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RESUMO

A ferrugem da folha da aveia, causada pelo fungo Puccinia coronata Corda f. sp
avenae Ericks é responsavel por grandes perdas na producdo. Tradicionalmente, a
resisténcia utilizada pelos programas de melhoramento é de natureza qualitativa, e tem
se mostrado efémera. O emprego da resisténcia parcial, como forma de resisténcia
genética eficiente para o controle da ferrugem da folha em aveia é uma opcédo
promissora. Objetivando ampliar o conhecimento genético e molecular da expresséo da
resisténcia parcial, uma populacdo de 167 linhagens recombinantes foi desenvolvida a
partir dos gendtipos UFRGS 19 (suscetivel) e UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente). A avaliacdo da resisténcia parcial a campo e o calculo da area sob a curva de
progresso da doenca relativa (ASCPDNC), por trés anos consecutivos (2013-2015),
permitiram estimar o nimero de locos envolvidos na expressdo deste carater. Foram
estimados quatro locos no ano de 2013 e trés locos nos anos de 2014 e 2015, sendo dois
locos de maior efeito sobre o fendtipo e um/dois de menor efeito. A resisténcia parcial
apresentada pelos gendtipos brasileiros ndo é conferida pela mesma regido génica que
atribui esse carater a linhagem MN841801. Os marcadores SNPs para o QTL Pc.crc-
14D ndo se diferenciaram nos genotipos URS 21, URS 22, UFRGS 19, UFRGS
988012-1 e URS Galope, independentemente destes serem resistentes ou suscetiveis a
ferrugem da folha. Plantas adultas de URS 21, URS 22, UFRGS 19 e UFRGS 988012-1
foram desafiadas com P. coronata e, amostras do tecido foliar foram coletadas nos
tempos 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 hai. A partir de sequéncias do transcriptoma de
plantulas de URS 21 induzidas sob essa mesma condicao, iniciadores foram projetados
e a expressdo relativa avaliada ao longo do tempo. Sequéncias envolvidas no
metabolismo secundario, fatores de transcricdo da familia WRKY, e o gene que confere
resisténcia parcial a multiplas doencas em trigo, Lr34, foram analisados. Para a maioria
das sequéncias avaliadas, observou-se um perfil de expressdo contrastante entre 0s
genotipos irméos, e parcialmente resistentes, URS 21 e UFRGS 988012-1, o que sugere
a possibilidade de mecanismos ou isoformas de enzimas parcialmente distintas
conferirem a resisténcia parcial a estes gendtipos. Diferencas também foram detectadas
entre plantulas e o estadio de planta adulta em URS 21, refor¢ando os indicios de que 0s
mecanismos da resisténcia parcial em plantula e em planta adulta sejam distintos.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (144f.) Fevereiro, 2016.
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PHENOTYPIC CHARACTERIZATION, QTLs IDENTIFICATION OF CROWN
RUST PARTIAL RESISTANCE AND TRANSCRIPTIONAL PROFILE OF
CANDIDATE GENES IN Avena sativa L.1

Author: Andriele Wairich
Adviser: Carla Andréa Delatorre

ABSTRACT

Crown rust caused by Puccinia coronata Corda f. sp. avenae Ericks is
responsible for significant reduction in oat grain yield. Traditionally, oat breeders
exploit qualitative resistance which has proved to be ephemeral. The use of partial
resistance as a way to efficiently control oat crown rust is a promising option. Aiming to
expand the genetic and molecular knowledge about the expression of partial resistance,
a population of 167 recombinant inbred lines was developed from crossing UFRGS 19
(susceptible) and UFRGS 988012-1 (partially resistant). The evaluation of partial
resistance in the field by calculating the relative area under the disease progress curve
for three consecutive years (2013-2015) allowed the estimation of the number of loci
involved in the expression of this character. Four loci were estimatd in 2013, and three
loci in the years 2014 and 2015, two loci conferring great effect on the phenotype and
one / two with small effect. Partial resistance presented by the Brazilian genotypes is
not conferred by the same genic region identified in MN841801 lineage. SNPs markers
for the QTL Pc.crc-14D did not differ among the genotypes URS 21, URS 22, UFRGS
19, UFRGS 988012-1 and URS Galope, regardless their resistance to crown rust. Adult
plants of URS 21, URS 22, UFRGS 19 and UFRGS 988012-1 were challenged with P.
coronata and leaf tissue samples were collected at 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hai.
From sequences of the URS 21 seedlings transcriptome induced under the same
condition, primers were designed and the relative expression evaluated over time. The
sequences included some involved in secondary metabolism, transcription factors from
WRKY family, and the gene confering partial resistance for multiple diseases in wheat,
Lr34. Most evaluated sequences showed a contrasting expression profile between the
siblings and partially resistant genotypes URS 21 and UFRGS 988012-1. It suggests the
possibility that distinct mechanisms or enzymes isoforms confer partial resistance to
these genotypes. Differences were also detected between seedling and adult plant stage
for URS 21, reinforcing the evidence of distinct mechanisms of partial resistance in
these two developmental stages.

1 Master’s dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (144p.) February, 2016
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1 INTRODUCAO

A aveia branca (Avena sativa L.) € um cereal pertencente a familia Poaceae, de
ciclo anual, alohexapldéide e com numero bésico de cromossomos igual a sete. Esse
cereal se destaca por apresentar excelentes propriedades nutricionais, como por
exemplo, a qualidade de suas proteinas como as globulinas (Mohamed et al., 2009) e
elevado teor de fibras solGveis. No Brasil, a aveia é cultivada principalmente nos
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana.

Em decorréncia da crescente demanda pelos produtos derivados deste cereal, a
cultura do mesmo cresceu em importancia e em area cultivada na regido sul do pais.
Como consequéncia da expansdo da area cultivada e da uniformidade genética das
variedades cultivadas, tem-se um aumento do risco de epidemias diante de condigdes
ambientais favoraveis e um aumento da severidade de doencas flungicas. A ferrugem da
folha, causada pelo fungo biotréfico Puccinia coronata Corda f. sp. Avenae Eriks é
atualmente a doenca economicamente mais importante da aveia. A infeccdo €
responsavel por induzir mudancas estruturais, bioquimicas e fisioldgicas no hospedeiro.
O principal dano causado pelo patégeno ocorre nas folhas, resultando em reducgdo da
taxa fotossintética, acarretando perdas tanto na qualidade quanto no rendimento de
grdos, podendo ocasionar uma reducdo de até 50% no rendimento em cultivares
suscetiveis ao patdgeno.

Diante deste cenario, tem-se a necessidade do desenvolvimento de cultivares que
apresentem formas de resisténcia genética eficientes no controle desta doenca. Uma
opcéo promissora é o emprego da resisténcia quantitativa ou resisténcia parcial, um tipo
de resisténcia incompleta na qual o hospedeiro, mesmo sendo suscetivel a infeccéo,
apresenta baixa taxa de progresso da doenca. E de natureza oligo ou poligénica e
geralmente ndo especifica a raca do patogeno. O emprego desse tipo de resisténcia em

ambientes como o do sul do Brasil € adequado, pois este ambiente impde elevada



pressdo de selecdo sobre a populacdo do patdgeno e apresenta condicfes ambientais,
frequentemente, favoraveis a ocorréncia da doenca.

A resisténcia quantitativa é responsavel por conferir um progresso lento da
doenca, quando observada a campo. Essa menor taxa de desenvolvimento da epidemia é
o resultado dos efeitos combinados dos componentes que conferem a resisténcia parcial
como a baixa eficiéncia de infec¢do, um maior periodo latente, uma menor producéo de
esporos por pustulas e a ocorréncia de pustulas com tamanho reduzido. Assim, a
resisténcia parcial, por conferir um progresso lento da doenca pode ser considerada uma
caracteristica estavel e efetiva por longos periodos, o que faz desta forma de resisténcia
uma estratégia viavel, embora trabalhosa durante o processo de selecdo, a ser
empregada nos programas de melhoramento.

No entanto, atualmente o controle da doenca € realizado principalmente pelo
emprego de cultivares que apresentam resisténcia qualitativa, a qual é conferida por
genes de maior efeito sobre o fen6tipo geralmente especificos a uma determinada raca
do patdgeno. Porém essa estratégia vem sendo restringida pela elevada capacidade do
patdbgeno em superar este tipo de resisténcia, bem como pela complexidade da
populacdo de P. coronata na regido do sul do Brasil, o que confere baixa efetividade no
controle da doenga.

Assim, a melhor perspectiva para o melhoramento visando o controle da
ferrugem da folha, a qual vem desafiando os melhoristas ha anos, consiste no emprego
de combinacBes de genes, de maior e menor efeito sobre o fenotipo. Gendtipos
brasileiros apresentando resisténcia dessa natureza ja foram desenvolvidos, sendo
exemplo a linhagem UFRGS 988012-1 e as cultivares URS Brava e URS Altiva, as
quais encontram-se em cultivo na regido do sul do Brasil e a cultivar URS 21, a qual
permaneceu expressando o carater resisténcia parcial a campo por mais de uma década.
Entretanto, td0 importante quanto identificar e transferir fontes de resisténcia
quantitativa € o entendimento das caracteristicas genéticas da resisténcia parcial, bem
como a elucidacdo dos mecanismos histopatologicos, bioquimicos, moleculares e
fisiolégicos que conferem esta forma de resisténcia.

Assim, buscando ampliar o conhecimento genético e molecular da resisténcia
parcial a ferrugem da folha presente em genotipos brasileiros de aveia, foi desenvolvida
uma populacéo de linhagens recombinantes a partir dos genotipos contrastantes para o
carater, UFRGS 19 (suscetivel) e UFRGS 988012-1 (parcialmente resistente), a qual

sera motivo de estudo ao longo deste trabalho.



O conhecimento das bases genéticas responsaveis por conferirem o carater
resisténcia parcial permitird o desenvolvimento de marcadores moleculares associados a
esta caracteristica e aplicacdo dessa ferramenta em programas de melhoramento
genético. Estes marcadores poderdo auxiliar o processo de obtencdo de novas
variedades com resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia, as quais, por
consequéncia, podem apresentar maior durabilidade da resisténcia mesmo em condigdes

de elevada presséo de indculo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar fenotipicamente a resisténcia parcial a ferrugem da folha em uma
populagdo de linhagens recombinantes de aveia branca, identificar regibes génicas e
perfis transcricionais envolvidos na expressao do carater resisténcia parcial e averiguar

0s mecanismos moleculares da resisténcia parcial;

1.1.2 Objetivos especificos

e Fenotipar a resisténcia parcial em linhagens recombinantes do cruzamento
UFRGS 988012-1 x UFRGS 19 a campo em diferentes anos;

e Estimar o nimero de locos envolvidos com a expressdo do carater resisténcia
parcial a ferrugem da folha na populacéo de linhagens recombinantes;

e Fenotipar a resisténcia parcial em linhagens recombinantes do cruzamento
UFRGS 988012-1 x UFRGS 19 sob condic¢des controladas, em plantulas e
verificar se a resisténcia parcial de UFRGS 988012-1 também ocorre nesse
estadio de desenvolvimento;

e Validar a expressao diferencial das sequéncias génicas identificadas via RNAseq
em pléantulas da cultivar URS 21, quando desafiada com P. coronata f. sp.
avenae, utilizando RT-gPCR em plantas adultas dos genotipos URS 21, URS 22,
UFRGS 988012-1 e UFRGS 19;

e Avaliar se a regido génica responsavel pela resisténcia apresentada pela
linhagem MN 841801 é a mesma responsavel pela resisténcia presente nos
genatipos brasileiros parcialmente resistentes;

e Auvaliar a expressdo ao longo do tempo de genes envolvidos na sintese de
avenantramidas em UFRGS 988012-1, UFRGS 19, URS 21 e URS 22 atraves de



RT-gPCR a partir de iniciadores projetados das sequéncias obtidas através do
RNA-seq;
Inferir se 0 mecanismo que confere a resisténcia parcial em UFRGS 988012-1 é

0 mesmo que confere esse carater a URS 21;



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Género Avena

As espécies pertencentes ao género Avena L., cujo mais provavel centro de
origem € a Asia Menor ou a regido correspondente ao norte da Africa, incluem inimeras
espécies cultivadas e silvestres, e ocorrem em trés niveis de ploidia: espécies diploides
(2n = 2x = 14 cromossomos), espécies tetraploides (2n = 4x = 28 cromossomos) e
espécies hexaploides (2n = 6x = 42 cromossomos) (Holden, 1979), e apresentam quatro
diferentes genomas: A, B (A’), C e D (A’’), cada um com numero basico de sete
cromossomos (Linares et al., 1998; Loskutov, 2008; Loskutov & Rines, 2011). Segundo
Ladzinski (2012), as espécies bioldgicas do género Avena se dividem em sete espécies
diploides, cinco espécies tetraploides e uma espécie hexaploide, a qual é subdividida em
trés subespécies (Avena sativa, A. sterilis e A. fatua).

