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RESUMO

A ferrugem da folha é a moléstia de maior importancia econémica para
a cultura da aveia e a resisténcia qualitativa, geralmente utilizada para o seu
controle, apresenta pouca durabilidade. A utilizacdo de resisténcia parcial,
caracterizada pelo progresso lento da moléstia, tem sido reconhecida como
alternativa para obtencdo de gendtipos com resisténcia mais duravel. Os
objetivos deste trabalho foram determinar o progresso da ferrugem, o controle
genético da resisténcia, e identificar marcadores moleculares associados a essa
resisténcia, em varias geragdes e anos. Populagdes Fj,, F3, F4, F5 € Fg do
cruzamento UFRGS7/UFRGS910906 (sucetivel/parcialmente resistente) (1998,
1999 e 2000) e F> do cruzamento UFRGS7/UFRGS922003 (1998), foram
avaliadas a campo quanto a porcentagem de area foliar infectada, para
determinar a area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD). Mapeamento
molecular, com marcadores AFLP (amplified fragment length polymorphism), foi
realizado em F, e Fg, do primeiro cruzamento, identificando marcadores
associados a resisténcia quantitativa (“quantitative resistance loci” ou QRLs).
Resultados de trés anos evidenciaram alta influéncia do ambiente na expressao
da resisténcia, apresentando, entretanto, variabilidade genética para resisténcia
parcial nas populagbes segregantes. A distribuicdo de frequéncias do carater
ASCPD nas linhas recombinantes F5 e Fg foi continua, indicando a presenca de
varios genes de pequeno efeito em seu controle. Estimativas de herdabilidade
variaram de moderada a alta. O mapa molecular F, foi construido com 250
marcadores, em 37 grupos de ligacéo, e o mapa Fgs com 86 marcadores em 17
grupos de ligacdo. Cinco QRLs foram identificados na F; e trés na Fs. O QRL
identificado na Fs, pelo marcador PaaMtt340 apresentou consisténcia em dois
ambientes.

" Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, ( 113 p. ) Julho, 2002.
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ABSTRACT

Crown rust is the most economic important disease on the oat crop.
Qualitative resistance is used to control crown rust, but it is not durable. The
development of genotypes possessing quantitative resistance has been
recognized as the most promissing alternative to improve genotypes with a more
durable resistance. The objectives of this research were to determine the crown
rust progress as well as its genetic control, and to identify molecular markers
associated to resistance, in different generations and different years. Populations
F2, F3, F4, F5 and Fg of the cross UFRGS7 X UFRGS910906 (suceptible X partial
resistance) (1998, 1999 and 2000) and F, of the cross UFRGS7 X
UFRGS922003 (1998), were evaluated under field conditions regarding the
percentage of infected leaf area to determine the area under the disease
progress curve (AUDPC). Molecular mapping with AFLP markers (amplified
fragment length polymorphism) were done on F, and Fg populations on the first
cross, identifying molecular markers associated to quantitative resistance
(quantitative resistance loci or QRLs). The results of three years study showed
that regardless the great environmental effect on the expression of resistance,
showing, nevertheless, variability for partial resistance on the segregating
population. The frequencies distribuition of AUDPC, was continuous for this trait
in the recombinant inbred lines Fs and Fg, indicating the presence of several
genes of small effects controlling the disease. The estimatives of herdability
varied from moderate to high. The F, map was built up with 250 markers in 37
linkage groups, and the Fg map was built up with 86 markers in 17 linkage
groups. Five QRLs was identificated on F, and three QRLs on Fs. The QRL
identified on Fs, through the PaaMtt340 marker show consistency across two
different evironments.

" Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. ( 113 p.) July, 2002.
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CAPITULO |

1.1. Introdugao

A aveia (Avena sativa L.) é uma cultura importante tanto para a
alimentagdo humana, como animal, podendo também ser utilizada como
pastagem de inverno ou como adubo verde, apresentando efeito recuperador do
solo. Destaca-se entre outros cereais, por suas propriedades nutricionais,
apresentando de 16-21% de proteina no grédo. O farelo e a farinha de aveia
diminuem os niveis séricos de colesterol total, devido a presenga da fibra soluvel
b-glicana. A utilizagdo da aveia na alimentacdo humana permite também,
melhoras na digestdo, diminuigdo da incidéncia de alta pressdo sanguinea, de
doencas do coragao e diminuigao da incidéncia de cancer de colon, devido a alta
concentracdo de fibras soluveis que possui. A aveia é também considerada
como fonte de antioxidantes, atuando na remocgdo de radicais livres do
organismo. Cultivada em varias partes do mundo, apresenta aproximadamente
14 milhdes de hectares em area plantada e producdo anual de cerca de 30
milhdées de toneladas, os quais representam 1,6% da produ¢do mundial total de
graos. Entretanto, a producdo mundial de aveia tem sido reduzida devido a
varios fatores, entre os quais estao as moléstias que atacam a cultura.

A ferrugem da folha € a principal moléstia da aveia em nivel mundial. No

Brasil, a ferrugem da folha ocorre todos os anos e freqliientemente apresenta alta
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severidade, diminuindo tanto a quantidade, quanto a qualidade dos gréos de
aveia. Cultivares com alto potencial de rendimento, suscetiveis a moléstia,
reduzem drasticamente o rendimento quando expostas a altos niveis de
ferrugem, podendo haver dano de até 50% no peso de grdos em cultivares elites
de aveia, suscetiveis a doenca.

As formas mais efetivas para o controle da ferrugem da folha sédo a
utilizagdo de fungicidas e a resisténcia varietal. A resisténcia varietal € a opgao
mais barata e ambientalmente mais favoravel para o controle da doenca, uma
vez que o uso de produtos quimicos, embora eficiente, eleva os custos e pode
trazer danos ao ambiente.

A forma de resisténcia varietal mais facil de ser obtida, e por essa razéo
a mais utilizada, € a resisténcia qualitativa, ou raga-especifica. Entretanto, genes
de resisténcia qualitativa exercem alta pressao de sele¢ao sobre as racas do
patdbgeno causador da ferrugem, resultando na superagcdo da resisténcia do
hospedeiro, em curto periodo de tempo. Por esse motivo, a resisténcia
qualitativa €& pouco duravel, na maioria dos casos. Uma alternativa para
aumentar a durabilidade da resisténcia é a obtengao de resisténcia quantitativa
ou parcial.

A resisténcia parcial interfere na reproducéo do patégeno e reduz a taxa
de desenvolvimento da moléstia, ocorrendo efeitos combinados de reducé&o no
numero de lesdes, aumento do periodo de laténcia e menor produgdo de
esporos. Como a resisténcia parcial ndao impede a reprodugdo do patégeno, a
pressao de selecdo sobre o mesmo é menor, € a resisténcia torna-se
potencialmente mais duravel. Um dos componentes utilizados para medir a
resisténcia parcial € a area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD), a qual

permite evidenciar diferentes niveis de resisténcia, auxiliando na identificagao e
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caracterizagdo de gendtipos hospedeiros que apresentam progresso lento da
ferrugem, permitindo o acompanhamento da doenga no tempo.

O controle genético desse tipo de resisténcia depende do patossistema
em questao e pouco é conhecido a respeito do controle genético da resisténcia
parcial a ferrugem da folha da aveia em genatipos brasileiros.

Uma ferramenta importante no estudo da resisténcia parcial tem sido o
mapeamento molecular e identificagdo de QRLs (“Quantitative resistance loci” ou
locos de resisténcia quantitativa). A construgdo de mapas moleculares permite
obter cobertura e analise completas do genoma; localizagdo de regides
genbmicas que controlam caracteres uteis e utilizagcdo dessas informagdes para
o melhoramento genético. Tais informagdes permitem uma nova estratégia para
a avaliagcdo de plantas com reagdes de resisténcia dificeis de serem medidas
visualmente, como é o caso da resisténcia parcial, e para o desenvolvimento de
germoplasma com resisténcia quantitativa.

No programa de melhoramento de aveia, do Departamento de Plantas
de Lavoura, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, trabalhos vém
sendo realizados com resisténcia parcial desde 1995, na tentativa de
desenvolver linhagens que apresentem esse tipo de resisténcia, combinada a
caracteristicas agronémicas desejaveis. Neste programa foram produzidas varias
populagdes segregantes, através de cruzamentos entre gendtipos suscetiveis e
parcialmente resistentes.

Nesse sentido, os objetivos deste trabalho foram: 1) determinar o
progresso da ferrugem da folha em gendtipos de aveia e suas populagdes
segregantes, em diferentes anos, sob condi¢gdes naturais de infecgao; 2) estudar
o controle genético envolvido na expressao da resisténcia parcial a ferrugem da

folha da aveia em gendtipos brasileiros; 3) desenvolver mapas moleculares em
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linhas recombinantes de aveia; e 4) identificar QRLs (“quantitative resistance
loci”) associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia.

As hipoteses nas quais basearam-se os objetivos foram de que: 1)
existem diferencas genéticas entre gendtipos para resisténcia parcial a ferrugem
da folha da aveia; 2) é possivel determinar os mecanismos genéticos de heranca
da resisténcia parcial; 3) é possivel identificar marcadores associados a essa
resisténcia, a partir do desenvolvimento de mapas moleculares de linhas
recombinantes de aveia.

O presente trabalho iniciou em 1998, dando prosseguimento aos
trabalhos anteriores e foi composto de duas etapas: 1) determinagdo do
progresso da ferrugem da folha em gendtipos de aveia e suas populagbes
segregantes, através de avaliagbes de severidade da moléstia e determinacéo
dos mecanismos genéticos de heranga; e 2) mapeamento molecular das
populacdes F, e Fg e identificacdo de QRLs. Na primeira etapa, foram utilizadas
sementes F; dos cruzamentos UFRGS7 / UFRGS910906 e UFRGS7 /
UFRGS922003, sendo que populagdes do segundo cruzamento foram avaliadas
somente em 1998. Populagdes F; e F3 do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906
foram semeadas a campo no ano de 1998 e as geragdes foram avangadas nos
anos de 1999 e 2000, sendo simultaneamente avaliadas quanto a severidade da
ferrugem da folha, em condi¢cdes naturais. Para quantificar a resisténcia parcial
utilizou-se o componente area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD). Na
segunda etapa, foram mapeadas molecularmente a populagdo F, e as linhas
recombinantes Fg do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906, através da
identificacdo de marcadores do tipo AFLP (“amplified fragment length
polymorphism”). A partir da construcdo dos mapas moleculares das populagbes

recombinantes F, e Fg, foram identificados marcadores ligados a locos de
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resisténcia quantitativa (QRLs) associados a caracteristica de resisténcia parcial

a ferrugem da folha da aveia, em ambas populagdes.

1.2. Revisao Bibliografica

1.2.1. Importancia econdémica da aveia (Avena sativa L.)

A aveia cultivada é uma espécie alopolipléide, autdbgama, de cultivo
anual, com um ciclo de desenvolvimento de aproximadamente cinco meses, nas
condigbes do Sul do Brasil, e, de maneira geral, tem adaptagdo a diferentes
condicdes de solo e clima.

O género Avena L., apresenta quatro diferentes genomas: A, B, C e D,
cada um com um numero basico de sete cromossomos, os quais distribuem-se
em espécies diploides, tetraploides e hexaploides (Zhou et al., 1999). A espécie
cultivada A. sativa é hexapldide e apresenta numero basico de cromossomos n =
3x = 21, distribuidos nos genomas A, C e D, sendo que a histéria da evolugao
da aveia polipldide € vagamente entendida até o momento (Murphy & Jellen,
2000).

A aveia cultivada apresenta alto valor nutricional, possibilitando uma
utilizagcado diversificada na alimentacdo humana e animal. Como cultura de
inverno € uma Otima alternativa para rotagdo de cultivo com o trigo, para a
formagdo de pastagens de inverno, em cultivo isolado ou consorciado, para a
elaboracdo de feno e silagem e como adubo verde, apresentando um
reconhecido efeito de recuperacao e conservacgao do solo (Carvalho et al., 1987).

A aveia destaca-se entre outros cereais devido as suas propriedades
nutricionais, apresentando uma cariopse de grdos que contém de 16-21% de

proteina (Forsberg & Shands, 1986). Estudos sugerem que o farelo e a farinha
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de aveia diminuem os niveis séricos de colesterol total, devido a presenca da
fibra soluvel b-glucana neste cereal (Garcia et al., 2002). A utilizagdo da aveia na
alimentagdo humana permite também, melhora na digestdo (Ali et al., 1986),
diminuicdo da incidéncia de alta pressdo sanguinea, e de doengas do coragéo
(Liu et al., 1982), diminuicdo da incidéncia de cancer de colon (Reddy, 1986),
devido a alta concentracdo de fibras soluveis. A aveia € também fonte de
antioxidantes, atuando na remogéao de radicais livres do organismo, os quais s&o
prejudiciais ao funcionamento da célula ( Peterson, 2002).

A aveia é cultivada em varias partes do mundo, totalizando uma area
plantada de aproximadamente 14 milhdes de hectares (USDA, 2001), com
producado anual de aproximadamente 30 milhdes de toneladas, a qual representa
1,6% da produgao mundial total de graos (Pullinen, 2000).

A maior parte da area cultivada com este cereal esta nas regides de
clima temperado e umido, principalmente América do Norte, Norte da Europa e
Federagdo Russa, estando a ultima, em primeiro lugar, com 4,5 milhdes de
hectares, seguido do Canada com 1,30 milhdes e dos Estados Unidos com 0,94
milhdes de hectares cultivados (USDA, 2001).

Mundialmente, a produgdo de aveia diminuiu em algumas regides de
cultivo nas ultimas décadas. A Federacdo Russa, que produzia 15.876.000t em
1987, diminuiu para 10.530.000t em 1997 (Weaver, 1997), decrescendo para 6
milhdes de toneladas em 2001. Os Estados Unidos que produzia 5.424.000t em
1987, baixou para 2.720.000t em 1997, e para 2.170.000t em 2001. A Alemanha
produziu em 1987, 3.043,000t, em 1997, 1.500,000t e em 2001, 1.320,000t. O
Canada produziu 2.957,000t em 1987, 3.500,000t em 1997 e 1.300,000t em
2001(USDA, 2001). Varios fatores sao responsaveis por esse declinio nos

principais paises produtores de aveia, estando entre eles a falta de demanda,
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baixa lucratividade por hectare, programas governamentais e danos provocados
por moléstias que atacam a cultura, bem como os altos custos para controla-las,
especialmente a ferrugem da folha (Weaver, 1997), além da competicdo do
mercado entre a aveia e a soja (Federizzi & Stuthman, 1998). Entretanto,
diferententemente de outros paises produtores, o Brasil produziu 210.000t em
1987 e aumentou a produgédo para 320.000t em 1997 (Weaver, 1997). Os paises
da América do Sul produziram juntos aproximadamente 2 milhdes de toneladas
em 2001, sendo o maior produtor a Argentina (com 642.360t), seguido do Chile
(com 344.527t) e do Brasil (com 317.342t) (USDA, 2001).

No ano de 2001, o Brasil cultivou 224mil hectares com aveia branca
(USDA, 2001), e essa area atingiu 2 milhées de ha quando considerado o plantio
com aveia preta (Avena strigosa), utilizada na sua maior parte como cobertura de
solo (Federizzi, 2000). Federizzi & Stuthman (1998) sugerem que seria
vantajoso para o Brasil aumentar sua produgao de aveia de alta qualidade com
vistas ao mercado de exportagdo. Segundo esses autores, a reducdo na
producdo dos Estados Unidos, Canada e paises da Europa, reforcada pelo
aumento da demanda por produtos alimenticios mais saudaveis e pelos baixos
estoques mundiais no momento, oferecem excelentes perspectivas de negdcios
no mercado mundial.

No Rio Grande do Sul, houve um aumento da area plantada com aveia
devido a criagcdo de variedades adaptadas, com alto potencial de rendimento e
qualidade de graos, boa estatura e ciclo precoce, as quais foram desenvolvidas
pelos programas de melhoramento locais (Carvalho & Federizzi, 1989). Além
disso, as novas variedades aumentaram o rendimento industrial de 51,5%, em

1982, para 67,7%, em 1991 (Federizzi, com. pessoal). Ganhos progressivos tém
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sido alcangados no Sul do Brasil, sendo que em 1990 o rendimento foi de
920Kg/ha, aumentando para 1.425Kg/ha em 1997 (Almeida, 1997).

Apesar dos ganhos em rendimento, as condigbes de ambiente da
regido Sul do Brasil sdo muito propicias a ocorréncia de moléstias, limitando a
expressao do potencial de rendimento em gendtipos suscetiveis. A ferrugem da
folha da aveia tem sido historicamente a mais destrutiva, causando danos na
quantidade e na qualidade de gréos deste cereal (Martinelli et al., 1994). No Rio
Grande do Sul, as condicbes de umidade e temperatura favorecem o
desenvolvimento da ferrugem da folha, sendo que o patégeno pode permanecer
durante a estagéo de cultivo da aveia por um periodo de até 100 dias (Federizzi

& Stuthman,1998).

1.2.2. Ferrugem da folha da aveia

1.2.2.1. Puccinia coronata f. sp. avenae Fraser & Led.

Puccinia coronata €& classificado como um fungo basidiomiceto da
ordem Uredinales. |Identificado como o agente causal da ferrugem da folha da
aveia, o patogeno foi primeiramente relatado em 1872 nos Estados Unidos por
C. H. Peck e atualmente esta presente em varias partes do mundo (Simons,
1985). Caracteriza-se por ser um parasita obrigatorio, policiclico e apresentar
uma alta especializagao fisioldgica. Puccinia coronata € capaz de infectar varios
hospedeiros na familia Poaceae, nos quais pode ocorrer sob varias formas
especiais morfologicamente semelhantes. A forma especial patogénica da aveia
€ denominada Puccinia coronata f. sp. avenae Fraser & Led., composta por
varias racas capazes de infectar diferentes cultivares, promovendo efeitos que
levam a reacgbes desde alta resisténcia até extrema suscetibilidade (Coffman,

1961). Como os outros fungos causadores de ferrugem, P. coronata é capaz de
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colonizar intercelularmente os tecidos vegetais e produzir haustorios, que retiram
nutrientes diretamente da célula viva. Esse resgate de nutrientes pelo fungo,
acompanhado da destruicdo da area foliar, em decorréncia da formacao de
pustulas, afeta o processo de fotossintese da planta (Simons, 1985).

P. coronata &, na maioria das vezes, um tipico fungo heteroécio de ciclo
longo. A condigdo de heteroécio significa que o fungo necessita de um
hospedeiro alternativo para completar seu ciclo vital. O estadio de aécio, o qual
caracteriza a fase sexual do fungo, tem sido relatado em todas as grandes areas
produtoras de aveia do hemisfério Norte, onde espécies de Rhamnus
(hospedeiros alternativos) ocorrem proximas a area de cultivo da aveia. Porém,
especies suscetiveis de Rhamnus sao raras ou inexistentes na América do Sul e
na Australia (Simons, 1985), sendo que nao existem relatos de que a fase sexual
ocorra nesses locais. No Brasil, P. coronata é autoécio, ou seja, envolve apenas
um hospedeiro durante seu ciclo vital, ndo necessitando de hospedeiro
alternativo e ndo apresentando fase sexual (Martinelli, 2000).

A caracteristica mais marcante desse patdogeno, em termos de
melhoramento, é a alta variabilidade para viruléncia que apresenta, podendo
rapidamente desenvolver novos patétipos virulentos que superem os genotipos
resistentes em cultivo (Chong & Seaman, 1994). O aparecimento de novas ragas
virulentas tem origem predominantemente na mutag¢ao, havendo relatos de que o
fungo pode apresentar um mutante a cada dois mil esporos produzidos (Zimmer
et al., 1963). Outra possivel fonte de variagdo patogénica € a anastomose, a qual
ocorre por fusdo de duas hifas através de reprodugdo assexuada (Simons,
1985).

