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MAPEAMENTO GENETICO DO CARATER NUDA EM AVEIA HEXAPLOIDE *

Autora: Kelly Pellizzaro
Orientador: Luiz Carlos Federizzi

RESUMO

A aveia nuda (Avena sativa subsp. nudisativa) é caracterizada por produzir
espiguetas multiflora e grdos sem casca. O carater nuda em aveia apresenta
expressividade incompleta, apresentando grdos com casca junto com grédos sem
casca, este fator a torna menos competitiva no mercado em comparacao a aveia
com casca (Avena sativa L.). O objetivo deste trabalho foi estimar o numero de
genes que governam o carater multifiora/nuda, desenvolver mapas genéticos de
ligacao a partir de marcadores SNP e identificar marcadores moleculares ligados
a este carater em duas populagbes de aveia. As populagbes de progénies
utilizadas, Fo5 e Fog sdo oriundas dos cruzamentos: UFRGS 01B7114-1-3
(espigueta normal e grados com casca) x UFRGS 006013-1 (espigueta multiflora e
graos sem casca) e URS Taura (espigueta normal e graos com casca) x UFRGS
017004-2 (espigueta multiflora e grdos sem casca). Os gendtipos parentais com a
caracteristica multiflora/nuda foram avaliados nas estagdes de crescimento de
2012 e 2013. As linhagens das progénies F5 e F,. foram avaliadas visualmente
quanto ao tipo de panicula e classificadas em: (i) panicula normal (grdos com
casca), (ii) panicula multiflora (grdos sem casca) e, (iii) segregante, quando
ambos os fendtipos foram observados entre plantas de uma mesma linhagem.
Através da plataforma de genotipagem "GoldenGate Genotyping Assay", foram
identificados marcadores SNP nos dois cruzamentos. De acordo com a avaliagao
fenotipica da caracteristica multifiora/nuda nos gendétipos parentais, observou-se
que houve variagdo na expressao desta caracteristica entre os gendtipos
parentais e entre os anos avalidos. Com a analise genética nas duas populagdes
foi observado que na populagdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1, um
gene governa o carater multifiora/nuda e na populacdo URS Taura x UFRGS
017004-2, dois genes atuam sobre a caracteristica. Os dados fenotipicos obtidos
em cada populacdo foram acrescentados ao conjunto de marcadores
moleculares, polimérficos entre os gendtipos parentais e com padrdo de
segregacao esperado de acordo com as proporgdes de Mendel, para o
desenvolvimento dos mapas genéticos de ligacdo. Na populacdo UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1, os marcadores fenotipicos foram mapeados no
grupo de ligacado 32 e na populagdo URS Taura x UFRGS 017004-2, no grupo de
ligacdo 15 juntamente com outros 8 marcadores moleculares. Este resultado é
pioneiro em aveia nuda e, embora iniciais, representam avango significativo no
entendimento dos fatores genéticos e moleculares que envolvem a caracteristica
multiflora/nuda em aveia hexaploide.

' Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, (82 p.) Abril, 2014.
v



GENETIC MAPPING OF NAKED TRAIT IN HEXAPLOID OATS *

Author: Kelly Pellizzaro
Adviser: Luiz Carlos Federizzi

ABSTRACT

The naked oat (Avena sativa subsp. Nudisativa) is characterized by producing
multiflora spikelets and naked kernels. The naked oat trait has incomplete expressivity,
showing naked kernels with covered grain, this factor makes it less competitive in the
market compared to Avena sativa L.. The aim of this study was to estimate the number of
genes that govern the multiflorous/naked character, developing genetic linkage maps from
SNP markers and identify molecular markers linked to this trait in two oat populations.
The F,.5 and Fj. populations used are derived from the crosses: UFRGS 01B7114-1-3
(normal spikelet and covered grain) x UFRGS 006013-1 (multiflorous spikelet and naked
grain) and URS Taura (normal spikelet and covered grain) x UFRGS 017004-2
(multiflorous spikelet and naked grain). Parental genotypes with characteristic
multiflorous/naked were evaluated during the growing seasons of 2012 and 2013. The F2:5
and F2:6 progenies were visually evaluated about the type of panicle and classified as: (i)
Normal panicles (covered grain), (ii) panicle multiflorous (naked grain), and (iii)
segregating, when both phenotypes were observed between plants of the same progenies.
Through genotyping "GoldenGate Genotyping Assay" platform, SNP markers were
identified in the two crosses. According to the phenotypic evaluation of multiflorous/naked
trait in the parental genotypes, it was observed that there was a variation in the expression
of this trait from parental genotypes and the different years. With genetic analysis in both
populations was observed in the UFRGS-01B7114 1-3 x UFRGS 006013-1 population that
a gene governs the character multiflorous/naked and URS Taura x UFRGS 017004-2
population two genes governs this trait. The phenotypic data obtained for each population
were added to a set of molecular markers polymorphic between the parents and with
segregation pattern expected according to Mendel's ratios for the development of genetic
linkage maps. In the UFRGS 01B7114 1-3 x UFRGS 006013-1 population, the phenotypic
markers were mapped on linkage group 32 and the URS Taura x UFRGS 017004-2
population, in linkage group 15 together with 8 molecular markers. This result is a pioneer
in naked oats and although early, represent significant advances in understanding the
genetic and molecular factors related to characteristic multiflorous/naked in hexaploid oats.

'Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (82 p.) April, 2014.
Vi
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1 INTRODUGAO

A aveia branca, Avena sativa L. € um cereal de multiplos propdsitos. Como
espécie cultivada oferece inumero beneficios para o sistema de producéo
agricola, sendo utilizada como alternativa para a rotacdo de culturas,
proporcionando melhoria nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo.
Como alimento, possui excelentes qualidades nutricionais e funcionais para
alimentagdo humana e animal. A presenca da fibra soluvel B-glicana contribui
para a diminuicao nos niveis séricos de colesterol total. Além de possuir valores
elevados dos aminoacidos essenciais lisina, metionina e cistina, apresenta niveis
mais altos de proteinas que outros cereais, como: arroz, milho, cevada, centeio e
trigo.

O percentual de casca em aveia, corresponde a mais de 25% do peso total
do gréo colhido, este valor é considerado alto e muitas vezes indesejavel. Uma
subespécie da Avena sativa L., denominada de aveia nuda (Avena sativa subsp.
nudisativa) apresenta vantagem por produzir grdos sem casca. Apesar de seu
cultivo ser relativemente longo na agricultura, a produgdo de aveia nuda no
cenario mundial € baixa e no Brasil ainda ndo ha variedades no mercado.

A aveia nuda possui morfologia diferente da aveia branca comum, além de
produzir grdos sem casca, a panicula apresenta formagdo de espiguetas

multiflora. A expressédo da caracteristica de graos sem casca é variavel mesmo
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em genotipos homozigotos, indicando que esta caracteristica € influenciada pelo
ambiente, o que representa uma dificuldade para o melhoramento genético.

Os mecanismos genéticos que controlam a expressao do carater nuda em
aveia ja foram investigados em diversos estudos mas, ainda nao foram
elucidados. Alguns autores sugerem atuagdo de um unico gene, porém outros
trabalhos relatam a existéncia de até quatro genes controlando o carater.
Também ha hipdteses da atuacdo de genes modificadores agindo juntamente
com genes maiores. Trabalhos moleculares sdo escassos na literatura e, até o
momento, ndo ha uma resposta clara para o tema. A identificagcdo do numero de
genes envolvidos no carater em estudo, bem como o conhecimento da variagao
na expressao desta caracteristica em diferentes gendtipos e a identificagcado de
marcadores moleculares ligados a regides gendmicas associadas a este carater
serao de grande importancia para o melhoramento genético.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram:

a) Caracterizar a frequéncia de espiguetas que possuem graos com casca nas
paniculas dos gendtipos parentais, UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 que
possuem a caracteristica multiflora/nuda;

b) Analisar a segregacao da caracteristica multiflora/nuda em progénies F,.5 € F26
oriundas dos cruzamentos: UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 e URS
Taura x UFRGS 017004-2 e estimar o numero de genes que controlam esta
caracteristica nas duas populagoes;

d) Desenvolver mapas genéticos de ligacdo nas populalgcbes de mapeamento,
UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 e URS Taura x UFRGS 017004-2, a
partir de marcadores SNP e identificar marcadores ligados aos marcadores

fenotipicos da caracteristica multiflora/nuda.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Avenasativa L. origem e domesticagao

O género Avena pode apresentar espécies com trés niveis de ploidia:
dipldides (2n=2x=14 cromossomos), tetraploides (2n=4x=28 cromossomos) e
hexaploides (2n=6x=42 cromossomos), com numero basico de cromossomos
igual a sete (Matz, 1969). A aveia branca (Avena sativa L.), pertence a familia
Poaceae, tribo Avenae, é hexaploide e dentre as gramineas cultivadas tem o
maior genoma (Thomas, 1992). O genoma hexapléide da aveia €& uma
combinagdo de trés diferentes genomas AA, CC, DD provenientes de trés
espécies ancestrais dipldides (Loskutvov & Rines, 2011). A formagao da espécie
hexaploide se deu naturalmente por meio de dois eventos distintos.
Primeiramente, o cruzamento entre duas espécies dipléides, formando um
hibrido, seguida da duplicagcdo cromossdmica formando uma espécie tetrapldide
(provavelmente AACC). Posteriormente, o cruzamento da espécie tetrapldide com
uma espécie dipldéide formando um hibrido, acompanhado da duplicacéo
cromossbmica para formar a espécie hexapldide (AACCDD). Estudos
citogenéticos a partir de populagdes selvagens do Mediterrdneo concluiram que
Avena pilosa e Avena strigosa sdo as variantes basicas dos genomas C e A,
respectivamente (Rajhathy, 1963). O genoma DD ¢é bastante similar ao genoma A
e é provavel que seja apenas uma variagdao do mesmo, sendo que nenhuma

espécie dipldide conhecida o possui (Rines et al., 2006).
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Como o trigo e a cevada, a maioria das espécies de aveia sdo nativas da
bacia do Mediterraneo ou da regido do Crescente Fértil no Sudoeste da Asia e do
Oriente Médio (Murphy & Hoffman, 1992). No entanto, estudos mais recentes
relatam que a espécie Avena sativa L. juntamente com outras espécies de Avena,
originaram-se na Asia Menor (Loskutov, 2008), hoje denominada de peninsula de
Anatolia, situada entre o mar Negro e o mar Mediterrdneo. A domesticagao
ocorreu muito mais tarde que o trigo e a cevada e provavelmente fora do centro
de diversidade (Murphy & Hoffman, 1992). Diversas espécies de Avena
dispersaram-se a partir do centro de origem como planta invasora do trigo e da
cevada no final do periodo pré-histérico, como ocorreu com A. strigosa na

Espanha, A. byzantina na Etiopia e A. sativa na Turquia (Loskutov, 2008).

2.2 Avenasativa L. como espécie cultivada

Os primeiros registros de aveia cultivada sdo do periodo da ocupacao
Romana na Europa. Escritos do século 18 descrevem a aveia sendo utilizada
como ragao para cavalos e gado na Inglaterra e outras partes da Europa. E como
importante alimento da dieta humana na Escoécia, Pais de Gales e Irlanda.
Primeiramente a Avena sativa L. de primavera foi levada pelos colonizadores do
Norte da Europa para os Estados Unidos, Sul do Canada, Australia e Nova
Zelandia onde se tornou uma importante cultura de inverno (Rines et al., 2006).

A aveia deixou de ter importancia somente como forragem e alimentagao
animal, devido ao reconhecimento de suas propriedades benéficas para a saude
humana (Campbell, 1996). A aveia branca supera outros cereais nos niveis de
proteina, variando entre 12% e 20% na semente descascada e 9-15% no grao
inteiro, dependendo do gendtipo e das condigbes ambientais de desenvolvimento

(Peterson, 1992). A aveia também apresenta teores elevados dos aminoacidos
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essenciais lisina, metionina e cisteina, de lipideo o qual € constituido
principalmente por acidos graxos insaturados oléico (C18:1) e linoléico (C18:2)
(Morris, 1990; Welch, 1995). Estas caracteristicas tornam a aveia importante fonte
para uma alimentacao saudavel.

Na Ameérica Latina, sua introdugdo provavelmente ocorreu através dos
imigrantes espanhdis, principalmente no Uruguai e Argentina, para a alimentagao
animal. Hoje no Brasil, a aveia representa uma o6tima alternativa agronémica e
econdmica nos cultivos de inverno, proporcionando aos agricultores a adogéo da
semeadura direta, contribuindo diretamente na conservagdo do solo e maior
sustentabilidade dos sistemas agricolas (Federizzi, 2002).

Na producdo mundial, a aveia é a sexta espécie mais cultivada entre os
cereais. Na safra de 2012, a area colhida foi de 10 milhées de hectares (ha), com
producao de cerca de 21 milhdes de toneladas, sendo que a Russia foi o maior
produtor com 4 milhdes de toneladas, seguido pelo Canada, Poldnia, Australia e
Finlandia. O Brasil ocupa o 17° lugar no ranking mundial (Faostat, 2013). No
Brasil, a area plantada de aveia em grao nas safras de 2012/2013 e 2013/2014 foi
em torno de 169 e 170 mil ha, nos dois anos e a producéo total foi de 361 e 379
mil toneladas, respectivamente. A regidao Sul do pais foi responsavel por cerca
96% da area plantada, destacando-se os estados do Rio Grande do Sul e Parana
com producgoes de 275 e 94 mil toneladas, respectivamente (Conab, 2014).

O melhoramento genético de aveia é recente no Brasil, com pouco mais de
30 anos, mas os avangos obtidos possibilitaram aumentos significativos no
rendimento da cultura e fizeram com que o pais alcancasse a autosuficiéncia,

aliada a boa qualidade do produto final (Federizzi, 2002).



2.3 Caracteristicas morfologicas

A planta de aveia possui colmos lisos e eretos formados por bainhas
foliares. Os colmos s&o constituidos por 4 a 5 nds e internds, sendo que o ultimo
intern6 € denominado de pedunculo. As folhas constituem de uma lamina plana,
peciolo e bainha com ligula. Possui raizes pequenas, numerosas, fibrosas e
cobertas com pelos radiculares (Leonard & Martin, 1963).

A inflorescéncia em forma de panicula € uma caracteristica diferente da
maioria dos outros cereais. Em Avena sativa L., a panicula possui um eixo
principal do qual surgem ramos axilares laterais agrupados ou alternados junto
aos nos. Cada um destes termina em uma espigueta unica. Cada panicula possui
de 20 a 120, espiguetas sendo que cada uma destas geralmente contém de 2 a 4
flores que sdo compostas de lema, palea e 6rgaos reprodutivos, isto €, o ovario e
trés estames. A lema é uma reducdo das duas bracteas que fecham e ficam
aderidas na base da semente (Martin et al, 1975), sendo mais rigidas que as
glumas. As duas glumas possuem tamanhos similares e apresentam textura fina
como papel apds o amadurecimento. Na base da flor estdo duas lodiculas, que no
inicio do florescimento incham, forcando a abertura da lema e palea e permitem a
polinizagdo. Apds a polinizagdo, as lodiculas murcham e as flores fecham.
Geralmente somente as duas flores basais na espigueta sao férteis (White, 1995).