Os 21 cromossomos que complem a espécies hexapldide A. sativa sdo
denominados de acordo com o genoma ao qual cada um pertence. Os sete cromossomos
pertencentes ao genoma A sdo denominados 8A, 11A, 13A, 15A, 16A, 17A e 19A. Os
cromossomos pertencentes ao genoma C sdo denominados 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C e
7C. Enquanto que os cromossomos correspondentes ao genoma D sdo denominados 9D,
10Da, 10Db, 12D, 14D, 18D, 20D e 21D (Oliver et al., 2013).

No Brasil, a cultura da aveia foi introduzida pelos espanhdis (Mori et al., 2012) e
0 cultivo da mesma € realizado principalmente nos estados do sul e centro sul do pais.
As principais espécies cultivadas no pais séo a aveia branca (A. sativa L.) e a aveia preta
(A. strigosa Schreb).

2.1.1 Aveia branca (A. sativa L.): o0 hospedeiro
A aveia branca, ou aveia hexaploide, é um cereal anual de inverno/primavera,

autdgama (taxa de fecundacdo cruzada inferior a 0,5%) pertencente a familia Poaceae,



subfamilia Poideae, tribo Aveneae (Ladizinsky, 2012). E uma espécie alohexaploide,
originada a partir da fusdo dos genomas de trés espécies ancestrais diploides AA, CC e
DD (Loskutov, 2008). Apresenta tamanho de genoma significativamente maior quando
comparada com as demais gramineas cultivadas (Thomas, 1992), o que confere a esta
espécie uma elevada variabilidade genética.

Originalmente, a aveia desenvolveu-se como uma espécie invasora de culturas
como o trigo e a cevada, até que quando inserida no continente Europeu, foi
domesticada, passando a apresentar caracteristicas como a perda da dorméncia e da
debulha natural dos gréos fornecendo assim uma vantagem seletiva para o seu cultivo
(Tavares et al., 1993).

Como consequéncia da elevada variabilidade genética, este cereal apresenta
satisfatoria adaptacdo a diversas condicdes edafoclimaticas, 0 que permite que 0 mesmo
possa ser cultivado em diferentes regides do mundo (Holden, 1979). Atualmente esta
ranqueado como um dos cinco cereais de maior producdo (Loskutov & Rines, 2011) em
nivel mundial, com destaque para a Australia, Europa e América do Norte e do Sul
(Leonard & Martinelli, 2005).

O sucesso no cultivo da aveia também se deve ao fato deste cereal ser uma
alternativa técnica e economicamente viavel, pois atua promovendo uma melhoria nas
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, reduzindo a incidéncia de doengas
(quando empregada no sistema de rotacdo de culturas) e fornecendo um maior periodo
de cobertura vegetal para o solo, reduzindo a ocorréncia de plantas invasoras por
apresentar propriedades alelopaticas (Jacobi & Fleck, 2000) e a erosdao do solo
(Federizzi & Mundstock, 2004).

A aveia é empregada para a producdo de grdos para 0 consumo humano por
apresentar beneficios nutricionais, além de ser uma importante fonte proteica (12 a
20%), conter elevados teores de fibras sollveis, como as P-glicanas que estdo
relacionadas com reducdo do risco de doencas coronarianas (Maki et al., 2007), aléem de
carboidratos, vitaminas e minerais quando comparada com outros cereais. Também vem
recebendo ateng@o por possuir um grupo de compostos antioxidantes, avenantramidas,
que se encontram associadas no auxilio a prevencao de arteriosclerose (Nie et al., 2006).

Para o consumo animal, a aveia é utilizada na forma de gréos, forragem ou feno.
Apresenta também emprego na industria quimica, de alimentos e farmacéutica
(Peterson, 2004; Mori et al., 2012). Quando empregada na inddstria de alimentos, a

aveia branca necessita ter grdos que apresentem facil debulha, palataveis, de coloracdo



branca e com elevada qualidade nutricional, como alto percentual de cariopse, alto peso
do hectolitro, e principalmente proteinas e fibras soltveis (Fontaneli et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo das NagOGes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), a producdo mundial de aveia no ano de 2013 foi de
aproximadamente 23,82 milhdes de toneladas, colhidas em uma area de 9,78 milhGes de
hectares (FAOSTAT, 2016).

No hemisfério Sul, onde as condi¢BGes climéaticas variam de subtropical a
temperado, Chile, Argentina e Brasil sdo os maiores produtores de aveia (FAOSTAT,
2016). No Brasil, o cultivo deste cereal para a producdo de grdos estd localizado
principalmente nos estados da regido sul do pais. J& em estados como o Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais, a aveia é cultivada objetivando a producdo de forragem para a
alimentacdo animal (Chaves & Martinelli, 2005).

A producdo, a produtividade e a area cultivada com aveia branca no Brasil
cresceram significativamente desde a década de 70, atingindo producdo de grédos
equivalente a 351,2 mil toneladas em uma &rea equivalente a 189,5 mil hectares (ha) na
safra de 2015 (Federizzi et al., 2015; CONAB, 2016), sendo o estado do Rio Grande do
Sul o maior produtor (118,4 mil ha e uma produtividade média de 2.426 kg.hal),
seguido pelo estado do Parand. No entanto, o rendimento de grdos médio das lavouras
no pais ainda é considerado baixo.

De acordo com Federizzi & Pacheco (2009), até o final dos anos 70, as
variedades de aveia cultivadas no Brasil eram provenientes dos Estados Unidos e da
Argentina, e sob as condicdes brasileiras de cultivo, apresentavam baixa produtividade e
grdos com qualidade insatisfatéria para a industria. Como consequéncia do aumento da
demanda por grdos de melhor qualidade, houve a necessidade do melhoramento de
variedades de aveia, permitindo assim transformar este cereal em uma espécie adaptada
as condigdes do sul do Brasil.

Diante deste cenario e, desta demanda, em 1974 teve inicio o Programa de
Melhoramento Genético da Aveia, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), objetivando o desenvolvimento de cultivares para a produgdo de forragem e
de grdos com elevada qualidade e adaptadas ao ambiente brasileiro. Gendtipos e
populacdes segregantes foram introduzidas de programas de melhoramento genético dos
Estados Unidos e, através da realizagdo de cruzamentos intraespecificos seguidos pelo
processo de selecdo, cultivares com caracteres desejaveis tém sido obtidas (Federizzi &
Pacheco, 2009).



Dentre os principais caracteres selecionados pelo programa acima mencionado,
destacam-se estatura reduzida, ciclo precoce, elevado rendimento de gréos, tolerancia ao
aluminio e resisténcia as principais doencas. Consequentemente, observou-se uma
tendéncia ascendente quanto ao rendimento médio de graos de aveia no ambiente do Sul
do Brasil (Federizzi & Pacheco, 2009; Federizzi et al., 2015).

Atualmente, a aveia branca apresenta ciclo que varia de 120 a mais de 200 dias,
dependendo da cultivar (Castro et al., 2012). Apresenta habito de crescimento cespitoso
ereto e pode atingir uma estatura de 0,70 a 2,00 metros e, apesar de ser considerada uma
planta de dia longo, apresenta variabilidade quanto a responsividade ao fotoperiodo
(Nava et al., 2012).

Assim, a aveia tornou-se um dos principais cereais cultivados no inverno na
regido do Sul do Brasil, e vem se destacando no atual cenario agricola por ser uma
alternativa no sistema de rotacdo de cultura com o trigo e em sucessao com a soja ou
outra espécie estival em ambientes onde o sistema de plantio direto é adotado (Floss,
2002).

Porém, associados a tendéncia ascendente da area cultivada com este cereal no
pais, surgiram os riscos da ocorréncia de epidemias, as quais tendem a ser mais severas
em fungdo da elevada uniformidade genética das variedades cultivadas em uma
determinada regido e da tendéncia de equilibrio entre as populacdes dos patdgenos e dos
hospedeiros, que estdo sob constante coevolucdo (Chaves & Martinelli, 2005).

Dentre as moléstias que atacam a aveia branca, a ferrugem da folha é atualmente
a doenga economicamente mais importante (Chong et al., 2011) e mais destrutiva,
podendo causar redu¢des no rendimento e na qualidade dos grdos de até 50%
(Martinelli et al., 1994). Tal cenario salienta o grande desafio dos melhoristas, os quais
devem concentrar esforcos para disponibilizar no mercado variedades de aveia que
apresentem formas de resisténcia genética eficientes as principais doencas, associadas
as demais caracteristicas de interesse agrondmico, como boa adaptacdo a regido de
cultivo, elevado rendimento de gréos e qualidade que atenda as demandas da industria
(Federizzi et al., 2005).

2.2 O patogeno
As ferrugens que atacam hospedeiros pertencentes a familia Poaceae séo
doencas que se caracterizam pela ocorréncia de pustulas resultantes do desenvolvimento

de urédias de fungos pertencentes ao filo Basidiomycota, ordem Uredinales, familia



Pucciniacea. Esses fungos atuam como parasitas obrigatorios, em uma interacao
hospedeiro-patogeno especifica, em nivel de espécie (formae specialis) e em nivel de
cultivares (racas fisioldgicas) (Agrios, 2005).

A doenca mais destrutiva e de maior distribuicdo que afeta a cultura da aveia
mundialmente é a ferrugem da folha (Leonard et al., 2004). Ha relatos de severas
epidemias resultando em perdas de rendimento em todas as regides em que este cereal €
cultivado desde 1900 (Simons, 1985; Martinelli, 2004). Essa doencga é causada pelo
fungo biotréfico Puccinia coronata Corda f. sp. avenae Eriks, um fungo heteroecio,
heterotalico e policiclico (Agrios, 2005).

A ferrugem da folha se caracteriza pela ocorréncia de urédias ovais, de coloracado
amarelo-laranja sobre as superficies abaxial e adaxial da lamina foliar. No entanto,
quando epidemias severas ocorrem, pode-se observar o desenvolvimento de urédias em
todas as partes verdes da planta como colmos, paniculas e aristas (Simons, 1985).

Os danos causados por essa doenca sdo resultantes das modificagdes estruturais,
bioguimicas e fisioldgicas causadas pelo desenvolvimento do fungo no hospedeiro
(Harder & Haber, 1992). Durante a invasdo intracelular do fungo e formacdo dos
haustérios, € que ocorrem as modificagdes mais profundas sobre o hospedeiro (Chaves
& Martinelli, 2005).

A ocorréncia da doenca provoca danos as folhas verdes e, consequentemente
acarreta em alteracdes na fotossintese ao longo do desenvolvimento da infec¢do, bem
como na particdo de fotoassimilados entre a fonte (folhas) e os 6rgdos dreno (grdos em
desenvolvimento), resultando em grdos murchos que apresentam baixo valor nutricional
(Simons, 1985).

Logo apds a inoculacdo de plantas hospedeiras com P. coronata ocorre um
decréscimo nas trocas gasosas. A reducdo da taxa fotossintética das folhas pode ser
constatada nos periodos subsequentes a inocula¢do com o patdgeno e, aproximadamente
quatro a cinco dias apds a inoculacdo € possivel observar o crescimento de micélios
intercelulares e a presenca de manchas amarelas nas folhas, aléem de intensa reducdo da
fotossintese nessas regides (Scholes & Rolfe, 1996).

Uma reducdo da taxa fotossintética ao longo de toda a folha é observada no
momento em que ocorre a esporulagdo do fungo, sendo tal redugdo mais pronunciada
nas regibes infectadas. H& inibicdo da fotossintese em toda a area foliar
aproximadamente onze dias apos a inoculacdo e, quando a folha inicia o processo de

senescéncia, nas regides associadas com o micélio ha a formagdo das “ilhas verdes”.
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Nessas regides ainda € possivel detectar atividade fotossintética, mesmo que em baixos
niveis (Scholes & Rolfe, 1996). Porém, a manutencdo da fotossintese em tecidos ndo
infectados € o mecanismo que supre o patdgeno com aglcar em quantidade suficiente
para o seu desenvolvimento (Lapin & Ackerveken, 2013).

Como consequéncia do estresse fisiologico induzido pelo patégeno, dos danos
causados as folhas e na particdo de fotoassimilados, ocorrem perdas no rendimento e na
qualidade dos grédos e ja foi demonstrada uma alta correlacdo negativa entre o
rendimento de linhagens de aveia e a severidade da ferrugem da folha (Caierdo et al.,
2001). Isso significa que, mesmo presente em pequenas quantidades a ferrugem da folha
pode reduzir de maneira significativa os rendimentos da cultura, reducdo essa que pode
chegar a 100 kg por unidade percentual adicional na severidade da doenga (Chaves et
al., 2008; Martinelli et al., 1994).

Ao avaliar o desempenho de genotipos elites de aveia nas condi¢des de cultivo
do sul do Brasil, Chaves et al. (2002) observaram redugfes no rendimento de graos
variando de 4 a 79,5% para as cultivares URS 21 e UFRGS 17, respectivamente. Esses
resultados indicam que, embora haja uma correlacdo entre a intensidade da doenca e o
dano provocado, fatores como a composi¢do genética de cada cultivar, bem como o
ambiente no qual a interagdo hospedeiro—patdgeno estd ocorrendo, influenciam nos
danos associados a infeccdo com P. coronata (Chaves & Martinelli, 2005).