Amostras de ferrugem foram coletadas nos estados do Rio Grande do

Sul, Santa Catarina e Parana, no ano de 1997, e analisadas quanto ao numero
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de racas. De um total de 53 amostras coletadas foram identificadas 53 ragas
diferentes de P. coronata f. sp. avenae. Esse estudo apresentou uma média
geral de 20 genes de viruléncia por raga, sendo que o menor numero de genes
de viruléncia por raga do patogeno foi de 10 e o maior foi de 27 (Martinelli et al.,
1998). Segundo os autores, os resultados desse trabalho evidenciam a grande
diversificagao da populagao de P. coronata f. sp. avenae, bem como a presenca
de ragas muito complexas desse patdégeno no Sul do Brasil.

Observagdes na Estacdo Experimental Agronémica da UFRGS em
Eldorado do Sul, em 1998, feitas pelo grupo de melhoramento de aveia,
demonstraram que 26 variedades diferenciadoras de ragas para ferrugem da
folha da aveia apresentaram a doenca a campo, com infec¢gdo natural, indicando

alta complexidade das racas existentes.

1.2.2.2. Epidemiologia da ferrugem da folha da aveia

A infeccao de A. sativa por P. coronata inicia quando o esporo entra em
contato com a planta e encontra condigdes propicias para sua germinacao,
sendo que a condi¢do mais importante € a umidade, havendo a necessidade que
um filme de agua cubra o esporo para que a germinagéo ocorra (Heath, 1997).

A dispersdao de esporos ocorre principalmente pelo vento, meio pelo
qual os esporos das ferrugens sado transportados, percorrendo geralmente
grandes distancias. Entretanto, os esporos de P. coronata, apesar de
percorrerem longas distancias, apresentam uma viabilidade menor que a maioria
dos outros esporos das ferrugens (Heath, 1997).

As condi¢des ideais para ocorréncia e disseminagao do patdégeno sao
temperaturas amenas e alta umidade do ar. Quando depositados na planta, os

uredésporos de muitos fungos das ferrugens respondem as caracteristicas
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topograficas da superficie da folha, através do desenvolvimento do tubo
germinativo, que cresce em diregdo ao estdbmato, que € reconhecido pelo sulco
presente em sua periferia. O tubo germinativo diferencia-se em uma estrutura
chamada haustério e ocorre a penetragcédo das estruturas do fungo no tecido da
planta. Apds a penetracdo, a colonizagdo do tecido hospedeiro pode ser
facilitada pela producdo de fitotoxinas ou de compostos semelhantes a
horménios vegetais, que alteram a fisiologia das plantas em favor do patégeno
(Heath, 1997).

A colonizacdo pelo fungo se caracteriza pela formagéo de pustulas, no
estadio de urédia, o qual ocorre principalmente na lamina foliar da planta, mas ha
algumas extensdes na bainha e estrutura floral. Nas cultivares suscetiveis, este
estadio apresenta uma coloragdo amarelo alaranjado brilhante, cercado de
pustulas oblongas que apresentam 5mm ou mais no comprimento, quando a
infeccdo é leve. Cultivares com diferentes tipos e graus de resisténcia mostram
reacbes que vao de pequenas manchas claras coloridas até pustulas de
tamanho pequeno a médio cercado, geralmente, por areas necroticas ou
clordticas bem definidas (Simons, 1985). Uma estrutura de resisténcia chamada
telia usualmente aparece apds o estadio de urédia estar bem estabelecido,
algumas vezes formando anéis de coloragdo preta ou marrom-escuro (Simons,
1985), havendo também relatos dessa estrutura no Brasil (Chaves & Martinelli,
1997).

A ferrugem da folha é caracterizada como policiclica, ou seja, varios
ciclos secundarios ocorrem durante o desenvolvimento da moléstia, comegando,
tipicamente, com niveis muito baixos de infecgdo (Shaner, 1996), sendo que um
ciclo se completa a cada sete dias. No Brasil, onde as condigdes ambientais sdo

altamente propicias, o desenvolvimento da moléstia ocorre durante um periodo
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de até 100 dias na cultura da aveia, permitindo a ocorréncia de muitos ciclos de
infeccdo. Além disso, outras espécies de gramineas, presentes na area de
cultivo da aveia, sdo formas de producdo de indculo. Segundo Federizzi &
Stuthman (1998), considerando-se uma area de cultivo de aveia de
aproximadamente 200 mil hectares, com um nivel de ferrugem de 10%, 1,2 X

10" esporos seriam produzidos anualmente.

1.2.2.3. Influéncia do ambiente sobre a ferrugem da folha da aveia

Segundo Flor (1956), a resisténcia ou suscetibilidade de uma planta a
um fungo causador de ferrugem e a aviruléncia ou viruléncia do patégeno em
relacdo a planta, é a expressdo da interagdo do complexo génico e
citoplasmatico do hospedeiro com o complexo génico e citoplasmatico do
patogeno, influenciado pelo ambiente que atua sobre hospedeiro e patégeno
individualmente e sobre a interagao entre ambos.

Os fatores que mais afetam o inicio e desenvolvimento da infecgdo em
plantas sado temperatura, umidade, luz e nutrientes. Os efeitos combinados
desses fatores podem atuar na suscetibilidade do hospedeiro, na multiplicagao e
atividade do patdgeno e, ainda, na interagdo hospedeiro-patdégeno, influenciando
assim, a severidade dos sintomas (Agrios, 1988). Segundo Prabhu & Morais
(1993), os niveis de doenga nas plantas sao variaveis devido a alteragbes na
frequéncia da populagdo do patogeno virulento, ao nivel de resisténcia do
hospedeiro, e as modificagdes do ambiente.

No caso da ferrugem da folha da aveia, as condigcbes ambientais séo
também de grande importancia, principalmente nas condigdes de cultivo
brasileiras, as quais favorecem o desenvolvimento da infeccdo e a

especializacdo do fungo, de maneira que muitas cultivares previamente
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consideradas resistentes ou parcialmente resistentes podem ser fortemente
infectadas (Federizzi et al., 1993). A severidade da infecgdo varia de um ano
para outro, devido as alteragcbes das condi¢des climaticas. Estudos indicam a
presenca de interagdo genoétipo/ano para a expressao da resisténcia a ferrugem

da folha em condi¢des do Sul do Brasil (Federizzi et al., 1993).

1.2.3. Importancia econdémica da ferrugem da folha em aveia

A ferrugem da folha da aveia € a doenga mais amplamente disseminada
e danosa para a cultura deste cereal em nivel mundial (Simons, 1985; Ohm &
Shaner, 1992). |dentificada ha mais de 200 anos, é atualmente encontrada em
todas as regides de cultivo de aveia no mundo, sendo mais severa em areas
umidas (Rooney et al., 1994). Desde 1900, ha muitos relatos de grandes
prejuizos no rendimento de aveia devido a moléstia. Em 1916, Gassner, relatou
grandes perdas em lavouras do Uruguai antes mesmo do estadio de
espigamento das plantas. Em 1942, D’Oliveira, relatou que uma epidemia de
ferrugem da folha, em Portugal, foi tdo severa que a colheita somente permitiu o
suficiente para o plantio do cereal no ano seguinte. A partir disso, grandes
epidemias foram relatadas no Sudeste da Europa, em lIsrael e na Australia
(dados sumarizados por Simons, 1985).

No Brasil, a ferrugem da folha é também a principal moléstia da aveia,
ocorrendo todos os anos, sendo mais destrutiva quando o inverno € ameno € a
primavera umida (Forcelini, 2002). Pode-se dizer que a ferrugem da folha
coexiste com essa cultura no Sul do Brasil, freqientemente apresentando alta
severidade (Martinelli et al.,, 1994). Esta alta severidade pode diminuir tanto a
quantidade quanto a qualidade dos graos de aveia (Martinelli & Federizzi, 1994).

O uso de cultivares suscetiveis leva a uma redugdo nos componentes de
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rendimento da panicula, tais como: numero de paniculas, peso de panicula,
numero de graos, peso de graos e peso de mil graos, dependendo do gendtipo e
do nivel de infecgdo (Cruz et al., 1999). No Brasil, dano de até 50% no peso de
graos foi observado em cultivares elites de aveia de alto potencial de rendimento,
suscetiveis a ferrugem da folha, sendo que uma porcentagem de infeccédo de
apenas 5% de ferrugem foi suficiente para reduzir o rendimento de grédos em 478
kg/ha, na cultivar suscetivel UFRGS 7 (Martinelli et al., 1994). Forcelini (2002)
relata que intensidades pequenas de ferrugem causam dano significativo ao
rendimento, podendo chegar a 50Kg/ha para cada 1% de severidade.

A resisténcia de cultivares é considerada uma forma de controle
efetiva da ferrugem da folha da aveia. O desenvolvimento e utilizagdo de
variedades de aveia resistentes ou menos suscetiveis, € uma opg¢ao mais barata
e ambientalmente favoravel para o controle da doenc¢a. Uma forma alternativa de
controle da doenca é o uso de produtos quimicos, que embora eficientes,
aumentam os custos financeiros, uma vez que cada aplicagdo de fungicida
recomendado pode custar até 30 doélares por hectare (Picinini & Fernandes,
1994). Além dos custos financeiros imediatos, podem ocorrer custos ao ambiente

e relativos a saude dos trabalhadores e comunidades rurais.

1.2.4. Resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia

Resisténcia pode ser definida como a habilidade do hospedeiro para
retardar o crescimento e desenvolvimento do patdogeno, podendo ser classificada
como raga-especifica ou raga-nao-especifica, sendo que a obstru¢cado da doenca
podera variar de leve a total (Parlevliet, 1979).

O tipo de resisténcia mais utilizado nos programas de melhoramento

tem sido a resisténcia completa, com interagdo raga-especifica, que pode ser
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caracterizada como aquela que ndo permite o crescimento do patdogeno. Quando
a resisténcia qualitativa esta presente, o fungo penetra a planta facilmente,
porém, as células sdo sensiveis a presenca do patdgeno e sua reagao é tao
violenta que o tecido na vizinhanga imediata do micélio morre rapidamente.
Como o patdgeno é um parasita obrigatério, o resultado é uma reagdo de
resisténcia, chamada hipersensibilidade. Nesse caso nao ocorrem ciclos
secundarios e poucas células da planta sdo mortas.

Resisténcia conferida por genes maiores presentes em variedades
extensivamente cultivadas, embora seja um método bem sucedido de controle
da doenga, geralmente, permanece eficiente por poucos anos antes que o
patdgeno supere a resisténcia, diminuindo a durabilidade da resisténcia (Ohm &
Shaner, 1992). Apesar de existirem na literatura alguns relatos de resisténcia
duravel sob controle genético de um ou dois genes de grande efeito (Johnson,
1984; Johnson, 2000), na maioria dos casos, ocorre a perda da resisténcia. Isto
ocorre porque a resisténcia completa para todas as ragas do fungo aumenta a
presséo de selegdo sobre o patdégeno, resultando no desenvolvimento de novas
ragas virulentas (Briére & Kushalappa, 1995) e na consequente “quebra” da
resisténcia. Em funcdo da alta taxa de mutacédo que P. coronata apresenta, em
relacdo aos outros fungos do género Puccinia, a sua capacidade para superar a
resisténcia do hospedeiro é também maior (Chong & Seaman, 1994).

Na Europa, quase todos genes maiores de resisténcia a ferrugem da
folha em cevada (designados Pa ou Rph), foram completamente superados pela
adaptacao do patdégeno, incluindo os genes Rph3 e Rph12, os quais foram
considerados os mais efetivos e mais amplamente usados nos programas de

melhoramento daquele local (Kicherer et al., 2000).
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No Brasil, exemplos de “quebra de resisténcia” ocorreram em trigo,
sendo um deles com a cultivar Alondra, portadora do gene Lr 26, a qual teve sua
resisténcia superada antes mesmo de seu cultivo em escala comercial. Outro
exemplo pode ser dado pelas cultivares Tifton e CEP14, que tornaram-se
suscetiveis um ano apoés o langamento (Barcellos et al., 1997). No RS, cultivares
de aveia tém mantido a efetividade da resisténcia por dois ou trés anos, € no ano
seguinte ocorre epidemia. Como a resisténcia de variedades permanece efetiva
nas lavouras apenas por poucos anos, torna-se necessario o desenvolvimento
constante de novas cultivares resistentes, que substituam aquelas que tiveram
sua resisténcia superada, acompanhando as mudangas de viruléncia do
patdgeno.

Em condi¢cbes brasileiras, varios fatores contribuem para a baixa
durabilidade da resisténcia, além da alta mutacdo de P. coronata. Entre eles
estdo o cultivo de aveia em todos os meses do ano na regido do Cone Sul e a
presenca de outras espécies de gramineas na area de seu cultivo, o que
aumenta o indculo; e as condicdbes do ambiente brasileiro, as quais
proporcionam um longo periodo de infecgdo e esporulagdo, aumentando a
producao de esporos do patégeno (Federizzi & Stuthman, 1998).

A grande influéncia do ambiente sobre genes de resisténcia, muitas
vezes, esta relacionada a mudancas de temperatura. Nesse caso, cultivares que
sao resistentes em determinada temperatura, podem ser suscetiveis quando
estas condicdes forem alteradas (Pretorius, 1990). Barcellos et al. (1997)
relataram que linhas de trigo com Lr 17 e Lr18 mostram sensibilidade a
temperatura. Kaul e Shaner (citados por Pretorius, 1990), demonstraram que
temperaturas altas geralmente diminuem a resisténcia de planta adulta para

ferrugem da folha em trigo.
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De acordo com Johnson (1984), a resisténcia € duravel quando
permanece efetiva em uma variedade extensivamente cultivada, por longo
periodo de tempo, em ambiente favoravel a doencga, ou seja, a estabilidade da
resisténcia € fungao da interacédo entre o hospedeiro e a populagao do patdégeno,
estando relacionada ao periodo de tempo em que esta € mantida em um
determinado ambiente. O mecanismo de resisténcia da planta e a flexibilidade
evolucionaria do patdogeno sdo os fatores mais importantes na durabilidade da
resisténcia (Prabhu & Morais, 1993), sendo que, no sentido evolucionario toda
resisténcia é transitoria (Parlevliet, 1997). Diferengas na durabilidade da
resisténcia a varias ferrugens de cereais parece ser explicado por uma
combinagao de diferengas entre: taxa de mutagdo do patégeno, coeficientes de
selecéo, tamanho da populacéo do fungo, recombinagéo sexual e assexual, bem
como o numero de genes de resisténcia inicialmente efetivos em cultivares
comerciais (Schafer & Roelfs, 1985).

Segundo Prabhu & Morais (1993), a resisténcia estavel pode ser
especifica ou nao-especifica as ragas fisioldgicas. Da mesma forma, Parlevliet
(1979) afirma que resisténcia estavel pode ser de natureza vertical ou horizontal,
ou ambos, sendo que a resisténcia ndo pode ser classificada sem ambiguidade
em dois grupos, ndo havendo uma forma facil para diferenciar resisténcia estavel
de n&o-estavel. Segundo o mesmo autor, resisténcia duravel & geralmente
incompleta, entretanto, resisténcia incompleta nem sempre € duravel, sendo que
em muitos casos resisténcia incompleta aparece como raga-especifica e instavel.
A complexidade genética através da combinagao de muitos genes, cada um com
pequeno efeito, € a mais provavel fonte de obtencao de resisténcia duravel

(Barcellos et al., 1997).
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O aumento na durabilidade da resisténcia a ferrugem tem sido a meta
principal de fitopatologistas e melhoristas de aveia. Nesse sentido, estratégias
baseadas na filosofia do manejo da doenga, mais do que no controle da mesma,
tém sido estudadas (Shaner, 1996).

O desenvolvimento de gendtipos com resisténcia quantitativa e o uso de
piramidizagdo de genes maiores para a resisténcia tém sido estratégias
sugeridas para aumentar a durabilidade da resisténcia a ferrugem em aveia
(Rooney et al.,, 1994). Porém, o uso da piramidizacdo apresenta limitagcbes
relacionadas a dificuldade de incorporagdo de muitos genes que confiram
resisténcia ao mesmo patogeno em um genaotipo (Milach & Cruz, 1997).

Resisténcia quantitativa pode ser definida como resisténcia que varia de
uma forma continua entre os varios fenétipos da populagado hospedeira, indo de
quase imperceptivel (somente uma fraca redugéo no crescimento do patégeno) a
muito forte (pouco crescimento do patdégeno) (Vale et al., 2001). Resisténcia
quantitativa pode também ser indicada como resisténcia residual, de campo ou
parcial, sendo resisténcia parcial a denominagao que sera utilizada aqui.

A resisténcia parcial, ou de progresso lento da ferrugem, € também
conhecida na literatura internacional pelo termo “slow rusting”. Esse tipo de
resisténcia caracteriza-se por uma reducdo na taxa de desenvolvimento da
doenca, manifestando-se por efeitos combinados de redugdo na frequéncia de
infeccdo (numero de lesdes), de periodos de laténcia mais longos e de taxas
reduzidas de producéo de esporos (Parlevliet, 1979), estando entre resisténcia e
suscetibilidade completas (Shaner, 1996).

A resisténcia parcial a ferrugem da folha tem sido identificada em
diversas espécies de cereais, incluindo a aveia (Luke et al., 1972), o trigo

(Shaner, 1983) e a cevada (Parlevliet et al., 1980), tendo sido também relatada
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em A.byzantina; Dactylis glomerata; Hordeum vulgare; Lolium multiflorum;
Panicum virgatum; T. aestivum e Zea mays, sumarizado por Barcellos et al.
(1997).

Resisténcia parcial é, geralmente, de heranga oligogénica ou poligénica,
podendo apresentar diversas formas de controle. Em arroz, resisténcia a
bruzone (Pyricularia oryzae) esta associada com resisténcia poligénica, sem
evidéncia de especificidade de raga (Bonman, 1992). Resisténcia parcial a
ferrugem da folha em cevada é controlada de forma poligénica, com ac¢ao génica
aditiva (Parlevliet, 1976). Estudos com Avena sterilis (Sztejnberg & Wahl, 1976),
A. byzantina (Luke et al., 1975) e linhagens ndo adaptadas de A. sativa (Simons,
1975) revelaram que resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia é de
heranga poligénica e de herdabilidade moderada a alta. Alguns trabalhos
identificaram esse controle como sendo recessivo ou parcialmente recessivo,
estando sob controle monogénico ou oligogénico. Em trigo (Skovmand et al.,
1978; Lee & Shaner, 1985; Bjarko & Line, 1988) e em cevada (Johnson &
Wilcoxson, 1979), a resisténcia parcial as ferrugens esta sob controle genético,
com heranga oligogénica, apresentando de um a quatro genes envolvidos no
controle da resisténcia. Segundo German (1997), os genes podem ser
recessivos, parcialmente recessivos ou parcialmente dominantes, com efeito de
aditividade, sendo a herdabilidade de média a alta. Em gendtipos brasileiros ha
evidéncias de varios genes com pequeno efeito no controle da resisténcia parcial
a ferrugem da folha em aveia (Thomé, 1999).