Na parte externa do grao esta a casca, que consiste de duas camadas, a
palea e a lema. Esta fornece protecdo para o grdo e contém estruturas
fotossintéticas e vasculares importantes para o desenvolvimento. Com a
maturacao do grao a casca perde esta atividade metabdlica. Na Avena sativa L., a
casca compreende a lema e a palea e constitui aproximadamente 25% do peso
do grao colhido. Esta € uma grande propor¢do quando comparada com cevada

onde a lema e a palea constituem aproximadamente 10% do peso do gréao colhido
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(White, 1995). A alta proporgéao de lema e palea no grdo de aveia incrementa seu
conteudo de fibra e reduz o conteudo de carboidratos digeriveis quando

comparado com trigo e cevada (Welch, 1995).

2.4 Aveianuda

Uma variante da espécie Avena sativa L. € denominada de aveia nuda, que
como O nome sugere, € caracterizada pela produgcdo de grdos sem casca.
Inicialmente foi classificada como sendo uma espécie separada, denominada de
Avena nuda L., no entanto, atualmente é considerada uma subespécie da A.
sativa L. e designada de Avena sativa subsp. nudisativa (Rodionova et al., 1994).
Originada da regido montanhosa do Noroeste da China, sua histéria é
relativamente longa na agricultura. Relatos na literatura indicam que a aveia nuda
foi conhecida na China no século cinco A.D. (Zhukovsky, 1964). Com analises de
dados de diversidade de aveia nuda foi identificado, entre as amostras coletadas,
que trés variedades botanicas tiveram origem na China e quatro na Mongdlia, das
quais, duas sao estritamente endémicas da regidao da Mongolia. As restantes
formas de aveia nuda, representando duas variantes mais comuns, foram
originarias da parte ocidental da Russia ou outros paises Europeus (Loskutov,
2008).

Uma das caracteristicas morfoldgicas na panicula da aveia nuda que difere
da aveia com casca, é o fato de nado ter a lema e a palea aderida a cariopse,
possuindo debulha livre. Outra caracteristica importante € que, enquanto a aveia
com casca possui duas, ocasionalmente trés e raramente quatro flores por
espigueta, a aveia nuda apresenta uma espigueta multiflora com até 12 flores. O
habito multiflora possui a presenca de raquilas longas entre o eixo da gluma e a

primeira espigueta, e entre a primeira e segunda espigueta. As raquilas da aveia



nuda sao mais alongadas, provavelmente por que continuam a crescer de acordo
com o padrdo de desenvolvimento dos ramos da panicula. A presenca de
aumento no pedicelo, equivalente ao ponto de fixagdo da lema, fornece uma
evidéncia adicional de que as raquilas da aveia nuda sao estruturas semelhantes
aos ramos da panicula (Helen et al., 1996).

Uma vez que a lema da aveia nuda € uma estrutura semelhante a gluma, a
deposigao de lignina estd em conformidade com a distribuigao tipica dentro de
uma gluma ao invés de uma lema normal (como ocorre na aveia com casca).
Uma hipotese relatada é que durante a evolugdo da aveia nuda a unidade de
bractea primitiva sofreu alteragao para produzir a lema, que substitui a gluma para
encobrir as flores dentro da espigueta (Helen et al., 1996). Onde o carater nuda é
expresso plenamente, parece que uma gluma ou estrutura equivalente a gluma é
produzida no ponto em que normalmente haveria uma lema.

Durante o desenvolvimento da espigueta de aveia com casca ocorre a
formagdo de primoérdios com seis flores, no entanto, somente algumas se
desenvolvem (Bonnett, 1995). Desta forma, pode-se afirmar que nos estadios
iniciais de desenvolvimento, a aveia com casca tem caracteristica multiflora. A
lignificacdo da lema na aveia nuda acontece mais tarde, na maturagcdo da
panicula, enquanto que na aveia com casca ocorre pouco antes da emergéncia
da panicula na bainha foliar. Isso foi manifestado como uma mudanga na
especificidade no tecido de deposicdo de lignina e ndo como uma falha na
lignificacdo ou atraso na deposicao (Helen et al., 1996).

Para iniciar o processo de lignificagao, as células vegetais primeiramente
apresentam expansao da parede celular primaria, seguindo de novas deposi¢des
de celulose, hemicelulose, pectina e proteinas estruturais. A lignina das

gramineas ¢é formada pela desidrogenacao dos alcoois conferil, sinapil e cumaril.
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As monocotiledbneas utilizam tanto fenilalanina como tirosina como precursor
preferencial para a sintese de monolignanos, portanto, as gramineas podem
utilizar qualquer um dos dois aminoacidos para a sintese de lignina. Os
aminoacidos aromaticos fenilalanina e tirosina, que sao os precursores dos
alcoodis, sao formados a partir do acido shiquimico. O processo de lignificagdo
abrange desde a biossintese de monolignaois, seu transporte do citoplasma para a
parede celular e a polimerizagdo na parede celular. Inicialmente, a lignificagcado
ocorre em locais definidos da parede celular e da lamela média. Depois, a
propagacao ocorre em polimeros através da parede celular (Araujo & Cavali,
2006).

A aveia nuda retém a capacidade metabdlica para sintese de depdsito de
lignina e o tempo fisioldgico do inicio da lignificacdo € semelhante em aveia nuda
e com casca. No entanto, nas lemas de aveia nuda, a deposicao de lignina € mais
restrita que em aveia com casca, tanto na distribuigdo como na quantidade. Este
efeito torna a lema mais fina e menos rigida para envolver o grao (Ougham et al.,
1996). E observada expressao parcial desta caracteristica, ocorrendo variagéo no
grau de expressao da caracteristica nuda dentro de uma unica planta e até
mesmo em uma unica panicula. Sao quatro principais fenétipos de aveia nuda: i)
graos completamente sem casca; ii) parcialmente sem casca; iii) parcialmente
com casca e iv) completamente com casca. Foi sugerido que a variagdo no
fendtipo € devido ao efeito de genes modificadores sobre o gene que controla o
carater (Jenkins & Hanson, 1976).

Graos com casca tendem a ocorrer no verticilo basal da inflorescéncia e
em partes terminais dos ramos da inflorescéncia. Em casos extremos o gréo
terminal da espigueta pode ser com casca. Quando ocorre a formagao de graos

com casca em espiguetas que normalmente seriam formadas somente por graos
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sem casca tem-se um fenotipo mosaico. A formagéao de espiguetas com fendétipo
mosaico é afetada pelo ambiente e o sinal de desenvolvimento é atenuado com o
tempo, tornando-se mais intensa na parte basal da inflorescéncia, que é
desenvolvida mais tarde (Boland & Lawes, 1973).

Estudos relatam que temperaturas baixas durante o periodo de lignificagao
da lema, podem influenciar na expressao do carater nuda. Com temperatura
controlada ha maior propor¢ao de grédos sem casca do que em condi¢gdes normais
de campo (Lawes & Boland, 1974). Em temperatura de 25°C a expressao de
graos sem casca foi completa nas cultivares estudadas, enquanto que a 20°C
algumas cultivares apresentaram graos parcialmente sem casca, e a 15°C
somente uma cultivar apresentou graos completamente sem casca. O
desenvolvimento das plantas de aveia em condigbes de seca também aumenta o
numero de graos com casca (Cuddeford, 1995).

A utilizacdo de aveia como alimento funcional tem aumentado
gradativamente, especialmente pelas qualidades nutricionais. As fibras soluveis
de aveia, cujo componente principal € a B-glicana, possuem propriedades
fisiolégicas unicas que contribuem para a reducado do colesterol. Além de conter
compostos secundarios, como avenantramidas, que possuem propriedades
antioxidantes (Burnette et al., 1992; Peterson, 1992).

A aveia nuda produz graos de maior energia, proteinas e lipidios e
menores teores de fibra em comparagdo com a aveia que possui casca.
Cultivares nudas possuem maior quantidade de acido linoléico, amido e
aminoacidos essenciais que as cultivares com casca (Givens et al.,, 2003).
Cultivares de aveia nuda apresentaram valores de proteina bruta de 18,79 a
23,41% (Alves et al., 2005), ja em cultivares de aveia com casca q quantidade de

proteina varia em torno de 12,4%, estes valores podem variar dependendo das
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condigdes de cultivo (Welch, 1995). Estes resultados evidenciam a importancia da
aveia nuda para a alimentagdo humana e animal. Neste sentido, muitos esforgos
estdo voltados para a redugdo no conteudo da casca na aveia convencional € no
melhoramento de variedades nudas (Campbell, 1996).

A aveia nuda apresenta a vantagem de ndo possuir casca e
alternativamente ser oferecida na dieta de aves, por apresentar alto teor de acidos
graxos poli-insaturados, que conferem caracteristicas importantes para a
producdo de ovos e carne (Lopez-Bote et al., 1998). Possui também grande
potencial na participagao das dietas de suinos, aves e equinos, uma vez que a
aveia convencional ndo € adequada para monogastricos, devido a baixa
digestibilidade e ao baixo conteudo de energia metabolizavel da casca (Peltonen-
Sainio et al., 2004). Além das aplicagdes alimentares, a aveia nuda pode ser
usada em processo como a malteagao (Peterson, 1998; Wilhelmson et al., 2001)
onde fornece um sabor especial para o processamento adicional de produtos a

base de malte de aveia (Heinio et al., 2002).

2.5 Bases genéticas do carater nuda

O mecanismo genético que controla o carater nuda em aveia é pouco
conhecido tanto em termos de localizagdo cromossdmica, sequéncia de
nucleotideos do DNA, a estrututra dos genes envolvidos, como o padrdo de
expressao destes genes. O numero de genes envolvidos no carater nuda nao é
consenso, sendo descritos na literatura de um a quatro genes.

Trabalhos realizados com populagbes F, propuseram que este carater &
governado por um unico gene com proporgao de segregagao para o carater nuda
de 1 planta com grdos sem casca : 2 plantas mosaico: 1 planta com casca, o que

sugere atuagcdo de um unico gene codominante sobre o carater (Love &
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McRosstie, 1919; Chou apud Jensen (1966); Kibite & Taylor, 1994). Em outros
trabalhos foi obtido segregacéo nas proporc¢des de 3:1 (3 plantas com graos sem
casca ou mosaico: 1 planta com casca), sendo que paniculas com fendtipo
mosaico produziram graos sem e com casca. As proporgdes de plantas com
graos sem casca e plantas mosaico variaram de cruzamento para cruzamento,
mas, constituiram cerca de 75% das plantas F». A proporcao de 3:1 sugere que o
carater nuda € monogénico (Norton, 1907; Zinn & Surface, 1917; Gaines, 1917;
Clamot apud Hoekstra et al. 2003).

A informagao de que o carater nuda é governado por um gene é também
apoiada pelo trabalho de Boland & Lawes (1973), que analisaram trés geracdes
(F1+, F2 e F3) dos cruzamentos de uma linhagem com casca e outra nuda. O
carater nuda seria governado por um gene principal, o qual € influenciado por
genes modificadores, proporcionando as classes nuda e mosaico. Fendtipos sem
casca seriam determinados pelo alelo dominante N-1 e fendtipos com casca
seriam influenciados pelo alelo recessivo n-1, entretanto, € sugerida a existéncia
de dois genes modificadores com dominancia incompleta (Moule, 1972). Com
base nas proporgcdes observadas na geragao F, foi proposto o modelo de um
gene maior, N-1, e trés genes modificadores na expressao do carater nuda. Este
modelo asume relagdo epistatica e resulta em razdo de segregacao de 35 plantas
com graos sem casca mais plantas mosaico: 29 plantas com casca (Jenkins &
Hanson, 1976).

O gene N-1 possui importante papel na expressao do carater de espiguetas
nudas e multifioras em aveia hexapléide. Genodtipos que possuem o gene N-1
produzem uma lema nao lignificada e fina, como a gluma, proporcionando
debulha livre aos graos (Simons et al., 1978). Neste sentido, aveia nuda é

semelhante ao trigo e centeio (Valentine, 1995). Quando o gene N-1 esta
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presente em um determinado gendtipo, algumas caracteristicas sao percebidas
durante o desenvolvimento como: habito multiflora, alongamento das raquilas e
reducao da lignificacdo da lema (Ougan et al., 1996). A presencga de espiguetas
multifloras esta associada com a presenga de graos sem casca e € utilizada como
um marcador morfolégico para a selegcao desta caracteristica (Marshall & Shaner,
1992).

Apenas um trabalho prop6s que os caracteres nuda e multiflora séo
condicionados por dois locos génicos diferentes (Kibite & Taylor, 1994),
discordando de Simons et al. (1978) que propunham que as duas caracteristicas
eram controladas por um unico gene. Foi proposto o simbolo Mf-1 para descrever
o gene dominante que condiciona espigueta multiflora (Kibite & Taylor, 1994). No
mesmo trabalho os autores relatam que os dados de segregagao conjunta para os
locos N-1 e Mf-1 mostraram um efeito epistatico de N-1 sobre o loco Mf-1, de tal
forma que quase todos os gendtipos com espigueta multiflora (Mf-1/-) foram nus e
as plantas com espiguetas normais (mf-1/mf-1) possuiam graos com casca.

Porfim, o carater nuda em aveia foi proposto como uma caracteristica
complexa controlada por alelos em quatro diferentes locos (designados como N-1,
N-2, N-3 e N-4). N-1 sendo o principal deles que condiciona graos sem casca. Os
alelos dos outros trés locos interagem com N-1 e entre si para modificar o grau de
expressao do carater. Um fendtipo completamente nuda se expressaria quando
os alelos dominantes estdo presentes nos locos N-1 e N-2. Gendtipos com alelos
homozigotos recessivos (n-1/n-1) para o loco N-1 sempre teriam grdos com
casca, genétipos N-1/n-1 podem ter um fendtipo nuda ou mosaico dependendo
dos alelos presentes nos demais locos (Kibite, 2002). A ocorréncia de graos com
casca se da em diversas proporgdes dependendo dos alelos presentes nos locos

N-2 e N-3. O loco N-4 reverte os efeitos dos outros trés. Em uma condigao
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homozigota recessiva (n-4/n-4) sofre a inibicdo de qualquer alelo dominante nos
outros trés locos. Quando o loco N-4 € homozigoto dominante (N-4/N-4) e o loco
N-1 estd em uma condigdo heterozigota, sera produzido um fenétipo com casca
(Kibite, 2002).

Em cruzamentos com genitores brasileiros de aveia nuda e com casca, foi
proposto que o carater nuda em aveia é governado por um gene dominante de
grande efeito, ndo sendo sugerida a interferéncia de genes modificadores para o
carater. Foram observadas trés classes distintas na geracéo F», 1:2:1 sendo nuda,
mosaico e com casca, respectivamente (Brenner, 2007). Este autor também relata
que assim como o carater nuda, a caracteristica multiflora possui heranca
monogénica sendo que os dois caracteres sao fortemente ligados. Recentemente,
Valentini et al. (2014), estudando o numero de genes que controla a heranca da
caracteristica nuda em aveia hexapldide, em uma populagcdo segregante
(geragcdes F, e F3), observou na geracdo F, proporcdo fenotipica de 3:9:4
(nuda:segregante:casca). Na geracao F3; os resultados mostraram concordancia
com a geragao anterior sugerindo que o carater nuda € herdado por dois genes,
sendo que a maior expressdao deste carater ocorre no tergo superior das
paniculas.

