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RESUMO

COELHO, Ménica Bossardi. Resisténcia genética a ferrugem-da-folha e ferrugem-do-colmo nas
variedades brasileiras de trigo ‘Toropi’ e ‘BRS 194°. 143 f. Tese (Doutorado em Agronomia) —
Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2021.

A ferrugem-da-folha (Puccinia triticina Erikss) (Pt) e a ferrugem-do-colmo (Puccinia graminis
Pers. f. sp. Tritici Eriks. & E. Henn) (Pgt) representam importantes gargalos a producao de trigo
em todo o mundo. Como os patdgenos se disseminam e desenvolvem novas viruléncias, a
resisténcia genética duravel é a estratégia mais eficaz de controle. A variedade brasileira
‘Toropi’ mantém resisténcia durdvel a Pt por mais de 50 anos, e é considerada um valioso
recurso genético para resisténcia as doencas causadas por ferrugens. Além de ‘Toropi’, a
variedade ‘BRS 194°, desenvolvida em 2000, também apresentava resisténcia a todas as racas
de Pt ocorrentes no Brasil e em paises da América do Sul, até que sua resisténcia qualitativa foi
superada cinco anos ap6s seu lancamento, pela raca MFP-CT, uma nova viruléncia de Pt. Este
trabalho foi realizado em dois locais (Brasil e Canadd) e teve como objetivo investigar a
resisténcia a ferrugem-da-folha e do colmo de ambas as variedades. Foi desenvolvida uma
populacdo duplo-haploide (DH) oriunda de ‘Toropi’ X ‘BRS 194’ e inoculada em fase de
plantula com a raca MCJ-HN (Pt) no Brasil. No estagio de planta adulta, a populacdo foi
inoculada com MFP-CT (Pt) no Brasil e CCDS (Pt) no Canada. As linhagens e os parentais
também foram genotipados para translocacdo de centeio 1BL.1RS, em busca de genes de
resisténcia conhecidos presentes neste segmento, e, para 0 gene Sr36. As plantulas dos
gendtipos parentais foram inoculadas com os isolados de Pgt: TTKSK (Ug99), TPMK, TMRT,
RHTS, MCCF, QTHJF e RTHJ. Os resultados obtidos, para Pt, no estagio de plantula,
mostraram resisténcia para ‘BRS 194’ (Tl =; 1) e suscetibilidade para ‘Toropi’ (Tl = 3). A
proporc¢do de 1:1 do fendtipo encontrado na populacdo DH indicou um Gnico gene de resisténcia
de ‘BRS 194’. No teste de planta adulta no Brasil com MFP-CT, ‘BRS 194’ exibiu
suscetibilidade (Tl = 3) e ‘Toropi’ apresentou resisténcia (TI= 0;/0;1). No teste realizado no
Canada com CCDS, ‘BRS 194’ foi suscetivel (TI = 3) e ‘Toropi’ resistente (IT = 1-). A
variedade ‘Toropi’ revelou ndo possuir o segmento cromossémico 1BL.1RS, ao contrério de
‘BRS 194°, que mostrou sua presenca. ‘BRS 194 expressou resisténcia a todas as racas de Pgt,
e, para o isolado Ug99 (TTKSK) (TI = 0), foi sugerida a presenca do gene Sr36, que foi
confirmada pelo marcador STM773-2 (+) e pela variedade ‘Arthur 71’ (portador Sr36) em seu
pedigree. A variedade ‘Toropi’ foi resistente a RHTS, MCCF, QTHJF e RTHJ, sugerindo a
presenca de um gene de resisténcia a Pgt. Os resultados encontrados geraram novas perspectivas
em relacdo as variedades brasileiras de trigo ‘Toropi’ e ‘BRS 194’. Ambos o0s genoétipos
fornecem fontes eficazes de resisténcia contra Pt e Pgt e sdo preciosos para a expansdo da base
genética em programas de melhoramento genético do trigo. Em especial, este trabalho apresenta
‘BRS 194’ como uma variedade adaptada e resistente & Ug99, contribuindo para que os
melhoristas estejam a frente na batalha contra este patégeno, ainda ndo detectado no Brasil.

Palavras-chave: 1. Puccinia triticina. 2. Puccina graminis tritici. 3. Resisténcia de planta adulta
(RPA). 4. Resisténcia de plantula. 5. Ug99.



ABSTRACT

COELHO, Mbnica Bossardi. Resistance to leaf and stem rusts in Brazilian wheat varieties
“Toropi’ and ‘BRS 194°. 143 f. Thesis (Doctor in Agronomy) — University of Passo Fundo,
Passo Fundo, 2021.

Leaf rust (Puccinia triticina Erikss) (Pt) and stem rust (Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici
Eriks. & E. Henn) (Pgt) characterize important bottlenecks in wheat production throughout the
world. As pathogens spread and develop new virulences, durable genetic resistance is the most
effective control strategy. The Brazilian variety ‘Toropi’ has maintained durable resistance to Pt
for over 50 years, and has been studied and considered a valuable genetic resource for rust
diseases. In addition to ‘Toropi’, ‘BRS 194’ variety, developed in 2000, was also resistant to all
Pt races occurring in Brazil and in South American countries, until its qualitative resistance was
overcome five years later by a new Pt virulence, MFP-CT race. This study was carried out in
two locations (Brazil and Canada) and aimed to investigate leaf and stem rust resistance in both
varieties. A double-haploid population was developed from ‘Toropi’ X ‘BRS 194’ and
inoculated in the seedling stage with the MCJ-HN (Pt) race in Brazil. In adult plant stage, the
population was inoculated with MFP-CT (Pt) in Brazil and CCDS (Pt) in Canada. The
population and parents were also genotyped for rye translocation 1BL.1RS, segment known to
possess rust resistance genes, and for the presence of Sr36 gene. For stem rust, parental
seedlings were inoculated with isolates TTKSK (Ug99), TPMK, TMRT, RHTS, MCCF, QTHJF
and RTHJ. For leaf rust, in the seedling stage, ‘BRS 194’ exhibited resistance (TI =; 1) and
“Toropi’ displayed susceptibility (TI = 3). The 1:1 proportion observed in the population
indicated a single resistance gene from ‘BRS 194°. In the adult plant test in Brazil with MFP-CT
isolate, ‘BRS 194’ exhibited susceptibility (TT = 3) and ‘Toropi’ showed resistance (Tl = 0; / 0;
1). In the test carried out in Canada, ‘BRS 194” was susceptible (T1 = 3) and ‘Toropi’ resistant
(IT =1-). Regarding 1BL.1RS translocation, ‘Toropi’ was negative and ‘BRS 194’ was positive.
‘BRS 194’ was resistant to all Pgt races, and IT=0 to TTKSK suggested the presence of gene
Sr36, which was supported by molecular marker STM773-2 (+) and variety ‘Arthur 71 (Sr36
carrier) in its pedigree. The variety ‘Toropi’ was resistant to RHTS, MCCF, QTHJF and RTHJ,
suggesting that ‘Toropi® has a Pgt resistance gene. These results provide new perspectives
regarding the Brazilian wheat varieties ‘Toropi’ and ‘BRS 194’. Both genotypes provide
effective resistance sources against Pt and Pgt and are valuable for expanding the genetic base
in wheat breeding programs. This study presents ‘BRS 194’ as an adapted and resistant variety
against Ug99, contributing for breeders to be at the forefront in the battle against this pathogen,
which has not yet been detected in Brazil.

Key words: 1. Puccinia triticina. 2. Puccinia graminis tritici. 3. Adult plant resistance
(APR). 4. All stage resistance (ASR). 5. Ug99.
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1 INTRODUCAO

O trigo € um dos cereais mais consumidos no mundo, utilizado como
ingrediente principal em diversos produtos alimenticios. Embora o Brasil seja
reconhecido mundialmente como uma poténcia do agronegocio, o trigo lidera a lista de
importagBes da balanga comercial brasileira, uma vez que a sua producéo € insuficiente
para 0 seu consumo anual. Para suprir essa demanda interna, em fevereiro de 2020,
foram importadas 526,1 mil toneladas do grdo, sendo 87,5% de origem argentina, 6,9%
de trigo norte-americano, 4,7% de trigo proveniente do Paraguai e 0,7% da Franca
(CONAB, 2020).

Em direcdo oposta a alta produtividade necessaria, uma gama de estresses
bidticos e abioticos ameaca continuamente o suprimento de trigo no Brasil e no mundo.
Os fungos patogénicos representam uma restricdo significativa a producéo, levando a
sérios prejuizos aos produtores do cereal. A giberela, causada por Fusarium
graminearum Schwabe [teleomorfo: Gibberella zeae (Schw.) Petch] é amplamente
conhecida, e por se manifestar principalmente nas espigas, é considerada uma das mais
importantes doencas fungicas que ocorre na cultura do trigo.

Contudo, dentro deste panorama, tal limitacdo ndo se restringe a giberela. A
ocorréncia de outras importantes doencas fangicas tem impedido a producéo global de
trigo desde a sua domesticacdo. A ferrugem-da-folha e a ferrugem-do-colmo causadas
por Puccinia triticina Eriks (Pt) e Puccinia graminis Pers. f. sp. tritici Eriks. & E. Henn.
(Pgt), respectivamente, sdo as mais conhecidas nas principais regifes produtoras de
trigo do mundo por seus efeitos agressivos.

Historicamente, a ferrugem-da-folha é a mais importante doenca do trigo no
Brasil, presente em todas as regides em que o cereal é cultivado. As perdas atribuidas a
P. triticina podem ser graves se a cultura for infectada precocemente, podendo
comprometer até 50% do rendimento de grdos de cultivares suscetiveis, caso ndo seja

efetuado o controle com fungicidas.



Muito embora a ferrugem-do-como ndo seja a doenga mais importante na
América Latina, a mesma é considerada a mais prejudicial da cultura, cujo patdégeno
possui capacidade de transformar uma safra de aparéncia saudavel, a poucas semanas de
colheita, em um emaranhado de hastes pretas e grdos enrugados na colheita. Em
condicdes extremas, as perdas de rendimento podem ultrapassar 70%.

A ferrugem-do-como tem sido motivo de grande preocupagdo mundial. Em
1999, o surgimento de uma nova raca de Pgt (Ug99), em Uganda, na Africa Oriental,
despertou um grande alerta devido ao seu potencial de causar danos altamente
destrutiveis a cultura do trigo. Cerca de 85 a 95% das variedades de trigo sdo suscetiveis
ao grupo de ragas Ug99 ao redor do mundo. Até o0 momento, a Ug99 nado foi detectada
em paises como o Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai e Chile. No entanto, a possivel
introducdo desta raca representa uma ameaca nas mais diversas regides triticolas,
havendo, portanto, urgéncia no sentido de deter o seu avanco.

De maneira geral, novas racas e viruléncias dos patdgenos podem facilmente
superar a resisténcia do hospedeiro, 0 que estabelece um desafio a seguranca alimentar.
Neste contexto, 0 emprego estratégico de resisténcia genética apresenta-se como medida
mais assertiva no impedimento e controle tanto da ferrugem-do-colmo como para
ferrugem-da-folha.

A cultivar brasileira de trigo ‘Toropi’ (Frontana / Quaderna A // Petiblanco 8)
lancada como uma variedade comercial em 1965, destaca-se como um importante
recurso genético em relacéo a ferrugem-da-folha. Sua resisténcia raga ndo-especifica ao
patdgeno permanece efetiva ha mais de 50 anos e vem sendo estudada extensivamente
ao redor de todo o mundo.

Devido as suas caracteristicas agronémicas (planta extremamente alta e menor
numero de perfilhos), ‘“Toropi’ foi gradualmente substituida por novas variedades de
porte mais baixo e de alto rendimento, produzidas pelos programas de melhoramento de
trigo brasileiros. Entre as novas variedades de trigo estava ‘BRS 194’ (CEP14 / BR 23 //
CEP 17), lancada em 2000. Esta variedade rustica e de alto rendimento de graos teve
cada vez mais aceitacdo no campo e foi amplamente cultivada nas regides Sul e Centro-
Oeste do Brasil, tornando-se a segunda cultivar com maior disponibilidade de sementes

para plantio no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Até 2004, ‘BRS 194’ apresentava
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resisténcia qualitativa a todas as ragas de P. triticina ocorrentes no Brasil e em outros
paises da América do Sul, caracteristica pouco comum em variedades comerciais no
momento de seu langamento. Contudo, em 2005, sua resisténcia foi superada por uma
nova raga de P. triticina (MFP-CT) no Brasil.

Em razdo da rapida evolucdo dos fitopatdgenos, os melhoristas de plantas
buscam sempre incorporar novos tracos de resisténcia em novas variedades, fazendo uso
da diversidade existente do trigo domesticado e também de suas espécies relacionadas.

O centeio (Secale cereale L.) é utilizado no mundo todo como fonte para o
melhoramento genético do trigo, por ser uma rica fonte de resisténcia a pragas e
patdégenos. Até hoje, todos os sete cromossomos do centeio foram transferidos para o
genoma do trigo. No entanto, o cromossomo 1R carrega a maioria de suas
caracteristicas de interesse, e por esse motivo, a translocacdo de centeio-trigo
"1BL.1RS" foi usada nos mais variados programas de melhoramento de trigo. O
segmento 1BL.1RS carrega genes de resisténcia a varios patdgenos, incluindo ferrugem-
do-colmo (Sr31), ferrugem-da-folha (Lr26), ferrugem linear (Yr9 e YrCnl7), oidio (Pm8
e PmCn17), percevejo (Gb2) e pulgéo do trigo (Dn7).

O gene Sr31 foi amplamente difundido entre as variedades de trigo em todo o
mundo, porém sua resisténcia foi superada pelo surgimento da raca de Pgt (Ug99).
Como muitas cultivares possuem o Sr31, a iminéncia de uma ameaca global tem
movido esforcos na identificacdo de novas fontes de resisténcia e producdo de novas
variedades de trigo com resisténcia ao Ug99 e suas variantes.

Outro gene de resisténcia amplamente utilizado é o Sr36, derivado de Triticum
timopheevii, espécie também relacionada ao trigo cultivado. Este gene confere
resisténcia a diversas racas de Puccinia graminis f. sp. tritici. Embora Sr36 ndo forneca
um alto nivel de resisténcia contra uma ampla gama de racas de Pgt, este € um gene
valioso por ser a melhor fonte disponivel de resisténcia a Ug99, fornecendo imunidade
as racas TTKSK e TTKST em estadio de plantula e planta adulta.

De maneira geral, o surgimento de novas racas virulentas pode levar a ineficacia
dos genes de resisténcia as ferrugens, e, portanto, o conhecimento do fundo genético do

germoplasma disponivel é crucial aos melhoristas.
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Uma abordagem bastante utilizada para o estudo da resisténcia é o uso de
populagbes biparentais, originadas do cruzamento entre dois gendtipos contrastantes.
Neste caso, quanto maior o grau de divergéncia entre ambos 0s parentais, maior é a
variabilidade encontrada na populacdo segregante a ser estudada. Assim, uma vez
havendo a condi¢cdo homozigédtica contrastante dos parentais para a caracteristica de
resisténcia, é possivel inferir sobre o seu controle genético através dos individuos que
compdem a populacao.

Neste processo, a obtencdo da populacdo via tecnologia duplo-haploide permite
a fixacdo de genes de resisténcia de genitores de forma acelerada e viabiliza o
desenvolvimento de materiais ideais para estudos genéticos e moleculares. A busca por
materiais resistentes ainda pode ser auxiliada pelo emprego de marcadores moleculares,
que permitem identificar polimorfismos genéticos diretamente no DNA, em qualquer
estddio de desenvolvimento da planta e sem interferéncia ambiental. A associacdo
destas ferramentas biotecnologicas consiste numa estratégia valiosa, pois encurta o
caminho pela busca e identificacdo de materiais resistentes, que, dentro do possivel,
deve transcorrer de forma dindmica, assim como ocorre com a evolugéo do patdgeno.

A elucidacdo da resisténcia genética de cultivares brasileiras as ferrugens do
trigo € extremamente importante na identificacdo continua de genes de resisténcia
eficazes, permitindo a expansdo da base genética em programas de melhoramento do
trigo. Deste modo, considerando a preocupacdo global com as ferrugens do trigo e suas
consequéncias, o objetivo geral deste estudo foi ampliar o entendimento atual sobre a
resisténcia aos patégenos de ferrugem expressos em ‘Toropi’ ¢ ‘BRS 194’
apresentando tipos Unicos de resisténcia a Pt e Pgt.

Como objetivos especificos, buscou-se: 1) Avaliar a reacdo de linhagens DH de
trigo quanto a ferrugem-da-folha quando inoculadas com o fungo P. triticina; 2)
Realizar o estudo genético da populacdo duplo-haploide, verificando o nimero de genes
de resisténcia frente a ferrugem-da-folha; 3) Identificar se ha a presenca da translocacao
1BL.1RS e do gene Sr36 no genoma de ‘Toropi’ e ‘BRS 194°; e 4) Investigar se
‘Toropi’ ¢ ‘BRS 194’ apresentam resisténcia de plantula & ferrugem-do-colmo quando

inoculadas com o fungo P. graminis tritici.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Origem e evolucéo do trigo

Historicamente, o trigo (Triticum aestivum L.) foi uma das primeiras espécies a ser
cultivada pelo homem. Nos primordios do seu consumo, seus graos eram misturados com
outros alimentos e consumidos em forma de papa. A qualidade de fermentacéo do trigo foi
descoberta somente por volta de 4.000 a.C., pelos egipcios, que passaram entdo a produzir
0 péo. O cereal espalhou-se ao redor do mundo, quando, cerca de 2.000 a.C., os chineses
comecaram a para preparar farinha, utilizada em macarrdo e pastéis (FLANDRIN;
MONTANARI, 1998). Sua producdo global aumentou consideravelmente desde a
revolugdo verde, na década de 1960, e ajudou diretamente a minimizar a fome e a
desnutricdo. Hoje, o cereal consiste num item basico da alimentacdo humana que cumpre
grande parte das demandas de calorias do mundo (KHAN et al., 2013).

O trigo pertence a tribo Triticeae e a familia Poaceae e teve como centro de origem
0 Oriente Médio, sendo obtido do cruzamento de outras plantas silvestres nativas das
proximidades dos rios Tigre e Eufrates (COOPER, 2015). De natureza autbgama, o trigo
hexaploide é oriundo de hibridizacGes interespecificas seguidas de duplicacdes
cromossdmicas que ocorreram de forma espontanea ao longo de muitos anos, resultando na
sua constituicdo genémica “AABBDD”. A primeira poliploidizagdo aconteceu entre
500.000 a 150.000 anos atras, envolvendo T. urartu (2n=2x=14 cromossomos, genoma
AA) e uma espécie desconhecida (provavelmente extinta), estreitamente relacionada com
Aegilops speltoides, surgindo, entdo, uma nova espécie, denominada T. turgidum L. ssp.
dicoccoides (ou T. dicoccoides, 2n=4x=28 cromossomos, genoma AABB). A espécie T.
turgidum L. ssp. dicoccoides foi domesticada, evoluindo como T. turgidum ssp. dicoccum
Schubl. (ou T. dicoccum), que é “pai” do trigo duro (T. turgidum subsp. durum). Apdés
muito tempo, ocorreu o segundo evento de poliploidizacédo (ha cerca de 10.000 anos atras),

que envolveu o cruzamento do tetraploide domesticado T. turgidum e uma espécie



selvagem diploide, T. tauschii (DD), originando, assim, o trigo hexaploide hoje cultivado
T. aestivum (2n=6x=42 cromossomos, de genoma AABBDD) (CHARMET, 2011).

2.2 Inicio do melhoramento genético do trigo

A elevada adaptabilidade do trigo permitiu seu amplo desfrute pelo homem, que se
beneficiou da possibilidade de armazenar os seus grdos. O trigo passou a ser ingrediente
para 0s mais diversos usos, consistindo em um alimento rico em carboidratos, proteinas,
vitaminas e apresentando sua singular propriedade elastica do gluten (DUBCOVSKY;
DVORAK, 2007; SHEWRY, 2009). Frente a crescente demanda pelo cereal, com o passar
do tempo, o trigo foi sendo cultivado e localmente selecionado pelo homem, muito
possivelmente, devido ao rendimento e outras caracteristicas interessantes, ocorrendo dessa
forma, as primeiras a¢fes do processo de melhoramento vegetal na historia, ainda que de
maneira ndo cientifica (SHEWRY, 2009).

Por volta de 1790, empiricamente, se deu inicio ao melhoramento “intencional” de
trigo. O primeiro relato de cruzamentos bem-sucedidos entre diferentes tipos de plantas
veio da Inglaterra, onde Knight pode verificar caracteristicas melhoradas nas progénies,
especialmente no que se tratava a resisténcia a doengas (LUPTON, 1987). Muitos anos
depois, com a redescoberta das leis de Mendel, houve o inicio do melhoramento genético,
desta vez, com bases cientificas. A primeira descricao de resisténcia a ferrugem (linear) do
trigo de natureza mendeliana foi contribuicdo de Biffen, um cientista pioneiro em validar
tal conhecimento, enquanto buscava introduzir programas de melhoramento para

resisténcia a ferrugem no trigo (BIFFEN, 1905).

2.3 Melhoramento genético do trigo no Brasil

As primeiras sementes de trigo vieram para o Brasil através de europeus, em 1534,
sendo as lavouras de S&o Vicente, iniciantes no cultivo do cereal (FLANDRIN;
MONTANARI, 1998; ROSSI; NEVES, 2004). Alguns séculos depois, no ano de 1919,
foram desenvolvidas as estagdes experimentais no Brasil, as quais deram inicio ao

melhoramento de trigo na regido. As estacOes, por sua vez, foram criadas pelo Ministério
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da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sendo situadas em Alfredo Chaves
(atualmente Veranopolis, Rio Grande do Sul) e em Ponta Grossa, Parana (CAIERAO et al.,
2014).

No ano de 1924, o geneticista Iwar Beckman conduziu os primeiros trabalhos na
Estacdo de Selecdo de Sementes de Alfredo Chaves, concretizando a primeira hibridizagéo
de trigo no Brasil, entre as linhagens Alfredo Chaves e Polysu. Este cruzamento originou a
cultivar ‘Frontana’, sendo esta, considerada uma das maiores contribui¢cbes do
melhoramento genético brasileiro para o trigo no mundo. Dentre suas caracteristicas
importantes, destaca-se a resisténcia de planta adulta a ferrugem-da-folha, a debulha e a
germinacdo na espiga (SOUSA, 2004). Em razdo de tais caracteristicas vantajosas,
‘Frontana’ passou a ser explorada em programas de melhoramento ndo s6 no Brasil, mas
também no mundo, constituindo o pedigree de diversas cultivares atuais (PIANA;
CARVALHO, 2008).

No inicio da década de 1970, a criacdo de novos centros de pesquisa, como a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), impulsionou expressivamente o
desenvolvimento da pesquisa em trigo (CAIERAO et al., 2014). A partir dai, o
aperfeicoamento do potencial genético vem sendo realizado de forma constante, levando a
criacdo de diversas novas variedades e linhagens (EMBRAPA, 2006).

O trigo, inicialmente classificado como cultura de inverno, devido as condi¢fes
climéticas foi primeiramente produzido na Regido Sul do pais. Com o passar dos anos,
devido ao melhoramento genético, o cereal foi entdo difundido para outras regibes do
Brasil, como Sudeste e Centro Oeste, contribuindo ativamente para a producdo nacional
(EMBRAPA, 2006). Atualmente, o trigo irrigado tem importancia estratégica e pode ser
produzido em Minas Gerais, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul e Bahia
(CONAB, 2017).

O decorrer de mais de um século de pesquisa no Brasil retrata hoje um grandioso
progresso no melhoramento de trigo, sendo a introducdo de novas cultivares com maior
potencial de rendimento, um dos fatores que levou ao crescimento da producdo de gréos no
pais (SOUSA; CAIERAO, 2014; CONAB, 2017). Outros aspectos relevantes também
foram aprimorados, como a resisténcia/tolerancia a doencas e estresses ambientais, as

caracteristicas agrondmicas, bem como a qualidade tecnoldgica (SOUSA; CAIERAO,
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2014). Possivelmente, as contribuigdes mais importantes do melhoramento a agricultura
sejam a criacdo e disponibilizacdo de cultivares tolerantes a estresses e resistentes a pragas
e doencas (MACHADO, 2014).

Nas Ultimas trés ou quatro décadas, o0 melhoramento intensivo levou a um enorme
avanco na resisténcia as ferrugens do trigo, contudo, paradoxalmente, vem sendo causado
um estreitamento na base genética do germoplasma atualmente disponivel, aumentando
sua vulnerabilidade a doencas. Além da limitacdo da base genética, ha constantemente a
superacdo da efetividade da resisténcia pelo surgimento de novas ragas do patégeno
(ALMEIDA et al., 2007).

Muito embora a incidéncia da ferrugem-do-colmo no Continente Sul-Americano
seja mais esporadica, a doenca ja causou altos niveis de danos no passado e também é
considerada destrutiva no Brasil, Paraguai, Uruguai, norte do Chile e nas regides norte e
central da Argentina (ANTONELLI, 2000). Diante deste quadro, a busca por genétipos
com resisténcia as ferrugens tem recebido grande énfase, exigindo dos pesquisadores a
investigacdo continua de novas fontes de resisténcia e de cultivares de trigo com formas
de resisténcia mais duravel (CHAVES et al., 2013; SAPKOTA et al., 2019).