Segundo Barcellos et al. (1997), a resisténcia parcial € promissora, por
ter se mostrado mais duravel que a resisténcia especifica, em algumas espécies,
como no trigo. Cultivares americanas de trigos de primavera, Tatcher e Lee,

apresentaram progresso lento para P. graminis f. sp. tritici por 55 e 30 anos,
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respectivamente (Wilcoxson, 1981). Luke (1972), relatou que a cultivar de aveia
“‘Red Rustproof” foi reconhecida como de progresso lento para ferrugem da folha
por mais de 100 anos (Wilcoxson, 1981). Na Africa, variedades de milho foram
resistentes a P. sorgui por no minimo 80 e a P. polysora por cerca de 30 anos
(Barcellos et al., 1997). Em arroz, algumas variedades com resisténcia duravel
também apresentam um alto nivel de resisténcia parcial (Wang et al., 1994).

A resisténcia parcial € complexa e pode estar sob o controle de muitos
genes, o que dificulta a quantificagdo da resisténcia, pois exige uma forma
precisa de avaliagao.

Alguns dos componentes usados para quantificar resisténcia parcial s&o
eficiéncia da infeccdo, periodo de laténcia, periodo de infecgdo, area da leséo,
quantidade de esporulagao (Briére & Kushalappa, 1995) e area sob a curva do
progresso da doenga (Singh & Rao, 1989). Tradicionalmente, melhoristas tém
usado a percentagem de area foliar ocupada por pustulas como uma medida da
severidade da doenga (Shaner, 1996). Este conceito foi introduzido por Nathan
Cobb em 1892, apresentando diagramas de folha com diferentes densidades de
pustulas de ferrugem possibilitando uma estimativa visual da percentagem de
severidade (Shaner, 1996).

A area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD) € um dos
componentes da resisténcia parcial util para revelar pequenas diferencas de
severidade e niveis de resisténcia, auxiliando na identificagdo e caracterizacao
de gendtipos hospedeiros que apresentam progresso lento da moléstia,
permitindo o acompanhamento do aumento da moléstia no tempo. Este tipo de
componente tem sido muito utilizado para quantificar resisténcia parcial e pode

ser revisado em Jeger & Viljanen-Rollinson (2001).
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O programa de melhoramento da UFRGS tem trabalhado com
resisténcia parcial desde 1995, identificando materiais resistentes através do
estudo de alguns dos componentes dessa resisténcia, tais como area sob a
curva do progresso da doenga (ASCPD), tamanho de pustula e area foliar
afetada. Resultados foram obtidos na identificagdo de materiais parcialmente
resistentes através da avaliagdo de alguns dos componentes da resisténcia
parcial (Thomeé et al., 1997; Mellos et al., 1998; Chaves et al., 2001). Também foi
demonstrada a existéncia de variabilidade entre gen6tipos quanto aos caracteres
comprimento e largura de pustula (Thomé et al., 1997; Chaves & Martinelli,
1997).

A vantagem da utilizacdo da resisténcia parcial é que enquanto a
resisténcia qualitativa, dada pela incompatibilidade entre patogeno e hospedeiro
(auséncia da doenga), impede a reprodugéo do fungo, a resisténcia parcial reduz
a reproducdo do patdgeno dentro do contexto de uma interagdo compativel
(Wang et al., 1994). Nesse sentido, o objetivo da utilizacdo da resisténcia parcial
nao é suprimir a populagdo do patdogeno completamente, mas impedir que ele

atinja niveis destrutivos (Shaner, 1996).

1.2.5. Mapeamento Molecular

1.2.5.1. Base tedrica do mapeamento

O mapeamento molecular € realizado a partir de técnicas de biologia
molecular aplicadas aos conceitos da heranga mendeliana. Para isso, é
necessaria a utilizacdo de plantas com reprodugao sexuada que sejam capazes
de produzir descendéncia e marcadores moleculares com comportamento

mendeliano. A disponibilidade de um grande numero de marcadores genéticos
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altamente polimorficos, que n&o sofrem a influéncia do ambiente, possibilita a
construcdo de mapas de ligagao para muitas espécies.

Para a elaboragcdo de um mapa molecular &€ necessario: a) a escolha
adequada de linhagens genitoras e o desenvolvimento de populagdes
segregantes; b) a identificagdo dos genadtipos nos locos marcadores através de
técnicas de biologia molecular; e c) a utilizacdo de diversas técnicas de analise
estatistica e computacional para estimar a ligagdo e distancia entre os
marcadores (Ferreira & Grattapaglia, 1995).

A construcdo desses mapas permite obter uma cobertura e analise
completas do genoma; a localizagdo de regides gendmicas que controlam
caracteres de importancia econdmica e a utilizagcdo dessas informacgdes para o
melhoramento genético (Young, 1996). A identificacdo de marcadores
moleculares ligados a caracteres de interesse agrondmico aumenta o
entendimento da base genética da heranga desses caracteres e facilita a selegcéo
assistida por marcadores (Lee & Penner, 1997). A medida que mais marcadores
associados a genes de resisténcia sejam encontrados e aumente a saturagao de
mapas de ligacdo, o uso de marcadores moleculares na selegcdo assistida de

genes de resisténcia sera cada vez mais viavel (Milach & Cruz, 1997).

1.2.5.2. Marcadores Moleculares

Varios tipos de marcadores de plantas tém sido desenvolvidos, os quais
podem ser utilizados conforme o objetivo de cada trabalho. Os primeiros
marcadores utilizados foram os morfolégicos, os quais eram uteis, porém,
apresentavam limitacbes quanto ao numero de marcadores identificados, ao
namero restrito de espécies as quais eram aplicaveis e também a influéncia

ambiental a que estdo sujeitos. Com o desenvolvimento de marcadores
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isoenzimaticos, ou também chamados bioquimicos, foi possivel a identificagao
de maior numero de marcadores, além do que maior numero de espécies
puderam ser estudadas. Entretanto, esse tipo de marcador também apresenta
limitagbes, como a pouca abrangéncia do genoma e o baixo nivel de
polimorfismo que apresenta.

A partir disso, foram desenvolvidas técnicas baseadas em marcadores
de DNA, as quais trouxeram varias vantagens para a identificacdo de
marcadores, tais como: alta ou até mesmo completa cobertura do genoma, alto
nivel de polimorfismo, independéncia da expressdo do gene, além de utilizagcado
em qualquer estadio de desenvolvimento da planta.

A primeira técnica desenvolvida para identificagdo de marcadores de
DNA foi a de RFLP (“restriction fragment length polymorphism”), ou seja,
restricdo de fragmentos de comprimentos polimérficos. Essa técnica baseia-se
na diferenca de comprimento de fragmentos de DNA gerados quando clivados
pela mesma enzima, e que diferem quanto ao tamanho, em pares de bases, em
individuos geneticamente diferentes, como resultado de possiveis mutagdes nos
sitios de restricdo, delecodes, insercdes, translocacdes ou inversdes, as quais
alteram a distancia entre os sitios de restricdo. Em relagdo as isoenzimas, a
técnica de RFLP apresenta a vantagem de abranger todo o genoma
(dependendo do tipo de biblioteca de sondas de DNA utilizada). Entretanto,
apresenta algumas desvantagens, tais como, a inexisténcia de bibliotecas de
sondas disponiveis em algumas espécies, a exigéncia de intensiva mao-de-obra
e a necessidade de instalacbes adequadas para o manuseio de radioatividade
(Ferreira & Grattapaglia, 1995).

Na década de 80, foi desenvolvida por Kary Mullis (Mullis & Faloona,

1987) a técnica de PCR (“polimerase chain reaction”), ou reagcdo em cadeia da
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polimerase, a qual possibilitou a elaboracdo de varias outras técnicas para
identificacdo de marcadores baseadas em PCR. A técnica de PCR permite a
sintese de milhdes de cdpias de uma sequéncia especifica de DNA, na presenca
de iniciadores especificos (primers) e da enzima Taq DNA polimerase, a partir de
trés passos: desnaturagdo do DNA molde, anelamento dos iniciadores (primers)
e extensdo das novas fitas de DNA. Essa técnica trouxe as vantagens de
rapidez, simplicidade e versatilidade de aplicacoes.

A primeira técnica derivada a partir da PCR foi RAPD (“random
amplified polymorphism DNA”) ou DNA polimérfico amplificado ao acaso,
desenvolvida por Williams et al. (1990). Com a RAPD veio a superagao da
limitagdo encontrada na técnica de PCR, a qual exige a utilizag&do de iniciadores
especificos (primers) construidos a partir de sequéncias conhecidas do DNA. A
possibilidade de utilizar iniciadores arbitrarios que amplificam sequéncias alvos
desconhecidas, trouxe novas perspectivas para a identificacdo de marcadores
moleculares. Entretanto, uma das limitacbes do RAPD é a repetibilidade dos
resultados.

Outra técnica baseada em PCR, bastante utilizada atualmente, € a SSR
(“simple sequence repeats”), ou seja, sequéncias simples repetidas, ou ainda,
microssatélites (Litt & Luty, 1989). Baseada na amplificagdo de sequéncias
simples repetidas em tandem no genoma, essa técnica permite a detecgédo de
locos genéticos altamente variaveis, multialélicos e de grande conteudo
informativo. A maior limitacdo da técnica de microssatélite € a necessidade de
construgcdo de uma biblioteca de fragmentos de DNA e seu sequenciamento, se
esta ndo estiver ainda disponivel.

Uma das técnicas mais recentes e mais utilizada atualmente € o AFLP

(Vos et al., 1995). A técnica consiste basicamente de quatro etapas: 1) clivagem
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do DNA genbmico total com duas enzimas de restricdo; 2) ligagdo de
adaptadores especificos aos terminais dos fragmentos genémicos gerados pela
clivagem; 3) amplificacdo seletiva via PCR de uma fragdo dos fragmentos
gerados na etapa anterior, através da utilizagdo de iniciadores (primers)
especificamente desenhados para reconhecer sequéncias nos adaptadores; e 4)
separacgao dos fragmentos amplificados em gel de alta resolugao.

A técnica de AFLP esta baseado em amplificacdo através de PCR de
fragmentos gerados por enzimas de restricdo especificas e oligonucleotideos
adaptadores de poucas bases. Este método gera um amplo numero de bandas
de fragmentos de restrigdo, facilitando a detecgdo de polimorfismos. Mapas de
ligagdo usando AFLP foram desenvolvidos em cevada, sendo essa técnica muito
usada para saturagdo de mapas e para discriminacdo de variedades (Mohan et
al., 1997).

Alta reproducibilidade, rapida geragdo e alta frequéncia de
polimorfismos identificaveis fizeram do AFLP uma técnica atrativa para identificar
polimorfismos e para determinar ligagbes por analise de individuos de uma
populagdo segregante. Entre as vantagens da utilizagdo de marcadores do tipo
AFLP esta o grande numero de fragmentos que s&o produzidos e analisados em
um unico gel, podendo-se visualizar em um gel cerca de 50 a 100 fragmentos de
restricdo amplificados (Vos et al., 1995). Esse tipo de marcador permitiu rapida
extensdo do mapa de aveia proveniente da populagdo de Kanota X Ogle
(O’Donoughue, 2000). Jin et al. (2000) estenderam o mesmo mapa em 35%
através da aplicagao deste tipo de marcador.

Entretanto, marcadores AFLP s&o ainda caros, ja que as bandas
geradas sao detectadas por coloragdo com nitrato de prata, fluorescéncia ou

radioatividade (Mohan et al., 1997). Apesar de a técnica de AFLP ser bastante
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eficiente para mapeamento de populacdes e identificagdo dos marcadores
associados a caracteres de interesse, seu uso nao € indicado da mesma forma
para selecao assistida por marcadores. Como a técnica de AFLP apresenta um
custo elevado e exige treinamento especializado, seu uso torna-se inviavel na
rotina diaria de um programa de melhoramento, podendo-se superar este
obstaculo através da conversdo dos marcadores identificados em marcadores
mais praticos e de menor custo. Lee & Penner (1997) relatam a conversédo de
marcadores RFLP em sequéncias especificas como uma forma de facilitar
grandemente a aplicagdo de marcadores moleculares em programas de

melhoramento de cevada.

1.2.5.3. Mapeamento molecular em aveia

Mapas moleculares da aveia foram construidos para os genomas
diploide e hexapléide. Para o genoma dipléide (genoma A) dois mapas foram
desenvolvidos, sendo um a partir do cruzamento A. hirtula X A. atlantica
(O’Donoughue et al., 1992; Van Deynze et al.,, 1995) e o outro a partir de A.
strigosa X A. wiestti (Rayapati et al., 1994), ambos com sete grupos de ligacao
distintos.

Para o genoma hexapldide mapas moleculares foram também
desenvolvidos (O’Donoughue et al., 1995; Jin et al., 2000; Portyanco et al., 2001;
Groh et al.,, 2001). O mapeamento da aveia hexapléide é mais complicado
devido ao tamanho de seu genoma e de sua natureza poliploide, sendo um
alopolipléide, com 2n = 6X = 42 cromossomos. Obter cobertura completa do
genoma hexaploide e resolver os grupos de ligagcdo nos 21 cromossomos
esperados tem sido uma tarefa dificil. Parte do problema pode ser devido a

diferencas de translocacdo entre as linhas parentais (O° Donoughue, 2000).
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Portyanco et al. (2001) salientam que as relagdes entre alguns grupos de ligagao
permanecem incertas devido a cobertura incompleta do genoma e também
pelas complicagbes introduzidas por duplicagbes e rearranjos ocorridos no
genoma da aveia.

Uma aplicagdo muito importante do mapeamento molecular € o
mapeamento de caracteres quantitativos. Enquanto caracteres de heranca
simples podem ser extensivamente analisados por métodos tradicionais, formas
geneticamente complexas apresentam dificuldade em seu estudo (Young, 1996).
O desenvolvimento de mapas moleculares auxilia o estudo e compreensao
dessas formas complexas de resisténcia, baseando-se no uso de marcadores de
DNA (Lee e Penner, 1997). Van Deynze et al. (1995) relatam que genes
controlando caracteres tais como rendimento, heterose e resisténcia a moléstias
foram identificadas em mapas genéticos de trigo, cevada, centeio e arroz. Além
disso, 0 mapeamento acompanhado de sequenciamento pode auxiliar no estudo
da funcgao, regulagao e expressao do gene (Mohan et al., 1997).

Para o mapeamento de caracteres qualitativos ou quantitativos, a selegao
de genitores baseia-se na utilizagdo de pais com fendtipos o mais contrastante
possivel, tanto para os caracteres de interesse, como para o restante do
genoma, permitindo que os locos sejam detectados mais facilmente. Apos a
escolha dos genitores, o desenvolvimento da populacdo segregante deve
resultar em um numero razoavel de individuos para que se obtenha uma amostra
com todas as recombinagdes possiveis (Mohan et al.,1997).

Mapeamento de QTLs (“quantitative trait loci” ou locos de caracteristicas
quantitativas) é feito pelo teste de marcadores de DNA para a probabilidade de
estarem associados a um loco quantitativo. Individuos de uma populagcao de

mapeamento (F,, retrocruzamento ou linhas recombinantes) sao analisados
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quanto ao marcador de DNA e o fendétipo de interesse. Para cada marcador de
DNA, os individuos séao divididos em classes de acordo o fendtipo de interesse.
Parametros de médias e variancias sédo calculados e comparados entre classes.
Uma diferenga significativa entre classes sugere que ha uma relagdo entre o
DNA marcador e a caracteristica de interesse, ou seja, o DNA de interesse é
ligado ao QTL (Young, 1996).

Varios QTLs e marcadores associados tém sido identificados, incluindo
resposta a vernalizagdo em aveia (Holland et al., 1997), conteudo de 6leo em
aveia (Kianian et al., 1999); caracteres agronédmicos em cevada (Kicherer et al.,
2000; Qi, et al., 1999); caracteres agrondbmicos em tomate (Vicente & Tanksley,
1993); altura de planta, rendimento de grdos e outras em aveia (Beer et al.,
1995), caracteristicas agronémicas em aveia (Hoffman et al., 2000), entre outras.

Com relagdo ao melhoramento para resisténcia a moléstias, estas
técnicas tém auxiliado principalmente na avaliagdo de moléstias com reacgdes
dificeis de serem interpretadas devido a interagbes do genotipo com o ambiente,
penetrancia incompleta da resisténcia e diferentes graus de viruléncia do
patogeno (Young, 1996).

Muitos trabalhos tem sido relatados na literatura com mapeamento de
QRLs (“quantitative resistance loci” ou locos para resisténcia quantitativa) para
resisténcia a doengas: resisténcia a ferrugem da folha em aveia (Chen et al.,
2000); brusone em cevada (Sato et al., 2001); ferrugem da folha em cevada
(Kicherer et al., 2000; Qi, et al., 1999); Sclerotinia sclerotiorum em soja (Arahana
et al.,, 2001); brusone em arroz (Guo-Liang et al., 1994); e virus do nanismo
amarelo da cevada (Jin et al., 1998) ); resisténcia a Puccinia polysora em milho

(Brunelli, et al., 2002); entre outros.
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As técnicas de biologia molecular oferecem muitas possibilidades para
utilizacdo no melhoramento de plantas. O mapeamento molecular e a
identificagcdo de marcadores associados a caracteristicas de interesse, sejam
elas qualitativas ou quantitativas, permitem, em muitos casos, a partir do
emprego da selegcdo assistida por marcadores, maior eficiéncia na selecéo,
ganho de tempo e praticidade. A identificacdo de marcadores moleculares
associados a caracteristicas que possuem um controle genético complexo, como
no caso de moléstias de plantas com resisténcia quantitativa ou resisténcia
parcial, representa uma ferramenta de grande importdncia para o

desenvolvimento de gendtipos com resisténcia mais duravel.



CAPIiTULO i

Progresso da ferrugem da folha em gendtipos fixos de aveia em diferentes anos

RESUMO

A disponibilidade de variedades de aveia adaptadas as condi¢des
brasileiras, resultou em aumento da area plantada no Sul do Brasil, 0 que levou a
um aumento da ferrugem, provocando significantes redugbes no rendimento
desse cereal. O objetivo do trabalho foi determinar o progresso da ferrugem da
folna em gendtipos suscetiveis e parcialmente resistentes, em diferentes anos.
Plantas de UFRGS7 (suscetivel), de UFRGS910906 e de UFRGS922003
(parcialmente resistentes) foram marcadas e avaliadas individualmente quanto a
porcentagem de area foliar infectada, utilizando-se a escala modificada de Cobb.
Uma ASCPD (area sob a curva do progresso da doenga) foi calculada para cada
genodtipo, para determinar o progresso da ferrugem da folha. Em 1998, as
condicbes ambientais altamente favoraveis ao desenvolvimento da infeccdo
mascararam a reagao dos gendtipos parcialmente resistentes, sendo que os
valores de ASCPD foram semelhantes para os trés gendtipos: 1319 (UFRGS7);
1207 (UFRGS910906) e 1226 (UFRGS922003). Em 1999, a ferrugem comegou
um més mais tarde no campo e o inéculo da doenca foi menor, sendo que a
ASCPD foi de 131 para UFRGS7 e 54 para UFRGS910906. No ano de 2000, a
interferéncia do ambiente foi menor, permitindo a expressdo do gendtipo
parcialmente resistente UFRGS910906, o qual apresentou ASCPD de 52,
enquanto que UFRGS7 apresentou ASCPD de 874. A diferenca de severidade
da ferrugem entre os trés anos, mostrou que a resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia é altamente influenciada pelo ambiente, sendo necessario um
acompanhamento do desenvolvimento da infeccdo em cada ano especificamente
para que sejam tomadas decis6es adequadas relativas a selegao de gendtipos
nos programas de melhoramento e também no manejo da doenga na lavoura
pelo agricultor.