P. coronata, como descrito anteriormente, € um fungo heteroecio, ou seja,
necessita de duas espécies hospedeiras para completar o seu ciclo. Rhamnus cathartica
L. € um dos hospedeiros alternativo deste patdgeno, e atua como uma via pela qual
novas combinacgdes de patogenicidade ou racas se originam através da recombinacao de
genes existentes para a patogenicidade pela ocorréncia do ciclo sexual (Simons, 1985).
Nas regides onde R. cathartica L. esta presente, hd um aumento do potencial de inéculo
e, consequentemente, aumentam as chances de producdo de novas combinagfes de
viruléncia do patdgeno (Harder & Haber, 1995).

No Brasil, pela ndo ocorréncia do hospedeiro alternativo, a ferrugem da folha da
aveia comporta-se de forma autoecia, ndo apresentando fase sexual, desenvolvendo-se
em um unico hospedeiro ao longo do seu ciclo de vida (Martinelli, 2004). No entanto, a
elevada variabilidade patogénica, associada ao grande numero de ragas fisioldgicas,
bem como a presencga de racas complexas (“super-ragas”) de P. coronata, ocorrem no
sul do Brasil principalmente em funcdo da elevada taxa de mutagéo, a qual varia de um

esporo mutante a cada 500 a 3000 esporos, 0s quais sdo produzidos ao longo do cultivo
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de aveia durante todo 0 ano na regido do Cone Sul (Vieira et al., 2007). Nao existem
barreiras fisicas ou temporais que impecam a disseminacdo dos esporos e ha
disponibilidade de plantas verdes durante todo o ano, 0 que permite a ocorréncia de
“pontes verdes” para a manutengdo do inoculo. Além disso, as condi¢cbes ambientais
comumente sdo favoraveis a ocorréncia da doenca e permitem indmeros ciclos de
infeccdo associados a longos periodos de esporulagdo (Martinelli et al., 1998;
McDonald & Linde, 2002).

Propriedades morfoldgicas e fisioldgicas particulares de cada fase do ciclo de
P. coronata podem ser observadas (Harder & Haber, 1992) e, como para as demais
ferrugens que atacam os cereais, o0 ciclo de reproducdo deste patdgeno apresenta cinco
estadios distintos de desenvolvimento: uredial, telial, basedial, picnial e aecial (Heath,
1997). Os estadios variam entre si em relacdo a ploidia, a caracterizacdo fenotipica, a
patogenicidade e a viruléncia associada, bem como com relacdo as estruturas formadas
e ao mecanismo de penetracdo empregado para acessar o tecido hospedeiro (Heath,
1997).

O desenvolvimento da ferrugem da folha da aveia sobre o hospedeiro ocorre
durante o estadio uredial, posterior a deposi¢cdo dos uredosporos no hospedeiro e a sua
germinacao depende da ocorréncia de alta umidade sobre a superficie foliar (Leonard &
Szabo, 2005). Nesse estadio, o fungo apresenta-se como células dicaridticas que podem
perpetuar-se via reproducdo assexuada sobre o tecido vivo do hospedeiro (Simons,
1985). Com o avanco do ciclo do hospedeiro e inicio do processo de senescéncia, da-se
inicio ao estadio telial, o qual € caracterizado por células dicarioticas que se formam na
regido circundante as células urediais. Os teliosporos sdo células nas quais o fungo
permanece dormente e, apos a quebra da dorméncia ocorre a germinacgéo dos teliosporos
que produzem a basidia (Simons, 1985). Os teliosporos possuem projecdes na forma de
coroa nas células apicais, o0 que justifica o fato de a doenga também ser conhecida por
ferrugem da coroa (do inglés, crown rust) (Forcelini & Reis, 1997).

A estrutura denominada basidia sofre uma reducdo meidtica que resulta na
producdo dos basidiosporos. Essas células sdo haploides e caracterizam o estadio
basidial. Os basidios sdo as estruturas capazes de infectar folhas jovens do hospedeiro
alternativo, e assim prorrogar a fase sexual do desenvolvimento de P. coronata
(Simons, 1985). A germinagdo dos basidiosporos sobre o hospedeiro alternativo da
inicio ao estddio picnial. Posterior & germinagdo, ocorre a producdo de picnias com

picniosporos e hifas receptivas. Ambas as estruturas sao haploides. Neste estadio ocorre
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a fecundacdo das hifas receptivas pelos picniosporos complementares e a producéo de
aécias, as quais sao compostas por hifas dicaridticas e aeciosporos, também dicarioticos.
Assim, 0s aeciosporos sdo o resultado da recombinacdo genética e podem diferir quanto
ao grau de viruléncia e agressividade (Chaves et al., 2008).

Os aeciosporos sdo as estruturas responsaveis pela infeccdo em hospedeiros
pertencentes a familia Poaceae. S&o hidroscopicamente liberados a partir dos aécios e
sdo transportados pelo ar até a planta hospedeira. Quando ocorre a infeccdo de plantas
hospedeiras por aeciosporos e a producdo de urédias o fungo completa o seu ciclo de
vida (Simons, 1985).

As condicdes ambientais para o desenvolvimento do patégeno e germinacdo dos
uredosporos sob condigfes naturais sdo temperatura variando entre 2 e 33°C, com
temperatura 6tima entre 16 e 20°C, elevada umidade relativa do ar e formacdo de
orvalho, fornecendo um periodo de molhamento foliar por no minimo seis horas
(Simons, 1985). A ocorréncia de temperaturas acima de 30°C inibe a infecc¢do (Simons,
1985). Sob invernos amenos e primaveras Umidas, a ferrugem da folha da aveia é uma
doenca altamente destrutiva (Forcelini, 2002).

Apds a deposicdo dos uredosporos sobre a superficie foliar de plantas de aveia
ocorre a germinacao destes e a formacdo do tubo germinativo. Os tubos germinativos de
P. coronata penetram atraves dos estdmatos e se localizam na cdmara subestomatica.
Quando o tubo germinativo reconhece o estbmato, o mesmo diferencia-se numa
estrutura denominada apressorio (Harder & Haber, 1992).

De sete a quatorze dias é o periodo necessario para que o patégeno complete
cada ciclo do seu desenvolvimento e, por ser um patégeno policiclico, 0 mesmo
apresenta varios ciclos secundarios ao longo do processo infeccioso (Agrios, 2005).

A formacdo dos uredosporos e dos tubos germinativos ocorre na auséncia de luz
e a presenca de agua livre sobre a superficie foliar é o fator ambiental essencial para que
ocorra a germinacdo do esporo (Yirgou & Caldwell, 1963). Ap6s a penetracdo do
patdégeno na cAmara subestomatica, ocorre a formacao da vesicula subestomatica, a qual
da origem as hifas infectivas. Quando as hifas infectivas encontram a parede celular das
células do meséfilo tornam-se aptas a se diferenciarem em células mae do haustorio. As
células mée do haustdrio formam um grampo estreito, o qual penetra na parede celular
do hospedeiro, provavelmente por dissolucdo enzimatica ou por pressdo (Heath, 1997;
Hu & Rijkedaberg, 1998; Leonard & Szabo, 2005).
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Quando no interior da parede celular, no espaco periplasmatico, uma célula
especializada expande-se dando origem ao haustdrio. Esse processo € determinante para
0 sucesso da infeccdo, isso porque P. coronata € um fungo biotréfico e, como tal,
absorve nutrientes a partir dessa estrutura. Contudo, o haustorio também esté envolvido
em alteracbes no metabolismo e na supressdo da resposta de defesa do hospedeiro
(Heath, 1997; Veogele & Mendgen, 2003).

Apobs a formacdo do primeiro haustorio, a hifa infectiva da sequéncia ao seu
desenvolvimento originando novas células mée do haustério, salientando a importancia
do estabelecimento dessas estruturas para que a coldnia fungica se estabeleca. O
desenvolvimento dos haustorios se da no interior do limen, porém estes permanecem no
lado externo da membrana plasmatica das células hospedeiras (Heath, 1997; Leonard &
Szabo, 2005).

A formacao de pustulas é observada quando os esporos rompem a cuticula e, a
massa de uredosporos, presentes no centro dos corpos de frutificacdo, confere as
pUstulas a coloracdo amarelo—laranja, tipica da doenga. Os uredosporos apresentam
deiscéncia, sédo cobertos por espinhos e apresentam um diametro médio de 30 pm
(Harder & Haber, 1992). Quando as pustulas sdo rompidas, estas liberam grandes
quantidades de esporos. Estes esporos sdo carregados pelo vento por distancias de até
2.000 km e repetem o ciclo de infeccdo (Harder & Haber, 1995; McDonald & Linde,
2002).

A colonizacdo das células do hospedeiro pode ser facilitada pela producdo de
fitotoxinas e compostos semelhantes a hormonios vegetais pelo patdgeno (Szabo &
Bushnell, 2001; Leonard & Szabo, 2005).

Diante da reacdo de compatibilidade, o fluxo de transporte do floema é ajustado
para o fornecimento de carbono organico, na forma de acUcar, e nutrientes para o tecido
infectado, o qual apresenta uma elevada forca de dreno. Além do intenso
descarregamento do floema requerido para a realizacdo do transporte de sacarose dos
tecidos fontes para os tecidos drenos, também se observa nessa regido uma intensa
atividade respiratoria, acimulo de aglcar e aumento da atividade de invertases. Essas
invertases atuam degradando acglUcares para o0 desenvolvimento, crescimento e
esporulacdo do patdgeno (Leonard & Szabo, 2005; Lapin &Ackerveken, 2013).

Em funcdo da complexa estrutura populacional e elevada variabilidade genética
apresentada por P. coronata na regido do sul do Brasil, a qual apresenta de dez a 26

genes de viruléncia, com uma média de 20 genes por isolado (Martinelli et al., 1998), é
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possivel comparar 0 espectro de viruléncia presente nas racas dessa regido com as
presentes no centro de origem do patogeno, Israel (Leonard et al., 2004).

Como consequéncia do aumento da variabilidade genética na populacdo do
patdgeno na regido do Cone Sul, associada a constantes e elevadas taxas de mutacao, ao
ambiente que favorece a ocorréncia da doenca e, o continuo fluxo de ragas do patdégeno
nas regides produtoras de aveia, observa-se forte pressdo de selecdo sobre a populacdo
de P. coronata induzindo o surgimento e fixacdo de isolados mutantes e mais virulentos
(Chaves & Martinelli, 2005). Esses novos isolados, mais virulentos, sdo capazes de
superar 0s genes de resisténcia empregados nos genotipos cultivados nessa regidao em
pequenos intervalos de tempo, 0 que salienta a necessidade do desenvolvimento de
cultivares que apresentem formas de resisténcia genética eficientes no controle desta
doenca. Uma opcdo promissora € o emprego da resisténcia quantitativa ou resisténcia
parcial, que por sua natureza ndo imp&e sobre a populacdo do patégeno intensa pressao
de selecdo.

De acordo com o modelo de risco do potencial evolucionario proposto por
McDonald & Linde (2002), os patdégenos que apresentam altas taxas de mutacdo, como
P. coronata, apresentam maior risco para superarem genes de resisténcia quando
comparados com patdgenos que apresentam baixas taxas de mutacdo. Uma das
possiveis explicacfes € o fato de que quanto maior a taxa de mutacdes, maior € a
probabilidade de ocorrer uma mutacdo de um gene de aviruléncia para um gene de
viruléncia, ou de uma menor para uma maior patogenicidade, em uma determinada

populacéo do patégeno.

2.3 Resisténcia genética

Levando-se em consideracdo que a populacdo humana duplicou nos altimos 50
anos, e estimativas indicam que até 2050 a populacdo atinja a marca de nove bilhdes de
pessoas, 0 topico seguranca alimentar entra em cena (FAOSTAT, 2016).

Aliado ao aumento da populacdo mundial, estresses bidticos, incluindo fungos
biotroficos e necrotréficos, bem como bactérias e virus, atuam como protagonistas com
relacdo as perdas de producdo, principalmente pelo surgimento de racas que carregam
novos genes de viruléncia (Pretorius et al., 2000) e superam 0s genes de resisténcia
empregados. Esse cenério salienta a necessidade do entendimento das interacdes entre

0s patossistemas (Boyd et al., 2013).
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Visando uma reducdo das perdas ocasionadas pela ferrugem da folha da aveia,
praticas de manejo podem ser adotadas, como por exemplo, a aplicacdo de fungicidas
foliares, a erradicacdo de hospedeiros alternativos de regides proximas as lavouras
(McCartney et al., 2011), como o emprego de multilinhas ou o emprego de misturas
varietais (Pink, 2002) e o emprego de cultivares resistentes ao ataque do patdgeno
(McCartney et al., 2011). Porém, entre as estratégias de controle de doencas disponiveis
atualmente, o emprego da resisténcia genética é considerada a estratégia mais eficiente,
tanto econébmica quanto ambientalmente. Portanto, o desenvolvimento de variedades
que apresentam resisténcia ao ataque de P. coronata é 0 método mais seguro para o
controle da ferrugem da folha da aveia (Sanz et al., 2013).