2.4 Tecnologia duplo-haploide no melhoramento genético

Muitos anos sdo necessarios até que novas cultivares comerciais sejam
disponibilizadas ao mercado. Isso se deve em consequéncia do longo processo envolvido
no estabelecimento de linhagens puras (SMIT, 2013). De modo geral, os programas de
melhoramento de trigo requerem plantas homozigotas puras para garantir a fixacdo de
genes individuais antes que seja feita a selecdo de uma potencial nova cultivar. Através dos
métodos convencionais de pedigree, descendéncia de semente Uunica (SSD) e
retrocruzamento, Sdo necessarias entre quatro e seis geracdes para obter o que pode ser
considerado como individuos homozigotos. No entanto, a tecnologia duplo-haploide (DH)
permite que esse processo seja acelerado. Cem por cento de homozigose pode ser
alcancada em apenas uma geracdo quando se utiliza desta metodologia, em comparacao
com as Varias geracbes exigidas ao empregar os métodos convencionais (GERMANA,
2011).
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As plantas DH (geneticamente fixas) podem ser produzidas por meio de diferentes
métodos. O método preferido difere entre as espécies e depende da disponibilidade do
protocolo, bem como da eficiéncia em termos de investimentos e rendimentos (FERRIE;
CASWELL, 2011).

A exemplo do trigo, na hibridizagdo intergenérica ou interespecifica, embrides
haploides sdo originados de plantas emasculadas (de trigo) e polinizadas com pdélens de
espécies distantes (por exemplo, milho). Apds a polinizagdo, 0s cromossomos paternos sao
eliminados espontaneamente do embrido hibrido. Os embrides haploides sdo entdo
excisados do endosperma e cultivados in vitro, e por fim é realizado tratamento com
colchicina para induzir a duplicagcdo dos cromossomos (EUDES; CHUGH, 2009).

Por meio da androgénese, o cultivo de anteras foi amplamente utilizado em trigo,
com a vantagem de produzir mais de cem plantas a partir de uma Unica espiga (LIU et al.,
2002). No entanto, este método foi sendo substituido pela cultura de micrésporos isolados,
cuja técnica é promissora para a producao de duplo-haploides.

Visando a aceleracdo no processo de obtencdo de linhagens e a melhoria das
condicbes de selecdo em materiais homozigotos, a producdo duplo-haploides foi
implementada na Embrapa Trigo (Empresa de Pesquisa Brasileira Agropecuaria)
(SCHEEREN et al., 1999), a qual se tornou pioneira na aplicacdo da técnica de obtencao
de duplo-haploides em trigo e cevada na América do Sul.

Desde entdo, a cultura de anteras tem sido utilizada com sucesso em projetos de
melhoramento genético de cevada pela Embrapa Trigo. Contudo, diferentes espécies
podem requerer técnicas diferentes. Na cultura do trigo, a haploidizacao foi inicialmente
introduzida na Embrapa Trigo a partir de cultura de anteras, passando por transi¢cdes que
deram espaco a aplicacdo da hibridizacao intergenérica. Aos poucos, ambos 0s métodos
foram sendo substituidos, estabelecendo-se entdo a técnica de cultura de micrésporos
isolados.

Embora a cultura de microsporos isolados seja tecnicamente mais desafiadora, é
preferivel a cultura de anteras devido a sua maior eficiéncia (FERRIE; CASWELL, 2011).
Este método é baseado na embriogénese dessas células jovens (microsporos). Nesse
processo, um estresse induz a reprogramacdo de gametofitos masculinos imaturos de

plantas, que por sua vez desenvolvem estruturas embrionérias, podendo entdo dar origem
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as plantas DHs. Este mecanismo é de grande interesse tanto para a pesquisa quanto para o
melhoramento de plantas (SEIFERT et al., 2016).

O mecanismo de producéo de haploides geralmente se baseia pela regeneracdo de
uma nova planta (in vitro), a partir de uma célula gamética ndo fecundada, possuindo a
metade do nimero de cromossomos da espécie (haploide). Para que essa planta seja fértil,
é necessario haver a duplicacdo dos seus cromossomos, tornando-se duplo-haploide. Apds
essa etapa, as plantas tornam-se homozigotas e uniformes para todos os loci de seus
cromossomos em apenas uma geracdo (MORAES-FERNANDES, 1990; MORAES-
FERNANDES et al., 1999).

2.5 Duplo-haploides e o estudo de caracteres agronémicos

De modo geral, através do processo de obtencdo de linhas homozigotas em uma
geracdo, e possivel alcancar maior eficiéncia de selecdo de caracteristicas de interesse, uma
vez que somente duas opcdes de genotipos podem ocorrer para um determinado par de
alelos (A e a), com a frequéncia de ¥2 AA e Y% aa, diferentemente do método convencional,
onde ha trés tipos de gendtipos, com a frequéncia de ¥4 AA, Y2 Aa e ¥4 aa. Neste caso, se 0
que se buscasse fosse um genotipo “aa”, este, seria mais facilmente obtido através de DHs
do que pelo método convencional. (MORAES-FERNANDES et al., 1999; BADU et al.,
2017).

Devido a completa homozigose e uniformidade, a haploidizacdo seguida de
duplicacdo cromossémica consiste num recurso valioso para estudos genéticos e
moleculares. As vantagens unicas da tecnologia DH fazem da haploidizacdo uma
ferramenta ideal na construcdo de mapas genéticos em populacdes, na localizacao de genes
de relevancia agrondmica e econémica e na identificacdo de marcadores de selecdo de
caracteristicas (PATIAL et al., 1989). Além disso, a técnica tem o diferencial de permitir a
rapida fixacdo de caracteres agrondmicos recessivos Uteis, aumentando a eficiéncia de
selecdo (MISHRA; RAO, 2016).

Por serem consideradas “imortais” devido a sua total homozigose, popula¢des duplo-
haploides possuem a grande vantagem de serem replicadas indefinidamente em diversos

locais de estudo. Grande parte das caracteristicas agronémicas importantes como a

Monica Bossardi Coelho 22



resisténcia durdvel a doencas sdo conferidas por QTLs (do inglés Quantitative Trait Loci),
que s@o altamente influenciados pelo ambiente. Esse aspecto exige precisdo e uma
fenotipagem cuidadosa, sendo necessério mais de um ensaio, realizados em diferentes
ambientes. Esta replicacdo se torna possivel devido a natureza dos DHs e a conveniéncia
da producéo em larga escala (MISHRA; RAO, 2016).

A tecnologia duplo-haploide oferece enorme potencial para estudos genéticos de
heranca quantitativa, como por exemplo, o estudo da resisténcia a estresses bioticos,
determinada por um ou poucos genes. Neste caso, 0 nimero de genes de resisténcia a
determinada doenca, segregantes em um Unico cruzamento (envolvendo parentais
contrastantes), pode ser estimado com base em uma populacdo duplo-haploide produzida a
partir de plantas da geracdo F1 deste cruzamento.

2.6 As ferrugens do trigo

Dentre os estresses biodticos que afetam a cultura do trigo, 0s mais notorios sao as
doencas do tipo ferrugens. As ferrugens tém como agentes causais fungos do género
Puccinia, parasitas obrigatorios que levam a uma variedade de sintomas na planta
hospedeira (DADKHODAIE et al., 2011). Existem trés variagdes de ferrugem na cultura
do trigo, sendo elas: ferrugem-da-folha, ferrugem-amarela ou linear e ferrugem-do-colmo,
causadas por Puccinia triticina, P. stritiformis e por P. graminis f. sp. tritici,
respectivamente. Neste trabalho, sdo abordadas as ferrugens provocadas por P. triticina e
por P. graminis f. sp. tritici.

A ferrugem-da-folha é considerada a mais comum, de forma que seu patdgeno
causal se desenvolve com sucesso em todas as regides produtoras de trigo com temperatura
e condi¢es de umidade amenas. J& o patdgeno da ferrugem-do-colmo P. graminis f. sp.
tritici é favorecido por condicBes quentes e Umidas (FIGUEROA et al., 2018). De modo
geral, a ocorréncia epidémica das ferrugens é resultante da combinacdo de fatores como
presenca de indculo primario no inicio da safra, condigdes ambientais favoraveis incluindo
temperatura e molhamento foliar, bem como o cultivo de gendtipos suscetiveis ao

patdgeno (OLIVEIRA et al., 2015). Essas moléstias podem atingir patamares destrutivos
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na lavoura, afetando a cultura globalmente e resultando em grandes perdas de
produtividade (Figura 1).

Devido as variadas condigdes de desenvolvimento, as ferrugens do trigo podem ser
encontradas nas mais diversas areas do mundo onde ha cultivo do cereal. A ferrugem-da-
folha ja provocou sérias perdas no sul da Asia, norte da Africa, sudeste da Asia e América
do Sul, enquanto que a ferrugem-do-colmo tem sido uma doenca importante na América
do Norte, Australia, norte da Africa, Africa do Sul e, em algumas extensdes da Europa
(ROELFS et al., 1992).

Projegdo de perdas de produgdo
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Figura 1. Principais pragas e patdégenos que ocorrem mundialmente na cultura do trigo. Sintomas
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Fonte:

https://bgri.cornell.edu/wheat-r-gene-atlas/ (Figura reproduzida de Hafeez et al. 2021, com base nos

dados de Savary et al. 2019).
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2.6.1 Ciclo de vida generalizado das ferrugens do trigo

Os agentes causais da ferrugem-da-folha do trigo (P. triticina) e ferrugem-do-
colmo (P. graminis) pertencem ao filo Basidiomycota, familia Pucciniaceae, ordem
Uredinales e classe Basidiomicetos (AGRIOS, 2005). Os ciclos de vida de ambas as
ferrugens séo semelhantes e estdo entre os mais complexos de todos os fungos. Possuem
vida macrociclica, isto é, abrangendo cinco tipos distintos de esporos e estagios sexuais e
assexuais. Estes estagios ocorrem em duas situacdes: durante a reproducdo assexuada em
trigo (ou em outros hospedeiros Poaceae) e durante a reproducdo sexual em hospedeiros
alternativos (KNOTT, 1989).

Ambas as espécies sdo heteroécias, o que significa que possuem um ciclo sexual
que depende de hospedeiros alternativos (KNOTT, 1989). Contudo, cada um apresenta sua
especificidade. Enquanto P. triticina se estabelece em espécies como Thalictrum
speciosissimum (= T. flavum glaucum) ou Isopyrum fumaroides (BOLTON et al., 2008),
Puccinia graminis f. sp. tritici necessita de Berberis vulgaris L. ou outras espécies de
Berberidaceae (SINGH et al., 2008).

Na fase assexual, sob condi¢cdes onde se tem apenas o trigo como hospedeiro, a
frutificacdo é do tipo pustula, urédia ou uredinia e os esporos denominados de ureddsporos.
Ao final do ciclo (Figura 2), quando a planta entra em senescéncia, surge outro tipo de
frutificacdo, a télia com telidsporos (AGRIOS, 2005). Considerando o ciclo de vida
completo, cinco tipos de esporos produzidos sdo: ureddsporos (Gnicos produzidos no ciclo
assexual do patdgeno); teliésporos (estruturas de resisténcia); basidiosporos (formados na
germinacdo do teliosporo); picniosporos e aeciésporos (formados no hospedeiro
secundario, que dispersos, chegam até o trigo infectando-o e completando o ciclo da
ferrugem) (KOLMER, 2013).

As pustulas da ferrugem-da-folha sdo pequenas e redondas, de coloracdo laranja-
avermelhada, e se manifestam na superficie superior da folha. Seus uredésporos, pequenos
e esféricos, sdo distinguiveis daqueles da ferrugem-do-colmo, que apresentam formato
oblongo (KNOTT, 1989). Os teliésporos da ferrugem-da-folha sdo arredondados ou
achatados na ponta, diferentemente dos telidsporos da ferrugem-do-colmo, que no apice
apresentam formato de cunha (SINGH; HUERTA-ESPINO; ROELFS, 2002).
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Figura 2. Ciclo generalizado das ferrugens do trigo compreendendo fase sexual e assexual. Fonte:
O autor, 2020.

Durante a formagéo do teliésporo, a cariogamia ocorre entre dois ncleos haploides
para formar o ndcleo diploide. O ndcleo diploide de cada teliGsporo sofre meiose para
formar um promicélio contendo quatro nucleos haploides. Cada um desses nucleos
haploides entra em um basidiosporo recem-formado. Apds uma Unica divisdo mitética, o
resultado final sdo quatro basidiosporos, cada um contendo dois nucleos idénticos
(BOLTON et al., 2008).

Os basidiosporos ndo tém a capacidade de reinfectar o trigo, portanto, é essencial
um hospedeiro alternativo para completar a fase sexual do ciclo de vida (BOLTON et al.,
2008). Estes tipos de esporos sdo transportados pelo ar para chegar até o hospedeiro
alternativo, sobre o qual germinam para infectar as células epidérmicas do hospedeiro,
onde produz estruturas especializadas conhecidas como picnia na superficie superior da
folha (BAILEY et al., 2003).
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Cada picnia consiste em dois tipos diferentes (+/-) e da origem a picniésporos.
Dentro das picnias ha a elevacdo de hifas masculinas "+" e femininas "-", as quais passam
por recombinacdo genética, como resultado da interacdo sexual, (RIAZ, 2018). Apos a
fertilizagcdo cruzada, estruturas de frutificacdo (aécias) se formam na superficie inferior da
folha hospedeira alternativa, dentro da qual os aeciésporos produzidos sdo capazes de
reinfectar o trigo. A ferrugem é considerada heterotalica porque os picnidésporos ndo sao
capazes de fertilizar a mesma picnia a partir da qual sdo produzidos (BOLTON et al.,
2008). Apesar disso, a fase sexual ndo é essencial e a infeccdo e propagacdo em trigo
através da reinfeccdo dos ureddsporos constituem o ciclo assexual mais familiar, que assim
mesmo pode levar a epidemias (SONG et al., 2011).

No Brasil, a ferrugem-da-folha do trigo é caracterizada como uma doenca autoécia.
Isto porque o patdgeno € incapaz de desenvolver a sua fase sexual, pela falta de hospedeiro
alternativo na regido (KOU; WANG, 2010). O mesmo ocorre para ferrugem-do-colmo, que
pode sobreviver inteiramente no estagio assexual em varios paises onde o hospedeiro
alternativo ndo ocorre. Na América do Norte, a implementacdo de iniciativas de
erradicacdo de Barberry (Berberis sp.) para controlar a reproducao sexual de P. graminis f.
sp. tritici forcam o patdogeno a sobreviver em fase assexuada (minimizando as
recombinacfes génicas do patdgeno) na area de inverno nos estados do sul. Como ndo ha
estdgio de dorméncia, a ferrugem sobrevive a periodos de estresse, frio ou calor, como
micélio vivo no tecido vivo de plantas de trigo ou em alguns outros hospedeiros, como
gramineas perenes (KNOTT, 1989).

2.6.2 Condicdes de desenvolvimento

A sobrevivéncia e desenvolvimento de P. triticina dependem de condicdes
ambientais adequadas. Para isto, temperatura média de 20 °C e mais de 6 horas de
molhamento foliar continuo sdo tidas como ideais (KIMATI et al., 2005). A faixa de
temperatura Otima para a germinagdo de ureddsporos de P. triticina estd entre 10 e 25°C
(ROELFS et al., 1992).

As condicdes de P. graminis f. sp. tritici sdo semelhantes (Quadro 1), onde, as

temperaturas minimas, 6timas e maximas requeridas para a germinacao dos ureddsporos (2
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°C, 15 °C a 24 °C e 30 °C, respectivamente) e para esporulacdo (15 °C, 30 °C e 40 °C
respectivamente) sdo mais elevadas (ROELFS et al., 1992). Essa caracteristica faz com que
a ferrugem-do-colmo seja mais importante no final do ciclo do trigo, em cultivares de
maturacdo tardia ou quando a semeadura é tardia (LAU et al., 2011).

Um importante aspecto que difere a ferrugem-do-colmo do trigo da ferrugem-da-
folha é a necessidade de alta intensidade luminosa. P. graminis f. sp. tritici requer um
periodo de trés horas de luminosidade, a qual é essencial para a penetracdo. A infeccdo
maxima é obtida com 8 h a 12 h de molhamento a 18 °C, seguidos por luminosidade igual
ou superior a 10.000 lux e temperatura de 30 °C (ROWEL, 1984).

Quadro 1: Condic¢es ambientais exigidas para a ferrugem-da-folha e do colmo do trigo.

Estadio | Temperatura (°C) | Luz Agua
IMinimal|Gtimal|Maximal
IFerrugem-da-folha |
|Germinagéo | 2 || 20 | 30 |Baixa | Essencial |
|Apressério |l - [15-20] - |Semefeito |Essencial |
|Penetragfio |l 120 || 20 | 30 |Semefeito |Essencial |
|Crescimento Il 2 || 25 | 35 |Alo [N&o |
|[Esporulagio | 10 | 25 | 35 |Alo [N&o |
IFerrugem-do-colmo |
|Germinagao | 2 |15-24| 30 |Baixa |Essencial |
|Apressério | - 1627 - [Ndo | Essencial |
|Penetragio | 15 || 29 | 35 |Alo | Essencial |
|Crescimento |l 5 || 30 | 40 |Ako |INdo |
|[Esporulagio | 15 | 30 | 40 |Alo IN&o |

Fonte: Modificado de Roelfs et al., 1992.

2.6.3 Etiologia

Os patogenos das ferrugens sdo organismos parasitas biotroficos, ou seja, s6 podem
sobreviver em uma planta hospedeira viva. Ao chegarem a planta hospedeira, 0s
uredosporos sdo depositados na superficie, nos sitios de infec¢cdo. Quando ha estimulo

(hidratacdo e absorcdo de material ibnico de baixo peso molecular e disponibilidade de
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nutrientes), este sinal é percebido pelo esporo. Em resposta, a estrutura patogénica
mobiliza suas reservas armazenadas e direciona-se para a rapida sintese de membrana e
parede celular para formar o tubo germinativo. O tubo germinativo é uma estrutura
especializada que cresce para se diferenciar em um apressério (AGRIOS, 2005).

Os apressorios se aderem firmemente a superficie da folha e entdo formam uma
estrutura de penetracdo que empurra 0s estomatos fechados, permitindo a entrada na folha
(AGRIOS, 2005; BOLTON et al., 2008). Por presséo do turgor, e uma vez dentro da folha,
hifas infecciosas se espalham pelo espaco intercelular. Assim, sob condi¢des favoraveis,
dentro de 24 horas ap0s a penetracdo ha formacdo das células méae de haustorio ao lado do
mesofilo foliar ou células epidérmicas (SONG et al., 2011).

No caso de uma reacdo de doenca compativel (em hospedeiro suscetivel), é
estabelecida uma interface haustorial, onde ha a diferenciacdo da célula-mée-de-haustorio
em haustorio. O haustorio forma uma estrutura de alimentac@o parasitaria especializada,
captando nutrientes da célula hospedeira viva. Nesta etapa de colonizacdo, hd o
desenvolvimento de micélio intercelular e emissdo de haustorios para dentro das células,
exercendo o parasitismo com a manifestacdo dos sintomas. Sob condi¢cbes favoraveis, o
fungo continuara a se espalhar dentro da folha produzindo inimeros haustérios (DYCK;
SAMBORSKI, 1968; VOEGELE et al., 2003).

2.6.4 Disseminacdo do patogeno

No Brasil, a principal fonte de indculo primario das ferrugens pode ser encontrada
em plantas de trigo voluntarias (plantas dispersas pelo campo, beiras de estradas e
rodovias), sendo esta, a estratégia utilizada pelo patdgeno para sobreviver durante o verdo-
outono (KIMATI et al., 2005; REIS; CASA, 2007). Quando desprendidos da planta
hospedeira, os principais agentes disseminadores dos esporos sdo o0 vento, agua e insetos
(Figura 3). A disseminacdo entre plantas vizinhas ocorre principalmente através dos
respingos de agua. Porém, o vento se caracteriza como o agente disseminador de maior
importancia, capaz de promover a dispercao entre plantas vizinhas e levar esporos a longas
distancias (BEDENDO, 1995).
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Figura 3. Esporulacdo intensa de Puccinia triticina em folha de trigo (a esquerda) e
desprendimento e liberacdo de esporos (a direita). Fonte: O autor.

Na forma de ureddsporos dicari6ticos produzidos clonalmente, estas estruturas
podem ser dispersas através do vento por longas distancias, ajudando a doenca a se
espalhar por grandes areas geograficas. Facilmente os esporos alcancam milhares de
quilémetros do local inicial da infeccdo, podendo chegar a diferentes continentes e oceanos
(KNOTT 1989; KHAN et al., 2013).

2.7 Ferrugem-da-folha

2.7.1 Sintomas

Uma vez havendo o contato do patdgeno com o a planta hospedeira, dois tipos de
interacdes podem ocorrer: a compativel e a incompativel. A interacdo compativel acontece
com cultivares suscetiveis e caracteriza-se pela formacéo de puastulas grandes com urédias
e ndo hé formacédo de clorose ou necrose no tecido do hospedeiro (BOLTON et al., 2008;
CHAVES et al., 2008).

As pustulas, que ocorrem predominantemente nas folhas da planta de trigo, surgem
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apos a ruptura da epiderme da folha e medem em torno de 1,5 mm, dispondo-se geralmente
na face adaxial da folha, sem padréo definido (Figura 4). Sua morfologia € arredondada, de
coloracdo marrom-alaranjada, contendo massas de ureddsporos (ALVES et al., 2015;
BOLTON et al., 2008).

Figura 4. Sinais visiveis de ruptura da epiderme adaxial da folha de trigo e liberagdo de
ureddsporos de Puccinia triticina. Fonte: O autor.

Em casos de condicGes epidémicas extremas, as puUstulas, além de estarem na
lamina foliar da planta, também se distribuem nas bainhas das folhas, aristas, glumas,
pedunculos e entrends (KNOTT, 1989).

Ao contrario da interagcdo compativel, a interacdo do tipo incompativel se da em
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cultivares resistentes. Visualmente, pode se notar desde pequenas pontuagdes claras a
urédias de tamanho pequeno a moderado. Isto é, pode ou ndo haver uredinia, junto com
halos cloroticos e necréticos. Uma interacdo incompativel se caracteriza por reacdes de
hipersensibilidade de graus variados (BOLTON et al., 2008; CHAVES et al., 2008).

2.7.2 Danos e efeitos no rendimento

Quando as plantas hospedeiras sdo expostas ao patdgeno, seus processos morfo-
fisiologicos sdo afetados, havendo decréscimo no teor de clorofila, na area foliar, no teor
de agua, no peso seco relativo, na permeabilidade da membrana e no peso especifico da
folha. Também ha reducdo em componentes como o comprimento da espiga, nimero de
espiguetas e de grdos por espiga. Juntos, esses efeitos resultam na baixa qualidade do
produto final e em perdas de rendimentos (KHAN et al., 2013).

Em lavouras de trigo da regido sul do Brasil, Uruguai e Argentina, a doenca € a
mais severa e predominante. Quando adotadas cultivares suscetiveis sem o uso de
fungicidas, as perdas por ferrugem-da-folha podem ultrapassar 50% (GERMAN et al.,
2007; DRAZ et al., 2015). Como exemplo de prejuizo que pode ser causado, uma epidemia
particularmente grave no noroeste do México durante 1976-1977 levou a perdas de
producdo estimadas em atée 70% (DUBIN; TORRES, 1981). Em casos extremos, foram
observadas perdas de 32, 86 e 170 milhdes de dolares, no México no periodo de 2000 a
2003 (SINGH et al., 2004), no Paquistdo em 1978 (HUSSEIN et al., 1980) e na América
do Sul entre 1996 e 2003 (GERMAN et al., 2004), respectivamente. Embora nem sempre
ocorra em niveis epidémicos, o patdgeno se faz presente e ameaca a producdo em
praticamente todos os anos de cultivo entre os materiais suscetiveis (OLIVEIRA et al.,
2013).

No Brasil, o primeiro grande desafio envolvendo a ferrugem-da-folha se deu em
meados do século 19, quando ocorreu uma severa reducdo no cultivo do trigo em
consequéncia do surgimento da doenca. Houve assim, a necessidade de reintroducéo de
novas variedades. Foi entdo, a partir dessa epoca, que a unido de esforcos deu inicio ao
lancamento de novas cultivares de trigo com maior resisténcia, principalmente a ferrugem-
da-folha (CONAB, 2017).
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2.8 Ferrugem-do-colmo

2.8.1 Sintomas

A ferrugem-do-colmo pode ser considerada a mais prejudicial das ferrugens do
trigo. Embora as infecgdes em cereais ou gramineas ocorram principalmente na regido dos
caules e bainhas das folhas, ela pode atacar todas as partes da planta acima do solo, como
folhas, e espigas, incluindo até as aristas. O primeiro sintoma visivel é geralmente um
pequeno grdo clordtico, visto alguns dias ap6s a infeccdo. Esses ureddsporos sdo
facilmente distinguiveis em relacdo a ferrugem-da-folha. No caso da ferrugem-do-colmo,
seus uredosporos sdo de coloracdo marrom-avermelhada escura e possuem formato
oblongo ao invés de esférico (KNOTT, 1989).

Dependendo amplamente da temperatura, as infeccbes geralmente se tornam
visiveis em 5 a 8 dias e a esporulacdo comeca em 7 a 14 dias. O periodo mais curto ocorre
com a temperatura ideal de cerca de 30 °C (KNOTT, 1989). Se torna evidente entdo a
pustula, formada pela ruptura da epiderme do hospedeiro, devido a pressdo da massa de
uredosporos. Essas pustulas urediniais podem atingir até 10 mm de comprimento
(LEONARD; SZABO, 2005).

Nos caules ou nas bainhas das folhas, as puastulas da ferrugem-do-colmo tém
aspecto alongado (Figura 5). Nas folhas, as pustulas podem ter varios tamanhos e formas,
mas nas folhas jovens de plantas suscetiveis, elas geralmente sdo em forma de diamante.
Nas folhas mais velhas, as pustulas tendem a ser restringidas pelas nervuras. A pustula
esporula em ambas as superficies foliares, mas tende a ser mais pesada na superficie
inferior. A disseminacdo secundaria do fungo pode produzir um anel secundario de
esporulacdo fora de uma pastula priméria da folha (KNOTT, 1989).