ABSTRACT

With oat varieties more adapted to Brazilian conditions increased the
cultivated area in Southern Brazil, but resulted in the spreading of crown rust and
yield losses of oat crop. The objective of this study was to determine the area
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under the disease progress curve (AUDPC) of susceptible and partial resistant
oat genotypes. Plants of UFRGS7 (susceptible)), UFRGS910906 and
UFRGS922003 (partial resistants), were identified and individually evaluated
regarding the percentage of infected leaf area, by using modified Cobb’s scale.
An AUDPC (area under disease progress curve) was developed for each
genotype, to determine the progress of crown rust. In 1998, the environmental
conditions were highly favorable to disease development, and thus, masked the
reaction of partial resistant genotypes, considering that all values of AUDPC were
similar for all genotypes: 1319 (UFRGS7); 1207 (UFRGS910906) and 1226
(UFRGS922003). Howewer, in 1999 the rust started a month later and thus the
inoculun of the pathogen was lower and resulted in values of AUDPC 131 for
UFRGS7 and 54 for UFRGS910906. In 2000, the environmental effect was less
pronunced and allowed the expression of partial resistant genotype
UFRGS910906, wich showed AUDPC of 52, while UFRGS7 showed AUDPC
874. The difference in severity of crown rust among the three years of
evaluations, indicated that partial resistance to oat crown rust is highly influenced
by the environment, been necessary to monitore the development of infection in
each year to help decisions regarding selection in breeding programs as well as
managment of the disease in the farmers field.

2.1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de variedades de aveia (Avena sativa L.), adaptadas
as condicdes brasileiras, foi um passo muito importante para o seu
estabelecimento como uma cultura de importancia econdmica. Em consequéncia
disso, houve um aumento da area cultivada no Sul do Brasil, resultando em
maior disseminagao do inoéculo do fungo causador da ferrugem da folha da aveia
(Puccinia coronata f. sp. avenae Fraser e Led.), provocando reducdes no
rendimento de até 50% e perda da qualidade de gréos colhidos (Martinelli et al.,
1994). Em condigbes ideais para a ocorréncia da ferrugem podem haver perdas
no rendimento de mais de 90% (Martinelli, 2000). Mesmo baixas intensidades de
ferrugem tém causado dano significativo, proximo a 50 kg/ha para cada 1% de
severidade (Forcelini, 2002). Internacionalmente, a ferrugem da folha da aveia
tem sido também problema, sendo que, em condigdes de alta severidade de

ferrugem, redugdes no rendimento de até 97% foram observadas em gendtipos
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by

americanos suscetiveis a moléstia (McDaniel, 2000). A estratégia mais
apropriada para o controle da doenca tem sido o uso de resisténcia varietal,
sendo que o desenvolvimento de variedades resistentes é alcangado, na maioria
das vezes, através do uso de genes maiores que conferem resisténcia
qualitativa. Entretanto, esse tipo de resisténcia tem se mostrado pouco duravel
nas atuais condi¢cdes de cultivo, devido a alta pressao de selecdo que exerce
sobre o patégeno, sendo necessario a constante substituicdo das cultivares em
uso pelos agricultores. A busca de fontes de resisténcia quantitativa ou
resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia parece ser uma estratégia
promissora na tentativa de aumentar a durabilidade da resisténcia em cultivares
comerciais. A resisténcia parcial tem se mostrado mais duravel que a resisténcia
total em algumas espécies, tais como o trigo e o milho. Trigos americanos
“Tatcher” e “Lee” apresentaram resisténcia parcial a Puccinia graminis f. sp. tritici
por 55 e 30 anos (Wilcoxson, 1981). Na Africa, variedades de milho foram
resistentes a P. sorgui por, no minimo, 80 e a P. polysora por cerca de 30 anos
(Barcellos et al., 1997).

O desenvolvimento de variedades com resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia apresenta algumas dificuldades, como a alta influéncia do
ambiente sobre a expressao da resisténcia, a qual é um fator muito importante a
ser considerado. Varios autores ressaltam que os niveis de moléstia nas plantas
séo influenciados pelas variagbes do ambiente (Prabhu & Morais, 1993; Flor,
1956). Os fatores que mais afetam a patogénese em plantas sdo temperatura,
umidade, luz e nutrientes. Os efeitos combinados desses fatores podem atuar na
suscetibilidade do hospedeiro, na multiplicagao e atividade do patégeno e, ainda,
na interagdo hospedeiro-patdgeno, bem como seu efeito na severidade dos

sintomas (Agrios, 1988).
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Nas condi¢des brasileiras de cultivo, o ambiente favorece o
desenvolvimento da infecg&o e a especializagédo das ragas do fungo, de maneira
que muitas cultivares previamente consideradas resistentes ou parcialmente
resistentes podem ser fortemente infectadas. Tais condicbes de ambiente
proporcionam um longo periodo de infecgdo e esporulagdo, aumentando o
potencial de producdo de esporos do patdégeno, sendo que a moléstia ocorre
durante um periodo de até 100 dias na lavoura durante a estagcdo de cultivo da
aveia (Federizzi e Stuthman, 1998). Um novo ciclo de produgédo de esporos de
Puccinia coronata ocorre aproximadamente a cada sete dias, sendo que para os
esporos germinarem € necessaria a presenga de agua livre sobre a superficie
foliar e temperaturas entre 10 e 25°C (Simons, 1985). Nas condicdes do Sul do
Brasil, as temperaturas ideais para a ocorréncia e disseminagao da moléstia
estdo entre 16 e 18°C (Martinelli, 2000).

A severidade da infecgcdo varia de um ano para outro, devido as
alteragdes das condigdes climaticas (Wilcoxson et al., 1975), ocorrendo interagéo
genotipo/ano para a expressao da resisténcia a ferrugem da folha em condigbes
do Sul do Brasil (Federizzi et al., 1993).

Um dos componentes utilizado para quantificar resisténcia parcial é a
area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD), o qual permite identificar
diferentes niveis de resisténcia, auxiliando na identificacdo e caracterizacdo de
genotipos que apresentam progresso lento da ferrugem e permitindo o
acompanhamento do aumento da moléstia no tempo (Jeger & Viljanen-Rollinson,
2001).

O objetivo deste trabalho foi determinar o comportamento do gendtipo

suscetivel UFRGS7 e dos gendtipos parcialmente resistentes UFRGS910906 e
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UFRGS922003, através do calculo da area sob a curva do progresso da doenga

(ASCPD), sob diferentes condigdes de ambiente.

2.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na Estacdo Experimental Agronémica (EEA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, localizada no municipio de Eldorado
do Sul (RS), a 30° 05 27” de latitude sul e 51° 40’ 18” de longitude oeste, com
altitude meédia de 46m (Bergamaschi & Guadagnin, 1990), sendo o solo
caracterizado como Argissolo Vermelho Distroéfico tipico (Embrapa, 1999).

Para os trés anos foram semeadas, no sistema de semeadura direta na
palha, duas linhas de cada gendtipo, em trés repetigdes, utilizando-se 20
sementes por linha, com espagcamento de 20cm entre plantas e 30cm entre
linhas. A area experimental foi adubada conforme recomendacdes técnicas para
a cultura da aveia.

Os genotipos estudados neste trabalho foram UFRGS7, UFRGS910906
nos anos de 1998, 1999 e 2000 e UFRGS922003, somente em 1998. A linhagem
UFRGS922003 foi avaliada somente no primeiro ano porque houve necessidade
de restringir o volume de trabalho, nos anos subsequentes.

A variedade UFRGS7 apresenta varios caracteres agrondémicos
importantes, tais como ciclo precoce, baixa estatura e bom rendimento, tendo
sido cultivada por muitos anos no Sul do Brasil, apesar de sua suscetibilidade a
ferrugem da folha (Com. Bras. Pesq. Aveia, 2000). As linhagens UFRGS910906
e UFRGS922003 foram indicadas como fontes de resisténcia parcial a ferrugem
da folha (Chaves et al., 1998; Mellos et al., 1998). Além dos gendtipos citados,

foram também semeadas e avaliadas, em campo, as populagcbes segregantes
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dos cruzamentos UFRGS7 / UFRGS910906 e UFRGS7 / UFRGS922003.

Entretanto, esses dados serdo citados somente no préximo capitulo.

2.2.1. Avaliacao da severidade da ferrugem da folha:

Primeiramente, as plantas foram marcadas com um barbante, para
assegurar que as avaliacbes eram realizadas sempre na mesma planta. As
avaliagdes para severidade da infecgado foram realizadas através da medida da
area foliar infectada do afilho principal (1 a 100%), utilizando-se a escala
modificada de Cobb (Peterson et al., 1948). Cada avaliagdo obedeceu a um
intervalo de aproximadamente sete dias, tendo sido realizadas seis avaliagbes
no total.

Em 1998, os gendtipos UFRGS7, UFRGS910906 e UFRGS922003
foram semeados em 29 de maio e, posteriormente, marcadas 30, 20 e 20
plantas de cada gendtipo, respectivamente. A primeira avaliagéo foi realizada em
18/08 e as seguintes em 28/08, 08/09, 15/09, 22/09 e 29/09.

Em 1999, os gendtipos UFRGS7 e UFRGS910906 foram semeados em
14 de junho e marcadas 30 plantas de cada gendtipo. As avaliagbes foram feitas
em 16/09, 23/09, 30/09, 07/10, 15/10 e 21/10.

Em 2000, os genotipos UFRGS7 e UFRGS910906 foram semeados em
14 de junho e marcadas 20 plantas de cada gendtipo, sendo que as avaliagdes

foram realizadas em 01/09, 09/9, 16/09, 23/09, 30/09 e 06/10.

2.2.2. Analise estatistica:
A partir dos dados obtidos na avaliacdo de severidade da ferrugem da
folha, foram estimadas: médias dos gendtipos, variancia entre plantas e ANOVA

(andlise de variancia). Para o calculo das médias utilizou-se as leituras de
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severidade de seis avaliacbes de cada planta. A partir dessas médias calculou-

se a média geral de cada genatipo.

2.2.2.1. Area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD):
A determinacado da ferrugem da folha foi feita através do calculo da area
sob a curva do progresso da doenga (ASCPD) dos trés genotipos, através da

férmula proposta por Das et al. (1992):

n-1

ASCPD =Y [(xi + %1 ) [ 2] (tur-t)

i=1

Onde: n = numero de avaliagbes

X; = severidade da ferrugem na data t;

Xi+1 = severidade da ferrugem na data t;+

ti= data da avaliagao

ti-1= data de avaliagao seguinte a t;

2.2.2.2. Teste de médias:

Analises de variancia (ANOVA) e testes de médias (Teste t e Teste
Duncan) foram realizados para verificar a significaAncia das diferengas entre os
genitores, quanto aos caracteres area foliar infectada e ASCPD. Antes de
proceder a analise de variancia, foi verificada a normalidade dos dados para
ambas as caracteristicas nos trés anos. Para o ano de 1998, as pressuposi¢des
foram satisfeitas para a caracteristica de area foliar infectada, ndo sendo
necessario nenhum tipo de transformacgao. Para o carater ASCPD do mesmo

ano, os dados foram transformados através da raiz quadrada. Para os demais
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anos e ambos os caracteres, os dados foram transformados pela raiz quadrada.

As médias apresentadas nas tabelas sao de dados nao transformados.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de severidade da ferrugem da folha da aveia observados em

1998 foram altos nos trés gendtipos, onde UFRGS910906 e UFRGS922003

apresentaram médias de porcentagem de area foliar infectada de 35,07% e

34,93% respectivamente, as quais foram semelhantes a média do gendtipo

suscetivel UFRGS7 (37,96%) (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Médias, varidncias e area sob a curva do progresso da doenca

(ASCPD) da ferrugem da folha da aveia, em gendétipos de aveia,
avaliados nos anos de 1998, 1999 e 2000. EEA. UFRGS. 2002.

Ano Gendtipos N® plantas Severidade média (%) Variancia ASCPD
1998 UFGRS7 30 37,96 a' 19,52 1319 a’
1998 UFRGS922003 20 34,93 b 11,79 1226 ab
1998 UFRGS910906 20 35,07 b 22,67 1207 b
CV =12% CV=7,3%
1999 UFGRS7 30 3,71 a' 3,97 131a’
1999 UFRGS910906 30 1,44 b 2,83 54 b
CV =37% CV =22%
2000 UFGRS7 20 26,51 a’ 2,78 874 a'
2000 UFRGS910906 15 1,78 b 0,12 52b
CV= 43% CV =8%

"Valores seguidos da mesma letra nao diferem estatisticamente pelo Teste Duncan ou pelo Teste t (5%)

Apesar da aparente semelhanga entre médias dos gendtipos suscetivel

e parcialmente resistente, UFRGS7 foi significativamente diferente de

UFRGS910906 e de UFRGS922003 pelo Teste Duncan (o = 0,05). Devido as

condigdes de temperatura e umidade elevadas, a reagdo dos gendtipos
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parcialmente resistente (UFRGS910906 e UFRGS922003) foi mascarada pelo

ambiente altamente favoravel ao desenvolvimento da infecgdo, mostrando niveis
de infecgdo proximos aos do gendtipo suscetivel (Figura 2.1A), sendo que os
valores de ASCPD foram de: 1319 para UFRGS7; 1207 para UFRGS910906 e
1226 para UFRGS922003. Apesar dos valores serem préximos, houve diferenca
significativa entre os genotipos, sendo UFRGS?7 significativamente diferente de
UFRGS910906, e estatisticamente igual a UFRGS922003 pelo Teste Duncan (o
= 0,05). Relato semelhante foi feito por Berger e Luke (1979) para as cultivares
americanas com diferentes niveis de resisténcia. Os autores observaram que a
reacao da cultivar parcialmente resistente Burt foi grandemente influenciada pelo
ambiente e, apesar de ter sido intermediaria quanto a reagao de resisténcia, ndo
diferiu significativamente da suscetivel Fulghum. A aproximagdo entre os
resultados da variedade suscetivel UFRGS7 e das linhagens parcialmente
resistentes (UFRGS910906 e UFRGS922003) pode ser explicada pelas
condicdes climaticas ocorridas em 1998, as quais foram altamente propicias ao
desenvolvimento da moléstia e favoreceram o aparecimento muito cedo da
infeccdo no campo, sendo que em meados de agosto ocorreu o surgimento das
primeiras pustulas. Em relagdo a época de ocorréncia da ferrugem, € importante
considerar que a resisténcia parcial para algumas espécies nao se manifesta em
estadio de planta jovem e sim em estadio de planta adulta. Dessa forma, quando
a ferrugem ocorre muito cedo na lavoura € possivel que gendétipos parcialmente
resistentes nado expressem resisténcia, demonstrando fendtipo de
suscetibilidade.

Segundo Martinelli & Buss (1999), as condigdes de ambiente durante o
ciclo da aveia em 1998, apresentaram temperaturas mais elevadas no inverno e

primavera, quando comparadas a média dos anos anteriores, ocorrendo alta
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umidade relativa do ar, o que permitiu a manutengéo do inéculo do fungo sobre
plantas voluntarias na lavoura e regides vizinhas durante o inverno.

Dados meteorologicos referentes ao periodo de avaliagdo da severidade
da ferrugem da folha s&o resumidos na Tabela 2.2, onde os valores mostrados
para cada ciclo compreendem o periodo anterior a avaliagdo (aproximadamente
7 dias), representando aproximadamente um ciclo de reproducdo do fungo
P.coronata. Como podem ser observadas, as temperaturas maximas e minimas
em 1998 foram favoraveis a multiplicagdo do fungo. A precipitagdo pluviométrica
foi constante durante todo o periodo de avaliagdo, totalizando 315,7mm,
satisfazendo a condicdo de ambiente mais importante para o fungo, uma vez que
ha a necessidade que um filme de agua cubra o esporo para que a germinagao
ocorra. Em consequéncia das condicdes ambientais, bastante propicias ao
desenvolvimento da moléstia, um fator que pode ter contribuido para o aumento
da severidade de infeccdo nas linhagens parcialmente resistentes, foi a
interferéncia entre linhas. Tal condi¢cao ocorre quando uma linha com resisténcia
parcial recebe mais inéculo das vizinhas suscetiveis que ela poderia receber se
suas vizinhas tivessem o mesmo grau de resisténcia, mascarando a expresséo
de resisténcia parcial, em fungdo do alto fluxo de inéculo (Shaner, 1996). Da
mesma forma, Johnson (1984) ressalta que a taxa de evolugdo do patégeno
depende ndo somente do tamanho de sua populacéo e variabilidade inerente,
mas que mesmo plantas com um bom nivel de resisténcia podem apresentar
maior infeccao devido as condi¢gdes de clima mais favoraveis, ou ainda pelo
aumento da doenca em plantas suscetiveis vizinhas aquelas que estdo sendo

avaliadas.



Tabela 2.2. Médias de temperatura e valores absolutos de precipitagido medidos na EEA em intervalos (dias) entre duas avaliagbes
de severidade da ferrugem da folha da aveia, nos anos de 1998, 1999 e 2000. UFRGS. 2002.

Periodo de 1998 Periodo de 1999 Periodo de 2000
leitura  T'Max T°Min  Chuva leitura  T°Max T°Min  Chuva leitura T'Max  T’Min  Chuva
11-18/08 20,6 16,0 70,3 9-16/09 21,5 7,9 11,1 26/08-1/09 18,65 6,11 62,00
19-28/08 20,8 14,3 80,5 17-23/09 20,4 8,0 0,0 02-09/09 29,37 4,61 0,0

29/08-08/09 21,7 13,04 34,5 24-30/09 19,4 8,1 3,5 10-16/09 19,22 12,8 91,2
9-15/09 21,6 11,5 32,8 01-07/10 12,5 7,4 56,5 17-23/09 22,58 16,68 181,7
16-22/09 20,3 13,3 78,6 08-15/10 21,16 13,3 68,6 24-30/09 21,44 7,12 0,0
23-29/09 24,0 14,0 19,0 16-21/10 25,3 11,7 7,1 01-07/10 223 13,9 44.4

Fonte: Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia — Faculdade de Agronomia - UFRGS
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A partir destas consideragdes, € esperado que, dependendo das
condigbes ambientais, até mesmo gendtipos com resisténcia parcial apresentem
infeccdo severa. Isto indica que em anos onde a ferrugem da folha é muito
severa nao € aconselhavel a selecao para resisténcia parcial.

No ano de 1999 (Figura 2.1B), os niveis de infec¢cdo foram bastante
diferentes em relacdo aos de 1998. O nivel de infecgdo foi bem menor nesse
ano, sendo que a ferrugem comegou a desenvolver-se em meados de setembro,
iniciando praticamente um més mais tarde que em 1998. As temperaturas foram
mais baixas, sendo que as minimas estiveram abaixo dos 10°C até a quarta
avaliagcdo, momento o qual coincide com o aumento da doenga. A precipitacdo
pluviométrica ndo foi constante e foi menor que em 1998 e totalizou 146,8mm
durante as seis semanas de avaliagdo (Tabela 2.2). Conforme a literatura
ressalta, climas secos e frios sdo desfavoraveis para a ferrugem, resultando em
pouco desenvolvimento da infecgdo (Savi et al., 2000).

As médias de porcentagem de area foliar infectada dos gendtipos
UFRGS7 e UFRGS910906 foram de 3,71% e 1,44%, respectivamente, sendo
significativamente diferentes (Tabela 2.1). A ASCPD mostrou valores de 131
para UFRGS7 e 54 para UFRGS910906, sendo os mesmos significativamente
diferentes pelo Teste t (o = 0,05).

Em 1999, os gendtipos comegaram a diferenciar-se somente da quinta
para a sexta semana de avaliagdo, que ocorreu no inicio do més de outubro
(Figura 2.1B). Provavelmente, se fossem realizadas outras avaliagdes além
desse periodo, seria possivel uma diferenciagao maior entre os gendétipos.