A natureza genética da resisténcia das plantas contra o ataque de patdgenos foi
considerada a partir do momento da redescoberta das leis de Mendel, quando Biffen, em
1905, demonstrou que a resisténcia a ferrugem amarela do trigo, causada por
P. striiformis f. sp. tritici, era controlada por um unico loco (Pink, 2002). Essa
descoberta permitiu que diversos programas de melhoramento objetivando selecdo a
resisténcia tivessem inicio no século XX. Entretanto, essa mesma descoberta criou a
expectativa de que o desenvolvimento de novas variedades resistentes pudesse fornecer
uma forma de controle permanente das doencas em plantas (Pink, 2002).

Porém, McRostie, em 1919, demonstrou que diferentes genes eram responsaveis
pela resisténcia a diferentes variantes patogénicos (denominados patotipos). E, apenas
em 1956, quando Flor apresentou a teoria gene-a-gene € que as relacdes entre patdégenos
e hospedeiros comegaram a ser elucidadas (Pink, 2002).

De acordo com Parlevliet (1979), a resisténcia genética é definida pela
habilidade do hospedeiro em impedir o crescimento e/ou o desenvolvimento do
patdgeno. Assim, a resisténcia pode ser agrupada e/ou classificada de acordo com: sua
expressdo, sendo considerada completa (qualitativa) ou parcial (quantitativa), sua
heranga (gene de efeito maior, gene de efeito menor sobre o fendtipo, mono, oligo ou
poligénica), sua especificidade (raca especifica, raca ndo especifica) e seu mecanismo
de acdo (reacdo de hipersensibilidade (RH), ndo hipersensibilidade, pré-haustorial, pds-
haustorial).

De acordo com a teoria gene—a—gene, postulada por Flor (1956) com o
patossistema linho—ferrugem do linho (Linum usitatissimum L. x Melampsora lini), a
resisténcia ocorre quando para cada gene que condiciona uma reacdo de resisténcia no

hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que condiciona a viruléncia.
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Assim, a reacdo de resisténcia € o efeito do produto do gene de resisténcia do
hospedeiro, geralmente de natureza dominante, e o produto do gene de aviruléncia do
patdgeno, geralmente expresso na forma recessiva.

Para a cultura da aveia diversos trabalhos indicam que a resisténcia genética
quando efetiva proporciona protecdo em niveis satisfatorios a cultura, permitindo assim
a expressdo do potencial de rendimento das variedades, mesmo quando essas S&o
submetidas a severas epidemias de ferrugem da folha e cultivadas em ambientes que
favorecam o desenvolvimento da doenca (Caierdo et al., 2001; Holland & Munkvold,
2001; Thomé et al., 2001; Long et al., 2006; Federizzi et al., 2015).

O principal objetivo do melhoramento vegetal quanto a resisténcia a doencas é
que esta seja eficiente contra as racas do patdgeno prevalentes na regido de cultivo e
duravel. No entanto, a resisténcia das cultivares a ferrugem da folha geralmente tem se
apresentado efémera (Parlevliet, 2002).

De acordo com Johnson (1984) para a resisténcia de um gendtipo ser
considerada duravel, a mesma deve permanecer efetiva durante um prolongado periodo
de tempo quando este gendtipo for cultivado em uma ampla area e em condicdes
ambientais favoraveis a ocorréncia da doenca.

Os programas de melhoramento genético de aveia tradicionalmente empregam a
resisténcia qualitativa a ferrugem da folha (Chaves & Martinelli, 2005). Essa forma de
resisténcia € caracterizada por ser governada por um ou poucos genes que apresentam
grande efeito sobre o fenotipo, assim produzindo uma descontinuidade quando da
avaliacdo do carater resisténcia em uma populacdo segregante, ou seja, é possivel
distinguir claramente os fen6tipos resistentes dos suscetiveis (Parlevliet, 1979).

A preferéncia sobre a resisténcia qualitativa esta associada a relativa facilidade
com que a mesma pode ser transferida a gendtipos elite. Porém essa resisténcia ndo tem
sido duravel por longos periodos de tempo para a interacdo aveia — ferrugem da folha
(Chaves & Martinelli, 2005). A superacdo da resisténcia ocorre devido a grande
habilidade do patdgeno a adaptar-se geneticamente ao hospedeiro, o que resulta na
evolugdo de novas ragas virulentas (Niks & Rubiales, 2002; Pink, 2002; Chaves &
Martinelli, 2005; Barbosa et al., 2006).

Geralmente, essa resisténcia € conferida pelo mecanismo da RH, que ¢
caracterizado pela morte celular localizada das células infectadas pelo patdgeno quando
ocorre interacdo incompativel entre os receptores de reconhecimento das plantas e as

moléculas efetoras secretadas pelo patdégeno (Heath, 2000; Yu et al., 2001; Yao et al.,
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2002), resultando numa rapida inibicdo do desenvolvimento do patdgeno. A RH é um
mecanismo eficiente para o controle de doencas causadas por bactérias ou virus, porém
apresenta-se de forma efémera para o controle das ferrugens dos cereais (Niks &
Rubilaes, 2002).

Os mecanismos pré-haustoriais permitem a expressao da resisténcia antes do
primeiro haustorio ser formado. S&o mecanismos tipicamente apresentados por reacées
de resisténcia ndo hospedeira e encontram-se, em diversos exemplos, associados ha uma
reducdo da penetracdo do fungo no tecido hospedeiro (Heath, 1981). A reducao
apresentada na taxa de penetracdo ndo é em funcdo de uma baixa taxa de germinacgéo
dos uredosporos, mas sim, na dificuldade encontrada pelos tubos germinativos em
localizar e reconhecerem os estdbmatos. Isso porque nas interagGes ferrugens X cereais,
para que o tubo germinativo encontre o estbmato o0 mesmo depende do reconhecimento
da topografia da superficie foliar (Heath, 1981).

A resisténcia embasada em mecanismos pré-haustoriais, de acordo com
Graichen (2009), € eficiente contra a agdo de patdgenos biotroficos. Analises
histologicas realizadas com o patossistema aveia branca X ferrugem da folha
demonstram a presenca do apressorio e de vesiculas subestomatais em gendtipos
parcialmente resistentes (URS 21) e suscetiveis (URS 22) a ferrugem da folha no
periodo de 12 horas apds a inoculacdo (hai), porém em menor quantidade no gendétipo
que apresenta resisténcia parcial (URS 21) (Graichen et al.,, 2011). Quanto ao
desenvolvimento de hifas infectivas, estas foram observadas no periodo de 18 hai no
genotipo suscetivel URS 22 e em 24 hai para a cultivar parcialmente resistente URS 21.
O estabelecimento do haustorio foi observado para ambos os genotipos em 24 hai.
Porém o nimero de vesiculas subestomatais com desenvolvimento do haustorio foi duas
vezes maior em URS 22 se comparado com a cultivar parcialmente resistente URS 21
(Graichen et al., 2011).

Em interagBes patdgeno - ndo hospedeiro, a formacgdo do haustorio apresenta
elevadas taxas de falha, assim sendo ineficiente, e existem evidéncias que para as
interacOes que envolvam espécies hospedeiras compativeis o fungo biotréfico induz a
expressao de uma compatibilidade basica para a supressdo dos mecanismos de defesa.
Quando essa inducdo ndo ocorre, ha o abortamento da tentativa de infeccdo antes
mesmo da formacao do haustorio (Niks & Rubiales, 2002).

De acordo com Heath (1981) e Niks (1983), a baixa taxa de formagdo do

haustorio em interacdes incompativeis ndo € uma consequéncia da falta de sinalizagéo
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da planta para desencadear a formacdo do haustério, mas sim uma resposta de defesa
das celulas vegetais contra organismos invasores ndo adaptados. Existem alguns casos
em que o mecanismo de defesa pré-haustorial encontra-se associado com a RH, porém
para a grande maioria das respostas de defesa baseadas neste mecanismo, a RH nao esta
associada e, a deposicdo de papilas sobre a parede celular é a Unica reacdo visivel sob
microscopia (Niks & Rubiales, 2002).

As papilas podem ser empregadas como barreiras para impedir a tentativa de
penetracdo ou, podem ser uma reacdo de reparo da estrutura da parede celular apés o
abortamento da tentativa de infeccdo. Existe grande variacdo quantitativa entre
diferentes gendtipos quanto ao nivel de resisténcia pré-haustorial contra organismos
invasores ndo adaptados (Niks & Rubiales, 2002).

Em cevada (Hordeum vulgare) foi identificado o gene Mlo, responsavel por
conferir resisténcia pré-haustorial diante do ataque de oidio (Erysiphe graminis f. sp.
hordei). Esse gene vem sendo empregado extensivamente em variedades de cevada
europeias desde a década de 80 (Jorgensen, 1992). O mecanismo patoldgico associado a
esse gene, quando presente na forma recessiva (mlo), é a rapida formacao de papila, a
qual contém principalmente calose, fendis e proteinas. Linhagens de cevada cuja
resisténcia ao oidio é baseada na acdo de mlo apresentam a camada de papila,
aproximadamente, 50% mais espessa que linhagens suscetiveis. 1sso significa que a
rapida formacdo de papila evita a penetracdo do fungo no tecido vegetal, atuando assim
como uma barreira quimica e fisica a qual o grampo de infec¢do raramente é capaz de
penetrar. Porém, associados a reacdo de defesa desencadeada pelo gene mlo observa-se
a ocorréncia de pontos de necrose foliar, os quais podem ser resultado de um elevado
namero de processos metabdlicos desencadeados juntamente com a reacdo de defesa
(Jorgensen, 1992).

A calose € sintetizada por uma classe de enzimas denominada calose sintase, e
apresenta importante papel em diversos estadios do crescimento e desenvolvimento da
planta, bem como em resposta a estresses. Esse polimero é depositado entre a
membrana e a parede celular diante da ocorréncia de determinados estresses bioticos ou
abidticos (Chen & Kim, 2009). No entanto, a sintese de calose pode ter um duplo papel,
pois a mesma pode atuar como uma barreira fisica, impedindo ou dificultando a
penetracdo do patdgeno, ou apresentar um efeito negativo sobre a resposta de defesa,
dificultando a maquinaria de defesa vegetal desencadeada diante do ataque de

patdgenos (Jacobs et al., 2003). Assim, quando da inducdo da sintese de calose pelo
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patdgeno, esse polimero atuaria regulando negativamente a via de sinalizacdo do acido
salicilico (AS) (Nishimura et al., 2003).

A resisténcia pds-haustorial é manifestada apenas apds a formacdo do primeiro
haustério. Os mecanismos de defesa pds-haustoriais sao tipicamente apresentados por
reacOes de resisténcia hospedeira e atuam inibindo o desenvolvimento do fungo mais do
que matando este propriamente. Ou seja, ocorre acdo mais fungistatica do que
fungitdxica (Heath, 1981).

A resisténcia apresentada pelos hospedeiros as ferrugens pode ser expressa
morfologicamente de diferentes maneiras. A mais comum dessas formas é a morte
celular do hospedeiro. Porém esse fenémeno ndo ocorre de maneira uniforme em um
primeiro momento, e difere ultraestruturalmente (e provavelmente bioquimicamente
também) a cada interacdo hospedeiro x patdégeno (Heath, 1981).

Outras respostas do hospedeiro, que envolvem mecanismos pds-haustorais,
observadas por microscopia eletronica, incluem a deposigdo de material fibrilar na
matriz extra-haustorial, a reducdo da absorcdo de compostos do hospedeiro pelo
haustdrio, mudancas na membrana extra-haustorial, o desenvolvimento de um colar de
calose proximo do colo do haustério e o encapsulamento do haustério pela sintese
continua de calose (Heath, 1981). Dependendo do patossistema em questdo, mais de um
desses eventos pode ser detectado ocorrendo simultaneamente. No caso das ferrugens
dos cereais, plantas hospedeiras e ndo-hospedeiras podem possuir mais que um tipo de
resisténcia efetiva a um mesmo patégeno (Heath, 1981).

Outra forma de classificar a resisténcia presente nos cereais, de acordo com
Parlevliet (1979), é quanto a especificidade da mesma a raca do patdgeno. A resisténcia
especifica a raca também é denominada resisténcia total ou vertical. Essa forma de
resisténcia é responsavel por conferir a imunidade a uma determinada raca do patogeno.
Geralmente é conferida por genes de grande efeito sobre o fenétipo, de heranca mono
ou oligogénica. Para esse tipo de resisténcia observa-se uma interacdo diferencial entre
cultivares x raca (Parlevliet, 1997).

Resisténcia do tipo raca especifica é geralmente ndo durével, pela forte presséo
de selecdo que exerce sobre a populagdo do patdgeno, podendo a durabilidade da
resisténcia variar de zero anos, quando a mesma € neutralizada ainda nos ultimos
estagios do programa de melhoramento (Thomas & Blount, 1976) até de dois a quatro
anos, em meédia (Niks & Rubiales, 2002). Isso remete a necessidade de constante

desenvolvimento e langamento de novas cultivares resistentes (Barbosa et al., 2002).
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O mecanismo de agdo desta resisténcia € baseado na interacdo gene-a-gene, a
qual acarreta na RH nas ceélulas infectadas pela raca do patdégeno. Essa forma de
resisténcia é o tipo de resisténcia mais comumente empregado pelos programas de
melhoramento, tanto pelo mecanismo envolvido, quanto por ser controlada pela
segregacdo de um Unico ou poucos genes responsaveis pelo carater (Heath, 2000), o que
faz da resisténcia raga especifica uma forma menos laboriosa a selecéo.

