
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esterilidade. Apds tratamento com colchicina para restauragcdo da fertilidade (2n =
42, AABBDD) resultaram onze linhagens sintéticas hexapldides vidveis e férteis
derivadas de cruzamentos que envolveram 7. durum e T. tauschii, sendo que alguns
gendtipos apresentaram melhores niveis de resisténcia a ferrugem do colmo e oidio.
Através desse trabalho foi comprovada a transferéncia e sintese, em uma fonte
homozigota hexapléide, de resisténcia presente em diferentes espécies ancestrais do
trigo atualmente cultivado (MORAES-FERNANDES et al., 2000).

2.5.2 Obtencio de fontes de resisténcia através de cruzamentos diretos

A rota mais fécil de incorporacdo de genes de espécies selvagens para
espécies cultivadas € a hibridacdo direta entre duas espécies com o mesmo nivel de
ploidia. Quando ambas as espécies possuem cromossomos homdlogos, a obtencao
de hibridos ¢ facilitada. Por outro lado, a hibridac¢do direta é o método mais comum
de cruzamento de espécies selvagens dipldides com a cultivar polipldide. Um
cruzamento entre espécies tetrapldides e dipldides resulta em esterilidade parcial,
cuja fertilidade é restaurada por tratamento com colchicina, produzindo dessa forma,
uma progénie hexapléide. Em teoria, parece ser um procedimento facil, mas na
prética existem vdrias barreiras de incompatibilidade e de esterilidade, além do
efeito adverso de grupos génicos de ligacdo que tornam a transferéncia mais dificil.
O sucesso na transferéncia dependerd também de os cromossomos substituidos pelos
da espécie selvagem poderem ser tolerados nas espécies comerciais (PRESTES &
GOULART, 1995).

Ha fortes evidéncias de que o sucesso deste tipo de cruzamento
também depende da escolha dos progenitores e da dire¢do do cruzamento. Em geral,
usa-se a espécie de mais alta ploidia como o genitor feminino, assim, hd menor
desbalanceamento entre o nimero cromossdmico do embrido e do endosperma. E,
no caso do trigo, é mais facil emascular espigas da forma hexapléide do que espigas
de espécies silvestres, que geralmente apresentam as glumas muito fechadas
(MUJEB-KAZI & KIMBER, 1985; KNOTT, 1987, PRESTES & GOULART,
1995).

Tanto o genoma A como o B do trigo polipléide sdo, até certo ponto,

diferenciados quando comparados com os genomas atuais das espécies genitoras.
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Dessa forma, parte da variacdo genética util presente nos genomas A e B das
espécies genitoras pode ser inacessivel para transferéncia por métodos normais de
recombina¢do para um substrato genético de elite. 7. tauschii pode ser a mais
adequada entre as espécies genitoras, para introgressdo direta. Hd homologia
completa entre o genoma D do trigo hexapléide e os de T. tauschii (RILEY &
CHAPMAN, 1960). Ndo apenas a variagdo genética total de 7. fauschii é mais
facilmente acessivel, como também hd pouca interacdo genética negativa entre o
genoma D do trigo e o de 7. tauschii. Ha evidéncias de que T. fauschii tem maior
variabilidade genética titil do que a encontrada em outras espécies genitoras (GILL
et al., 1986; GILL & RAUPP, 1987).

Em relagdo a transferéncia de genes de resisténcia encontradas em 7.
tauschii para o trigo hexapldide, é possivel a realizacio de cruzamentos diretos entre
a cultivar hexapléide suscetivel AABBDD (2n = 42) e a fonte de resisténcia T.
tauschii DD (2n = 14), originando o hibrido ABDD (2n = 28) que, ap6s a cultura de
embrido e determina¢do do nimero cromossomico € retrocruzado com a cultivar
suscetivel. As plantas que apresentarem nimero cromossomico 2n = 42 poderdo ser
avaliadas para a caracteristica buscada. A vantagem desse método € a colocacdo do
gene desejado em um substrato jd adaptado (MORAES-FERNANDES, 1988).

Em 1978, foi iniciado, na Embrapa Trigo, um projeto visando a
utilizacdo de espécies afins ao trigo para obtengdo de caracteres dtteis ao
melhoramento varietal. Mais de mil entradas dos géneros Aegilops, Triticum,
Hordeum, Secale e Agropyron estavam disponiveis no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Trigo, provenientes do Canadd e outros paises. Muitos
esforcos foram empreendidos a fim de se obter linhagens hexapléides sintéticas,
portadoras de resisténcia a ferrugem da folha e outras moléstias, originadas da
polinizacao artificial entre a espécie silvestre e T. aestivum.

No periodo de 1981 a 1983, cruzamentos diretos entre 7. aestivum e T.
tauschii foram realizados visando a transferéncia da resisténcia a varias moléstias
fungicas, encontrada em 7. tauschii, para o trigo hexapldide.

Sementes de 7. tauschii foram vernalizadas durante oito semanas, a 3°
C, o que € um pré-requisito basico para o florescimento de materiais com habito de

crescimento hibernal, e cultivadas em casa de vegetagao.
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Os cruzamentos foram realizados através da emasculacio das plantas
de T. aestivum e posterior polinizacdo das mesmas com pdlen de 7. tauschii.
Quatorze a 18 dias ap6s a polinizacdo os graos imaturos foram retirados e o embrido
resgatado e colocado em meio de cultura antes que ocorresse a degeneragdo do
endosperma. As plantas verdes obtidas foram transferidas para vermiculita e
aclimatadas para posterior transferéncia para a terra. Estas plantas foram
retrocruzadas com o trigo hexapldide, sendo que a progénie apresentou nimero
cromossdmico que variou de 2n = 38 até 2n = 49. A descendéncia dos hibridos que
possufam 42, 48 ou 49 cromossomos foi cultivada e, apds uma geragdo de
autofecundacgdo, o material foi coletado para andlise do comportamento meidtico e
avaliacdo da fertilidade. As plantas analisadas apresentaram 2n = 51, 2n =47 e 2n =
42. Foi realizada a andlise da meiose em metdfase I (estudo de pareamento), andfase
I (estudo de segregacdo) e quartetos (determina¢do do indice meidtico). Essas
mesmas plantas foram ainda selecionadas para a resisténcia a Erisiphe graminis e
Stogonospora nodorum em plantula e planta adulta, ndo resultando no entanto, em
variedades comerciais. (MOHR et al., 1988, 1991; MORAES-FERNANDES &
LINHARES, 1988).

A partir desses resultados, pode-se observar que a utilizacdo de
cruzamentos diretos em programas de melhoramento genético de trigo que buscam
resisténcia a moléstias fingicas, destacando-se entre elas a ferrugem da folha, € um
método que permite, em poucas geracdes, a transferéncia, para uma linhagem
hexapldide, de caracteristicas presentes em espécies ancestrais distintas e dificeis de
serem combinadas através de metodologias convencionais de melhoramento. Assim,
essa técnica permite a eficiente transferéncia dos caracteres desejados ao trigo
cultivado.

