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RESUMO

A ferrugem da folha, causada por Puccinia coronata Corda. f. sp. avenae
Eriksson, € a moléstia mais danosa para a cultura da aveia (Avena sativa L.). O uso de
cultivares resistentes tem sido limitado devido a extrema diversidade genética presente
nas populacdes de P. coronata. Geralmente a superacdo dos genes de resisténcia acaba
ocorrendo em um curto intervalo de tempo. Desta forma a busca por uma resisténcia
eficiente e duravel é o objetivo dos programas de melhoramento deste cereal. Com o
objetivo de compreender alguns aspectos da resisténcia genética a Puccinia coronata
em aveia, este trabalho abordou dois aspectos distintos. No ano de 2005, o experimento
avaliou o comportamento da resisténcia quantitativa em uma populagdo Fg.; resultante
do cruzamento entre as cultivares UFRGS910906 e UFRGS7. Este ano caracterizou-se
por ser extremamente favoravel a doenca, sendo que a maioria das linhagens apresentou
uma ASCPD maior que o genitor suscetivel. Uma andlise avaliando os valores de
ASCPD do periodo de 1998 a 2005 demonstrou que este tipo de resisténcia ¢ altamente
influenciado pelo ambiente, portanto em condi¢cdes muito favoraveis ao fungo ndo ¢
indicado selecionar gen6tipos com resisténcia parcial. Em 2006, as analises realizadas
focaram na resisténcia do tipo qualitativa, buscando a identificagdo de marcadores do
tipo AFLP para o gene de resisténcia Pc68, e ampliagdo do mapa genético da populagdo
de linhagens recombinantes em Fg oriundas do cruzamento entre os genotipos
Pc68/5*Starter e UFRGSS, contrastantes quanto a presenca deste gene. Um total de 78
marcadores polimoérficos que segregaram na taxa esperada, formaram um mapa
composto por 12 grupos de ligacdo, totalizando 409,4 cM do genoma de Avena sativa.
Quanto as analises de ligagdo entre o gene Pc68 e¢ os marcadores AFLP, foram
detectados dois marcadores em repulsdo: USPM22 e USPM25, os quais encontram-se
flanqueando o gene a uma distancia de 18,60 e 18,83 cM respectivamente.

! Dissertagio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (68p.) Maio, 2007.
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ABSTRACT

Crown rust, caused by Puccinia coronata Corda. f. sp. avenae Eriksson, is
the most damaging disease of cultivated oat (4vena sativa L.). Use of resistant
genotypes is limited by P. coronata extremely high genetic diversity. In general, the
pathogen races overcome single resistance genes in a short period of time. Oat breeding
programs are continuously in searching for an efficient and durable host resistance. This
work involved two distinct studies on oat crown rust resistance. In the first study
quantitative resistance was evaluated in a Fg.;; inbred line population derived from the
cross UFRGS910906 X UFRGS7. Expression of host resistance was very dependent of
environmental conditions as demonstrated by the comparison among AUDPC values
from 1998 to 2005. The environment in 2005 was very favorable for disease
development, and a large number of lines showed an AUDPC higher than the
susceptible genitor one’s. Under conditions that favor disease, genetic selection for
partial host resistance is not recommended. The second study was related to qualitative
host resistance aiming to identify AFLP markers linked to the resistance gene Pc68, and
amplify the F6 genetic map from Pc68/5*Starter X UFRGSS. Seventy-eight markers
with normal segregation were discovered and distributed in 12 linkage groups. The map
covered 409.4 cM of the Avena sativa genome. Two AFLP markers were linked in
repulsion to Pc68: USPM22 and USPM25, which are flanking the gene at 18.60 and
18.83 ¢M respectively.

! Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (68p.) May, 2007.
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CAPITULO1
INTRODUCAO GERAL

O género Avena foi estabelecido primariamente por Tournefourt em 1770,
porém, a maioria das espécies conhecidas, ja havia sido descrita anteriormente, em
1750, por Linnaeus (Matz, 1969). Popularmente conhecido por aveia, este género
pertence a familia Gramineae (Poaceae), tribo Aveneae (Clayton & Renvoize, 1986) e,
compreende vdrias espécies silvestres, daninhas e cultivadas, distribuidas em seis
continentes.

Segundo Harlan (1975), o género Avena tem seu centro de origem na Asia
Menor ou no Norte da Africa. As primeiras aveias a serem cultivadas datam de 1.000
a.C. e acredita-se que tenha sido na Europa Central. Entretanto, a aveia evoluiu como
uma cultura secundaria, sendo antes, considerada uma invasora das culturas de trigo e
cevada.

As espécies do género Avena ocorrem em trés niveis de ploidia: dipldides
(2n=2x=14), tetraploides (2n=4x=28) e hexaploides (2n=6x=42), sendo que nos trés
grupos sao encontradas espécies cultivadas (Holden, 1979); e apresentam quatro
diferentes genomas: A, B, C e D, cada um com um nimero basico de sete cromossomos
(Zhou et al., 1999). Segundo Tavares et al. (1993) as espécies do género se dividem em:
15 espécies diploides, sete tetraploides e sete hexaploides.

No inicio do século XVII, a aveia ja estava extensivamente estabelecida na

Europa Ocidental, sendo utilizada na produgdo de graos e de forragens.
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Atualmente, a inclusdo da cultura de aveia no sistema de producdo propicia
a melhoria das propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, a redugdo de
moléstias e pragas de outras espécies produtoras de graos e o controle alelopatico de
algumas plantas daninhas. Possibilita, também, a producdo de graos usados na nutricdo
humana e animal, a formagao de pastagens anuais de inverno, a elaboracdo de feno e
silagem e a utilizacdo como cobertura verde e morta do solo (Floss, 1988).

A produgdo mundial de graos de aveia em 2005 foi de aproximadamente 24
milhdes de toneladas. Os maiores produtores sdo Russia, Canada, Estados Unidos e
Australia, o Brasil ocupa a nona posi¢do em producdo de aveia (USDA — FAS, 2007).

A aveia branca (4vena sativa L.) é uma espécie hexaploide, alopoliploide,
autdégama, de cultivo anual e se destina basicamente a producdo de graos de alta
qualidade industrial. Os graos caracterizam-se pelo maior tamanho da cariopse, alto
peso do hectolitro e alta percentagem de graos descascados em relacdo ao grdo inteiro
(rendimento industrial). Entretanto, ha cultivares de duplo proposito, isto ¢, além da
produgdo de grios, também sdo utilizadas na produgéo de forragem verde.

A aveia ¢ uma graminea anual cujo ciclo varia de 120 a mais de 200 dias,
dependendo da cultivar e das condig¢des edafoclimaticas da regido de cultivo (Goellner,
2001). O habito de crescimento ¢ cespitoso, podendo atingir uma estatura de planta de
0,70 a 2 m. Apesar da grande diversidade quanto ao fotoperiodo, a aveia ¢ considerada
uma planta de dias longos (Shands & Cisar, 1988). Hoje, devido ao intenso
melhoramento genético e a variabilidade existente, este cereal estd adaptado a varios
ambientes e ¢ amplamente cultivado.

No Brasil, o cultivo da aveia branca, estd concentrado no sul do pais,

especialmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. O Parana ¢ o



maior produtor de grdos, seguido do Rio Grande do Sul e em terceiro o estado de Santa
Catarina (Comissdo..., 20006).

Inicialmente, o uso da aveia foi restrito a alimentacdo animal. Atualmente
sua utilizacdo na dieta humana estd bem estabelecida, principalmente pelo fato desta se
destacar entre os cereais em funcdo de seu alto teor de proteinas, lipidios e fibra
alimentar. A qualidade nutricional, avaliada através de indices quimicos e bioldgicos
também ¢ relativamente alta e muito superior a outros cereais. Estes indicadores, no
entanto, variam com o local de cultivo, clima e gendtipo (Gutkoski, 2000).

Devido o fato da aveia possuir altos niveis de fibra alimentar solavel, ela é
indicada no controle do colesterol sérico em individuos hipercolesterolémicos e na
diminui¢do da absor¢@o de glicose em pacientes diabéticos, reduzindo com isto o risco
de doencas cardiovasculares. O uso da aveia também ¢ indicado como agente protetor
ao desenvolvimento de tumores do célon e como auxiliar nas dietas de emagrecimento
(Anderson et al., 1994).

Apesar de todas estas propriedades acima referidas, o uso da aveia na
alimentag@o humana ainda precisa ser mais difundido. Além disto, ha muitos aspectos a
serem pesquisados, principalmente focando para o potencial de varios compostos
presentes no grao que muitas vezes sao ignorados e desperdigcados. Isto se observa, por
exemplo, no processo de descarte da casca da aveia durante o processamento do grao.

A casca da aveia apresenta uma quantidade de hemicelulose (28,35%)
superior a de Eucalyptus globulus, bagaco de cana-de-agtcar, Eucalyptus grandis e
palha de arroz, os quais sdo residuos amplamente utilizados na producao biotecnoldogica
de xilitol (Tamanini et al., 2004). Esta caracteristica da casca da aveia demonstra a
possibilidade de sua utilizagdo como matéria-prima no processo biotecnologico de

obtencdo desse poliol. O xilitol, alcool pentahidroxilado (pentiol) de xilose, tem sido
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amplamente empregado na produgdo de varios produtos alimenticios ¢ de higiene oral
em fun¢do de suas peculiaridades como ndo participagdo de reagdes do tipo Maillard,
antiocariogenicidade (Emodi, 1978), além de ter metabolismo independente da insulina
(Yilikahri, 1979). Foi relatado o emprego desse para a prevencdo de osteosporose
(Mattila et al., 1998) e tratamento de otite aguda (Taipainen et al., 2002).

Frente ao alto potencial da cultura da aveia, o aumento de seu cultivo
implica atencdo maior a esta, principalmente quanto aos fatores que abalam a expressao
do potencial de rendimento dos gendtipos disponiveis. Dentre estes fatores, o principal
limitante da cultura da aveia é a ferrugem da folha, que chega a causar perdas de até
50% no peso de graos em cultivares de aveia suscetiveis a este patogeno (Martinelli et
al., 1994).

Além de ser a moléstia mais destrutiva na cultura da aveia, a ferrugem da
folha ¢ amplamente distribuida, sendo observada em todas as regides do globo onde esta
cultura é cultivada (Simons, 1985). Desde 1900, tém sido relatados os danos que a
ferrugem da folha pode causar em aveia.

Esta moléstia é causada por Puccinia coronata Corda. f. sp. avenae
Eriksson, um fungo basidiomiceto da ordem Uredinales. Este se caracteriza por ser um
parasita obrigatorio e apresentar uma alta especializagao fisiologica.

E um fungo heteroécio (necessita de duas espécies hospedeiras para
completar seu ciclo vital) e policiclico (varios ciclos secundarios), completando cada
ciclo entre sete e dez dias. A condicdo de heteroécio ocorre no hemisfério Norte, onde
ha ocorréncia de arbustos do género Rhamnus, o hospedeiro alternativo.

O dano na folha ocorre devido as varias modificagdes estruturais,
bioquimicas e fisiologicas que o fungo causa no hospedeiro. O crescimento da hifa

intercelular causa compressao entre as células vegetais, ocasionando distor¢ao da forma



destas. Os efeitos fisioldgicos diretos comegam a ocorrer com a invasdo intracelular das
células do mesofilo e a formagdo dos haustorios (Harder & Harber, 1992). Apos a
penetragdo, a colonizacdo do tecido hospedeiro pode ser facilitada pela producao de
fitotoxinas ou de compostos semelhantes a hormdnios vegetais, que alteram a fisiologia
das plantas em favor do patdégeno (Heath, 1997). Poucos dias apds a inoculacdo ja se
observa redugdo na taxa fotossintética. Com o passar dos dias, este declinio
fotossintético causa o amarelecimento das folhas, as quais podem entrar em processo de
senescéncia.

A colonizagdo pelo fungo se caracteriza pela formagdo de pustulas, no
estadio de urédia, a qual ocorre principalmente na lamina foliar da planta, mas pode se
estender por todas as partes verdes da planta. Este estadio apresenta uma coloragdo
amarelo-brilhante, com formato redondo ou oblongo e ocorre em ambas as superficies
foliares da planta. Apos algumas semanas as bordas das uredopustulas podem tornar-se
negras, com a formagdo de teliosporos. Quando as plantas infectadas atingem a
maturidade, a produg¢do de uredosporos cessa, sendo produzidos entdo apenas os
teliosporos (Simons, 1985; Martinelli, 2004).