Um dos fatores limitantes para a aceitagdo da aveia nuda no mercado ¢ a
expressao incompleta do carater nuda que impede as industrias de utilizarem os
graos diretamente, sem processamento, para a producdo de flocos. A néao
existéncia de cultivares de aveia nuda no Brasil € devido a expressao incompleta
do carater que ainda ndo € bem compreendida e necessita de estudos. Com o
conhecimento dos fatores que influenciam a caracteristica nuda sera possivel
direcionar o melhoramento genético desta subespécie na busca por novas

variedades com expressao completa do carater (Brenner, 2007).
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2.6 Marcadores SNP em plantas

Marcadores SNP (single nucleotide polymorphism) é o polimorfismo de
sequéncia de DNA mais comum entre alelos, no qual ocorre a substituicdo de
uma base nucleotidica por outra. Nestes polimorfismos também estdo inclusos
pequenas inserc¢des ou deleg¢des (indels) que diferanciam os alelos, determinando
importante e abundante fonte de diversidade intra e interespecifica de sequéncia
de nucleotideos do DNA (Ferreira & Grattapaglia, 2009). No geral, a frequéncia de
SNPs em plantas é de 1 a cada 100-300 pares de bases (Edwards et al., 2007;
Xu, 2010).

Os SNPs sao distribuidos em regides como introns, éxons, regides
intergénicas, promotores ou enhancers. A localizagdo de um SNP no genoma de
um organismo pode ser um fator relevante na formacao de determinado fendtipo,
por exemplo, quando localizado na regiao codificadora de um gene pode mudar a
formagao da proteina. Ja quando localizado no intron pode modificar o splicing do
MRNA, assim como, se estiver localizado no promotor pode mudar a expressao
génica (Krawezak et al., 1992). A descoberta de SNPs em espécies com
genomas diploides € um processo relativamente simples quando comparado com
genomas poliploides, que possuem varios obstaculos para desenvolver estes
marcadores. Um dos grandes problemas nos genomas poliploides é a natureza
altamente repetitiva (Meyers et al., 2001).

A utilizacdo de marcadores SNP em estudos genéticos tem aumentado
significativamente a densidade de mapas de ligagcdo em varios organismos e
facilitado o mapeamento de genes candidatos e/ou QTLs associados com
caracteristicas de interesse. Muitas caracteristicas importantes para o
melhoramento genético de plantas sao controladas por QTLs de pequeno efeito e

a selecao gendmica, utilizada no melhoramento animal (Meuwissen et al., 2001),
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tem ganhado interesse no melhoramento de plantas. Neste sentido, a
genotipagem com grande numero de marcadores € fundamental (Ganal et al.,
2012).

Entre os sistemas mais utilizados em plantas, baseado no sistema de
matriz, esta o ensaio GoldenGate que consiste de protocolos em varias etapas,
baseado na tecnologia lllumina’s BeadArray/BeadChip. O sistema GoldenGate
permite a genotipagem de um grande numero de amostras usando um unico
ensaio multiplex que pode incluir um grande numero de amostras (Deschamps et
al., 2012). Esta tecnologia envolve a geragao de centenas de amostras usando
extensdo alelo-especifica, seguido da ligacgdo e amplificagdo com
oligonucleotideos universais. Subsequentemente, os produtos fluorescentes sao
hibridizados com esferas pré-revestidas em uma matriz e intensidades de sinais
sao entdo determinadas usando o software lllumina’s BeadArray Reader. Um
gendtipo que € homozigoto para um alelo SNP exibira um sinal em ambos os
canais. Além disso, a intensidade de sinal é quantificada e combinada para alelos
especificos usando o software BeadStudio (lllumina, San Diego, CA) (Eckert et
al., 2008; Hyten et al., 2008).

Matrizes de genotipagem estao sendo frequentemente desenvolvidas para
um grande numero de espécies, tanto para obter informagdes mais precisas sobre
a constituicdo genética, como para auxiliar no melhoramento de plantas. Para
muitas espécies, matrizes de primeira geracdo com numero de marcadores entre
5000 e 100000 foram ou estdo sendo desenvolvidas. Através do uso de
tecnologias de sequenciamento de alto rendimento e o0 aumento na
disponibilidade de sequéncias de referéncia gendmicas de alta qualidade, pode-

se esperar que as matrizes de genotipagem com grande niumero de SNPs estarao
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disponiveis nos préximos anos para praticamente todas as principais espécies de
plantas cultivadas (Ganal et al., 2012).

O conhecimento gendmico de aveia esta em desvantagem com relagédo a
outras espécies de cereais. No entanto, o uso de técnicas moleculares no
melhoramento de aveia pode ser uma ferramenta importante que facilitaria o
conhecimento e a selecdo de algumas caracteristicas complexas. Embora os
programas de melhoramento assistidos por marcadores moleculares ainda estao
em andamento (Tinker et al., 2009), a falta de progresso é principalmente
atribuida ao numero limitado de marcadores mapeados disponiveis nesta cultura.
Outros fatores negativos, que complicam o desenvolvimento de trabalhos
moleculares em aveia, € o fato de ser hexapléide e ndo possuir 0 genoma

sequenciado.

2.7 Mapeamento molecular em aveia

A construgcdo de mapas genéticos detalhados e com alto nivel de cobertura
do genoma é o primeiro passo para algumas das aplicagbes dos marcadores
moleculares no melhoramento genético de plantas, entre elas: i) permite analise
detalhada de caracteristicas quantitativas e qualitativas e a localizagado de genes
ou QTLs; ii) facilita a introgressdo de genes desejaveis ou QTLs através da
selecdo assistida; ii) permite o mapeamento comparativo entre diferentes
espécies, para avaliar a similaridade e fungdo entre genes na expressao do
fendtipo; iv) fornece estrutura para ancorar com mapas fisicos baseados na
translocagcdo de cromossomos, sequéncia de nucleotideos do DNA ou outras
medidas diretas e v) € o primeiro passo para a clonagem posicional de genes

responsaveis por caracteristicas importantes (Semagn et al., 2006).
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O primeiro mapa genético em aveia hexaploide foi desenvolvido em uma
populagdo proveniente do cruzamento entre Kanota x Ogle (O'Donoughe et al.,
1995). Posteriormente, Wight et al. (2003), atualizou este trabalho incluindo mais
marcadores e linhagens na populagdo, obtendo um mapa com 29 grupos de
ligacdo. Em trabalho utilizando germoplasma de aveia originario de diversos
paises, foi construido um mapa integrado no qual foram utilizados 1010
marcadores DArT (Diversity Arrays Technology) (Tinker et al., 2009) e 287
marcadores identificados previamente por Wight et al. (2003).

Recentemente foi desenvolvido 0 mapa consenso em aveia no qual foram
utiizados dados de mapeamento em 6 diferentes populagdes, incluindo 985
marcadores SNPs e 68 marcadores DArT previamente identificados, formando 21
grupos de ligacdo com um mapa de 1838,8 cM. Os grupos de ligagao foram
atribuidos para os 21 cromossomos usando analise de delecbes SNP em
linhagens monossémicas. Neste trabalho também foram realizados alinhamentos
cromossbmicos com espécies modelos como arroz e Brachypodium para
identificar possiveis regides sinténicas entre as espécies (Oliver et al., 2013).

Os trabalhos de mapeamento de QTLs em aveia normalmente estdo
associados a caracteristicas agrondmicas e se observa que ha poucos registros
na literatura de trabalhos com gendtipos brasileiros. Entre estes, pode-se
destacar, trabalhos como a identificacdo de 16 QTLs associados a 9
caracteristicas agronémicas, na populagcdo oriunda do cruzamento UFRGS 8 e
UFRGS 930605 (Cover et al., 2011). Para a caracteristica do florescimento e
resposta a vernalizagdo foram identificados QTLs associados na populagao
UFRGS 8 x UFRGS 930605 e UFRGS 881971 x Pc68/5*Starter (Nava et al.,
2012) e em outas trés populagdes de linhagens recombinantes (Locatelli et al.,

2007).
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De modo geral, em aveia também sdo encontrados outros trabalhos com
analise de QTLs. Entre estes foram identificadas QTLs associados ao conteudo
de oleo, que foram identificados em uma populacdo de linhagens recombinantes
do cruzamento entre Dal (alto teor de 6leo) x Exeter (baixo teor de 6leo). Para
esta populacao foi desenvolvido um mapa de 1271,8 cM a partir de marcadores
DArT. Além do conteudo de odleo foram identificados QTLs associados a outras
caracteristicas agronémicas nesta populagao (Hizbai et al., 2012).

O mapeamento de QTLs para resisténcia a alguns patégenos também tem
sido realizado na cultura da aveia. Recentemente foi identificado uma regido
gendbmica no cromossomo 17A/7C que confere resisténcia para a acumulagao da
micotoxina deoxynivalenol (DON) causada pelo patégeno Fusarium spp. A
populacao utilizada foi genotipada com marcadores DArT, AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats) e SNP (He et
al., 2013). Em outro estudo, foram detectados QTLs para resisténcia parcial de
ferrugem da folha (Puccinia coronata f. sp. avenae Eriks). O mapa foi gerado em
uma populagcdo de 158 linhagens segregantes Fs (MN841801-1 (resistente) x
Noble-2 (suscetivel), foram utilizados marcadores RFLP e AFLP e o mapa
apresentou 1509,0 cM (Portyanko et al., 2005).

Em aveia nuda, em um trabalho realizado com uma populacéo derivada do
cruzamento entre Terra (nuda) x Marion (com casca), foi identificado no grupo de
ligacdo TM_5, quatro marcadores DArT (opt-0334, opt-0719, opt-5047 e opt-
13594) que estavam fortemente associados com o fendtipo nuda (Gardner et al.,
2010). Em uma populagao com os mesmos genétipos parentais, Terra x Marion,
foi desenvolvido um mapa de ligacdo com 430 marcadores do tipo AFLP, RFLP,
RAPD (Random amplification of polymorphic DNA) e SCAR (Sequence

Characterized Amplified Region). Neste trabalho foram identificados diversos
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QTLs associados a caracteristicas agronémicas e também o loco (N-1) que
controla o carater nuda/casca. O gene N-1 foi localizado no grupo de ligagéo
TM_5 e esta entre os marcadores RFLP, cd0482 e act_cta133 (DeKoeyer et al.,
2004).

A Avena sativa L. assim como a Avena sativa subsp. Nudisativa
apresentam grande poténcial como cultura para alimentagcdo humana e animal.
Neste sentido, € de grande importancia o avango nos estudos moleculares para
um melhor entendimento do mecanismos envolvidos em determinadas
caracterisiticas bem como a utilizagdo de novas tecnologias que facilitem a

selecao destas caracteristicas importantes para o melhoramento genético.

2.8 Aspectos moleculares do desenvolvimento floral em cereais

Em monocotileddneas, a arquitetura da inflorescéncia depende da iniciagao
de meristemas especificos (McSteen et al., 2000). Em milho o processo ocorre na
seguinte ordem: Meristemas de ramificagcdes (MR), meristemas par de espiguetas
(MPE), meristema de espigueta (ME) e por fim o meristema floral (MF). A
espigueta € a unidade floral fundamental de todas as monocotileddéneas (Clifford,
1987), esta consiste de duas folhas bracteas, chamadas de glumas, que
abrangem um numero variavel de flores. Os MPEs e MEs em milho séao
determinados. O MPE produz um ME e entdo termina a sua atividade através da
préopria diferenciacdo em ME. Da mesma forma, o ME produz um MF e entao
termina se tornando um MF.

No arroz, a arquitetura da panicula € basicamente controlada por dois
fatores principais: (i) o nUmero de ramos primarios, que sao regulados pelo ritmo
de abortamento do meristema da inflorescéncia, e (i) o numero de meristemas

laterais em cada ramo principal, o qual € determinado pelo tempo de converséao
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dos meristemas dos ramos no meristema da espigueta. As espiguetas em arroz
iniciam seu desenvolvimento a partir do primeiro ou segundo ramo da
inflorescéncia. Tem destino determinado e consistem de duas glumas
rudimentares e uma unica flor funcional.

A identidade do ME é controlada pela agdo dos genes ortdlogos branched
silkless 1 (bd1l) em milho (Chuck et al., 2002) e frizzy panicle (fzpl) em arroz
(Komatsu et al., 2003). Em mutantes BD1 e fzp1, o meristema da espigueta
determinado € substituido por um meristema de ramificagdo indeterminado. Os
genes fzpl e BD1, codificam membros da familia de fatores de transcricdo
ERF/APETALA2 (AP2), e possuem fungao de reprimir o destino do meristema de
ramificacdo lateral indeterminado. Outros dois genes parélogos AP2-like,
INDETERMINATE SPIKELET1 (IDS1) e SISTER OF INDETERMINATE
SPIKELET1 (SID1), desempenham multiplos papeis na arquitetura da
inflorescéncia em milho. A perda de fungcdo em mutantes IDS1 retarda o tempo de
conversdo do meristema da espigueta para o meristema floral e faz com que
ocorra perda na determinancia das espiguetas, gerando multiplas flores (Chuck et
al, 1998). O gene SNB (Supernumerary Bract) em arroz esta estreitamente
relacionado com SID1 e IDS1 do milho e a perda de fungdo de SNB também
provoca o atraso na transicdo do meristema espigueta para o meristema floral,
produzindo glumas extras antes de iniciar as flores (Lee et al., 2006).

Em arroz, o gene SNB é importante no controle da determinadncia das
espiguetas e no desenvolvimento das flores (Zhu et al., 2009). Um dos papeis de
SNB e OsIDS (gene IDS em arroz) pode ser o de prevenir a determinagao
precoce da inflorescéncia e meristemas de ramificagdo. Devido ao fato de que
SNB e OsIDS1 serem expressos ao longo dos meristemas de ramificagcdo e

espiguetas, € sugerido que ocorra uma regulagao pos-transcricional, que reduz a
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acao dos genes AP2 no meristema da espigueta. Quando estes meristemas
comegam a se desenvolver, a expressao de miR172 é recrutada e posteriormente
os transcritos de SNB e OsIDS1 s&o esgotados, garantindo o desenvolvimento
das espiguetas na posi¢cédo e no tempo correto. Portanto, é sugerido que o miR172
funciona como um dos principais determinantes da ramificacdo, no
desenvolvimento das espiguetas e destino das células do meristema (Lee & An,
2012).

Em milho, foi identificado um mutante, denominado de ts6, este carrega
uma mutagao no sitio de ligagdo do miR172 no gene idsl. Neste caso, ambos,
MPEs bem como MEs no penddo e espigas dao origem a um numero
incrementado de espiguetas e flores, respectivamente, pois os meristemas
tornam-se indeterminados (Chuck et al., 2007). Em cevada foi identificado um
mutante em que um elemento transponivel Ds modificado, foi inserido na
sequéncia madura miRNA de um suposto miR172 ortélogo na cevada, impedindo
a producdo de um miRNA maduro funcional que parece ser um componente
regulatério no modelo ABC do desenvolvimento floral. O fenétipo de espiguetas
indeterminadas, ocasionado por esta mutacdo é semelhante ao observado no
mutante ts6 em milho (Brown & Bregitzer, 2011).