E importante enfatizar também que novas metodologias
biotecnolégicas de avaliacdo da resisténcia e da qualidade tecnoldgica também sdo
empregadas para abreviar o tempo de sele¢do e incorporagdo de caracteristicas
importantes para o melhoramento de novos gendtipos de trigo. Marcadores
moleculares estdo sendo utilizados para identificar regides gendmicas importantes
em trigo e suas espécies afins, para as caracteristicas de resisténcia a ferrugem da
folha e, assim, auxiliar na definicdo de estratégias para o melhoramento desta

caracteristica. Outros estudos sdo também bem sucedidos através de técnicas
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citogenéticas, tanto cldssicas quanto modernas, associadas as tecnologias mais

recentes de biologia molecular.

Além disso, a transferéncia dos genes das espécies afins
ao trigo cultivado depende de quanto e de como sao introgredidos tais
genes. A transferéncia torna-se facilitada quando ambas as espécies
apresentam maior homologia entre seus cromossomos, permitindo
maior recombinagdo genética.

Atualmente, novo horizonte se abre para o melhoramento
vegetal com o uso da transgenia, pela sua precisdo, rapidez e
superacdo da necessidade de compatibilidade nos cruzamentos. Na
medida em que se tornar possivel usd-la para transferéncia de genes de
espécies silvestres seu valor serd grandemente aumentado, devido a

rapidez na introgressio desses genes.

2.6 Ferrugem da folha do trigo

A ferrugem da folha do trigo (Figura 1), causada pelo
fungo Puccinia triticina Erikss. (ANIKSTER et al., 1997), ¢ uma das
principais doengas fingicas do trigo em todas as regides do mundo em
que o cereal € cultivado. O patdégeno sobrevive nas mesmas condi¢des
de ambiente favordveis ao desenvolvimento do trigo, e pode causar
infec¢des se houver um periodo de umidade de 3 horas ou menos, e

temperaturas ao redor de 20° C. A dissemina¢@o da doenca pode ser
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muito rdpida sob temperaturas entre 10° C e 30° C (ROELFS et al.,
1992). Este problema tem sido contornado com o uso de fungicidas;
este método, no entanto, aumenta os custos de producio. Além disso,
envolve riscos a satide humana e animal e ao ambiente. Por outro lado,
o uso de cultivares suscetiveis resulta em riscos, como o aumento da
probabilidade de epidemias e a ameacga de patégenos mutantes
capazes de superar a resisténcia (revisdo em MORAES-

FERNANDES, 1987).
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Figura 1 — Ferrugem da folha do trigo (Embrapa Trigo, 2002).

Embrapa Trigo, Passo Fundo, 2006.

Bacaltchuk (1998) destaca a necessidade de utilizacdo de
novas tecnologias, métodos e procedimentos baseados nos avangos
cientificos recentes, que visem o aumento da produtividade triticola

com redu¢do de mao-de-obra e de insumos. Diante disso, a resisténcia
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genética é o método mais eficiente de controle (BARCELLOS, 1994)
e o conhecimento da presencga e auséncia de genes de resisténcia, ja
descritos, é um fator importante a ser considerado pelos melhoristas

na escolha dos genitores para os cruzamentos (ZOLDAN, 1998).

O valor da resisténcia genética no controle de doencas de
plantas € reconhecido ha muito tempo. Os avangos na genética e as
vantagens de plantar variedades resistentes tornaram o melhoramento
para resisténcia possivel e desejavel. As fontes de resisténcia a
doencas sdo as mesmas das outras caracteristicas herddveis em uma
cultura: variedades comerciais locais ou estrangeiras, variedades
antigas cujo cultivo tenha sido abandonado ou que tenham sido
descartadas dos estoques dos melhoristas e também espécies silvestres

afins a espécie cultivada (BRAMMER, 2000).

Virios genes para resisténcia a ferrugem da folha foram
localizados nos trés genomas do trigo (Tabela 2), destacando-se o
genoma D, de Triticum tauschii como uma importante fonte de genes

de resisténcia a ferrugem da folha (AUTRIQUE et al., 1995).

Tabela 2 — Localizagdo gendmica e cromossdmica dos genes Lr mapeados em trigo.
Modificado de Cereal Disease Laboratory (2006). Embrapa Trigo,
Passo Fundo, 2006.
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Atualmente existe um grande nimero de genes de
resisténcia j4 identificados, descritos na literatura. As novas fontes de
resisténcia sio divulgadas e utilizadas pelos melhoristas, embora as
ferrugens continuem a evoluir e a desafiar os especialistas, pela
dificuldade de obter resisténcia estavel (BARCELLOS et al., 1997;

BARCELLOS, 2001a).

De acordo com Knott (1989), apesar da eficiéncia da
resisténcia genética, que dispensa o uso de quimicos ou de métodos

culturais de controle, em muitos paises produtores de trigo o

Cromossomo Genoma A Genoma B Genoma D
Lr24, Lr26, Lr33,

1 Lr10 Lr44, Lr46 Lr21, Lr40, Lr41, Lr42
Lr11, Lr17, Lr37, Lr13, Lr16, Lr23,

2 Lr38, Lr45 Lr35 Lr2, Lr15, Lr22, Lr39

3 - Lr27 Lr24, Lr32

4 Lr25, Lr28 Lr12, Lr30, Lr31 -

5 - Lr18 Lr1, Lr34, LrB

6 - Lr3, Lr9, Lr36 -

7 Lr20, Lr 47 Lr14 Lr19, Lr29, Lr34, Lr43

melhoramento para resisténcia parece ser uma tarefa intermindvel.
Cultivares resistentes sdo desenvolvidas e lan¢adas. Sua produgdo
aumenta rapidamente e surgem novas ragas virulentas do patégeno. O

ciclo do melhoramento, entdo, recomeca.
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2.7 Marcadores moleculares — microssatélites

Nos tltimos anos tem aumentado significativamente a aplicacio de
marcadores moleculares na deteccdo da variabilidade genética, ao nivel do DNA,
tanto em estudos genéticos como na pratica do melhoramento vegetal (MOLINA,
1999). Os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade da detec¢do de
polimorfismo genético diretamente no DNA (FERREIRA & GRATTAPAGLIA,
1998).

Marcadores moleculares sdo todo e qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA E
GRATTAPAGLIA, 1995). Segundo Milach (1998a), marcadores moleculares sido
caracteristicas do DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados.

O surgimento dos marcadores moleculares se deu devido a
necessidade de detectar o polimorfismo diretamente no DNA e sua aplicacdo tem
aumentado muito nos dltimos anos, tanto em estudos genéticos, como em programas
de melhoramento vegetal, visando a identificacdo de gendtipos superiores nas
populacdes segregantes através da selecao assistida (MILACH, 1998b).

Existem diversas razdes para que os marcadores moleculares apresentam
vantagens sobre os marcadores morfoldgicos convencionais. Em contrastes com
caracteristicas morfoldgicas, os marcadores moleculares exibem neutralidade
fenotipica, geralmente sdo herdados co-dominantemente, raramente exibem
interacdes epsitdticas ou pleiotropicas, podendo ser detectados tanto em tecidos
jovens como em adultos (BRAMMER, 2000).