No Brasil, P. coronata é autoécio, ou seja, envolve apenas um hospedeiro
durante seu ciclo vital (neste caso a aveia), ndo necessitando de hospedeiro alternativo e
ndo apresentando fase sexual (Martinelli, 2000). Na regido sul do pais, onde as
condicdes ambientais sdo propicias, a ferrugem da folha também ¢ a principal moléstia
da aveia. O desenvolvimento desta, pode ocorrer em um periodo de até 100 dias na
cultura da aveia, permitindo a ocorréncia de muitos ciclos de infec¢do. Além disto,
Puccinia coronata ¢é caracterizado mundialmente por possuir uma alta variabilidade
para a viruléncia, podendo rapidamente desenvolver novas ragas virulentas que superem

os genotipos resistentes em cultivo (Chong & Seaman, 1994). No sul do Brasil, em 53
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amostras coletadas foram identificadas 53 ragas diferentes de P. coronata f.sp. avenae.
A média geral foi de 20 genes de viruléncia por raca, sendo que o menor nimero de
genes de viruléncia por raga do patoégeno foi de 10 e o maior foi de 27 (Martinelli et al.,
1998).

A ferrugem da folha ocorre todos os anos no Brasil, sendo mais destrutiva
quando o inverno ¢ ameno e a primavera umida (Forcelini, 2002). Pode-se dizer que a
ferrugem da folha coexiste com essa cultura no sul do Brasil, freqiientemente
apresentando alta severidade (Martinelli et al., 1994). Esta severidade pode diminuir
tanto a quantidade quanto a qualidade dos graos de aveia (Martinelli & Federizzi, 1994).

Para o controle da ferrugem da folha em aveia, o uso da resisténcia genética
¢ a melhor estratégia a ser utilizada. A natureza genética da resisténcia em plantas a
patogenos vem sendo estudada desde o século XVIII, e muitos genes que condicionam
resisténcia t€m sido identificados e introduzidos em espécies cultivadas (Kover &
Caicedo, 2001).

Segundo Parlevliet (1997), resisténcia pode ser definida como a habilidade
do hospedeiro em impedir o crescimento e desenvolvimento do patdgeno.

Para uma melhor compreensdo da resisténcia podem se considerar varios
aspectos, como: a expressdo da resisténcia (completa ou parcial), a heranca da
resisténcia (monogénica ou poligénica), a especificidade da resisténcia as ragas do
patogeno, os mecanismos de resisténcia (hipersensibilidade, sintese de substancias
antimicrobianas, produc¢do de enzimas hidroliticas e outras proteinas de defesa) e a
durabilidade ao longo dos anos de cultivo.

Contudo, o principal objetivo dos melhoristas é que a resisténcia seja
eficiente e duravel. Segundo Johnson (1984) a resisténcia duravel ¢ a que permanece

efetiva em ampla area de cultivo, durante um longo periodo, em um ambiente favoravel



ao desenvolvimento da doenca. Entretanto, Zadoks (1997) define durabilidade como a
continuidade da resisténcia no tempo, em algum espago particular. Ja, a continuidade da
resisténcia no espago ¢ definida como estabilidade. Neste trabalho, serd seguida a
definicdo de durabilidade proposta por Zadoks (1997).

A durabilidade e a estabilidade podem ser modificadas por fatores extremos,
como as condi¢des climaticas (alterando a adaptagdo do patdgeno, a resisténcia do
hospedeiro ou a interacdo hospedeiro-patégeno) e por mudancas no genotipo do
patégeno — aumento da freqiiéncia de racas virulentas na época do lancamento da
cultivar e na taxa de multiplicagdo de racas virulentas (Kiyosawa, 1982).

Embora a resisténcia duravel possa ser governada qualitativamente (através
de um gene de efeito maior) ou quantitativamente (caracteristica por ser poligéncia), a
maioria dos exemplos citados de resisténcia duravel contra fungos ¢ de natureza
quantitativa (Leach et al., 2001).

A resisténcia quantitativa, também chamada de parcial, ¢ o resultado da
acdo combinada de varios genes, geralmente ndo especificos a raga do patdégeno. Este
tipo de resisténcia resulta da interagdo de varios componentes que atrasam ou reduzem a
magnitude dos estadios do ciclo reprodutivo do patogeno, tornando mais lento o
progresso da moléstia no campo (Parlevliet, 1979). Neste caso, a populacdo patogénica
ndo ¢ suprimida inteiramente, mas evita-se que atinja niveis prejudiciais a cultura
hospedeira, exercendo menor pressdo de selecdo sobre o patdogeno (Shaner, 1996;
Thomé et al., 2001).

Entre os exemplos de resisténcia duravel quantitativa pode se citar a cultivar
de trigo Toropi, que mantém ha mais de 30 anos resisténcia a ferrugem da folha (Da

Silva, 2002). Outro exemplo ¢ a resisténcia a ferrugem da folha (Puccinia horder)



encontrada nas cultivares de cevada Minerva e Vada que permanece efetiva até hoje,
desde o lancamento destas cultivares em 1955 (Parlevliet, 2002).

Contudo, ha exemplos de resisténcia quantitativa com menor durabilidade,
como ¢ o caso de variedades de trigo, que ao serem lancadas no mercado, no final da
década de 70, e inicialmente classificadas como parcialmente resistentes a ferrugem
amarela, ap6s dois anos de cultivo no campo demonstraram ser extremamente
suscetiveis a Puccinia striiformis (Johnson & Taylor, 1972; Johnson & Bowyer, 1974;
Johnson, 1978). Por isto, € necessario estudar o comportamento deste tipo de resisténcia
e os mecanismos envolvidos para poder inferir quanto a sua durabilidade,
principalmente quando comparada aquela proporcionada por um tnico gene.

A razdo pela qual a resisténcia do tipo qualitativa tem sido caracterizada
com menor durabilidade em relag@o a resisténcia quantitativa, ¢ a grande variabilidade
genética presente na maioria dos patégenos de plantas cultivadas.

De modo geral, genes que conferem resisténcia qualitativa agem de acordo
com o modelo gene-a-gene proposto por Flor (1956), onde o fendtipo resistente é
determinado pela interacdo entre o produto do gene de resisténcia no hospedeiro (o
receptor) com o produto de um gene de aviruléncia no patdogeno (o elicitor). Desta
forma o efeito do gene de resisténcia do hospedeiro pode ser neutralizado pela perda da
funcdo de gene de aviruléncia do patogeno (Bohnert et al., 2000). Em conseqiiéncia de
fatos onde se observa esta perda de interacdo, a resisténcia qualitativa tornou-se
conhecida como efémera.

Entretanto, ha varios casos demonstrando que resisténcia duravel pode ser
condicionada pelo efeito de um unico gene. Um destes casos € o Pc68, que forneceu
resisténcia a ferrugem da folha em genoétipos de aveia durante 10 anos na América do

Norte (Agri-Food, 2006). Outro exemplo ¢ a resisténcia a ferrugem da folha em trigo,



causada por Puccinia triticina, condicionada pelo gene Lr34, que tem provido um
controle efetivo da doenga por mais de 30 anos na América do Norte, América do Sul e
Australia. Os genes de resisténcia Xa3 e Xa4 a Xanthomonas oryzae pv. oryzae também
demonstraram alto potencial de controle do patdogeno por 15 anos em variedades
comerciais de arroz (Leach et al., 2001). O gene mlo de resisténcia a oidio em cevada ¢
outro exemplo de resisténcia qualitativa duravel. Este tem permanecido altamente
eficiente ao controle do oidio desde 1979 (Lyngkjaer et al., 2000).

Contudo, o principal enfoque sobre genes de efeito maior, é o potencial de
uso conjunto dos mesmos em um Unico cultivar através da estratégia de piramidizacao.
A premissa para o sucesso da piramidiza¢do de genes consiste na baixa probabilidade de
aparecimento de uma “super-raca” do patdégeno contendo todos os genes de viruléncia
necessarios para atacar esta combinacdo de genes de resisténcia (Michereff, 2006).
Além disto, os genes de resisténcia a moléstias t€ém ac¢do aditiva quando a sua expressao
pode ser incrementada pela presenca de dois ou mais genes no hospedeiro, sendo que o
mesmo nivel de resisténcia pode ser oriundo de diversas combinagdes génicas (Russel,
1981).

A estratégia de piramidizacdo demorou a ser empregada devido a
dificuldade em detectar quais genes estariam presentes em determinado genotipo através
de métodos tradicionais, pois um gene poderia estar mascarando o efeito do outro. Com
0s avangos na area de biotecnologia, o desenvolvimento de marcadores moleculares de
DNA propiciou o uso da técnica, auxiliando na identificacdo de genes na piramidizagao
de plantas sem a necessidade de testes de inoculacdo e progénie (Hittalmani et al.,
2000).

Trabalhos como o de Hittalmani et al. (2000), onde se observou aumento da

resisténcia a brusone com a piramidizacdo de trés genes de resisténcia em arroz,
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comparado ao uso destes isoladamente, demonstram o potencial que a piramidizagdo de
genes pode ter em reforgar a resisténcia genética de plantas frente a seus patogenos.
Para que esta técnica possa ser aplicada, esforcos na obtengdo de marcadores
moleculares devem ser empregados, a fim de que estes possam auxiliar na selecdo dos
genotipos através da SAM (Selecao Assistida por Marcadores Moleculares).

Frente as condigdes brasileiras, varios sdo os fatores que contribuem para a
baixa durabilidade da resisténcia. Entre eles estdo: o cultivo de aveia em todos os meses
do ano na regido do Cone Sul e a presenca de outras espécies de gramineas na area de
seu cultivo, o que aumenta o indculo; e as condi¢gdes de ambiente brasileiro, as quais
proporcionam um longo periodo de infeccdo e esporulagdo, aumentando a produgdo de
esporos do patogeno (Federizzi & Stuthman, 1998). Além disto, segundo Martinelli et
al. (1998), a alta variabilidade das ragas presentes ¢ a diversidade da sua viruléncia
fazem da populagdo de Puccinia coronata, encontrada no Sul do Brasil, uma das mais
complexas do mundo.

Devido ao problema que a ferrugem da folha oferece ao cultivo da aveia no
ambiente sul brasileiro, faz-se necessaria a busca por novas e eficientes estratégias do
uso da resisténcia genética a Puccinia coronata f. sp. avenae. Compreender como se
comporta a resisténcia, os mecanismos utilizados pela planta para prover barreiras ao
patogeno, ou até como se comportam genotipos que venham a ter diferentes tipos de
resisténcia associados, sdo alguns dos pontos a serem desvendados no patossistema
aveia-ferrugem da folha a fim de que os programas de melhoramento possam avancar
rumo a obtenc¢do de uma resisténcia efetiva e duravel.

Focando a resisténcia genética a ferrugem da folha em aveia, o presente

trabalho teve como objetivo estudar os dois tipos distintos de resisténcia, ou seja, a
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resisténcia quantitativa e qualitativa, presente em populagdes desenvolvidas pelo
programa de melhoramento da aveia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

O primeiro experimento, apresentado no capitulo II, foi desenvolvido no
ano de 2005, na Estagdo Experimental Agrondmica em Eldorado do Sul. Neste trabalho
o objetivo principal foi observar o comportamento da resisténcia quantitativa na
populagdo de linhagens recombinantes oriunda do cruzamento dos genotipos
contrastantes UFRGS7 e UFRGS910906 em relagdo a resisténcia parcial a ferrugem da
folha ao longo de sete anos.

No ano de 2006 e inicio de 2007, o segundo experimento foi realizado no
laboratorio de Biotecnologia da Faculdade de Agronomia da UFRGS. Neste trabalho, a
abordagem ¢ sobre o potencial da biotecnologia, através do uso de marcadores
moleculares, em identificar e auxiliar na introdu¢do de genes de resisténcia em
cultivares de interesse para o programa de melhoramento. Os principais objetivos deste
experimento foram a expansdo do mapa molecular da populacdo Fs, oriunda do
cruzamento entre ‘Pc68/5*Starter x UFRGSS’, e identificar marcadores do tipo AFLP

associados ao gene Pc68 de resisténcia a ferrugem da folha em aveia.