No ano de 2000, os valores médios de porcentagem de area foliar

infectada foram estatisticamente diferentes, sendo de 26,51% para UFRGS7 e
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de 1,78% para UFRGS910906 (Tabela 2.1). A ASCPD de UFRGS7 foi 874,

enquanto foi 52 para UFRGS910906, com diferenga significativa. O progresso
da ferrugem ao longo do tempo mostrou ser mais lento para UFRGS910906 do
que para UFRGS7 (Figura 2.1C).

No ano de 2000 a infecgao iniciou no final de agosto e as condi¢des
climaticas permitram um desenvolvimento normal da infeccdo quanto a
quantidade de ferrugem no campo. Isto permitiu a expressdo do genotipo
parcialmente resistente (UFRGS910906), o qual apresentou desenvolvimento
lento da ferrugem quando comparado a variedade UFRGS7, evidenciando a
diferencga existente entre os gendtipos quanto ao progresso da moléstia.

Estes resultados reforcam estudos realizados em 1995, 1996 e 1997
quanto a area foliar afetada e ASCPD, os quais relataram diferencas quanto a
reacao a ferrugem da folha entre os genétipos UFRGS7 e UFRGS910906, sendo
que a meédia nos trés anos para a ASCPD foi de 639,95 para UFRGS7 e de
95,21 para UFRGS910906 (Mellos et al., 1998; Thomé, 1999).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que existem
diferengas entre os genottipos UFRGS7 e UFRGS910906 quanto ao progresso
da ferrugem da folha, indicando a presenga de resisténcia parcial no genotipo
UFRGS910906. Evidéncias indicam que as diferengcas observadas entre os
anos, estao relacionadas, também, a época de inicio da infec¢cdo no campo, ao
periodo em que a ferrugem permanece na lavoura, produzindo e disseminando
esporos, e a quantidade de inoculo. Em anos muito favoraveis ao
desenvolvimento da moléstia e com aparecimento precoce da ferrugem no
campo, a resisténcia de planta adulta ndo se manifesta, e a expressao da

resisténcia parcial € mascarada pelo ambiente, dificultando a diferenciagao de
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niveis de resisténcia. Isto indica que, nessas circunstancias de alta severidade
da moléstia, o melhorista ndo deve usar uma forte pressio de selec¢ao para esse

carater.

2.4. CONCLUSOES

O ambiente exerce alta influéncia sobre a expressdo da resisténcia
parcial a ferrugem da folha da aveia, podendo mascarar os diferentes niveis
desse tipo de resisténcia.

Os genotipos UFRGS7 e UFRGS910906 diferem quanto ao progresso
da ferrugem da folha, indicando a presenga de resisténcia parcial no genotipo

UFRGS910906.



CAPITULO I

Controle genético da resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia

RESUMO

A ferrugem da folha é das moléstias da aveia a mais disseminada e a
que induz danos mais severos a cultura de aveia. A utilizacdo de resisténcia
qualitativa, para o seu controle, € pouco duravel, sendo que a utilizacdo de
resisténcia quantitativa ou parcial podera aumentar a durabilidade da resisténcia,
ja que nao suprime a populagado do patdbgeno completamente, mas impede que
esse atinja niveis destrutivos. Os objetivos deste trabalho foram descrever a
variabilidade para resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia em
populagdes segregantes de dois cruzamentos, bem como estudar o controle
genético envolvido na expressao da resisténcia. As avaliagbes de severidade da
ferrugem da folha foram realizadas na Estacdo Experimental da Agronémica
(UFRGS), nos anos de 1998, 1999 e 2000, seguindo a escala modificada de
Cobb, considerando-se a porcentagem de area foliar infectada. Os resultados de
trés anos de estudo evidenciaram que apesar da grande influéncia do ambiente
na expressao da resisténcia, as populagdes segregantes apresentaram grande
variabilidade para resisténcia parcial. A distribuicdo de frequéncias da ASCPD
nas geragdes Fs e Fg, foi continua para o carater, indicando a presenca de varios
genes de pequeno efeito no controle desse carater. As estimativas de
herdabilidade observadas variaram de moderada a alta. Os resultados indicam
que a selegado de gendtipos com resisténcia parcial deve ser confirmada em
diferentes anos e ser feita em populag¢des segregantes mais avangadas.

ABSTRACT

Crown rust is the most widespread disease that induces severe yield
losses to the oat crop. The use of qualitative resistance for its control is not
durable, and an alternative to improve durability of resistance is quantitative
resistance, which does not totally suppress the pathogen population but do not let
it reach destructive levels. The objective of this work was to describe the
variability regarding partial resistance to leaf rust in segregating populations of
two oat crosses and to study genetic control of the resistance expression. The
evaluation of leaf rust severity was done at the Agronomy Experimental Station of
the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS), during 1998, 1999 and
2000, according to modified Cobb’s scale. The results of three years study
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showed that regardless the great environmental effect on the expression of
resistance, the segregating population presented great variability for partial
resistance. The frequencies distribuition of AUDPC for the Fs and Fg generation,
was continuous for this trait, indicating the presence of several genes of small
effects controlling the disease. The estimatives of herdability varied from
moderate to high. The results indicated that the selection for partial resistance
should be confirmed in different years and done in advanced segregating
populations.

3.1. INTRODUCAO

A aveia (Avena sativa L.) é uma cultura anual, de estacao fria, que
apresenta alto valor nutricional, possibilitando uma utilizacdo diversificada na
alimentacdo humana e animal. O cultivo desse cereal ocorre praticamente em
todo o mundo, com area plantada de aproximadamente 14 milhdes de hectares
(USDA, 2001) e produgao anual de aproximadamente 30 milhdes de toneladas
(Pullinen, 2000). A produgédo de aveia reduziu nos principais paises produtores
nas Uultimas décadas (Weaver, 1997; USDA, 2001). Entre os fatores
responsaveis por esse declinio, estdo os danos provocados por moléstias que
atacam a cultura, bem como o alto custo de controle, especialmente a ferrugem
da folha (Weaver, 1997).

A ferrugem da folha, causada pelo fungo biotréfico Puccinia coronata f.
sp. avenae Fraser & Led., € a moléstia mais amplamente disseminada e danosa
para a cultura da aveia a nivel mundial (Simons, 1985; Ohm & Shaner, 1992),
sendo responsavel por redugcbées no rendimento de até 50% e perda da
qualidade de gréaos colhidos (Martinelli et. al., 1994). A forma mais efetiva de
controle da ferrugem da folha € o uso de genotipos resistentes associado ao

controle quimico. A utilizagdo de fungicidas em larga escala, apesar de eficiente,
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encarece o sistema de producgao e representa riscos ao ambiente e a saude dos
trabalhadores e das comunidades rurais.

A busca continua de novos gendtipos nos programas de melhoramento
resultou no langamento de cultivares resistentes a ferrugem da folha da aveia,
embora em sua maioria, com resisténcia completa (heranga simples). Apesar da
relativa facilidade em se trabalhar e obter ganhos genéticos com resisténcia
qualitativa, comparada a resisténcia quantitativa, a primeira traz uma limitagcéao
em termos de durabilidade da resisténcia efetiva. A interacdo hospedeiro-
patdogeno, no patossistema Avena sativa - Puccinia coronata, € altamente
dinamica, estabelecendo-se uma co-evolugdo entre ambos (Prabhu & Morais,
1993). Genes de resisténcia qualitativa em A. sativa exercem alta pressdo de
selecao sobre as racas de P.coronata correspondentes, levando a evolugao do
patdgeno para a superagao da resisténcia do hospedeiro, através da mutagao
desses genes. Nas condigbes brasileiras, a baixa durabilidade da resisténcia é
atribuida, além da alta mutagao de P.coronata, ao fato da aveia ser cultivada em
todos os meses do ano na regidao do Cone Sul. Além desses fatores, a presenca
de outras espécies de gramineas na area de cultivo da aveia aumentam o
inoculo, e as condigbes do ambiente brasileiro proporcionam um longo periodo
de infeccdo e esporulagdo, aumentando a produgdo de esporos do patéogeno
(Federizzi & Stuthman, 1998).

O aumento da durabilidade da resisténcia a ferrugem da folha € uma
preocupacgao constante. Nesse sentido, estratégias baseadas na filosofia do
manejo da moléstia, mais do que no controle da mesma, tém sido estudadas
com o objetivo ndo de suprimir a populagdo do patdbgeno completamente, mas

impedir que ele atinja niveis destrutivos (Shaner, 1996). O desenvolvimento de
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genotipos com resisténcia quantitativa ou parcial (progresso lento) poderia
aumentar a durabilidade da resisténcia a ferrugem da folha em aveia (Rooney et
al., 1994). Este tipo de resisténcia tem sido identificada em diversas espécies de
cereais, como aveia (Luke et al., 1972), trigo (Shaner, 1983) e cevada (Parlevliet
et al., 1980). Leonard (2002) relata que linhas experimentais de aveia, com
resisténcia parcial a ferrugem da folha, mostraram severidade reduzida por mais
de 30 anos de exposicao a varias ragas de P. coronata.

Resisténcia parcial ou de progresso lento da ferrugem (“slow rusting”) é
uma forma de resisténcia incompleta, resultando da interacdo de diversos
componentes, tais como reduzida capacidade do esporo infectar, maior periodo
de laténcia, pustulas menores que produzem menos esporos € menor periodo de
infeccdo e menor area sob a curva do progresso da doenga (Parlevliet, 1979). A
vantagem da resisténcia parcial é que esta apenas reduz a reproducédo do
patdbgeno em interagdo do tipo compativel, enquanto a resisténcia qualitativa,
dada pela incompatibilidade entre patogeno e hospedeiro, impede
completamente a reprodugao do fungo (Wang, et al., 1994).

Uma das formas de identificar gendtipos portadores de resisténcia
parcial € a estimativa da area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD), um
dos componentes desse tipo de resisténcia que permite identificar diferentes
niveis de resisténcia, auxiliando na identificacdo e na caracterizacdo de
genotipos hospedeiros que apresentam progresso lento da moléstia. Este tipo
de componente tem sido muito utilizado para quantificar resisténcia parcial e
pode ser revisado em Jeger & Viljanen-Rollinson (2001).

Resisténcia parcial €, geralmente, de heranga oligogénica ou poligénica.

Em arroz, resisténcia a brusone (Pyricularia oryzae) esta associada com
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resisténcia poligénica, sem evidéncia de especificidade de raga (Bonman, 1992).
Estudos com Avena sterilis (Sztejnberg & Wahl, 1976), A. byzantina (Luke et al.,
1975) e linhagens ndo adaptadas de A. sativa (Simons, 1975) revelaram que
resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia é de heranga poligénica e de
herdabilidade moderada a alta. Em trigo (Skovmand et al., 1978) e em cevada
(Johnson & Wilcoxson, 1979), a resisténcia parcial as ferrugens também esta
sob controle genético, com heranga oligogénica, apresentando de um a quatro
genes envolvidos no controle da resisténcia. Os genes podem ser recessivos,
parcialmente recessivos ou parcialmente dominantes, com efeito de aditividade,
sendo a herdabilidade de média a alta (German, 1997). Varios trabalhos
identificaram esse controle como sendo recessivo ou parcialmente recessivo,
com segregacao variada nas populag¢des e estando sob controle monogénico ou
oligogénico (Lee & Shaner, 1985; Bjarko & Line, 1988). Em genotipos brasileiros
ha evidéncias de genes de pequeno efeito no controle da resisténcia parcial em
aveia (Thomé, 1999).

Os objetivos deste trabalho foram identificar a variabilidade existente
para o progresso lento da ferrugem da folha, através da estivativa da ASCPD,
bem como determinar o controle genético envolvido na expressao dessa
resisténcia, em populacbes segregantes dos cruzamentos UFRGS7 /

UFRGS910906 e UFRGS7 / UFRGS922003, sob condigdes naturais de infecgao.

3.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Estagdo Experimental Agronémica (EEA) da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, localizada no municipio de Eldorado
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do Sul (RS), a 30° 05’ 27” de latitude sul e 51° 40’ 18” de longitude oeste, com

altitude meédia de 46m (Bergamaschi & Guadagnin, 1990), sendo o solo
caracterizado como Argissolo Vermelho Distroéfico tipico (Embrapa, 1999).

Os genitores que fizeram parte desse estudo apresentam os seguintes
caracteres: UFRGS7 (P¢) € uma variedade de ciclo precoce, baixa estatura e
bom rendimento, tendo sido cultivado por muitos anos no Sul do Brasil, apesar
de sua suscetibilidade a ferrugem da folha (Com. Bras. Pesq. Aveia, 2000). As
linhagens UFRGS910906 (P2) e UFRGS922003 (P3) séo originarias do programa
de melhoramento genético da UFRGS e foram indicadas como fonte de
resisténcia parcial a ferrugem da folha (Mellos et al., 1998).

Para a conducdo do trabalho, utilizaram-se sementes F, e F3 do
cruzamento UFRGS7/UFRGS910906 (P4 / P2) e F2 do cruzamento UFRGS7 /
UFRGS922003 (P+/P3), disponiveis no Departamento de Plantas de Lavoura da
UFRGS. Em 1998, as gerag¢des foram avangadas para F3; e F4 do primeiro e F3
do segundo cruzamento. As populagbes segregantes do cruzamento
UFRGS7/UFRGS922003 nao foram levadas adiante no préximo ano, devido a
necessidade de restricdo no volume de trabalho.

Os genitores e as populagdes segregantes F,, F3, F4, F5 € Fg do
cruzamento UFRGS7/UFRGS910906 foram conduzidos e avaliados quanto a
severidade da ferrugem da folha da aveia na EEA, nos anos de 1998, 1999 e
2000 (Figura 3.1). Para os trés anos foram semeadas, no sistema de semeadura
direta na palha, duas linhas de cada genitor, em trés repetigbes, e uma linha de
cada genotipo das populagdes segregantes, utilizando 20 sementes por linha,
com espagcamento de 20cm entre plantas e 30cm entre linhas. A area

experimental foi adubada conforme recomendacdes técnicas para a cultura.
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1997 Fi Fo

1998 F> (200 plantas) Fs (100 linhas)
l campo l campo

1999 Fs (103 linhas) F4 (95 linhas)
l campo l campo

1999 F4 (103 linhas) Fs (95 linhas)

(avango de geracao) (avango de geracao)

l telado l telado

2000 Fs (92 linhas) Fe (91linhas)

campo campo

Figura 3.1. Avanco de geragdes realizado nas populagdes F1 e F, do cruzamento
UFRGS7/UFRGS910906, nos anos de 1998, 1999 e 2000, na EEA.
UFRGS. 2002.
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3.2.1. Avaliacao da severidade da ferrugem da folha:

Plantas dos genitores e das populagdes segregantes foram marcadas
individualmente com um barbante e avaliadas visualmente para severidade da
infeccdo, através da estimativa da porcentagem de area foliar infectada do afilho
principal, com auxilio da escala modificada de Cobb (Peterson, 1948). Cada
avaliagdo obedeceu a um intervalo de aproximadamente sete dias, que é o
periodo correspondente a duragdo do ciclo bioléogico de P. coronata, nas
condicdes do Sul do Brasil.

Em 1998, os genitores UFRGS7, UFRGS910906, UFRGS922003 e as
populagdes segregantes F, foram semeadas em 29 de maio. Posteriormente,
foram marcadas 30 plantas do gendtipo UFRGS7 e 20 plantas de cada um dos
genotipos UFRGS910906 e UFRGS922003, além de 200 plantas de cada
populagao F», sendo avaliadas em 18/08, 28/08, 08/09, 15/09, 22/09 e 29/09.

Em 14 de junho de 1999, foram semeados os genitores e as populagdes
segregantes F3 (103 linhas) e F4 (95 linhas) do cruzamento UFRGS7/
UFRGS910906. Posteriormente, foram marcadas 30 plantas de cada genitor, 10
plantas de cada linha F3 e de cada linha F4. As avaliagdes foram realizadas em
16/09, 23/09, 30/09, 07/10, 15/10 e 21/10. As plantas de cada linha das
populacdes F4 e Fs foram colhidas separadamente, e uma planta, ao acaso, de
cada linha, a qual representa uma familia na geragéao seguinte, foi semeada em
23 de dezembro de 1999, em telado, para avango de geragcdo no verao e
obtencio de sementes Fs5 e Fg.

No ano de 2000, foram semeados os genitores, 92 linhas F5s e 91 linhas
Fes, do mesmo cruzamento, das quais foram marcadas e avaliadas sete plantas

de cada linha. As avaliagbes realizaram-se em 01/09, 09/09, 16/09, 23/09, 30/09
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e 06/10.

3.2.2. Andlise estatistica:

3.2.2.1. Area sob a curva do progresso da moléstia (ASCPD):

O progresso da ferrugem da folha foi quantificado através do calculo da
area sob a curva do progresso da doenga (ASCPD), o qual baseia-se no
progresso da moléstia ao longo do tempo. Para este calculo utilizou-se a

equacéo de Das et al. (1992):

ASCPD =Z [(xi +xie1 ) /2] (tr-t)

Onde: n = numero de avaliagdes

X; = severidade da ferrugem na data t;

Xi+1 = severidade da ferrugem na data t;+

ti= data da avaliagao

ti+1= data de avaliagao seguinte a

A partir dos dados de ASCPD foram construidos graficos de frequéncias
desse componente para cada populagdo segregante do cruzamento

UFRGS7/UFRGS910906.

3.2.2.2. Componentes de variancia:
A partir dos dados obtidos na avaliagdo de severidade da ferrugem da
folha, calcularam-se as variancias fenotipicas (Vp), as varidncias genéticas (Vg) e

a variancia de ambiente (Vg), utilizando-se as equacdes propostas por Allard
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(1960):
VE =\| VP; X VP,
VG= VF,-VE

3.2.2.3. Componentes de médias:

Para a estimativa dos componentes de média utilizou-se o teste de
escala conjunta baseado no modelo de aditividade-dominancia proposto por
Cavalli (1952 — citado por Mather & Jinks, 1984). No contexto do modelo aditivo-
dominante, m representa a média fenotipica dos genotipos homozigotos, ou seja,
o ponto intermediario entre os valores genotipicos favoraveis e desfavoraveis,
sendo a e d desvios em relagcdo a meédia. O valor genotipico a pode estar
associado com o genotipo favoravel (+a) ou com o gendtipo desfavoravel (-a),
indicando efeitos de aditividade. O valor genotipico d representa a associagao
com o heterozigoto, podendo ser chamado de efeito de dominancia (Mather &
Jinks, 1984).

O modelo de trés parametros, foi testado para os gendtipos parentais P+
(UFRGS7) e P, (UFRGS910906) e populacdes F; e F4 de 1999, e Py e P2 e

populacdes Fs e Fg de 2000.

3.2.2.4. Estimativas de Herdabilidade:

A herdabilidade é um parametro genético muito importante para o
melhoramento, pois a partir desta estimativa pode-se visualizar a proporgéo da
variancia genética presente na variancia fenotipica total. E possivel estimar dois
tipos de herdabilidade, no sentido amplo (h?a) e no sentido restrito (h%). A

herdabilidade no sentido restrito considera apenas a variancia genética aditiva,
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aquela que é fixada pela seleg¢ao, e por consequéncia, a mais importante para o
melhoramento. E importante salientar que a herdabilidade nZo esta relacionada
apenas ao carater em questdo, mas também a populacdo em estudo e as
condicbes ambientais, a que foram submetidos os individuos da populacao
(Ramalho et al., 1994).