O uso de marcadores moleculares permite que a selecdo e novos
cruzamentos sejam realizados em uma mesma geragdo, O que aumenta
consideravelmente a eficiéncia de um programa de melhoramento. Podem ser
usados mesmo que nio tenham sido mapeados, ou seja, associados a um gene, a uma
regido cromossdmica ou a um fenétipo, desde que possam ser seguidos em geragdes
subseqiientes, comprovando sua natureza genética (FERREIRA &

GRATTAPAGLIA, 1998).
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Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser
classificados em dois grupos, conforme a metodologia utilizada para
identificd-los: hibridizacdo ou amplificacio de DNA. Entre os
identificados por hibridizacao estdo os marcadores RFLP (“Restriction
Fragment Length Polymorphism™) e Minisatélites ou locos VNTR
(“Variable Number of Tandem Repeats™). Ja aqueles revelados por
amplificacdo incluem os marcadores do tipo: RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”); SCAR (“Sequence Characterized
Amplified Regions”); STS (“Sequence Tagged Sites”) ou ASA
(“Amplified Specific Amplicon”); Microssatélite (ou SSR- “Simple
Sequence Repeats”) e AFLP (“Amplified Fragment Length
Polymorphism™). (MILACH, 1998b).

Dentre todos os marcadores, segundo Milach (1998b), vdrios se
baseiam no principio do PCR (“Polymerase Chain Reaction”), na qual se realiza a
sintese enzimadtica in vitro de um segmento de DNA na presenga da enzima DNA
polimerase e primers. Em comparagdo com as técnicas que envolvem hibridizacio
de DNA, as de PCR geralmente sdo de custo menor e menos elaboradas (MILACH,
1998b). Entre os marcadores que utilizam PCR estd o SSR ou microssatélites (LITT
& LUTY, 1989).

Os microssatélites sdo seqiiéncias de um a seis pares de bases
repetidas “em tandem” e adjacentes, distribuidas no genoma. Esse tipo de marcador
utiliza primers especificos que amplificam regides com DNA repetitivo por se
anelarem em regides adjacentes as mesmas. A maior vantagem dessa técnica é o
elevado polimorfismo revelado, o que a torna uma das melhores opg¢des para uso na
caracterizagdo de cultivares e de mapeamento genético, especialmente em

germoplasma aparentado e de baixa variabilidade (MILACH, 1998b).

Os microssatélites sdo considerados os marcadores
mais polimérficos. Devido a sua abundéncia, distribui¢do uniforme ao

longo do genoma, co-dominincia e por serem usualmente
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multialélicos, sdo os que mais se aproximam do ideal para estudos
genéticos. No caso dos microssatélites qualquer cruzamento ¢&
potencialmente informativo para o mapeamento molecular,
dispensando cruzamentos distantes. Essa caracteristica ¢ importante
para o trigo, que ¢ uma espécie polipldide e autégama (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores moleculares associados a genes de
resisténcia a ferrugem da folha em trigo tem sido identificados em
diversos estudos (HELGUERA et al., 2000; RAUPP et al., 2001;
HUANG & GILL, 2001).

Mohan et al., (1997) apresentam uma extensa revisao
sobre marcadores moleculares associados a genes de resisténcia em
diversas culturas agronomicamente importantes. A medida que mais
marcadores associados a genes de resisténcia sejam encontrados e
aumentando a saturacdo de mapas de ligacdo, o uso de marcadores
moleculares na sele¢do assistida de genes de resisténcia tende a se
tornar mais freqiiente (MILACH & CRUZ, 1997).

Procunier et al., (1995) destacam que muitos genes que
conferem resisténcia a ferrugem da folha t€ém sido introgredidos de
espécies selvagens do trigo e sdo usados nos programas de

melhoramento.
Walker & Rapley (1999) abordam que o mapeamento de genes foi
e continua sendo o objetivo primdrio de muitas pesquisas bdsicas e aplicadas.
Técnicas sofisticadas e de alta resolucdo estdo sendo desenvolvidas para facilitar a
identificacdo de genes associados com doencgas, principalmente de genes que se
combinam para determinar a suscetibilidade a uma doenca especifica.
DENTIFICACAO DE FONTES DE RESISTENCIA A RACA SPJ-RS DE

Puccinia triticina EM Triticum tauschii
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ANGELA BOMFOCO DE ALMEIDA', MARIA IRENE BAGGIO’, SANDRA
PATUSSI BRAMMER’, MARCIA SOARES CHAVES',

RESUMO - No Brasil, os prejuizos ocasionados pela ferrugem da folha do trigo,
doenga causada pelo fungo Puccinia triticina, ocorrem anualmente. A incidéncia
generalizada nas diferentes regides produtoras varia em intensidade, dependendo das
condigdes climdticas, da resisténcia genética das cultivares e do controle quimico,
sendo que a utilizacdo de cultivares resistentes é o método mais eficiente de
controle. Os genes que conferem resisténcia a ferrugem da folha em trigo sdo
denominados Lr (leaf rust). Vdrios desses genes ja foram identificados e mapeados.
Alguns deles foram mapeados diretamente em trigos hexapldides, enquanto outros

foram primeiramente encontrados
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em espécies afins, com menor nivel de ploidia, e, posteriormente, transferidos para o
trigo cultivado. Das espécies afins, destaca-se a espécie dipldide Triticum tauschii,
doadora do genoma D do trigo cultivado, como uma importante fonte de genes de
resisténcia a ferrugem. O objetivo desse trabalho foi avaliar a resisténcia a ferrugem
da folha em acessos de 7. tauschii, oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Trigo (BAG - Passo Fundo, RS), para utilizacio dos mesmos em
cruzamentos nos programas de melhoramento, a fim de incorporacdo desta
resisténcia em cultivares comerciais. Quarenta acessos foram avaliados quanto a

N

reacdo a raca SPJ-RS de Puccinia triticina, a qual tinha o maior espectro de
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viruléncia ocorrente no Brasil até a realizacdo do trabalho, e destes, 25% (10
acessos) apresentaram resisténcia. Dessa forma, os dados obtidos neste estudo
servem como subsidio na escolha de acessos resistentes que poderao ser utilizados
como genitores em programas de melhoramento genético a fim de incremento de
resisténcia a esse patdgeno. Futuramente estudos de postulacdo génica e andlises
genéticas deverdo ser realizados para avaliar o potencial desta estratégia no controle

da ferrugem da folha do trigo.

Palavras-chave: trigo, ferrugem da folha, Aegilops tauschii, Aegilops squarrosa.

IDENTIFICATION OF RESISTANCE SOURCES TO Puccinia triticina
RACE SPJ-RS IN Triticum tauschii

ABSTRACT - In Brazil, losses caused by Puccinia triticina, the causal agent of
wheat leaf rust, happen annually. The widespread incidence in the different
producing areas varies in intensity, depending on the climatic conditions, the genetic
resistance of the cultivars and the chemical control. Resistant cultivars are the most
efficient method of control, and the genes conferring resistance to leaf rust fungus
are denominated Lr. Several of these genes were already identified and mapped.
Some of them were mapped directly in hexaploid wheats, while others were firstly
found in related species, with smaller ploidy level, and, later, transferred for
cultivated wheat. Among related species, Triticum tauschii Coos, the diploid species
donor of the D genome to cultivated wheat, is pointed out as an important source of
resistance genes to the rust. The objective of this work was to evaluate the
resistance to leaf rust in accesses of Triticum tauschii, from the Active Germplasm
Bank of Embrapa Trigo (BAG - Passo Fundo, RS), in order to incorporate this
resistance in commercial varieties. Forty accesses were evaluated for the reaction to

SPJ-RS, the race of Puccinia triticina with the wide virulence range occurring in
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Brazil until this work; and 25% (10 accesses) were resistant. The data obtained in
this study can help the choice of resistant accesses to be used as parents in breeding
programs in order to increase the resistance to the pathogen. Studies of gene
postulation and genetic analyses need be done to evaluate the potential of this

strategy in wheat leaf rust control.