CAPITULO 11

COMPORTAMENTO DA RESISTENCIA QUANTITATIVA DA POPULACAO
DE AVEIA UFRGS 7 X UFRGS 910906 EM SETE ANOS DE AVALIACAO

2.1 Introducio

A ferrugem da folha, causada pelo fungo Puccinia coronata Corda f. sp.
avenae Eriksson, ¢ a doenca de maior importidncia econdmica da cultura da aveia
(Avena sativa L.) e de distribuicdo mundial (Zhu & Kaeppler, 2003). As condi¢des
ideais para a ocorréncia e disseminagdo da moléstia sdo temperaturas entre 16°C e 18°C
e alta umidade do ar. No sul do Brasil, onde a ocorréncia desta condigdo ¢ comum, tem
sido observado dano de até 50% no peso de grdos em cultivares elite de aveia
suscetiveis a ferrugem da folha (Martinelli et al., 1994). Forcelini (2002) relata que
mesmo intensidades pequenas de ferrugem causam dano significativo ao rendimento,
podendo chegar a 50 kg/ha para cada 1% de severidade.

Desde a descoberta da resisténcia genética por Biffen (1905), a utilizacdo de
genotipos resistentes tem sido a forma preferida de controle de intimeras moléstias,
entre elas, a ferrugem da folha, por se tratar de um modo mais econdmico e
ambientalmente desejavel. Inicialmente, a resisténcia a ferrugem da folha foi quase que
exclusivamente obtida através do uso de resisténcia do tipo monogénica. Entretanto, o
emprego de genes de grande efeito ndo se mostrou muito eficiente por longos periodos
de tempo, pois estes exercem uma pressdo de selecdo muito forte sobre a populagdo do

patogeno, impondo constantes mudancas em suas freqiiéncias génicas (Chaves &
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Martinelli, 2005). Por esta razdo, tem se buscado alternativas que ndo apresentem rapida
quebra da resisténcia qualitativa. Entre estas alternativas aparece a resisténcia
quantitativa ou também chamada de resisténcia parcial.

A resisténcia quantitativa ¢ definida como um tipo de resisténcia
incompleta, em que, embora o hospedeiro apresente reagdo de suscetibilidade, verifica-
se uma baixa taxa de desenvolvimento da moléstia (Parlevliet, 1979; Chaves &
Martinelli, 2005). Ela resulta da combinagdo de componentes de resisténcia como baixa
freqiiéncia de infecgdo, periodo latente longo, pustulas pequenas, baixa producdo de
esporos por pustula e periodo infeccioso curto (Ohm & Shaner, 1992). O nivel de
resisténcia parcial economicamente aceitdvel ¢ aquele que torna a doenga manejavel
sem, contudo, erradicar o patdégeno (Zadoks, 1997).

Na literatura, inumeros relatos tratam a resisténcia quantitativa como
sinénimo de resisténcia duravel. Entretanto, deve-se ter muito cuidado, pois embora
existam varios exemplos de culturas que possuam resisténcia condicionada por varios
genes de pequeno efeito, por um longo periodo de tempo, ha outros que ndo chegaram a
durar tempo suficiente para serem langados no mercado. A variedade de trigo ‘Joss
Cambier’ quando lancada em 1968 era classificada como parcialmente resistente a
ferrugem amarela, entretanto, apds dois anos de cultivo no campo demonstrou ser
extremamente suscetivel a Puccinia striiformis (Johnson & Taylor, 1972; Johnson &
Bowyer, 1974; Johnson, 1978). Caso semelhante foi observado com a variedade ‘Maris
Bilbo’, a qual, durante os testes iniciais apresentou resisténcia parcial a P. striiformis,
mas em 1972 reverteu-se em um quadro de extrema suscetibilidade ao mesmo patéogeno
(Johnson & Taylor, 1974; Johnson, 1978). Estes relatos sugerem que, sem adequados

testes sobre a durabilidade da resisténcia parcial, corre-se o risco desta mostrar-se
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efémera quando o gendtipo € cultivado em maior escala, similar a0 que ocorre com a
resisténcia qualitativa.

Segundo Zadoks (1997) a estabilidade da resisténcia se refere a
reprodutibilidade da resposta do gen6tipo do hospedeiro ao gendtipo do patdogeno, em
condicdes de campo. De outro modo, durabilidade se refere a continuidade da
resisténcia no tempo, em algum espago particular, e a estabilidade ¢ definida como a
continuidade da resisténcia no espaco.

A durabilidade e a estabilidade podem ser modificadas por fatores extremos,
como as condi¢des climaticas (alterando a adaptacdo do patdogeno, a resisténcia do
hospedeiro ou a interacdo hospedeiro-patdgeno) ¢ por mudancas no genétipo do
patégeno — aumento da freqiiéncia de racas virulentas na época do lancamento da
cultivar e na taxa de multiplicagdo de racas virulentas (Kiyosawa, 1982).

O ranqueamento constante dos cultivares para a resisténcia ¢ visto como
indicagdo de resisténcia quantitativa (Van der Plank, 1963; Robinson, 1976) e¢ de
durabilidade e estabilidade (Van der Vossen, 1997; Zadoks, 1997).

A avaliagdo da resisténcia quantitativa deve ser realizada no campo, e pode
ser feita através da quantificacdo da proporc¢do do tecido do hospedeiro afetado varias
vezes durante o desenvolvimento da epidemia (Chaves et al., 2004). Esta forma de
avaliacdo possibilita o calculo da area sob a curva de progresso da doengca (ASCPD)
(Parlevliet, 1988; Chaves et al., 2004).

A area sob a curva de progresso da doenga ¢ um dos componentes da
resisténcia parcial util para revelar pequenas diferengas de severidade e niveis de
resisténcia, auxiliando na identificagdo e caracterizacdo de genoétipos hospedeiros que
apresentam progresso lento da moléstia, permitindo acompanhar o aumento da moléstia

no tempo (Barbosa, 2002).



15

Devido ao fato da ASCPD ser considerada um bom indicador da resisténcia
quantitativa (Parvevliet, 1979) e amplamente utilizada como uma ferramenta na seleg¢@o
de gendtipos resistentes em programas de melhoramento, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o comportamento da resisténcia quantitativa na populacdo de aveia
branca UFRGS 7 x UFRGS 910906 ao longo de sete anos, baseando-se na analise da
area sob a curva de progresso da doenga.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Material Vegetal

Neste estudo foram avaliadas 82 linhagens recombinantes na geracdo Fg.j;
obtidas do cruzamento entre UFRGS 7 ¢ UFRGS 910906, e respectivos genitores, sendo
incluida como testemunha a cultivar suscetivel URS 22, a qual ¢ atualmente cultivada e
altamente suscetivel a ferrugem da folha. Estes genitores foram cruzados, em 1995, ¢ a
populacdo segregante conduzida até a geragdo Fg. A variedade UFRGS 7, proveniente
do cruzamento X1205 x FLA1093, caracteriza-se por apresentar ciclo precoce, baixa
estatura, bom rendimento de grdos e suscetibilidade a ferrugem da folha, conforme
registro de Martinelli et al. (1994). J& o genotipo UFRGS 910906, oriundo do
cruzamento UFRGS15 x UFRGS881920, apresenta resisténcia parcial a ferrugem da
folha, segundo relato de Thomé (1999).

2.2.2 Delineamento experimental

O experimento foi semeado em 21 de junho de 2005, na Estagdo
Experimental Agrondémica da UFRGS, em Eldorado do Sul, RS. O ensaio foi conduzido
em blocos completamente casualizados com trés repeti¢des, sendo que cada parcela foi
constituida de duas linhas com dois metros de comprimento, espacadas 20 cm entre si.

O espagamento entre parcelas foi de 40 cm. O genotipo genitor UFRGS 7 foi semeado
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na borda de todo o experimento. A inoculacdo do patégeno foi natural. Nenhuma
aplicacdo de fungicida foi realizada sobre o experimento.

2.2.3 Avaliacio da severidade da doenca

As avaliagdes da severidade da ferrugem da folha se iniciaram quando as
primeiras pustulas de P. coronata foram observadas nos genotipos mais suscetiveis
entre o material experimental estudado. Cada estimativa da severidade da ferrugem da
folha resultou da média das avaliagdes da area foliar afetada do conjunto de plantas da
parcela. As avaliagdes foram baseadas na escala diagramatica modificada de Cobb
(Peterson et al., 1948), que possibilita classificar a severidade da ferrugem da folha de
0% a 100%. Antes de iniciar as avaliagdes, uma calibracdo visual foi realizada e
consistiu em fazer a leitura individualizada de plantas inteiras, até haver coincidéncia
entre as leituras da severidade, feitas pelo avaliador, e a escala diagramatica modificada
de Cobb. Todas as leituras foram realizadas pelo mesmo avaliador.

O progresso da doenca foi acompanhado através de nove leituras
seqiienciais da severidade, em intervalos de 3 a 11 dias. As datas de leitura foram:
11/08, 18/08, 26/08, 05/09, 16/09, 22/09, 26/09 e 29/09.

2.2.4 Célculo da area sob a curva do progresso da doenca

A area sob a curva do progresso da doenca (ASCPD) foi calculada para cada
um dos 85 genotipos analisados através da formula proposta por Das et al. (1992):

ASCPD =X {[1/2(x; + Xi+1)](ti+1 - 1)},

onde

xj = severidade da ferrugem na data ti,

xi.1 = severidade da ferrugem na data t;,;,

t; = data da avaliacdo

tis] = data de avaliagdo seguinte a t;.
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A ASCPD foi normalizada (modificada a partir de Fry, 1978) através da
divisdo da mesma pelo numero de dias entre a primeira e a ultima leitura de cada
parcela. O resultado foi entdo multiplicado pelo niimero de dias até a ultima leitura de
todo o experimento.

2.2.5 Analise estatistica

A anadlise estatistica dos dados foi feita através do programa SAS versdo 8.0
(1999). Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e a comparacao
das médias entre os genotipos, foi feita pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de
probabilidade.

2.2.6 Distribuicio de freqiiéncia

As distribuicdes de freqiiéncia para as linhagens foram obtidas pelo
agrupamento dos dados em classes determinadas a partir do método empirico descrito
abaixo:

C=1n

Onde:

C = ntimero de classes e

n = numero de linhagens,

O intervalo de classe foi determinado por:

I=A/C,

Onde:

I = intervalo de classe,

A = amplitude, que corresponde a diferenca da ASCPD méxima — ASCPD
minima,

C = numero de classe.
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2.2.7 Comparacio entre as ASCPDs do periodo de 1998 a 2005

As ASCPDs das gerag¢des F,, F3, F4, Fs, Fs, Fg:s, Fe9, Fe.10 € Fo.11 foram
avaliadas nos anos de 1998 a 2005. Juntamente foram avaliados ambos genitores
UFRGS 7 e UFRGS 910906. Todos os experimentos foram conduzidos na Estagdo
Experimental Agrondmica da UFRGS, em Eldorado do Sul.

Nos anos de 1998, 1999 e 2000, as avaliacdes foram realizadas por Barbosa
(2002). Para os trés anos foram semeadas duas linhas de cada genitor, em trés
repeti¢des, ¢ uma linha de cada genotipo da populagdo segregante. Plantas dos genitores
e das populagdes segregantes foram marcadas individualmente com um barbante e
avaliadas visualmente para a severidade da infeccdo. Em 1998, a geracdo F, foi
avaliada, sendo marcadas 30 plantas da cultivar UFRGS 7, 20 plantas da UFRGS
910906 ¢ 200 plantas da populagdo F,. Em 1999 foram plantadas duas populagdes
segregantes, a F3 (103 linhas) e F4 (95 linhas). Posteriormente foram marcadas 30
plantas de cada genitor e 10 plantas de cada linha F; e F4. No ano de 2000 foram
semeados os genitores ¢ 92 linhas da populagdo Fs e 91 linhas da populagdo Fs, foram
marcadas e avaliadas sete plantas de cada linha. Nao houve aplicagdo de fungicida em
nenhum dos anos.