Estudos em milho, arroz e cevada mostram que o miR172 é um importante
regulador na fase de transicao a na determinacao da identidade dos érgéaos florais
em monocotiledéneas (Chuck et al., 2007; Zhu et al., 2009; Nair et al., 2010). O
miR172 foi um dos primeiros genes MIRNA em plantas a ser identificado. Ele gera
uma sequéncia madura miR172 com 21 nucleotideos que regula a abundancia
e/ou tradugcao de genes fatores de transcricdo APETALA2 (AP2), especificos de

plantas (Park et al., 2002; Chen, 2004).
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No arroz, a familia miR172 contém quatro membros (MIR172a-d) e tem

como alvo 5 genes AP2-like: 0Os03g60430, 0Os04g55560, 0Os05g0340,
0s06g43220 e SNB. A expressao dos diferentes membros da familia MIR172 e
consequentemente seus mMiRNAs maduros dependem do estagio de
desenvolvimento e tipo de tecido. O nivel de expressdo € controlado pelo
comprimento do dia e pela temperatura (Lee et al., 2010). A expressdo do miR172
em arroz varia consideravelmente durante os estagios de desenvolvimento e
orgaos reprodutivos (Zhu et al., 2009). A super-expressédo de miR172 em arroz
provoca atraso na reinteracdo de estruturas semelhantes a bractea. Também
podem ser observadas alteracbes morfolégicas na lema e palea tais como:
multiplas camadas, estruturas torcidas, degeneradas ou a substituidas por
estruturas semelhantes a folhas. Alteracdo no numero e/ou morfologia das
lodiculas podem afetar o desenvolvimento floral e consequentemente a formagao

de graos nus (Zhu et al., 2009).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, clima e solo

Os experimentos foram conduzidos na Estagcdo Experimental Agrondmica
(EEA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). A EEA esta
localizada no municipio de Eldorado do Sul, RS a 30° 05' 27" de latitude Sul e 51°
40' 18" de longitude Oeste, com altitude de 46m (Bergamaschi & Guadagnin,
1990). O solo da regido segundo a classificacdo brasileira de solos é do tipo
argissolo vermelho distréfico tipico (Embrapa, 1999). O clima é do tipo Cfa
(subtropical umido), de acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger. A
precipitacdo média anual € de 1400mm, sendo que os meses de junho, julho e

agosto s&o os mais chuvosos (Bergamaschi & Guadagnin, 1990).

3.2 Fenotipagem dos genétipos parentais

Os gendtipos parentais UFRGS 017004-2 e UFRGS 006013-1, que
possuem a caracteristica multiflora/nuda, foram caracterizados quanto a formacao
de espiguetas mosaico. O fendtipo de espiguetas mosaico é caracterizado
quando ocorre a presenca de grdos com casca e grdos sem casca na mesma
espigueta. Este fendtipo é observado em espiguetas que normalmente seriam
formadas somente por grdos sem casca. A analise fenotipica foi realizada nos

anos de 2012 e 2013. De cada genitor foram trilhadas dez paniculas, das quais,



25
cada uma foi derivada de uma planta diferente. Desta forma, a analise foi
composta por 10 plantas de cada gendtipo parental em cada ano de avaliagéo.

Cada panicula foi separada em trés partes antes de ser trilhada, sendo
elas: tergo superior, médio e inferior. A divisdo foi realizada através da
observagéo de dois entrendés mais extensos em comprimento (Valentine, et al.,
2014). A presenca destes entrenos facilita a divisdo da panicula em trés partes
semelhantes. Em cada terco as espiguetas foram trilhadas separadamente
observando-se o tipo de grado (sem casca ou com casca) que era formado.
Quando foi observada a presengca de grédos com e sem casca na mesma
espigueta, este fenodtipo foi denominado de mosaico (Figura 1). Os resultados da
quantidade de espiguetas mosaico em cada terco (superior, médio e inferior)
foram expressos em porcentagem, com relacdo ao numero total de espiguetas

naquele tergo.

Terco superior

Ter¢o médio 'L

"y
o

Tergo inferior ’ - s

-
At

Espigueta mosaico

FIGURA 1. Desenho representativo de uma panicula do genitor multiflora/nuda
com formacéo de espiguetas mosaico. Eldorado do Sul, RS, 2013 e
2014.

Legenda: Gréos vermelhos = Grédos com casca; Gréos azuis = Graos sem casca.
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3.3 Avanco de geragdes

Em todas as geracgdes, a adubacédo de base foi de 300 kg/ha™ da férmula
5-30-15 NPK e as adubacdes de cobertura consistiram em duas aplicacbes de 90
kg/ha™ de ureia (37,8 kg de N), quando as plantas atingiram o estadio de quatro
e seis folhas expandidas. O controle de plantas daninhas foi realizado através de
capinas manuais. O controle de doengas fungicas foi realizado com o fungicida
Tebuconazole, na concentragdo de 200 g de ingrediente ativo por litro (dose de
750 mL/ha™ do produto comercial). Também, foi realizado o controle de insetos,
principalmente pulgdes, através do inseticida Dimetoato, na concentragao de 500
mg/litro (dose de 500 mL/ha™ do produto comercial). O tratamento de sementes
foi realizado com inseticida Imidacloprid na dose de 60 mL.kg"' do produto
comercial Gaucho FS (suspensao concentrada de 600 g.L™).

O avanco de geracgdes foi conduzido a partir da geragao F, até progénies
F2.6. O método utilizado foi o SPD (Single Panicle Descent). Este método consiste
em utilizar todas as sementes de uma unica panicula, ao acaso/sem selecéo,
para o proximo plantio. O avango de geracao foi realizado em duas populagbes
obtidas pelos seguintes cruzamentos: cruzamento |: UFRGS 01B7114-1 (panicula
normal e graos com casca) x UFRGS 0060131 (panicula multiflora e graos sem
casca) e cruzamento Il: URS Taura (panicula normal e grdos com casca) X
UFRGS 017004-2 (panicula multiflora e grdos sem casca). O numero de
gendtipos no cruzamento | foi de 144 gendtipos e no cruzamento Il de 191
genotipos.

A genealogia dos gendtipos parentais esta representada na Tabela 1. Em
2008, estes genitores foram semeados em parcelas de quatro linhas de trés
metros de comprimento, espagadas 30 centimetros uma da outra. Durante a fase

reprodutiva foi realizado o cruzamento entre os genétipos pelo método da flor
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fechada (Bertagnolli & Federizzi, 1994). Em 2009, as sementes F; obtidas dos
cruzamentos foram semeadas a campo, em uma linha. Todas as plantas foram
colhidas em "bulk", dando origem as sementes F», na qual foi dado inicio o

avango de geragdes.

TABELA 1. Genealogia dos genotipos parentais utilizados nos cruzamentos | e Il.
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2010.

Genitores Genealogia Grao Espigueta
UFRGS (PC68/5*STARTER F4) x UFRGS Com N
Cruz.l 01B7114-1-3 10 casca
UFRGS (COCKER492/STARTER-1 F3 ) x Sem ME
006013-1 UFRGS 10 casca
UFRGS 970216-2 x UFRGS Com
Cruz. Il URS TAURA 970461 casca N
UFRGS (COCKER 492/STARTER-1 F3) x Sem ME
017004-2 UFRGS 8 casca

Legenda: N = Normal; MF= Multiflora; Cruz.= Cruzamento.

Geragao F,: O experimento foi instalado no dia 15 de julho de 2010, sob
sistema de plantio direto, sobre resteva de soja. Os gendtipos foram conduzidos
na forma de plantas espacadas, em linhas de trés metros de comprimento e
espacamento de 0,30 m entre linhas. Em cada uma das linhas foram semeadas
manualmente dez sementes, com distancia média de 30 cm entre plantas. Para
cada populagdo, os genotipos parentais foram semeados nas duas primeiras
linhas seguidos pelas linhas dos genoétipos segregantes F,. Na geragao F,, cada
planta dentro de cada linha, foi colhida separadamente e em bulk, isto é, as
paniculas de uma mesma planta foram colhidas todas juntas. Uma panicula, ao
acaso, de cada bulk deu origem a uma progénie F,.3 (progénie F3 derivada de F»)

Progénie F,.3: Para compor a progénie F,.3, foi retirada uma panicula ao
acaso, de cada bulk de paniculas colhido na geragao F,. Cada panicula inteira foi

trilhada separadamente e deu origem a uma linha de 1 metro. Cada linha
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correspondendo a um individuo na progénie Fz.3. O plantio foi realizado a mé&o
com espagcamento de 0,30 m entre linhas, no dia 03 de janeiro de 2011 no telado
da EEA/UFRGS. No inicio e no final de cada populacdo foram semeadas duas
linhas de cada gendtipo parental. Ao atingirem a maturacgdo fisioldgica, cada
progénie F2.3 (linha) foi colhida separadamente em bulk, isto €, todas as paniculas
de todas as plantas de cada linha foram colhidas junto. Este critério foi adotado
porque as paniculas produzidas foram pequenas e com baixa produgdo de
sementes, devido ao cultivo ter sido realizado durante o verdo, isto €, fora da
estacao normal de cultivo da aveia. Cada bulk foi trilhado separadamente e todas
as sementes do bulk foram utilizadas para cultivar a geragao seguinte.

Progénie F2.4: A semeadura das progénies F».4, foi realizada no dia 05 de
julho de 2011. As sementes obtidas no bulk da geracao anterior foram semeadas
em covas com espacamento de 0,30 m entre covas. No inicio e no final de cada
populagcdo foram semeados os gendtipos parentais. Cada cova foi colhida
separadamente e em bulk.

Progénie F2:5: O plantio das progénies F».5 foi mecanizado e realizado no
dia 29 de junho de 2012. De cada bulk, colhido na geracao anterior foi retirada
uma panicula ao acaso e trilhada separadamente. Todas as sementes de cada
panicula foram semeadas em uma linha dupla de 3 metros com espagamento de
0,30 m, cada linha correspondente a um gendtipo. No inicio e final de cada
populacao foram semeadas duas linhas com os genotipos parentais. Ao atingirem
a maturacao fisioldgica cada linha (gendtipo) foi colhida separadamente em bulk,
isto é, todas as paniculas de todas as plantas da linha foram colhidas junto.

Progénie F2.6: O plantio das progénies F2. foi realizado mecanicamente no
dia 18 de junho de 2013. De cada bulk, colhido na geragao anterior, foi retirado

uma panicula ao acaso e trilhada individualmente. As sementes obtidas em cada
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panicula foram semeadas em linhas duplas de 3 metros de comprimento com
espacamento de 0,30 m. Cada linha correspondendo a um genotipo. Os
genotipos parentais foram semeados no inicio e no final de cada populagcédo. Na
maturidade fisiologica foi realizada a colheita de 2 a 3 paniculas de cada planta da

linha. Foram colhidas de 5 a 10 plantas dentro de cada linha (gendtipo).

3.4 Avaliagcao fenotipica das progénies F,.5 e F2;s sob condigoes de
campo

As linhagens recombinantes avaliadas neste item participaram do avango
de geracao como relatado no item 3.3. A avaliagcdo fenotipica foi realizada em
progénies F,s5 (2012) e Fu6 (2013). Todas as plantas de cada linhagem
recombinante, oriundas dos cruzamentos: UFRGS 01B7114-1 x UFRGS 006013-
1 e URS Taura x UFRGS 017004-2, foram avaliadas visualmente de acordo com
o tipo de panicula que produziam. Desta forma, cada linhagem recombinante foi
classificada em: (i) normal (com casca), quando todas as plantas da linhagem
apresentavam paniculas normais, (ii) segregante, quando ambos os fendtipos,
panicula multiflora e panicula normal foram observados entre as plantas de uma
mesma linhagem recombinante e, (iii) multifiora, quando todas as plantas da
linhagem recombinante apresentavam o fenétipo de panicula multiflora. Entende-
se por panicula normal aquela que nao é multiflora, normalmente séo produzidas
duas flores férteis. Em paniculas normais ocorre a formacao de grdos com casca
(Figura 2A). Panicula multiflora é aquela em que se observa espiguetas com pelo
menos uma lema mais fina (menos lignificada) e semelhante a gluma.
Normalmente, espiguetas multiflora possuem mais que trés flores e formato mais

alongado que espiguetas normais (Figura 2B). Com as proporgdes observadas foi
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calculado o teste do chi-quadrado (y?), para testar a aderéncia das hipdteses

genéticas as proporgdes fenotipicas esperadas, como descrito no item 3.5.

\tisp'igueta

W/

FIGURA 2. Tipos de paniculas encontradas nas linhagens segregantes.
A: Panicula Normal; B: Panicula Multiflora. EEA, Eldorado do Sul, RS,
2013.
3.5 Determinacao do numero de genes controlando o carater
multiflora/nuda
Para a determinacdo do numero de genes que influencia o carater
multiflora/nuda foram utilizadas as duas populagdes obtidas como descrito no item
3.3. Os testes foram realizados nas progénies F,s5 e F,s de cada uma das
populagdes utilizando a fenotipagem descrita no item 3.4. A partir das proporgdes
observadas foi realizado o teste do qui-quadrado (x°) para testar a aderéncia das
hipoteses genéticas as proporcdes fenotipicas esperadas de acordo com a
equacao descrita por Steel & Torrie (1980):
v*= ¥ (Fo-FE)*FE. Com n-1 graus de liberdade

Em que:
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FO= Numero de linhagens observados para determinada classe fenotipica;
FE= Numero de linhagens esperado para determinada classe fenotipica;
n = numero de classes fenotipicas.

Para calcular a proporcdo esperada de gendtipos em homozigose e
heterozigose nas progénies F,.5 e F26 foi expandido o binbémio, descrito por Allard
(1999).

[1+27-1)]"

Em que:
n = numero de genes
m = numero de geracgdes de autofecundacgao.

A proporg¢ao esperada de gendétipos em homozigose e heterozigose para o
carater em progénies F,5 e Fys depende da hipotese do numero de genes
testados. Para um gene foi testada a hipétese de segregacédo 1:1 e para dois

genes a hipétese de segregacao 3:1.

3.6 Avaliacao da frequéncia de espiguetas mosaico em progénies

F2.6 do cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 com a
caracteristica multiflora

A analise foi realizada em paniculas de 23 linhagens recombinantes do

cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2, que apresentaram a caracteristica

de panicula multiflora, tanto na progénie F..5 quanto na F,¢ nos anos de 2012 e

2013, respectivamente. Para cada linhagem recombinante foram avaliadas 5

paniculas (cada panicula era proveniente de uma planta diferente). Em cada

panicula, as espiguetas foram analisadas separadamente e foi avaliada a

formagao de grdos com casca em espiguetas que normalmente seriam de graos

sem casca, 0 que caracteriza uma espigueta com fenétipo mosaico. O numero
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total de espiguetas mosaico de cada panicula foi representado em porcentagem

com relag&o ao total de espiguetas com graos sem casca na panicula.