Quando presente no hospedeiro alternativo (Figura 5), as infec¢bes de picnias
surgem inicialmente como areas claras e cloroticas na superficie adaxial das folhas,
tornando-se lesGes marrom-alaranjadas claras, consistindo em pequenas erupcdes
individuais em forma de cone (a picnia), que aparecem geralmente em grupos (SINGH et
al., 2002). No final da temporada ou com condicdes desfavoraveis, a infeccdo cessa a
producdo de ureddsporos avermelhados e passa a produzir teliésporos pretos brilhantes,
dando um aspecto enegrecido aos caules (KNOTT, 1989; LEONARD; SZABO, 2005).
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Figura 5. A) Planta de trigo infectada por Puccinia graminis apresentando caule com lesdes de
formato alongado. Fonte: https://cropprotectionnetwork.org. B) Aécia com aéciosporos de Puccinia
graminis distribuidas na face abaxial de folhas no hospedeiro alternativo (Berberis) Fonte:
https://globalrust.org.

2.8.2 Danos e efeitos no rendimento

Uma série de danos estd relacionada as perdas de rendimento causadas pela
ferrugem-do-colmo do trigo. Os primeiros danos advém da perda da area fotossintética e
da interrupcdo do transporte de agua e de nutrientes. 1sso acontece porque o patdgeno
utiliza-se dos tecidos do hospedeiro, havendo desvio das moléculas que seriam utilizadas
para compor os grdos em formacéo, na planta sadia. Adicionalmente, as pustulas danificam
a regido epidérmica de protecdo, o que acaba comprometendo o controle da transpiracdo da
planta e faz com que seu metabolismo se torne menos eficiente. A vulnerabilidade da

planta infectada pode ainda ocasionar problemas secundarios, de maneira que, de forma
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indireta, facilita a infeccdo por outros fungos e bactérias (KNOTT, 1989; SCHUMANN;
LEONARD, 2000).

Os danos estendem-se também a reducéo do crescimento radicular, ao acamamento
e quebra do caule, que resulta do enfraguecimento dos colmos do trigo, que se tornam
muito vulnerdveis na presenca de ventos fortes e chuva. Uma vez ocorrendo o
acamamento, este pode se tornar um empecilho e dificultar a colheita, que, dependendo da
gravidade, ndo pode ser feito mecanicamente (KNOTT, 1989; SCHUMANN, LEONARD,
2000).

As mesmas condi¢fes ambientais que favorecem o crescimento das culturas,
principalmente a umidade, também favorecem o desenvolvimento da ferrugem. Assim,
uma colheita particularmente promissora pode ser destruida pela ferrugem-do-colmo em
questdo de semanas. Dependendo da rapidez e gravidade do ataque, pode resultar em
grandes quantidades de sementes murchas e perda de rendimento. Graves ataques
(infeccdes) iniciais podem causar perda total de uma colheita (KNOTT, 1989).

Grandes perdas de rendimento do trigo devido a ferrugem-do-colmo foram
relatadas na Europa, Asia, Australia e Estados Unidos antes de meados do século 20
(ROELFS, 1978; SAARI; PRESCOTT, 1985), sendo referida historicamente, como um
sério problema em toda a Africa, Oriente Médio, toda a Asia (exceto Asia Central),
Australia e Nova Zelandia, Europa e Américas (do Norte e do Sul) (SAARI, PRESCOTT,
1985).

Muito embora a ferrugem-da-folha seja mais predominante na America do Sul, em
1950, uma epidemia muito severa de ferrugem-do-colmo ocorreu na Argentina e em outros
paises Sul-Americanos. Em 1975 - 1976, vastas epidemias ocorreram no Brasil, Argentina
e Uruguai, mesmo sob condicGes de ambiente pouco favoraveis. Entre 1975-2003, duas
ocorréncias em nivel epidémico foram observadas no Brasil e surtos localizados ocorreram
durante 0 ano de 1990 em algumas cultivares amplamente cultivadas no Paraguai
(GERMAN et al., 2007).

Segundo Shank (1994), na Etiopia, nos anos 1993 e 1994 houve a uUltima grande
epidemia de ferrugem-do-colmo. Nestes anos, a variedade de trigo "Enkoy" era muito
cultivada, e foram observadas perdas devastadoras. Outras epidemias mundiais passaram a

ser mais frequentes nos Gltimos anos, envolvendo, porém, as doencas de ferrugem-da-folha
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e ferrugem-linear. Houve entdo uma grande mudanca de prioridade, e, esta demanda levou
ao desvio do foco (que era antes voltado a ferrugem-do-colmo) a tal ponto que em alguns
paises, 0s testes e melhoramentos para resisténcia a ferrugem-do-colmo foram suspensos
(SINGH et al., 2008).

Mesmo que a ferrugem-do-colmo esteja sob controle em diversos paises, estudos
preveem a auséncia de resisténcia duravel e apontam que, em condicGes de epidemias
graves, as perdas mundiais poderiam atingir cerca de 6,2 milhdes de toneladas métricas por
ano (PARDEY et al., 2013).

Mais recentemente, a ferrugem-do-colmo vem ganhando cada vez mais
importancia, visto que as populacdes do patégeno estdo evoluindo e adquirindo novas
caracteristicas de viruléncia. O surgimento de novas viruléncias pode superar a resisténcia
das cultivares amplamente utilizadas em todo o mundo e estabelece um serio risco a
seguranca alimentar global (PRETORIUS et al., 2000; SINGH et al., 2015).

2.9 Controle de ferrugens do trigo

Com a finalidade de minimizar o quadro das doencas de ferrugens, existem
diferentes abordagens que podem ser adotadas. As principais maneiras de controlar a
ferrugem em cereais s@o o controle quimico e a resisténcia genética. A aplicacdo de
fungicidas auxilia no controle da doenca, contudo, reflete no aumento de custos de
producdo e em efeitos ambientais, principalmente considerando-se que maltiplas
aplicacBes do produto podem ser necessarias. Além disso, pode ocorrer perda de eficacia
do produto, devido ao desenvolvimento de resisténcia dos agentes patogénicos contra 0s
quimicos utilizados em sua composicdo (JORGENSEN et al., 2014; OLIVER, 2014).

Importantes desvantagens como estas fornecem ainda mais argumentos a favor do
controle genético, por meio da utilizacdo de cultivares com genes efetivos de resisténcia a
doencas. A resisténcia genética é uma abordagem limpa, economicamente mais vantajosa e
benéfica ao meio ambiente, apresentando-se como uma ferramenta sustentavel de controle
das ferrugens do trigo (HERRERA-FOESSEL et al., 2012).
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2.9.1 Resisténcia genética da planta hospedeira

Resisténcia genética consiste na capacidade da planta hospedeira em impedir o
crescimento e o desenvolvimento do patdgeno (QUIRINO et al., 2010). Seu emprego
estratégico e diversificado em diferentes cultivares e a manutencdo de seus niveis
constituem uma importante meta em programas de melhoramento de trigo (LI et al., 2018).
Neste sentido, muitos esfor¢os tém sido direcionados para isolar os genes de resisténcia e
entender como implanta-los da melhor maneira para que a resisténcia duradoura seja
alcancada. A resisténcia as ferrugens no trigo pode ser classificada em dois tipos: 1)
resisténcia raga-especifica, que normalmente é detectada no estigio de plantula, e 2)
resisténcia raga-nao-especifica, que é detectada no estagio de planta adulta (JOHNSON,
1988; KOLMER, 2013).

Em geral, a resisténcia raca-especifica € conferida por um ou poucos genes
(também chamados genes “R”). Na literatura, sdo encontrados diversos termos para essa
classe, que € conhecida também como resisténcia qualitativa, vertical ou monogénica.
Nela, h4 a expressédo de genes de efeitos maiores e funcionam principalmente desde o
estddio de plantula até o de planta adulta (VANDERPLANK, 1963). Os genes R séo
geralmente de grande efeito no fenotipo e herdados de maneira simples, e, por isso,
considerados pouco complexos de se trabalhar em programas de melhoramento. Através de
simples cruzamentos, estes genes sdo rapidamente transferidos de um material para outro
(MATIELLO et al., 1997). Em linhas gerais, como sdo especificos, 0s genes R de
resisténcia nao sdo eficazes a todas as racas ou estirpes do patdgeno e se adaptam ao
modelo classico gene-a-gene de Flor (1971). Neste modelo, a resisténcia depende de uma
interacdo entre genes de resisténcia do hospedeiro e genes de aviruléncia do patégeno.
Quando ha adaptacdo dos fungos e as cultivares que antes eram resistentes tornam-se
suscetiveis, ocorre a chamada “quebra-da-resisténcia”.

Variedades com genes de efeito maior baseados em resisténcia especifica a raca
normalmente apresentam pouca estabilidade e geralmente ndo possuem vida longa,
perdendo eficiéncia apos 4-5 anos (KHAN et al, 2013; VANDERPLANK, 1982).
Contudo, quando utilizados estrategicamente e em combinacdo, a vida util de cultivares

resistentes a ferrugem pode ser prolongada (SILVA et al., 2018).
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Paralelamente, existem genes que expressam resisténcia na fase adulta da planta,
sendo funcionais somente nesta fase (dai a definicdo resisténcia de planta adulta — RPA).
Geralmente tém efeito menor no fen6tipo ou, quando tém efeito maior, dependem da
interacdo com outros genes (poligénica) para uma boa expressdo da resisténcia,
caracterizando a resisténcia como horizontal ou quantitativa. Estes genes podem estar em
diferentes loci ou QTLs, que correspondem a pelo menos dois genes localizados em
diferentes locos de cromossomos contribuindo para a caracteristica da resisténcia, segundo
Poehlman (1987). Quando a resisténcia a doenca € conferida por diversos genes, a
probabilidade de o patégeno neutralizar ou "quebrar" a resisténcia por seus mecanismos
naturais de geracdo de variabilidade € muito pequena, o que gera fundamental interesse aos
melhoristas (MATIELLO et al., 1997).

De modo geral, a RPA caracteriza-se por ser raca nao-especifica e de amplo
espectro, ndo havendo interacdo diferencial entre as racas do patdgeno e as variedades do
hospedeiro (MATIELLO et al., 1997). Frequentemente, por codificarem uma faixa de
proteinas mais heterogénea, esses genes podem levar a resisténcia a varios patdgenos
fangicos (ELLIS et al., 2014).

A maioria dos genes de RPA confere efeito parcial de resisténcia, com niveis
variaveis de gravidade da doencga (Figura 6), e, ao levarem a um tipo incompleto de
resisténcia a todas as racas, tem provado ser mais durdvel (KOLMER et al., 2018b). Estes
genes estdo relacionados a um periodo latente mais longo, menor frequéncia de infeccgéo,
menor tamanho uredinial, duracdo reduzida da esporulacdo e menor producdo de esporos
por local de infeccdo (CALDWELL, 1968). Neste caso, genes de RPA até permitem o
desenvolvimento da doenca, no entanto sua progressdo é mais lenta (ELLIS et al., 2014).

Levando em consideracdo o dinamismo em que o0s patdégenos desenvolvem novas
viruléncias, é necessario definir quais combinacfes de genes ddo origem a um efeito
sinérgico (em conjunto) mais forte contra a infeccdo (HERRERA-FOESSEL et al., 2011).
Para isso, a identificacdo de novas fontes de resisténcia deve ser continua. Atualmente,
mais de 70 genes de resisténcia tanto para ferrugem-da-folha (MCINTOSH et al., 2017,
SILVA et al., 2018) quanto para ferrugem-do-colmo (AOUN, et al., 2019) ja foram

identificados em trigo.
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Figura 6. Plantas de trigo expressando resisténcia de planta adulta a ferrugem-da-folha. Observa-se
a manifestacdo de niveis variaveis da severidade da doenca. Fonte: O autor.

2.9.2 Mecanismos de resisténcia

A observacdo e a investigacdo de diferentes tipos de reacdes as ferrugens levam a
constatacdo de mecanismos de resisténcia atuando em diferentes estagios de infeccdo, que,
quando combinados, fornecem as plantas maltiplas barreiras a infeccdo (RUBIALES et al.,
2000). Em geral, na interacdo do hospedeiro com Puccinia, apds a formagédo do apressorio
e de uma vesicula subestomatal, ocorrem dois principais mecanismos de resisténcia, sendo
pré ou pos-haustorial (NIKS; DEKENS, 1991).

Na condicdo de resisténcia pos-haustorial ocorre a formacdo de pelo menos um
haustério, no entando, em seguida o crescimento do fungo é interrompido e as células do
hospedeiro morrem apos a formacdo do haustorio. Normalmente, a resisténcia a ferrugem
do tipo pds-haustorial esta relacionada aos genes de maior efeito (raga-especifica) (PARK,
2004).

A resisténcia pré-haustorial manifesta-se mais rapidamente e impede a formacao de
haustérios pelo fungo. Nesse caso, até sdo formadas células-mae-de-haustorio, porém nao
hd o desenvolvimento de haustdrios. Ao invés de haustorios, podem surgir papilas, na
tentativa de penetrar a parede celular (NIKS; DEKENS, 1991). Possivelmente a resisténcia

pré-haustorial seja mais duravel, pois nesse tipo de resisténcia varios mecanismos de
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defesa do hospedeiro séo ativados em estagios iniciais, colaborando efetivamente para que
ndo ocorra a colonizagdo por parte do patégeno (PARK, 2004).

Wesp-Guterres et al. (2013), ao investigarem os componentes histologicos de
resisténcia a P. triticina presentes no gendtipo ‘Toropi’ (que apresenta resisténcia raca ndo-
especifica) verificaram a reducdo na extensdo da formacao de apressérios estomaticos e de
todas as estruturas subsequentes. Durante a tentativa de penetracdo, houve producdo de
compostos autofluorescentes e morte celular tardia, mas ndo a formagdo de peroxido de
hidrogénio. Portanto, os autores indicam que a resisténcia inespecifica a P. triticina
envolve mecanismos pré-haustoriais e pds-haustoriais que podem ser responsaveis por
manter a baixa severidade da doenca neste gendtipo (WESP-GUTERRES et al., 2013).

2.9.2.1 Genes de resisténcia — Ferrugem-da-folha

Os genes de resisténcia a ferrugem-da-folha do trigo séo designados Lr (do inglés
“Leaf rust”). Ha aproximadamente um século, foram desenvolvidos os primeiros estudos
nesse sentido, envolvendo as cultivares de trigo ‘“Malakof” ¢ “Webster” (MAINS et
al.,1926). Descobriu-se na ocasido, que ambas as cultivares possuiam genes que conferiam
resisténcia ao patdgeno, os quais mais tarde foram designados por Lrl e Lr2 (AUSEMUS
et al., 1946). Até o momento, mais de 100 genes Lr foram relatados em trigo e seus
genomas relacionados (MCINTOSH et al., 2017), sendo que 79 deles foram mapeados
para determinados locais de cromossomos da espécie e estdo permanentemente catalogados
(MCINTOSH et al., 2017; QURESHI et al., 2018).

Diversos genes para resisténcia as doencas de ferrugem foram transferidos para o
trigo cultivado a partir de outros géneros e espécies (BANSAL et al., 2017). Entre estes,
incluem-se Lr9 (Aegilops umbellulata); Lr19, Lr24 e Lr29 (Thinopyrum ponticum); Lr37
(A. ventricosa); Lr38 (Thinopyrum intermedium); Lr28, Lr35, Lr36, Lr51 e Lr66 (A.
speltoides); Lr21, Lr22a, Lr32 e Lr39 (A. tauschii); Lr57 (A. geniculata); Lr58 (A.
triuncialis); Lr59 (A. peregrina); Lr62 (A. neglecta); Lr63 (Triticum monococcum) e Lr53
e Lr64 (T. dicoccoides); Lrlda e Lr6l (T. turgidum) (MCINTOSH et al., 2013; BANSAL
et al.,, 2017). Com o passar do tempo, alguns deles foram removidos do "Catalogo de

Simbolos Genéticos do Trigo™ por estarem duplicados ou redundantes, foi o caso de Lr4 a
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Lr8, Lr39 (= Lr21), Lr4l (= Lr39) e Lr43 (MCINTOSH et al. 2013), que ja haviam sido
identificados previamente como outros genes Lr.

Grande parte dos genes Lr condiciona uma resisténcia altamente eficaz a ragas
especificas do fungo da ferrugem-da-folha em plantulas e em plantas adultas, mas ndo
fornecem resisténcia a outras ragas (KOLMER et al., 2018a).

Atualmente, existem diversos genes Lr formalmente catalogados que conferem
RPA: Lrl12, Lr13, Lr22a/b, Lr34, Lr35, Lr37, Lr46, Lr48, Lr49, Lr67, Lr68, Lr74, Lr75,
Lr77 (MCINTOSH et al., 2017) e mais recentemente Lr78 (KOLMER et al., 2018b) e Lr79
(QURESHI et al., 2018). Dentro desta classe, oito genes (Lr12, Lr13, Lr22a/b, Lr35, Lr37,
Lr48, Lr49 e Lr79) sdo relatados como sendo especificos a raca (MCINTOSH et al., 1995,
2009) e oito (Lr34, Lr46, Lr67, Lr68, Lr74, Lr75, Lr77 e Lr78) relatados por serem néo-
especificos, eficazes para multiplas racas atuais de P. triticina. Nessa categoria, 0S genes
Lr34, Lrd6, Lr67 e Lr68 sdo unicos porque além de conferirem resisténcia parcial, de
evolucdo lenta da ferrugem-da-folha, também estdo associados a ferrugem-do-colmo e
outros patogenos em trigo (HERRERA-FOESSEL et al., 2012).

A cultivar brasileira ‘Frontana’ tem sido fonte dos genes de resisténcia de planta
adulta Lr13 e Lr34 (DYCK et al., 1966; KOLMER et al., 2008). Embora o Lr13 seja um
gene de RPA especifico a raca que ja ndo oferece resisténcia muito eficaz em muitos
paises, 0 Lr34 permaneceu efetivo por mais de 50 anos e continua sendo importante na
resisténcia a ferrugem em cultivares de trigo na América do Norte (KOLMER et al., 2008;
OELKE; KOLMER, 2005) e América do Sul (GERMAN; KOLMER, 2012). Outras
cultivares do Brasil (Westphal 12A e BH1146) (KOLMER; LIU, 2001), tém Lr34 e,
possivelmente, outros genes de RPA a ferrugem-da-folha que ainda ndo foram
caracterizados (KOLMER et al., 2018a).

- Toropi

A cultivar brasileira de trigo “Toropi’ (Frontana / Quaderna A // Petiblanco 8) foi
lancada em 1965 e comercialmente cultivada por mais de 15 anos (ROSA et al., 2019).
‘Toropi’ caracteriza-se por apresentar resisténcia de planta adulta, a qual se mantém até
hoje. Sua resisténcia mostra-se efetiva em diferentes paises como Brasil, Canada e Nova
Zelandia (ROSA et al., 2016, KOLMER et al., 2018b). Embora possua ‘Frontana’ em sua
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genealogia, € sabido que a cultivar “Toropi’ ndo possui alelos de Lr34, gene de RPA bem
caracterizado pela evolugéo lenta da doenca (BARCELLOS et al., 2000, MELLERS et al.,
2020).

Estudos iniciais revelaram dois genes associados a RPA a ferrugem-da-folha em
uma selecdo da cultivar denominada ‘Toropi-6°, e assim, foram designados
temporariamente como Trp-1 e Trp-2 (BARCELLOS et al.,, 2000, BRAMMER, 2000).
Posteriormente, foi revelado que ambos sdo genes recessivos e estdo localizados nos
cromossomos 1AS e 4DS respectivamente (SILVA et al., 2012). Outro estudo envolvendo
“Toropi’ mapeou um QTL de RPA a ferrugem-da-folha e ferrugem-linear no cromossomo
5AL (ROSA, 2013).

Além disso, mais recentemente, ao se estudar a selegao “PI 344200 de ‘Toropi’,
foi apontado que sua resisténcia, que tem carater aditivo, deve-se a combinacdo de um
unico gene de maior efeito (designado a partir de entdo como Lr78) localizado no
cromossomo 5DS associado a trés QTLs de menor efeito, localizados em 1BL, 3BS e 4BS
(KOLMER et al., 2018b). Estes trabalhos demonstram em conjunto, a importancia da
variedade ‘Toropi’, e segundo Rosa et al., (2019), a durabilidade da sua resisténcia a

ferrugem-da-folha provavelmente se deva a uma combinacao de varios genes.

2.9.2.2 Genes de resisténcia - Ferrugem-do-colmo

Varios genes de resisténcia a ferrugem-do-colmo (estes designados Sr, do Inglés
Stem rust) foram descritos e catalogados. Assim como ocorre com a ferrugem-da-folha,
estes genes tém como origem ndo sO o trigo, mas também materiais selvagens e espécies
cultivadas relacionadas, que sdo fontes valiosas de novos genes de resisténcia a doenca
(CHEN et al.,, 2020). Hoje, linhas monogénicas contendo genes Sr individuais estdo
disponiveis em varios backgrounds (fundos genéticos) de trigo (HAILE et al., 2013).

O gene de resisténcia de planta adulta Sr2 foi transferido do trigo espelta
“Yaroslav” para o trigo comum na década de 1920 e € o mais importante gene de
resisténcia a ferrugem-do-colmo, amplamente distribuido em cultivares ao redor do mundo
(MCINTOSH et al.,1995). No final dos anos 1940, os programas de melhoramento do
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CIMMYT foram bem-sucedidos na introducdo do Sr2 da cultivar americana ‘Newthatch’,
que combinaram resisténcia dos parentais "Hope’ e ‘Thatcher’ (ELLIS et al., 2014).

A partir da década de 1950, os genes de resisténcia a ferrugem-do-colmo foram
implantados com sucesso em cultivares comerciais em todo o mundo, controlando
efetivamente a doenga (HAILE et al., 2013). Durante o periodo de 1965 a 1985, o
programa de melhoramento do CIMMYT incorporou uma diversidade de genes. A maioria
dos materiais disponibilizados nessa época continha o gene Sr2 combinado com dois a
quatro genes adicionais para resisténcia a ferrugem-do-colmo. Esses genes adicionais
incluem Sr5, Sr6, Sr7a, Sr7b, Sr8a, Srob, Sr9d, Sr9e, Sr9g, Sr10, Srll, Sr12, Srl7, Sr24,
Sr26, Sr30, Sr31 e Sr36 (KNOTT, 1988).

Dos 60 genes de resisténcia a ferrugem-do-colmo nomeados oficialmente, apenas
dez foram clonados até agora e oito deles sdo genes tipo raca-especificos
(ABOUKHADDOUR et al., 2020). A clonagem dos genes Sr contribuiu para o
desenvolvimento de marcadores moleculares e acelerou a piramidizacdo e a implantacdo
desses genes de resisténcia em programas de melhoramento de trigo (CHEN et al., 2020).
Os genes do tipo raca-especifica sdo a fonte de resisténcia predominantemente utilizada
para desenvolver variedades de trigo resistentes as racas de Pgt (HAILE et al., 2013),
sendo desejavel um conjunto extenso de genes para diversificar as piramides dos genes de
resisténcia e aumentar sua durabilidade (CHEN et al., 2020).

Vérios QTL’s identificados nos cromossomos 3BS, 6BS, 5BL, e 2BL para
resisténcia a ferrugem-do-colmo vém sendo identificados (YU et al., 2014). Das novas
descobertas, muitas séo frutos de esforcos na identificacdo de novas fontes de resisténcias
para controlar principalmente formas mais agressivas da doenca, como a raca Ug99
(KHAN et al., 2013).

- Ug99

Com excecdo a epidemias que ocorreram na Etiopia em 1993 e 1994, a incidéncia
de ferrugem-do-colmo nas safras de trigo em todo 0 mundo permaneceu baixa desde o
inicio dos anos 1970 até o final dos anos 1990, quando a doenga ressurgiu como um

problema sério na Africa Oriental (PARK, 2016). Em 1999, uma nova raca virulenta de
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Pgt foi identificada em campos de trigo em Uganda (PRETORIUS et al., 2000), sendo
entdo denominada Ug99.

Este patétipo é motivo de preocupagdo, pois exibe padrdes de viruléncia
notavelmente Unicos (FAO, 2021) e tem a capacidade de superar muitos dos genes de
resisténcia conhecidos, incluindo Sr31, um gene para o qual a viruléncia ndo havia sido
detectada anteriormente (PARK, 2016). Muitos dos gen6tipos cultivados possuem o gene
Sr31, e, por isso, apos sua deteccdo em Uganda, a Ug99 disseminou-se rapidamente para
outros paises do leste Africano como Quénia, Etiépia e Iémen (CHAVES et al., 2005;
SINGH et al,, 2006). Como consequéncia, no Quénia, foram relatadas perdas de
rendimentos de até 80%. Considerando que a raca € virulenta em grande parte das
cultivares de trigo, as perdas podem ser ainda mais severas, com risco de chegar a 100%
(KHAN et al., 2013).

A maioria das variedades cultivadas na Europa, Asia e Estados Unidos s&o
suscetiveis a Ug99, o que alimenta a urgéncia da pesquisa na descoberta de genes de
resisténcia eficazes contra o patogeno (SINGH et al., 2015). Além disso, uma proporcao
consideravel do germoplasma de trigo desenvolvido na América Latina como Brasil,
Argentina, Uruguai, Paraguai e Chile possui o gene Sr31, mas, felizmente, a raca Ug99
ainda ndo foi detectada na regido (CHAVES et al., 2005).

A Ug99 foi inicialmente designada como TTKS por Wanyera et al. (2006),
baseando-se no sistema de nomenclatura norte-americana (ROELFS; MARTENS, 1988).
Porém, mais recentemente, recebeu uma quinta letra (TTKSK) ap0s um quinto conjunto de
séries diferenciais ter sido adicionado para expandir ainda mais a caracterizacdo deste
isolado (JIN et al., 2008). Depois do surgimento desta raca, novas variantes derivadas de
Ug99 passaram a ser identificadas (Figura 7), virulentas a genes adicionais de resisténcia
ao trigo (SINGH et al., 2015).