Em 2002 e 2003 as avaliagdes foram realizadas por Tisian. O delineamento
foi de blocos ao acaso com parcelas sub-divididas, sendo a parcela principal com ou
sem aplicacdo de fungicida e as sub-parcelas os genotipos, avaliados em quatro
repeti¢des por fator principal. Dentro de cada parcela principal as quatro repeticdes dos
dois genitores e das 83 linhagens foram aleatorizadas. Em 2002 foram semeadas as
linhagens em Fg.9 em 680 parcelas com quatro linhas cada; e em 2003 foram semeadas
as linhagens em Fg. ;o em 680 parcelas com cinco linhas. Cabe salientar que para este

estudo so foram consideradas as parcelas sem aplicacdo de fungicida.
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No ano de 2004 a populacdo Fg.jo foi avaliada por Wesp. As 83 linhagens
recombinantes e os genitores foram semeados a campo em parcelas com duas linhas. O
delineamento experimental foi de blocos completamente casualizados, com quatro
repeticdes. As avaliacdes da severidade foram realizadas por parcelas semanalmente.
Nao houve aplicagdo de fungicida.

O ensaio de 2005 foi detalhado anteriormente.

As ASCPDs destes sete anos foram comparadas entre si, a fim de observar o
comportamento da resisténcia quantitativa das linhagens em geragdes e anos diferentes.

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Avaliacido da doenca no ano de 2005

O ano de 2005 caracterizou-se por um ambiente extremamente favoravel a
ferrugem da folha. No inicio do més de agosto, ja havia sinais da doenga no campo.

A testemunha URS22, caracterizada como altamente suscetivel, foi o
gendtipo com maior ASCPD, ja entre as linhagens recombinantes, o gen6tipo 254 foi o
que apresentou maior severidade, enquanto que a linhagem 238 apresentou menor
ASCPD (TABELA 2.1). Observando a distribui¢do das freqiiéncias da ASCPD da
populacdo Fg.;1, na FIGURA 2.1, pode-se destacar que cerca de 63% das linhagens

estdo concentradas no intervalo de 1245 a 1455 de ASCPD, consideradas suscetiveis.
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TABELA 2.1 Comparagdo entre os genotipos de aveia branca, quanto a area sob a curva
de progresso da doenga (ASCPD) de Puccinia coronata em condi¢des de
campo (EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS) no ano de 2005.

Genétipo ASCPD*
URS22 1754.59 a

254 1749.43 ab
283 1715.90 abc
233 1695.95 abed
234 1687.92 abed
227 1667.12 abede
286 1648.51 abcdef
267 1630.70 abedefg
256 1620.38 abcdefgh
218 1616.94 abcdefghi
282 1593.47 abcdefghij
290 1579.64 abcdefghijk
287 1572.53 abcdefghijkl
250 1561.13 abcdefghijklm
265 1557.93 abcdefghijklm
252 1553.07 bedefghijklm
235 1542.70 cdefghijklmn
259 1542.27 cdefghijklmn
214 1537.97 cdefghijklmn
261 1531.80 cdefghijklmno
229 1529.25 cdefghijklmnop
230 1522.57 cdefghijklmnopq
271 1514.23 cdefghijklmnopqr
276 1503.07 defghijklmnopqrs
202 1501.43 defghijklmnopqrs
273 1500.40 defghijklmnopqrs
225 1497.95 defghijklmnopgqrst
209 1497.33 defghijklmnopqrst
248 1480.73 efghijklmnopqrst
210 1469.08 efghijklmnopqrstu
274 1452.78 fehijklmnopqrstuv
268 1445.83 fghijklmnopqrstuvw
275 1444.28 fghijklmnopqrstuvw
220 1433.73 ghijklmnopgrstuvwx
258 1424.22 ghijklmnopqrstuvwxy
281 1420.40 hijklmnopgrstuvwxy
262 1419.55 hijklmnopgrstuvwxy
242 1417.92 hijklmnopgrstuvwxy
212 1413.98 hijklmnopgrstuvwxy
204 1413.15 hijklmnopgrstuvwxy
266 1409.48 ijklmnopqrstuvwxyz
264 1392.18 jklmnopgrstuvwxyz
284 1384.35 jklmnopgrstuvwxyz
216 1382.77 klmnopqrstuvwxyz
277 1375.67 klmnopqrstuvwxyz
251 1367.65 a Imn pgrstuvwxyz
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TABELA 2.1 Continuacio...
219 1365.50

a Imn pqrstuvwxyz
255 1360.07 a Imn pgrstuvwxyz
237 1359.87 a Imn pgrstuvwxyz
292 1356.48 a Imn pgrstuvwxyz
211 1356.40 a Imn pgrstuvwxyz
269 1353.47 a Imn pgrstuvwxyz
UFRGS7 1352.52 a Imn pgrstuvwxyz
244 1341.07 a nopqrstuvwxyz
228 1326.98 ab opqrstuvwxyz
295 1326.88 ab opqrstuvwxyz
263 1319.20 abc pqrstuvwxyz
246 1316.00 abc qrstuvwxyz
205 1309.25 abc rstuvwxyz
222 1307.62 abc rstuvwxyz
221 1297.27 abc Stuvwxyz
289 1294.47 abc stuvwxyz
243 1288.37 abc tuvwxyz
240 1268.62 abcd UVwWXyz
208 1265.95 abcd UVWXyz
270 1261.45 abcd UVWXyz
232 1247.98 abcd VWXYZ
272 1241.50 abed WXYZ
207 1240.20 abcd WXYZ
236 1232.00 abcd Xyz
278 1230.08 abed Xyz
206 1223.68 abed Xyz
291 1221.70 abed yz
257 1216.53 abcd vz
UFRGS910906 1215.27 abed yz
224 1202.40 abcd
288 1199.60 abcd
239 1165.05 abcde
249 1158.70 abcde
245 1131.30 bede
241 1131.13 bede
280 1114.73 cde
247 1065.30 de
285 1005.98 e
238 772.82 f

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade. Por limitagao de letras do alfabeto, a partir da linhagem
251, a comparagdo entre as médias ¢ continuada com um novo ciclo do alfabeto.

A distribuigdo da ASCPD normalizada demonstrou um comportamento
proximo a distribui¢d@o normal, porém com deslocamento da curva para altos niveis de

quantidade de doenga, indicando que a populacdo estd formada em sua maioria por

gendtipos suscetiveis. Esta caracteristica da populagdo ¢ salientada principalmente pelo
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fato ASCPD média das linhagens ter ultrapassado o valor da ASCPD do genitor
suscetivel a UFRGS7 (FIGURA 2.1).

Os resultados demonstraram que a obten¢do de uma populacido altamente
variada pelo cruzamento de um genotipo suscetivel com outro parcialmente resistente
podera originar genotipos mais resistentes que o pai resistente, como foi observado para
as linhagens 238 e 285 (FIGURA 2.2), e gendtipos mais suscetiveis que o genitor

suscetivel (FIGURA 2.3).

UFRGS 7 Média de
20 (1352,5) %—_ Linhagens
18 | U 910906 (1393,4)

16 (1215,3) URS 22

(1754,6)

Numero de Linhagens .
N
o

0 T - T T
720 825 930 1035 1140 1245 1350 1455 1560 1665 1770

Centro de Classe

FIGURA 2.1 Distribui¢do de freqiiéncias da area sob a curva de progresso da doenca
(ASCPD) de ferrugem da folha, em 82 linhagens oriundas do cruzamento
entre UFRGS7 e UFRGS910906, ¢ a testemunha URS22. EEA, Eldorado
do Sul, 2005.



23

: r=s
N "
w )

20
0 ® —ﬁ/ : :

0 10 20 30 40 50 60
DIAS APOS INICIO DA EPIDEMIA

SEVERIDADE (%)

| —A—254 —%¢—283 —%—U910906 —8— UFRGS7 —+— URS22 |

FIGURA 2.2 Curvas do progresso da severidade da ferrugem da folha nos genitores
UFRGS 7 ¢ UFRGS 910906, das linhagens recombinantes F¢.;; com pior
desempenho e da testemunha URS 22. EEA/UFRGS, 2005.
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FIGURA 2.3 Curvas do progresso da severidade da ferrugem da folha nos genitores
UFRGS 7 e UFRGS 910906, das linhagens recombinantes Fg.;; com

melhor desempenho e da testemunha URS 22. EEA/UFRGS, 2005.
No primeiro caso, onde as linhagens superam a resisténcia do genitor
parcialmente resistente, os dados podem estar apontando para duas vias: ou o pai
suscetivel estd colaborando com algum tipo de resisténcia; ou estd ocorrendo uma

variagdo de novo em alelos novos (Rasmusson & Phillips, 1997) ocasionada por anos de

recombinacdo (devido a SSD); ou ainda, por ambos os motivos.
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No segundo caso, a maior suscetibilidade a moléstia que algumas linhagens
apresentaram em relacdo ao genitor suscetivel pode ser devido a: uma redugdo de ragas
do fungo virulentas a cultivar UFRGS7, o que resultaria numa diminui¢@o da severidade
da doenga observada sobre este genotipo; ou ndo houve a transferéncia de alguns genes
de resisténcia para as linhagens recombinantes, as quais se esperavam uma taxa menor
de doenca do que no pai suscetivel. Sobretudo, ¢ arriscado fazer inferéncias, uma vez,
que para entender o comportamento da resisténcia quantitativa, ¢ imprescindivel avaliar
a quantidade de doenca sobre cada gen6tipo em um intervalo de tempo maior. Por esta
razdo, foi realizada a etapa seguinte, a qual comparou a ASCPD a partir da geracdo F,
no periodo de 1998 a 2005.

2.3.2 Comparaciao da ASCPD no periodo de 1998 a 2005

A curva de progresso da doenga, expressa pela plotagem da proporgdo de
doenca versus tempo, ¢ a melhor representacdo de uma epidemia. Através dela,
interagdes entre patdogeno, hospedeiro e ambiente podem ser caracterizadas, estratégias
de controle avaliadas, niveis futuros de doenga previstos ¢ simuladores verificados
(Bergamin Filho, 1995).

Comparando os graficos da ASCPD nos diferentes anos (FIGURA 2.4) pode
se observar que esta medida é extremamente variavel entre os gendtipos estudados,
demonstrando desde uma distribuicdo perfeitamente normal, como no ano de 1998
(FIGURA 2.4 A), até distribuigdes tendenciosas aos extremos de resisténcia (FIGURA
2.4 B) ou de suscetibilidade (FIGURA 2.4 I). E importante considerar as condigdes
ambientais durante os sete anos de avaliacdo das linhagens no campo, as quais podem
ter afetado o desenvolvimento da doencga sobre as plantas.

Em 1998, a ferrugem da folha ocorreu por um periodo de 60 dias (inicio de

agosto a final de outubro) tendo sido observados valores de ASCPD que variaram de
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917 a 1860, a média das linhagens foi de 1333,23 (FIGURA 2.4 A), e ambos os pais
também apresentaram altos valores de ASCPD. O inicio do més de agosto foi quente, ¢
nao houve registro de temperaturas muito baixas (FIGURA 2.5). Em rela¢do a umidade
relativa do ar, o comportamento foi similar a média dos tltimos trinta anos para a regido
(segundo dados da EEA/UFRGS por Bergamaschi et al., 2003), a taxa de precipitacao
pluviométrica também ndo foi alta (FIGURA 2.12).

No ano de 1999, foram avaliadas duas geracdes no campo, a F; (FIGURA
2.4 B) e a F4 (FIGURA 2.4 C). O que se observou neste ano, ¢ que durante o periodo da
doenga no campo (dois de setembro a 22 de outubro) ocorreram minimas de 1°C e
maximas de 35°C de temperatura (FIGURA 2.6). Estes extremos ndo favoreceram a
populacdo do patdogeno. Além disto, a umidade relativa do ar e a precipitacdo ficaram
um pouco abaixo da normal para aquela regido (FIGURA 2.13). Analisando a
distribuicdo da ASCPD para as duas geracdes observa-se que ambas tiveram
distribuicdo semelhante. Ocorreu um pequeno aumento da média das linhagens de 52,11
na geracdo F3 para 94,15 na F4. Por se tratar de um mesmo ambiente, pode-se inferir que
esta variacdo ¢ devida a fatores genéticos, como possiveis quebras de blocos gé€nicos
gerados por novas recombinagdes génicas durante a meiose e reducdo do efeito de
dominancia.