Particularmente para a interagdo aveia x ferrugem da folha na regido sul do
Brasil e no Uruguai, a resisténcia raca-especifica ndo é duravel, devido a elevada
complexidade e a grande diversidade polimorfica da viruléncia da populacdo de
P. coronata presente na América do Sul (Leonard & Martinelli, 2005).

Contrastando, a resisténcia raca ndo especifica, foi descrita por Parlevliet (1981)
como uma forma de resisténcia ampla ou geral. Esse tipo de resisténcia se apresenta
efetiva contra todas as racas conhecidas do patdgeno, sem apresentar interacdo
diferencial raca x cultivar. Isso significa que todas as racas do patdégeno induzem uma
resposta similar em um determinado genétipo do hospedeiro. No entanto, essa definicdo
é relativa devido a dificuldade encontrada para testar um gendtipo contra todas as ragas
existentes de um determinado patdégeno. Assim, a resisténcia é efetiva contra todas as
racas do patdgeno que ja foram testadas.

Quanto a expressao, a resisténcia pode ser classificada, como qualitativa e
guantitativa. Quando a resisténcia é qualitativa observa-se a ocorréncia de classes
fenotipicas distintas (ndo de um continuum), as quais permitem diferenciar com clareza
0s genotipos resistentes, pela auséncia dos sintomas da doenca, dos genotipos
suscetiveis 0s quais apresentam elevados niveis dos sintomas da doenca (Vale et al.,
2001).

A resisténcia qualitativa é controlada por genes maiores, 0s quais Sdo
predominantemente herdados na forma dominante, porem em menor frequéncia podem
ser herdados na forma recessiva. Muitas vezes estdo presentes nos genomas em
elevados numeros e ocorrem em agrupamentos, que se encontram em determinadas
regibes cromossémicas, podendo até mesmo ser considerados como locos complexos
(Vale et al., 2001).

A resisténcia quantitativa ou resisténcia parcial € definida como um tipo de
resisténcia incompleta. Incompleta porque, embora o hospedeiro seja suscetivel a
infeccdo, apresenta baixa taxa de progresso da doenca. E de natureza oligo ou

poligénica e, geralmente ndo especifica a raca do patdégeno. Nao é baseada no
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mecanismo de hipersensibilidade (Parlevliet, 1979; Parlevliet, 1985). A resisténcia
quantitativa € expressa em uma escala continua de variacdo fenotipica, o que dificulta a
identificacdo de classes fenotipicas discretas presentes em uma populacdo segregante
para este carater (Geiger & Heun, 1989). Assim, essa forma de resisténcia pode exibir
desde extrema suscetibilidade até niveis adequados de resisténcia (Parlevliet, 1989).

A resisténcia parcial € caracterizada por uma reducdo na taxa de
desenvolvimento da doenc¢a quando comparada com o desenvolvimento do patégeno em
uma cultivar suscetivel (Parlevliet, 1988). Essa reducdo observada é o resultado dos
efeitos dos componentes da resisténcia, como uma menor frequéncia de infeccéo,
maiores periodos latentes, pUstulas com tamanho reduzido, reducdo da producdo de
esporos por pustula e um menor periodo infeccioso (Parlevliet, 1979; Parlevliet, 1985).

Assim, a resisténcia parcial, que € condicionada por genes de menor efeito sobre
o fenotipo, é sugerida como uma alternativa promissora a resisténcia baseada na acéo de
genes maiores (Parlevliet, 1985) e, em funcdo de ndo ser raga especifica, ndo induz uma
forte pressdo de selecdo sobre a populacdo do patdgeno. Ao contrario da resisténcia
qualitativa, a resisténcia parcial ndo esta baseada no modelo de interacdo gene-a-gene e,
por ser uma caracteristica quantitativa, de natureza oligo ou poligénica, geralmente
ocorre interacdo com fatores ambientais, sendo a temperatura o fator de maior
relevancia com relacdo a alteracdes na expressdo da caracteristica, como observado em
cultivares de trigo (Lagudah, 2011). A expressdo desses genes responsaveis por conferir
a resisténcia parcial pode ser modificada pela expressao de outros genes que conferem a
mesma caracteristica fenotipica, ocorréncia de epistasia, (Wilcoxon, 1981; St.Clair,
2010) ou pelo estadio de desenvolvimento da planta e/ou tecido (Brake & Irwin, 1992).

Como consequéncia da sua genética ser de natureza oligo ou poligénica, 0s
genes podem segregar ligados ou ndo e também podem apresentar pequeno e igual
efeito sobre o fendtipo. Além disso, podem apresentar acdo aditiva, ou seja, quando
isolados cada gene produz um efeito de magnitude reduzida sobre o fendtipo
(Wilcoxon, 1981).

Essa forma de resisténcia ndo pode ser avaliada em termos absolutos. A sua
avaliacdo é sempre uma medida relativa que deve ser comparada com uma cultivar
padrdo, demandando asim por testemunhas que geralmente devem ser altamente

suscetiveis a doenca (Parlevliet, 1989).
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2.4 Metodologia de avaliacéo da resisténcia a ferrugem da folha da aveia

Os dois principais impedimentos para a sele¢do a resisténcia parcial as ferrugens
dos cereais sdo a dificuldade para a realizacdo das avaliagdes de maneira acurada e a
heranca quantitativa da resisténcia parcial (Holland & Munkvold, 2001).

A avaliacdo da resisténcia parcial a campo pode ser realizada de diversas
maneiras. A quantidade de tecido afetado pela doenca é em geral um bom estimador da
quantidade de patégeno presente. Assim, a proporcdo de folhas ou colmos que
apresentam sintomas da doenga, representados pela ocorréncia de pdstulas é
avaliado/quantificado apenas uma vez, no momento em que a infeccdo atinge o final do
ciclo da epidemia, ou varias vezes ao longo do ciclo, iniciando as avaliagdes assim que
0s primeiros sintomas da doenca tornam-se visiveis no campo e finalizando no
momento que os 6rgdos senescem (Wilcoxson, 1981; Parlevliet, 1985).

A primeira forma de avaliacdo considera o resultado cumulativo de todos os
fatores que conferem a resisténcia durante o progresso da epidemia, enquanto que a
segunda forma sugerida para avaliagcdo permite calcular a taxa aparente de infeccao (r) e
a area sob a curva do progresso da doenca (ASCPD) (Wilcoxson, 1981; Parlevliet,
1985).

A ASCPD é uma forma usual de medir a resisténcia parcial em condicGes de
campo e € uma maneira eficiente de identificar os niveis variaveis de resisténcia parcial
em uma populacdo recombinante, porém essa avaliacdo € considerada bastante laboriosa
(Holland & Munkvold, 2001). As avaliac6es objetivando o céalculo da ASCPD devem
ser realizadas em intervalos regulares de tempo (Chaves et al., 2004a).

Objetivando avaliar e selecionar gen6tipos que apresentam resisténcia parcial a
campo, 0s genotipos ou populacdes segregantes devem ser cultivados em pequenas
parcelas adjacentes. A populacdo do patégeno pode variar, sendo geralmente composta
por uma mistura de racas, que pode ser inoculada artificialmente em linhas
disseminadoras da doenca (spreaders) ou ocorrer naturalmente (Parlevliet, 1985).
Quando do emprego de linhas disseminadoras, h4 uma tendéncia a reducdo das
diferengas aparentes da resisténcia, isso porque as parcelas suscetiveis produzem uma
quantidade superior de esporos se comparadas com as parcelas parcialmente resistentes.
Esses esporos serdo transportados pelo vento para as parcelas adjacentes e assim as
parcelas que apresentam resisténcia parcial recebem mais esporos do que produzem
(Parlevliet, 1985; Woldeab et al., 2007).
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No caso de apenas uma avaliacdo da severidade da doenca, 0 melhor momento
para esta avaliacdo ser realizada é quando os genotipos mais suscetiveis ainda ndo
atingiram niveis méaximos de infecgdo. AvaliacBes realizadas apds esse momento
tendem a reduzir as diferencas entre 0s geno6tipos, enquanto que as avaliacOes realizadas
anteriormente tendem a ser mais laboriosas ou menos acuradas (Parlevliet, 1985).

Quando ha a presenca de genes com maiores efeitos e a populagdo de ferrugem
for composta por uma mistura de ragas para as quais esses genes sao efetivos, a selegéo
para a resisténcia parcial pode ser confundida com a presenca desses genes maiores
(Parlevliet, 1985; Long et al., 2006).

Outra forma de avaliacdo que também é amplamente empregada para a avaliacdo
da resisténcia a doenga quando esta é causada por patdgenos foliares biotréficos, é a
descricdo do tipo de infeccdo (TI). A tipificacdo da doenca leva em consideracédo o fato
de que o hospedeiro pode responder a infeccdo pelo patdgeno via RH (Parlevliet, 1979).
Quando ha a RH, ao redor do sitio de infec¢do o tecido hospedeiro torna-se necroético ou
clorético. Diante desta reacdo do hospedeiro, o crescimento do patdgeno é afetado tanto
qualitativa, ndo ocorrendo esporulacdo, quanto quantitativamente, havendo uma
restricdo da esporulacdo (Parlevliet, 1979). Essa forma de avaliacdo compreende uma
escala de zero (0) a quatro (4). Quando TI = zero nédo se observa qualquer esporulagéo
ou outro sinal de infecgdo macroscopicamente; TI = ;> ndo ha qualquer lesdo porém
ocorrem pequenos pontos necroticos ou cloréticos; Tl = 1 pequenas pustulas sdo
observadas macroscopicamente circundadas por pontos necroticos; Tl = 2 pustulas com
tamanho pequeno a médio circundadas por pontos necréticos ou cloroticos; Tl = 3
pUstulas médias, que podem estar associadas com uma area clorética; e Tl = 4 pustulas
grandes sem qualquer sinal de necrose ou clorose (Murphy, 1935).

Avaliagdes que apresentam TI equivalente a 0, ;’, 1 e 2 sdo consideradas
indicativos da resisténcia do hospedeiro e avaliages que apresentam TI equivalente a 3
e 4 sdo consideradas indicativos da suscetibilidade do hospedeiro a raga ou mistura de
racas do patdgeno.

Em cereais, a resisténcia as ferrugens é geralmente distinguida em: resisténcia de
plantula, resisténcia de planta adulta e, como descrito anteriormente, resisténcia parcial
(Parlevliet &Van Ommeren, 1975). A resisténcia de plantula ocorre quando o gendtipo
apresenta um TI variando de 0 a 2 tanto no estadio de plantula quanto no estadio de
planta adulta. A selecdo para a resisténcia pode ser realizada ainda no estagio de

plantula e sera efetiva. O mecanismo que confere essa resisténcia é geralmente baseado



24

na ocorréncia da RH, do tipo raca especifica e muitas vezes ndo duravel (Parlevliet
&Van Ommeren, 1975).

Por outro lado, a resisténcia de planta adulta é caracterizada por um TI suscetivel
(3 a 4) no estagio de plantula, e um tipo de reacdo variando de 0 a 2 quando no estagio
de planta adulta. Selecdo para esse tipo de reacdo geralmente é conduzido a campo
(Parlevliet &Van Ommeren, 1975).

Existem boas evidéncias que a resisténcia de planta adulta pode contribuir de
maneira efetiva para aumentar a durabilidade da resisténcia presente nas variedades
cultivadas, objetivando ndo eliminar totalmente o patdgeno, mas sim evitar que a
populacdo patogénica atinja niveis prejudiciais a cultura hospedeira. Assim, essa forma
de resisténcia é uma estratégia que vem sendo sugerida para as redugdes de perdas dos
componentes do rendimento pela ocorréncia da doenca.

No caso da selecdo para a resisténcia gquantitativa, a facilidade encontrada na
selecdo para resisténcia qualitativa ndo é observada. A selecdo a favor da resisténcia
quantitativa exige a realizacdo de avaliacfes periodicas que irdo permitir a sua correta
identificacdo, principalmente para doencas policiclicas, como é o caso da ferrugem da
folha da aveia.

O Programa de Melhoramento Genético da Aveia da UFRGS vem
desenvolvendo gendtipos que apresentam niveis consideraveis de resisténcia a ferrugem
da folha. Esses genotipos se caracterizam por apresentar um menor tamanho de pustula,
capacidade de reducdo das lesdes, presenca de pontos de necrose ou clorose na regido
circundante as pustulas, surgimento precoce da télia, bem como uma menor taxa de
progresso da doenca e menor ASCPD quando comparados com genoétipos suscetiveis
(Chaves et al., 2004 a, b).

Dentre os geno6tipos desenvolvidos pelo programa que apresentam resisténcia
parcial, destacam-se UFRGS 910906, UFRGS 960845-2, UFRGS 988012-1 e URS 21,
sendo que este Gltimo foi cultivado na regido Sul do Brasil, por mais de dez anos e se
caracteriza por apresentar resisténcia tanto no estadio de plantula quanto no estadio de
planta adulta. Ainda, de acordo com Graichen (2009), a durabilidade da resisténcia da
cultivar URS 21 a ferrugem da folha é devida a ocorréncia da RH tardia, 120 hai,
associada ao acumulo de compostos fenolicos.