As diferentes variantes que constituem o complexo Ug99 possuem 0 mesmo
“fingerprint”, porém expressam padrdes de viruléncia diferentes. Esta alta capacidade de
especializacdo fisioldgica coloca mundialmente em risco o cultivo de trigo (BARCELLOS,
2011), ja que o grupo de raca Ug99 é virulento para aproximadamente 90% das cultivares

contemporaneas ao redor do mundo (SINGH et al., 2008).
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Depois do surgimento da Ug99 (TTKSK), as variantes mais recentes sao: TTKSF+,
coletada na Africa do Sul e no Zimbabue em amostras coletadas no ano de 2010
(PRETORIUS et al., 2012); TTHST detectada no Quénia, em 2013 (NEWCOMB et al.,
2016); TTKTT, TTKTK, PTKTK e TTHSK (PATPOUR et al., 2016, FETCH et al., 2016),
coletadas no Quénia em 2014; e PTKSK, encontrada pela primeira vez na Africa do Sul,
em 2017 (TEREFE et al., 2018).

Todas as variantes sdo consideradas mutacdes de etapa Unica
(https://rusttracker.cimmyt.org), originadas devido a alteracfes pontuais no genoma do
patdgeno. A viruléncia adquirida para Sr24 e Sr36 (que sdo genes importantes) é conhecida
no Quénia (Sr24, Sr36), Egito (Sr24), Eritreia (Sr24), Etiopia (Sr24, Sr36), Mogambique
(Sr24), Ruanda (Sr36, Sr24), Africa do Sul (Sr24), Tanzania (Sr24, Sr36), Uganda (Sr24,
Sr36) e Zimbabue (Sr24). A raca TTKST, carregando viruléncia combinada Sr31 + Sr24,
causou epidemias no Quénia em 2007. Das variantes de Ug99, as que possuem viruléncia
combinada Sr31 + Sr24 estdo se espalhando rapidamente por toda a Africa e acredita-se
que provavelmente se espalhem ainda mais no futuro. Além disso, a viruléncia para o gene
SrTmp foi agora adquirida pelas Ultimas variantes detectadas no Quénia (isto &, raca
TTKTT, raca TTKTK e raca PTKTK). Pelo menos uma dessas variantes (TTKTK) parece
se espalhar rapidamente, também sendo detectada em 2014 no Egito, Eritreia, Ruanda e
Uganda (PATPOUR et al., 2016).

Até o ano de 2019, 13 variantes de Ug99 haviam sido detectadas em 13 paises da
Africa Oriental (FETCH et al., 2016; BHAVANI et al., 2019). Estes nGmeros foram
atualizados, e hoje, segundo o sistema global que monitora as ferrugens
(https://rusttracker.cimmyt.org), existem 14 variantes distribuidas em 14 paises, sendo o
Iraque o local mais recente de deteccdo do patogeno (NAZARI et al., 2021), e TTKTT+ a
mais recente variante identificada, com viruléncia adicional ao gene Sr8155B1
(https://rusttracker.cimmyt.org).

As variantes de Ug99 continuam a emergir e se dispersar, carregando com seus
esporos novas ameagas contra a producao de trigo (BHAVANI et al., 2019). Frente a este
cenario, especialmente pelo surgimento da Ug99 e pela temeridade de suas variantes, tem
sido constante a busca de novos genes Sr e a caracterizacdo genética de fontes conhecidas
de resisténcia (HIEBERT et al., 2016).
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CIMMYT: April 2021

Figura 7. Uganda como centro de origem da raca Ug99 (TTKSK) e paises vizinhos afetados pela
raga e suas variantes em dispersdo. No quadro a direita, as 14 variantes ja detectadas. Fonte:
https://rusttracker.cimmyt.org

2.9.2.3 Genes de resisténcia em espécies relacionadas

Devido a rapida e constante evolucdo dos fitopatégenos, os melhoristas de plantas

tentam continuamente incorporar novas caracteristicas e melhorar os niveis de resisténcia
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em novas variedades, fazendo uso ndo somente da diversidade do trigo domesticado, mas
também de suas espécies relacionadas (CASASSOLA; BRAMMER, 2012; CRESPO-
HERRERA et al., 2017)

- Secale cereale e a translocagéo 1BL.1RS

Muitos genes de resisténcia conhecidos derivados de parentes selvagens de trigo
que demonstraram ser eficazes contra Ug99 estdo localizados em translocagOes
cromossdmicas (DUNDAS et al., 2007). Uma translocacdo cromossdmica consiste na troca
de segmentos cromossdmicos dentro de individuos de uma mesma espécie ou entre
espécies distintas.

A troca do brago curto (1RS) do cromossomo 1R do centeio (Secale cereale L.)
(2n=14, composicdo do genoma RR) para o trigo é o meio mais comum pelo qual um
segmento cromossomico do centeio foi introduzido no trigo (FRIEBE et al., 1996). O 1RS
foi transferido na forma de diferentes translocagdes trigo-centeio: 1AL.1RS, 1BL.1RS e
1DL.1RS. Em termos de melhoramento e produgdo, 1AL.1RS e o 1BL.1RS sdo as que
proporcionam maior impacto na cultura do trigo (GRAYBOSCH, 2001).

Na translocacdo 1BL.1RS ocorre a troca do braco longo (L) do cromossomo 1 do
genoma B do trigo pelo braco curto do cromossomo 1 do centeio (R). Essa translocagéo
teve origem espontanea e posteriormente foi artificialmente transferida através de
cruzamentos para outros genotipos de trigo (ZELLER et al.,, 1983). A translocacao
1BL.1RS hoje utilizada é derivada do centeio 'Petkus' via cultivares russas de trigo
‘Kavkaz’ e ‘Avrora’ (GRAYBOSCH, 2001).

Quando introduzidos no trigo, os segmentos 1RS sdo herdados como um bloco de
genes ndo recombinados. Junto a esta troca de cromatina, sdo transferidos para o trigo
caracteres como aumento na biomassa acima do solo, sistema radicular profundo,
tolerdncia a estresse abiodticos, particularmente a tolerancia a seca, resisténcia aos
principais estresses bioticos e contribui com 12 a 20% de aumento de rendimento de graos
(EHDAIE et al., 2003; SHARMA et al., 2009; HOWELL et al., 2014). Além disso, sdo
carregados genes de resisténcia a diversos patdgenos, incluindo ferrugem-do-colmo,

ferrugem-da-folha e ferrugem-linear (Sr31, Lr26, Yr9 e YrCnl7, respectivamente), oidio
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(Pm8 e PmCn17), percevejo (Gb2) e ao pulgédo russo do trigo (Dn7) (ZELLER, 1973;
SINGH et al., 1990; FRIEBE et al., 1996; MAGO et al., 2002; BERZONSKY et al., 1991;
MAGO et al., 2005; REN et al., 2009; HOLLENHORS; JOPPA, 1983; TYLER et al.,1987;
MATER et al., 2004; MARAIS et al., 1994; LAPITAN et al., 2007).

Em razdo dos diversos atributos associados a presenca da translocacdo 1BL.1RS, o
segmento cromossomico foi largamente implementado em programas de melhoramento de
trigo em todo o mundo durante as décadas de 1980 e 1990 e introduzido em mais de 300
cultivares (RABINOVICH, 1998; LAN et al., 2017).

- Triticum timopheevii e Sr36

Assim como o centeio, o trigo tetraploide T. timopheevii Zhuk (2n = 28, genoma
AAGG) ¢ uma excelente fonte de resisténcia a doencgas, particularmente contra patd0genos
de ferrugem, carregando genes conhecidos e desconhecidos que atuam na determinacgéo da
resisténcia (LEONOVA et al., 2011). Os genes de resisténcia conhecidos que foram
transferidos para o trigo comum do genoma de T. timopheevii sdo: Lr18 e Lr50 (ferrugem-
da-folha), Sr36, Sr37, Sr40 (ferrugem-do-colmo), Pm6, Pm27 e Pm37 (oidio)
(MCINTOSH et al., 2008). Dentre esses genes, 0 Sr36 foi primeiramente introgredido em
duas linhas de trigo de primavera, e, em seguida, transferido para gendtipos derivados
destas linhas (como por exemplo 'Arthur 71' e 'TP-114-1965-A") (PURNHAUSER et al.,
2011). No trigo, o Sr36 esta localizado no cromossomo 2BS, e € amplamente presente em
germoplasma adaptado, sendo utilizado em cultivares de inverno americanas (JIN; SINGH,
2006), bem como cultivares da Australia e de varios outros paises (BARIANA et al.,
2001).

Embora sejam comuns racas de P. graminis f. sp. tritici virulentas ao Sr36, este
gene tem sido considerado uma fonte valiosa de resisténcia a ferrugem-do-colmo. Sua
importancia se da por conferir um tipo de resisténcia imune a diversas racas de Pgt,
mostrando-se altamente eficaz a TTKSK (Ug99) em ambos os estagios de plantula e planta
adulta (JIN et al., 2007; JIN et al., 2008; JIN et al., 2009).

O gene Sr36 € um dos 18 genes que fornecem a principal fonte de resisténcia ao
grupo de ferrugem-do-colmo TTKS (WANYERA et al., 2006). Nenhum desses 18 genes
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ocorre em alta frequéncia em materiais de melhoramento, exceto Sr36, que estd presente

em diversos germoplasmas de trigo (TSILO et al., 2008).

2.9.2.4BRS 194

A variedade brasileira de trigo ’BRS 194’ é oriunda do cruzamento CEP14/BR
23/ICEP 17 e foi lancada pela Embrapa Trigo em 2000. As duas Ultimas variedades
utilizadas na sua genealogia foram as mais semeadas no Rio Grande do Sul no periodo de
1988 a 1994 (REUNIAO, 2000). Ao ser lancada, apresentava caracteristicas de rusticidade
e elevado rendimento de grdos (CHAVES et al., 2009). Na época, este genétipo foi
idealizado com o objetivo de reunir caracteristicas favoraveis de boa adaptacdo ao cultivo
do trigo no Sul do Brasil sendo recomendada para cultivo em todas as regides produtoras
de trigo nos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina (REUNIAO, 2000).

Seus grédos apresentam coloracdo vermelha, com elevado peso de hectolitro (em
média 78 kg/hl). Pela forga de glaten (media de 245 x 10-4J), foi classificada
preliminarmente no Parana, como trigo da classe comercial Pédo, indicada entdo para a
fabricacdo de pdes, folhados, massas alimenticias, bem como para uso doméstico (DEL
DUCA et al., 2005).

Com a crescente aceitacdo na lavoura, ‘BRS 194’ passou a ser a segunda cultivar
com maior disponibilidade de sementes para plantio no Rio Grande do Sul e em Santa
Catarina em 2005 (CHAVES et al.,, 2009). Adicionalmente, em razdo da sua ampla
adaptacdo demonstrada nas regides produtoras de trigo, em 2005 foi indicada para cultivo
em regibes do Mato Grosso do Sul e do Parana (DEL DUCA et al., 2005). Na época em
que foi desenvolvida, ‘BRS 194’ apresentava-se resistente ao virus-do-mosaico-do-trigo
(VMT), ao oidio e a ferrugem-do-colmo; moderadamente resistente a mancha da gluma
(septoriose-da-gluma), a ferrugem-da-folha e a mancha bronzeada (DEL DUCA et al.,
2005).

Até o0 ano de 2004, ‘BRS 194’ possuia resisténcia qualitativa a todas as racas de P.
triticina que estavam presentes no Brasil e em outros paises do Cone Sul. Até entdo, em
campo, a cultivar apresentava reacdo de resisténcia e moderada resisténcia (R-MR).

Todavia, no ano seguinte, puUstulas de ferrugem-da-folha com tipos de infeccdo de
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suscetibilidade foram observadas, tanto em lavouras quanto em campos experimentais. Foi
entdo confirmado que em 2005 houve superacdo de sua resisténcia a ferrugem-da-folha em
decorréncia de uma nova viruléncia do patégeno, correspondente ao cédigo MFP-CT
(designacédo brasileira: B56), que foi a primeira raca de ferrugem-da-folha considerada
virulenta a variedade ‘BRS 194’ (CHAVES et al., 2009).

Paralelamente, apesar da sua perda de resisténcia a ferrugem-da-folha, ha registros
de que, também em 2005, ‘BRS 194’ foi avaliada para Ug99 no Quénia, sob condicdes
naturais de infec¢do. Foram encontrados resultados promissores, indicando que ‘BRS 194’
mostrou resisténcia a Ug99 em condi¢des de campo (CHAVES et al., 2006).

A elucidacdo da resisténcia genética de variedade de trigo a doencas como
ferrugem-do-colmo e ferrugem-da-folha € um processo essencial para programas de
melhoramento, pois permite expandir a base genética de novas cultivares, que é imperativa

frente a crescente demanda por novas combinacdes de fontes de resisténcias duradouras.
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3 MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de estudar a resisténcia genética de trigo a ferrugem-da-folha e a
ferrugem-do-colmo, foi realizado na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(Embrapa Trigo) em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, o cruzamento entre duas variedades
de trigo (‘Toropi’ e ‘BRS 194”), com respostas contrastantes a ambos os patdégenos. Deste
cruzamento, seguiu-se a construcdo de uma populacdo duplo-haploide (DH), desenvolvida
pela técnica de cultura de microsporos isolados no Laboratério de Biotecnologia da
unidade. Para a producéo das linhagens DH, foi seguido o protocolo de Scagliusi (2014).
Deste cruzamento, 65 linhagens foram produzidas, formando a populacdo para estudos
genéticos. A realizacdo deste trabalho contou com parte dos seus experimentos conduzidos
no Brasil (Embrapa Trigo, Passo Fundo, RS), onde foram realizados ensaios de inoculagao
e fenotipagem, envolvendo P. triticina, e extracdo de DNA dos genoétipos de trigo. Os
demais ensaios foram desenvolvidos no Canada, no centro de pesquisa Morden Research
and Development Centre (Agriculture and Agri-Food Canada), em Morden, Manitoba, e

incluiram inoculacdo e fenotipagem com P. triticina e P. graminis e testes moleculares.

3.1  Material vegetal

A populacdo DH teve como origem plantas da geracdo F; do cruzamento entre
‘Toropi” x ‘BRS 194°, cujo material foi disponibilizado pela Embrapa Trigo. Este
cruzamento baseou-se numa cuidadosa escolha de genitores, entre 0s quais 0S genotipos
brasileiros ‘Toropi’ e ‘BRS 194’ sdo altamente contrastantes.

A variedade ‘Toropi’ foi lancada em 1965 e € fruto do cruzamento
“Frontana/Quaderna A// Petiblanco 8”. Apesar de ‘Toropi’ ser suscetivel a ferrugem-da-
folha no estadio de plantula, esta variedade destaca-se por apresentar resisténcia de planta

adulta ao patdgeno, a qual se mantém estavel desde que foi desenvolvida.
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‘BRS 194°, variedade lancada em 2000, ¢ resultante do cruzamento “CEP 14/BR
23//CEP 17” que reuniu caracteristicas favoraveis de boa adaptacdo ao cultivo do trigo no
Sul do Brasil. A variedade ‘BRS 194’ apresenta rusticidade, ciclo médio e rendimento
elevado de grdos (DEL DUCA et al., 2005). ‘BRS 194’ ¢ resistente a oidio, no entanto
apresenta suscetibilidade a fusariose (Fusarium graminearum Schwabe) e é altamente
suscetivel a ferrugem-da-folha, motivo pelo qual a sua escolha como um dos genitores foi
baseada.

3.2  Testes com Puccinia triticina - Brasil

3.2.1 Plantula

O teste de plantula para P. triticina foi conduzido na Embrapa Trigo. As sementes
dos parentais e de 65 linhagens DHs foram vernalizadas a 4 °C por sete dias e a semeadura
foi feita em recipientes plasticos de 60 ml, contendo uma camada de solo e uma camada de
substrato Mecplant (propor¢édo 1:1) (Figura 8A). Duas sementes de cada linhagem foram
utilizadas. Para os parentais ‘Toropi’ e ‘BRS 194, dez sementes foram distribuidas em seis
recipientes. Adicionalmente, foram semeadas as variedades suscetiveis a ferrugem-da-
folha ‘Morocco’ e ‘Umbu’ (controles positivos). A série diferencial (Quadro 2), de acordo
com Long e Kolmer (1989), mais 0 quarto e quinto grupos adicionais de genes compostos
por Lr10, Lrl8, Lr21 e Lr23; e Lrlda, Lrl4b, Lr26 e Lr20 (CHAVES; BARCELLOS,
2006) também foram incluidas (Figura 8C). A serie diferencial € utilizada para checar a
pureza e confirmar o codigo de quatro letras do isolado, de acordo com a nomenclatura
Norte-Americana (LONG; KOLMER, 1989) que determina o fendtipo de viruléncia.

Quadro 2. Série diferencial de linhas isogénicas (cada uma portadora de um gene) de acordo com
Long e Kolmer (1989) (trés primeiros conjuntos) e Chaves e Barcellos (2006) (quarto e quinto
conjuntos) para checagem de isolados de Puccinia triticina.

Conjunto 1 Lrl Lr2a Lr2c Lr3
Conjunto 2 Lr9 Lrl6 Lr24 Lr26
Conjunto 3 Lr3ka Lrll Lrl7 Lr30
Conjunto 4 Lr10 Lrl8 Lr21 Lr23
Conjunto 5 Lrlda Lrl4b Lr26 Lr20
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As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo, sob condigdes naturais de
luminosidade, umidade relativa de 60 a 80% e temperatura de aproximadamente 22°C até a
fase adequada de primeira folha completamente emergida para inoculagdo com P. triticina
(Figura 8B).

Figura 8. Semeadura e identificacdo de genétipos (A); Cultivo em casa-de-vegetacao por sete dias,
até estadio adequado para inoculacdo com ferrugem-folha. (B); Série diferencial com sete dias, apta
a pulverizacdo com ureddsporos de ferrugem (C). Embrapa Trigo, 2019.

Para este ensaio, foi escolhida a raga MCJ-HN (ou B35, conforme nomenclatura
brasileira) com base na disponibilidade de in6culo fresco para garantir inoculagdo bem-
sucedida e producdo de sintomas. E conhecido que MCJ-HN é avirulenta aos genes Lr2a,
Lr2c, Lr3ka, Lr9, Lr10, Lr16, Lr18, Lr20, Lr21, Lr24, LrAld e Lr30.

Sete dias apds a semeadura, quando a primeira folha estava completamente
emergida (Figura 9A) os materiais foram entdo submetidos a inoculagdo. Os ureddsporos
foram suspendidos em solucéo de 6leo mineral Soltrol 170, com concentracdo aproximada
de 10° por ml, e foram pulverizados sobre as plantulas por sistema de ar comprimido,
dentro de uma capela revestida por plastico (Figuras 9B, 9C). Apos a inoculacdo, a capela
foi fechada por uma cortina plastica, onde as plantulas ficaram em repouso por 15 minutos
(Figura 9D).

Ao sairem da capela, as plantas foram umidificadas com borrifador e foram
incubadas em camara Umida a 20 °C, no escuro, por 18 a 20 horas (Figura 9E). Apos a
etapa de incubacdo, as plantulas foram transferidas para casa-de-vegetacdo e mantidas em
condicdes naturais de luminosidade, umidade relativa de 60 a 80% e temperatura de cerca

de 22°C para desenvolvimento da doenca.
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Figura 9. Estadio de plantula adequado para inoculagdo com Puccinia triticina MCJ-HN (B35), de

folha Gnica completamente emergida (A); Processo de inoculacdao conduzido dentro da capela (B);

De cima para baixo: pulverizador com sistema de ar comprimido, frasco contendo uredésporos

viaveis e 6leo mineral Soltrol 170 (C); Capela fechada logo ap6s as plantulas receberem o in6culo
(D); Material em incubacdo em camara Umida (E). Embrapa Trigo, 2019.

A avaliacdo de reacdes foi realizada 14 dias ap0s a inoculacdo, seguindo escala de
acordo com Roelfs e Martens (1988) e Long e Kolmer (1989) (Quadro 3, Figura 10). Os
tipos de infeccdo de 0, ponto-e-virgula (;) e 1 foram considerados resistentes, os de 2 e 3
moderadamente resistentes e moderadamente suscetiveis, respectivamente, e o de 4

altamente suscetivel.

Monica Bossardi Coelho 54



Quadro 3. Escala utilizada para classificacdo das reacGes das plantas a ferrugem-da-folha de acordo
com Roelfs e Martens (1988) e Long e Kolmer (1989).

Tipo de Sintomas na planta Classificacao
Infecgdo
0 sem uredinia nem manchas Resistente
hipersensiveis
; sem uredinia, mas necrosado Resistente
hipersensivel ou manchas clordticas
1 uredinia pequena cercada por necrose Resistente
distinta
2 uredinia pequena a média cercada Moderadamente Resistente
por necrose ou clorose
3 uredinia de tamanho moderado sem Moderadamente Suscetivel
clorose
4 uredinia de grande porte sem clorose Altamente Suscetivel

Figura 10. Tipos de infeccdo provocados por Puccinia triticina. Da esquerda para direita: 0, (;), 1,
2, 3 e 4. Adaptado de Lee et al., 2020.

3.2.2 Planta adulta

Para o teste de planta adulta, também realizado na Embrapa Trigo, foram semeados
0s parentais ‘Toropi’ e ‘BRS 194’ e as plantas da populacdo DH. Para uma germinacao
homogénea, antes da semeadura as sementes foram mantidas a 4 °C por 20 dias. A
semeadura foi realizada em vasos de sete litros em uma mistura homogénea de solo,

substrato Mecplant e vermiculita (1:1:1), onde, para cada genotipo, havia dois vasos, cada
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um contendo quatro plantas. As plantas foram cultivadas inicialmente em camara de
crescimento (16 horas de luz & +24 °C) para manter a sanidade de plantas e evitar qualquer
contaminagdo por patdgenos em estadios iniciais. Aproximadamente dez dias antes da
inoculagdo, as plantas foram entdo transferidas para casa-de-vegetacdo, sob condigcdes
naturais de iluminacéo.

Para a inoculagéo, foi selecionado o isolado MFP-CT (nomenclatura brasileira B56)
(Figura 11A). A variedade ‘Toropi’ € resistente a esse isolado, o que determinou sua
escolha. Além disso, MFP-CT ¢é avirulento aos genes Lr2a, Lr2c, Lr9, Lrl6, Lrll, Lr10,
Lr18 e Lr21.

156 BAoly
Goldd - 4311y

Figura 11. Uredosporos de ferrugem-da-folha da raca MFP-CT (B56) (A); Ureddsporos inoculados
por aspersdo em fase de folha bandeira completamente expandida (estadio 47 da escala Zadoks)
(B); Material apos a inoculagdo com MFP-CT (B56) transferido para camara umida (C); Plantas
inoculadas em cAmara Umida no escuro por 16 horas (D); Transferéncia das plantas inoculadas para
casa-de-vegetacdo para o desenvolvimento de ferrugem-da-folha (E). Embrapa Trigo, 2019.

Dentro da populacéo, alguns gendtipos tiveram desenvolvimento mais tardio, e, por
isso a inoculacdo foi realizada em dois momentos. Depois de 55 dias de plantio, com folha
bandeira totalmente expandida em estagio 47 da escala Zadoks (ZADOKS et al., 1974) foi

realizada a inoculacdo do primeiro grupo, que teve desenvolvimento mais acelerado. Apo6s
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62 dias da emergéncia de plantas foi inoculado o segundo grupo (ao atingir estagio 47 da
escala Zadoks) que se desenvolveu mais tardiamente.

Uma suspensdo de 6leo mineral Soltrol contendo os ureddsporos de MFP-CT foi
pulverizada na folha bandeira totalmente expandida das plantas (Figura 11B). As plantas
foram entdo transferidas para camara imida onde permaneceram por 16 horas, na auséncia
de luz, com saturacdo de umidade sem escorrimento, a temperatura de 20 °C (Figura 11C e
11D). O material foi transferido para a casa-de-vegetacdo e distribuido neste ambiente ao
acaso. Foram mantidas condigdes naturais de luminosidade, umidade relativa de 60 a 80%
e temperatura de 22 + 2 °C (Figura 11E).

Aos 14 dias ap0s a inoculacdo, foram avaliados os parentais e as linhagens DH de
acordo com Roelfs e Martens (1988) e Long e Kolmer (1989). Todas as plantas de cada
genotipo foram avaliadas, sendo selecionadas aleatoriamente cinco folhas de cada uma.

Para a checagem do isolado B56, foi adotada a série diferencial, seguindo o
procedimento descrito anteriormente em plantula. A classificacdo de tipos de infecgédo
também se baseou pelo sistema desenvolvido por Roelfs e Martens (1988) e Long e
Kolmer (1989).

3.3  Extracdo de DNA

Para o teste de planta adulta, aos 30 dias de semeadura, cada vaso teve uma planta
selecionada para a extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) gendmico. Visualmente,
foi escolhida a planta que melhor representava a homogeneidade dentro de cada genotipo,
e esta, foi marcada com uma estaca, destacando-a das demais (Figura 12A e 12B).

O DNA gendmico foi extraido de acordo com o método CTAB (Cationic hexadecyl
trimethyl ammonium bromide) (Figura 12C), descrito por Saghai-Maroof et al. (1984). As
amostras de DNA obtidas foram quantificadas em gel de agarose 0,8 % e o volume de cada
amostra foi ajustado para uma concentracdo final de 50 ng.puL™. Por fim, as amostras de
DNA tiveram seu volume final distribuido em dois tubos e estes foram armazenados a -20°
C até o momento do uso. No Canada, as amostras foram guantificadas novamente em um
leitor de microplacas Infinite F500 (TECAN Austria GMBH) e a concentragdo final das
amostras de DNA foi ajustada para 60 ng.pL™.
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Figura 12. Material vegetal dos parentais e linhas duplo-haploides, com cerca de 30 dias de cultivo
em camara de crescimento (A); Selecéo visual de plantas para extracdo de DNA de cada linhagem

(B); DNA gendmico extraido pelo método CTAB (C). Embrapa Trigo, 2019.
3.4 Analises moleculares
3.4.1 Marcador PE122

Para a deteccdo do brago cromossémico 1BL.1RS na populagdo DH, foi
selecionado o marcador PE122, cujos primers (iniciador: GAGCGATCAATGCTGCATTC
e terminador: GGAAACTGGATCAGTCTCTG) foram projetados da EST (marcador de
sequéncia expressa, do inglés expressed sequence tag) ID BG313657 (LEE; SEO, 2015).