Em 2000, novamente foram testadas no campo duas geracoes, a Fs e Fg. De
modo geral observa-se um deslocamento das freqiiéncias da ASCPD para valores mais
altos. Semelhante ao ano de 1999 nota-se que a média das linhagens da Fs (FIGURA 2.4
D) ¢ inferior a média das linhagens em F¢ (FIGURA 2.4 E), confirmando a idéia de
perda de combinagdes génicas que atuam sobre a resisténcia durante a meiose no
avango de geracdes. Neste ano a ferrugem apareceu em meados de agosto (mais cedo

que no ano anterior) € em uma €época de baixa temperatura (FIGURA 2.7), ocorrendo
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até sete de outubro. A umidade relativa do ar (FIGURA 2.14) foi menor em relacdo a
1999, mas a precipitacdo foi alta (FIGURA 2.14).

No ano de 2001, esta populagdo ndo foi testada no campo, havendo apenas
multiplicagdo da mesma em telado.

Quando em 2002, a populagdo em Fg g foi cultivada e avaliada em condi¢des
de campo, destacou-se a redugdo da ASCPD média do pai suscetivel, UFRGS7, em
relacdo ao pai parcialmente resistente UFRGS910906, e este ultimo foi inferior a média
das linhagens (FIGURA 2.4 F). A principal causa desta modificagdo pode ter sido uma
redugdo na populacdo de racas virulentas a cultivar UFRGS7. No ano de 2002 o periodo
de doenca no campo foi de 27 dias (nove de setembro a seis de outubro), um periodo
curto, com certo aumento da umidade relativa do ar e da precipitagio quando
comparado a normal (FIGURA 2.15). Entretanto no més de agosto ocorreram
temperaturas muito baixas (FIGURA 2.8), e ndo houve aumento da severidade da
doenga sobre as plantas.

Em 2003, ocorreu um aumento geral da ASCPD da populagdo em Fgo, € a
quantidade de doenca sobre o genitor suscetivel UFRGS7 aumentou equiparando-se ao
genitor UFRGS91006 (FIGURA 2.4 G), demonstrando que dois anos consecutivos no
campo sdo suficientes para um aumento da populagdo de racas virulentas a um genotipo
suscetivel. Neste ano a ferrugem apareceu no campo por volta de meados de agosto e
permaneceu até metade de outubro. Durante este periodo ocorreram temperaturas
negativas (FIGURA 2.9), umidade relativa proxima a normal, uma estiagem nos meses
de agosto e setembro e um aumento significativo da precipitacdo em outubro (FIGURA
2.16). Talvez este ultimo fato tenha influenciando para que no final do ciclo da doenga,
ainda houvesse aumento da populagdo patogénica e conseqiiente aumento de severidade

capaz de superar a média da ASCPD das linhagens em relagdo ao ano anterior.
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No ano seguinte, 2004, a doenga ocorreu do final de agosto até meados de
outubro. O periodo caracterizou-se por temperaturas mais baixas que as minimas
normais para a regido (FIGURA 2.10), e extremamente seco no més de agosto
(FIGURA 2.17). Observou-se pouca doenga no campo, € novamente a cultivar UFRGS7
apresentou menor ASCPD que o genitor parcialmente resistente (FIGURA 2.4 H). A
média das linhagens foi de 308,22, inferior ao ano de 2003, indicando que a baixa
severidade da doenca pode ter sido ocasionada pelas condicdes ambientais
desfavoraveis a multiplicacdo do patdgeno.

No ultimo ano de avaliagdo, 2005, a doenga apareceu no inicio de agosto e
permaneceu até final de setembro. As temperaturas foram mais altas neste ano
(FIGURA 2.11). A umidade relativa do ar e a precipitacdo pluviométrica (FIGURA
2.18) foram extremamente altas, propiciando um ano muito favoravel ao patdégeno. A
cultivar UFRGS7, novamente assumiu seu carater de suscetibilidade em relacdo ao
gendtipo UFRGS910906, mas a média da ASCPD das linhagens foi superior a ambos os

genitores (FIGURA 2.4 1).
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FIGURA 2.5 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 1998. As setas indicam a
data de avaliagdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.6 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 1999. As setas indicam a
data de avaliacdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.7 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 2000. As setas indicam a
data de avaliagdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.8 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 2002. As setas indicam a
data de avaliagdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.9 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 2003. As setas indicam a
data de avaliagdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.10 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as méaximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 2004. As setas indicam a
data de avaliagdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.11 Temperatura do ar (°C), variando das minimas as maximas, com a média
destacada, no periodo de agosto a outubro de 2005. As setas indicam a
data de avaliacdo da doenca. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.12 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 1998. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,
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FIGURA 2.13 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 1999. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,

RS.
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FIGURA 2.14 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 2000. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,
RS.
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FIGURA 2.15 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 2002. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,
RS.
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FIGURA 2.16 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo agosto a outubro de 2003. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS.
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FIGURA 2.17 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 2004. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,
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FIGURA 2.18 Umidade relativa do ar (%) e precipitagdo pluviométrica (mm) do
periodo de agosto a outubro de 2005. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,

RS.

Analisando os sete anos e as nove geragdes, observa-se instabilidade da
resisténcia na maioria dos genotipos. Para melhor demonstracdo desta variagdo,
realizou-se um ranqueamento entre as linhagens recombinantes para cada ano e
comparou-se entre os mesmos (TABELA 2.2). Somente o gendtipo 238 manteve-se

estavel e com menor ASCPD durante todos os anos.
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TABELA 2.2 Lista dos gendtipos de aveia branca com as dez menores areas sob a
curva do progresso da doenca (ASCPD), com seus respectivos valores
entre parénteses, para a ferrugem da folha entre 2002 e 2005, avaliados

na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul (RS).

GENOTIPO ORDEM DE CLASSIFICACAO PELA ASCPD
2005 2004 2003 2002

238 1° (772,82) 1° (3705 1° (3412) 4°  (54.28)
285 2°  (1005,98) 82° (619,24) 30° (277,90) 13°  (96,33)
247 3°  (1065,30) 38° (282,07) 15° (209,30) 56° (349,99)
280 4°  (1114,73)  11° (12224) 24° (24447) 23°  (144,01)
241 5°  (1131,13) 41° (29881) 6°  (9222) 1° (36,05
245 6°  (1131,30) 42° (300,47) 3° (6597) 3°  (5145)
249 7° (1158,70) 35° (268,54) 2°  (35,17) 11°  (88,56)
239 8 (116505 34° (268,39) 14° (203,87) 6°  (69,77)
288 9°  (1199,60) 5° (97,37) 20° (219,10) 27° (163,33)
224 10°  (1202,40) 84° (680,95) 5° (77,17) 36° (211,41)
244 32° (1341,07) 2° (5145 16° (211,75 10° (87,12)
278 15 (1230,08) 3°  (62,19) 19° (2184) 30° (186,20)
243 23° (1288,37) 4° (83,53) 4° (66,15) 2° (43,72
207 17°  (1240,20)  6°  (99,09) 25° (246,57) 25° (154,44)
221 25° (1297,27) 7°  (107,49) 13°  (203,17) 26° (156,92)
206 14°  (1223,68) 8" (108,60) 18° (213,32) 12° (90,82)
270 20°  (1261,45) 9° (109,29) 12° (198,45) 15° (107.,66)
292 36°  (1356,48) 10° (120,01) 37° (351,05) 17° (116,38)
240 22°  (1268,62) 15° (177,92) 7° (114,10) 41° (260,82)
277 41°  (1375,67) 16° (180,80) 8  (14507) 54° (347,32)
264 45°  (1392,18) 40° (291,03) 9°  (158,20) 18° (120,57
211 35°  (1356,40) 62° (399,99) 10° (167.47) 5°  (66,41)
UFRGS 7 33 (1352,52) 17° (185,70) 26° (250,20) 7° (72,07
291 13°  (1221,70) 13° (167,78) 41° (366,45) 8°  (80,17)
273 61°  (1500,40) 29° (232,000 47° (439,07) 9°  (87,05)
UFRGS 910906 11°  (121527)  66° (272,05) 27° (252,70) 31°  (192,89)

Nas analises dos trés fatores ambientais aqui avaliados, temperatura,

umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica, ndo hd como inferir qual deles

interfere mais na severidade da doenca. Relatos indicam que as condi¢des que fornecem

maior quantidade de 4gua no ambiente sdo fundamentais para o fungo, uma vez que ha a

necessidade que um filme de agua cubra o esporo para que a germinacdo ocorra. O ideal

seria calcular o ponto de formacao de orvalho para uma informac¢do mais precisa desta

relacdo.
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As diferengas observadas entre os anos estdo também relacionadas a época
de inicio da infec¢do no campo e ao periodo da epidemia. Em anos muito favoraveis ao
desenvolvimento da moléstia e com aparecimento precoce da ferrugem no campo, a
resisténcia de planta adulta ndo se manifesta, e a expressdo da resisténcia parcial ¢é
mascarada pelo ambiente, dificultando a diferenciagdo dos niveis de resisténcia. Isto
indica que nestas circunstancias de alta severidade da moléstia, ndo ¢ aconselhavel fazer
selecdo para este tipo de resisténcia.

Segundo Camargo (1995), quanto maior a distribuicdo da variagdo entre
genotipos, maior o niumero de genes envolvidos, pois a medida que aumenta o nimero
de genes, aumenta também o numero de diferentes combinagdes entre eles, o que
aumenta por sua vez, a distribuigdo fenotipica. O presente trabalho, que analisou o
comportamento da distribuicdo da ASCPD sobre uma populacdo de aveia branca em
varios anos, demonstrou que este ¢ um caso onde a resisténcia parcial ¢ conferida por
mais de um gene. Este relato ja havia sido feito por Thomé (1999), quando afirmou que
varios genes de pequeno efeito estavam envolvidos na heranga genética dos
componentes de resisténcia avaliados na geragdo F, do cruzamento UFRGS 7 x UFRGS
910906, com grande contribuicdo de efeitos de domindncia (interacdo de alelos do
mesmo gene, onde o gene com efeito dominante pode mascarar o alelo com efeito
recessivo) e efeito epistatico. Além disto, no trabalho de mapeamento molecular
realizado nesta mesma populacdo (Barbosa, 2002) foram identificados cinco QTLs
(quantitative trait loci) associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha na geracdo
F, e trés QTLs na Fg, comprovando a fonte quantitativa da resisténcia para este caso.

Outro aspecto interessante foi a inconstancia observada em certos genotipos
que em alguns anos se comportam como resistentes, ja em outros se mostram

extremamente suscetiveis (TABELA 2.2). Entretanto, um aumento na ASCPD de
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muitas linhagens quando comparada a outros anos pode ser considerada como uma
quebra de resisténcia. Pois, considerando o fato de que resisténcia quantitativa ¢é
sensivel as condi¢des ambientais, ¢ que houve anos extremamente favoraveis para o
fungo causador da ferrugem (altas taxas de precipitacdo combinadas a ondas de calor),
deve se levar em consideracdo que o patdogeno evoluiu superando a resisténcia
quantitativa no agroecossistema. Todavia, devido esta evolugdo diferir da evolucao
sobre genes de efeito maior, ela ¢ mais dificil de ser detectada e ¢ melhor caracterizada
como um processo de erosdo da resisténcia do que um processo de quebra da resisténcia
de alguns genes (McDonald, 2002).

Trabalhos como este que, analisam uma mesma populagdo em varias
geragdes, sdo escassos na literatura. No entanto, analises como estas sdo imprescindiveis
para avaliar a durabilidade da resisténcia e para determinar as condi¢des mais adequadas
para selecdo de gendtipos com resisténcia parcial duravel. Cabe ressaltar que a
avaliacdo de severidade realizada por diferentes avaliadores ao longo dos anos pode
gerar variagdes e erros. No entanto, considerando-se n3o os valores per se, mas a
distribuigdo da populagdo, o efeito do avaliador pode ser minimizado. A efetividade da
resisténcia parcial da populacdo UFRGS 7 x UFRGS 910906 demonstra ser dependente
das condicdes ambientais. Em condi¢des onde o periodo de ocorréncia da moléstia ¢
curto ou a incidéncia ¢ pequena, a utilizacdo da resisténcia parcial pode ser uma
estratégia eficiente no controle da ferrugem, porém em ambientes favoraveis a moléstia,
sua efetividade ¢ limitada, pelo menos nos niveis encontrados na populacdo testada.