Key words: wheat, leaf rust, Aegilops tauschii, Aegilops squarrosa.

1 INTRODUCAO
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A ferrugem da folha do trigo (Triticum aestivum L.) causada pelo
fungo Puccinia triticina Eriks. (ANIKESTER et al., 1997), anteriormente descrita
como Puccinia recondita Rob. Ex Desm. f. sp. tritici, é provavelmente a mais
importante doenga flngica que afeta esse cereal. A reduc¢do na produtividade varia
entre 5% a 30%, dependendo da severidade da doenca e da cultivar usada (AUNG &
KERBER, 1998; RAUPP et al., 2001).

A ferrugem é controlada basicamente, com o uso de fungicidas. No
entanto, este método, provoca o aumento dos custos de produgio, exigindo a compra
de produtos, maquinaria adequada e mao-de-obra para aplicagdo (TURRA, 2004).
Dessa forma, a utilizacdo de cultivares resistentes ¢ o método mais eficiente e
econdmico para a redugdo das perdas provocadas pela ferrugem na lavoura (RAUPP
et al., 2001).

Grandes progressos no melhoramento para resisténcia a ferrugem da
folha do trigo foram alcancados nas ultimas décadas, no entanto, o estreitamento da
base genética e o surgimento de novas ragas patogénicas implicam na necessidade
continua de buscar novas fontes de resisténcia (AGHAEE-SARBARZEH, et al.,
2001).

Com o intuito de obter cultivares mais adaptadas e com resisténcia a
essa moléstia, a introgressdo de genes de espécies silvestres representa grande
potencialidade econdmica (BARBOSA et al., 1993, ANGRA et al., 1996).

A maioria das espécies da tribo Triticeae possui resisténcia genética a
ferrugem da folha. (MORAES-FERNANDES et al. 2000; ZAHARIEVA et al.,
2001; STEPIEN et al., 2003). Essa resisténcia é baseada em genes de resisténcia, Lr
(leaf rust), que sdo efetivos durante todo o ciclo da planta. No trigo, 57 genes Lr,
para resisténcia a ferrugem foram descritos (MCINTOSH et al., 1995a, MCINTOSH
et al., 1995b, SINGH et al., 1998; GOEL & SAINI, 2001, MCINTOSH et al., 2003).
Assim, tem sido enfatizada a necessidade do melhoramento genético para a
introgressdo desses genes.

Entre as espécies silvestres que tem fornecido importantes genes de
resisténcia especifica Lr (como Lr21, Lr22a, Lr32, Lr39, Lr40, Lr41, Lr42 e Lr43),
se encontra Triticum tauchii (syn. Aegilops squarrosa, Aegilops tauschii, 2n = 2x =
14, DD), a qual apresenta uma ampla distribui¢do ecoldgica e tem sido considerada

uma das espécies dipléides mais importantes do grupo Triticum-Aegilops



30

(ZOHARY et al., 1969; COX et al., 1992; AGUILAR-RINCON et al., 2000;
ASSEFA & FEHRMANN, 2004).

Além disso, T. tauschii, ¢ uma espécie a que se tem dado particular
atencdo por produzir hexapldides sintéticos (AABBDD), obtidos mediante
cruzamentos interespecificos diretos, podendo ser util na transferéncia de genes de
interesse (MUJEEB-KAZI, 1995; MORAES-FERNANDES et al, 2000;
AGUILAR-RINCON et al., 2000). Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
resisténcia a raca SPJ-RS de Puccinia triticina em acessos de T. tauschii para

posteriores cruzamentos em programas de melhoramento, a fim de incorporar esta

resisténcia em cultivares comerciais.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Casa de Apoio da Embrapa Trigo
(Passo Fundo — RS), durante o periodo de marco a junho de 2004.

Foram avaliados 40 acessos de T. tauschii (Tabela 1), oriundos do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) dessa instituicdo, os quais sdo provenientes da
Universidade de Manitoba, Canadd, cuja identificac@o original apresenta a sigla RL,
que se refere a Leaf Rust Laboratory. Na Embrapa Trigo, durante o periodo de 1978
a 1985, foram realizados diversos experimentos pelos pesquisadores Maria Irene
Baggio de Moraes-Fernandes e Ariano Moraes Prestes, quanto a resisténcia a
ferrugem da folha, ferrugem do colmo, oidio, septoria, giberela e helmintosporiose,
além de andlises citogenéticas. A partir dos resultados obtidos, nova denominagdo
foi determinada para os respectivos acessos, mediante o nimero de entrada (NE) no
BAG.
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Tabela 1 — Acessos de Triticum tauschii utilizados no trabalho. Embrapa Trigo,
Passo Fundo, 2006.

Numero  Cédigo do Acesso  Origem no BAG -Embrapa Trigo

2 RL5491 180455/89
3 RL5492 180457/89
4 RL5495 180458/89
5 RL5496 180460/89
6 RL5497 30720/88
7 RL5522 140510/83
8 RL5523 247369/94
9 RL5525 247375/94
10 RL5527 247376/94
11 RL5528 340010/91
12 RL5531 340014/91
13 RL5536 340016/91
14 RL5537 50744/82
15 RL5538 247381/94
16 RL5540 247382/94
17 RL5543 340019/91
18 RL5544 247383/94
19 RL5547 340021/91
20 RL5550 30769/88
21 RL5555 340028/91
22 RL5556 340030/91
23 RL5558 340031/91
24 RL5559 247397/94
25 RL5560 247399/94
26 RL5565 247401/94
27 RL5570 247403/94
28 NE 29227C 135278/93
29 RL 5422 OIDIO 89
30 RL 5552 247407/94
31 RL 5562 340033/91
32 RL 5660 825019/98
33 RL 5660 151653/85
34 RL 5665 825023/98
35 RL 5668 825024/98
36 RL 5684 825036/98

37 RL 5695 825042/98
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38 RL 5771 OIDIO 89
39 RL 5793 625055/96
40 RL 5799 OIDIO 89

A raca de P. triticina selecionada para a inoculacdo foi SPJ-RS
(LONG & KOLMER, 1989), por apresentar o mais amplo espectro de viruléncia
ocorrente no Brasil até a realizacdo dos testes. A raga SPJ-RS foi identificada em
amostras de ferrugem coletadas em 2002 e ¢ avirulenta aos genes Lr3, Lr3ka, Lr16,
Lr20, Lr21 e Lr30, e virulenta a Lrl, Lr2a, Lr2c, Lr9, Lrl0, Lrll, Lri4a, Lri4b,
Lr17, Lrl8, Lr23, Lr24 e Lr26 (CHAVES & BARCELLOS, 2006).

Sementes dos acessos selecionados foram desinfestadas em
hipoclorito de sédio a 1% e dlcool etilico a 70%, por 1 minuto cada, sendo em
seguida, colocadas em papel germitest umedecido com dgua destilada e
posteriormente transferidas para geladeira, durante sete dias, a 4 °C para realizar a
quebra da dorméncia das mesmas. ApOs o processo de vernalizagdo, as sementes
foram transferidas para germinador a 20° C durante 15 dias, a fim de promover a
germinagdo e o desenvolvimento da parte aérea até esta atingir cerca de 10 cm.