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para o marcador PE122 foi conduzida nas
condicdes descritas por Lee e Seo (2015): 94 °C por 5 minutos; 28 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 64 °C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos; e a extenséo final a 72 °C por 10
minutos. Cada reacdo de PCR continha 25 puL da seguinte solugdo: 2,5 pL de buffer (10x)
para PCR, 1,5 pL MgCl, (25 mM), 2 pyL dntp (10 mM), 2 pL de primer foward (10
pm.uM™), 2 pL primer reverse (10 pm.uM™), 0,5 pL de Taq Polimerase (5 U.uL™), 11,5
L de ddH,0 e 3 pL de DNA (60 ng.pL™).

Para o screening com o marcador PE122, em outra placa foram transferidos 5 pL da
mistura de reacdo de PCR de cada uma das amostras e adicionado 1 puL de Flash Gel
Loading Dye 5x e homogeneizado. Esta mistura (6 pL) foi entdo depositada em um cassete
de eletroforese (FlashGel™ DNA Cassette) de 32 pocos (Figura 13A), que na ultima
amostra recebeu 4 pL do marcador (FlashGel™ DNA Marker, 100 bp — 4 kb, 500 pL

Lonza). Este sistema de eletroforese contém gel de agarose pré-corado e tampdo. As
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amostras foram migradas a 140 volts (Figura 13B) e os fragmentos puderam ser
observados no cassete em aproximadamente quatro minutos de corrida na bancada, sem

utilizagdo de luz ultravioleta.

Figura 13. Sistema cassete de eletroforese (A) utilizado para leitura rapida dos produtos de PCR de
cada amostra, conectado a uma carga elétrica de 140 volts (B). Morden Research and Development
Centre, 2020.

3.4.2 Marcador STM773-2

A fim de rastrear a presenca do gene Sr36 na populacdo DH e nos parentais, foi
adotado o marcador microssatélite STM773-2. Para isso, foi utilizado o primer iniciador:
GAGCGATCAATGCTGCATTC e 0 primer terminador:
GGAAACTGGATCAGTCTCTG, de acordo com Hayden e Sharp (2001).

Para as reacGes de PCR com o marcador STM773-2, as amostras foram distribuidas
em placas de 96 pocos. Cada amostra continha, por sua vez, 10 uL de uma mistura de
reacdo final contendo: 2.75 pL de ddH20, 1 pL de PCR buffer (10x), 0.6 uL de MgCl, (25
mM), 1.6 pL de dNTPs (1.25 mM), 1 pL de cada primer (1 pM), 0.05 pL de DNA Taq
polymerase 5 U.uL™ (Applied Biosystems, Branchburg, NJ), e 3 uL de DNA gendmico
(60 ng.pL™).

A reacdo de PCR foi conduzida pelo seguinte programa: Desnaturacdo inicial de
dez minutos a 94 °C, sete ciclos de 92 °C por 1 minuto, 64 °C por um minuto e 72 °C por

um minuto. Apds, seguiram-se cinco ciclos de 92 °C por um minuto, 57 °C por um minuto
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e 72 °C por um minuto. No seguinte passo, a amplificacéo teve 20 ciclos de 92 °C, por 30
segundos, 55 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto, e por fim, extensdo por 72 °C, durante
10 minutos. Para a deteccédo visual das bandas, foi adotado 0 mesmo sistema usado para o
marcador anterior, de forma que foram transferidos 5 pL da mistura de reacéo de PCR de
cada uma das amostras em outra placa e adicionado 1 pL de Flash Gel Loading Dye (5x).
Esta mistura homogénea de 6 pL foi depositada no sistema de eletroforese (FlashGel™
DNA Cassette), onde, a Gltima amostra continha 4 pL do marcador (FlashGel™ DNA
Marker, 100 bp — 4 kb, 500 puL Lonza). O sistema foi ligado a 140 volts e os fragmentos

foram entdo observados no cassete.

3.4.3 Analise de segregacao de locos

Para a analise dos dados genéticos gerados para ambos 0s marcadores moleculares
(PE122 e STM773-2), a leitura dos resultados foi realizada através da detecgdo visual de
bandas, onde foram atribuidos padrdes especificos para cada marcador.

No ensaio com o marcador PE122, as bandas obtidas para cada individuo foram
codificadas obtendo-se uma matriz de dados binarios (de presenca ou auséncia). Ja a partir
dos resultados gerados com o marcador STM773-2, a matriz de dados recebeu diferentes
codigos: Atribui-se 0 codigo “R” quando presente o alelo; “S” para auséncia do alelo;
“HET” na presenca de ambos os alelos R e S; e “N/A” quando observada a auséncia de
amplificacao.

De acordo com tais dados obtidos nas analises genotipicas da populacdo duplo-
haploide, a razdo de segregacao dos marcadores moleculares foi verificada através do teste
aderéncia de Qui-quadrado (x%), com nivel de significAncia a 5%, conforme a seguinte

formula;

x2=X[(observado — esperado)?/ esperado], com n-1 graus de liberdade
Em que:
X.: somatorio dos valores da expressdo.

observado: corresponde ao niumero de linhas DHs observadas de uma classe genotipica.
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esperado: corresponde ao nimero de linhas DHs esperadas de uma classe genotipica,
conforme 0 modelo de segregacdo Mendeliana 1:1.n: nimero de classes fenotipicas (n=2).

3.5  Testes com Puccinia triticina - Canada

3.5.1 Plantula

Este experimento foi projetado para identificar a resisténcia de planta adulta na
populacdo de estudo. Assim, um ensaio inicial foi realizado em fase de plantula com os
parentais na finalidade de identificar o isolado mais adequado para fenotipar a populagcao
DH. Os testes em estagio de plantula foram conduzidos no centro de pesquisa Morden
Research and Development Centre, em casa-de-vegetacdo conforme o método descrito por
McCallum et al. (2018). Neste ensaio, os parentais (‘BRS 194° e ‘Toropi’) e ‘Thatcher’
(variedade altamente suscetivel a ferrugem-da-folha) foram semeados em grupos de duas

sementes em pequenos vasos de aproximadamente 500 ml (Figura 14A).

Figura 14. Semeadura dos genoétipos parentais ¢ ‘Thatcher’ em vasos (A); Os genotipos de trigo
‘Toropi’, ‘BRS 194°, ‘Thatcher’ e séries diferenciais com primeira folha completamente emergida,
prontos para serem inoculados com os isolados de Puccinia triticina (B). Morden Research and
Development Centre, 2020.

Com objetivo de aumento de indculo, para cada isolado foram distribuidas 15-20

sementes de ‘Thatcher’ em dois vasos individuais. A variedade ‘Thatcher’ foi escolhida
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para este propdsito por ser altamente suscetivel a ferrugem-da-folha. Adicionalmente, foi
semeada a série diferencial para cada isolado. Foi adotado o conjunto de 19 séries
diferenciais (Quadro 4), de acordo com Long e Kolmer (1989) e McCallum et al. (2018).

Quadro 4. Conjuntos de séries diferenciais adotadas para confirmar a informacdo de viruléncia dos
isolados, gerando o cédigo de 4 letras.

Conjunto 1 Lrl Lr2a Lr2c Lr3
Conjunto 2 Lr9 Lrl6 Lr24 Lr26
Conjunto 3 Lr3ka Lrll Lrl7 Lr30
Conjunto 4 LrB Lr10 Lrld4a Lrl8
Conjunto 5 LrTc LrCen Lr21 -

Aproximadamente sete dias ap6s o plantio (estadio de primeira folha totalmente
emergida), todas as plantulas foram inoculadas (Figura 14B). As inoculacbes foram
conduzidas separadamente com ureddsporos de dez isolados de P. triticina, sendo que sua
escolha foi baseada na sua diversidade e por serem virulentos ao Lr26. Foram utilizados 0s
seguintes isolados: CCDS 18-96-1, MCTN 18-213-1, TPBG 18-58-2, MCQH 18-210-1,
MKJS 16-173-1, TFBJ 18-35-1, TFTS 16-99-2, FCPR 18-208-2, TCSQ 17-430-2 e MCPS
17-421-1.

Os dez isolados foram inoculados, buscando-se nas reagdes resultantes uma racga
virulenta a ambos os parentais (‘Toropi’ e ‘BRS 194°) em fase de plantula. Essa foi uma
etapa preliminar importante realizada para que posteriormente, ao se testar toda a
populacdo DH, a identificacdo de resisténcia de planta adulta ndo fosse confundida com
resisténcia de plantula.

Assim sendo, para a inocula¢do com cada isolado, os uredosporos foram misturados
em 0Oleo mineral leve, Soltrol 170, em uma cépsula de gelatina (Chevron Phillips Chemical
Company, The Woodlands, TX, USA), e aplicados sobre as folhas de maneira uniforme
utilizando-se um pulverizador de ar comprimido.

As plantas foram mantidas a 20 + 4°C por 1 hora para que o Oleo mineral
evaporasse, e entdo transferidas para uma camara Umida, mantendo-se 100% de umidade
relativa por aproximadamente 19 horas (Figura 15A). As plantas foram retiradas da

umidade e secas naturalmente em temperatura ambiente e em seguida transferidas para
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uma estufa (20 = 4 °C) com iluminagdo suplementar para desenvolvimento dos sintomas
até que os mesmos fossem avaliados (Figura 15B e 15C). Os vasos contendo somente
plantas de ‘Thatcher’, para aumento de in6culo, foram mantidos com um cone de plastico

no topo, para que ndo houvesse mistura de isolados (Figura 15D).

“\W\“ mm ‘\\xww

' vl = S
Figura 15. Transferenma para camara umlda das plantas de ‘Toropi’, ‘BRS 194’, ‘Thatcher’ e
séries diferenciais inoculadas com ferrugem-da-folha (A); Plantas saindo da camara Umida, em
processo de secagem (B); Transferéncia das plantas para casa-de-vegetacdo para desenvolvimento
dos sintomas de ferrugem-da-folha (C); Multiplicacdo de indculos de Puccinia triticina na
variedade ‘Thatcher’ (D). Morden Research and Development Centre, 2020.

Ap6s 13 dias de inoculacdo, as plantulas foram avaliadas baseando-se na mesma
escala descrita anteriormente, que varia de ‘0’ a ‘4’. Aos 17 dias ap0s a inoculacdo, 0s
vasos destinados para aumento de indculo tiveram seus ureddsporos coletados e

armazenados a vacuo para inoculacdes subsequentes.
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Para o estudo da populagdo, do total de dez isolados que foram testados nos
parentais, apenas um foi utilizado (isolado CCDS 18-96-1). Este isolado de P. triticina foi
escolhido para esse experimento por provocar reagdes claras de suscetibilidade em ambos
parentais (‘Toropi’ e ‘BRS 194°) no teste anterior. Em uma bandeja plastica dividida em
32 células (30 x 15 cm) foram semeadas as linhas DH, separadamente, em pequenos
grupos de 2-3 sementes. Sete dias ap6s o plantio, em estddio de primeira folha
completamente emergida, as plantulas foram inoculadas pelo mesmo método anterior, com
ureddsporos do isolado CCDS 18-96-1 (Figura 16A e 16B) e avaliadas 13 dias depois,

conforme descrito acima.
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Figura 16. Umidificacdo de plantulas de trigo apos inoculagéo
Secagem em temperatura ambiente para a transferéncia das plantulas para casa-de-vegetacdo (B).
Morden Research and Development Centre, 2020.

3.5.2 Planta adulta

Apos as avaliagdes do ensaio anterior, as plantulas foram transplantadas em vasos
maiores, que foram transferidos para cadmaras de crescimento para que as mesmas plantas

se desenvolvessem (Figura 17). A temperatura inicial foi regulada a 18 °C durante o dia e
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16 °C a noite, com respectivo fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, condi¢do
na qual as plantas foram mantidas por 22 dias.
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Figural?7. Transferéncia de plantulas (linhagens DH, ‘Toropi’ e ‘BRS 194°) para vasos maiores em
camara de crescimento. Os materiais foram mantidos em camara de crescimento até atingirem
estadio de planta adulta para posterior inoculagdo com CCDS 18-96-1. Morden Research and
Development Centre, 2020.

Devido a dificuldade de acesso ao centro de pesquisa Morden Research and
Development Centre durante a pandemia do COVID-19, a temperatura foi alterada para 14
°C dia e 12 °C noite, para tornar o desenvolvimento das plantas mais lento. O material
permaneceu na camara de crescimento nessas condigdes, por 41 dias, até 0 momento da
inoculacgéo.

Foi inoculado o mesmo isolado de ferrugem CCDS 18-96-1, multiplicado em
‘Thatcher’ anteriormente. As folhas verdes e expandidas foram inoculadas entre estadio 45
e 50 da escala Zadoks (Zadoks et al., 1974) (Figura 18A e 18B), conforme o mesmo
método descrito acima. As plantas foram colocadas a temperatura ambiente (20 = 4 °C) por
uma hora para evapora¢do do 6leo mineral.

As plantas foram incubadas em uma camara de orvalho a 100% de umidade, por
aproximadamente 17 horas. As plantas foram entdo transferidas para estufa (20 £ 4 °C)
com condi¢bes naturais de iluminacdo, onde permaneceram por 14 dias e tiveram suas
reacOes a ferrugem-da-folha avaliadas. As reacGes foram avaliadas conforme a escala

descrita anteriormente para os ensaios de plantula.
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Figura 18. Aspecto das Iinhgens DH no momento da inoculagdo com Puccinia triticina (CCD
18-96-1), em fase de planta adulta (A e B). Morden Research and Development Centre, 2020.

3.6  Determinacdo da heranca genética da resisténcia a Ferrugem-da-folha

A partir dos dados coletados nas leituras de reacdes fenotipicas, foi estimado o
nimero de genes que condicionam os caracteres de resisténcia de plantula e de planta
adulta a ferrugem-da-folha, conforme o padrdo de segregacdo na populacdo de estudo. Para
isso, foi adotado o teste de aderéncia de Qui-quadrado (¥2), com nivel de significancia a
5%, conforme a fdrmula descrita anteriormente:

x2=X[(observado — esperado)?/ esperado], com n-1 graus de liberdade

Em que:

X.: somatorio dos valores da expresséo.

observado: corresponde ao numero de linhas DHs observadas de uma classe fenotipica.
esperado: corresponde ao numero de linhas DHs esperadas de uma classe fenotipica, neste
caso, conforme o modelo de segregacdo Mendeliana. n: niumero de classes fenotipicas
(n=2).

Foram entdo avaliadas as proporcOes fenotipicas (entre as plantas resistentes e
suscetiveis) observadas e esperadas. O numero de genes envolvidos na expressdo do

carater foi determinado baseando-se no modelo de segrega¢cdo mendeliana.
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3.7  Testes com Puccinia graminis em plantula

Os ensaios de ferrugem-do-colmo também foram conduzidos no centro de pesquisa
Morden Research and Development Centre, em casa-de-vegetacdo. Para o primeiro grupo
de testes, apenas os genotipos parentais foram utilizados (‘Toropi’ e ‘BRS 194”) e seguiu-
se 0 método descrito por Hiebert et al. (2011). Em fase de plantula, foram testados os
isolados TTKSK (Ug99), TPMK, TMRT, RHTS, MCCF, QTHJF e RTHJ. O isolado
TTKSK foi escolhido pela sua viruléncia conhecida e por ser mundialmente ameacador a
cultura do trigo. A escolha dos isolados TPMK, TMRT, RHTS baseou-se na viruléncia ao
gene Sr36, enquanto que, de maneira oposta, MCCF, QTHJF e RTHJ foram selecionados
por serem avirulentos ao Sr36. O conjunto de 20 linhas diferenciais (Quadro 5) de padrdo
internacional para a ferrugem-do-colmo foi utilizado para anélise e checagem de cada um

dos isolados.

Quadro 5. Padrdo internacional das series diferenciais de linhas isogénicas adotadas para
confirmacdo dos isolados de Puccinia graminis, gerando o codigo de 5 letras:

Conjunto 1 Sr5 Sr21 Sre Sr7b
Conjunto 2 Sril Sré Sr8a Srg
Conjunto 3 Sr36 Srob Sr30 Srl7
Conjunto 4 Sr9a Srad Sr10 SrTmp
Conjunto 5 Sr24 Sr3l Sr38 SrMcn

Foram entdo distribuidas de 3 a 4 sementes de cada um dos parentais,
individualmente, em recipientes plasticos em formato de cones contendo mistura
homogénea de solo e substrato (proporcao 1:1). As plantulas foram mantidas em casa-de-
vegetacdo até atingirem o estadio de primeira folha completamente emergida. Antes da
pulverizacdo com cada isolado, os uredosporos dessecados armazenados em frascos a -80
°C foram submetidos a “choque térmico”, colocando o frasco em banho-maria a 45 °C por
5 minutos. Depois do choque, foram misturados com 6leo mineral leve e pulverizados

uniformemente sobre as folhas jovens (Figura 19).
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Figura 19. Isolados de Puccinia graminis armazenados e conservados em tubos de vidro vedados
(A); Cépsula de gelatina contendo 6leo Soltrol e ureddsporos a ser homogeneizado e aplicado nas
plantas (B); Ureddsporos viaveis do patdgeno com germinacdo proxima a 100% (C); Processo de
inoculagdo com os esporos de Puccinia graminis suspensos em 6leo, por sistema compressor (D);
Material apds ser inoculado, em cdmara Umida (E). Morden Research and Development Centre,
2020.

Apos a inoculagéo, as plantas ficaram pelo menos 20 minutos em repouso para que
0 6leo evaporasse das folhas. Ao secar, as plantulas inoculadas foram incubadas overnight
em camara de orvalho com 100% de umidade, a 19 °C por 17 horas (Figura 19E). Em
sequida, foram submetidas a secagem lentamente a luz, transferidas para camaras de

crescimento e cultivadas a 20 °C com 16 horas de luz diariamente (Figura 20).
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Figura 20. Série diferencial de linhas isogénicas de trigo apds passar pelo processo de inoculacao
com Puccinia graminis (A); Plantas de trigo ao serem retiradas da camara Umida (B);
Monitoramento do surgimento dos sintomas de ferrugem-do-colmo em casa-de-vegetacdo (C).
Morden Research and Development Centre, 2020.

No 14° dia ap0s a inoculacéo, foi realizada a leitura das reacdes conforme a escala
de 0 a 4 descrita por Stakman et al. (1962) modificada. Infec¢des do tipo “07, 7, “1” e “2”
foram considerados resistentes e “3” e “4” foram considerados suscetiveis (Figura 21).
Conforme o tamanho da pustula de um dado tipo de infec¢dao foi adotado os sinais “+” e

“-”, de acordo com Roelfs e Martens (1988).

0 3 | 1 2 2 2 3+ 4
Figura 21. Escala de reagBes de plantula de trigo ao patdégeno Puccinia graminis. Fonte:

https://www.ars.usda.gov/midwest-area/stpaul/cereal-disease-lab/docs/cereal-rusts/race-
identification/.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes com P. triticina — Brasil

4.1.1 Plantula

Este ensaio foi conduzido na Embrapa Trigo com a finalidade de investigar a
resisténcia a ferrugem-da-folha em estadio de plantula da populagdo DH em conjunto
com os parentais ‘Toropi’ e ‘BRS 194°. Para isso, sob condi¢des controladas de
desenvolvimento em casa-de-vegetacdo, as sementes germinaram uniformemente,
originando plantulas com boa sanidade. No entanto, a linhagem “PF123023” apds
diferentes tentativas, ndo germinou, e deste modo ndo foi possivel inclui-la para a
realizacdo deste ensaio.

Ao sétimo dia apds a semeadura, quando a primeira folha de cada um dos
genotipos se apresentava completamente emergida, foi realizada a inoculacdo com a
raca MCJ-HN (B35) para avaliacdo da populacdo em fase de plantula. Com 14 dias de
inoculacdo, quando as variedades suscetiveis ‘Morocco’ e ‘Umbu’ apresentavam
sintomas visiveis e bem definidos, as plantas foram avaliadas fenotipicamente. As
reacdes da populacdo e dos parentais em resposta a raca MCJ-HN sdo apresentadas na
Tabela 1.

O genodtipo ‘BRS 194’ mostrou reagdo de resisténcia do tipo “;1”, indicando
manchas hipersensiveis e pequenas uredinias com necrose. ‘Toropi’ teve reacdo de
suscetibilidade, apresentando tipo de reacdo ‘3’ a mesma raga, caracterizando-se por

apresentar uredinia de tamanho moderado sem clorose (Figura 22).



Figura 22. Aspecto das plantulas de trigo no momento da avaliacdo quando inoculadas com
Puccinia triticina. A: ‘BRS 194° com sutis manchas cloréticas; B: Uredinias bem desenvolvidas

e sem manchas cloréticas em ‘Toropi’. Embrapa Trigo, 2019.

Tabela 1. Dados fenotipicos obtidos de ‘Toropi’, ‘BRS 194’ ¢ da populagdo DH em estadio de
plantula quando inoculados com a raga de Puccinia triticina MCJ-HN, em casa-de-vegetacao.

Gendtipo Tipo de infeccéo Classificacao
BRS 194 ;1 (26pl) ;1 3Pu (3pl) R
Toropi 3 (28 pl) S
PF 113210 ; (2pl) R
PF 113239 3; (2pl) S
PF 113240 3 (2pl) S
PF 113242 3 (2pl) S
PF 113254 3 (2pl) S
PF 113265 21;3PU (1pl) 32 (1pl) Segregando
PF 113272 21;3PU (2pl) R
PF 113276 21;3PU (2pl) R
PF 113290 3 (2pl) S
PF 113354 0; (1pl) ;1(1pD) R
PF 113361 3 (1ph) 1; (1ph) Segregando
PF 113438 21;3PU (2pl) R
PF 113439 3 (2pl) S
PF 113440 3 (1pl) 21; (1pl) Segregando
PF 113441 3 (1pl) S
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PF 113442 3 (2pl) S
PF 113479 3 (2pl) S
PF 113605 ;(1pl) ;3PU (1pl) R
PF 113610 21;3PU (2pl) R
PF 113611 3 (1pl) 213PU (1pl) Segregando
PF 113642 ;1 (1pl) ;13PU (1pl) R
PF 123007 21;3PU R
PF 123008 3 (2pl) S
PF 123010 ;1 (2pl) R
PF 123012 3 (2pl) S
PF 123014 3 (2pl) S
PF 123115 3 (1pl) 21;3PU Segregando
PF 123018 3 (2pl) S
PF 123019 3;1 (1pl) 21;3PU Segregando
PF 123021 3 (2pl) S
PF 123022 ;1 (1pl) ;13PU (1pl) R
PF 123023 N&o germinou -
PF 123031 0;1 (1pl) 321(1pl) Segregando
PF 123032 3 (2pl) S
PF 123033 21;3PU R
PF 123050 3 (2pl) S
PF 123111 21;3PU (2pl) R
PF 123112 21; (2pl) R
PF 123113 3; (2pl) S
PF 123114 21;3PU (2pl) R
PF 123116 32; (2pl) S
PF 123121 3 (2pl) S
PF 123123 0; (2pl) R
PF 123124 3 (2pl) S
PF 123126 3 (2pl) S
PF 123127 21;3PU (2pl) R
PF 123143 0; (1pl) ;1 (1pl) R
PF 123145 21;3PU (2pl) R
PF 123149 ;1 (1pl) ;13PU (1pl) R
PF 123150 21;3PU (2pl) R
PF 133005 3 (2pl) S
PF 133006 3 (2pl) S
PF 133007 21;3PU (2pl) R
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PF 133010 21;3PU (2pl) R
PF 133011 ;13PU (2pl) R
PF 143043 3 (2pl) S
PF 143046 0; (1pl) 21; (1pl) R
PF 143055 ; (1pl) R
PF 183101 3 (2pl) S
PF 183111 3 (1pl) 32 (1pl) S
PF 183114 21;3PU (1pl) R
PF 183115 3 (1pl) S
PF 183116 1+1; (2pl) R
PF 183118 3 (1pl) 21;(1pl) Segregando
PF 183119 21; (1pl) 21;3PU (1pl) R

Pl: planta; Pu: pastula; R: resistente; S: suscetivel.

A resposta fenotipica das linhagens DH, revelou reagfes de resisténcia e
suscetibilidade. A partir das plantas que apresentaram resposta de resisténcia, seis
linhagens DH (PF 113210, PF 113605, PF 123123, PF 123143, PF 143046 e PF
143055) exibiram tipos de infeccdo mais baixos (0; /;). Outras linhagens DH, como
PF113642, PF 123010, PF 123022 e PF 123149 mostraram 0 mesmo tipo de reacdo que
‘BRS 194° (IT =; 1). Um terceiro grupo de plantas, também classificadas como
resistentes, apresentou maiores tipos de infeccdo (IT = 21;), quando comparadas a ‘BRS
194°. Em relacdo as linhagens suscetiveis, de maneira geral, as reacdes foram iguais a
“Toropi’ (IT = 3).

A fim de avaliar o conjunto de dados gerados para a raca MCJ-HN, foi
empregado o teste estatistico de aderéncia de Qui-quadrado. Para isso, através dos dados
obtidos das leituras fenotipicas, a populacdo foi subdividida em duas categorias, sendo
elas: resistente (R) e suscetivel (S). Para este teste especifico de plantula com a raca
MCJ-HN, a linhagem DH (PF 123023) que ndo germinou, ndo pdde ser incluida nesta
analise. Também foram excluidas desta andlise as linhagens identificadas como
“segregantes”. A exclusdo justifica-se pelo fato de ter sido verificado reacfes bastante
divergentes entre plantas de uma mesma linhagem (por ex. uma planta resistente e outra
suscetivel), o que ndo era esperado dentro de uma populacdo DH homozigota,
considerando principalmente o total de duas plantas para cada gendtipo. Sao

desconhecidas as razdes que levaram ao fendmeno de segregacdo nas linhagens desta
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populacdo DH, uma vez que sua producdo foi realizada cuidadosamente, evitando-se
contaminagdo com polen exdgeno bem como mistura de sementes.