Embora o nivel de resisténcia quantitativa encontrado na populacio
estudada pareca ser baixo, limitando seu uso como fonte principal de resisténcia em

genotipos do programa de melhoramento de aveia, ele apresenta um grande potencial
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para ser associado a outras fontes de resisténcia, além de ser uma grande fonte para o

estudo da resisténcia quantitativa.



CAPITULO III
MAPEAMENTO MOLECULAR E ANALISE DE LIGACAO ENTRE O GENE
DE RESISTENCIA PC68 E MARCADORES DO TIPO AFLP EM AVENA
SATIVA

3.1 Introducio

A producdo mundial de aveia (Avena sativa L.) tem como principal
limitante a ferrugem da folha. Esta moléstia, causada pelo fungo Puccinia coronata
Corda f. sp. avenae Eriksson, tem limitado a expressdo do potencial de rendimento dos
genotipos de aveia branca. Este patdgeno tem potencial para causar severas epidemias
em cultivares suscetiveis quando as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis (Cruz et al.,
1999). No Rio Grande do Sul foram observadas perdas de até 50% no peso de graos em
cultivares de aveia suscetiveis a ferrugem da folha (Martinelli et al., 1994).

A melhor estratégia de controle da ferrugem da folha € o uso de cultivares
resistentes, sendo que, o conhecimento dos genes de resisténcia ¢ fundamental para a
manutencdo desta. Em aveia ja foram identificados mais de 100 genes de resisténcia a
ferrugem da folha, dos quais 96 sdo designados de Pc, e sdo, na sua maioria, genes
dominantes (Zhu & Kaeppler, 2003). Entretanto, devido a extrema diversidade genética
presente nas populacdes de Puccinia coronata, geralmente a superacdo destes genes
acaba ocorrendo em um curto intervalo de tempo (Cruz et al., 1999).

Entre os métodos propostos para aumentar a durabilidade da resisténcia a
ferrugem da folha, pode-se destacar a piramidizagdo de genes (Hittalmani et al., 2000).

Esta estratégia consiste no principio de incorporar dois ou mais genes de resisténcia do
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tipo vertical (ou também chamados de “genes maiores”) em uma unica cultivar. Desta
forma, o sucesso da piramidizacdo depende da premissa de que a probabilidade do
aparecimento de uma “super-raca” do patégeno, contendo todos os genes de viruléncia
necessarios para atacar esta combinacdo de genes de resisténcia, ¢ muito baixa,
principalmente se existirem poucas racas virulentas aos genes escolhidos. Por este
motivo, a escolha dos genes a serem piramidizados deve ser bastante criteriosa,
procurando agrupar genes que possuam nenhuma ou poucas ragas virulentas a eles.
Neste contexto, o gene Pc68 demonstra ser um forte candidato para ser utilizado em
programas que visem o melhoramento para a resisténcia a ferrugem da folha através da
piramidizacdo. Este gene foi introduzido em 1992 em Avena sativa a partir de Avena
sterilis, sendo amplamente utilizado nas aveias cultivadas no Canada e no norte dos
Estados Unidos, onde permaneceu efetivo até o ano de 2005 (Agri-Food, 2006).

Na América do Sul, o Pc68 continua sendo de especial interesse. Em 2005,
Leonard & Martinelli, realizaram um levantamento sobre a viruléncia de ragas de
Puccinia coronata f. sp. avenae e encontraram apenas duas ragas, oriundas do Brasil,
virulentas ao Pc68 e, duas ragas também virulentas, oriundas do Uruguai (Graichen,
2006). Desta forma, o Pc68, demonstra potencial para ser introduzido em material elite,
num processo de piramidizacdo em programas de melhoramento do sul do Brasil.

Nao existem muitos relatos de piramidizacdo para a resisténcia na literatura.
Uma possivel explicagdo para este fato ¢ a dificuldade encontrada no processo de
combinagdo de genes diferentes de resisténcia via métodos tradicionais de
melhoramento (Milach & Cruz, 1997). O uso de marcadores moleculares que sejam
capazes de identificar diferentes genes de resisténcia é uma ferramenta util para os
programas de melhoramento. Entre as diversas aplicagdes que os marcadores

moleculares podem ter no melhoramento de plantas, pode citar-se, a selecdo assistida
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(SAM- Selecao Assistida por Marcadores) a qual ¢ fundamentada no mapeamento e
associacdo de marcadores a genes que controlam caracteristicas de interesse (Milach,
1998).

Desde 1990, consideraveis esfor¢os tém sido despendidos para o
desenvolvimento de marcadores baseados em DNA para genes de resisténcia a ferrugem
da folha em aveia (Chen et al., 2006). Penner et al. (1993) foi o primeiro a identificar
um marcador molecular para um gene de resisténcia a ferrugem da folha em aveia. Um
marcador do tipo RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA) foi obtido para o gene
Pc68 em uma populacido em F3 resultante do cruzamento entre as linhagens
‘Makuru’*2//CAV4904/2*’Sunll’ (com presenga do Pc68) e ‘Rodney O’ (sem Pc68).
Entretanto, o marcador identificado estava em repulsdo, podendo desta forma, existir a
possibilidade dele ndo ser validado em outra populagéo.

Trabalhos posteriores identificaram marcadores do tipo SCAR- Sequence
characterized amplified region (Orr et al., 1999) e SNP- Single nucleotide
polymorphisms (Chen et al., 2006) para o gene Pc68, partindo da hipotese de que este
gene encontra-se em um cluster com o gene de resisténcia a ferrugem do colmo Pg9
(Chong et al., 1994). Ambos os marcadores citados anteriormente foram desenvolvidos
a partir de marcadores RAPD (Orr et al. 1998) e RFLP- Restriction-fragment length
polymorphism (O’Donoughue et al. 1996) respectivamente, obtidos inicialmente para o
gene Pg9. Entretanto, deve-se ter muita cautela ao extrapolar marcadores do gene Pg9
ao Pc68, pois ainda faltam esclarecer questdes como a distancia que separa estes genes,
bem como, se o cluster permanece em outras populacdes de aveia branca. Além disto, o
marcador do tipo SNP detectado por Chen et al. (2006) também encontra-se em

repulsdo ao gene Pc68, e foi desenvolvido de forma que se faz necessario o uso de
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seqiienciamento para a identificacdo do marcador para cada gendtipo, o que ainda ¢
inviavel para a maioria dos programas de melhoramento de aveia.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivos detectar marcadores
do tipo AFLP (dAmplified fragment length polymorphism) associados ao gene Pc68,
presente na populagdo de linhagens recombinantes na geracdo F6 derivada do
cruzamento entre as cultivares Pc68/5*Starter e UFRGS 8, desenvolvidas pelo
programa de melhoramento da aveia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e

ampliar o mapa genético desta populagao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material Vegetal e Analise Fenotipica

Foi utilizada uma populacdo F6 composta por 92 linhagens recombinantes
provenientes do cruzamento entre as cultivares Pc68/5*Starter e UFRGS 8 contrastantes
quanto a presenga do gene Pc68. A cultivar Pc68/5*Starter ¢ resistente a ferrugem da
folha devido a presenga do gene Pc68, enquanto que a cultivar UFRGS 8 (oriunda do
cruzamento entre as cultivares OA338 x X2682-1), desprovida deste gene, caracteriza-
se por apresentar suscetibilidade a moléstia. Ambas cultivares pertencem ao Programa
de Melhoramento Genético de Aveia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). O processo de avango de geracdes da progénie do cruzamento destas duas
cultivares foi descrito por Locatelli (2003). A caracterizagdo fenotipica foi realizada em
plantulas por Graichen (2006), que inoculou a populacio F6 com a raga SQPT de
Puccinia coronata f. sp. avenae, devido esta apresentar aviruléncia ao gene Pc68 e
viruléncia a cultivar UFRGS 8, e obteve uma taxa de segregacdo de 1R:1S (um

resistente para um suscetivel).
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3.2.2 Extracio e quantificacio do DNA
O DNA gendmico dos genitores, juntamente com o das 92 linhagens
recombinantes da populacdo F6 foi extraido de folhas verdes, com o uso de CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio), segundo o protocolo descrito por Roy et al. (1992)
com algumas modificacdes. A quantificagio do DNA foi determinada em

espectrofotometro (Spectronic® Genesys' ™). A qualidade do DNA foi avaliada pela

relacdo A260/ A280nm. A concentracao final de todos DNAs foi ajustada para 250ng/pl
para as reacdes de AFLP.

3.2.3 Analises de AFLP

As andlises de AFLP foram realizadas conforme descrito por Vos et al.
(1995) com algumas modificagcdes. Um total de 250ng de DNA genomico foi digerido
com as enzimas Msel (Promega) e Pstfl (Gibco BRL). Ao DNA digerido foram
adicionados adaptadores especificos aos sitios de restrigdo. A pré-amplificacdo foi
realizada no termociclador PTC-100 (MJ Research) por 20 ciclos, nas condigdes de
94°C por 307, 56°C por 1’ ¢ 72°C por 1°. Nesta etapa a reagdo foi composta de 10ng de
DNA ligado, 37,5ng da cada seqiiéncia inicializadora adicionada de um nucleotideo
(Msel+C e Pstl+A), 0,8mM de dNTP, tampao 1X e uma unidade da enzima 7aqg DNA
polimerase. A amplificacdo seletiva foi realizada com o uso de PCR fouch down com
ciclos de 94°C por 60, 65°C por 60” e 72°C por 90”. A temperatura de pareamento
comecou a 65°C e foi reduzida em 1°C sucessivamente até alcangar a temperatura de
56°C a qual foi mantida por 23 ciclos. A reagdo de PCR para a amplificacdo seletiva
continha 20ng de DNA pré-amplificado, 30ng de ambas as seqiiéncias inicializadoras
Pstl e Msel acrescidas de trés nucleotideos, 1,5mM de MgCl,, 0,8mM de dNTP, tampéo

1X e uma unidade da enzima 7aqg DNA polimerase.
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Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante a 5% (19 bis-acrilamida : 1 acrilamida), a 80W por
aproximadamente 2 horas e 30 minutos, acompanhado com o marcador DNA Ladder de
123 pb (Invitrogen). Os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com o
protocolo Silver sequence TM da Promega Corporation (1996). A andlise visual dos
fragmentos foi realizada em mesa de luz fluorescente por dois leitores.

O tamanho dos fragmentos foi estimado através da comparagdo com a
migra¢do dos fragmentos do marcador de peso molecular (DNA Ladder), determinada a
partir do ponto de aplicacdo em cada gel.

As analises de AFLP realizadas por Locatelli (2003) diferenciaram-se
quanto a enzima de restricdo de corte raro, a qual foi utilizada a EcoRI, e quanto as
reagdes de pré-amplificacdo. Nas reagdes de pré-amplificacdo foi utilizado o primer
EcoRI marcado com P¥ATP ¢ a seguir sofreu amplificacdo seletiva com o primer Msel
adicionado de quatro nucleotideos, sendo os trés nucleotideos terminais constantes,
variando o quarto nucleotideo (Locatelli, 2003).

3.2.4 Anailise de grupos segregantes (Bulk Segregation Analysis —-BSA)

O método BSA proposto por Michelmore et al. (1991) foi utilizado a fim de
detectar o polimorfismo existente entre o DNA dos genitores e de dois grupos (bulks)
obtidos com a mistura de DNA de plantas de distintas classes fenotipicas da populacao
F6. Para a realizagdo do BSA, quantidade equivalente de DNA gendémico de 10
genotipos resistentes e 10 suscetiveis da populacdo F6, derivada do cruzamento entre
UFRGS 8 e Pc68/5*Starter, foram misturados formando um grupo (bulk) suscetivel e
outro resistente. Ambos os bulks, juntamente com os genitores foram submetidos a 60

combinagdes de primers de AFLP (TABELA 3.1). Somente as combinagdes
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polimérficas foram utilizadas para a analise individual das 92 plantas F6 a fim de

determinar associa¢des entre marcadores AFLP ¢ o gene de resisténcia Pc68.
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TABELA 3.1. Combinagdes de primers de AFLP testadas pelo método BSA na
populagdo Pc68/5*Starter x UFRGSS.