As plantulas foram entdo, transferidas para copos pldsticos contendo
150 g de solo nativo. A acidez foi corrigida com calcdrio e adicionou-se adubacio
recomendada pela andlise de solo. Cada acesso foi semeado em trés copos; cada
copo contendo trés sementes. Os copos foram dispostos completamente ao acaso e
mantidos em casa de vegetacao.

Urediniosporos da raca SPJ-RS em suspensdo de 6leo mineral Soltrol,
foram inoculados na primeira folha totalmente expandida das plantulas, apds estas
terem sido aspergidas com solu¢do aquosa contendo, aproximadamente, duas gotas
por litro de Tween 20°. Ap6s 16 horas em camara imida, na auséncia de luz, com
saturacdo de umidade sem escorrimento a temperatura de 20 °C, as plantulas foram
transferidas para casa de vegetacdo e distribuidas completamente ao acaso, sob
condi¢des naturais de luminosidade, umidade relativa na faixa de 60-80% e
temperatura de cerca de 22+2 °C, tendo, por curtos periodos de tempo, esta atingido
30 °C. Juntamente com as plantulas dos acessos de 7. fauschii, foram inoculados,
também em fase de plantula, um conjunto da série internacional de diferenciais para
ragas de P. triticina (LONG & KOLMER, 1989), como aferidor da raca inoculada, e

a cultivar de trigo Coxilha (testemunha suscetivel). O tipo de infec¢do foi avaliado
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dez a 15 dias ap6s a inoculagcdo. O método para estimar o tipo de infec¢do foi o

internacionalmente utilizado: 0, ;, 1, 2, 3, 4 (Tabela 2 e Figura 1). Tipos de infec¢do

3 e 4 sao considerados altos, correspondendo a suscetibilidade no hospedeiro, e os

demais, a resisténcia (ROELFS et al., 1992).

Tabela 2 - Reacdo, tipos de infeccdo e sintomas de

Puccinia triticina em primeira folha de plantulas
de trigo (ROELFS et al., 1992). Embrapa Trigo,
Passo Fundo, 2006.

Reagdo!

Tipo de infec¢ao

Sintomas

Nenhuma pustula ou outro sinal macroscépico de infec¢io

Sem pustulas, com pequenos pontos cloréticos ou

necréticos (hipersensibilidade)
Pustulas diminutas, circundadas por clorose/ necrose

Pdstulas pequenas a médias, freqlientemente circundadas

por clorose ou necrose

Pdstulas médias, que podem estar associadas com clorose

Pustulas grandes, sem clorose

R=Resisténcia; S=Suscetibilidade
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Figura 1 - Sintomas e tipos de infec¢do de Puccinia triticina em plantulas
de trigo. Tipos de infec¢do de 0 a 2: aviruléncia (resisténcia), 3
e 4: viruléncia (suscetibilidade). Foto: Dr. James Kolmer,
USDA-ARS, Dept. Plant Pathology, St. Paul, MN, USA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies silvestres tornaram-se importantes fontes de
germoplasma para os programas de melhoramento, uma vez que a
uniformidade genética das culturas leva a eros@o da variabilidade
genética. Tais espécies possuem ampla variabilidade natural e,

conseqiientemente, sao fontes de novos genes agronomicamente tteis,



35

principalmente no que se refere a resisténcia a doencas (PRESTES &

GOULART, 1995; BRAMMER et al., 2002b).

T. tauschii é reconhecida por ser fonte de um grande
nimero de genes de resisténcia para a maior parte das doencas que
atacam o trigo, destacando-se a ferrugem da folha. Dessa forma,
apresenta-se como uma importante alternativa aos programas de
melhoramento. Por ser a espécie doadora do genoma D do trigo
cultivado, a transferéncia de genes ocorre de forma rdpida e eficiente,
possibilitando a ocorréncia de cruzamentos diretos entre 7. tauschii e
T. aestivum (HUSSIEN et al., 1997; RAUPP et al., 2001). Dos 40
acessos avaliados 10 acessos (RL 5003, RL 5491, RL 5496, RL 5497,
RL 5528, RL 5531, RL 5550, RL 5665, RL 5771, RL 5793)
apresentaram resisténcia a ferrugem em estadio de plantula,
totalizando um percentual de 25% de acessos resistentes (Tabela 3).
Estes resultados evidenciam a variabilidade de reagdo a P. triticina

dos acessos de T. tauschii testados.

A ocorréncia de variabilidade genética quanto a reagdo a
doencas tem sido salientada na literatura internacional por varios
autores (KNOTT & DVORAK, 1976; DHALIWAL et al., 1986). No

Brasil, mais de 700 entradas de varias espécies afins ao trigo foram
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testadas para resisténcia a septoriose (MORAES-FERNANDES et al.,
1980). Diversas espécies mostraram resisténcia em plantula, mas as
entradas de T. tauschii foram aquelas que apresentaram melhor nivel
de resisténcia a essa moléstia, nesse estadio. Esses dados sdo
concordantes com os resultados aqui relatados quanto a testes no

estddio de planta jovem.
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Tabela 3 - Acessos de Triticum tauschii e tipo de infec¢do em primeira folha de
plantulas inoculadas com a raga SPJ-RS de Puccinia triticina, sob
condig¢des controladas. Embrapa Trigo, Passo Fundo, 2006.

Nimero Coddigo do Acesso  Tipo de Infeccao
1 RL5003 0
2 RL5491 ;
3 RL5492 3
4 RL5495 3
5 RL5496 ;
6 RL5497 0
7 RL5522 3
8 RL5523 3
9 RL5525 3
10 RL5527 3
11 RL5528 1
12 RL5531 ;
13 RL5536 3
14 RL5537 3
15 RL5538 3
16 RL5540 3
17 RL5543 3
18 RL5544 3
19 RL5547 3

20 RL5550 ;
21 RL5555 3
22 RL5556 3
23 RL5558 3
24 RL5559 3
25 RL5560 3
26 RL5565 3
27 RL5570 3
28 NE 29227C 3
29 RL 5422 3
30 RL 5552 3
31 RL 5562 3
32 RL 5660 3
33 RL 5660 3
34 RL 5665 ;
35 RL 5668 3
36 RL 5684 3
37 RL 5695 3
38 RL 5771 ;
39 RL 5793 ;

40 RL 5799 3
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Dessa forma, os acessos de 7. tauschii que apresentaram
resisténcia em plantula a ferrugem da folha constituem-se em
germoplasma valioso para cruzamentos com materiais de trigo
suscetiveis a P. triticina a fim de incorporagdo de resisténcia genética

a esses materiais.