A herdabilidade no sentido amplo (ha) foi estimada a partir das
variancias fenotipicas das populagdes segregantes, pela equagéo proposta por
Allard (1960): h?a = Vez— Ve / Ve

A herdabilidade no sentido restrito (h’r) foi estimada de duas formas. A
primeira pelo teste Pai-Progénie, utilizando-se as populagdes F, (1998) - F3
(1999) e as populagdes F4(1999) - F5(2000), através das equacgdes:

b (coeficiente de regressao) = Cov (F2 & F3)/ VF;

b (coeficiente de regressao) = Cov (F4 & F5)/ VF4

A segunda forma, utilizou as variancias dentro de linhas (Vp_) e variéncia
entre linhas (Vg.), das populagbes Fs (644 plantas) e Fg (637 plantas), pela
formula: h’r = Ve, — Vo / Voo

A variancia dentro de linhas total (Vp.; ) foi calculada por:

Vou= X (Voui /1) "
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Severidade da ferrugem da folha:

Em 1998, as médias para os genitores UFRGS7 (37,96%),

UFRGS910906 (35,07%) e UFRGS922003 (34,93%) foram semelhantes. As
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médias para as populagdes segregantes F, mostraram amplitudes entre 26 e
48% no cruzamento UFRGS7/ UFRGS910906 e entre 23 e 46% no cruzamento
UFRGS7/UFRGS922003 (Tabela 3.1). A semelhanga entre os valores de médias
observados para os trés genitores, pode ser explicada pela alta severidade da
ferrugem da folha em 1998, a qual iniciou mais cedo no campo (ver datas de
avaliagdo), propiciada por condi¢des climaticas favoraveis a multiplicagdo de P.
coronata e consequente aumento do inoculo do fungo na lavoura, infectando,
praticamente com a mesma intensidade, plantas suscetiveis e resistentes a
doenga. Uma explicagdo para esse resultado foi discutida por Shaner (1996),
que relatou a possibilidade de interferéncia entre linhas, a qual ocorre quando
linhas parcialmente resistentes recebem quantidades excessivas de in6culo de
linhas préximas suscetiveis, podendo a resisténcia parcial ser mascarada pelo
alto fluxo de inoculo.

A variancia entre plantas foi alta em 1998, apresentando valores de
19,52; 22,67 e 11,79 para os trés genitores, respectivamente, refletindo
novamente a alta contribuicdo do componente ambiental na expressdo do
carater. As variancias entre plantas para as populagdes F, foram de 29,04
(UFRGS7/UFRGS910906) e de 18,26 (UFRGS7/UFRGS922003). Se estas
forem comparadas as variancias entre plantas dos genitores observa-se que
esses valores foram semelhantes.

Em 1998 e 1999, houve semelhanca quanto aos valores de variancia
entre populagdes segregantes e genotipos fixos. Essa semelhanga indica que
em geracgoes iniciais a selecao para resisténcia parcial a ferrugem da folha da
aveia pode ser dificultada, porque caracteristicas quantitativas sofrem maior

influéncia do ambiente em geracgdes iniciais, devido a heterozigose.



Tabela 3.1. Médias, varidncias e area total sob a curva do progresso da doenga (ASCPD) da severidade da ferrugem da folha da aveia
avaliadas nos parentais e nas populagdes segregantes, nos anos de 1998, 1999 e 2000, na EEA. UFRGS. 2002.

Geragao N de plantas Média da area Intervalos Variancia ASCPD
avaliadas foliar infectada (%) entre as médias
1998UFGRS7 (P4)* 30 37,96 28 — 45 19,52 1319
UFRGS922003 (P3)* 20 34,93 28 -40 11,79 1226
UFRGS910906 (P,)* 20 35,07 26 — 43 22,67 1207
Fo (P1 X Py)* 197 37,06 26 — 48 29,04 898 — 1763
F, (P4 X P3)* 179 36,45 23 -46 18,26 773 — 1580
1999
UFGRS 7* 30 3,71 0,4-9,8 3,97 131
UFGRS910906* 30 1,44 03-7,3 2,83 54
Fs** 1030 1,64 0,1-17,6 4,43 4 — 644
Fq** 950 2,70 0,08 -8,8 4,56 2 -343
2000
UFGRS 7* 20 26,51 26,5-29,2 2,76 874
UFGRS910906* 15 1,78 1,4-24 0,12 52
Fs** 644 12,04 2,5-32,6 34,59 86 —-1173
Fe ** 637 15,43 2,07-37,8 45,46 71 -1417

*

entre plantas
entre linhas

**
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Em relagdo a curva do progresso da infecgdo, o comportamento dos
genitores foi semelhante, bem como das populagdes F2, de ambos cruzamentos,
refletindo a alta influéncia do ambiente sobre a expressao da caracteristica
(Figura 3.2).

Neste estudo, apesar da semelhanga entre os genitores, as populagdes
F, apresentaram variabilidade para o progresso da moléstia, com amplitude de
valores entre 898 e 1763 no cruzamento UFRGS7 / UFRGS910906 e entre 773 e
1580 no cruzamento UFRGS7 / UFRGS922003 (Tabela 3.1).

A alta influéncia do ambiente sobre a expressdo de um carater de
interesse, dificulta o melhoramento para esse carater, uma vez que € dificil a
distingdo entre a variagdo devido ao ambiente e variagao genética.

No ano de 1999, a ferrugem comegou mais tarde no campo e a infecgéo
foi menor em relagdo a 1998, sendo que as médias foram de 3,71% para
UFRGS7 e 1,44% para UFRGS910906, com variancias de 3,97 e 2,83,
respectivamente (Tabela 3.1).

A populagcdo segregante F; apresentou médias com intervalos entre
0,1% - 17,6%, com variancia entre linhas de 4,43. A populacdo F, apresentou
médias com intervalos entre 0,08% - 8,8%, com variancia entre linhas de 4,56.

A ASCPD, calculada em 1999, mostrou valores de 131 para UFRGS7 e 54
para UFRGS910906, apresentando diferenga significativa. As populagdes
segregantes F3 e F4 mostraram grande variabilidade para o carater, variando
entre 4 e 644 na F; e entre 2 e 343 na F4 (Tabela 3.1). Essa diferenga nos niveis
de infeccao é muito importante, porque significa variabilidade disponivel para a
selecado no programa de melhoramento. As curvas de progresso da infeccéo dos

genitores e de algumas linhas das populagdes F; e F4 estdo na Figura 3.3.
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Figura 3.2. Progresso da ferrugem da folha da aveia nos gendétipos parentais e populagdes segregantes F»
dos cruzamentos UFRGS7 X UFRGS910906 e UFRGS7 X UFRGS922003, avaliados quanto a
area foliar infectada, na EEA, em 1998. UFRGS. 2002.
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A diferenca entre UFRGS910906 e UFRGS7 foi discreta, podendo-se,
entretanto, observar que UFRGS910906 apresentou progresso da moléstia mais
lento que a cultivar UFRGS7.

Outro aspecto que pbde ser observado nas duas populacdes foi a
presenca de segregacao transgressiva, sendo que as linhas segregaram tanto
para menor, quanto para maior curva do progresso da doenca. Segundo
Tanksley (1993), a causa para este tipo de segregacao pode ser, muitas vezes, o
acumulo em certas progénies, de alelos complementares herdados dos dois
parentais.

No ano de 2000, a diferenca entre os parentais foi evidenciada
claramente, sendo que as médias foram de 26,51% para UFRGS7 e 1,78% para
UFRGS910906. A amplitude das médias esteve entre 2,5% — 32,6% para Fs e
entre 2,07% — 37,8% para Fs (Tabela 3.1), evidenciando a presenga de grande
variabilidade para o carater area foliar infectada.

Estes resultados reforcam os observados por Mellos et al. (1998), que
estudando tamanho de pustula, area foliar infectada e area sob a curva do
progresso da doenga, em trés anos, encontraram diferengas quanto a reagao a
ferrugem da folha entre os gendtipos UFRGS7 e UFRGS910906. A variancia
entre plantas foi baixa para os gendtipos parentais no ano de 2000, sendo de
2,76 para UFRGS7 e de 0,12 para UFRGS910906. Porém, a variancia aumentou
acentuadamente entre linhas segregantes, sendo 34,59 na populagéao Fs e 43,41
na populagéo Fg. Alta varidncia entre linhas em geragdes avangadas € esperada
devido ao aumento da homozigose dentro das linhas, o que torna plantas dentro

da mesma linha semelhantes e plantas de linhas diferentes distantes entre si.
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Figura 3.3. Curva do progresso da ferrugem da folha da aveia nos gendtipos parentais e
linhas das populacbées F3 e F, do cruzamento UFRGS7/ UFRGS910906,

avaliados na EEA, no ano de 1999. UFRGS. 2002.
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Esses resultados evidenciam que a selegcdo entre linhas, em geragdes
avancgadas, pode ser mais efetiva que entre plantas, em geragdes iniciais.
Os valores de ASCPD diferenciaram claramente os genétipos UFRGS7
(874) e UFRGS91096 (52) no ano de 2000. Da mesma forma, Chaves et al.
(2001) estudando componentes de resisténcia parcial nos mesmos genotipos,
caracterizou UFRGS7 como alta ASCPD e UFRGS910906 como baixa ASCPD.
A geracao Fs mostrou valores de ASCPD entre 86 — 1173 e a geracéao Fg
entre 71 — 1410, evidenciando grande variabilidade para a caracteristica nessas
populagdes. A curva do progresso da doenca para a cultivar UFRGS7 foi
pronunciada atingindo altos valores de area foliar infectada, enquanto que a
curva para UFRGS910906 evidenciou um progresso lento da moléstia,
permanecendo em baixos valores de infecgdo (Figura 3.4). As linhas
segregantes Fs e Fg mostraram diferentes comportamentos quanto ao nivel de
infeccdo. Os resultados indicam que diferentes niveis de resisténcia a ferrugem
da folha estdo presentes nos gendtipos parentais e principalmente nas
populagdes segregantes deste estudo, podendo-se selecionar linhas com

diferentes valores de area sob a curva do progresso da doenga.

3.3.2. Controle genético da resisténcia parcial:

3.3.2.1. Componentes de variancia:

Os valores de variancia fenotipica (Vp), varidncia genética (Vg) e
variancia de ambiente (Vg), nos anos de 1998, 1999 e 2000, sdo apresentados
na Tabela 3.2. A estimativa da por¢cao genética (Vg) para o carater area foliar

infectada foi baixa nas populacdes F, de ambos os cruzamentos. As estimativas
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Figura 3.4. Curva do progresso da ferrugem da folha da aveia nos gendtipos parentais e
linhas das populagbes F5 e Fg do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906,

avaliados na EEA, no ano de 2000. UFRGS. 2002.
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Tabela 3.2. Variancia fenotipica (Vp), variédncia genética (Vg) e variancia de ambiente
(VE) para a caracteristica area foliar infectada da ferrugem da folha da aveia,
avaliada nos anos de 1998, 1999 e 2000, na EEA. UFRGS. 2002.

1998 1999 2000
Gendtipo Vp Ve Vp Ve Vp Ve
UFRGS7 (P+) 19,52* - 3,97* - 2,78* -
UFRGS910906 (P>) 22,67 - 2,83* - 0,12* -

UFRGS922003 (Ps) 11,79* - - - - -

Fa(P1 X Py) 29,04 7,9 - - - -
Fa (P41 X P3) 18,26* 2,6 - - - -
Fs - - 4,43** 1,03 - -
Fq - - 4,58** 1,18 - -
Fs - - - - 34,84** 33,39
Fe - - - - 44,20 42,75
Ve cruzamento P4X P, 211 3,4 1,45
Ve cruzamento P X P; 18,26 - -

* entre plantas
** entre linhas

de Vg, obtidas a partir da variancia fenotipica dos gendtipos parentais, foram de
21,1 para o cruzamento UFRGS7/UFRGS910906 e de 18,26 para o cruzamento
UFRGS7/UFRGS922003, evidenciando elevada porcdo do componente
ambiental na expressao do carater, no referido ano.

Em 1999, a varidncia ambiental apresentou um valor baixo (3,4), porém
a severidade da doenca foi também baixa, sendo que as populacdes
segregantes apresentaram variancias de 4,43 (Fs3) e 4,58 (Fa).

No ano de 2000, a variancia ambiental foi baixa (1,45), demonstrando
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ser responsavel por uma pequena por¢ao da variancia fenotipica total nas
populacdes segregantes, as quais apresentaram variancias fenotipicas de 34,84
(Fs) e de 44,20 (Fs), entre linhas. Tais estimativas, permitiram medir a por¢cao
ambiental e a porgdo genética, presentes na expressao do carater de resisténcia

parcial a ferrugem da folha da aveia, nas populagdes segregantes desse estudo.

3.3.2.2. Distribuicao de frequiéncias da ASCPD:

As distribuicdbes de frequéncias dos genitores e das populagdes
segregantes para o componente ASCPD das populagdes Fy, F3, F4, F5 € Fg nos
trés anos de avaliagao estao representadas na Figura 3.5. Como ja mencionado
no inicio deste capitulo, a alta severidade da ferrugem em 1998, ndo permitiu
uma separagao clara entre os gendétipos parentais quanto ao nivel de resisténcia
a ferrugem da folha. Porém, na F, (Figura 3.5A) p&de-se observar a presenca de
variabilidade para o carater.

Em 1999, a severidade foi baixa, o que fez com que a maioria dos
individuos nas populagdes F3 e F4 se concentrassem a esquerda do grafico, em
virtude dos baixos valores de ASCPD ocorridos neste ano (Figuras 3.5B e 3.5C).
Em contrapartida, no ano de 2000, foi possivel distinguir o genétipo UFRGS7, o
qual concentrou-se nos maiores valores de ASCPD, do gendtipo UFRGS910906,
0 qual concentrou-se nos menores valores de ASCPD, sendo que as populagdes
segregantes mostraram uma distribuigdo continua para o carater (Figuras 3.5D e
3.5E). Esses resultados reforcam os relatos de Thomé (1999) de valores de
ASCPD intermediarios para UFRGS910906. Esta distingcdo permite considerar a

presenca de diferentes niveis de resisténcia entre os gendtipos parentais, e
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a campo nos anos de 1998, 1999 e 2000, na EEA. UFRGS. 2002.
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indica que a presenga de varios niveis de resisténcia dentro das populagdes Fs e

Fe € realmente devido a diferengcas genéticas dos individuos parentais € nao
somente a variagao do ambiente.

A distribuicdo continua dos dados nas populagcdes segregantes, € uma

indicagao da presenca de varios genes de pequeno efeito no controle do carater

resisténcia parcial a ferrugem da folha, no genétipo de aveia UFRGS910906.

3.3.2.3. Componentes de Médias:

O modelo aditivo-dominante, testado através da estimativa do qui-
quadrado, mostrou adequabilidade para explicar os efeitos génicos envolvidos no
controle genético da caracteristica area foliar infectada, com P = 0,95 tanto para
as populagdes de 1999, como para as populagcbes de 2000, ambas do
cruzamento UFRGS7/UFRGS910906 (Tabela 3.3), indicando auséncia de
epistasia no controle da caracteristica. Os efeitos genotipicos de d foram
negativos, indicando a contribuicdo do gendtipo UFRGS910906 no sentido de
diminuir a caracteristica area foliar infectada. Os efeitos de aditividade foram
importantes, tanto nas geragdes iniciais, como nas avangadas. Entretanto, os
efeitos de d foram maiores e importantes.

A adequacao de um modelo simples para o controle dessa resisténcia,
sem presenca de epistasia, indica que a selegcao para essa caracteristica pode
ser facilitada, entretanto devera ser realizada em geragbes avangadas, devido ao

efeito de dominancia presente.

3.3.2.4. Estimativas de herdabilidade:

As herdabilidades estimadas no sentido amplo, apresentaram valores
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Tabela 3.3. Estimativas dos efeitos génicos m, a e d analisados pelo modelo aditivo-
dominante para a caracteristica area foliar infectada, testado para o
cruzamento UFRGS7/UFRGS910906. UFRGS, 2002.

Geracgoes Médias n? de plantas Modelo Estimativas
1999
P4 2,4 30 m 3,41+0,13
P, 1,4 30 a 1,28 £ 0,24
Fi 1,6 1030 d -6,83 + 0,66
F4 2,7 950
x? 0,44
=) 0,95
2000
P, 26,51 20 m 14,62 + 0,18
P, 1,78 15 a 12,78 £ 0,18
Fs 12,04 644 d -30,19 £ 4,79
Fe 15,43 637
1 0,29
P 0,95

baixos, estando entre 14% e 27% nas populagdes F,, F3 e F4 (Tabela 3.4).
Thomé (1999) encontrou valores de médio a alto para as estimativas de
herdabilidade no sentido amplo (0,43%, 0,82% e 0,91%), em trés diferentes
cruzamentos envolvendo resisténcia parcial a ferrugem da folha em aveia.
Os baixos valores encontrados para h? no sentido amplo, no presente trabalho,
podem ser explicados pela alta influéncia ambiental ocorrida nos anos de 1998 e
1999, nos quais os valores de variancia ambiental foram muito préximos aos
valores das variancias fenotipicas das referidas populacdes (ver Tabela 3.1).
Uma vez que a herdabilidade no sentido amplo é estimada em funcgao

das variancias fenotipica e ambiental, a aproximacao entre esses dois valores
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Tabela 3.4. Estimativas de herdabilidade nos sentidos amplo (h?a) e restrito (h’r) para a
caracteristica area foliar infectada nos diferentes cruzamentos e geragdes.

UFRGS.2002.

Cruzamento Populacbes Férmula Estimativa de h?
UFRGS7/UFRGS910906 Fa VF,-VE / VF; 27%
UFRGS7/UFRGS922003 Fa VF,-VE / VF; 14%
UFRGS7/UFRGS910906 Fs VF;-VE/V F; 23%
UFRGS7/UFRGS910906 Fa VF,—VE / VF, 25%
UFRGS7/UFRGS910906 Fs VFs— VE / VFs 94%
UFRGS7/UFRGS910906 Fe VFe¢— VE / VFg 95%
UFRGS7/UFRGS910906 Fs VeL = VoL / Ve 78%
UFRGS7/UFRGS910906 Fe VeL = VoL / Ve 80%
UFRGS7/UFRGS910906 Fo-F3 Cov (F; & F3) / VarF, 11%
UFRGS7/UFRGS910906 Fs-Fs Cov (F4 & F5) / VarF, 47%

VF = variancia fenotipica; VE = varidncia ambiental; Vg, = varidncia entre linhas; Vp_ = variancia
dentro da linha

resulta em baixa herdabilidade. Por outro lado, os valores estimados nas
geragobes F5 e Fg foram altos para herdabilidade no sentido amplo, sendo 94% é
95%, respectivamente, mostrando o aumento da herdabilidade acompanhando o
aumento da variancia entre linhas nas populagoes.

Esses resultados indicam que a selegcao para resisténcia parcial a
ferrugem da folha da aveia pode ser mais efetiva em geragdes avangcadas em
anos com alta influéncia do ambiente.

A herdabilidade estimada considerando a variancia entre linhas (Vg.) e a
varidncia ponderada dentro das linhas (Vp_) foi considerada aqui como de
sentido restrito, em fungdo de ser obtida em populagbes com alto grau de
homozigose (Fs e Fg) e também por considerar um grande numero de individuos
na estimativa de suas variancias (644 individuos para Vp. em Fs e 637 para Fg).

As estimativas obtidas dessa forma foram de 78% para Fs e 80% para Fs, sendo
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considerados valores altos de herdabilidade.

Os resultados obtidos concordam com estudos realizados com Avena
sterilis (Sztejnberg & Wahl, 1976), A. byzantina (Luke et al., 1975) e linhagens
nao adaptadas de A. sativa (Simons, 1975), os quais revelaram que resisténcia
parcial a ferrugem da folha em aveia € de herdabilidade moderada a alta e de
heranga poligénica. Outros estudos também relatam estimativas de
herdabilidade altas para resisténcia quantitativa, como por exemplo Kicherer et
al. (2000), que estimou 73% de herdabilidade para resisténcia quantitativa a
ferrugem da folha em cevada.