Do total de 65 linhas DH da populagdo *Toropi’ x ‘BRS 194, nove ndo foram
incluidas (n=56). Assim, a analise genética pelo Qui-quadrado foi conduzida com o0s
nameros totais de resistentes e suscetiveis, em que a propor¢do adotada se distribuiu em
29 R para 27 S (Tabela 2). O teste foi empregado através da comparacdo dos valores
observados das categorias “resistentes” e “suscetiveis” com os valores esperados das
mesmas categorias. Foi entdo testada a hipotese de um gene conferindo resisténcia, na
razdo 1 R:1 S, em que, no total de 56 linhagens, a proporcéo esperada foi de 28 R: 28 S.

A proporcdo observada (29 R: 27 S) apresentou-se muito proxima da proporgao
esperada (28 R: 28 S), e numa probabilidade de 5%, o teste ndo revelou diferencga
significativa entre esses valores. O resultado dessa fenotipagem se ajusta a razdo de
segregacdo “l R: 1 S” (com um valor de p = 0.7893), revelando adequagdo ao modelo.
Isso explica a proporc¢éo fenotipica que foi observada no teste em fase de plantula e, que
a hipdtese, portanto, é aceita, assumindo-se que a resisténcia de ‘BRS 194’ a raca MCJ-
HN possui heranga monogénica.

Tabela 2. Razdo de segregacdo observada e esperada na populacdo em estadio de plantula a raca
de ferrugem-da-folha MCJ-HN em casa-de-vegetacdo em Passo Fundo, Brasil, 2019.
Razao de segregacao

N° de resistentes: suscetiveis 2 2
linhas | Estadio N° de N° de X X Valor
DHs linhas linhas Razao | Calculado | Tabelado | gep

observadas | esperadas

56 Plantula 29:27 28:28 11 0.0714 3.841 0.789
Ao nivel de significancia de 5%

Até o0 ano de 2004, a variedade ‘BRS 194’ que foi amplamente cultivada,
apresentava resisténcia qualitativa (em nivel de plantula e planta adulta) a todas as racas
de P. triticina ocorrentes no Brasil e em outros paises da América do Sul (CHAVES et
al., 2006). Apesar de sua resisténcia em plantula ser mantida até hoje (para varios
isolados do pat6geno), o surgimento de uma nova raca no Brasil de P. triticina (MFP-
CT) em 2005, levou a quebra da resisténcia qualitativa, tornando-a suscetivel a

ferrugem-da-folha em condicdes de campo (CHAVES et al., 2009).
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4.1.2 Planta adulta

Nesse experimento, que também foi realizado na Embrapa Trigo, foi avaliada a
populacdo DH em conjunto com os parentais ‘“Toropi’ e ‘BRS 194’ na fase de planta
adulta em resposta a ragca MFP-CT (B56). MFP-CT ¢é avirulenta aos genes Lr2a, Lr2c,
Lr9, Lr10, Lr11, Lrl16, Lr18 e Lr21, e virulenta a Lrl, Lr3, Lr3ka, Lrl4a, Lrl4b, Lrl7,
Lr20, Lr23, Lr24, Lr26, Lr30 e Alondra, e foi escolhida para este ensaio por ter
superado a resisténcia qualitativa antes existente na variedade ‘BRS 194’ (CHAVES et
al., 2009). Dessa forma, sem a interferéncia da resisténcia de ‘BRS 194°, seria possivel
a identificacéo da resisténcia de planta adulta de Toropi na populagéo de estudo.

Durante o cultivo da populacdo DH, alguns genétipos apresentaram falhas na
germinacdo. Devido a esta limitacdo, o numero de plantas disponiveis para a
fenotipagem foi desuniforme. Contudo, as plantas cresceram saudaveis ao Serem
cultivadas em cémara de crescimento (16 horas/luz a +24 °C) e, na auséncia de
contaminagdo por patdgenos durante seu desenvolvimento, se mantiveram com boa
sanidade até o momento da inoculacdo. A inoculacdo foi realizada em dois momentos
distintos, uma vez que houve atraso no desenvolvimento de algumas plantas. Em razéo
disso, o primeiro grupo (de desenvolvimento mais avancado) foi inoculado depois de 55
dias de plantio, e, 0 segundo grupo, apés 62 dias da emergéncia das plantas.

Os resultados das avaliacdes de planta adulta em resposta a inoculacdo com a
raca MFP-CT sdo demonstrados na Tabela 3. O parental ‘Toropi’ respondeu ao indculo
de P. triticina com reag¢des do tipo “0;” (trés plantas com essa reagdo) € uma quarta
planta apresentou rea¢ao “0;1”, revelando, portanto, resisténcia (R) a raca MFP-CT
(Figura 23).

De maneira diferente de ‘Toropi’, o parental ‘BRS 194’ respondeu ao patdgeno
com tipos de infecgdo “3”, onde todas as plantas exibiram o mesmo padrao uredinial de

tamanho moderado sem clorose, caracterizando seu fenotipo suscetivel (S).
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Figura 23. Reacdo de suscetibilidade e de resisténcia de ‘BRS 194’

e “Toropi’, respectivamente,

a raca MFP-CT ap06s avaliacdo dos tipos de infec¢do. Embrapa Trigo, 2019.

Tabela 3. Reagdes da populagdio DH ‘Toropi’ x ‘BRS194’ em resposta a raca de Puccinia

triticina MFP-CT em estadio de planta adulta em casa-de-vegetacdo.

Genotipo Tipo de Infeccao Classificacao
BRS 194 8pl (3) S
Toropi | 301 (0:) 1pl (0:1 1PU) R
PF 113210 1pl (3) 2 pl (3-) 1 pl (23)) 3plS 1plRint.
PF 113239 | 2p1 (:12) 1pl (;123) 2pl (1) R *
PF 113240 | 351 (3) 1pl (34) S
PF 113242 | 35 (32) S
PF 113254 | g5 (3) S
PF 113265 | 4p] (3) 1pl (32) 1pl (;N1) 1pl () Segregando
PF 113272 | 451 (3) S
PF 113276 | op) (32) 4pl (3) 1pl (3+) S
PF 113290 | 4p (3) S
PF 113354 | 1pl (;N1) 2pl ;N13PU) 1pl (21;) 1pl (;1) 1pl (R *) 4pl (R)
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PF 113361

1pl (0;1) 1pl (0) 1pl (;12) 1pl (;13(1PV)) 1pl(;1)

R

PF 113438

1pl (21;3 na base) 1pl (21;) 1pl (;) 1pl (;13 na base)

3pI R 1pl (R)

PF 113439

1pl (32) 1pl (21;3PU) 3pl (3)

2pl (S) 1 pl Rint.

PF 113440

1pl (;12) 1pl (21;) 1pl(;1) 1pI(1;)

3pl (R) 1pl (R)

PF 113441 | 3| (3) 1pl (213PU) 3pl (S) 1pl R int.
PF 113442 | 9 p| (3) 1pl (2) 9pl (S) 1 pl R int.
PF 113479 | 3pI (21;3PU) 1pl (;12) R *

PF 113605 | 5 (3) S

PF 113610 | 3 | (21:3PU) R

PF 113611 *

3 pl (21;3PU) 1 pl (1;3PV)

PF 113642

1 pl(32) 1pl (23)

PF 123007

3pl (32)

PF 123008

8pl (3)

PF 123010

1pl (3+) 1pl (32) 1pl (3)

PF 123012

2pl (3)

PF 123014

4pl 3)

PF 123115

6 pl (3) 1pl (32)

PF 123018

6pl (3)

PF 123019

1pl (23;) 1pl (32;) na base

PF 123021

8pl (3)

PF 123022

6pl (3) 1pl (32)

PF 123023

1pl (21;3 na base) 1pl (;)

PF 123031

8pl (3)

PF 123032

4pl 3)

PF 123033

1pl (1;2) 3pl (21;) 4pl (21;3PV)

*

PF 123050

3pl (23;) 2pl(21;) 5pl (32)

* e 5pl R int.

PF 123111

1pl (1;3 na base) 2pl (21;3 na base) 1pl (32 na base)

PF 123112

5pl (3)

PF 123113

8pl (3)

PF 123114

5pl (3) 2pl (3+)

PF 123116

10pl (3)

PF 123121

4pl (21;) 3pl (;13PU) 1pl (;1) 1pl (21;3PU)

O VWLV IDD|IDTOLITDOOLIODOLOOOLG OB OBV OV|O|DO

PF 123123

3pl (3) 1pl (3;) 1pl (33-)

PF 123124

3pl (3)

PF 123126

opl (3)

PF 123127

1pl (3+) 3pl (3)

PF 123143

1pl ;) 4pl (3) 1pl (21;) 1pl (;1) 1pl (1)

egregando

PF 123145

1pl (32) 1pl (3) 1pl (33+)

0w nmiunwm
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Continuagéo...
PF 123149 1pl (3)

PF 123150 8pl (3)
PF 133005 4pl (3)

PF 133006 | 2 pi (213PU) 1 pl (21;3PU)
PF 133007 | 4 pI (21;3PU) 1pl (1;,23PU) R

PF 133010 | 1p) (213PU) 2pl (32) 1 pl(3) Segregando
PF 133011 | 55 (3) S
PF 143043 4pl (3)

PF 143046 1pl (3) 1pl(32) 1 pl(3)
PF 143055 1pl (21;)

PF 183101 3pl (3) 1pl (32)

PF 183111 | 4y (3)

PF 183114 | 5 (3)

PF 183115 2pl (3)

PF 183116 8pl (3)

PF 183118 1pl (3) 1pl (32)

PF 183119 | 55| (3) S

Pl: planta; Pu: pustula; N: mais necrose que o normal para o tipo de infeccdo em questao;
R: resistente; R * Toropi: resisténcia diferente de Toropi (nota mais alta que o parental Toropi);
S: suscetivel; Na base: pustulas na regido foliar proxima a inser¢do das folhas; Int:
Intermediério.

T 0 nmiwm

w

*

nmumunumiumvw|;owm

Em comparacdo com Toropi, a linhagem DH PF 113361 apresentou as reacdes
de resisténcia mais proximas (07, “0; 17, < 17, «; 127, *; 13”). Enquanto as demais
linhas DH resistentes apresentaram tipo de reacdo maior que ‘Toropi’. De acordo com a
literatura, este padrdo de resisténcia apresentado pelas linhagens (diferente de ‘Toropi’ e
‘BRS 194”), poderia ser decorrente de diversos mecanismos, tais como a
complementacdo de alelos aditivos, interacdes epistaticas de atributos parentais Unicos,
desmascaramento de alelos recessivos de um parental heterozigoto ou uma possivel
associacdo desses fatores, ocasionando entdo uma segregacdo transgressiva na
populacdo DH. Em outras palavras, a resisténcia observada poderia ser explicada pela
ocorréncia de trocas pelas quais 0os genomas de ambos 0s parentais geneticamente
divergentes poderiam ser embaralhados na recombinacdo genética (REYES, 2019).

Em relacdo a suscetibilidade, as linhas em geral seguiram o padrdo e tipo de

infeccdo de ‘BRS 194°, com variagdes sutis (como “32” e “3+). De um total de 65
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linhas DH da populacéo ‘Toropi’ x ‘BRS 194°, trés mostraram reagdes segregantes, as
quais ndo foram incluidas no teste estatistico, da mesma forma que no ensaio anterior
em plantula. Assim, do total de 62 linhas, 18 apresentaram-se resistentes e 44
suscetiveis. Com base nesses dados fenotipicos, foi dado segmento ao estudo genético
com o teste de aderéncia de Qui-Quadrado (x°), a fim de se estimar a heranca genética a
partir da distribuigdo das categorias “resistentes” e “suscetiveis”.

Conforme a comparacdo dos valores observados das duas categorias (18 R: 44
S) e valores esperados pelo teste de Qui-quadrado (15.5 R: 46.5 S), considerando-se o
total de 62 individuos, ndo houve diferenca significativa desses valores em relacdo ao
valor teorico (x°0.05 a 1 Grau de Liberdade = 3,841). Esses resultados (18 R: 44 S) se
ajustam a uma taxa de segregacdo de 1:3 (p = 0.4634) (Tabela 4), o que sugere que a
heranca da resisténcia de planta adulta de ‘Toropi’ a raga MFP-CT ¢é conferida por dois

genes complementares.

Tabela 4. Anélise de aderéncia do Qui-quadrado (x%) da taxa de segregacdo da populacdo DH
*Toropi’ X ‘BRS 194’ obtida em fase de planta adulta para a raca MFP-CT, Passo Fundo, Brasil.

Razao de segregacéo

N° de resistentes: suscetiveis 2 2
linhas | Estadio N° de N° de X X Valor de
DHs linhas linhas Razao | Calculado | Tabelado P

observadas | esperadas

62 planta 18: 44 15.5: 46.5 1:3 0.5376 3.8415 0.4634
adulta

Ao nivel de significancia de 5%

4.2 ldentificacdo da translocacdo 1BL.1RS

A partir do DNA genémico, numa concentracao final de 60 ng/pL, a mistura da
reacdo de PCR foi utilizada para a genotipagem com o marcador PE122. As amostras
foram submetidas a uma carga elétrica de 140 volts e os fragmentos foram observados
ap0s aproximadamente quatro minutos, no equipamento cassete portéatil de eletroforese.
Juntamente com todas as linhagens DH, foram genotipados os parentais usados nos
cruzamentos, e, adicionalmente, outras amostras de ‘BRS 194’ e de ‘Toropi’ originadas

de colecdo de sementes purificadas identificadas como “Colecdo Nuclear - CN”,
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fornecidas pela Embrapa Trigo. A leitura dos resultados foi feita por meio da detecgao
visual de bandas correspondentes as amplificacdes da translocacdo 1BL.1RS (Figura 24
e 25). Os cassetes de eletroforese foram entdo codificados obtendo-se uma matriz de
dados binérios (presenca ou auséncia) das bandas nos individuos. Assim, considerou-se
que na presenca das bandas hd a translocagdo 1BL.1RS, onde o braco curto do
cromossomo 1B de trigo é substituido pelo brago curto do cromossomo 1R de centeio
(MORENO-SEVILLA, 1995).

o =)
- (12]
~N ™~
o o
i i
i i
("5 L.
Q. a.

PF 113240
PF 113242
BRS 194
Toropi
Toropi CN
BRS 194 CN

Figura 24. Produtos da amplificacdo por PCR com primers especificos de PE122 da
translocacdo 1BL/1RS de centeio em trigo, nos parentais ‘BRS 194’ ¢ ‘BRS 194 Colecdo
Nuclear’; Auséncia de amplificagdo em ‘Toropi’ e ‘Toropi Colecdo Nuclear’; Os quatro
primeiros gendtipos (esquerda para direita) correspondem a linhagens da populacdo DH; M =
marcador de peso molecular (FlashGel™ DNA Marker, 100 bp — 4 kb, 500 pL Lonza ®).

O marcador PE122 reproduziu fragmentos entre 200 e 300 pares de bases, e esta
de acordo com o que foi reportado por Lee e Seo (2015). Assim sendo, em relacdo aos
parentais, as bandas referentes a translocacdo 1BL.1RS foram visualizadas nos
genotipos ‘BRS 194’ e ‘BRS 194 CN’. De maneira oposta, nas amostras de ‘Toropi’ e
‘Toropi CN’ ndo houve amplificacdo, o que aponta auséncia deste segmento
cromossdmico neste genotipo. A partir destes dados, foi possivel inferir a presenca dos
genes Sr31, Lr26, Yr9 e Pm8 em ‘BRS 194’ (presentes na translocacdo) e auséncia em
‘Toropi’. Dentre os individuos da populacdo DH, foi possivel observar amplificacdo em
26 linhagens, enquanto 39 delas demonstraram ndo possuir a translocacdo 1BL.1RS

(Figura 25). Esta proporcdo de segregacdo se ajustou ao modelo 1:1 (y* = 2.6; %
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tabelado = 3.841; valor de p= 0.1069), revelando assim que o segmento cromossomico

se distribui na populagéo conforme o modelo de segregagdo Mendeliana.
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PF 123150
PF 133005
PF 133006
PF 133007
PF 133010
PF 133011
PF 143043
PF 143046
PF 143055
PF 183101
PF 183111
PF 183114
PF 183115
PF 183116
PF 183118
PF 183119

Figura 25. Presenca e auséncia de produtos da amplificacio por PCR com primers
especificos de PE122 da translocacdo 1BL/1RS de centeio em trigo, nos individuos da
populacdo *Toropi’ x ‘BRS 194’; M = marcador de peso molecular (FlashGel™ DNA
Marker, 100 bp — 4 kb, 500 pL Lonza ®).

Os fragmentos ou cromossomos de espécies relacionadas, quando introduzidos
no trigo carregam consigo genes ‘‘estranhos”, que sdo capazes de expressar
caracteristicas de interesse no novo fundo genético. O braco 1RS carrega para 0 genoma

do trigo os genes Lr26/Sr31/Yr9/Pm8, que fornecem resisténcia a ferrugem-da-folha,
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ferrugem-do-colmo, ferrugem linear e oidio, respectivamente (HEUN; FRIEBE, 1990;
SINGH et al., 1990). Este é um indicio de que, devido a translocagdo presente em ‘BRS
194°, os genes Lr26/Sr31/Yr9/Pm8 estejam segregando na populacdo DH, originada de
‘Toropi’ x ‘BRS 194°.

Em razédo da resisténcia a multiplas doencas e outros beneficios agrondémicos, o
brago cromossdmico 1RS foi amplamente introduzido em programas de melhoramento
de trigo em todo o mundo durante as décadas de 1980 e 1990, adicionando Lr26 e Sr31
a muitas variedades de trigo (LAN et al. 2017; RABINOVICH 1998). Os gen6tipos
‘BR23’ e ‘CEP17’, que sdo pais da variedade ‘BRS194°, contém ‘Alondra Sib’ em seu
pedigree. Uma vez que ‘Alondra’ é um portador conhecido de Sr31, este é o provavel
doador de Sr31 em ‘BRS194°.

Desde as ultimas décadas ndo ocorrem epidemias graves de ferrugem-do-colmo
no Cone Sul da América Latina, principalmente devido a implantacdo de cultivares
resistentes, sendo Sr24 e Sr31 0s genes mais importantes que fornecem resisténcia no
germoplasma desta regido (GERMAN et al. 2007). Contudo, é bem conhecido que Sr31
é suscetivel a Ug99 (PRETORIUS et al. 2000). Esta raca altamente virulenta é capaz de
causar infeccdo em cultivares contendo apenas Sr31 e tem a capacidade de superar
muitos dos genes de resisténcia ja conhecidos (JIN et al. 2007), conforme relatado para
0 gene de resisténcia Sr24 (JIN et al. 2008 ). Muito embora esta raca ndo tenha sido
detectada na regido, devido a ameaca globalmente iminente, esforgos estdo sendo feitos

para produzir novas variedades de trigo com resisténcia a Ug99 e suas variantes.

4.3 Testes com P. triticina - Canada

Uma vez confirmado que ha a translocacdo no parental ‘BRS 194’ (que também
carrega 0 gene Lr26) e com o intuito de estudar a resisténcia de planta adulta a
ferrugem-da-folha nesta populacdo, este ensaio foi desenhado para detectar esta
resisténcia e assim verificar seu padrdo de heranca genética.

Para isso, foi conduzido o teste preliminar com os genotipos parentais (‘Toropi’
e ‘BRS 194°) em fase de plantula, utilizando-se os dez isolados virulentos ao Lr26
(CCDS 18-96-1, MCTN 18-213-1, TPBG 18-58-2, MCQH 18-210-1, MKJS 16-173-1,
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TFBJ 18-35-1, TFTS 16-99-2, FCPR 18-208-2, TCSQ 17-430-2 e MCPS 17-421-1).
Como estratégia, buscou-se entdo, atraves das reacGes resultantes de “Toropi’ e ‘BRS
194°, um isolado virulento a ambos os parentais. Dessa maneira, uma vez que 0S
parentais se mostraram totalmente suscetiveis em fase de plantula, ndo haveria
interferéncia de nenhum gene na identificacdo da resisténcia em fase de planta adulta.

A inoculagdo com os dez isolados selecionados levou a respostas variaveis entre
os parentais (Tabela 5), revelando caracteristicas tanto de suscetibilidade quanto de
resisténcia. Com base nesses resultados, o isolado escolhido e considerado mais
adequado para fenotipar a populacdo DH foi o CCDS 18-96-1 (virulento aos dois

parentais).

Tabela 5. ReacOes observadas nos parentais ‘Toropi’ e ‘BRS 194’ em fase de plantula aos
isolados selecionados virulentos a Lr26.

» Isolados

Genotipo

CCDS | MCTN | TPBG | MCQH | MKJS | TFBJ | TFTS | FCPR | TCSQ | MCPS
Lr26 Sem

3+ infeccéio 2+ 3 2+3 2+ 3 3 3 2+
Toropi

3+ 3 3+ 3 3+ 3+ 3+ 1; 3+ 3
BRS 194 Sem

33+ infeccdo 1; 13 1+ 2+1+ 1, : 1 1

O isolado CCDS 18-96-1 foi virulento para ‘Toropi’ e ‘BRS 194°, que
mostraram sintomas claros de uredinia de tamanho meédio a grande, sem clorose ou
necrose (Figura 26), condicdo que corresponde ao tipo de infecdo “33+ e 3+”. A partir
deste resultado foi dado segmento ao ensaio de fenotipagem da populacdo DH em

estagio de plantula e planta adulta, os quais sdo discutidos a seguir.
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TCSQ 17 430-2 MCQH 18210-1 TFBJ1835-1 MKJS16173-1 TPBG 18 58-2

BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi j BRS 194 Toropi

FCPR18208-2 CCDS 18 96-1 TFTS 16 99-2 MCPS17-421-1 MCTN 18-213-1

BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi BRS 194 Toropi

Figura 26. Sintomas distintos (resisténcia e suscetibilidade) entre os ‘Toropi’ e ‘BRS 194’ em
resposta aos nove isolados de Puccinia triticina MCTN 18-213-1, TPBG 18-58-2, MCQH 18-
210-1, MKJS 16-173-1, TFBJ 18-35-1, TFTS 16-99-2, FCPR 18-208-2, TCSQ 17-430-2 e
MCPS 17-421-1; Pustulas de suscetibilidade tipo 3+ (‘Toropi’) e 33+ (‘BRS 194”) em rea¢do ao
isolado CCDS 18-96-1 em fase de plantula. Morden Research and Development Centre, 2020.
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43.1 Plantula

Em fase de plantula, quando todos os genotipos da populacdo apresentavam
folha completamente emergida, foi feita a inoculacdo com CCDS 18-96-1. As plantulas
foram monitoradas até que foram avaliadas as rea¢des no 13° dia apés a inocula¢do. As
notas de tipo de infeccdo de ferrugem-da-folha e as respectivas classificagdes estdo
apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Notas correspondentes ao tipo de infeccdo e classificacdo em resposta ao isolado de
ferrugem-da-folha CCDS 18-96-1 quando inoculados nos parentais e na popula¢do DH.

Genotipo Tipo de infeccéo Classificacdo
BRS 194 3+ S
Toropi 3+ S
PF 113210 1 R
PF 113239 3 S
PF 113240 3 S
PF 113242 32+ S
PF 113254 3+ S
PF 113265 3 S
PF 113272 3 S
PF 113276 3 S
PF 113290 3 S
PF 113354 1 R
PF 113361 1; R
PF 113438 3+ S
PF 113439 3+ S
PF 113440 3 S
PF 113441 2pl(3) 1pl(;1) Segregando
PF 113442 3 S
PF 113479 3 S
PF 113605 1 R
PF 113610 3 S
PF 113611 3+ S
PF 113642 ot R
PF 123007 3 S
PF 123008 3 S
PF 123010 3 S
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Continuagéo...

PF 123012

3+ S
PF 123014 3+ S
PF 123115 3+ S
PF 123018 3 S
PF 123019 3 S
PF 123021 3 S
PF 123022 3 S
PF 123023 3 S
PF 123031 1+ R
PF 123032 3+ S
PF 123033 3+ S
PF 123050 3+ S
PF 123111 3 S
PF 123112 3 S
PF 123113 3 S
PF 123114 32+ S
PF 123116 32+ S
PF 123121 3 S
PF 123123 1 R
PF 123124 3+ S
PF 123126 3+ S
PF 123127 3 S
PF 123143 243 S
PF 123145 3 S
PF 123149 1 R
PF 123150 3+ S
PF 133005 3 S
PF 133006 3 S
PF 133007 304 S
PF 133010 3 S
PF 133011 3+ S
PF 143043 3 S
PF 143046 1pl(3)1pl() Segregando
PF 143055 1pl(3)1pl(1) Segregando
PF 183101 3+ S
PF 183111 3+ S
PF 183114 3+ S
PF 183115 1pl(3)1pl(;1) Segregando
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PF 183116 3 S
PF 183118 3 S
PF 183119 3 S

Pl: planta; R: resistente; S: suscetivel.

Considerando o total de 65 linhagens, 53 delas foram suscetiveis, 8 resistentes e
4 apresentaram respostas segregantes. As linhagens identificadas como “segregantes”
ndo foram as mesmas que segregaram nas fenotipagens anteriores com MCJ-HN (B35)
e MFP-CT (B56). Ainda, neste ensaio com CCDS em fase de plantula, a leitura das
reacdes (Figura 27 a/b) gerou resultados divergentes daqueles que eram esperados. Isto
é, pelo fato de ‘Toropi’ e ‘BRS 194 serem claramente suscetiveis (3+), esperava-se que
todas as linhagens DH (oriundas deste cruzamento e totalmente homozigotas) seguissem
0 mesmo padrdo de resposta fenotipica que os parentais (3+) frente ao isolado. No

entanto, oito linhagens apresentaram reacdo de resisténcia.