As reagoes dos acessos resistentes variaram de 0 a 1, o que
sugere a possibilidade de que os genes presentes nestes acessos sejam
diferentes. Diversos genes Lr foram relatados em 7. tauschii
(BARCELLOS et al., 1997; CEREAL DISEASE LABORATORY,

2006). Dentre os 57 genes Lr conhecidos, os genes Lr21, Lr22a, Lr32,
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Lr 39, Lr40, Lr41, Lr42 e Lr43, podem estar presentes, uma vez que
ambos possuem origem em 7. tauschii (CEREAL DISEASE
LABORATORY, 2006). O conhecimento dos genes Lr presentes,
tanto nas fontes de resisténcia quanto nas cultivares, o nimero de
genes envolvidos, o fendtipo da reagdo do hospedeiro a infec¢ao, o
estddio de desenvolvimento da planta em que a resisténcia se
expressa, as interacdes com o ambiente, 0s mecanismos genéticos
envolvidos e a combinacgdo das resisténcias especifica e ndo-especifica
a racas sdo aspectos de extrema valia nos programas de
melhoramento, porque permite utilizar os genes disponiveis de forma
a obter uma protecdo consistente contra o patégeno (BARCELLOS,

2001b; BRAMMER et al., 2002a).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam que a
utilizagdo de 7. tauschii para a criagdo de fontes de resisténcia é uma
estratégia promissora para o controle da ferrugem da folha do trigo.
Para que o potencial pratico dessa estratégia possa ser melhor
utilizado, outros estudos sobre a heranca, expressao e as intera¢des

dos genes Lr serdao de grande utilidade.

4 CONCLUSOES
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Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que existe
variabilidade no germoplasma de 7. tauschii presente no BAG da Embrapa Trigo, no

que se refere a resisténcia a raca SPJ-RS de Puccinia triticina.

AVALIACAO DA SIMILARIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DE
Triticum tauschii POR MEIO DE MARCADORES MICROSSATELITES

ANGELA BOMFOCO DE ALMEIDA', MARIA IRENE BAGGIO’, SANDRA
PATUSSI BRAMMER’, ANA LIDIA VARIANI BONATO'

As espécies afins as plantas cultivadas sdo importantes para os programas de
melhoramento, como fonte de variabilidade genética. Triticum tauschii (2n = 14) é o
doador do genoma D do trigo cultivado hexapléide (2 = 42, AABBDD) e ¢é fonte de

genes de resisténcia a diversas moléstias atualmente disponiveis para o
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melhoramento desta cultura. O conhecimento da similaridade genética entre os
acessos dos bancos de germoplasma é importante para um uso mais preciso e
eficiente dos recursos genéticos. Técnicas de biologia molecular, baseadas nos
marcadores microssatélites, permitem a andlise e deteccao de diferencas individuais

ao nivel do DNA, tornando as medidas mais faceis e diretas. Com a finalidade de
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investigar a similaridade de 40 acessos de Triticum tauchii do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Trigo marcadores microssatélites foram
analisados. O grau de similaridade variou de 0,17 a 0,92; indicando um alto nivel de
diversidade genética, podendo ser usado como um apoio adicional na escolha dos
genitores no planejamento de cruzamentos para transferéncia de caracteristicas tteis

do nivel dipléide para o hexapléide.

Palavras-chave: Aegilops tauschii, Aegilops squarrosa, diversidade genética.
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EVALUATION OF GENETIC SIMILARITIES BETWEEN Triticum tauschii
BY MICROSATELLITES MARKERS

ABSTRACT - Related species of crop plants, being sources of genetic variability,
are important for breeding programs. Triticum tauschii (2n = 14) is the donnor of D
genome of cultivated hexaploid wheat (2 = 42, AABBDD) and is a source of several
disease resistance genes now available from wheat improvement. The knowledge of
genetic similarity in germoplasma banks accesses is important for a more precise
and efficient use of these genetic resources. Molecular biology techniques, based on
microsatellite markers, allow the analysis and detection of individual differences at
DNA level, making the measurements of genetic diversity, easier and more direct. In
order to investigate the microsatellite markers similarity, 40 accesses of T. tauchii,
from Germoplasm Bank (BAG) of Embrapa Trigo were anaysed. The similarity
degree was 0,17 a 0,92; indicating a high level of genetic diversity and may be used
as an adiccional support for parents choice in planning crosses for transference of

usefull genes from diploid to hexaploid level.

Key words: Aegilops tauschii, Aegilops squarrosa, genetic diversity

1 INTRODUCAO

Recursos genéticos provenientes de espécies dipldides ancestrais estdo
sendo cada vez mais utilizados nos programas de melhoramento de trigo devido ao
aumento da uniformidade genética das cultivares modernas (EASTWOOD et al.,
1991; SCHACHTMAN et al.,, 1991; WILLIAM et al.,, 1993; MCKENDRY &
HENKE, 1994; COX et al., 1995; HSAM et al., 2001; YAN et al., 2003).
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De acordo com revisdo em Bered et al. (2002) desde o inicio do século
XX, os principais cereais cultivados vém sofrendo intensa manipulagdo humana a
partir da hibridag@o artificial e selecdo, com o objetivo de aumentar o rendimento de
grdos. Como resultado, os melhoristas obtiveram um expressivo ganho genético na
maioria das espécies. No caso do trigo, o ganho foi estimado em até 50%, entretanto,
em virtude dos freqiientes e intensos ciclos de sele¢do, estd ocorrendo uma reducio
da variabilidade genética.

A utilizagdo de recursos genéticos para a obtencdo de novos genes,
principalmente de resisténcia a doengas, inclui o uso dos parentes selvagens dos
cereais e o germoplasma proveniente dos centros de diversidade das espécies
cultivadas. Triticum tauschii (syn. Aegilops squarrosa, Aegilops tauschii, 2n = 2x =
14, DD), tem se mostrado uma importante fonte de genes de interesse, que podem
ser usados como fonte de resisténcia a diversas moléstias que afetam o trigo
cultivado (Triticum aestivum L. em Thell) (EASTWOOD et al., 1991; MCKENDRY
& HENKE, 1994; HSAM et al., 2001; YAN et al., 2003; ASSEFA et al., 2004).

Por ser a espécie doadora do genoma D do trigo hexapldide, o genoma
de T. tauschii e o genoma D do trigo cultivado sdo altamente relacionados, sendo
que os cromossomos de 7. tauschii efetuam um completo pareamento com o0s
cromossomos encontrados no genoma D de 7. aestivum. Dessa forma, a
transferéncia de genes na produgido de populacdes resistentes ocorre de forma rapida
e eficiente (PESTOVA et al., 2000; RAUP et al., 2001; BOYKO et al., 2004).

Tendo em vista que 7. aestivum € um alohexapldide (2n = 42,
AABBDD) formado por trés diferentes genomas A, B e D, sendo o produto da
hibridagdo entre o trigo tetrapldide 7. furgidum L. (2n = 28, AABB) e a espécie
dipléide T. tauschii (RODER et al., 1998; PESTOVA et al., 2000) o estudo da
variabilidade genética dessas espécies ancestrais representa uma importante
ferramenta na busca de diversificacdo genética. Alia-se a isso o fato do trigo ser uma
das culturas de maior expansdo mundial, ocupando cerca de 17% de toda a drea de
cereais cultivada no mundo, fornecendo ainda cerca de 20% do total de calorias
consumidas pela humanidade (GILL et al., 2004).

Visando estudar a similaridade e/ou diversidade genética das espécies

afins ao trigo cultivado, o uso de marcadores moleculares microssatélites apresenta-
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se como uma técnica importante aos programas de melhoramento genético
(PESTOVA et al., 2000).