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito calculadas através do
teste pai-progénie apresentaram valores intermediarios entre 11% (F2 - F3) e
47% (Fa4- Fs).

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito obtidas nas geragdes
Fse Fs (78 e 80%), pelo mesmo método, foram altas. A herdabilidade no sentido
restrito € a mais importante do ponto de vista do melhoramento, e quanto maior
for a sua estimativa maior sera a possibilidade de se obter ganho genético

através da selecao.

3.4. CONCLUSOES

A linhagem UFRGS910906 apresenta resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia, podendo ser utilizada no melhoramento para a transferéncia
dessa caracteristica para gendtipos de interesse agrondmico.

O controle genético da resisténcia parcial a ferrugem da folha no
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gendtipo UFRGS910906 é dado por genes com efeitos aditivos e dominantes.

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito, as quais foram de
moderada a alta, demonstram que ha possibilidade de ganho genético no
melhoramento para resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia.

A selecao de genotipos parcialmente resistentes devera ser realizada

preferencialmente em geragcdes avangadas.



CAPITULO IV

Mapeamento molecular e identificagao de locos relacionados a resisténcia

parcial a ferrugem da folha em aveia

RESUMO

Mapeamento molecular € uma estratégia promissora para o estudo e
compreensao de caracteristicas com controle genético complexo, tais como a
resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia. Os objetivos do trabalho foram
desenvolver mapas moleculares de populagdes segregantes do cruzamento
UFRGS7 (sucetivel) X UFRGS910906 (parcialmente resistente) e identificar
QRLs (“quantitative resistance loci” ou locos de resisténcia quantitativa)
associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia nestas populagdes.
O DNA de 86 gendtipos da populacao F, e de 90 gendtipos da populacédo Fg
foram utilizados para gerar marcadores do tipo AFLP. A construgdo dos mapas
moleculares e a identificacdo de QRLs para resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia foram feitas através dos programas computacionais Mapmaker,
Mapmaker QTL e QTLCartographer. Quinhentos e cinquenta e sete marcadores
da populacao F; e 243 marcadores da populacao Fg foram identificados. O mapa
Fo foi construido com duzentos e cinqlienta marcadores, distribuidos em 37
grupos de ligagcdo. O mapa Fg foi construido com 86 marcadores distribuidos em
17 grupos de ligagao. Cinco QRLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia foram identificados na F;, e trés QRLs na Fs. O QRL identificado
na Fe, pelo marcador PaaMtt340 apresentou consisténcia em dois ambientes,
sendo um marcador potencial para utilizagdo em selecdo assistida para a
caracteristica resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia.

ABSTRACT

Molecular mapping is a promising strategy for studing and understanding
traits with complex genetic control, such as partial resistance to crown rust. The
objectives of this research were to develop molecular maps of segregating
populations from the cross UFRGS7 (susceptible) X UFRGS910906 (partially
resistant) and to identify QRLs (quantitative resistance loci) associated to partial
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resistance to crown rust in those populations. DNA of 86 genotypes of F;
population and 90 genotypes of Fg population were used for generate AFLP
markers. The building of the molecular maps and identification of QRLs for partial
resistance to crown rust were done by using the Mapmaker, MapmakerQTL and
QTLCartographer programs. Five hundred fifty seven markers in F2 population
and 243 markers for Fg were identified. The F, map was built up with 250 markers
in 37 linkage groups. The Fg map was built up with 86 markers in 17 linkage
groups. Five QRLs was associated with partial resistance to crown rust on F, and
three QTLs on Fg. The QRL identified on F6 through the PaaMtt340 marker show
consistency across two evironments, and appear as a potencial marker for use in
assisted selection.

4.1. INTRODUGAO

As ferrugens que atacam os cereais estdo entre as moléstias mais
prejudiciais, sendo que a ferrugem da folha da aveia, causada pelo fungo
Puccinia coronata f. sp. avenae, resulta em grandes danos a cultura (Simons,
1985; Ohm & Shaner, 1992; Martinelli et al., 1994). Uma das formas de controle
da moléstia € o uso de gendtipos resistentes, sendo que a maioria das
variedades em cultivo apresenta resisténcia qualitativa. Esse tipo de resisténcia
exerce alta pressao de selegao sobre o patdgeno, resultando na evolugao das
racas para a superagao da resisténcia do hospedeiro, diminuindo assim, a
durabilidade da resisténcia. Uma alternativa para aumentar a durabilidade da
resisténcia € a utilizagcado de resisténcia parcial (Luke et al., 1972; Wilcoxson,
1981; Johnson, 1984; Rooney et al., 1994; Wang et al., 1994), a qual caracteriza-
se por sua complexidade, resultando da interacdo de diversos componentes:
reducdo do numero de lesdes, aumento do periodo de laténcia, menor produgao
de esporos, menor tamanho de pustulas e progresso lento da moléstia, ou seja ,

menor taxa de desenvolvimento da ferrugem (Parlevliet, 1979).
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Caracteristicas quantitativas, sdo geralmente controladas por varios
genes, cada qual dando uma contribuigdo positiva ou negativa para o valor
fenotipico final da caracteristica. Uma estratégia para o estudo e compreenséo
de caracteristicas com controle complexo € o desenvolvimento de mapas
moleculares, através da identificacdo de marcadores de DNA, os quais auxiliam
0 uso destas caracteristicas no melhoramento de plantas (Young, 1996).

Mapas moleculares de aveia foram construidos a partir dos genomas
diploide e hexaploide. Mapas relativos ao genoma dipldide A, foram
desenvolvidos a partir dos cruzamentos Avena hirtula X A. atlantica
(O’Donoughue et al., 1992; Van Deynze et al., 1995) e A. strigosa X A. wiestti
(Rayapati et al., 1994; Kremer et al., 2001), ambos apresentando sete grupos de
ligacdo distintos. Para o genoma da aveia hexaploide, o primeiro mapa molecular
foi obtido do cruzamento entre Avena byzantina cv. Kanota e A. sativa cv. Ogle
(O’Donoughue et al., 1995). Novos mapas foram desenvolvidos, a partir de linhas
recombinantes (RILs), dos cruzamentos “Clintand 64°/’IL865698”; (Jin et al.,
2000), “Ogle”"TAM 0-301” (Portyanco et al., 2001) e “Kanota”/ “Marion” (Groh et
al., 2001), todos utilizando o cruzamento original, “Kanota”/"Ogle”, como
referéncia. O mapa “Ogle”/"TAM 0-301” foi utilizado para associagdo de QTLs
para sete caracteristicas agronébmicas e duas caracteristicas para qualidade de
graos (Hoffman et al., 2000).

O mapeamento e a identificacdo de marcadores moleculares pode
auxiliar principalmente na avaliacédo de doencas com reacdes dificeis de serem
interpretadas, devido a interagbes do gendtipo com o ambiente e diferentes
graus de viruléncia do patégeno (Young, 1996). Através do mapeamento é

possivel sinalizar a posicdo de QRLs (“quantitative resistance loci”)
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individualmente, determinar o tipo e a magnitude de efeitos génicos e indicar
qual parental possui o alelo positivo para cada QRL. Muitos trabalhos s&o
relatados na literatura com mapeamento de QRLs, dos quais entre eles citamos
resisténcia a brusone em cevada (Sato et al., 2001), resisténcia a ferrugem da
folna em cevada (Kicherer et al., 2000; Qi, et al., 1999), resisténcia a Sclerofinia
sclerotiorum em soja (Arahana et al., 2001), resisténcia a brusone em arroz
(Guo-Liang et al., 1994), resisténcia ao virus do nanismo amarelo da cevada (Jin
et al., 1998) e resisténcia a Puccinia polysora em milho (Brunelli, et al., 2002).
Para resisténcia a ferrugem da folha em aveia, foram identificados trés QRLs
para resisténcia parcial a doengca em RILs do cruzamento entre “MN841801-1"
(parcialmente resistente) e “Noble-2” (suscetivel) (Chen et al., 2000).

O mapeamento da aveia cultivada hexapléide € complicado devido ao
tamanho de seu genoma e de sua natureza polipldide (2n = 6X = 42). Além de
ser dificil a obtengdo de uma cobertura completa do genoma, &€ também dificil
resolver os grupos de ligagdo nos 21 cromossomos esperados. Acredita-se que
parte dessa dificuldade seja devido a diferengas de translocagdo entre linhas
parentais das populagdes de mapeamento (O’ Donoughue, 2000).

Os objetivos do presente trabalho foram desenvolver mapas moleculares
de populagdes segregantes de aveia do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906,
com auxilio de marcadores AFLP, e identificar QRLs associados a resisténcia

parcial a ferrugem da folha nestas populagdes.

4.2. MATERIAL E METODOS

Populagdes F, e Fg, do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906, foram
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mapeadas molecularmente com utilizagdo de marcadores AFLP.

O mapa da populagdo F, foi desenvolvido com base no obtido
anteriormente por Thomeé (1999). No referido mapa, 1ug de DNA foi clivada com
5U da enzima Pst | e 5U da enzima Mse |. Para amplificacdo seletiva foram
utilizadas 40 combinagdes de primers Pst/Mse, que geraram 314 marcadores.
Destes, 108 marcadores foram integrados ao mapa inicial, distribuidos em 16
grupos de ligacdo. O DNA de 86 gendtipos, na etapa de ligagdo do protocolo de
AFLP, utilizado para o trabalho de Tomé (1999), foi também utilizado para o
presente trabalho.

O mapa da populagao Fg foi desenvolvido com base em 90 individuos.

A partir da construgao dos mapas F;, e Fg, 0s mesmos foram comparados,
para verificar a sintenia existente entre as duas populagbdes, e submetidos a
analise para a identificacdo de marcadores de QRLs associados a resisténcia

parcial a ferrugem da folha da aveia.

4.2.1. Mapeamento molecular da populacao F3:

4.2.1.1. Pré-amplificagao:

DNA ligado aos adaptadores foi pré-amplificado, para uma selegao inicial
de fragmentos, em aparelho termociclador (Perkin Elmer) durante 20 ciclos, a 94
°C por 30”, 56 °C por 1" e 72 °C por 1" em uma solugdo de 37,5 ngde P + A
primer; 37,5 ng de M + C primer; 0,8 mM de dNTP; 1X tamp&o da Tag DNA

polimerase; 1,5 mM de MgCl,; 1U de Tag DNA polimerase.

4.2.1.2. Amplificagao seletiva:

Fragmentos amplificados na etapa anterior foram selecionados
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novamente a partir da amplificagcdo com 31 combinag¢des de iniciadores (primers)
Pst/Mse, contendo 3 nucleotideos arbitrarios adicionais (Tabela 4.1).

A reacédo de amplificagdo seletiva foi realizada em PCR, com ciclos de
94 °C por 607, 65 °C por 60" e 72 °C por 90”, sendo que o passo de anelamento
iniciou com 65°C e diminuiu 1 °C sucessivamente até atingir 56 °C, seguindo
nessa temperatura por 23 ciclos. A solugdo utilizada foi a seguinte: 30ng de
primer Pst I; 30 ng de primer Mse [; 1,5 mM de MgCl,; 0,8 mM de dNTP; 1X

tampao da Tag DNA polimerase; 1 U de Taq DNA polimerase.

4.2.1.3. Identificagcao dos marcadores:

Fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 5% (19:1 - acrilamida: bisacrilamida), a 80W, por
aproximadamente 2 horas e 30 minutos, acompanhados de marcador pGEM
(Promega) ou DNA Ladder 100pb (Gibco BRL). Para o tratamento das placas
que suportam o gel, utilizaram-se os produtos “Bind Silane” e “Repel Silane”
(Amershan). As etapas de fixagdo, coloracdo e revelagdo das bandas em gel

seguiram o protocolo “Silver Sequence™”

da “Promega Corporation” (1996). A
analise visual das bandas foi realizada em mesa com luz fluorescente por dois
leitores individualmente. A partir da identificacdo de polimorfismo entre os
genotipos parentais, avaliou-se a presenga ou auséncia da banda polimorfica na
progénie, composta por 86 individuos.

Para a nomenclatura dos marcadores utilizou-se a letra P, indicando o
primer Pst I, seguido dos dois ultimos nucleotideos do iniciador (primer). Logo

apos utilizou-se a letra M, indicando o iniciador Mse I, seguido dos dois ultimos

nucleotideos do iniciador.
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Tabela 4.1. Combinagdes de primers Pst/ Mse utilizadas para amplificacao
seletiva seguindo o protocolo de AFLP, para mapeamento das
populacgbes F, e Fs. UFRGS. 2002.

Geracgao Primer Pst | Primers Mse |
F>-Fe P-ATT M-CTT
Fo-Fe P-AAC M-CCC
Fo-Fe P-ACC M-CGG
Fo-Fe P-AGA M-CAC
Fo-Fe P-ATT M-CTC
Fo-Fe P-AGA M-CTG
Fo-Fe P-AAT M-CAG
Fo-Fe P-AAA M-CAC
Fo-Fe P-ATG M-CTC
F>-Fe P-AAA M-CGA
F,-Fs P-AAC M-CGA
Fo-Fe P-ATC M-CCG
Fo-Fe P-AAA M-CTT
F>-Fe P-ATT M-CGA
Fo-Fe P-ATC M-CGA
Fo-Fe P-ATC M-CAC

Fa P-AAA M-CTG
Fa P-AAT M-CTG
Fa P-AAT M-CTT
F» P-AAG M-CTT
Fa P-ACC M-CGA
Fa P-ACC M-CCA
Fa P-AAT M-CCA
F» P-AGG M-CAC
Fa P-ATT M-CTG
Fa P-AAG M-CCC
F» P-AGC M-CAC
Fa P-AAG M-CCT
Fa P-AAG M-CTC
Fa P-AGG M-CTG
Fa P-ACT M-CAT
Fe P-AAA M-CTC
Fe P-ATC M-CTC

4.2.2. Mapeamento molecular da populagao Fg

4.2.2.1. Extracao e quantificagcao de DNA:

Extragcdo de DNA seguiu o protocolo descrito por Murray & Thompson
(1980). O DNA extraido foi quantificado em espectofotdmetro e posteriormente

diluido para 250ng/ul.
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4.2.2.2. Restricdo do DNA:

A técnica de AFLP seguiu o protocolo descrito por Vos et al. (1995), com
algumas adaptagdes. Duzentos e cinquenta nanogramas de DNA foram
digeridas primeiramente com a enzima de corte frequente, Tru 9 I (isosquisémero
de Msel) (Promega) por duas horas a 60°C e posteriormente com a enzima Pst |

(Gibco BRL), de corte raro, por duas horas a 37 °C.

4.2.2.3. Ligagao dos adaptadores e ligagdo ao DNA:

Adaptadores especificos “forward” e “reverse” (MA 1.1 e 1.2; PA 1.1 e
1.2) (Gibco BRL), foram anelados em 65 °C por 10’, 37 °C por 10’ e 25 °C por
10’. Os adaptadores foram adicionados ao DNA digerido e ligados ao mesmo
durante duas horas a temperatura ambiente, com auxilio da enzima T4 DNA

ligase (Gibco BRL).

4.2.2.4. Pré-amplificagdao, amplificagao seletiva e identificagao dos
marcadores:

Estes passos seguiram o mesmo procedimento descrito para a
populacdo F,, com excecdo de que, na etapa de amplificacdo seletiva, foram
utiizadas 18 combinagdes de iniciadores (Tabela 4.1), testadas em 90

individuos.

4.2.3. Mapeamento comparativo entre as populagoées F; e Fg:
Os marcadores identificados em ambas populagées foram comparados
quanto ao iniciador, peso molecular e origem paterna do marcador, para verificar

a sintenia presente apds as varias geragdes de recombinacéo.
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4.2.4. Analise morfolégica da caracteristica de resisténcia parcial a
ferrugem da folha da aveia:

Para identificar marcadores associados a QRLs de resisténcia parcial a
ferrugem da folha nas populagées do mapeamento, utilizou-se dados coletados
em F;, (1998), F4 (1999) e Fs (2000). Para isso, as populagbes foram avaliadas
semanalmente (6 avaliagbes), em condi¢gbes naturais, para a porcentagem de
area foliar infectada, através da escala modificada de Cobb. Utilizou-se a média
final de seis avaliagbes de cada planta para a populacao F,, e as médias de seis
avaliagdes de 10 plantas por linha da populagao F4 e de 7 plantas por linha da
populacéo Fe.

Para a identificagdo de marcadores para QRLs na F;, utilizou-se as
meédias fenotipicas e os dados moleculares de cada individuo da prépria
populacdo. Para a identificacdo de QRLs na populagao Fg, utilizou-se as médias

fenotipicas das populagdes F4 e Fs com os dados moleculares das linhas Fe.

4.2.5. Andlise estatistica:

Cada marcador identificado em cada populagdo foi testado para a
normalidade da segregagdo, pelo teste de qui-quadrado. Marcadores da
populagao F, foram testados para a segregacéo 3:1, esperada para marcadores
dominantes em populacdes F, Marcadores da populacido Fg foram testados para
a segregacado 1:1, esperada para marcadores dominantes em populagdes de
linhas recombinantes Fg,

O mapeamento de ambas populagdes foi realizado com utilizagao do
programa Mapmaker EXP (Lander et al., 1987).

Como um mapa da populagcdo F, foi previamente construido (Thomé,
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1999), utilizou-se a estratégia de indicar ao Mapmaker os 16 grupos
determinados anteriormente e a partir dai integrar os novos marcadores,
utilizando o comando “unassign”, com LOD 7,0 e nivel maximo de recombinagao
30. Os marcadores identificados foram submetidos a analise com o programa
Mapmaker/EXP, versdo 3.0b (Lander et al., 1987), para a sua distribuigdo em
grupos de ligacao.

O mapeamento da populagao F¢ foi realizado em duas etapas, a primeira
utilizando LOD 10 e maxima recombinagéo 30, formando os primeiros grupos, e
a segunda agrupando os marcadores restantes com LOD 7,0 e maxima
recombinacao 30.

Para a representagao grafica dos grupos de ligagao formados, de cada
populagao, utilizou-se a versdo Mclntoch do programa Mapmaker/EXP.

ApOs 0 mapeamento, os marcadores integrados aos mapas F; e Fg
foram submetidos a analise de mapeamento de intervalo, para a identificagao de
marcadores associados a caracteristica de resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia, através do programa Mapmaker/QTL (Lander et al., 1987). Para o
mapa Fs utilizou-se também o programa Win QTL Cartographer, versao 1.3
(Wang et al., 2002). Para identificar a presenca de QTLs associados a
resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia, utilizou-se os dados fenotipicos
coletados em campo (porcentagem de area foliar infectada), das populagdes F»,

F4 e F6.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Mapeamento molecular da populacao F3:
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A partir das 31 combinagdes de iniciadores (primers) utilizadas, foram
identificados 243 marcadores, média de 7,8 por combinagdo de iniciadores
testada. Do total de marcadores identificados, 35 apresentaram distorcédo de
segregacao pelo teste de qui-quadrado, representando 14,4 %. Este resultado
aproxima-se de Portyanco et al. (2001), que obteve 13% de marcadores
apresentando distor¢gao de segregagcdo em sua populagdo de mapeamento.

Os 243 marcadores identificados neste trabalho foram acrescentados
aos 314 identificados por Thomé (1999), totalizando 557 marcadores. Destes
557, 250 foram integrados ao mapa molecular (44,9%), através do programa
computacional Mapmaker, sendo distribuidos em 37 grupos de ligagao (Figura
4.1). Os grupos de ligagdo e o respectivo numero de marcadores podem ser
vistos na Tabela 4.2.