Combinacdes dos primers de AFLP

Psil
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG
GACTGCGTAGGTGCAG

AAG
AAG
AAA*
AAG
AAA
ACC
ATT
ACG
AAC
ACC
ATC
ATC
ACG
AAG
ACC
ATT
AAG
AAG
AAA
AAA
AAA*
AAA
ACC
ACC
ATT
ATT
ATT
ATT
ACG
ACG
ACG
ATC
ATC
ATC
AAC
AAC
AAC
AAC
AAC
ACG
ACG

Mstl
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA
GATGAGTCCTGAGTAA

CCG
CTG
CGC*
CGG
CTT
CTT
CAG
CTC
CGG
CGG
CCG
CTT
CGG
CTC
CAG
CTC
CTT
CAG
CCG
CTG
CAG*
CTC
CTG
CTC
CCG
CTG
CGG
CTT
CCG
CTG
CTT
CGG
CTC
CTG
CCG
CTT
CTC
CTG
CAG
CAG
CCG
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TABELA 3.1 Continuagéo...

GACTGCGTAGGTGCAG ACG GATGAGTCCTGAGTAA CTG
GACTGCGTAGGTGCAG AAG GATGAGTCCTGAGTAA CTG
GACTGCGTAGGTGCAG AAA GATGAGTCCTGAGTAA CGG
GACTGCGTAGGTGCAG AGA GATGAGTCCTGAGTAA CGA
GACTGCGTAGGTGCAG AGA GATGAGTCCTGAGTAA CAC
GACTGCGTAGGTGCAG ACC GATGAGTCCTGAGTAA CGA
GACTGCGTAGGTGCAG ACC GATGAGTCCTGAGTAA CAC
GACTGCGTAGGTGCAG ACC GATGAGTCCTGAGTAA CTA
GACTGCGTAGGTGCAG ATC GATGAGTCCTGAGTAA CGA
GACTGCGTAGGTGCAG ATC GATGAGTCCTGAGTAA CAC
GACTGCGTAGGTGCAG ATC* GATGAGTCCTGAGTAA CTA*
GACTGCGTAGGTGCAG AGA* GATGAGTCCTGAGTAA CGA*
GACTGCGTAGGTGCAG AGA GATGAGTCCTGAGTAA CAC
GACTGCGTAGGTGCAG AGA GATGAGTCCTGAGTAA CTA
GACTGCGTAGGTGCAG AGA* GATGAGTCCTGAGTAA CCG*
GACTGCGTAGGTGCAG AGA GATGAGTCCTGAGTAA CTT
GACTGCGTAGGTGCAG ACG GATGAGTCCTGAGTAA CGA
GACTGCGTAGGTGCAG ACG* GATGAGTCCTGAGTAA CAC*
GACTGCGTAGGTGCAG ACG* GATGAGTCCTGAGTAA CTA*
GACTGCGTAGGTGCAG AGA* GATGAGTCCTGAGTAA CTC*
GACTGCGTAGGTGCAG AGA* GATGAGTCCTGAGTAA CAG*

* combinagdes que demonstraram polimorfismo tanto nos genitores, quanto nos bulks
resistentes e suscetiveis.

3.2.5 Anailise estatistica

Ap0s a leitura dos locos polimorficos, foram acrescentados 34 marcadores
previamente identificados por Locatelli (2003) na mesma populagdo. Todos os
marcadores foram verificados quanto ao padrdo de segregacdo de cada loco. Para a
verificagdo da ocorréncia de distor¢do de segregacdo, os locos foram submetidos ao
teste de aderéncia de “qui-quadrado” (Xz), utilizando-se a protecdo de Bonferroni. A
correcao de Bonferroni ¢ dada por:

a=-exp (In (1- a*)/t) + 1

que ¢ aproximadamente:

o= o*/t
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onde a corresponde ao nivel de significancia individual (determinado pelo

pesquisador), t o nimero total de marcas analisadas, e a* o nivel de significancia para o
experimento.

As marcas que apresentaram distor¢des das propor¢cdes mendelianas no teste
de aderéncia ndo foram utilizadas na constru¢do do mapa de ligacao.

A obtengdo dos grupos de ligacdo foi realizada a partir dos programas
GQMOL (Cruz, 2007) e MAPMAKER/EXP versao 3.0 (Lander et al., 1987).

Como critérios para determinar a ligagdo foi utilizado LOD score > 3,0 e
freqiiéncia de recombinagdo inferior a 0,30. Para converter as freqiiéncias de
recombinacdo em distancias de mapa, expressa em centiMorgans (cM), foi utilizada a
funcdo de mapeamento de Kosambi (Kosambi, 1944). Para a construgdo do mapa
utilizou-se o programa GQMOL (Cruz, 2007).

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Analise de grupos segregantes (Bulk Segregation Analysis — BSA)

A maioria dos /Joci analisados pelo método de BSA mostrou-se
monomorfica e ndo informativa para diferenciar os dois bulks. Das 60 combinacdes as
quais os bulks e ambos os genitores foram submetidos, apenas nove (15%)
demonstraram polimorfismo. A partir destas nove combinacdes, foram identificados 80
marcadores, uma média de nove bandas polimorficas por combinacdo de iniciadores
(TABELA 3.1). Apesar da grande diversidade fenotipica observada entre os pais, o
pequeno numero de fragmentos polimorficos estd de acordo com a literatura de
genomas hexaploides.

Dados como estes também foram encontrados por Yu & Herrmann (2006)
em um estudo de mapeamento de um gene de resisténcia introgredido de Avena

macrostachya em Avena sativa. Através do método BSA, de um total de 256
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combinagdes de primers de AFLP utilizadas para identificar polimorfismo entre os
genitores e respectivos bulks resistentes e suscetiveis, apenas 21 combinagdes (cerca de
8%) demonstraram segregagao entre os gendtipos contrastantes para a resisténcia.

Este baixo nivel de polimorfismo parece ser comum em espécies com
grandes genomas. Li et al. (2000), analisando 20 cultivares de aveia com marcadores
SSRs, obtiveram somente 36% polimorficos.

Esta observacdo de baixo grau de polimorfismo também ¢ extendida para o
genoma hexapléide do trigo. Bryan et al. (1999), com o intuito de estudar a variagdo em
nivel de seqliéncia de DNA entre genotipos adaptados de trigo, seqiienciaram varios
produtos amplificados de PCR em diversos gendtipos. Como resultado, encontraram um
baixo nivel de variacdo nestas seqiiéncias. Estes autores sugerem que o baixo
polimorfismo e a baixa variagdo nucleotidica em espécies com tamanho grande de
genoma, como aveia e trigo, sdo devidos ao modo de evolugdo destas espécies.
Provavelmente, muitos eventos de duplicacao de regides repetitivas contribuiram para o
aumento do genoma. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram os dados da
literatura, os quais relatam a dificuldade de trabalhar com mapeamento em espécies
hexaploides.

Em casos como este, o método BSA, demonstra ser bastante eficiente em
detectar polimorfismos entre linhagens segregantes para uma caracteristica, além de
prevenir o desperdicio de tempo e material em analisar géis de eletroforese contendo
populagdes inteiras para as combinagdes de seqiiéncias inicializadoras que ndo possuam
consideravel polimorfismo.

Além disto, a escolha do marcador AFLP em associagdo com o método
BSA foi um ponto muito importante, visto que, AFLP tem um alto potencial de

deteccdo de polimorfismo. Em termos de eficiéncia relativa na detec¢do de
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polimorfismos, AFLP demonstra ser superior a RFLP ¢ RAPD (Gupta et al., 1999).
Caso houvesse sido escolhido outro tipo de marcador, os resultados poderiam ter sido
inferiores quanto ao grau de polimorfismo.

3.3.2 Analise de Segregacio dos marcadores

Aos 80 marcadores polimorficos detectados, foram acrescentados 34
marcadores do tipo AFLP previamente obtidos por Locatelli (2003), totalizando 114
marcadores moleculares. A andlise de segrega¢do mendeliana revelou que 77 (67,54%)
marcadores segregaram na taxa de 1:1 (a*= 0,05) conforme esperado para taxa de
segregacdo de uma populagdo de linhagens recombinantes em Fg. Salienta-se que o alfa
utilizado tem corre¢do de Bonferroni, indicado para analise de dados conjuntos, como
no presente trabalho, um conjunto de marcadores. Neste caso, utiliza-se um nivel de
significancia conjunto do teste, ou também chamado nivel de significdncia genomico
(a*). Desta forma, o a* é a probabilidade de rejeitar pelo menos uma hipdtese nula
verdadeira, ou seja, a*= 1- probabilidade de ndo rejeitar nenhuma hipdtese nula
verdadeira (Silva & Vencovsky, 2002). Para isto, deve-se estimar o nivel de
significdncia o para cada teste, que proporcione o nivel de significancia a* para o
experimento.

Se no presente trabalho, fosse utilizado apenas o nivel de significidncia
individual (o= 0,05), teriam sido considerados com desvio de segregacdo 10 locos a
mais. Portanto, todos esses locos ndo seriam incluidos nas analises se este fosse o
critério para detectar distor¢des da segregacdo mendeliana. Critérios que controlam o
nivel de significancia global sdo recomendados para evitar que seja cometido o erro tipo
I quando sdo realizados testes multiplos (Bearzoti, 2000; Silva & Vencovsky, 2002). No
caso, isto corresponde a rejeitar erroncamente um loco que apresenta o padrdo de

segregacao testado em Ho, ou seja, 1:1.
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Das combinagdes que ndo distorceram quanto a segregacdo esperada, as
combinagdes P-AAA/MCAG e P-AGA/M-CCG foram as que renderam mais
marcadores polimorficos (TABELA 3.2). Pode-se também observar que combinagdes
como a P-ACG/M-CTA e a P-AGA/M-CAG embora ndo tenham demonstrado um
grande numero de marcadores, praticamente nenhum destes distorceu quanto a
segregacdo de 1:1 (TABELA 3.2).

No trabalho aqui realizado, observou-se 32,46% de distor¢do na taxa de
segregacdo dos marcadores. Sobretudo, distorgdes da segregacdo esperada de locos
AFLP tém sido observadas em inumeras espécies. Esta propor¢do € inerente a espécie e
aos genotipos usados para gerar a populagdo segregante. Por exemplo, em meldo foi
observada uma distor¢do de 14% (Wang et al, 1997), em kiwi variou de 4 a 10%
(Testolin et al., 2001), ja em Cryptomeria japonica, foram observadas taxas superiores a
40% (Nikaido et al., 1999).

Distor¢do na segregacdo de marcadores pode resultar de inimeros fatores,
como, fertilizagdo preferencial, quebra das fitas de DNA durante a extracdo deste,
amplificacdo de outras regides do genoma, erro de genotipagem ou de analise do gel, ou
pode ser um fendomeno bioldgico real (Tan et al., 2001). Possiveis razdes bioldgicas para
distor¢do na segregacdo podem ser causadas pela proximidade fisica dos locos
marcadores com regides ou genes que afetam a formacdo de gametas antes da
fertilizacdo ou a viabilidade dos genotipos apos a fertilizacdo (Vogl & Xu, 2000).

Além dos fatores acima citados, como possiveis causas para a alteracdo na
taxa de segregacdo, outro fator pode ser a alteracdo da excisdo devido a falha no
reconhecimento do sitio de restricdo. Entre os fendmenos que podem levar a digestdo
parcial estd o ndo reconhecimento de sitios de restrigdo pela enzima Psfl devido a

metilagdo de bases nucleotidicas. A metilagdo, ou adicdo de um grupo metil a uma
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citosina, pode alterar o reconhecimento de alguns sitios de restri¢do e esta associada a
diversos processos bioldgicos, incluindo regulagdo transcricional e silenciamento génico
(Cervera et al., 2002). Mudangas no padrao de metilacdo podem ocorrer devido a
metilacdo “de novo” ou por demetilacdo passiva devido as falhas na manutengdo da
metilacdo durante a replicacdo do DNA (Matsuo et al., 1998). Algumas enzimas, dentre
elas a Pstl, sdo sensiveis a metilagdo, o que pode explicar o aparecimento de fragmentos
inespecificos.