Microssatélites ou seqiiéncias simples repetidas (SSRs) sio unidades
de cerca de 1 a 6 nucleotideos repetidas “em tandem” (em seqiiéncia) dentro do
genoma dos organismos eucariotos (LITT & LUTY, 1989). Sao utilizados como
marcadores moleculares devido ao alto nivel de polimorfismo encontrado em seus
locos o que proporciona sua utilizacdo em diversos estudos. Além disso, apresentam
como vantagens eficiéncia, estabilidade e codominancia, estando assim, entre os
marcadores mais informativos para estudos em trigo (FAHIMA et al., 1998;
RODER et al., 1998; SONG et al., 2004).

Varios estudos procurando caracterizar o mapa genético do trigo
através de marcadores microssatélites ja foram desenvolvidos. Esses marcadores tém
sido utilizados com sucesso em estudos de similaridade e diversidade genética e
mapeamento genético (PESTOVA et al., 2000; SALINA et al., 2000; SUN et al.,
2002; SONG et al., 2004; SONG et al., 2005).

Em razdo da diversidade genética requerida nos programas de
melhoramento, torna-se fundamental a caracterizacdo das espécies silvestres afins ao
trigo. O objetivo desse trabalho foi caracterizar a similaridade genética de acessos de
T. tauschii através de marcadores microssatélites, para posterior utilizagdo em
cruzamentos, a fim de incorporagdo de genes agronomicamente importantes ao

melhoramento do trigo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e extracio de DNA

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia — drea
de genética molecular - do Niicleo de Biotecnologia Aplicada a Cereais de Inverno
da Embrapa Trigo (Passo Fundo — RS). Foram avaliados 40 acessos* de T. tauschii

oriundos do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) dessa institui¢do.
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Os acessos selecionados sdo oriundos da Universidade de Manitoba,
Canada, cuja identificac@o original apresenta a sigla RL, que se refere a Leaf Rust
Laboratory. Na Embrapa Trigo, durante o periodo de 1978 a 1985, foram realizados
diversos experimentos pelos pesquisadores Maria Irene Baggio de Moraes-
Fernandes e Ariano Moraes Prestes, quanto a resisténcia a ferrugem da folha,
ferrugem do colmo, oidio, septoria, giberela e helmintosporiose, além de andlises
citogenéticas. A partir dos resultados obtidos, nova denominacdo foi determinada

para os respectivos acessos, mediante o nimero de entrada (NE) no BAG (Tabela 1).

* Acesso: amostra de germoplasma representativa de um individuo ou de vdrios
individuos da populagdo. Em cardter mais geral, qualquer registro individual

constante de uma cole¢@o de germoplasma (Valois et al., 1996).

Tabela 1 — Acessos de Triticum tauschii utilizados. Embrapa Trigo, Passo Fundo,

2006.

Numero  Cédigo do Acesso  Origem no BAG -Embrapa Trigo
2 RL5491 180455/89
3 RL5492 180457/89
4 RL5495 180458/89
5 RL5496 180460/89
6 RL5497 30720/88
7 RL5522 140510/83
8 RL5523 247369/94
9 RL5525 247375194
10 RL5527 247376/94
11 RL5528 340010/91
12 RL5531 340014/91
13 RL5536 340016/91
14 RL5537 50744/82
15 RL5538 247381/94
16 RL5540 247382/94
17 RL5543 340019/91
18 RL5544 247383/94
19 RL5547 340021/91
20 RL5550 30769/88
21 RL5555 340028/91

22 RL5556 340030/91
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23 RL5558 340031/91
24 RL5559 247397/94
25 RL5560 247399/94
26 RL5565 247401/94
27 RL5570 247403/94
28 NE 29227C 135278/93
29 RL 5422 OIDIO 89
30 RL 5552 247407/94
31 RL 5562 340033/91
32 RL 5660 825019/98
33 RL 5660 151653/85
34 RL 5665 825023/98
35 RL 5668 825024/98
36 RL 5684 825036/98
37 RL 5695 825042/98
38 RL 5771 OIDIO 89
39 RL 5793 625055/96
40 RL 5799 OIDIO 89

Para obtencdo do tecido vegetal, sementes dos acessos selecionados
foram desinfestadas em hipoclorito de sédio a 1% e dlcool etilico a 70%, por 1
minuto cada, sendo em seguida, colocadas em papel germitest umedecido com dgua
destilada e posteriormente transferidas para germinador a 20° C durante 15 dias, a
fim de promover a germinag¢do e o desenvolvimento da parte aérea até esta atingir
cerca de 10 cm.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o método
CTAB (modificado), descrito por Saghai-Maroof et al., (1984), sendo que as

amostras de DNA obtidas foram mantidas a - 80° C, até o momento do uso.

2.2 Quantificacdo do DNA

A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotdometro
UV/Visivel (Pharmacia-Ultrospce 1000), com diluicilo do DNA concentrado de
1/100, sendo a pureza da amostra verificada através da relacdo entre as leituras de
absorbancia a 260 nm (detecta presenca de DNA) e a 280 nm (detecta presenga de
proteinas e polissacarideos).

O cdlculo da concentracdo de DNA foi obtido pela multiplicacdo da
leitura de absorbancia a 260 nm, o fator de Unidade Otica (50), e o fator de diluicao
(100).
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Para verificacdo da integridade do DNA, fez-se eletroforese em gel de
agarose 0,8%, utilizando-se DNA de fago lambda como padrao (MANIATIS et al.,
1982). As amostras de DNA foram diluidas para uma concentragdo de 25 ng/ul e

mantidas a -20° C.

2.3 Marcadores microssatélites e reacio em cadeia da polimerase (PCR)

Os 20 primers (Tabela 2) empregados foram desenvolvidos
especificamente para o genoma D do trigo, conforme consulta em Roder et al.,
(1998), Pestova et al., (2000) e Gupta et al., (2002). Os mesmos foram escolhidos
devido a sua localizagdo cromossdmica, procurando cobrir a maior parte dos sete
cromossomos da espécie em questao.

Os principais componentes da reagdo de PCR para uma reacio de 20
ul de volume foram: tampao PCR na concentracdo de 1x, cloreto de magnésio na
concentracdo de 1,5 mM, dNTPs na concentracdo de 0,8 mM, primer na
concentragdo de 250 nM, Taq polimerase 1U e 25 ng de DNA.

Para o preparo do MIX, ou seja, os componentes da reacio, exceto o
DNA, os valores encontrados foram multiplicados pelo niimero de amostras (40) que
foram testadas. O DNA de cada amostra foi aplicado primeiro, separadamente do

MIX. Para cada primer testado foi feito um novo MIX.
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Depois da aplicagdo do DNA, todos os componentes do MIX foram
somados e divididos pelo nimero total de amostras. O valor encontrado foi o
volume aplicado para cada amostra de DNA.

As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador MJ Research
modelo PTC 100, programado para: 45 ciclos a 94° C por 1 minuto; 50, 55 ou 60° C
(dependendo da especificidade de cada primer, de acordo com a Tabela 2) por 1

minuto; 72° C por 2 minutos e 1 ciclo de extensdo a 72° C por 10 minutos.