3.7 Genotipagem com marcadores SNPs em linhagens
recombinantes de aveia

3.7.1 Material vegetal

A genotipagem foi realizada nos gendtipos parentais (Tabela 1), e em 94
linhagens recombinantes de cada uma das respectivas populagbes F2.5 (UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 e URS Taura x UFRGS 017004-2), que foram
obtidas conforme descri¢ao no item 3.3. O critério de analisar um niumero menor
de linhagens recombinantes foi adotado para diminuir custos e obter resultados
em duas populacbes de cruzamentos diferentes. Para a genotipagem, as 94
linhagens recombinantes de cada populagao, foram selecionadas de acordo com
a porcentagem de linhagens em cada classe: multiflora/nuda, normal/casca e
segregante (multiflora e normal), com base no total de gendtipos da populagao.

Devido ao fato de que nas progénies F»,.5 as paniculas de todas as plantas
em cada linhagem recombinante foram colhidas juntas (bulk), para a extragao de
DNA genbmico, foi realizado um bulk de sementes de forma que todas as
paniculas, de cada linhagem recombinante, colhidas na progénie F,5 fossem
representadas. Em cada linhagem recombinante foram retiradas duas sementes
de cada panicula colhida. O bulk de sementes foi colocado para germinar em
papel germitest umedecido, por 7 dias em cadmara incubadora do tipo B.O.D
(Biochemical Oxigen Demand), sob temperatura de 22°C. Apds este periodo, uma
pequena amostra de tecidos de todas as plantas de cada linhagem foi coletada. O
material vegetal foi armazenado em tubo eppendorf de 1,5 mL e macerado com

nitrogénio liquido. Procedeu-se entdo a extracdo de DNA gendmico.
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3.7.2 Extragdo de DNA gendémico

A extracdo de DNA foi realizada através do método modificado de Lodhi et
al. (1994). Em cada amostra de tecido vegetal macerado foi adicionado 600 pL de
tampao de extracdo (CTAB 1%; PVP 2%; Tween 0,5%; [1M] Tris-HCI pH 8,0 50
mM; [0,5M] EDTA (mL) 20 mM; [5M] NaCl 1,1M; [10M]LICI 0,4 M e B-
mercaptoetanol) com uma pequena quantidade de pvpp (polivinilpolipirrolidona) e
agitado em vortex para completa homogeneizagdo. Apos as amostras
permaneceram incubadas em banho maria a 60°C por 25 minutos, adicionou-se
600 uL de CIA (cloroférmio:alcool isoamilico 24:1) e misturou-se gentilmente por
inversao de tubo por 4 minutos para formar uma emulséo.

Apds a incubagao, as amostras foram centrifugadas a 10000 G por 10
minutos em temperatura ambiente e a fase aquosa superior foi transferida para
um novo tubo devidamente identificado. Na sequéncia, adicionou-se 250 uL de
NaCl 5M na solugcdo aquosa recuperada da etapa anterior. As amostras foram
agitadas em vortex e se adicionou 750 uL de isopropanol gelado (-20°C). Apos
agitar novamente em vértex, foram refrigeradas a 4°C por 15-20 minutos. Nesta
etapa ocorre a precipitacdo do DNA e formacao do pellet.

Posteriormente, centrifugou-se a 10000 G por 10 minutos em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado em etanol 75% gelado
(1000 pL). Apds eliminar todo o excesso de alcool da amostra, o pellet foi secado
a 37°C em estufa por 10 minutos e em seguida resuspenso em 50-100 pyL de TE
(10 mM Tris-HCI pH 8,0 - 1 mM EDTA pH 8,0) + RNAse 20 ug/mL (Qiagen Inc.,
Chatworth, CA) . Para correta agao da RNAse, as amostras foram incubadas em
banho maria a 50°C por 15 minutos. Os parametros de qualidade e concentragao

do DNA foram determinados em gel de agarose 1,5% e em espectrofotdmetro.
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3.7.3 Concentragao e submissao do DNA para genotipagem de alta

densidade por marcadores SNP

O DNA de todas as linhagens foi diluido para a concentragdo de trabalho
de 50 ng/pL. Uma aliquota composta por 20 yL de DNA de cada linhagem foi
submetida para analise genotipica no Biosciences Research Laboratory, United
States Department of Agriculture (USDA) - Agricultural Research Service (ARS),
localizado em Fargo, ND. Marcadores SNP foram detectados entre as linhagens
utiizando a plataforma de genotipagem "GoldenGate Genotyping Assay". Esta
plataforma é composta por 6.000 marcadores SNP desenvolvidos para aveia e

comercializada pela empresa lllumina (http://www.illumina.com).

3.8 Construgao dos mapas genéticos de ligacao

Os grupos de ligacdo foram construidos utilizando o programa
computacional JoinMap, versao 4.0 (Van Ooijen, 2006). Através deste programa
foi possivel determinar a ordem e a distancia de ligacdo entre os marcadores. Os
grupos de ligagao foram determinados usando-se LOD (Logarithm of the odds)
6.0 e frequéncia de recombinagdo maxima de 40%. As frequéncias de
recombinagcao foram convertidas em distancias genéticas (centiMorgans - cM)
através da fungao Kosambi disponivel no préprio aplicativo (Kosambi, 1944).

O mapa genético foi desenvolvido com dados genotipicos de 93 linhagens
recombinantes, na populagdo do cruzamento UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1. Nesta populagdo, uma das linhagens genotipadas foi excluida do
mapeamento por conter mais de 50% de dados perdidos. Na populagdo do
cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 o mapa genético foi desenvolvido
com dados genotipicos de 94 linhagens. Para o desenvolvimento do mapa da

foram utilizados marcadores polimérficos entre os gendtipos parentais e com
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padrdo de segregagédo conforme esperado para a geragao F5. No total, para a
populacdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 foram utilizados 633
marcadores SNP, e para a populagdo URS Taura x UFRGS 017004-2, 614
marcadores.

Os dados fenotipicos obtidos para cada linhagem nas duas populagoes,
conforme relatado no item 3.4, foram incorporados aos dados genotipicos para o
desenvolvimento do mapa genético. Para cada classe fenotipica foi atribuido um
cbdigo, de acordo com as exigéncias do programa JoinMap, versao 4.0. Desta
forma: as linhagens que apresentaram caracteristica fenotipica de panicula
normal foi atruibuido o codigo "a" ; as linhagens que apresentaram caracteristica
fenotipica de panicula multiflora, o cédigo "b" e as linhagens que apresentaram
caracteristica segregante (presenca de paniculas multiflora e paniculas normais
nas plantas de uma mesma linhagem), foi atribuido o cédigo "h". Os marcadores
fenotipicos do cruzamento UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 foram
denominados de Naked01 2012 (fenotipagem em progénies F2.5, ano de 2012) e
Naked02 2013 (fenotipagem em progénies F2.s, ano de 2013). Ja no cruzamento
URS Taura x UFRGS 017004-2 foram denominados de Naked03 2012
(fenotipagem em progénies F».5, ano de 2012) e Naked04_2013 (fenotipagem em
progénies F,6, ano de 2013).

Apo6s a construcao individual dos mapas genéticos em cada cruzamento foi
realizada a integracdo entre os dois mapas, utilizando aplicativo do proprio
programa JoinMap. Foram integrados somente os grupos de ligacdo, que
possuiam pelo menos 2 marcadores em comum com algum grupo de ligagao do
outro cruzamento. A integragdo deu origem a grupos de ligagdo consenso entre
os dois cruzamentos. Além destes, cada cruzamento possui grupos de ligagao

préprios, que nao foram agrupados.
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3.9 Ancoragem dos grupos de ligacao
ApoOs a integracdo dos dois mapas, foi realizado a ancoragem de cada
grupo de ligacdo ao mapa consenso da aveia, desenvolvido a partir de seis
populagdes com marcadores SNP e DArT (Oliver et al., 2013). Esta analise foi
realizada utilizando o programa excel através da busca por marcadores em
comum, entre cada grupo de ligagdo e o grupo de marcadores correspondentes a
cada cromossomo no mapa consenso. A ancoragem do grupo de ligagdo 15 do
cruzamento Il com o cromossomo 16A foi represetada graficamente utilizado o

programa MapChart (Voorrips, 2001).



4 RESULTADOS

4.1 Avaliagoes fenotipicas

4.1.1 Avaliagao da frequéncia de espiguetas mosaico em genétipos

parentais com caracteristica de graos nuda

Na analise fenotipica realizada nos gendétipos parentais multiflora/nuda
(UFRGS 017004-2 e UFRGS 006013-1) foi possivel observar expressao
diferenciada da caracteristica nuda entre os dois gendtipos nos dois anos de
avaliagdo. No ano de 2012, o genitor UFRGS 017004-2 apresentou em todas as
espiguetas somente graos sem casca. No ano de 2013 o resultado foi igual ao
ano anterior. Em todas as 10 paniculas trilhadas ndo houve formacdo de graos
com casca em nenhuma espigueta.

Na avaliacdo fenotipica realizada para o genitor UFRGS 006013-1
observou-se a ocorréncia de grdos com casca em espiguetas multiflora, que
normalmente formariam grédos sem casca, formando espiguetas mosaico. No ano
de 2012, das 10 paniculas analisadas, metade apresentaram espiguetas mosaico.
A porcentagem de espiguetas mosaico nestas paniculas variou de 8 a 29%
(Figura 3). No ano de 2013, no mesmo genitor, houve um incremento na
ocorréncia de espiguetas mosaico. Todas as 10 paniculas trilhadas apresentaram
formacgdo de espiguetas mosaico. Nestas, a ocorréncia de espiguetas mosaico

variou de 9 a 60% (Figura 3).
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Panicula

FIGURA 3. Porcentagem de espiguetas mosaico na panicula do genitor
multiflora/nuda UFRGS 006013-1. Eldorado do Sul, RS, 2012 e
2013.

No genitor que apresentou variagdo, a analise das espiguetas foi realizada
dividindo a panicula em trés tercos, superior, médio e inferior. No ano de 2012, no
terco superior, das dez paniculas trilhadas somente uma apresentou espiguetas
mosaico. No ano de 2013, trés paniculas apresentaram formagao de 13 a 38% de
espiguetas mosaico no tergo superior da panicula (Figura 4A). No ano de 2012,
no terco meédio foram observadas 5 paniculas com presenca de espiguetas
mosaico, com variagao de 13 a 47%. No ano seguinte, no terco médio, todas as
paniculas analisadas apresentaram formagao de espiguetas mosaico, variando de
7 a71% (Figura 4B).

No terco inferior em 2012, cinco paniculas apresentaram espiguetas
mosaico, com variacdo de 6 a 38%. No ano de 2013, todas as paniculas
apresentaram variagao de 20 a 100% na formagao de espiguetas mosaico (Figura
4C). No ano de 2013 a ocorréncia de espiguetas mosaico no genitor UFRGS
006013-1 foi maior do que no ano de 2012. Tanto na porcentagem de espiguetas

mosaico como no numero de plantas que apresentaram tais variagdes (Figura 4).
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FIGURA 4. Distribuicdo das espiguetas mosaico nos tergos, superior, médio e
inferior em paniculas do genitor multiflora/nuda UFRGS 006013-1.
Eldorado do Sul, RS, 2012 e 2013.
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4.1.2 Avaliacao fenotipica das progénies F2:5 e F,. sob condi¢goes de
campo

A analise fenotipica das linhagens obtidas dos cruzamentos: UFRGS
01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1 e URS Taura x UFRGS 017004-2 foi
realizada nos anos de 2012 e 2013. Durante os dois anos foi identificado o tipo de
panicula que cada linhagem produzia (multiflora/nuda, normal/casca ou
segregante (multiflora e normal na mesma linhagem). Para facilitar o
entendimento, as populagdes oriundas dos dois cruzamentos serdo apresentadas

separadamente.

41.21 Cruzamento I: UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1

A analise fenotipica das linhagens recombinantes do cruzamento UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 foi realizada nas progénies F2.5 € F26. Devido a
proporcao observada de genotipos heterozigotos ter sido acima da proporgao
esperada, foram utilizadas somente as classes de gendtipos homozigotos para o
calculo do qui-quadrado.

Nas progénies F2.5(2012), foi observado que 54,0 linhagens apresentaram
paniculas multiflora/nuda e 63,0 apresentaram segregacado para a caracteristica
de paniculas normais/casca. Considerando a hipotese de que um gene influencia
o carater, as proporcdes esperadas para progénies F,.5 seriam de 67,5 gendtipos
multiflora e 67,5 gendtipos com paniculas normais. Na progénie Fz. (2013), foram
observadas 55,0 linhagens com a caracteristica multiflora/nuda e 73,0 linhagens
com paniculas normais/casca. Para esta geracao, considerando a hip6tese de um
gene seria esperado 69,7 linhagens multiflora e 69,7 gendtipos com paniculas
normais. O valor do teste de qui-quadrado foi de 0,7 nas progénies F,5 e de 2,52

nas progénies F2.¢ (P>0,05) aceitando a hipétese proposta de um gene (Tabela 2).
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TABELA 2. Frequéncias observadas e esperadas para o carater multiflora em
progénies de aveia F,.5 e Fz5, do cruzamento UFRGS 01B7114-1-3 x
UFRGS 006013-1. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2012 e 2013.

FO FE e P FO FE w P
Fendtipo Fas Fas
Multiflora 54 58,5 55 64
Normal 63 58,5 73 64
Total 117 07 04 128 25 0,11

Legenda: FO= Frequéncia observada; FE= Frequéncia esperada; y°= qui-quadrado; P=
Probabilidade

4.1.2.2 Cruzamento II: URS Taura x UFRGS 017004-2

A analise fenotipica das linhagens recombinantes do cruzamento URS
Taura x UFRGS 017004-2 foi realizada nas progénies Fz5 e Fs. Como na
populagdo do cruzamento |, devido a proporcdo observada de gendtipos
heterozigotos ter sido acima da proporcao esperada, foram utilizadas somente as
classes de gendtipos homozigotos para o calculo do qui-quadrado. Nas progénies
F..5 foi observado que 48 linhagens apresentavam a caracteristica de panicula
multifiora e 112 apresentavam panicula do tipo normal. Nestas progénies,
considerando a atuagdo de dois genes influenciando o carater, € esperado que,
aproximadamente 88% dos individuos apresentem locos em homozigose nos dois
locos.

Os resultados observados sugerem uma proporgdo de 3:1 (normal:
multiflora), sendo assim, os resultados esperados nestas condi¢gdes, em
progénies F,5 s&o: 120 linhagens com paniculas normais e 40 linhagens com
panicula multifiora. O valor do qui-quadrado obtido para progénies F,5 foi de 2,1
que se adequou satisfatoriamente (P>0,05) a hipdtese proposta de dois genes
(Tabela 3). Para a progénie F2., testando o modelo de dois genes é esperado que
94% das linhagens estejam em homozigose. Desta forma, os resultados

esperados para esta geragdo foram: 43 linhagens para a classe de panicula
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multiflora e 129 linhagens para a classe de panicula normal. O valor do qui-
quadrado obtido foi de 1,5 que se adequou satisfatoriamente (P>0,05) a hipotese

proposta de dois genes (Tabela 3).

TABELA 3. Frequéncias observadas e esperadas para o carater multiflora em
progénies Fu5 € Fus. Cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2.
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2012 e 2013.