BRS 194
Thatcher
PF 113210
PF 113239
PF 113242
PF 113254
PF 113265
PF 113272
PF 113276
PF 113290
PF 113361
PF 113438
: PF 113439

Toropi
Lr26
B PF 113354

S PF 113240

Figura 27a. Reagdo da populagdo DH ‘Toropi’ x ‘BRS 194°, ‘BRS 194°, ‘Toropi’, ‘Lr26’ e
‘Thatcher’ ao isolado de Puccinia triticina CCDS em fase de plantula; * gendtipos com
caracteristica segregante. Morden Research and Development Centre, 2020.
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Figura 27b. Reacdo da populacdo DH ‘Toropi’ x ‘BRS 194°, ‘BRS 194°, “Toropi’, ‘Lr26° e
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‘Thatcher’ ao isolado de Puccinia triticina CCDS em fase de plantula; * gendtipos com

caracteristica segregante. Morden Research and Development Centre, 2020.
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432 Planta adulta

Apos o teste de plantula, o mesmo material foi utilizado para o ensaio em fase de
planta adulta. As plantulas, que foram entdo transferidas para vasos maiores, se
desenvolveram com boa sanidade em camara de crescimento na condic¢do de 18 °C/16
horas de luz e 16 °C/8 horas de escuro, onde foram mantidas por 22 dias.

Por motivos externos e adversos a este trabalho (pandemia Covid-19), o acesso
ao centro de pesquisa Morden Research and Development Centre foi dificultado,
impedindo a conducdo dos proximos ensaios da forma originalmente planejada. Isto
posto, foi necessaria a alteracdo da temperatura para 14 °C dia e 12 °C noite, com 0
objetivo de retardar o desenvolvimento das plantas (Figura 28). Assim, a populacéo e os
parentais permaneceram na camara de crescimento nessas condigdes por 41 dias, até
que 0 acesso a casa-de-vegetacao fosse novamente permitido e que as plantas pudessem
ser inoculadas.

Figura 28. Populacdo em fase de plana adulta, sob condig(”)'es controladas em camara de
crescimento. Morden Research and Development Centre, 2020.
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O mesmo isolado CCDS 18-96-1 foi multiplicado e coletado na variedade
suscetivel ‘Thatcher’. Mesmo com a redugdo da temperatura para o desenvolvimento
mais lento das plantas, o indculo foi pulverizado durante os estadios 45 e 50 da escala
Zadoks (ZADOKS et al., 1974), encontrando-se com 121 dias (ap6s o plantio) no
momento da inoculacdo. Ao 14° dia apds a inoculacdo, foi realizada a leitura das
reacOes, que estd demonstrada na Tabela 7. Neste momento, algumas das plantas
comegavam a iniciar a fase de maturacgéo, e, por isso algumas das folhas apresentavam

aspecto amarelado caracteristico.

Tabela 7. Avaliacdo fenotipica de ‘Toropi’ x ‘BRS 194’ em resposta ao isolado de ferrugem-da-
folha CCDS em estadio de planta adulta, apds desenvolvimento dos sintomas sob condi¢des
controladas em casa-de-vegetagao.

Genotipo Tipo de infeccéo Classificacdo
BRS 194 3 S
Toropi 1- R
PF 113210 0 R
PF 113239 1. R
PF 113240 3 S
PF 113242 3+ S
PF 113254 23 (3 1Pu) S
PF 113265 3 S
PF 113272 3 S
PF 113276 3 S
PF 113290 3 S
PF 113354 0/1- R
PF 113361 1- R
PF 113438 1- R
PF 113439 1-3/3 Segregando
PF 113440 3 S
PF 113441 3+ (1- 1PU) S
PF 113442 3 S
PF 113479 1- R
PF 113605 1- (poucas) R
PF 113610 3 S
PF 113611 3 S
PF 113642 ; R
PF 123007 3 S
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PF 123008

3- S
PF 123010 3/1- Segregando
PF 123012 1- R
PF 123014 3/23 S
PF 123115 1-/3 Segregando
PF 123018 3 S
PF 123019 3+ S
PF 123021 3 S
PF 123022 23 S
PF 123023 3/23 S
PF 123031 0 R
PF 123032 3/1-3 Segregando
PF 123033 3 S
PF 123050 3 S
PF 123111 3+ (1- 1 Pu) S
PF 123112 2- (3 1Pu) R
PF 123113 3 S
PF 123114 23 S
PF 123116 3 S
PF 123121 1- R
PF 123123 0 R
PF 123124 3 S
PF 123126 23 S
PF 123127 3+ S
PF 123143 3+ S
PF 123145 3+ S
PF 123149 0 R
PF 123150 3+ S
PF 133005 3+ S
PF 133006 3. S
PF 133007 2- (3 1Pu) R
PF 133010 23 S
PF 133011 2 (31Pu) R
PF 143043 3+ S
PF 143046 1-/3 Segregando
PF 143055 3/1- Segregando
PF 183101 3 S
PF 183111 3 S
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PF 183114 3+ S
PF 183115 3+ S
PF 183116 3+ S
PF 183118 3+ S
PF 183119 3 S

Pu: pastula; R: resistente; S: suscetivel.

Os resultados demonstraram que quando inoculado em planta adulta, ‘BRS 194°
manteve-se suscetivel ao isolado CCDS, apresentando infec¢des do tipo “3”. Ja
‘Toropi’, que frente ao isolado CCDS em fase de plantula se apresentava bastante
suscetivel, reagiu a0 mesmo isolado com reagdo do tipo “1-”, expressando um tipo de
infecgdo baixo, assim como observado frente a raca brasileira MFP-CT. Ao analisar as
respostas da populacdo (total de 65 individuos), um total de 59 linhagens foi
considerado, onde se observou 16 resistentes (R) e 43 suscetiveis (S) em reacdo ao
isolado CCDS, em fase de planta adulta. Do total de 65 individuos, 6 linhagens
manifestaram plantas com reagdes divergentes, e, devido a esta caracteristica segregante
ndo foram incluidas nas anélises desses dados.

De modo geral, é possivel verificar que nos trés experimentos de fenotipagens
houve segregacdo em linhagens DH da populacdo ‘Toropi’ x ‘BRS 194°. Esta
segregacdo, por sua vez, ndo necessariamente corresponde aos mesmos gendtipos de um
ensaio para outro. Como mencionado anteriormente, este padrdo de respostas obtidos
neste trabalho é divergente do comportamento esperado em uma populacdo DH, que,
devido a sua natureza, espera-se que os individuos possuam a condicdo de total
homozigose. Apesar disso, de acordo com os dados fenotipicos obtidos neste ensaio e
com base no nimero de individuos resistentes e suscetiveis, foi realizado o estudo
genético com o teste de aderéncia de Qui-quadrado, estimando-se assim o padrdo de
heranca genética. A taxa dos valores observados (16 R: 43 S) foi confrontada com a dos
valores esperados (14.75: 44.25) (Tabela 8), e, ao considerar o total de 59 linhagens, o
teste estatistico ndo detectou diferenca significativa desses valores (x20.05 a 1 Grau de
Liberdade = 3,841). A ndo significancia implica na adequacao dos numeros (resistentes
e suscetiveis) ao modelo de taxa de segregacdo de 1:3 (p = 0.707), o que indica a adesdo

a este modelo mendeliano de heranca genética.
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Tabela 8. Propor¢do de segregacdo e analise genética da populacdo DH em estadio de planta
adulta frente o isolado CCDS, Morden, Canada.

Razdo de segregacao

N° de resistentes: suscetiveis 2 2

linhas | Estadio N° de N° de linhas X 4 Valor

DHs linhas esperadas | Razao | Calculado | Tabelado | ge
observadas

59 planta 16:43 14.75:44.25 1:3 0.1412 3.8415 0.707
adulta

Ao nivel de significancia de 5%

Mesmo havendo incoeréncia ao observado (a presenca de individuos segregantes
em uma populacdo DH), e verificando a disparidade de genotipos nessa condicdo em
relacdo aos diferentes isolados (onde cada um dos ensaios revelou linhagens diferentes/
desiguais com essa caracteristica), os resultados estatisticos deste ensaio (com o isolado
CCDS) séo consistentes ao que foi constatado no teste para a raca MFP-CT.

Alguns genes de RPA sé@o de amplo espectro e conferem resisténcia a uma ampla
gama de isolados de P. triticina. E o caso do gene Lr34, que faz parte do complexo
génico Lr34/Yr18/Sr57/Pm38/Ltnl que confere resisténcia a multiplos patégenos. Lr34
fornece resisténcia parcial aparente apenas em fase de planta adulta (RINALDO et al.,
2017), a qual permanece duravel para todas as racas do patdgeno por muitas décadas
(DYCK et al., 1966; KOLMER et al., 2008).

Grande parte das cultivares com resisténcia duravel a ferrugem-da-folha tem
como origem a Argentina, Brasil e Uruguali, e, suspeita-se que pelo menos uma parte da
resisténcia nestas cultivares € comum. Muitas delas compartilham um pouco da
resisténcia da variedade brasileira ‘Frontana’, que € portadora do Lr34 (BARCELLOS
et al, 2000). Embora ‘Toropi’ seja descendente de ‘Frontana’ (Frontana
1971.37/Quaderna A//Petiblanco 8), testes genotipicos confirmaram a auséncia de alelos
de Lr34 na variedade ‘Toropi’ (BARCELLOS et a., 2000; MELLERS et al., 2020),
indicando que a variedade brasileira ndo é portadora desse gene.

No presente trabalho, ao realizar o teste para heranca genética com as racas
MFP-CT e CCDS, houve ajuste a proporcdo 1:3 em ambas as situacfes. Teoricamente,
esses resultados sugerem que a resisténcia genética observada em ‘Toropi’ seja

comandada por dois genes complementares, no entanto, esses dados devem ser
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observados com cautela. A resisténcia de planta adulta de ‘Toropi’ é considerada
complexa por muitos autores, e, ao longo dos trabalhos realizados pela literatura, uma
diversidade de resultados é apresentada. Neste contexto, determinar uma proporgao
mendeliana simples para ‘Toropi’, tomando-se como base apenas o tipo de infecgéo,
pode ser uma assercao equivocada.

Estudos realizados por Barcellos et al. (2000) identificaram dois genes
recessivos complementares em uma sele¢do denominada ’Toropi-6’, porém,
diferentemente do presente trabalho, este resultado foi encontrado em uma populacéo
F2 onde as plantas foram avaliadas com base na severidade (porcentagem de area foliar
com pustulas e clorose ou necrose), ajustando-se a uma taxa de segregacao de 7: 9.
Posteriormente, foi verificado que estes genes recessivos localizam-se nos cromossomos
1AS e 4DS (DA-SILVA et al., 2012).

Em trabalho subsequente, uma populacdo DH derivada de ‘Toropi-6° e
‘Thatcher’ também foi avaliada quanto a severidade, e, verificou-se que a resisténcia de
“Toropi” expressa no Canada e no Brasil seguiram 0 mesmo modelo de 1: 3, revelando
dois genes complementares de planta adulta (ROSA et al., 2016).

O mesmo estudo realizado por Rosa et al. (2016), com ensaios na Nova Zelandia
revelou ainda dois genes complementares mais um gene nao complementar (5 R: 3 S).
Esses dois genes complementares foram eficazes em todos os locais, enquanto o gene
raca-especifico conferiu resisténcia apenas na Nova Zelandia a raca avirulenta BBBD
(ROSA et al., 2016). Alem disso, em “Toropi’ foi identificado um QTL associado a
resisténcia a ferrugem-da-folha (QLr.crc-5AL.1) no cromossomo 5AL, que se sobrep6s
a um QTL para ferrugem linear (QStr.crc-5AL.1) (ROSA, 2013). Adicionalmente, em
um mapeamento mais recente, foi revelado que a resisténcia a ferrugem da folha de
planta adulta de “Toropi’ se deve a muitos QTLs (ROSA et al., 2019).

Controversamente, Kolmer et al. (2018) ao estudarem uma populacdo de
retrocruzamento derivada de ‘Toropi’ (selecdo P1 344200) reportaram um gene de RPA
no cromossomo 5DS, que foi designado como Lr78. No mesmo trabalho, os autores
também identificaram trés QTLs de pequeno efeito no cromossomo 1BL (Lr46/Yr29),

3BL, 4BS em outra populacdo recombinante originada de ‘Toropi’.

Monica Bossardi Coelho 94



Como é possivel observar, no que se trata da resisténcia genética de ‘Toropi’, 0s
resultados reportados pela literatura séo diversos e discordam entre si. Kolmer et al.,
(2018) acreditam que provavelmente ‘Toropi’ € heterogéneo e, nesse contexto,
diferentes selecGes da variedade foram utilizadas. Além disso, 0s mesmos autores
levantam a possibilidade de que talvez todo o gen6tipo resistente a ferrugem-da-folha de
Toropi ndo tenha sido avaliado no estudo por eles realizado, pois apenas duas linhagens
de retrocruzamento com resisténcia de planta adulta foram utilizadas como parentais.

Rosa et al. (2019) concordam que a pureza genética de ‘Toropi’ tem sido
questionada, uma vez que essa variedade vem sendo estudada por grupos diversos ao
redor do mundo, e, portanto, suas sementes tém passado por muitas méaos. A exemplo
disso, além das selecdes de ‘Toropi’ denominadas ’Toropi-6’, ‘Toropi-6.3” (também
oriunda de Toropi-6) e Toropi-6.4’ e ‘Pl 344200’ estudadas por Barcellos et al. (2000),
Rosa et al. (2016) e Kolmer et al. (2018), respectivamente, também vem sendo estudada
a selegdo “Toropi-Ur’ originada do aumento de sementes no Uruguai. Essa rotatividade
de materiais indicaria que niveis significativos de diversidade genética residual podem
existir em qualquer lote de sementes de qualquer variedade de trigo (que € uma espécie
endogamica homozigotica) e isso facilitaria a divergéncia genética dentro da variedade

durante os procedimentos padréo de multiplicacdo de sementes (ROSA et al., 2019).

4.4  Testes com P. graminis em plantula

Os testes com P. graminis foram conduzidos no centro de pesquisa Morden
Research and Development Centre (Canadd). Em razdo da limitacdo do numero de
sementes, 0 planejamento destes ensaios foi voltado aos testes preliminares com o0s
parentais para posterior fenotipagem da populacdo DH. Contudo, devido a fatores
adversos durante a realizacdo dos experimentos (Pandemia Covid-19), a fenotipagem da
populacdo ndo pode ser conduzida.

Conforme foi demonstrado anteriormente neste trabalho, ‘BRS 194’ possui a
translocacdo 1BL.1RS, o que leva ao entendimento que esta variedade carrega Sr31,
gene que foi amplamente implantado para resisténcia a ferrugem-do-colmo. Nessa

perspectiva, sabendo-se que a raca Ug99 possui como caracteristica a viruléncia para
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Sr31 (PRETORIUS et al., 2000), decidiu-se fenotipar os parentais ‘Toropi’ e ‘BRS 194°
para Ug99.

Para este experimento em especifico, por se tratar de isolado altamente virulento
e ainda restrito a poucas regides geogréficas, os ensaios foram feitos no laboratorio de
biocontencéo de nivel 3 (Morden Research and Development Centre - Canada). Neste
local, “Toropi’ e ‘BRS 194° foram semeados, inoculados e avaliados em fase de plantula
para o isolado Ug99 (TTKSK). Em resposta a inoculagdo com Ug99 em condicbes
controladas, distintas reacdes foram observadas nos parentais. ‘Toropi’ desenvolveu
sintomas claros de suscetibilidade, com tipos de infec¢ao “34” apresentando pustulas
grandes em formato anguloso de diamante. Diferentemente de ‘Toropi’, 0 gendtipo
‘BRS 194 reagiu ao in6culo TTKSK sem evidéncia de qualquer sintomatologia em
suas folhas, revelando assim sua resisténcia do tipo imune.

Um namero bastante limitado de genes reage a este isolado com resposta “0”,
como foi verificado em ‘BRS 194°. Dentre os genes que conferem uma resposta imune

(IT = 0) de resisténcia ao isolado TTKSK em fase de plantula, esta o Sr36 (Tabela 9).

Tabela 9. Genes de resisténcia efetivos a Ug99 (TTKSK) em fase de plantula ou planta adulta e
seus respectivos tipos de infecgéo.

Genes efetivos Tipo de infeccdo Referéncia
Sr28 ;13 Jinetal., 2007
Sr29 2a3 Jinetal., 2007

SrTmp 2+ Olivera et al., 2012
Sr13 2a2+ Jinetal., 2007
Sr22 lal; Jinetal., 2007
Sr35 , Jinetal., 2007
Sr36 0 Oliveraet al., 2012
Sr37 ;1- Jinet al., 2007
Sr32 lal+ Jinet al., 2007
Sr39 1 Jinet al., 2007
Sr33 2,2+a3 Jinet al., 2007
Sr45 0; http://www.globalrust.org/gene/sr45
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Sr40 1 Jinet al., 2007
Sr24 2- Olivera et al., 2012
Sr25 2a2+ Jinetal., 2007
Sr26 1 Jinetal., 2007
Sr43 2- Xu, et al., 2009
Sr44 1+ Jinet al., 2007
Sr27 ; Jinetal., 2007

Assim sendo, para verificar tal condicdo, decidiu-se testar os parentais

novamente para novas ragas virulentas e avirulentas ao Sr36 e adicionar ao plantio a

linha diferencial Sr36. O intuito desses novos testes foi comparar as reacdes de ‘BRS

194’ com a linha diferencial Sr36, para verificar se as respostas entre ambos seriam

idénticas. Os resultados obtidos para ‘BRS 194°, Sr36 e ‘Toropi’ frente aos isolados
TPMK, TMRT, RHTS (virulentas ao Sr36) e MCCF, QTHJF e RTHJ (avirulentos ao

Sr36) estédo apresentados na tabela 10.

Tabela 10. Reacdes dos parentais e da linha diferencial Sr36 quando inoculados (Pgt) em fase
de plantula aos isolados virulentos e avirulentos ao gene Sr36, em casa-de-vegetacdo, Morden,

Canada.

Isolado Toropi BRS 194 Sr36
TPMK* 33+1 1 34
TMRT* 3+ 0 4
RHTS* 1 0; 33+
MCCF** 1- 0 0

QTHJIF** 1- 0 0
RTHJ** 1- 0 0

* viruléncia ao Sr36
** aviruléncia ao Sr36

O parental ‘BRS 194’

apresentou respostas idénticas a linha diferencial Sr36

quando inoculados com os isolados avirulentos MCCF, QTHJF e RTHJ (Tabela 10).
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Estes dados apontam que ambos tém o mesmo grau de resisténcia a todos os trés
isolados e sugerem a presenca de Sr36 em ‘BRS 194°.

No entanto, mesmo havendo o pareamento das reacdes (de ‘BRS 194’ com a
linha diferencial Sr36) frente aos isolados avirulentos ao Sr36, esta concordancia néo foi
observada para os demais isolados, virulentos ao Sr36 (TPMK, TMRT e RHTS). Nesse
caso, diferentemente da linha diferencial Sr36 que mostrou alta suscetibilidade, ‘BRS
194’ revelou reagdes claras de resisténcia com tipos de infecgdo “1”, “0” e “0;” aos
isolados TPMK, TMRT e RHTS, respectivamente (Tabela 10 e Figura 29). Em
conjunto, esses dados sugerem que o gene Sr36 provavelmente esta presente em ‘BRS
194°, porém, que a aviruléncia de TPMK, TMRT e RHTS é controlada por outro gene
de resisténcia de plantula, diferente de Sr36.

No que se refere a variedade ‘BRS 194°, Costamilan et al. (2016) demonstraram
gue a mesma possui resisténcia a oidio em estadio de plantula. No entanto, estudos
disponiveis pela literatura envolvendo sua genética de resisténcia as ferrugens sdo
incomuns, e, se tornaram ainda mais escassos ap0s a quebra da resisténcia de planta
adulta de ‘BRS 194’ & P. triticina (isolado MFP-CT).

Ha registros que no ano de 2005, no campo experimental do Kenya Agricultural
Research Institute (no Quénia), foi testada a reacdo da variedade ‘BRS 194’ a raga
Ug99, sob condicBes naturais de infec¢do. Este ensaio preliminar realizado juntamente
com outros genotipos brasileiros de trigo indicou que em condicdes de campo, ‘BRS
194’ mostrou resisténcia a Ug99 (CHAVES et al.,, 2006). Mas, até onde se tem
conhecimento, a resisténcia de plantula de ‘BRS 194’ a Ug99 até entdo ndo havia sido
explorada em maiores detalhes.

Dentro da diversidade de racas de P. graminis, Ug99 é a mais devastadora.
Enquanto a perda de grdos por epidemias de ferrugem-do-colmo pode chegar
geralmente a 50%, para infeccdes causadas por variantes da Ug99, pode alcancar até
90% (EJAZ et al., 2012). Esta raca, que foi inicialmente detectada em Uganda, hoje
ameaca mundialmente a producdo global de trigo. Assim, a medida que novas racas
virulentas surgem e se dispersam (especialmente variantes de Ug99), mais do que
nunca, o conhecimento de genes de resisténcia no germoplasma disponivel é importante
para os melhoristas de trigo (PURNHAUSER et al., 2011). Diante deste panorama, a
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descoberta da resisténcia de ‘BRS 194’ neste trabalho é promissora e digna de ser
aprofundada.

Interessantemente, ‘Toropi’, que havia se apresentado altamente suscetivel a
Ug99 (TTKSK), revelou resisténcia de plantula aos isolados MCCF, QTHJF, RTHJ,
RHTS. Apenas dois isolados (TPMK e TMRT) foram virulentos em ‘Toropi’, e mesmo
sendo suscetivel a TPMK (33+), também respondeu a este isolado com algumas poucas

reagoes do tipo “1” (Figura 29).
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Figura 29. Sintomatologia de ‘BRS 194’ e ‘Toropi’ frente a ferrugem-do-colmo em fase de
plantula. Acima: TPMK, TMRT e RHTS (virulentos ao Sr36); Abaixo: MCCF, QTHJF e RTHJ
(avirulentos ao Sr36). Morden Research and Development Centre, 2020.
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Em termos de ferrugem-da-folha, a resisténcia de ‘Toropi’ € considerada
diferente de outras fontes de resisténcia duravel e por isso tem sido extensivamente
estudada. Novas perspectivas demonstram que sua resisténcia ndo se limita apenas a
ferrugem-da-folha. Recentemente, trés QTLs para resisténcia a ferrugem linear
(QYr.crc-1BL, QYr.crc-4BL e QYr.crc-5AL) foram identificados em ‘Toropi-6.4". Tal
como acontece com QLr.crc-1BL, QYr.crc-1BL foi localizado na regido do brago longo
do cromossomo 1A, onde o locus de multipla resisténcia Lr46/Yr29 estd localizado
(ROSA et al., 2019).

Por consequéncia, Lr46 e Yr29 fazem parte do complexo génico
(Lrd6/Yr29/Sr58/Pm39/Ltn2) que também carrega resisténcia de amplo espectro a mais
dois patdgenos flangicos biotroficos, como P. graminis f. sp. tritici (Sr58), e Blumeria
graminis f. sp. tritici (Pm39) (HERRERA-FOESSEL et al., 2014).

As recentes descobertas envolvendo ‘Toropi’ demonstram a complexidade
genética da sua resisténcia a doengas, que, no aspecto de ferrugens em geral, ainda ha
muitas lacunas a serem exploradas. Isto é, de acordo com os resultados obtidos para
‘Toropi’, nesta variedade também esta envolvida a resisténcia genética a P. graminis em
nivel de plantula.

Levando em consideracdo a chave de cddigo de letras norte americana que
confere a nomenclatura das racas de P. graminis, é possivel hipotetizar genes que

poderiam estar envolvidos em “Toropi’ na resisténcia aos isolados testados (Tabela 11).

Tabela 11. Tipos de infeccdo de linhas diferenciais (genes) resistentes a RHTS, MCCF, QTHJF,
RTHJ utilizados em patotipagem de Puccinia graminis f. sp. tritici. Adaptado de Fetch et al.
(2009).

GENE Tipo de infeccéo Origem
Sr9e 1-a2- Vernstein
Sr7b 2 ISr7b-Ra; Hope/Chinese Spring
Srll ;a2- Yalta
Sr6 0; ISr6-Ra; Red Egyptian/Chinese Spring
Sr8a 2-a?2 Mentana
Sr36 ;0 W2691/SrTt-1 (Cl 12632)
Sr9b 2 Prelude*4/2/Marquis*6/Kenya 1172
Sr30 1-a2 Festiguay
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Sr9a 1-a2- ISr9a-Ra Red Egyptian/Chinese Spring
Srad 1-al ISr9d-Ra Hope/Chinese Spring

SrTmp 2- Triumph 64 (Cl 13679)/Chinese Spring
Sr24 1-a2 Little Club/Agent (Cl 13523)
Sr3l 1-a2 Federation*4/ Kavkaz

Baseado nas respostas dos conjuntos de linhas diferenciais (cada uma contendo
um gene em especifico), o isolado RHTS é avirulento ao gene Sr9, Srll, Sr8a e
SrTmp, MCCEF é avirulento a Sr21, Sr9e, Sr11, Sr6, Sr8a, Sr36, Srob, Sr30, Sr9a e Sr9d,
enquanto que o isolado QTHJF é avirulento para Sr9e, Sr7b, Sr36, Sr30, Sr9a, SrTmp,
Sr24, e Sr31, e, RTHJ avirulento para Sr9e, Sr36, Sr30, Sr9a e SrTmp. Diante desse
ponto de vista, verifica-se que todos os quatro isolados sdo avirulentos ao gene Sr9e.
Nota-se que Sr9e apresentou tipo de infeccdo idéntico ao de ‘Toropi’ para RHTS (1),
QTHJF (1-) e RTHJ (1-), e, no caso de MCCEF, as rea¢des foram muito similares (Sr9
“1-“e ‘Toropi’ “;1-”) (Tabela 12).