2.4 Analise eletroforética dos fragmentos amplificados por PCR

Os produtos da amplificacdo acrescidos de 10 pl de tampao da
amostra contendo azul de bromofenol, foram submetidos a eletroforese horizontal,
em géis de agarose 2% submersos, preparados em TBE 1X juntamente com brometo
de etidio (10 mg/ml) e aplicado diretamente no momento da confecciio do gel, na
quantidade de 20 pl, utilizando-se o tampao TBE 1X para a corrida. A visualizacdo
dos fragmentos foi feita sob luz ultra violeta. Em seguida os géis foram fotografados
sob UV, com filtro 35 mm preto e branco, utilizando-se maquina fotografica

Polaroid com filtro laranja.

2.5 Analise estatistica

Para a andlise da similaridade genética, primeiramente foram
construidas matrizes de dados, codificando-se a presenga (1) ou auséncia (0) das
bandas visualizadas nos géis. A auséncia de amplificagdo num individuo foi
considerada como dado perdido (9). A andlise dos dados foi realizada através do
programa NTSYS versio 2.0 “Numerical Taxonomy System of Multivariate
Analysis System” (ROHLF, 1998).

A similaridade genética entre os diferentes acessos foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard (1901), uma vez que esse indice é utilizado para fenétipos ndo
interpretdveis em nivel de locos e alelos por ser préprio para dados do tipo
presenga/auséncia (dados bindrios) (ALFENAS et al., 1991; ALFENAS, 1998).

Os acessos foram agrupados usando o UPGMA (Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido por Sokal & Michener
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(1958), ou método de agrupamento aos pares usando médias ndo ponderadas, sendo
que os acessos foram considerados as unidades taxondmicas operacionais (OTUs) e
os caracteres (bindrios) foram as bandas obtidas por microssatélites.

A correlacdo cofenética entre os dados da matriz de similaridade
genética e os valores cofenéticos do dendrograma foi estimada para indicar a
representatividade do dendrograma em relagdo as estimativas originais de

similaridade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quarenta acessos de 7. tauschii oriundos do BAG-Embrapa Trigo,
foram analisados quanto a similaridade genética através de marcadores
microssatélites visando a avaliagdo da sua variabilidade genética. Um grande
nimero de bandas polimoérficas pode ser detectado, o que reflete a grande
diversidade genética existente nesse material, como também comprova a natureza
multialélica desse tipo de marcador.

De um total de 20 pares de primers testados na avaliacdo do
polimorfismo em SSR, 19 pares (95%) amplificaram, dando origem a bandas
polimérficas, sendo que o primer monomorfico foi WMS 114. Segundo Ling et al.,
(2004), o genoma de T. tauschii é altamente polimoérfico e estudos realizados com
marcadores RFLP demonstraram que mais de 60% dos marcadores testados foram
polimérficos.

De acordo com Rdoder et al., (1998), marcadores microssatélites
apresentam um maior nivel de polimorfismo e por serem multialélicos sdo altamente
informativos, podendo ser usados em estudos de evolucdo e similaridade genética.
Além disso, por serem abundantes e necessitarem de pequena quantidade de DNA
gendmico para andlise, sdo adequados como marcadores genéticos de trigo para
mapeamento de genes agronomicamente tteis.

O alto polimorfismo encontrado refere-se ao fato dos primers testados
serem isolados de regides microssatélites encontradas especificamente no genoma D
do trigo cultivado, sendo entdo, amplificadas no genoma de 7. tauschii. Da mesma
forma, Pestova et al., (2000), detectaram que primers desenvolvidos a partir de

seqiiéncias obtidas de T. tauschii podem ser usados nas andlises gendmicas do trigo
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cultivado. Isso demonstra que essa técnica pode ser usada com sucesso na andlise de
germoplasmas de 7. tauschii e T. aestivum.

O ndmero maximo de bandas encontradas por acesso foi de 6,00
(Tabela 3), sendo que os primers que apresentaram maior polimorfismo foram
WMC 245 (Figura 1), GDM 5, WMS 341, GDM 107, WMC 25, WMS 642. Por se
tratarem de seqiiéncias de alta taxa evolutiva, o conteido genético informativo de
um marcador SSR € bastante alto. Mesmo em comparacdes de germoplasma com
estreita base genética, como € o caso desse estudo, geralmente detecta-se um alto

ndmero de bandas por primer (BUSO et al., 2003).

Tabela 3 — Valor aproximado de pares de base obtidos por banda. Embrapa Trigo,

Passo Fundo, 2006.

Numero de Bandas Valor aproximado de pares de base (pb)
1100 pb 250
2 200
3 170
4 150
5 100
6 50

r WMC 245 e

dos acessos de

acordo com a Tabela 1). Embrapa Trigo, Passo Fundo, 2006.
As estimativas de similaridade genética, a partir do coeficiente de
Jaccard, estao representadas na Tabela 4. Através da andlise do dendrograma (Figura

2) pode-se perceber que os maiores valores de similaridade foram observadas entre
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RL 5536 e RL 5537 (0,92), RL 5537 e RL 5538 (0,91) e entre RL 5536 e RL 5538
(0,87).

Os menores indices de similaridade foram encontrados entre RL 5547
e RL 5793 (0,17) seguidos de RL 5550 e RL 5799 (0,18) e RL 5497 ¢ RL 5793
(0,21). O valor médio de similaridade obtido foi de 0,48; o que indica uma alta
diversidade entre os acessos analisados. A alta diversidade encontrada entre os
acessos pode ser também importante no incremento da variabilidade genética, tendo
em vista que a mesma € essencial aos programas de melhoramento.

E importante enfatizar que ndo existe melhoramento sem a presenca
da variabilidade genética, e dessa forma ela deve ser conhecida e preservada. As
colecdes de germoplasma sdo extremamente tteis, revelando-se como fonte de
variabilidade genética disponivel aos melhoristas. Portanto, ressalta-se a importancia
da caracteriza¢@o desse germoplasma como fonte de genes uteis.

Os acessos RL 5660A e RL 5660B ficaram em grupos diferentes,
demonstrando a partir dessa andlise que s@o distintos geneticamente, provavelmente
tenham se modificado ao longo do tempo ou de acordo com o ambiente.
Apresentaram um indice de similaridade de 0,71.

A correlagdo cofenética (Figura 3) obtida a partir dos dados da
similaridade genética e dos valores estimados pelo UPGMA indicou um indice de
correlagdo de 0,77 (valor R) o que demonstra mais uma vez, a alta diversidade

genética existente entre o material avaliado.
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4 CONCLUSOES
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A alta diversidade genética revelada pelos marcadores microssatélites
neste estudo possivelmente reflete uma alta variabilidade genética dentro do

germoplasma de Triticum tauschii.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados no capitulo I p.30-44, indicam que os
acessos que apresentaram resisténcia a Puccinia triticina em estadio de plantula,
poderdo ser utilizados como genitores para a criagdo de fontes de resisténcia e

obtencdo de incremento de resisténcia a esse patdgeno. Estudos de postulacdo génica
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e andlise genética apés a transferéncia para o nivel hexapléide deverdo ser realizados
visando otimizar o potencial da utilizagdo dessa estratégia no controle da moléstia.
Em relagdo aos dados apresentados no capitulo II p. 45-65, os
mesmos, permitem sugerir que o material analisado € representativo da diversidade
genética existente em Triticum tauschii. Além disso, as informagdes obtidas servem
como subsidio na escolha dos acessos para realiza¢do de futuros cruzamentos em
programas de melhoramento genético de trigo que buscam ampliar a variabilidade

genética.
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