FO FE e P FO FE a P
Fendtipo Fas Fas
Multiflora 48,0 40,0 50 43,0
Normal ~ 112,0 120,0 122 129,0
Total 160,0 21 005 172 1,5 022

Legenda: FO= Frequéncia observada; FE= Frequéncia esperada; y°= qui-quadrado; P=
Probabilidade

4.1.3 Avaliagao da frequéncia de espiguetas mosaico em progénies
F2.6 do cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 com a
caracteristica multiflora
Foram analisadas 23 progénies (F2:6) que apresentaram caracteristica de
panicula multifiora nas progénies F,5 e mantiveram este fendtipo na geragao
seguinte. De cada linhagem foram avaliadas 5 paniculas e foi observado que em
algumas paniculas houve a formacéo de espiguetas mosaico. Na Tabela 4 estédo
listados os seis gendtipos que apresentaram esta variagdo. Na linhagem 150, as
paniculas 1, 2, 4 e 5 apresentaram a formagdo de espiguetas mosaico nas
proporgdes de 13,64, 22,03, 31,25 e 13,21%, respectivamente. Nas linhagens 158
e 185 somente uma panicula de cada linhagem apresentou proporgao de
espiguetas mosaico de 27 e 15%, respectivamente. Nas linhagens 202 e 272
foram observadas duas paniculas com espiguetas mosaico em cada linhagem
com proporgdes de 12,5 e 62,5% (linhagem 202), 21 e 43% (linhagem 272). Ja na

linhagem 340 quatro das cinco paniculas apresentaram proporgdes de 25,6, 32,3,
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6,4 e 10,3% de espiguetas mosaico (Tabela 4). Nas demais 17 linhagens

analisadas, nao foi observado a formagao de espiguetas mosaico.

TABELA 4. Frequéncia de espiguetas mosaico, em porcentagem (%), em
linhagens segregantes de aveia do cruzamento URS Taura x
UFRGS 017004-2 em progénies Fz.6. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul,
RS, 2012 e 2013.

Panicula

Linhagem 1 2 3 4 5
150 13,6 22,0 0 31,25 13,2
158 0 0 0 0 27,0
185 0 0 15,0 0 0
202 12,5 0 0 0 62,5
272 0 0 21,0 0 43,0
340 25,6 32,3 6,4 0 10,3

4.2 Avaliagoes genotipicas

4.2.1 Mapas genéticos de ligagao

Polimorfismos genéticos de marcadores SNP foram detectados nas
linhagens recombinantes das duas populagdes de aveia: UFRGS 01B71114-1-3 x
UFRGS 006013-1 e URS Taura x UFRGS 017004-2. Estes resultados permitiram
a construgdo de mapas genéticos de ligagdo nos dois cruzamentos. No
cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1, dos 633 marcadores
SNP, identificados como polimorficos entre os gendtipos parentais, 501
apresentaram padrao de segregacdo mendeliana e foram utilizados na formagéo
dos grupos de ligacdo do mapa genético. Para o cruzamento URS Taura X
UFRGS 017004-2, dos 614 marcadores SNP polimérficos entre os gendtipos
parentais, 435 segregaram de acordo com as proporgdes mendelianas e foram
agrupados em grupos de ligagao.

Nos mapas genéticos foram identificados grupos de ligagdo que possuiam

pelo menos 2 marcadores em comum entre as duas populagdes, permitindo o
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agrupamento entre tais grupos. No mapa do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x
UFRGS 006013-1, 23 grupos de ligagdo e no cruzamento URS Taura x UFRGS
017004-2, 25 possuiam marcadores em comum. Desta forma, com o
agrupamento foram obtidos 20 grupos de ligacdo consenso entre as duas
populagdes (Figura 5). Além dos grupos de ligacdo consenso das duas
populacdes, o cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1 possui 19
grupos de ligagdo e o cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 possui 22
grupos de ligagdo que n&o foram agrupados. Sendo assim, os mapas genéticos
possuem 39 e 42 grupos de ligacao, respectivamente. O tamanho abrangido pelo
mapa da populacdo do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1,
foi de 1265, 4 cM. Na populagao do cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2,
0 mapa genético foi de 1213,7 cM, considerando os grupos de ligagao integrados
entre os dois cruzamentos mais os grupos de ligacdo dos respectivos
cruzamentos. (Figura 5).

Os dados fenotipicos obtidos nas linhagens recombinantes do cruzamento
UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1, nos anos de 2012 e 2013, foram
mapeados no grupo de ligagcao 32. O marcador fenotipico, Naked01 2012, esta a
6,1 cM do marcador GMI_ES ¢c5923 221, e Naked02 2013 esta a 12,5 cM de
distdncia do marcador molecular. Para o cruzamento URS Taura x UFRGS
017004-2, os marcadores fenotipicos Naked03 2012 e Naked04 2013, foram
agrupados no grupo de ligagado 15, juntamente com os marcadores moleculares:
GMI_ES17_c5923_221, GMI_ES22_c7478_431, GMI_GBS_86198,
GMI_DS_LB_3908, GMI_ES02_c1538_477, GMI_GBS_31651,
GMI_ES _CC18060 346 e GMI_ES22 c7747 _621. Os marcadores moleculares
mais préoximos aos marcadores fenotipicos sao: GMI_ES17_c5923 221,

GMI_ES22_c7478_431, GMI_GBS_86198, GMI_DS_LB_3908, que estdo a 11,5,
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16,3, 21,3 e 24,7 cM, respectivamente, distante do marcador Naked03 2012 e
15,1, 19,9, 24,9, 28,3 cM, respectivamente do marcador Naked04_ 2013 (Figura

5).

4.2.2 Analise dos dados genotipicos

4.2.2.1 Cruzamento I: UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1

No mapa genético deste cruzamento, foi observado que os marcadores
fenotipicos, Naked01_2012 e Naked02_ 2013, estdo ligados ao marcador
molecular GMI_ES17_¢5923 221 (Figura 5). De acordo com resultados obtidos
com a analise genotipica nas 94 linhagens recombinantes, foi observado que das
54 linhagens que apresentaram alelo do genitor UFRGS 01B71114-1-3
(normal/casca) para o loco GMI_ES17 ¢5923 221, 38 tiveram fendtipo de
panicula normal/casca nos dois anos analisados e 16 apresentaram segregagao
em ambos ou em um dos dois anos analisados. Entre as 36 linhagens
recombinantes que apresentaram alelo do genitor UFRGS 006013-1
(multiflora/nuda) no mesmo loco, 30 apresentaram fendtipo de paniculas
multiflora/nuda nos dois anos e 5 apresentaram segregacao em ambos ou em um

dos dois anos (Tabela 5).
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TABELA 5. Dados genotipicos e fenotipicos nas linhagens recombinantes. do
Cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1 para o loco
GMI_ES17_c5923 221. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2014

N° de Genotipos Loco Génico Fenétipo
GMI_ES17_c5923_221 2012 2013
01B71114-1-3 BB N N
UFRGS 006013-1 AA ME VI
38 BB N N
5 BB S S
> BB S MF
6 BB S N
30 AA MF MFE
1 AA S S
4 AA MF s
1 AA MF N

N= panicula normal; MF= panicula multiflora; S= segregante (paniculas multiflora e normal).

4.2.2.2 Cruzamento Il: URS Taura x UFRGS 017004-2

No mapa genético do cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2, os
marcadores fenotipicos, Naked03 2012 e Naked04 2013 apresentaram ligagao
mais forte com 4 marcadores moleculares: GMI_ES17_c5923 221,
GMI_ES22_c7478_431, GMI_GBS_86198 e GMI_DS_LB_3908. Analisando os
dados genotipicos destes locos nas linhagens recombinantes deste cruzamento,
foram observadas 46 linhagens com alelos do parental URS Taura
(normal/casca), nos locos GMI_DS_LB_ 3908, GMI_GBS_86198,
GMI_ES17 _¢5923 221 e GMI_ES22 c7478 431. Entre estas linhagens 39
apresentaram fenotipo de paniculas normais nas duas geragdes avaliadas e
graos com casca na geragao F,s. Sete linhagens segregaram, isto é,
apresentaram paniculas multifiora e paniculas normais na mesma linhagem, em
uma ou ambas as geragoes.

Por outro lado, 33 linhagens apresentaram alelos do parental UFRGS
017004-2 (multiflora/nuda) nos quatro locos (GMI_DS LB 3908,

GMI_GBS_86198, GMI_ES17_c5923 221 e GMI_ES22_c7478_431). Entre estas,
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21 possuiam fendtipo de espiguetas multiflora nas duas progénies (F2:5 e Fa6) €
graos sem casca em Fy; 6 linhagens apresentaram paniculas multiflora nas duas
geragbes e formagdo de espiguetas mosaico na progénie F,s e 6 linhagens
segregaram, apresentando formagéo de paniculas multiflora e paniculas normais,
em uma ou ambas as geragdes (Tabela 6).
TABELA 6. Dados genotipicos e fenotipicos de linhagens com alelos dos

genotipos parentais. Cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2014

Locos Génicos Fendtipo
o Panicula Grao
N° de genétipos
1 2 3 4 2012 2013 2013
URS Taura BB BB BB BB N N casca
UFRGS 017004-2 AA AA AA AA MF MF sem casca
39 BB BB BB BB N N casca
2 BB BB BB BB S S -
4 BB BB BB BB S N -
1 BB BB BB BB S MF -
21 AA AA AA AA MF MF semcasca
6 AA AA AA AA MF MF msc
1 AA AA AA AA S N -
1 AA AA AA AA N S -
2 AA AA AA AA MF S -
2 AA AA AA AA S S -

Legenda: 1= GMI_ES17_c5923 221; 2= GMI_ES22 c7478_431; 3= GMI_GBS_86198; 4=
GMI_DS_LB_3908; N= panicula normal; MF= panicula multiflora; S= segregante (paniculas
multiflora e normal); - ndo avaliado; msc= mosaico (graos com casca e sem casca).

Quando analisados os dados genotipicos das linhagens com alelos
recombinantes, quanto aos locos GMI_ES17_c5923 221 e
GMI_ES22 c7478_431, observa-se que 5 linhagens tiveram alelos do pai com
casca nestes dois locos e apresentaram o fenétipo de panicula normal e graos
com casca. Duas linhagens que apresentaram alelos do genitor multiflora/nuda,
nestes dois locos, apresentaram o fendtipo de caracteristica multiflora, sendo que
uma apresentou graos sem casca e a outra apresentou fenétipo mosaico (graos

com casca junto com graos sem casca). Por outro lado, 4 linhagens apresentaram
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alelos do pai multiflora/nuda no loco GMI_ES22 c7478 431 e alelo do pai
normal/casca no loco GMI_ES17_c5923 221, entre estas, duas segregaram, 1
apresentou fenotipo de panicula normal e grdos com casca e 1 apresentou

fenotipo de panicula multiflora e fenotipo mosaico (Tabela 7).

TABELA 7. Dados genotipicos e fenotipico de linhagens com alelos
recombinantes. Cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2014.

Locos Génicos Fendtipo
Genétipo Panicula Grao
1 2 3 4 2012 2013 2013
URS Taura BB BB BB BB N N casca
UFRGS 017004-2 AA AA AA AA MF MF sem casca
189 BB AA AB AB S N -
209 BB NC AB BB S N -
247 BB AA AA AA S S -
162 BB BB BB AB N N casca
187 BB BB BB AB N N casca
232 BB BB BB AB N N casca
327 BB BB BB AA N N casca
226 BB BB AB AA N N casca
199 BB NC AB AB N N casca
175 BB AA AB AB N N casca
152 AA AA AA BB MF MF sem casca
185 AA AA AA AB MF MF msc
205 BB AA AB AB MF MF msc

Legenda: 1= GMI_ES17_c5923_221; 2= GMI_ES22_c7478_431; 3= GMI_GBS_86198; 4=
GMI_DS LB _3908; NC= Dado perdido; N= panicula normal; MF= panicula multiflora; S=
segregante (paniculas multiflora e normal); - ndo avaliado; msc= mosaico (gréos com casca € sem
casca).

4.2.3 Ancoragem dos grupos de ligagao ao mapa consenso

Ap6s a construcdo do mapa para as duas populagdes foi possivel
identificar a qual cromossomo cada grupo de ligacdo pertence através da
comparagao entre os marcadores dos grupos de ligacdo com os marcadores dos
21 cromossomos do mapa consenso da aveia hexaploide (Oliver et al., 2013). Na

tabela 8 estdo listados os 21 cromossomos do mapa consenso e 0s grupos de
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ligacdo deste estudo, que possuem marcadores moleculares em comum com 0s
marcadores localizados em cada cromossomo.

Entre os marcadores mapeados no grupo de ligacdo 15, que possui 0s
marcadores  fenotipicos para o cruzamento I, dois marcadores,
GMI_ES02 ¢c1538 477 e GMI_ES CC18060 346, foram previamente mapeados
no cromossomo 16 do mapa consenso em aveia (Oliver et al., 2013). O marcador
GMI_ES02_c1538_477 esta mais préximo aos marcadores fenotipicos desta

populagao, 33,6 cM de Naked04_2013 e a 37,2 cM de Naked03_2012 (Figura 6).

TABELA 8. Ancoragem dos grupos de ligacdo aos respectivos cromossomos do
mapa consenso da aveia. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2014.

Crom. Grupo de ligagao Crom. Grupo de ligagao

1C 7,15 (I)_2 (IIy%; 12D 17(1)_23,27(11)*, 34 ()

2C 12 (1) 13A 8 (I); 18 (I1); 36 (1l

3C 9 (1)_17 (Iy*; 6 (1) 14D 10,26 (1)_10,22 (II)*

4c 23 (I); 11 (Il) 15A 25 (1)_25 (I1)*; 20 (1); 29 (1); 26(11)

5C  3,5(1)_39 (I)%; 4(1)_7 (I)*  16A 11 (1)_4(11y%; 15 (Il)

6C 28 (I)_21(1); 30 (I)  17A-7C 18,36 (1)_14 (Il)*
7C-17A 14 (1)_13 (Iy* 18D 6(1)

8A 5(1)_1 (I1)y* 19A 2,3 (1)_19,38 (II)*; 13 (1)_8 (Il)*

9D 33 (1)_16 (I)*; 1 (1) 20D 16 (1)_24 (I1y*; 20 (II)
10D-F-1 24 (I)_12 (II); 21D 27 (1)_33 (I1y*; 35 ()

11A 22 (1)_9 (Il)

Legenda: Crom.= Cromossomo; (l) cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1; (II)
cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2; * Integragdo entre grupos de ligagdo dos
cruzamentos | e Il.
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FIGURA 6. Ancoragem do grupo de ligagdo 15 com o cromossomo 16A do mapa
consenso da aveia. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2014



5 DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento na discussdo dos resultados, serao
abordadas inicialmente as avaliagbes fenotipicas realizadas nos gendtipos
parentais com caracteristica multiflora/nuda bem como as diferencas de
expressdo do carater entre e dentro dos gendtipos. Na sequéncia seréo
analisados os resultados obtidos em condicdes de campo através da classificacao
das linhagens recombinantes quanto ao tipo de panicula e o modelo genético
proposto para as duas populagdes tratadas neste estudo. Também sera discutida
a caracteristica multifiora como marcador morfolégico para a caracteristica nuda,
com base nos resultados obtidos com a observacdo dos grdaos em linhagens
multifiora da populagdo URS Taura x UFRGS 017004-2. Na sequéncia, sera
abordada a construgdo do mapa genético de ligacéo para as duas populagdes e a
identificacdo de regides genbmicas associadas ao carater multiflora/nuda em
aveia hexapldide. Na sequéncia serdao abordados os aspectos moleculares,
obtidos pela genotipagem com marcadores SNP, proximamente ligados ao
carater multiflora/nuda. Por fim, a ancoragem dos grupos de ligagdo dos mapas
genéticos ao mapa consenso da aveia.