O conhecimento da heranca da resisténcia parcial facilita o desenvolvimento de
gendtipos que possuam este tipo de resisténcia. Com esse intuito, trabalhos recentes

foram realizados para elucidar as caracteristicas genéticas da herancga da resisténcia
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parcial no patossistema aveia branca x ferrugem da folha (Santos, 2009; Zambonato et
al., 2012) e os mecanismos histoldgicos e fisioldgicos que conferem esta forma de
resisténcia (Graichen, et al., 2011; Figueird et al., 2015), dada a importancia da
identificacdo e posterior transferéncia da resisténcia quantitativa em programas de
melhoramento.

Os componentes da resisténcia quantitativa, como maior periodo latente, baixa
eficiéncia de infeccdo, menor tamanho de pustula e reducdo na producdo de esporos
contribuem para a reducdo da epidemia quando analisada a correlagdo entre os
componentes da resisténcia e a intensidade de ferrugem da folha (Chaves et al., 2004c).
No entanto, tais componentes tornam-se mais eficientes quando combinados em um
unico gendtipo, ndo havendo um componente que se destaque por apresentar uma maior
participacdo na expressao da resisténcia parcial. Alguns componentes se mostram mais
eficientes. Por exemplo, a quantidade de uredosporos foi o componente que melhor
apresentou associacao a resisténcia em um grupo de genotipos estudados por Brake &
Irwin (1992).

Como descrito anteriormente, a resisténcia parcial apresenta heranca
quantitativa. No entanto, para os patossistemas trigo (Triticum aestivum L.) x ferrugem
da folha (Puccinia triticina f. sp. tritici) e trigo x ferrugem estriada ou amarela, a
resisténcia parcial pode ser conferida por poucos genes de maior efeito no fenétipo.
Exemplos de heranca monogénica da resisténcia parcial para esses patossistemas sao 0s
locos que contém os genes que cosegregam Lr34/Yrl8 (Lagudah et al., 2006),
Lr46/Yr29 (Rosewarne et al., 2006) e Lr67/Yr46 (Herrera-Foessel et al., 2014), sendo
Lr correspondente a ferrugem da folha (do inglés, leaf rust) e Yr correspondente a
ferrugem estriada/amarela (do inglés, yellow rust). Embora o efeito aditivo dos locos
Lr34/Yr18 e Lr46/Yr29 ainda ndo esteja claro, quando tais genes sdo combinados em
um mesmo geno6tipo podem conferir grau satisfatério de resisténcia (Lagudah, 2011).
Outro gene que confere resisténcia a racas ndo especificas do patdgeno e cuja heranca é
monogénica é o gene MLO de cevada (Jorgensen, 1992), o qual foi discutido
anteriormente neste trabalho.

Na interacdo aveia x ferrugem da folha, a linhagem MN 841801, desenvolvida
pela Universidade de Minnesota, Estados Unidos, € atualmente uma das principais
fontes de resisténcia parcial, isso porque essa linhagem vem apresentando resisténcia
parcial quando no estadio de planta adulta frente a diversas populagGes de P. coronata,

por um periodo superior a 40 anos e em diversos ambientes nos quais a aveia é



26

cultivada e que favorecem a ocorréncia da doenga (Leonard, 2002; Carson & Stuthman,
2004; Martinelli et al., 2009).

2.5 Genetica da resisténcia a ferrugem da folha em aveia

A resisténcia genética a ferrugem da folha em aveia é conhecida desde o século
XIX. De acordo com Simons (1985), Sivers, em 1887, apds trés anos sucessivos de
perdas na producdo em consequéncia da ocorréncia de epidemias de ferrugem da folha
em aveia, cultivou e avaliou 41 cultivares com o objetivo de encontrar variedades que
poderiam ser suficientemente resistentes e, assim permitir o cultivo da aveia. Em 1920,
Parker demonstrou que a resisténcia poderia ser encontrada em progénies derivadas do
cruzamento entre um parental resistente e um parental suscetivel a ferrugem da folha.

Avaliacdes realizadas com espécies silvestres de aveia demonstraram que a
maioria dessas espéecies apresenta elevado grau de resisténcia as principais doencas que
atacam a cultura (Tabela 1) (Loskutov & Rines, 2011). Entre as espécies diploides e
tetraploides, destacam-se pelo elevado grau de resisténcia as ferrugens da folha e do
colmo, A. clauda, A. pilosa, A. longiglumis, A. damascena, A. prostrata, A. canariensis,
A. wiestii, A. hirtula, A. barbata, A. vaviloviana, A. abyssinica e A. magna (Loskutov &
Rines, 2011).

Ao considerar a diversidade de resisténcia a ferrugem da folha, elevados graus
de resisténcia sdo encontrados em genotipos de espécies diploides, como por exemplo,
A. bruhnsiana, A. ventricosa, A. longiglumis, A. hirtula, em espécies tetraploides, como
A. magna, A. insularis, A. murphyi, e A. macrostachya e, em espécies hexaploides,
A. occidentalis, A. ludoviciana, e A. sterilis (Loskutov & Rines, 2011).

A ferrugem da folha ¢ uma doenca endémica em populacdes silvestres de
A. sterilis, espécie que € considerada progenitora da aveia branca. Assim, genes para
resisténcia raca especifica a ferrugem da folha em populag¢Ges naturais de A. sterilis tém
sido amplamente explorados no melhoramento de cultivares de aveia branca, visto a
grande diversidade de genes de resisténcia presentes em A. sterilis e a facilidade com a
qual esses genes podem ser transferidos através de hibridizacdo entre A. sterilis e A.
sativa (Leonard et al., 2004). Porém a base genética para a resisténcia a ferrugem da
folha ¢ bastante limitada, ndo existindo genes efetivos contra todas as ragas do patdgeno
(Chaves et al., 2008). A grande maioria dos acessos de A. sterilis empregados para a

transferéncia dos genes de resisténcia a aveia branca foram coletados em Israel e outros



27

paises da regido do Mediterraneo, durante a década de 60 e inicio da década de 70
(Leonard et al., 2004).

TABELA 1. Fontes de resisténcia a doencas em espécies de aveia.

Fonte de resisténcia a:

Genoma Oidio FF FC VNAC  Septdria
A. bruhnsiana Cv- + +
A. ventricosa Cv- + + +
A. clauda Cp- + + + +
A. pilosa Cp- + + +
A. prostrata Ap- + +
A. damascena Ad- + + + +
A. longiglumis Al- + + + +
A. canariensis Ac- + + + +
A. wiestii As- + + + +
A. hirtula As- + + + +
A. atlantica As- +
A. strigiosa As- + + + +
A. barbata AB- + + + +
A. vaviloviana AB- + + + +
A. abyssinica AB- + + + +
A. agadiriana AB-? +
A. magna AC- + + +
A. murphyi AC- + + + +
A. insularis AC-? + +
A. macrostachya CC-? + + + +
A. fatua ACD- + + + + +
A. occidentalis ACD- + + + +
A. ludoviciana ACD- + + + +
A. sterilis ACD- + + + + +

FF: Ferrugem da folha; FC: ferrugem do colmo; VNAC: virus do nanismo amarelo da cevada. Adaptado
de: Loskutov & Rines, 2011

A interacdo P.coronata x aveia é descrita de acordo com a teoria gene-a-gene e
aproximadamente 100 genes que conferem resisténcia raca especifica sdo conhecidos
(Cabral & Park, 2014; Gnanesh et al., 2015) denominados “Pc” (Pcl a Pc96) e PcX.
Cada numero corresponde a um loco especifico. Similarmente, para esse patossistema
hd um diverso espectro de viruléncia do patdgeno, o qual tem sido parcialmente
caracterizado pela utilizacdo de um sistema de nomenclatura estabelecido (Gnanesh et
al., 2015). Esse sistema de nomenclatura para designar os fendtipos de viruléncia de
P. coronata foi proposto por Chong et al. (2000), com o objetivo de desenvolver

cultivares resistentes e determinar as diferencgas regionais de viruléncia na América do
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Norte. Esse sistema de nomenclatura foi composto por 16 linhagens, cada uma contendo
apenas um gene de resisténcia Pc (Pc38, 39, 40, 45, 46, 48, 50, 51, 52, 54, 56, 58, 59,
62, 64, e 68), assim essas linhagens sdo consideradas linhagens diferenciadoras
primarias.

A viruléncia e aviruléncia dos isolados de P. coronata para cada linhagem foi
avaliada de acordo com o TI. Esse sistema de nomenclatura adotado para a interagdo
aveia x ferrugem da folha é semelhante ao sistema adotado para as interagdes trigo x
ferrugem da folha e trigo x ferrugem do colmo e permite calcular as frequéncias
individuais de viruléncia e suas combinac6es nas populacdes de P. coronata (Chong et
al., 2000).

Com relagdo aos genes Pc, em alguns casos, diferentes numeros sdo designados
para 0s genes que possivelmente sdo alelos em um mesmo loco. Ainda, a maioria dos
genes confere resisténcia em plantula. Assim, tendem a ser expressos gerando Tl baixas
e sdo efetivos ao longo de todo o ciclo da planta (Marshall & Shaner, 1992).

Gendtipos de espécies diploides que apresentam o loco Pca, o qual é controlado
por no minimo cinco genes distintos, designados Pc81, Pc82, Pc83, Pc84 e Pc85,
respondem a infeccdo por P. coronata desencadeando a RH. Observa-se a ocorréncia de
autofluorescéncia das células hospedeiras associada com pontos necréticos nos sitios de
infeccdo (Yu et al.,, 2001). Dois novos locos foram identificados mediando a RH
independentemente da interacdo gene-a-gene em genotipos de aveia desafiados com
P. coronata. O loco Rds (do inglés resistance-dependent supressor of cell death)
suprime a RH, mas ndo é capaz de suprimir a resisténcia mediada pelo gene Pc82. Ja o
loco Rih (do inglés resistance-independent hypersensitive cell death) desencadeia a RH
em genotipos suscetiveis e resistentes ao ataque de P. coronata, e esse loco encontra-se
fisicamente ligado ao loco Pca (Yu et al., 2001). A descoberta desses novos locos
indica que multiplas vias atuam de forma sincronizada e podem afetar o processo de
transducéo de sinal que desencadeia a RH e, que a RH ndo é um mecanismo essencial
para conferir resisténcia a ferrugem da folha em aveia (Yu et al., 2001).

Inimeros genes conhecidos por conferir resisténcia raga especifica a ferrugem
da folha da aveia ja foram superados em consequéncia da elevada complexidade das
racas do patogeno. No entanto, alguns genes ainda apresentam potencial para emprego
em programas de melhoramento. Destaca-se o gene Pc91, que confere resisténcia em
plantula e é altamente efetivo contra a populacdo de P. coronata prevalente na América

do Norte (Gnanesh et al.,, 2013). Outro gene efetivo contra as populacbes de
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P. coronata prevalentes na Ameérica do Norte é o gene Pc94. Esse gene foi transferido
para a aveia branca a partir de acessos de A. strigosa (gendtipo RL1697) (Aung et al.,
1996).

O gene Pc68 foi transferido para cultivares de aveia branca a partir de acessos de
A. sterilis. Esse gene encontra-se ligado a outros genes de resisténcia a ferrugem da
folha e do colmo, como os genes Pg3, Pg9, Pc44, Pc46, Pc50, Pc95 e PcX. As
cultivares que carregam 0 gene Pc68 em sua composi¢do genética apresentam bom
nivel de resisténcia a ferrugem da folha, com excecdo as racas predominantes no
Canada (Satheeskumar et al., 2011).

Estudos baseados em mapeamento genético e na identificacdo de locos de
caracteres quantitativos (QTLS) associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha da
aveia vém sendo realizados e, com éxito, QTLs associados a esse carater foram
identificados e validados. Um QTL, neste trabalho € definido como uma regido
gendmica que contenha um ou mais genes que apresentem associagao estatisticamente
significante entre marcadores polimérficos e uma caracteristica de variagdo quantitativa
(St.Clair, 2010). Cinco QTLs associados a resisténcia parcial a ferrugem da folha em
uma populacéo segregante F» oriunda do cruzamento UFRGS 7 (suscetivel) x UFRGS
910906 (linhagem que apresentava resisténcia parcial em nivel moderado) foram
identificados, os quais explicaram juntos 38% da variacdo fenotipica, enquanto trés
QTLs foram identificados para a geracdo Fs desse mesmo cruzamento, oS quais
explicaram até 39% da variacdo fenotipica (Barbosa et al., 2006).

Na populacdo Fe:g resultante do cruzamento MN 841801-1 x ‘Noble-2’, um total
de oito QTLs associados a resisténcia parcial do genotipo MN841801-1 foram
identificados, sendo sete que haviam sido previamente identificados e um novo QTL
(denominado Prg8) no grupo de ligagdo MN13 (Acevedo et al., 2010). Ainda, os
autores apresentam que a resisténcia parcial a ferrugem da folha no gendtipo MN
841801-1 pode ser controlada principalmente por quatro QTLs (Prgla, Prg2, Prq7, e
Prg8), os quais foram detectados em diferentes experimentos e atraves de diferentes
formas de avaliacdo da doenca. Esses resultados confirmam a natureza complexa da
resisténcia parcial a ferrugem da folha em genotipos de aveia, em funcdo da interacao e
efeito aditivo de multiplos QTLs controlando a caracteristica no hospedeiro (Acevedo et
al., 2010).