Os grupos de ligagao foram formados por dois até 73 marcadores (meédia
= 6,7 marcadores por grupo de ligagdo) e variaram em tamanho de 5.0 a 1014
cM, com média de 87 cM, em um mapa total de 3221,1 cM.

Ao mapa original, foram acrescentados 142 marcadores e 21 novos
grupos de ligagdo. O grupo 1, com 73 marcadores e distadncia de 1014 cM
expandiu em 894 cM o grupo 1 do mapa original, que era formado de 23
marcadores e 120 cM de extensdo. O grupo 13, com 34 marcadores e distancia
de 798.4cM, expandiu em 788cM o grupo 6 original, que era formado por 4
marcadores inicialmente (10.4 cM).

O excesso de grupos de ligagdo encontrados (37), em relagdo ao
namero de cromossomos da aveia (n=21) ocorreu, provavelmente, devido ao
tamanho do genoma deste cereal, o qual necessita de um numero excessivo de

marcadores para resolvé-lo nos 21 grupos esperados.
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Tabela 4.2. Grupos de ligagdo, numero de marcadores, distadncia acumulada dos grupos
de ligagcédo e QRLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da
aveia no mapa F,, do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906. UFRGS. 2002.

MAPA F,
Grupo de Ligagdo Numero de Marcadores Distancia QRLs
(cM)
1 73 1014 4
2 13 222.7 -
3 4 23.2 -
4 4 28.3 -
5 6 76.8 -
6 5 41.3 -
7 4 40.6 -
8 5 73.3 -
9 13 105.4 -
10 6 27.3 -
11 3 5.0 -
12 4 779 -
13 34 798.4 1
14 6 53.6 -
15 4 6.3 -
16 3 18.1 -
17 3 9.1 -
18 3 23.1 -
19 6 94.9 -
20 3 46.7 -
21 3 22.8 -
22 4 24.6 -
23 3 17.2 -
24 4 32.3 -
25 3 12.9 -
26 3 47 -
27 4 17.9 -
28 3 23.8 -
29 3 17.6 -
30 4 59.4 -
31 3 85.3 -
32 2 13.6 -
33 2 19.1 -
34 2 8.8 -
35 2 6.4 -
36 2 13.7 -
37 2 12.7 -

O primeiro mapa da aveia hexapldide construido (“‘Kanota” X “Ogle”),
apesar de integrar um numero razoavel de marcadores (532), mapeou-os em 38

grupos de ligagao (O’Donoughue, et al.,1995). Um segundo mapa construido
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(“Ogle” X “TAM” 0-301) mapeou 426 marcadores em 34 grupos de ligacao

(Portyanco et al., 2001).

Por outro lado, a extensdo encontrada neste mapa abrangeu a quase
totalidade da extensdo do genoma estimado para a aveia, que é, segundo
O’Donoughue et al. (1995), de aproximadamente 3000 cM. Contudo, mais
marcadores sao necessarios para preencher os intervalos entre os ja agrupados,
para que seja possivel a determinagédo precisa dos grupos de ligacédo e uma

maior cobertura do genoma dessas populagodes.

4.3.2. Mapeamento molecular da populagao Fg:

A partir das 18 combinacgdes de iniciadores utilizadas, foram identificados
243 marcadores, uma média de 13,5 bandas polimoérficas por combinagao de
iniciadores. Do total de bandas polimérficas identificadas, 60 apresentaram
distorcdo de segregacdo pelo teste de qui-quadrado, representando 24,6 %.
Destas, 22 segregaram em diregdo a UFRGS7 e 38 em diregdo a
UFRGS910906. E possivel que alguma porcentagem de heterozigose em Fg
tenha contribuido para uma segregagao com maior distor¢do que a esperada.

Dos 243 marcadores identificados, 86 (35,3%) foram integrados ao
mapa, estando distribuidos em 17 grupos de ligagdo, através do programa
Mapmaker EXP (Figura 4.2). Os grupos de ligacdo e o respectivo numero de
marcadores podem ser vistos na Tabela 4.3. Os grupos de ligagdo apresentaram
de dois a 22 marcadores (média = 5,4 marcadores por grupo de ligacéo) e
variaram em tamanho de 22.1cM a 616.7cM com média de 117,3 cM, em uma

extensao total do mapa construido de 1994,1 cM.
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Tabela 4.3. Grupos de ligagdo, numero de marcadores, distancia acumulada dos grupos
de ligagcédo e QRLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da
aveia no mapa Fg, do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906. UFRGS. 2002.

MAPA Fg
Grupo de Ligagdo Numero de Marcadores Distancia QRLs
(cM)
616.7 2
460.2
56.6 -
23.3 -
25.8 -
70.8 -
72 -
1354 -
127 1
25.9 -
25.9 -
65.6 -
24.8 -
221 -
83,2 -
108.3 -
50.5
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Os grupos que concentraram maior numero de marcadores foram os
grupos 1, com 22 marcadores e 616.7 cM de extensdo e o grupo 2, com 17
marcadores e 460.1 cM de extensdao. Os demais grupos apresentaram numero

de marcadores variando entre 2 e 6 marcadores.

4.3.3. Mapeamento comparativo entre as populagoes F; e Fg:

A partir de 16 combinacdes de iniciadores utilizadas para amplificacao
seletiva em ambas populagdes, foram identificados 164 marcadores na
populagao F, e 225 na Fg Destes, cinquenta e um (22,7%) estiveram presentes
em ambas populagdes (Tabela 4.2). Dos 51 marcadores comuns as duas
populagdes, 23 mantiveram-se integrados aos dois mapas (F, e Fg). Sete

marcadores mapeados no grupo de ligacdo 1 na populagdo F, apareceram
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Tabela 4.4 . Marcadores comuns identificados nas populagdes F» e Fg do cruzamento
UFRGS7/UFRGS910906 e os respectivos grupos de ligacado a que foram
integrados. UFRGS. 2002.

Marcador Grupo de ligagdo no mapa F,  Grupo de Ligagdo no mapa Fq
PaaMga51 1
PttMtc285
PttMga487
PitMtt352
PgaMac168
PgaMac37
PccMgg195
PacMga548
PacMcc191
PttMtc285
PitMga208
PgaMac133 -
PatMag573 -
PtgMtc466 -
PtcMac346 -
PtcMac339 -
PtcMga245 9
PtcMcg397 9
PacMcc349 -
PttMtc156 13
PttMga626 13
PitMtt180 13
PgaMac99 13
PgaMac140 13
PccMgg176 13
PacMcc289 13
PtgMtc339 15
PgaMtg177 19
PacMga394 19
PatMag460 26
PgaMtg205 31
PacMga589 33
PttMtc240 34
PacMga368 35
PatMag373 36
PaaMac575 37
PccMgg222 -
PaaMtt174 -
PgaMtg189 -
PacMcc235 -
PaaMtt278 - 13
PaaMtt281 - 13
PacMga351 - 16
PtcMcg182 - 16
PaaMtt239 - 17
PttMtc183 - -
PttMtc162 - -
PaaMac186 - -
PaaMac104 - -
PtcMac361 - -
PaaMtt183 - -
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mapeados no grupo de ligagdo 2 do mapa Fg, indicando que estes podem ser o
mesmo grupo. Os demais marcadores comuns aos dois grupos mapearam
geralmente em grupos de ligagdo pequenos, 0s quais provavelmente estariam
unidos em grupos maiores se um maior numero de marcadores tivesse sido
mapeado, oferecendo uma maior cobertura do genoma dessas populagdes.

Entre os 51 marcadores comuns as duas populacdes, seis mapearam
somente em F,, 16 mapearam somente em Fgz e seis marcadores nao foram
integrados em nenhum dos dois mapas.

O numero de marcadores identificados e mapeados na populacéo Fs foi
bem menor que na F,, resultando em uma cobertura menor do genoma dessa
populacdo, contribuindo para que marcadores identificados em F, ndo fossem
identificados em Fs. Além disso, as plantas da populagcédo F, foram submetidas a
um grande numero de recombinagdes, ao longo do avango de geragdes, até
atingir a geracéo Fg. Sucessivos ciclos de recombinagéo, provavelmente, fizeram
com que marcadores identificados originalmente em F», fossem perdidos em Feg,
resultantes de quebras de ligagéo.

Outro fator que pode ter interferido para que marcadores mapeados em
Fs ndo estivessem mapeados em F,, € o erro de estimativa do peso molecular
dos marcadores, fazendo com que marcadores diferentes sejam identificados
como o mesmo marcador, devido ao peso molecular aproximado das bandas no
gel. Esse problema pode ser minimizado pela integragdo de marcadores de
microssatélites, em ambos os mapas, os quais possuem um numero menor de
alelos por gel, facilitando a identificacdo correta dos alelos em diferentes

populacgdes.
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4.3.4. Identificacao de QRLs associados a resisténcia parcial a
ferrugem da folha da aveia na populagao F;:

Cinco QRLs foram identificados na populacdo F, Quatro destes, estao
integrados no grupo de ligacdo numero 1 e um no grupo de ligagdo numero 13
(Tabela 4.5).

O primeiro QRL identificado (grupo1) localizou-se na regido do marcador
PcaMgc383 a 0.0 cM de distédncia do mesmo, explicando 12,5 % da variagao.
Os valores de aditividade e dominancia foram de -0,332 e de 0,793,
respectivamente. Esse QRL apresentou-se em repulsdo ao carater de interesse,
ou seja, auséncia da banda em individuos com menor area foliar infectada e
presenca em individuos com maior area foliar infectada.

O segundo QRL localizou-se préximo ao marcador PcgMag318, com 2.0
cM de distédncia, com aditividade de -0,390 e com dominancia de 0,721,
explicando 16,8% da variacdo e apresentando-se também em repulsdo ao

carater de interesse.

Tabela 4.5. “Quantitative resistance loci” (QRLs) identificados na populagéo F,
do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906, associados a resisténcia
parcial a ferrugem da folha da aveia, UFRGS, 2002.

QRLs Marcador Grupo de Aditividade Dominancia Variacdo LOD?
(posicdo em cM)'  Ligacdo (%)
1 PcaMgc383 (0.0) 1 -0,332 0,793 12.5 2,5
2 PcgMag318 (2.0) 1 -0,390 0,721 16,8 2,7
3 PgtMat358 (0.0) 1 -0,455 0,782 19,5 4,0
4 PgcMac285 (14.3) 1 -1,198 -0,153 27,6 2,2
5 PttMga626 (8.0) 13 -0,455 1,904 38,2 3,4

" posicdo do marcador em relagdo ao QRL
2 log da taxa de probabilidade de haver ou ndo haver um QRL em um ponto particular
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O terceiro QRL localizou-se a 0.0 cM de distdncia do marcador
PgtMat358. A aditividade foi de -0,455 e a dominéncia de 0,782. Esse QRL
explica 19,5% da variacido e apresenta-se em repulsao ao carater de interesse.

O quarto QRL localizou-se a 14.3 cM do marcador PgcMac285, sendo a
aditividade de -1,198 e a dominéancia de -0,153. O QRL esta ligado em repuls&o
carater de interesse e explica 27,6% da variagao.

O quinto QRL, identificado no grupo de ligagdo 13, localizou-se préximo
ao marcador PttMga626, a uma distancia de 8.0 cM. A aditividade apresentou
valor de -0,455 e a dominancia de 1,904. Esse QRL explicou 38,2% da variagao
e, ao contrario dos demais identificados na F,, apresentou-se em associacédo ao
carater de interesse, ou seja, ocorre a presenca da banda em individuos com
menor area foliar infectada e auséncia em individuos com maior area foliar
infectada.

A presenga de varios QRLs num mesmo grupo de ligagdo como, neste
caso, no grupo 1, pode ser uma indicagdo de que QRLs podem organizar-se na
forma de blocos génicos.

No mapa desenvolvido por Thomé (1999), foi identificado um QRL,
proximo ao marcador PcgMcg192, o qual explicou 13% da variagao fenotipica e
apresentou-se ligado em repulsdo a caracteristica. Em nosso mapa, apesar de
este marcador ter apresentado significancia pela analise do MapmakerQTL, o
mesmo nao foi indicado como associado a um QTL de interesse pela analise.

Até o momento, o unico relato existente na literatura com identificagao
de QRLs para resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia, é o trabalho de
Chen et al. (2000). Nesse trabalho, trés QRLs associados a caracteristica foram

identificados em populagdes do cruzamento entre as variedades americanas
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‘MN841801-1” (parcialmente resistente) e “Noble” (suscetivel), em condi¢cdes de
campo, explicando juntos 27% da variagdo. Dos trés, dois foram também

identificados em casa de vegetagéo.

4.3.5. Identificacao de QRLs associados a resisténcia parcial a
ferrugem da folha da aveia na populagao Fg:

Trés QRLs foram identificados na populagdo de mapeamento Fg sendo
que um destes (PaaMtt340) foi detectado em duas geragdes, ou seja, com dados

morfologicos das populagdes Fg e F4 (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. “Quantitative resistance loci” (QRLs) identificados na populagéo Fg
do cruzamento UFRGS7/UFRGS910906, associados a resisténcia
parcial a ferrugem da folha da aveia. UFRGS, 2002.

QRLs Marcador Grupo de Aditividade Dominancia Variagdo LOD?
(posicdo em cM)'  Ligagdo (%)
Fe
1 PtgMtc322 (12.0) 1 0,965 -1,577 26,5 2,24
Fa
2 PgaMtg213 (14,8) 1 1,519 -1,257 39,3 2,50
F4 e Fs
3 PaaMtt340 (16.8) 9 0,439 -1,046 38,1 2,56

! posicéo do marcador em relagdo ao QRL
2 log da taxa de probabilidade de haver ou ndo haver um QRL em um ponto particular

Nenhum dos cinco QRLs identificados em F, foram identificados em Fg.
Isto deve-se principalmente a natureza efémera dos QTLs, que quando de
pequeno efeito, a expressao varia em diferentes ambientes. Como discutido no

capitulo Il, as condicdes de ambiente foram muito diferentes entre os anos, o que
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interferiu na expressao da resisténcia parcial. Além disso, é possivel que durante
as sucessivas geragdes de recombinagdo, tenham ocorrido quebras de ligacéo,
as quais tenham impedido a identificacdo dos QRLs de F, para Fe.

O primeiro QRL identificado na populagéo Fs, localizou-se no grupo de
ligagdo numero 1, préximo ao marcador PtgMtc322, com LOD de 2.24, estando a
12 cM de distancia, com aditividade de 0,965 e com dominancia de -1,577. Esse
QRL explicou 26,5 % da variagdo e apresentou-se em associagao ao carater de
interesse, menor area foliar infectada.

O segundo QRL identificado na populagéo Fs, localizou-se no grupo de
ligagdo numero 1, proximo ao marcador PgaMtg213, com LOD de 2.50, estando
a 14,8 cM de distancia, com aditividade de 1,519 e com dominéncia de -1,257.
Esse QRL explicou 39,3% da variagdo e apresentou-se em associagdo ao
carater de interesse, menor area foliar infectada. Esse QRL foi identificado
quando utilizou-se os dados fenotipicos da populacdo F4, e nido foi identificado
quando utilizou-se os dados fenotipicos da propria Fs Provavelmente, a
interagdo com o ambiente mascarou a expressdo desse QRL em Fg ou ocorreu a
perda do marcador em fungcdo de quebra de ligacdo de uma geragédo para a
outra.

O terceiro QRL foi identificado no grupo de ligagdo numero 9,
localizando-se proximo ao marcador PaaMtt340, com LOD de 2.56, estando a
16.8 cM de distancia, com aditividade de 0,439 e com dominancia de -1,046.
Esse QRL explicou 38 % da variacdo e também apresentou-se em associagao
ao carater de interesse. Esse QRL, foi também identificado quando os dados
moleculares da populagdo Fs foram analisados com os dados fenotipicos da

populagao F4, obtidos no ano anterior (1999).



100

O fato de o QRL ligado ao marcador PaaMtt340 ter sido identificado nas
populagdes Fs (1999) e Fs (2000), indica que este QRL apresenta boa
consisténcia, uma vez que foi identificado em dois ambientes diferentes e com
diferenca de duas geragdes de recombinagcdo. Como relatado anteriormente, os
anos de coleta dos dados fenotipicos das populagdes F4(1999) e Fg (2000) foram
muito diferentes entre si quanto a severidade da ferrugem, devido a alta
influéncia do ambiente sobre a doenga. A consisténcia entre anos, combinada a
um efeito razoavel sobre a expressao da resisténcia (38 %) e a ligagdo em
associacao ao carater de interesse, torna o marcador PaaMtt340 potencial para
utilizagdo em selegao assistida por marcadores em programas de melhoramento
para resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia, em genotipos brasileiros.
Entretanto, é necessario que mais estudos sejam feitos para a validacdo do
efeito deste QRL. Devido a influéncia do ambiente sobre a expressdo dos QRLs
em geral, é importante que os genotipos sejam testados em varios ambientes,
para testar a consisténcia dos QRLs.

As estimativas de herdabilidade para resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia, obtidas no estudo de controle genético dessa resisténcia, foram
altas em geragdes avangadas. Os resultados moleculares indicaram QRLs
explicando maior porcentagem de variagcdo fenotipica em geragbes avangadas
(26,5%, 38% e 39,3%). Nesse sentido, mapas moleculares em linhas
recombinantes podem apresentar-se mais eficientes na busca de QRLs de maior
consisténcia e de maior efeito, sendo mais uteis ao melhoramento. Além disso,
facilitam os testes para validagédo dos QRLs em diferentes ambientes, por ser

uma populacado permanente, permitindo também a utilizagdo de repeticdes.
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4.4. CONCLUSOES

QRLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia
foram identificados na geragéo F;, e na geracao Fe.

Os QRLs para resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia podem
estar em associagdo ou em repulsédo ao carater resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia.

O QRL identificado através do marcador PaaMtt340 apresentou
consisténcia em diferentes ambientes e € um marcador potencial para utilizagcao

em selegao assistida por marcadores.



CAPITULO V

Conclusobes

O presente trabalho comprovou que existe diferencga entre os gendtipos
UFRGS7 e UFRGS910906 quanto ao progresso da ferrugem da folha, indicando
a presenga de resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia no gendtipo
UFRGS910906. O ambiente exerce influéncia sobre a expressao da resisténcia
parcial, podendo mascarar os diferentes niveis dessa resisténcia, em anos de
alta severidade da ferrugem. Nesse contexto, € importante distinguir a porgéo
genética e a porgao ambiental da variagdo fenotipica total da caracteristica. A
porcdo geneética que contribuiu para a presenca de diferentes niveis de
resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia foi evidenciada neste trabalho.
As avaliagdes realizadas em trés anos, com indices diferentes de severidade,
comprovou a presenga de variagdo genética, através dos resultados das
populacdes Fs e Fs. O modelo aditivo-dominante, testado para as populacdes
segregantes evidenciaram efeitos de aditividade e dominéncia. As estimativas de
herdabilidade no sentido restrito mostraram valores altos para as geracgdes
avancadas (Fs e Fg), evidenciando uma porgao alta de variagao genética para a
caracteristica em questdo. Esses resultados foram corroborados através da
identificacdo de QRLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha em

populacdes segregantes de aveia. Tendo sido comprovada a presenca de
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variabilidade genética nas populagdes estudadas, pode-se afirmar que a
linhagem UFRGS910906 apresenta resisténcia parcial a ferrugem da folha da
aveia, podendo ser utilizada no melhoramento para transferéncia da
caracteristica em genoétipos de interesse agrondmico, com possibilidade de
ganho genético, devido as estimativas de herdabilidade no sentido restrito, as
quais foram de moderada a alta. O QRL identificado através do marcador
PaaMtt340 apresentou consisténcia em diferentes ambientes e € um marcador
potencial para utilizagdo em selegédo assistida por marcadores, no programa de

melhoramento.
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