Particularmente neste trabalho, uma provavel fonte da despropor¢do na
segregacdo dos marcadores parece ser a sensibilidade da enzima Ps#l a metilagdo. Esta
conclusdo baseia-se em dois pontos: um, ao aparecimento de fragmentos inespecificos
nas linhagens recombinantes, os quais ndo eram detectados nem no pai resistente, nem
no suscetivel (FIGURA 3.1); o segundo aspecto ¢ observado ao se analisar
separadamente a taxa de segregacdo dos marcadores obtidos com digestdo da enzima
Pstl e da EcoRI. Analisando separadamente os 80 marcadores obtidos em 2007, com
uso da enzima de restri¢ao Pstl, em relacdo aos 34 marcadores obtidos por Locatelli em
2003, pode-se observar uma diferenca em relagdo a quantidade de distor¢des na
segregacdo. Os marcadores que foram obtidos com a enzima EcoRl, caracterizada por
ndo ser sensivel a metilagdo, tiveram 26% de indice de distorcdo de segregagdo,
enquanto que, as marcas geradas pela enzima PstI demonstraram um indice de 35% .

Vale salientar que distor¢des de segregacdo t€m sido observadas em varios
trabalhos. Segundo Bearzoti (2000), ¢ recomendavel que estes locos sejam excluidos da
construcao de mapas de ligagc@o por afetarem os testes estatisticos usados para detectar a

ligagcdo gerando, assim, falsos positivos.
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TABELA 3.2 Combinagdes de marcadores AFLP que detectaram polimorfismo entre os
gendtipos parentais e os distintos bulks com respectivos numeros de
fragmentos polimorficos.

Combinacdes de primers N°Total de  N° de Bandas

Bandas polimérficas
Pstl Msel Polimérficas que

segregaram
1:1°
GACTGCGTAGGTGCAG-AAA GATGAGTCCTGAGTAA-CAG 11 09
GACTGCGTAGGTGCAG-AAA GATGAGTCCTGAGTAA-CGC 06 05
GACTGCGTAGGTGCAG-ATC GATGAGTCCTGAGTAA-CTA 09 03
GACTGCGTAGGTGCAG-AGA GATGAGTCCTGAGTAA-CGA 07 04
GACTGCGTAGGTGCAG-AGA GATGAGTCCTGAGTAA-CCG 15 09
GACTGCGTAGGTGCAG-ACG GATGAGTCCTGAGTAA-CAC 08 06
GACTGCGTAGGTGCAG-ACG GATGAGTCCTGAGTAA-CTA 06 05
GACTGCGTAGGTGCAG-AGA GATGAGTCCTGAGTAA-CTC 13 06
GACTGCGTAGGTGCAG-AGA GATGAGTCCTGAGTAA-CAG 05 05

Y2 para a* de 0,05

; - ; i .= iy
FIGURA 3.1 Parte de um gel de poliacrilamida, composto por fragmentos dos dois
genitores, Pc68/5*Starter (P1) e UFRGS 8 (P2), e 12 linhagens
recombinantes. As setas pretas apontam fragmentos especificos de um ou
outro genitor, que segregou na populacdo. A seta vermelha demonstra a
presenga de marcas na populagdo que ndo aparecem em nenhum dos
progenitores. Porto Alegre, 2006.
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3.3.3 Analises de Ligacdo e Mapeamento Molecular

A constru¢do dos mapas de ligagdo foi baseada na analise de uma amostra
de 92 individuos oriundos do cruzamento Pc68/5*Starter e UFRGS 8. Para a analise de
ligacdo e mapeamento génico foram utilizados os 77 marcadores que segregaram na
taxa esperada.

Os mapas obtidos nos programas GQMOL e MAPMAKER foram
similares. Ambos os mapas tiveram o mesmo nimero de grupos de ligacdo, mesmos
marcadores em cada grupo e semelhantes distdncias entre os marcadores. Estes
resultados ndo surpreendem, uma vez que foram utilizados os mesmos parametros em
ambos os programas.

Das 77 marcas utilizadas, 56 foram agrupadas em 12 grupos de ligagdo
(FIGURA 3.2). Dentre os 12 grupos, apenas um grupo, concentrou 30 marcadores.
Entre os grupos restantes, oito destes, foram compostos por apenas dois marcadores. O
comprimento dos grupos de ligacdo variou de 2,5 a 196,80 cM (TABELA 3.2). A menor
distancia detectada entre dois marcadores foi 1,69 c¢cM, e a maior foi de 27,46 cM,
salientando que ambos os segmentos sdo encontrados no primeiro grupo de ligagdo. No
trabalho de Locatelli (2003), que construiu o primeiro mapa desta populagdo, foram
obtidos sete grupos de ligagdo, sendo que, semelhante ao observado aqui, o grupo de
ligacdo nimero um, concentrou o maior nimero de marcas.

Os 18 marcadores que ndo foram agrupados em nenhum grupo de ligacao
sdo os seguintes: AAGC264, AAGC232, AAGC228, AAAG483, AAAG477,
AAAG225, GAGA293, GACGS531, GACG199, CGAC432, CGAC335, CGTA207,
GATC559, GATC442, USPM3, USPM23, USPM24, USPM28, UPM32, USPM33 e

U8PM34.
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FIGURA 3.2. Mapa de ligacdo da populacdo de aveia UFRGS 8 x Pc68/5*Starter.
Valores a esquerda se referem a distancia em centiMorgans (cM) entre
os marcadores estruturados a direita. Porto Alegre, 2007.
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TABELA 3.3 Grupos de ligacdo, nimero de marcadores, distancia acumulada dos
grupos de ligagdo ¢ QTLs associados a resisténcia a ferrugem da folha
da aveia no mapa Fg, do cruzamento Pc68/5*Starter. UFRGS. 2007.

Grupo de Ligacao N° de Marcadores Distancia (cM)
1 30 196,80
2 04 28,85
3 02 2,5
4 02 5,12
5 03 29,33
6 02 8,48
7 02 8,68
8 02 10,34
9 02 16,14
10 02 58,73
11 02 21,89
12 02 22,51

O baixo numero médio de polimorfismos detectados foi limitante para a
obtencdo de maior numero de marcadores. O mapa gerado cobre cerca de 409,4 cM
(14%) do tamanho total do genoma de Avena sativa que estd estimado em
aproximadamente 2900cM (O’Donoughue et al., 1995). Entretanto houve uma boa
expansdo em relacdo ao primeiro mapa desta populagdo, gerado por Locatelli (2003),
onde 0 mesmo cobria apenas 4% do genoma total da espécie.

O mapa obtido é pouco representativo, sendo que sdao esperados 21 grupos
de ligacdo em Avena sativa. Pode-se também observar que a distribuicdo dos
marcadores nos grupos ndo ocorreu de forma uniforme. Aproximadamente 39% das
marcas concentram-se em apenas um grupo de ligagdo. Esta concentragdo de
marcadores ¢ comumente observada quando se utiliza apenas um tipo de marcador

molecular, e quando o nimero de marcadores ndo ¢ muito grande. O ideal ¢ saturar mais
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o mapa. Uma alternativa seria procurar outros tipos de marcadores, como RAPD ou
SSR. Infelizmente durante o desenvolvimento deste trabalho, os marcadores do tipo
SSR que foram testados nesta populacdo, ndo apresentaram nenhum polimorfismo
(dados ndo apresentados).
Quanto as analises de ligacdo entre o gene Pc68 e os marcadores AFLP,
dois marcadores, o0 USPM22 e USPM25, demonstraram estar associados em repulsao, a
uma distancia de 18,60 e 18,83 cM respectivamente, no grupo de ligacdo GL10
(FIGURA 3.3). Na realidade estes dois marcadores estdo flanqueando o loco do gene na
cultivar suscetivel. Embora estas distancias sejam consideradas muito amplas para
auxiliar na seleg@o assistida por marcadores, Brogin em 2005, obteve alta eficiéncia de
selecdo (91,43%) para um gene de resisténcia a ferrugem asiatica da soja, utilizando um
marcador do tipo SSR que estava a 24,4 ¢cM do gene. Contudo, é preciso ter muita
cautela quanto ao emprego de marcadores com ampla distdncia em processos de
selecdo. Muitas vezes, o que ¢ ocorre ¢ um ordenamento incorreto dos marcadores,
levando a estas circunstancias.
Contudo, a questdo destes marcadores estarem flanquendo o loco, ¢
vantajosa em relacdo a marcadores unilaterais, os quais sdo mais faceis de serem
perdidos com a ocorréncia de “cossing-over” simples, enquanto que para os marcadores

flanqueadores, seria necessaria a ocorréncia de uma permuta dupla.
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FIGURA 3.3. Representacdo grafica do grupo de ligacdo GL10 da populagao UFRGSS
x Pc68/5*Starter de A4. sativa, indicando o posicionamento do loco do
gene Pc68 em relagdo aos marcadores AFLP identificados.

Para o processo de selecdo assistida existe a necessidade de identificacao de
marcadores mais proximos ao gene para uma utilizagdo segura. Principalmente pelo fato
de existir uma predigdo de que a distdncia entre o marcador e o carater qualitativo, ndo
deve ultrapassar a distancia de 10 cM, para ser utilizado como uma ferramenta em
selegdo assistida por marcadores (Staub et al., 1996). Além disto, o marcador deve estar
preferencialmente associado a presenca do gene de resisténcia. Pois com a obtencdo de
marcadores em repulsdo, estes marcadores apenas serdo validos para sele¢do negativa
do gene, ¢ para a populagdo oriunda de cruzamentos que possuam o0 mesmo pai
suscetivel.

E imprescindivel relatar, que desde os primeiros estudos na busca de
marcadores moleculares para o gene Pc68 (Penner et al, 1993), até o presente momento,
todos os marcadores identificados encontram-se em fase de repulsdo. Explicar a
possivel causa desta situagdo ¢ algo inviavel, visto que, na literatura ndo ha nada
descrito que possa relacionar provaveis causas que contribuam para esta realidade. O
que se pode inferir a respeito, € a dificuldade de trabalhar com o genoma de aveia.

A natureza do genoma hexaploide, constituida por extensivas duplicagdes

génicas, e caracterizada por numerosos eventos de translocagdo, sdo algumas das causas
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da dificuldade do estudo deste genoma. Faz-se necessaria a busca ¢ identificacdo de
outros marcadores mais proximos ao gene Pc68, para a utilizagdo segura no processo de
selecdo assistida. Marcadores mais proximos também possibilitariam a exploracdo de
bibliotecas gendmicas de aveia, podendo com isto propiciar a construgdo de clones
YAC (Yeast Artificial Chromosome) ou BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
contendo o gene de resisténcia a ferrugem. Uma alternativa na pesquisa de marcadores
para o gene Pc68 seria iniciar uma investigacdo na espécie doadora do gene Avena
sterillis. Visto que, que as recombinac¢des ocorridas durante a introdugdo do gene em
Avena sativa, possam ser um dos motivos que dificultem tanto o mapeamento do
mesmo.

Uma vez que a seqiiéncia do Pc68 seja conhecida, o desenvolvimento de
marcadores especificos se viabilizara, e conseqiientemente, o gene podera ser melhor
estudado, abordando seus mecanismos, compreendendo sua expressdo e comparado-o

aos demais genes especificos de resisténcia.



CAPITULO IV
CONCLUSOES

Este trabalho contribui para elucidar o comportamento de gendtipos
empregados nos programas de melhoramento em relacdo ao carater resisténcia a
ferrugem da folha, bem como de um gene de resisténcia de efeito maior, gerando
informagdes sobre materiais que podem auxiliar no desenvolvimento de novas
cultivares brasileiras de aveia.

A respeito dos dois enfoques abordados neste trabalho pode se concluir os
seguintes aspectos:

Houve uma erosao da resisténcia da populacdo UFRGS 7 x UFRGS 910906
durante os anos de avaliagdo no ambiente sul brasileiro:

A resisténcia presente na populagdo UFRGS 7 x UFRGS 910906 nao
demonstrou nivel de resisténcia adequado em anos com condigdes favoraveis a
ocorréncia do patdégeno. O nivel de resisténcia dos individuos mais resistentes nao ¢
suficiente para que essa seja utilizada no desenvolvimento de gendtipos superiores em
programas de melhoramento.

O genotipo 238 possui potencial para ser utilizado no estudo dos
mecanismos de resisténcia parcial,

Os marcadores do tipo AFLP USPM22 e USPM25 podem ser utilizados em

selecdo negativa para o gene Pc68, desde que validados para a populacdo em questio.
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