Devido ao fato de a resisténcia de planta adulta ser baseada na resisténcia
parcial, e ter provado ser duravel para a linhagem MN 841801, essa linhagem foi
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utilizada para o desenvolvimento de trés populagdes segregantes. MN 841801 x AC
Assinaboia, MN 841801 x AC Medallion, ambos gendtipos canadenses, cultivados
durante a primavera e que apresentam em sua composi¢do genética 0S genes para
resisténcia raca especifica Pc38, Pc39 e Pc68, e MN 841801 x Makuru, esta ultima,
uma variedade proveniente da Nova Zelandia suscetivel a todas as racas de P. coronata
conhecidas no Canada (Lin et al., 2014). As popula¢bes foram avaliadas para a
resisténcia ao isolado CR251, raca BRBB em mudltiplos ambientes. A populacdo MN
841801 x AC Assinaboia foi genotipada. Ensaios baseados em reacGes em cadeia da
polimerase (PCR) competitiva alelo especifica (KASP) foram realizados para selecionar
polismorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) nas demais populagdes. Assim, esse
estudo permitiu o desenvolvimento de um mapa genético de alta densidade para a
populacdo MN 841801 x AC Assinaboia e, associando as avaliacGes fenotipicas para
resisténcia a ferrugem da folha com os dados genotipicos, foi possivel identificar um
QTL principal, localizado no cromossomo 14D, designado QPc.crc-14D, o qual é
responsavel por explicar até 76% da variacdo fenotipica do caréter resisténcia parcial de
planta adulta (Lin et al., 2014). Esse QTL ¢é flanqueado por marcadores moleculares do
tipo SNP. O marcador GMI_ES14 ¢1439 83 localizou proximo/junto ao pico do QTL
para as populagdes MN 841801 x AC Medallion e MN 841801 x Makuru nos ambientes
testados. Outro marcador SNP que tem potencial para diagnosticar a presenca do QTL
QPc.crc-14D é o marcador GMI_DS LB 6480 (Lin et al., 2014), tornando esses
marcadores ferramentas que podem ser empregadas para a selecdo genética assistida por
marcadores. Assim, devido ao fato do QTL identificado nesse estudo fornecer uma
protecdo consideravel contra P. coronata (isolado CR251) a piramidizacdo deste loco
com outros genes de resisténcia a ferrugem da folha pode ser um método efetivo de
manejo contra a ocorréncia desta doenca (Lin et al., 2014).

A incorporacdo em novas cultivares da combinagdo de genes de resisténcia de
planta adulta, que geralmente resultam em um alto nivel de resisténcia via a
identificacdo de QTLs associados a esse carater, e a piramidizagdo desses QTLs com
genes de pequeno efeito sobre o fendtipo, é a estratégia atualmente empregada em
programas de melhoramento de trigo (Agenbag et al., 2012).

As interacGes génicas aditivas que ocorrem entre o efeito do(s) QTL(s) e do(s)
gene(s) de resisténcia em planta adulta estdo geralmente associadas a uma maior
reducdo da severidade da doencga. Neste trabalho, o termo severidade refere-se a area

foliar afetada pela ferrugem da folha, sem levar em conta o tipo de infeccdo. Exemplos
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para a interacdo trigo x ferrugens indicam que o resultado da piramidizacao de quatro ou
cinco genes associados a resisténcia parcial é quase a imunidade & infec¢do (Singh et
al., 2000). Porém, o que ainda necessita ser elucidado é qual a combinacdo que produz
um efeito aditivo 6timo quando da introducdo de um reduzido numero de genes
(Lagudah, 2011).

Para a interacdo aveia x ferrugem da folha, trabalhos também demonstram que a
resisténcia parcial ndo necessariamente é conferida por um grande nimero de genes e
que mesmo em ambientes que apresentam condi¢Ges adequadas a ocorréncia da doenca
e diante de populacdes patogénicas complexas com elevado nimero de genes de
viruléncia, poucos genes podem expressar niveis adequados de resisténcia (Chen et al.,
2000; Martinelli et al., 2009). No entanto, devido ao espectro de viruléncia das racas de
P. coronata encontradas na regido do sul do Brasil, Chaves & Martinelli (2005)
salientam para o fato de que a piramidizacdo de genes maiores, estratégia sugerida por
alguns pesquisadores como alternativa para estender a durabilidade das cultivares de
aveia, deve receber uma atencgdo especial, pois dados sugerem que a sua utilizacdo pode

ndo alcancar os resultados esperados.

2.6 Interacdo planta patégeno

As plantas encontram-se permanentemente expostas a indmeros patdgenos
potenciais. Entretanto, apenas um pequeno numero desses é capaz de estabelecer
interacdes com o hospedeiro, pois mecanismos sao desencadeados iniciando o processo
de imunidade inata béasica da planta (Diez-Navajas et al., 2008). O tempo e a
intensidade com que o organismo infectado desenvolve o processo de defesa
apresentam um grande componente genotipico (Bellin et al., 2009). Dessa forma, o
processo de inducdo a resisténcia é funcional, espacial e temporalmente complexo
(Pinto et al., 2012).

Os mecanismos moleculares envolvidos na interagdo planta-patégeno estdo bem
elucidados para a resisténcia qualitativa (Jones & Dangl, 2006). No entanto, pouco
ainda é sabido sobre 0s mecanismos que governam a resisténcia parcial. Quando
iniciada a reacdo de defesa através do reconhecimento de sinais exdgenos do patégeno
pelo hospedeiro, a resposta imune é continuada através de mecanismos de transdugéo de
sinal ocorrendo uma significativa reprogramacdo do metabolismo celular da planta
envolvendo mudancas na atividade génica (Pinto et al., 2012). Os genes de resisténcia

(genes R) sdo determinantes para a especificidade da resposta imune das plantas, uma



32

vez que o sistema imune vegetal envolve interacfes genéticas alelo-especificas entre o0s
genes R do hospedeiro e os genes de aviruléncia (genes avr) do patdgeno (Flor, 1956), e
apenas quando a interacdo incompativel hospedeiro-patégeno ocorre, a resposta de
defesa € desencadeada (Belkhadir et al., 2004). A ativacdo de genes R, 0s quais
codificam receptores celulares que detectam a presenca de um determinado patogeno,
leva a ativacdo das vias de transducdo de sinal (Wang et al., 2013). O reconhecimento
do patogeno desencadeia reacdes de resisténcia localizadas como, por exemplo, a RH
(Durrant & Dong, 2004).

As plantas, ao contrario dos mamiferos ndo apresentam células de defesa
maoveis, nem o sistema imune adaptativo. Assim, 0s vegetais utilizam no sistema imune
inato de cada célula e nos sinais sistémicos originados dos sitios de infeccdo (Jones &
Dangl, 2006). A hipdtese da guarda considera que muitas proteinas R podem ser
ativadas indiretamente pelos efetores codificados pelo patdgeno e ndo pelo
reconhecimento direto do patégeno. Isso significa que as proteinas R atuam
reconhecendo indiretamente os efetores codificados pelo patdgeno pelo monitoramento
da integridade dos alvos celulares do hospedeiro sobre os quais os efetores iriam atuar
(Dangl & Jones, 2001).

Atualmente, sabe-se que existem duas vias no sistema imune vegetal. A primeira
emprega receptores de reconhecimento transmembrana (PRRsS) que respondem
lentamente envolvendo os padrGes moleculares associados ao patdégeno (PAMPS) ou aos
micrébios (MAMPs), tais como as flagelinas de bactérias e a quitina no caso de fungos
(Jones & Dangl, 2006). A segunda via atua num formato mais amplo no interior das
células, utilizando os produtos das proteinas TIR(CC)-NBS-LRR, as quais sao
codificadas pelos genes R. Os efetores dos patdgenos sao reconhecidos pelas proteinas
TIR(CC)-NBS-LRR e ativam respostas de defesa similares. A resposta de defesa
mediada pelas proteinas TIR(CC)-NBS-LRR ¢é efetiva apenas contra patdgenos
biotroficos obrigatorios ou hemibiotréficos, porém ndo contra necrotroficos (Jones &
Dangl, 2006).

Os genes R codificam proteinas que apresentam trés dominios principais (Figura
1): as repeticOes ricas em leucina (LRR), um sitio central de ligacdo de nucleotideo
(NBS) e um dominio variavel amino-terminal (coiled coil (CC) ou o dominio homdlogo
Toll/Interleukin-1-Receptor (TIR)). Essas proteinas sao determinantes da especificidade
da resposta imune das plantas (Takken et al., 2006; Diez-Navajas et al., 2008; Dry et

al., 2010). O dominio LRR é o dominio responsavel pelo reconhecimento de um efetor
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do patdgeno, o dominio variavel amino-terminal é responsavel pela determinacdo da
especificidade da sinalizacdo e o dominio NBS é um dominio conservado que apresenta
a fungdo de “interruptor” molecular da transdug@o de sinal (Takken et al., 2006; Dry et
al., 2010). Estudos relatam que o dominio NBS encontra-se relacionado com mudancas
nas interacfes intra e intermoleculares sob a percepcdo de proteinas Avr (Mestre &
Baulcombe, 2006).

NBS: hidrolise de ATP e liberagdo
do potencial de sinalizacio
Dominio LRR. N-terminal:
sinalizador de elementos
. - - envolvidos na modulacio da
Dominio de interagio para S
elementos de sinalizagio ativagio. Dominio LRR C-terminal: dominio de
posterior. mteragdo para um ativador anterior.
~ /
~ oY '{ﬁ
O\, _m—
o-0
CCorTIR NB! LRR LRR LRR LRR
Cument Opinion in Plant Biolegy

Figura 1. Dominios estruturais das proteinas TIR-NBS-LRR. Essas proteinas
apresentam um dominio baseado na plataforma para montagem dos varios
fatores regulatérios possiveis. Fonte: Adaptado de Belkhadir et al., 2004.

A ativacdo das proteinas R resulta na indugdo de uma rapida resposta de defesa
que é caracterizada por rapidos fluxos de célcio e de ferro, uma explosdo oxidativa
extracelular, a reprogramacdo transcricional nos sitios infectados e nas regifes
periféricas a estes, e termina com a ocorréncia da RH. O somatorio desses eventos cessa
o crescimento do patogeno (Belkhadir et al., 2004; Jones & Takemoto, 2004; Greenberg
& Vinatzer, 2003; Nimchuk et al., 2003). A RH ndo permite que ocorra a extensdo da
infeccdo além da célula infectada, o que pode retardar o crescimento do patégeno em
muitas interacGes, particularmente as que envolvem os parasitas haustoriais (Jones &
Dangl, 2006).

O conhecimento do sistema imune vegetal pode ser representado como um
modelo que apresenta quatro fases, denominado modelo “zigzag” (Figura 2). A primeira
fase desse modelo refere-se a imunidade basal. Barreiras quimicas e fisicas nos tecidos
sdo desenvolvidas pela planta para evitar a invasdo pelo patdgeno e a resposta imune
induzida é desencadeada pelo reconhecimento dos PAMPs ou MAMPs pelos receptores
extracelulares especializados do hospedeiro tipo quinase (Jones & Dangl, 2006). Os
PAMPs podem ser considerados elicitores de defesa e sd&o moléculas
evolucionariamente conservadas e estaveis sendo, muitas vezes, indispensaveis para a

sobrevivéncia do patdégeno, como por exemplo a quitina, que € um componente da
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parede celular dos fungos (Nirnberger et al., 2004; Zipfel & Felix, 2005; Dry et al.,
2010).

A resposta imune basal compreende uma variedade de mecanismos de defesa,
como por exemplo, rearranjos na estrutura do citoesqueleto e a inducdo de compostos
antimicrobianos como as fitoalexinas (Dry et al., 2010). A resposta basal desencadeada
pelas plantas ndo inibe a colonizacdo do patdgeno. No entanto, limita a extensédo da
propagacao, pois a acdo das proteinas R acelera e amplifica o processo de resposta inata
basal (Belkhadir et al., 2004).

Na segunda fase do modelo, os patdgenos empregam efetores que contribuem
para a viruléncia, ou seja, 0s patdgenos encontraram vias de evitar e/ou suprimir
ativamente a resposta imune basal do hospedeiro através da evolucdo das moléculas
efetoras. Consequentemente, esses patégenos manipulam as funcdes celulares da planta
a fim de facilitarem a infec¢do. Os efetores podem interferir com a PTI (do inglés
PAMP-triggered immunity), o que resulta na suscetibilidade desencadeada pelos
efetores (ETS, do inglés effector-triggered susceptibility) (Jones & Dangl, 2006;
Takken et al., 2006; Dry et al., 2010).