Os gendtipos com caracteristica multiflora/nuda apresentam diferengas no
nivel de expressdo desta caracteristica mesmo em geragdes avangadas de
autofecundacdo. Desta forma, foi realizada a analise fenotipica nas linhagens

parentais multiflora/nuda: UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2, em dois anos.
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No ano de 2012, em todas as espiguetas analisadas do genotipo UFRGS 017004-
2, néo foi observada a presenca de grdos com casca. O mesmo resultado foi
observado neste genitor no ano de 2013. Estes resultados mostram que no
genotipo UFRGS 017004-2 a caracteristica € estavel. Ja para o outro genitor
UFRGS 006013-1, o resultado foi distinto em comparagdo ao genitor UFRGS
017004-2. Nos dois anos de avaliacdo este gendtipo apresentou formagéo de
graos com casca em espiguetas que normalmente seriam de grdos nuda,
formando o que se denomina de espiguetas mosaico. No ano de 2013, houve
aumento na ocorréncia de espiguetas mosaico, sendo que todas as paniculas
analisadas apresentaram formagao de grdos com e sem casca na mesma
espigueta (Figura 3).

Estas observagbes sugerem que, além da constituicdo genética, o
ambiente € um fator muito importante na expressdo do carater nuda em aveia.
Estudos anteriores ja relataram a expressao incompleta deste carater. Em uma
analise de 89 gendtipos nuda, Lawes & Boland (1974) constataram que somente
10 gendtipos produziram 100% de grdos nuda, os demais 79 apresentaram pelo
menos 5% de grdos com casca. Os resultados encontrados para o genitor
UFRGS 006013-1 corroboram com Valentine et al. (2014), que observou que a
caracteristica nuda neste genitor ndo foi nos dois anos estudados. Por outro lado,
Valentini et al. (2014) encontrou espiguetas com 100% dos gréaos com casca, 0
qgue nao foi encontrado no presente estudo.

Ao considerar cada tergco da panicula separadamente no genitor UFRGS
006013-1, foi possivel analisar como foram distribuidas as espiguetas mosaico
nas paniculas, nos dois anos de avaliagdo. No ano de 2013, no tergo superior a

formagao de espiguetas mosaico ocorreu em um numero maior de paniculas
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(Figura 4A) e nos tergos médio e inferior, todas as paniculas analisadas
apresentaram porcentagens maiores de espiguetas mosaico (Figura 4B e 4C).

A formacdo de espiguetas somente com grédos sem casca é mais
pronunciada no tergco superior, sendo que nos tercos médio e basal ocorre a
formagdo de espiguetas mosaico. Estes resultados estdo de acordo com os
resultados encontrados por Brenner (2007) e Valentini et al. (2014), que
analisaram cada terco da panicula separadamente e concluiram que em
ramificacbes de segunda e terceira ordem no tergo inferior a expresséo do carater
nuda é menor. Nestas ramificacdes as espiguetas sao formadas por ultimo e
possuem menor potencial de desenvolvimento dos graos, quando comparadas as
demais espiguetas da panicula (Rajala & Peltonen-Sainio, 2004). Outros autores
também relatam que em aveia nuda, a grande proporgdo de graos sem casca
ocorre sempre no apice da panicula enquanto graos com casca sdo encontrados
na base da panicula (Clamot apud Hoekstra et al. 2003; Atiyya & William, 1976).

De acordo com observagdes da atuagdo de miRNAs durante o
florescimento em outras espécies € possivel sugerir que em Avena sativa L. tenha
ocorrido uma mutagdo em algum gene envolvido na formacdo da panicula,
provavelmente um gene responsavel pela determindncia do meristema floral, e
desta forma ocasionado as caracteristicas de espiguetas multiflora e graos sem
casca observadas em aveia nuda.

Aproximadamente 180 genes estao envolvidos no controle do florescimento
em Arabidopsis (Fornara et al., 2010). O gene nao-codificante microRNA, miR172,
€ um destes genes que regula a abundancia e/ou traducdo do mRNA de fatores
de transcricdo especificos de plantas, como APETALA2 (AP2) e um pequeno
grupo de genes AP2-like (Aukerman & Sakai, 2003; Schmid et al., 2003; Schwab

et al., 2005) que contém sequéncias complementares ao miR172. Para o
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desenvolvimento normal das espiguetas € necessario que ocorra a inibicdo da
expressdo de alguns genes, envolvidos na formagdo dos meristemas no tempo
correto. Se este processo ndo acontece, o0s meristemas tornam-se
indeterminados e ocorre a formacao de flores extras, como observado em milho
(Chuck et al., 2007). Em seus estudos Bonnet (1966) concluiu que tanto a aveia
com casca quanto a aveia nuda sao multiffora nos primeiros estadios de
desenvolvimento da panicula. Posteriormente, Jenkins & Hanson (1976)
sugeriram que um gene interruptor inibe o desenvolvimento de flores extras na
espigueta de aveia com casca.

Assim sendo, sugiro que este gene interruptor proposto pelos autores seja
um miRNA. Durante a formagao das espiguetas € necessario que alguns genes,
responsaveis pela determinéncia dos meristemas, sejam clivados por miRNAs e
um miRNA importante durante o desenvolvimento da panicula, € o miRNA 172.
Quando a clivagem pelo miRNA ndo ocorre 0 gene continua a expressar, desta
forma, os meristemas tornam-se indeterminados ocasionando a formacao de
flores extras. A ocorréncia de meristemas indeterminados e a formacao de flores
extras ja foi identificada em mutantes de milho e cevada (Chuck et al., 2007;
Brown & Bregitzer, 2011). E plausivel especular que em aveia nuda tenha
ocorrido uma mutacgao no sitio de ligagcdo do miRNA em algum gene responsavel
pela determinancia das espiguetas. Esta mutagcao impede a clivagem do mRNA
do gene responsavel pela determinancia dos meristemas, tornando o meristema
floral indeterminado, ocasionando a formacéao de espiguetas multiflora.

A ocorréncia de grdos com casca em espiguetas multiflora, pode estar
relacionada a uma disfungcdo na expressdo dos genes responsaveis pela
formagao da lema, ou mesmo em algum gene responsavel pela sintese de lignina.

Uma vez que, em aveia nuda a lema é fina e sem capacidade de envolver o grao.
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Uma possivel explicagdo para a formagdo de espiguetas mosaico, pode ser a
diferenca de atuacdo do miRNA nos diferentes tercos da panicula. Como o
miRNA é fortemente afetado pelo ambiente, em algumas espiguetas pode atuar
clivando o mRNA de genes alvo e como consequéncia produzindo grdos com
casca, formando espiguetas mosaico. Outro fator importante a ser considerado, é
o tempo de duragdo na formagdo da panicula. Em aveia, o desenvolvimento da
panicula & basipeto, isto é, ocorre do apice para a base. As espiguetas da parte
superior se formam antes que as espiguetas medianas e inferiores. Assim, o
ambiente pode influenciar de maneira diferente na formagao das espiguetas nos
trés tercos da panicula. A base genética do cruzamento também pode influenciar
na diferenca de expressao da caracteristica multiflora/nuda. Alguns gendétipos sao
mais estaveis quanto a expressao desta caracteristica, ja outros apresentam mais
variagao como mostrado anteriormente neste trabalho.

Em estudos anteriores de aveia, também foi constatado que a panicula
possui desenvolvimento diferenciado em suas trés partes. O peso do grao é
dependente da posicdo dentro da espigueta e os graos primarios sdo mais
pesados que outros graos da espigueta. Estes resultados podem ser explicados
pelas possiveis diferengas no transporte de assimilados dentro da espigueta ou
pelo controle de regulagao hormonal (Rajala & Peltonen-Sainio, 2011).

Em arroz, o desenvolvimento da panicula € semelhante a aveia e estudos
comprovaram que a falta de sincronizagdo no desenvolvimento da espigueta
causa variagdes na qualidade e peso do grao das partes superior e inferior da
panicula (Mohapatra & Sahu, 1991; Yang et al., 2000). Como as espiguetas
superiores desenvolvem antes, o enchimento do grdo também ocorre
primeiramente e de forma mais rapida do que nas inferiores, que possuem um

desenvolvimento mais lento (Naik & Mohapatra, 2000). Além do fato que as
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espiguetas inferiores s&do mais sensiveis a fatores ambientais do que espiguetas
superiores (Qiu et al., 2004; Wu et al., 2007; Zhang et al., 2009).

O conhecimento da variagdo da caracteristica multiflora/nuda entre
genotipos é importante para o melhoramento genético, uma vez que gendtipos
estaveis devem ser escolhidos como genitores em populagdes segregantes. A
variagdo dentro do mesmo gendtipo ndo € desejavel, pois além de dificultar
analises genéticas, estes genotipos instaveis ndo serdo bons genitores, se o
objetivo do melhoramento for selecionar para a caracteristica nuda. A maioria dos
estudos com aveia nuda relatam que esta caracteristica é influenciada por um ou
por poucos genes.

De acordo com os dados fenotipicos obtidos nas progénies, Fz5 € Fu6, Na
populagao do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1 foi proposto
o0 modelo de um gene. Pelo teste que qui-quadrado, a hipétese de um gene nao
pode ser rejeitada (P>0,05), nas progénies avaliadas, F,.5 € F,.5 (Tabela 2). Neste
estudo, foi observado que o numero de plantas heterozigotas foi bem maior do
que o esperado. Tanto nas progénies F,5 quanto em F,6, a propor¢cédo de
segregantes observada foi em torno de trés vezes mais do que era esperado,
para estas geracoes. Considerando que houve distorcdo de segregagao na classe
de heterozigoto, foi realizada a analise somente com as classes de gendtipos
homozigotos.

A alta proporcdo de linhagens heterozigotas pode estar relacionada a
atuagao de um miRNA fortemente influenciado pelo ambiente, que potencializa a
acao principalmente naqueles gendtipos com expressdo incompleta do carater
nuda. Além disso, pode ocorrer taxa mais elevada de fecundagao cruzada entre
0s gendtipos nuda e casca. Segundo Allard (1999), a taxa de fecundacao cruzada

em plantas autbgamas é menor que 5%. Mesmo sendo considerada baixa é
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possivel que ocorra, aumentando a frequéncia de heterozigotos. Além disso a
distorcdo de segregacdo € mais acentuada em populagdes de linhagens
recombinantes (RILs) (Veldboom & Lee, 1994; Xu et al., 1997; Lu et al., 2002).
Estes resultados indicam que a distorgdo de segregagdo é acumulada com
geragdes adicionais de meiose.

Desde o inicio dos estudos genéticos com aveia nuda, os trabalhos foram
realizados na tentativa de determinar o numero de genes envolvidos nesta
caracteristica. Muitos deles afirmam que o carater nuda é governado por um unico
gene (Norton, 1907; Zinn & Surface,1917; Gaines, 1917; Caporn, 1918; Love &
McRosstie, 1919; Chou apud Jensen (1961); Clamot apud Hoekstra et al. 2003;
Boland & Lawes, 1973; Cabral, 2000), corroborando com os resultados
encontrados neste estudo.

No entanto, resultados divergentes foram encontrados na outra populagao
analisada. De acordo com os resultados da populacédo do cruzamento URS Taura
x UFRGS 017004-2 foi proposto a atuagao de dois genes controlando o carater
nuda. As proporgoes fenotipicas observadas e esperadas nas progénies Fase Fag
deste cruzamento, permitiram aceitar a hipotese de dois genes (P>0,05) (Tabela
3). Entretanto, como na populagao anterior, o numero observado de plantas
segregantes foi bem maior do que o esperado. Da mesma, forma foi considerado
que houve distorcdo de segregacao, interferindo a estimativa genética. Assim
como na populagao do cruzamento |, os calculos foram realizados eliminando-se
os individuos heterozigotos.

Os resultados obtidos de dois genes estdo de acordo com os resultados
encontrados por Valentini et al. (2014), que concluiu que sédo dois genes, um
deles com agao modificadora, que atuam na caracteristica nuda. Outros autores

também sugerem que além de um gene principal, outros genes modificadores
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atuam na formagéo dos diferentes fendtipos observados em aveia nuda (Moule,
1972; Jenkins & Hanson, 1976) e estes genes modificadores podem agir de
maneira independente do gene principal (Cabral et al., 2000). Os diversos
resultados de estudos genéticos em aveia nuda encontrados na literatura e a falta
de concordancia entre estes estudos pode ser atribuida as diferengas na
constituicdo genética dos genotipos utilizados e ao tipo de analise adotado.

A presenca de espigueta multiflora em paniculas de aveia € um marcador
morfolégico da caracteristica nuda, uma vez que graos sem casca s6 ocorrem em
espiguetas com a caracteristica multiflora. Para confirmar esta afirmacao foi
realizado a analise de paniculas de algumas linhagens, oriundas do cruzamento
URS Taura x UFRGS 017004-2. Foram analisadas paniculas de linhagens
recombinantes que apresentaram caracteristica de panicula multifiora nos dois
anos de estudo. Observou-se que nestas paniculas, a propor¢cdo de espiguetas
mosaico foi de aproximadamente 12%. A linhagem UFRGS 017004-2, genitora
destas linhagens recombinantes, € estavel quanto a expressao do carater nuda e
este gendtipo ndo variou em nenhum dos anos avaliados, no entanto, houve
variagao em seus descendentes na progénie Fo.

A formagcdo de grdos com casca nas espiguetas de graos nuda nas
linhagens segregantes, da populagao tratada neste estudo, pode ser explicada
pelo fato de que nao é possivel recuperar cem por cento do genétipo parental na
progénie e também na geragdo F,s as linhagens ndo sdo completamente
homozigotas e desta forma pode ocorrer segregagado. Outro fator € que mesmo
em aveia nuda o conteudo de casca pode variar de acordo com o genotipo.
Geralmente ocorre entre 1 e 6%, atingindo até 13% (Kirkkari et al., 2004), o que

condiz com os resultados obtidos neste estudo.
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A presenca de graos com casca em gendtipos com caracteristica nuda
pode ser devido a diversos fatores como variagbes na temperatura, luz,
nutrientes, solo (Lawes & Boland, 1974), utilizacdo de herbicidas (Lanoi et al.,
2010) ou como relatado em outras espécies, pela atuagdo de um miRNA (Chuck
et al., 2007; Zhu et al.,, 2009). Sendo assim, espiguetas multiflora podem ser
consideradas como um marcador morfolégico da caracteristica nuda e, como
relatado anteriormente, pode ocorrer a formagdo de grdos com casca em
espiguetas multiflora. No entanto, n&do é observada a presenga de graos sem
casca em espiguetas normais, isto €, que nao sao multifloras. Sempre que ocorre
a presengca de grdo sem casca em uma espigueta, esta apresenta fenodtipo
multiflora.