Segundo Dubin et al. (1989), se a linha monogénica para um determinado gene
conhecido e a variedade /linhagem apresentam o mesmo padrdo, quanto ao tipo de
infeccdo, alto (suscetibilidade) e baixo (resisténcia), com uma série de isolados, esta
variedade € entdo portadora do gene e postula-se a presenca do mesmo. Isso demonstra,
gue 0 gene em questdo, presente em ‘Toropi’, pode ser 0 Sr9e.

Neste trabalho, contudo, essa associacdo ndo é determinante, ja que o nimero de
isolados testados de ferrugem-do-colmo é limitado. Até hoje, mais de 70 genes de
resisténcia a ferrugem-do-colmo ja foram caracterizados em trigo (AOUN et al., 2019),
e continuam sendo descobertos. Portanto, é indicado testar diversos isolados abrangendo
uma maior variabilidade de reacGes para identificar se a resisténcia envolve um gene
conhecido ou ndo. Além disso, juntamente com a fenotipagem, o uso de marcadores
moleculares ja validados associados aos genes de resisténcia frente a ferrugem-do-

colmo pode confirmar se o gene envolvido ja foi caracterizado com base no genotipo.
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Tabela 12. Respostas fenotipicas obtidas para os parentais da populacdo DH em comparacdo
com as linhas monogénicas para os isolados de Puccinia graminis testados. Morden Research
and Development Centre, Canada, 2020.

Genotipo TPMK TMRT RHTS MCCF QTHJIF RTHJ
Toropi 33+ 1 3+ 1 11- 1- 1-

BRS194 1 0 0; 0 0 0

Tmp 4 4 22+ 4 11+ 22+
Sr24 12- 1 1 1- 1- 1

Sr3l 1- 1- 1- 1- 1- 1

Sr38 1- 34 1 1- 2 0;

McN 4 4 34 4 4 4
Sr5 4 4 3- 34 34 4

Sr2l 34 4 3-3 2 33+ 34

Sr9 34 4 1 1- 1- 1-

Sr7b 34 4 33+ 4 22+ 4

Srll 4 4 1- 1- 4 4
Sré 0; ;1- 3 0 34 4

Sr8a 34 1 1 1 34 34

Sr9g 4 4 34 4 4 4

Sr36 34 4 33+ 0 0 0

Srob 22+ 3+4 4 1 4 34

Sr30 2-2 11+ 33- 31 1- 1

Srl7 4 4 3+ 4 34 34

Sr9a 2- 4 34 1 22+ 2+3-
Srad 34 4 3- 1 34 4

Sr10 4 4 33+ 34 33- 4
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4.5 Identificacdo do Sr36

Os parentais e a populagdo DH foram testados usando o marcador
microssatélites STM773-2 a fim de detectar a presenca de Sr36. O marcador produziu
fragmentos de aproximadamente 155 bp, o que esta de acordo com o que foi reportado
por Tsilo et al. (2008). Assim, a genotipagem dos parentais e da populagéo foi realizada
a partir do padrdo de bandas geradas. Com a interpretacdo visual, os dados (bandas)
foram codificados conforme descrito a seguir: “R” (resistente) quando presente o alelo
associado a Sr36 na regido de 155 pb; “S” (suscetivel) quando presente o suscetivel e
eventualmente, “HET” (heterozigoto) quando presente ambos 0s alelos.

Os dados polimorficos gerados nesta genotipagem revelaram que ‘BRS 194’
reproduziu fragmentos na regido de 155 pares de bases, apresentando banda “R”
correspondente ao gene Sr36. Por outro lado, ‘Toropi’ apresentou banda “S”, apontando
pela auséncia de Sr36. Estes dados sustentam os fenotipos observados nos ensaios com
P. graminis, onde foi demonstrado que ‘BRS 194’ e a isolinha Sr36 possuem graus de
resisténcia idénticos quando comparados entre si em resposta aos isolados MCCF,
QTHJF e RTHJ (Tabela 10). O comparativo da analise molecular com os dados obtidos
em casa-de-vegetacao confirma que esta resisténcia observada em ‘BRS 194 se deve ao
gene Sr36. Além disso, a variedade ‘Arthur 71°, que é conhecida por possuir o Sr36, é
um pai de ambos ‘CEP14’ e ‘CEP17’, presentes do pedigree de ‘BRS194’, sendo o
provavel doador de Sr36.

O gene Sr36 ¢ valioso por conferir uma reacdo de imunidade as racas de Ug99
TTKSK e TTKST durante os estagios de plantula e planta adulta (JIN et al., 2008; JIN
et al., 2007) e foi amplamente utilizado na Africa para o controle do patégeno (SINGH
et al., 2007). No entanto, sua eficacia foi comprometida pela deteccdo da nova variante
“TTTKS”, que demonstrou ser virulenta ao gene (JIN et al., 2009). Assim, mesmo que
Sr36 se mantenha resistente a varios isolados de Ug99, devido a quebra de resisténcia,
sua aplicacdo requer o uso da piramidizacdo, buscando-se assim a associagdo com
outros genes para promover a resisténcia duravel (TSILO et al., 2008).

Com relacdo a variedade ‘Toropi’, 0s ensaios de fenotipagem de ferrugem-do-
colmo, frente aos isolados RHTS MCCF, QTHJF e RTHJ, mostraram respostas de

Monica Bossardi Coelho 103



resisténcia distintas de ‘BRS 194’ e Sr36. Esta diferenca de reacdes fenotipicas esté
associada a auséncia do Sr36 em ‘Toropi’, sustentada pelos dados genotipicos (“S”).

Em relacdo as linhagens DH, embora as mesmas ndo tenham sido inoculadas e
fenotipadas para ferrugem-do-colmo, foi possivel verificar através dos dados
moleculares que o gene Sr36 se distribui na populagdo (Tabela 13). Das 65 linhagens
DH, um total de 42 individuos apresentou amplifica¢do do tipo “R”, correspondente ao
alelo de resisténcia Sr36 de ‘BRS 194°, enquanto 15 linhas revelaram bandas “S” de
‘Toropi’. Considerando estas duas classes (“R” e “S”, que somam um total de 57
individuos), foi realizado o teste de Qui-quadrado (n = 57), o qual revelou que a
proporcao de segregacdo observada (42 R : 15 S) néo se ajustou ao modelo Mendeliano
de 1:1 (onde: y* = 12.7895; y* tabelado = 3.841; valor de p = 0.0003486). Aspectos
relacionados a ndo adequacéo a este modelo serdo discutidos a seguir.

A selecdo de plantas doadoras heterozigotas (como geracdo F1 de um
cruzamento entre parentais contrastantes) € um aspecto importante na producédo de uma
populacdo DH. Neste caso, a linhagem DH regenerada deve conter apenas um dos dois
alelos possiveis da planta doadora, comprovando assim que o homozigoto se originou
da diploidizacéo de estruturas haploides. De maneira adversa, quando 0s regenerantes
sdo originados de estruturas somaticas, sdo herdados ambos os alelos da planta doadora
(MUROVEC et al., 2007).

A aplicacdo de marcadores moleculares codominantes, como 0s microssatélites,
permite a distin¢do do perfil de bandas de cada individuo da populacao, que, conforme
descrito acima, quando sdo duplo-haploides, apresentam o perfil de bandas somente de
um dos parentais (BATTISTELI et al., 2013). De maneira adversa, cinco linhagens (PF
113439, PF 123115, PF 123123, PF 143046 e PF 143046) apresentaram amplificacéo
concomitante dos alelos “R” e “S” e, portanto, foram consideradas heterozigotas (HET).

Assim como é desconhecido o motivo pelo qual foi observado segregacdo em
algumas linhagens nos ensaios de fenotipagem (mencionado anteriormente), também é
desconhecido o motivo pelo qual houve a deteccdo de heterozigotos nesta populacéo de
estudo. No entanto, duas hipoteses (que poderiam estar ocorrendo durante o
desenvolvimento das linhagens) poderiam explicar os gendtipos das plantas

heterozigotas em um locus ou em loci ligados: (1) alteracdo do pareamento
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cromossdmico e migracdo de dois cromossomos homélogos para 0 mesmo sitio polar
durante a meiose, levando a um gameta trissomico e (2) citomixia, que teria transferido
apenas um cromossomo de um gameta para outro, ambos seguidos por duplicacdo
cromossdmica nas plantas diploides espontaneas (MURANTY et al., 2002).

Dentre as demais linhagens, a amplificacdo foi nula em trés delas (PF 113610,
PF 183111 e PF 183114) ndo apresentando assim nenhum tipo de banda (N/A: ndo
amplificacdo). Segundo Santos (2010), a auséncia de amplificacdo em alguns gendtipos
pode significar diferencas nas sequéncias que flanqueiam os microssatélites,
produzindo, assim, alelos considerados nulos. Esses alelos poderiam ser detectados
mediante diversas repeticdes do experimento, certificando-se entdo que ndo houve falha

na reacao.

Tabela 13. Dados genotipicos obtidos para ‘BRS 194°, “Toropi’ e a populagdo duplo-haploide,
de acordo com a visualizacdo de bandas de amplificacdo para o marcador microssatélite
STM773-2, utilizado para deteccdo do gene Sr36.

Genotipo Alelo
BRS 194
Toropi
PF 113210
PF 113239
PF 113240
PF 113242
PF 113254
PF 113265

PF 113272
PF 113276
PF 113290
PF 113354
PF 113361
PF 113438
PF 113439 H
PF 113440
PF 113441
PF 113442
PF 113479
PF 113605
PF 113610 N/A
PF 113611 S

NI,V AOMAIDNONAOTD OWVAODD N AT N
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PF 113642

PF 123007

PF 123008

PF 123010

PF 123012

PF 123014

A 0| 0|00 W»

PF 123115
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PF 123018

PF 123019

PF 123021

PF 123022

PF 123023

PF 123031

PF 123032

PF 123033

PF 123050

PF 123111

PF 123112

PF 123113

PF 123114

PF 123116

PF 123121

PF 123123

T

PF 123124

PF 123126

PF 123127

PF 123143

PF 123145

PF 123149

PF 123150

PF 133005

PF 133006

PF 133007

PF 133010

PF 133011

PF 143043

PF 143046

T

PF 143055

PF 183101

WO MO WO nAO 00000000 MmMAOA0D0 0000 000 00 0 00

PF 183111

N/A

PF 183114

N/A
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Continuagéo...

PF 183115 HET
PF 183116 R
PF 183118 S
PF 183119 R

R = resistente, presenca do Sr36;
S = suscetivel, auséncia do Sr36; HET = presenca do
alelo R e S; N/A = nédo houve amplificagéo.

Neste trabalho, a duplicacdo dos cromossomos das plantas originadas (via
microsporos) para a producdo da populacdo DH, ocorreu de maneira natural ou
induzida. Em ambos as situa¢bes, quando é finalizado o processo de obtencdo DHs,
cada linhagem obtida passa a apresentar dois cromossomos homologos idénticos,
representando a variabilidade genética encontrada no individuo parental que produziu os
micrésporos (gametas). Ao passo que 0s cromossomos sdo duplicados, as plantas
homozigotas com os genotipos possiveis para cada loco, “AA” e “aa” por exemplo,
ocorrem na mesma proporcao, de maneira que a segregacao ocorre somente na taxa de
1:1. Como consequéncia deste processo, com todos loci homozigoticos, a informacao
obtida com marcadores dominantes e codominantes neste tipo de populacdo deve ser a
mesma (1:1), (BRITO, 2012).

Devido a natureza duplo-haploide desta populacéo, esperava-se que a mesma
apresentasse segregacdo de 1:1 para locos individuais, entretanto, este padrdo nao foi
observado quando o marcador STM773-2 foi testado. Este desbalanco na proporcéo de
segregacdo Mendeliana esperada ¢ denominado “distor¢do de segregacao”
(YAMAGISHI et al., 2010).

Para diversas espécies a distorcdo de segregacdo observada em diferentes
marcadores moleculares é relativamente comum em populagbes de linhagens
homozigotas produzidas especialmente via androgénese (FOISSET; DELOURME,
1996; ADAMSKI et al., 2014). Foi demonstrado (em trigo e cevada) que este
fendmemo é notavelmente maior em popula¢bes obtidas por androgénese, tanto pelo
método de cultura de anteras quanto por micrésporos, do que naquelas obtidas por
hibridizacdo interespecifica (FOSTER et al., 2007; SAYED et al.,, 2002; GUZY-
WROBELSKA; SZAREJKO, 2003).
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Em plantas, a origem, extensdo, e efeito genético da distorcdo de segregacdo
variam grandemente de acordo com a espécie em questdo, a populacdo segregada, 0s
cruzamentos e os marcadores moleculares utilizados (XIAN-LIANG; XUE-ZHEN;
TIAN-ZHEN, 2006). Existe uma diversidade de aspectos que podem estar relacionados
a distorcdo. Um desses aspectos, principalmente quando a segregacdo ndo mendeliana
ocorre de maneira extrema, consiste na presenca de genes letais recessivos. 1sso porque,
durante o processo de duplicacdo cromossdmica, muitos destes genes passam a se tornar
homozigotos e assim se expressar, levando entdo a distor¢cdo de segregagdo (XIAN-
LIANG et al., 2006).

Outra possivel causa de distor¢cdo em populacdes DH de origem androgenética,
pode ser a transmissdo preferencial de alelos em favor do parental com desempenho
superior na cultura in vitro (FOISSET; DELOURNE, 1996; SAYED et al., 2002).
Segundo Henry et al. (1993) h& genotipos que possuem componentes genéticos que
modificam fortemente sua capacidade de regeneracdo. Esses genotipos determinam a
"qualidade™ dos embriGes, ou seja, "a aptiddo para uma organizacdo embrionaria
normal™ e, portanto, sua capacidade de regeneracdo (HENRY et al., 1993).

Diversos estudos apontam que variedades que carregam 1BL.1RS possuem uma
alta taxa de regeneracao via androgénese (AGACHE et al., 1989; FOROUGHIWEHR;
ZELLER, 1990; DEVAUX et al., 1990; HENRY; DE BUYSER, 1985). Cruzamentos
envolvendo um parental responsivo a cultura de anteras, possuindo a translocagéo
1BL.1RS (HENRY; DE BUYSER, 1985), possibilitam a recuperacéo indireta de plantas
haploides de gendtipos considerados recalcitrantes. Entretanto, as plantas regeneradas
sdo distorcidas na direcdo do parental contendo a translocacdo pelo desenvolvimento
seletivo de micrésporos ou embrides derivados de seus micrésporos (AGACHE et al.,
1989; DEVAUX et al., 1990).

Neste sentido, a distor¢do de segregacdo observada na populacdo de estudo em
relacio ao marcador STM773-2 poderia ter sido influenciada pela presenca da
translocacdo 1BL.1RS em ‘BRS 194°, onde a maior proporcéo das linhagens (n = 42)
apresentou o alelo desta variedade. A variedade brasileira ‘BRS 194’ é conhecida por
sua alta resposta androgénica, que se caracteriza pela expressiva producdo de embribes

(COELHO et al., 2018). Por outro lado, este fator pode ndo ser determinante para a
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regeneracao final de plantas, visto que a taxa de conversdo dos embrides de ‘BRS 194’
em pléantulas albinas foi reportada como 45,38% enquanto que apenas 0,65% desses
embrides regeneraram plantulas verdes (COELHO, 2017).

De acordo com KAMMHOLZ e colaboradores (2001), que estudaram
cruzamentos contendo varios segmentos de cromatina “alienigena”, introgredidos de
alguma espécie relacionada distante do trigo (Agropyron syn. Thinopyrum syn.
Lophopyrum) ou trigo tetraploide, os segmentos de cromatina alienigena podem
introduzir um bloco de novos genes no genoma do trigo. Esses blocos, por sua vez,
substituem regides cromossdmicas portando loci que determinam aspectos de todo o
fendtipo da planta, influenciando também o desenvolvimento da populacdo DH. Os
autores constataram que a segregacao nao mendeliana é geralmente associada a pontos
criticos dentro do genoma e verificaram associacdo com regides cromossomicas de
translocacdes alienigenas. Na populacdo DH ‘Sunco x Tasman’ houve distor¢ao
favorecendo o parental ‘Sunco’. O cromossomo 2B em ‘Sunco’ contém uma
translocacdo de Triticum timopheevii que inclui Sr36, e, nesta regido foi observado um
grande bloco de marcadores distorcidos (KAMMHOLZ et al., 2001).

Embora se desconheca as causas que levaram as distor¢des observadas na
populacdo do presente estudo, é possivel que, assim como no trabalho descrito acima
por Kammholz e colaboradores (2001), a introducdo do gene Sr36 em ‘BRS 194’ teria
ocorrido através de um bloco de cromatina de T. timopheevii. Este bloco por sua vez,
estaria carregando novos genes dessa espécie para o genoma do trigo, o qual
supostamente, assim como a translocacdo envolvendo o centeio (1BL.1RS), poderia
estar diretamente interligado as causas da segregacdo ndo Mendeliana observada na
populacdo DH ‘Toropi’ x ‘BRS 194°.

A resisténcia genética encontrada em ‘BRS 194’ ¢ em ‘Toropi’ é de grande
potencial ao melhoramento do trigo. Porém, é importante enfatizar que as linhagens DH
resultantes deste cruzamento sdo ainda mais preciosas, pois, ao serem desenvolvidas,
combinaram as qualidades (resisténcia) de ambos os parentais a ferrugem-da-folha e do
colmo. Dentre os gendtipos obtidos, a linhagem DH PF113438 se destaca, de maneira
que ao ser fenotipada, mostrou reunir as mais completas camadas de protecéo,

provenientes de ambos 0s parentais.
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Além disso, a utilizacdo desse germoplasma permite que a introgressdo de
genes-alvo seja facilitada, diferentemente da dificultosa transferéncia direta a partir de
espécies relacionadas (como T. timopheevii e S. cereale) para 0 genoma do trigo
comum. Ou seja, devido a constituicdo gendmica das linhas DHs (de trigo hexaploide),
a aplicacdo dos genes de resisténcia (como Sr36 e Sr31) é imediada em programas de

melhoramento genético de trigo.
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5 CONCLUSAO

Os estudos de ferrugem-da-folha revelam a resisténcia de planta adulta de
‘Toropi’, exibindo baixos tipos de infec¢do nesta variedade. Para ferrugem-do-colmo,
até onde se tem conhecimento, este é o primeiro relato demostrando resisténcia de
plantula em ‘Toropi’, sendo esta, possivelmente, conferida pelo gene Sr9e.

O ensaio de ferrugem-da-folha com a raga MCJ-HN revelou que ‘BRS 194’
possui resisténcia de plantula do tipo monogénica, cujo gene precisa ser investigado em
trabalhos futuros. O presente estudo também demonstra que ‘BRS194°, portador da
translocacdo 1BL.1RS, carrega o gene Sr3l, cuja resisténcia foi quebrada com o
surgimento da racga supervirulenta de ferrugem-do-colmo Ug99. Mesmo possuindo
Sr31, ‘BRS 194’ expressa resisténcia do tipo imune frente a Ug99. Foi demonstrado a
presenca de Sr36 em ‘BRS 194°, o que € entdo sustentado pela analise molecular e pelo
pedigree desta variedade. Para algumas racas norte americanas, a resposta de ‘BRS 194’
difere da linha diferencial Sr36, indicando um gene adicional envolvido na resisténcia a
P. graminis.

A producéo das linhagens duplo-haploides do cruzamento ‘Toropi’ X ‘BRS 194’
demonstra a combinacdo dos tipos de resisténcia de ambas as variedades em graus
variados. Dentre as linhagens produzidas, PF113438 se destaca por ser a mais completa,
oferecendo tracos diversificados de protecdo contra ferrugem-da-folha e ferrugem-do-
colmo. Esta combinacdo Unica de resisténcia faz da linhagem PF113438 um material
precioso, cuja condicdo de trigo hexaploide viabiliza sua aplicacdo direta em programas

de melhoramento genético de trigo.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A velocidade de evolucdo dos patdégenos comparada aos progressos obtidos nos
programas de melhoramento genético vegetal denota uma grande vantagem do primeiro
em relacdo as plantas, principalmente quando envolvem a criagdo de cultivares com
poucos genes de resisténcia. Logo, é imperativo que no melhoramento genético de trigo
haja a busca constante de novas fontes de resisténcia contra patdogenos. Esta urgéncia
permanente motivou a realizacdo do presente trabalho, levando a novas descobertas no
que diz respeito as variedades brasileiras de trigo ‘Toropi’ e ‘BRS 194°.

Este estudo abre, portanto, perspectivas para a incorporacdo de novas fontes de
resisténcia as ferrugens-da-folha e do colmo. Embora trabalhos futuros ainda sejam
necessarios para a caracterizacdo completa desses genes, com o auxilio de ferramentas
biotecnologicas, as resisténcias genéticas encontradas em ‘Toropi’ e BRS 194’ poderéo
ser direcionadas e aplicadas estrategicamente em programas de melhoramento de trigo.

A construcdo de maneira acelerada de cultivares resistentes e modernas
contribuira para que os melhoristas estejam um passo a frente na batalha contra os
patdgenos de Puccinia. Neste cenario, especialmente no que diz respeito a raca Ug99,
foi possivel apresentar antecipadamente uma variedade brasileira adaptada e resistente,
sendo esta, uma circunstancia impar em que a pesquisa se coloca muito antes do

advento do patdgeno, uma vez que a Ug99 ainda nao foi detectada no Brasil.
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ANEXOS
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Anexo | — Composicdo dos meios de cultura utilizados no desenvolvimento da
populacdo duplo-haploide
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Composicao NPB-99 GEM ROOTING

(mg/L) (Inducéo) (Regeneragéo) (Enraizamento)
Sais
KNO; 1415 1900 1900
(NH4)2S0y4 232 - -
KH,PO, 200 170 170
CaCl,. 2H,0 83 440 440
MgSQ,. 7H,0 93 370 370
NH;NO3 - 165 1650
Kl 0,4 - 0,83
MnS0O,4.7H,0 5 22 22
H3BOs 5 6,2 6,2
ZnS0,. 7TH,0 5 8,6 8,6
CoCl,. 6H,0 0,0125 0,2 0,2
CuSO.. 5H,0 0,0125 0,15 0,15
Na;MoO,. 2H,0 0,0125 0,25 0,25
FeSO,4 7H,0 37,3 37,3 37,3
Na,EDTA 27,8 27,8 27,8

Carboidratos

Maltose 90.000 15.000 -
Sacarose - 5.000 10.000

Xilose - 350 -

Ribose - 350 -

Mio-inositol 50 200 -

Aminoacidos

L-Glutamina 500 750 -

L-Asparagina - 60 -

L-Arginina - 30 -

Acido y-amino butirico - 80 -
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Continuagéo...

L-Serina
L-Alanina
L-Cistina
L-Leucina

L-Isoleucina

L-Prolina

L-Lisina

L-Fenilalanina
L-Triptofano
L-Metionina
L-Valina
L-Histidina
L-Treonina
L-Glicina

Vitaminas
Piridoxina-HCI
Tiamina-HCI
Pantotenato
Acido Nicotinico
Riboflavina
Acido Félico
Biotina
Betaina Clorada
Colina-HCI

Acido Ascérbico

Acidos Organicos

Acido Malico
Acido Fumarico

Acido Succinico

55
30
10
10
10

10

ol o1 o1 Ol

2,5
2,5
2,5

0,5

0,2
0,2
0,2
7,9
10
0,4

1.000
200
20
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Continuagéo...

Acido o-cetoglutérico
Acido Pirtvico
Acido Citrico
Agar
Gelrite
Reguladores de
crescimento
2,4-D
Kinetin
PAA

Outros
Espermina
Espermidina
Cefotaxima
Ph

0,2
0,2

0,0857

20

5,8

0,5
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Anexo Il — Chave norte americana para nomenclatura de isolados de ferrugem-do-
colmo do trigo
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Chave norte americana para nomenclatura de isolados de Ferrugem-do-colmo

do trigo

(North American Stem Rust Nomenclature Code Sheet)

Conjuntos diferenciziz de 4 penes
(Four gene differentizl zets)

Srd Sr2] Srie Srih

Srll Sr6 Sr8a Srde

RHE Sridb 3r30 3rl7
Srea Srad Srlp SrTnp
Letra Fof Sr2d Sr3l Sr3g SN
E L L L L
C L L L H
D L L H L
F L L H H
G L H L L
H L H L H
I L H H L
E L H H H
L H L L L
M H L L H
N H L H L
P H L H H
Q H H L L
E H H L H
8 H H H L
T H H H H

H = Tipo de infeccéo alto (3-4)

L = Tipo de infeccéo baixo (0-2)

Serl
Set 2
Set 3
Set 4

Set 3

Exemplo: Raca TTKSK (Ug99 original)

Set 1: H HH H="T (Nenhum gene no conjunto & efetivo)
Set 2:H HH H =T (Nenhum gene no conjunto ¢ efetivo)
Set3:LHH H=K (Apenas o gene Sr36 & efetivo)
Set4:HHHL =S (Apenas o gene Sr7mip € efetivo)
Set 5:L HH H=K (Apenas o gene Sr24 ¢ efetivo)
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Anexo I11- Chave para nomenclatura de isolados de ferrugem-da-folha em trigo (de
acordo com Long e Kolmer, adaptado por Bianchin et al. 2012).
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Table 1. Reaction code of 19 genes of a differential cultivar set to
Puccinia triticina (Pt), separated into five groups of four genes

Type of symptoms produced by the pathogen

in the isogenic lines with different Lr genes

Group 1 2a 2¢ 3

Group 2 9 16 24 26

Group 3 3ka 11 17 30

Group 4 10 18 21 23

Pt code Group 5 14a 14b 10 +2 20
B A A A A
C A A A v
D A A v A
F A A \Y% \'s
G A \Y A A
H A \Y A A%
A V \Y A
K A \Y Y \'
Vv A A A
M \' A A \'4
N Y A \Y A
P \Y A \Y v
Q v v A A
R \Y Vv A Vv
S V A" V A
T Y% Vv \Y %

The resultof group 1 will lead to the first leter of the race code: group 2, the second
letter: and group 3, the third letter. Similarly, for groups 4 and 5, the fourth and fifth

letters, respectively.
A = avirulent; V = virulent.
Adapted from Long & Kolmer (9).
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