Um fator importante € que a caracteristica multifiora pode ser menos
pronunciada, como normalmente é observado em espiguetas mosaico. Neste
caso, ocorre a formacédo de duas ou trés flores e alguns grdos sao totalmente
envolvidos pela palea e lema e, aqueles que ndo sao envolvidos possuem a lema
fina. Por outro lado, espiguetas normais, ndo apresentam graos sem casca pois
apresentam a lema mais expessa e esta envolve totalmente o gréo.

Poucos trabalhos foram relatados sobre os mecanismos genéticos e
moleculares que atuam na expressdao do carater nuda em aveia hexapldide.
Sendo assim, a identificacdo de marcadores ligados a caracteristica de paniculas
multiflora/nuda é de extrema importancia para o avango nos estudos que visam o
entendimento deste carater, uma vez que apresenta expressao complexa.

No mapeamento genético na populagado do cruzamento UFRGS 01B71114-
1-3 x UFRGS 006013-1 o numero de marcadores SNP mapeados foi maior,
sendo de 47 marcadores a mais que a populagdo URS Taura x UFRGS 017004-2.

A falta de ligagcao de alguns marcadores aos grupos de ligacdo formados, deve
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estar associada ao valor do LOD = 6.0 utilizado na construgcdo do mapa, que nao
permitiu 0 agrupamento de marcadores com baixa probabilidade de ligacao
genética aos grupos formados e também devido a complexidade do genoma da
aveia. Para a construgdo dos mapas genéticos destas populagdes, outros valores
de LOD foram testados, no entanto, na formagdo dos grupos de ligagéo
ocorreram muitos gaps entre os marcadores. Portanto, optou-se pela utilizagao de
LOD = 6.0 devido a melhor organizagao dos grupos de ligagéo.

No mapa do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1, o
namero de grupos de ligacdo formados foi menor que na populagdo do
cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 (Figura 5). Em alguns grupos de
ligacdo das duas populagdes foi possivel fazer o agrupamento, formando grupos
de ligacdo consenso, com um numero maior de marcadores moleculares, uma
vez que, a integragao permite juntar os marcadores de dois grupos em um unico.

No entanto, nos dois cruzamentos, alguns grupos nao puderam ser
integrados por nao haver marcadores em comum, ou quando possuiam algum
marcador em comum, nao houve ligagao suficiente entre os demais marcadores
do grupo. Nas duas populagdes o numero de grupos de ligacao nao foi o mesmo
que 0 numero basico de cromossomos em aveia, que € de 21. Para se obter um
mapa genético de ligacdo que represente de forma consistente os 21
cromossomos, muitos fatores devem ser melhorados, como o tamanho da
populacdo em estudo, numero de marcadores e o incremento do poder estatistico
na identificacado de ligacao.

Os mapas desenvolvidos neste estudo abrangeram tamanho menor
quando comparado com o mapa consenso de aveia, construido com seis
populagdes de linhagens recombinantes, utilizando marcadores SNP e DArT, que

foi de 1838 cM. Neste estudo foi estimado que o genoma da aveia possui
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extensdo genética de aproximadamente 2000 cM (Oliver et al., 2013). Desta
forma, o mapa genético do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-
1 abrangeu aproximandamente 63% e o mapa do cruzamento URS Taura x
UFRGS 017004-2 compreendeu aproximadamente 61% da cobertura total do
genoma. O primeiro mapa desenvolvido em aveia cobria uma distédncia de 1482
cM (O’Donoughue et al., 1995) ja o mapa desenvolvido por Zhu & Kaeppler, 2003
em uma populagdo de Ogle x MAM17-5 apresentou 1396,7 cM, estes resultados
s&o semelhantes aos resultados encontrados neste estudo.

N&o ha relatos na literatura de trabalhos com aveia nuda utilizando
marcadores SNP. Anteriormente foi desenvolvido, em uma populagdo do
cruzamento entre os genotipos Terra (nuda) x Marion (com casca), um mapa de
ligacdo com QTLs associados utilizando marcadores AFLP, RFLP, RAPD e SCAR
em linhagens recombinantes. Neste estudo foram identificados QTLs associados
a algumas caracteristicas agronémicas e foi sugerido que o gene N-1 estava
localizado no grupo de ligacao 5 (DeKoeyer et al., 2004). Posteriormente Gardner
et al. (2010), encontraram em uma populagao derivada do cruzamento entre Terra
(nuda) x Marion (coberta), um grupo de marcadores DArT (opt-0334, opt-0719,
opt-5047 e opt-13594) associado ao carater nuda. Os trabalhos acima relatados
sd0 0s Uunicos em aveia nuda, relacionados a identificacdo de regides gendbmicas
associadas ao carater nuda, encontrados na literatura. No entanto, os marcadores
identificados nestes estudos nao apresentaram associagdo com os marcadores
do presente estudo e também nao foram mapeados no mapa consenso da aveia
desenvolvido por Oliver et al. (2013).

A aveia é uma espécie hexaploide, este fato traduz a complexidade de seu
genoma, contudo, é importante enfatizar a necessidade de estudos com

tecnologias mais recentes e principalmente utilizando gendétipos brasileiros. Os
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marcadores SNP estédo diretamente relacionados com a variagdo na sequéncia do
DNA, reduzindo erros de genotipagem em comparagdo com ensaios baseados na
discriminagdo de fragmentos de tamanho ou hibridizagdo. Ensaios com
marcadores SNPs também sdo passiveis de tecnologias de elevada capacidade,
tornando-os uma excelente ferramenta para uso em pesquisa genémica (Oliver et
al., 2011).

Na populacdo do cruzamento UFRGS 01B71114-1-3 x UFRGS 006013-1
foi encontrado um marcador, GMI_ES17_c5923 221, ligado aos marcadores
fenotipicos Naked01 2012 e Naked02 2013. Foi observado que, linhagens
recombinantes que possuem alelos do genitor UFRGS 006013-1 (multiflora/nuda)
para o loco GMI_ES17_¢5923 221 tem maior probabilidade de formar paniculas
multiflora com gréos nuda (Tabela 5).

Por outro lado, linhagens que apresentam alelo do genitor URS Taura no
loco GMI_ES17_c5923 221 tendem a formar paniculas normais e graos com
casca. No entanto, de acordo com os dados genotipicos foi observado que
somente 83% das linhagens, que possuem alelo do genitor UFRGS 006013-1 no
loco GMI_ES17_¢5923 221, apresentaram paniculas multiflora nos dois anos
analisados. Da mesma forma observou-se que, entre as linhagens que possuem
alelo do genitor UFRGS 01B71114-1-3 no loco GMI_ES17_c5923 221, 70%
apresentaram fenétipo de paniculas normais (Tabela 5).

Na populagdo do cruzamento URS Taura x UFRGS 017004-2 foi
encontrado uma regidao gendmica associada com o fendtipo de paniculas
multiflora/nuda (Figura 5). Entre os 8 marcadores moleculares ligados aos
marcadores fenotipicos, Naked03 2012 e Naked04 2013, os marcadores
GMI_ES17_c5923 221, GMI_ES22_c7478_431, GMI_GBS_86198 e

GMI_DS_LB_3908 estao mais proximos. Desta forma, linhagens recombinantes
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que possuem alelos do genitor UFRGS 017004-2 para os estes locos,
GMI_ES17_c5923 221, GMI_ES22_c7478 431, GMI_GBS_86198 e
GMI_DS_LB_3908, contribuem para a formacédo de paniculas multiflora (grédos
nuda). Por outro lado, linhagens que possuem alelos do genitor URS Taura em
tais locos, apresentam feno6tipos de paniculas normais e graos com casca.

No entanto, ndo é somente a presenca do alelo do parental UFRGS
017004-2 nestes quatro locos que garante fendtipo de grdos 100% nuda e
formagao de paniculas multiflora. Foi observado que linhagens com alelos do
genitor multiflora/nuda nos quatro locos, apresentaram paniculas multiflora,
todavia, ocorreu formacao de graos com casca (espiguetas mosaico) em algumas
linhagens. Determinadas linhagens com alelos do genitor multifiora/nuda nestes
quatro locos foram segregantes em um ou nos dois anos avaliados. Por fim,
linhagens que possuem alelos do parental URS Taura nos quatro locos formaram
paniculas normais e graos com casca. Mas, também foi observado que algumas
linhagens nestas condi¢des, segregaram em ou nos dois anos avaliados (Tabela
6).

Os locos GMI_ES22 c7478 431 e GMI_ES17_c5923 221, parecem ter
maior associagdo para a formacado de paniculas multiflora e normal. Foi
observado que as linhagens que possuiam alelos do gendtipo parental URS Taura
nestes locos, tiveram o mesmo fendtipo que URS Taura. Da mesma forma,
linhagens que possuem alelos do parental UFRGS 017004-2, multiflora/nuda
nestes dois locos, apresentaram paniculas multiflora mas, foi observada formagao
de graos com casca nestas paniculas (Tabela 6). A formagao de graos com casca
juntamente com graos sem casca ocorreu mesmo em linhagens com alelos do pai
nuda no loco identificado. E possivel que outra regido esteja envolvida na

expressao deste carater no entanto, nao foi possivel identificar neste trabalho.
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Através do mapeamento comparativo foi possivel realizar a ancoragem
entre, os marcadores moleculares dos grupos de ligagdo dos mapas genéticos e
os marcadores localizados no mapa consenso da aveia (Oliver et al., 2013). Desta
forma foi possivel identificar a qual cromossomo cada grupo de ligacéo pertence
(Tabela 8). Esta informagdo pode ser util para estudos futuros em aveia nuda,
uma vez que as gramineas compartilham longas regides gendmicas, muitas
vezes correspondendo a todo um brago cromossémico, fato denominado de
sintenia.

Mesmo que o0s genomas similares apresentem niveis diferentes de
complexidade, pode-se utilizar informagdes obtidas com um genoma menos
complexo para obter resultados nos estudos gendmicos em outras espécies. A
sintenia entre espécies também pode ser util para a clonagem de genes
localizados nas regides sinténicas. A clonagem destes genes pode ser realizada
em espécies com genoma mais simples e em seguida ser utilizada como sonda
na busca do gene homedlogo na espécie de interesse (Pereira et al., 2009). Neste
estudo, a regidao genbmica associada ao carater multiflora/nuda em aveia foi
identificada no grupo de ligacdo 15 do mapa genético do cruzamento Il.

O grupo de ligacao 15 possui dois marcadores em comum com O
cromossomo 16A. Este cromossomo possui 85,6 cM de comprimento e diversos
marcadores SNP localizados que possuem homologia com espécies de
gramineas modelo, como por exemplo, os marcadores GMI_ES02 c1538 477 e
GMI_ES_CC18060_346 que apresentam colineriedade com os cromossomos 2 e
1 de Brachypodium e arroz, respectivamente (Oliver et al.,, 2013). Estas
informacdes podem ser uteis nos estudos da regido do grupo de ligagao 14,
identificada neste trabalho como contendo marcadores associados ao carater

multiflora/nuda.
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Com os resultados moleculares obtidos nas duas populagdes, foi possivel
identificar uma unica regido associada ao carater multiflora/nuda. Na analise
genética obtida com os estudos a campo, foi demonstrado que em uma das
populagdes o carater multifiora/nuda € governado por um gene, apresentando
propor¢ao de aproximadamente 1:1 (normal/casca:multiflora/nuda) em progénies
F2;5 e F2;5.

Na populagdo URS Taura x UFRGS 017004-2 foi observada a proporgao
fenotipica de 3:1 (normal/casca:multiflora/nuda) que indica a presenca de 2 genes
atuando sobre o carater. No entanto, € possivel que tenha ocorrido distor¢cao de
segregacao em favor do fendtipo panicula normal/casca. Este fato pode ter sido
influenciado pela amostragem durante a condugao das populagdes segregantes
ou mesmo por desfavorecimento dos gendtipos multiflora/nuda por apresentarem
menor porcentagem de germinagado. Desprovida de casca, a aveia nuda € mais
sensivel a danos mecanicos 0 que pode comprometer a germinagdo das
sementes e pode, desta forma, ter diminuido o numero de linhagens
recombinantes com o carater multiflora/nuda.

Este trabalho fornece o primeiro conjunto de dados com marcadores SNP
associados a caracteristica multiflora/nuda e pode auxiliar no desenvolvimento de
gendtipos nuda com mais eficiéncia nos programas de melhoramento genético de
aveia. A busca e localizagcdo de uma regido genémica no genoma de aveia é
importante para o conhecimento da expressao do carater. Neste trabalho nao
foram estudadas as causas da variacdo na expressao fenotipica dos genotipos
homozigotos para o carater multifiora/nuda. No entanto, trabalhos futuros devem
ser realizados para identificar as causas desta variagdo. Como a heranca
genética € bastante simples, métodos classicos de melhoramento podem ser

utilizados para a incorporagao do carater.
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Os resultados obtidos com este trabalho representam uma base para
estudos futuros que busquem a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no
controle do carater multiflora/nuda em aveia hexapldide. As populagdes
desenvolvidas poderdo ser utilizadas em estudos baseados em diferentes
temperaturas durante o desenvolvimento da panicula, para identificar se a
temperatura € realmente um fator importante na expressado deste carater. Além
disso, podera ser realizada uma analise da formagdo de casca nos gréos de
genotipos com a caracteristica multiflora, e baseado nestas informacdes, avaliar o
numero de genes envolvidos na caracteristica.

Por outro lado, pode-se construir oligonucleotideos iniciadores (primers),
com as sequéncias dos marcadores identificados neste estudo, e validar em
outros genotipos que possuem a caracteristica multiflora/nuda. Através do
alinhamento de sequéncias do miRNA172 em outras espécies de gramineas,
como arroz e cevada, pode-se construir primers que amplifiquem em aveia e
identificar o gene precursor deste miRNA nesta espécie. Identificando o gene
precurssor do miRNA, pode-se fazer estudo de expressao deste gene, durante as
diferentes fases de desenvolvimento das espiguetas em panicula em aveia.
Genes alvos do miRNA172 como: SNB e OsIDS (arroz), IDS1 e SID1 (milho),
também sao genes importantes para serem identificados em aveia nuda. Outra
alternativa é a realizacdo de estudos de expressao destes genes durante o
desenvolvimento da panicula. Com o desenvolvimento destes trabalhos sera
possivel esclarecer muitas questdes e obter uma resposta mais clara sobre os

mecanismos que controlam a caracteristica multiflora/nuda em aveia hexaploide.



6 CONCLUSOES

1. Existem diferengcas na expressao do carater nuda, entre anos e entre
gendtipos homozigotos do germoplasma brasileiro;

2. O carater multiflora/nuda possui heranga simples com um ou dois genes
atuando sobre o carater;

3. Foram identificados marcadores moleculares ligados aos marcadores
fenotipicos do carater multiflora/nuda de dois anos de estudo, em duas
populagdes de linhagens recombinantes, originarias de cruzamentos

contrastantes.
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