Na terceira fase, um dado efetor é especificamente reconhecido por uma das
proteinas TIR(CC)-NBS-LRR, o que resulta no efetor desencadeando a imunidade (ETI,
do inglés effector-triggered immunity). Esse reconhecimento pode ser indireto ou pelo
reconhecimento direto de um efetor por uma proteina TIR(CC)-NBS-LRR (Jones &
Dangl, 2006). Nessa fase é desencadeado o processo de defesa gene-a-gene, o qual é
baseado na presenca das proteinas codificadas pelos genes R que atuam no
reconhecimento dos efetores raca especifica (proteinas Avr). As proteinas R monitoram
a integridade dos componentes do sistema imune basal, baseado no reconhecimento dos
PAMPs. Qualquer perturbacdo dos componentes pela acdo efetor/proteinas Avr pode
desencadear uma maior tradugdo das proteinas R (Takken et al., 2006).

Este € o estagio inicial da disputa planta-patégeno envolvendo a resisténcia
especifica através dos genes R, 0s quais permitem que a planta detecte os efetores que
suprimem a defesa. Essa interacdo inicia a resposta imune desencadeada pelo efetor,
restaurando dessa forma a resisténcia ao patdgeno, através da inducéo da expressdo dos
genes R (Dry et al., 2010).

A resposta ETI é similar a resposta do tipo PTI, porém amplificada e ocorrendo

em um menor periodo de tempo, resultando na resisténcia e geralmente acarreta na RH
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em torno do sitio de infeccdo, evitando assim o avanco do patégeno (Jones & Dangl,
2006).

Na quarta fase do modelo, a selecdo natural direciona o patdgeno a evitar a ETI,
pela diversificacdo dos efetores reconhecidos ou pela aquisi¢do de efetores adicionais
que suprimem a ETI. Assim, a selecdo natural resulta em novos genes R especificos, e

permite que a ETI possa ser desencadeada novamente (Jones & Dangl, 2006).
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Figura 2. Modelo “zigzag” o qual apresenta o resultado quantitativo do sistema imune
vegetal. Adaptado de Jones & Dangl (2006).

2.7 Genes de suscetibilidade

Apds 1905, quando Biffen demonstrou que para a interacdo trigo x ferrugem
amarela a heranga da resisténcia era monogénica, um crescente nimero de estudos
indicou que, em muitos casos, a heranga do carater resisténcia ocorre de uma maneira
simples, geralmente monogénica e dominante. A ocorréncia de genes de resisténcia
monogénicos recessivos também é observada, porém menos frequentemente (Parlevliet,
1995).

Nas Ultimas décadas, em consequéncia da evolugdo no conhecimento genético
das bases da resisténcia, considera-se que a resisténcia pode ser alcancada por diferentes
maneiras. Uma delas é pela presenca de um gene R que ira atuar reconhecendo o
correspondente efetor do patdgeno. Uma segunda maneira de alcancar a resisténcia é
pela auséncia de genes S, genes requeridos para a suscetibilidade (Pavan et al., 2010).
Genes S sdo responsaveis pela codificacdo de moléculas alvo dos efetores que irdo atuar
tanto como fatores de suscetibilidade quanto como reguladores negativos da resposta de

defesa, assim inibindo a transducdo de sinal que desencadearia a RH (Pavan et al.,
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2010). Dessa forma, um gene S pode ser definido como um gene dominante e, quando
da perda de sua funcdo ou quando presente na forma recessiva, este permite a expresséo
da resisténcia (Eckardt, 2002).

A caracterizacdo funcional de genes S tem revelado que estes genes codificam
proteinas que sdo essenciais para o patdgeno, tanto para o seu crescimento quanto para o
processo de infeccdo induzido por este nas células. Esses processos sdo essenciais para
que o patdgeno estabeleca e mantenha o processo de infec¢do nas plantas. Porém, as
proteinas S também podem estar associadas a regulacdo negativa da resposta de defesa
(Pavan et al., 2010).

Para a interacdo cevada x oidio, a resisténcia conferida pela perda de funcéo do
gene MLO tem sido considerada um tipo Unico de imunidade vegetal. No entanto,
atualmente sabe-se que a auséncia da proteina hospedeira (MLO) é quem converte a
interacdo compativel hospedeiro x patdbgeno em uma interacdo incompativel,
apresentando um mecanismo molecular similar ao apresentado pela resisténcia nédo
hospedeira (Humphry et al., 2006). Ou seja, a perda da funcionalidade do gene S é que
resulta na resisténcia contra o patdgeno especializado, a qual apresenta caracteristicas
similares a resisténcia ndo hospedeira, amplo espectro e duravel. E, como descrito
anteriormente, a resisténcia apresentada por cultivares de cevada que apresentam o alelo
mutante (mlo) ao oidio é bastante duravel (Jorgensen, 1992) e é manifestada pela
incapacidade do fungo em penetrar a parede celular de células da epiderme devido a
reestruturacdo e fortalecimento desta conferida pelo acimulo de calose (Huckelhoven et
al., 1999).

Assim, a exploracdo de alelos de genes S, insensiveis a manipulacdo pelos
efetores do patégeno, € uma estratégia que pode ser adotada pelos programas de
melhoramento e assim complementar a resisténcia conferida pelos genes R (Pavan et
al., 2010).

2.8 Sinalizagido hormonal

ApOs a ativacdo da PTI ou da ETI, varios horménios vegetais atuam como
moléculas chaves e desencadeiam uma rede de transducdo de sinal do sistema imune
vegetal. Os hormonios vegetais, assim como em animais, foram primeiramente
relacionados como moléculas reguladoras do crescimento e do desenvolvimento
(Santner & Estelle, 2009). O &cido salicilico (AS) e o &cido jasmonico e seus derivados,

coletivamente denominados jasmonatos (AJ), estdo intimamente relacionados com o
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processo de defesa (Browse, 2009). No entanto, hormoénios como o etileno, acido
abscisico, giberelinas, auxinas, citocininas, brassinosterdides e o 6xido nitrico (NO)
também estdo envolvidos com o processo de modulacdo do sistema imune vegetal
(Pieterse et al., 2013).

Mudangas nas concentragdes hormonais ou na sensibilidade a estes sdo
desencadeadas durante as interagdes planta x patégeno e, tais mudancas, mediam uma
gama de respostas adaptativas das plantas, as quais, geralmente, acarretam em um custo
associado ao crescimento e ao desenvolvimento da planta (Pieterse et al., 2013; Leone
etal., 2014).

InteracBes antagodnicas e sinérgicas entre diversas vias de transducdo de sinal
hormonais adicionam uma camada extra de regulagéo, do balango entre o crescimento,
desenvolvimento e as respostas de defesa, denominada interacdo hormonal, que fornece
a planta a capacidade para regular finamente seu sistema imune, bem como utilizar seus
recursos de maneira eficiente (Pieterse et al., 2013; Leone et al., 2014).

A via de resposta do AS ¢é efetiva contra patdgenos biotroficos. O AS é um
composto fenolico que pode ser sintetizado a partir do corismato através de duas vias
enzimaticas distintas. Uma via envolve a fenilalanina aménia liase (PAL) e a segunda
via envolve a enzima isocorismato sintase (ICS/SID2) (Pieterse et al., 2013). A
biossintese do AS é desencadeada durante a PTI e ETI diante do reconhecimento dos
PAMPs ou efetores do patgeno e a mudanca nos niveis de Ca®* é um evento
sinalizador para induzir a biossintese do AS (Pieterse et al., 2013).

Durante a PTI, imediatamente apds a inducdo da biossintese de AS, as proteinas
do tipo lipase EDS (do inglés, ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY1) e PAD4
(do inglés, PHYTOALEXIN DEFICIENT4) atuam na biossintese deste hormonio. No
entanto, quando a ETI é iniciada pelas proteinas TIR-NBS-LRR, a biossintese do AS é
mediada pelas mesmas proteinas que mediam quando da ocorréncia da PTI (EDS e
PAD4), ja quando a ETI € iniciada por proteinas do tipo CC-NBS-LRR, a inducéo a
biossintese do AS €é desencadeada pelas proteinas NDR1 (do inglés NON-RACE-
SPECIFIC DISEASE RESISTANCE) (Bernoux et al., 2011; Pieterse et al., 2013).

A sinalizagdo apds a biossintese do AS é em grande parte controlada pela
proteina reguladora NPR1 (do inglés, NONEXPRESSOR OF PR GENES), a qual
quando ativada pelo AS atua como coativadora da transcricdo de genes relacionados
com a resposta de defesa. Assim, numerosos estudos tém revelado que as proteinas

NPR1 sdo reguladoras importantes da resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Dong,
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2004; Moore et al., 2011; Pajerowska-Mukhtar et al., 2014). A SAR € considerada uma
consequéncia da agdo concomitante da PTI e/ou ETI, desencadeando mudancas
transcricionais, elevando a concentragdo celular de AS, na inducdo de multiplas cascatas
de sinalizacdo, bem como na producdo de proteinas antimicrobianas como as proteinas
PR (Pajerowska-Mukhtar et al., 2014).

As proteinas PR (do inglés, PATHOGENESIS RELATED) sdo codificadas
pelos genes PR, que compdem uma familia génica que codifica inimeras proteinas com
atividade antimicrobiana. Entre os genes PR, o melhor caracterizado é o gene PR-1, 0
qual é empregado como um marcador associado a resposta de defesa dependente do AS
(Pieterse et al., 2013).

O AS é considerado o principal fitohérmonio sinalizador a resposta de defesa.
Esse horménio atua tanto induzindo a morte celular programada quanto suprimindo a
ocorréncia desta, dependendo do fator de aviruléncia do patdgeno ou da interacdo
hospedeiro x patégeno (Greenberg & Yao, 2004).

Vaérios fatores de transcricdo da familia WRKY apresentam inducdo da sua
expressao sob infeccdo com virus, bactérias ou oomicetos, pela a¢do dos elicitores do
fungo e, também ha aumento dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) de WRKY pela
sinalizacdo desencadeada por substancias como o AS (Eulgem et al., 2000). Esses
fatores de transcricdo atuam ativando ou reprimindo as respostas de defesa dependentes
do AS, o que salienta o papel desses fatores de transcri¢do na resisténcia mediada pelo
AS (Pieterse et al., 2013).

A proteina NPR1 esta envolvida no crescimento, desenvolvimento e em diversas
vias de sinalizacdo do sistema imune, tais como na SAR, na resisténcia sistémica
induzida, na ETI, bem como mediando a interacdo entre AS e outros fitohérmonios.
Plantas em que NPR1 ndo é funcional apresentam deficiéncia na expressdo dos genes
PR e, no geral, ndo sdo capazes de induzir a SAR em resposta a infeccdo do patdgeno
(Pajerowska-Mukhtar et al., 2014).

A translocagdo nuclear da proteina NPR1 é um passo regulatério importante
durante a sinalizacdo dependente do AS. Nas células ndo infectadas, a maioria das
proteinas NPR1 estd sequestrada no citoplasma, na forma de oligdbmeros através de
ligagOes dissulfeto intermoleculares. Os monoméros de NPR1 que constitutivamente
translocam para o nucleo, mesmo que em pequena quantidade, sdo ubiquitinados e
marcados para degradacdo via proteossomo, para previnir a ativacdo de genes alvos de

NPR1 (Spoel et al., 2009). Nas células induzidas pelo AS, grandes quantidades de
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monoméros de NPR1 translocam para o nucleo via proteinas presentes nos poros
nucleares. No nucleo, os monémeros de NPR1 interagem com membros da subclasse
TGA da familia de fatores de transcricdo bZIP (do inglés, basic leucine zipper), os quais
se ligam aos promotores dos genes responsivos ao AS, tais como PR1, resultando assim
na ativacdo destes genes (Després et al., 2000; Pieterse et al., 2013).
Concomitantemente, NPR1 é fosforilado, ubiquitinado via E3 ubiquitina ligase e
marcado para a degradacéo pelo proteossomo (Pieterse et al., 2013).

Proteinas como NIMIN1, 2 e 3 (do inglés, NIM1-INTERACTINGL, 2 e 3) e
SNI1 (do inglés, SUPPRESSOR OF nprl INDUCIBLEL) interagem com NPR1 e
atuam como reguladores negativos. Essas proteinas mantém os genes regulados pelo AS
e por NPR1 sob controle (Pieterse et al., 2013). As proteinas NIMINs inibem a
atividade promotora dos genes de defesa, provavelmente por interagirem com os fatores
de transcricdo TGA, enquanto que SNIL1 reprimem o0s genes de defesa através de
associacdo com a regido promotora desses, provavelmente pela interagdo com uma
proteina de ligagdo ao DNA (Song et al., 2011).

Sob ativacdo da sinalizacdo do AS, SIN1 é removido da regido promotora
através de interacdo fisica com proteinas de reparo de danos do DNA como SSN2 (do
inglés, SUPPRESSOR OF snil 2) e RAD51D (do inglés, RAS ASSOCIATED WITH
DIABETES51D). Um complexo de RAD51 (um pardlogo de RAD51D) e BRCA2A (do
inglés, BREAST CANCER2A) sdo também recrutados para a regido promotora de PR-
1, os quais juntamente com SSN2 e RAD51D induzem a expressdo dos genes
associados as respostas de defesa, provavelmente permitindo o acesso ao DNA (Durrant
et al., 2007; Pieterse et al., 2013).

Assim que a via do AS ¢ ativada no sitio de infeccdo, a resisténcia é induzida nas
partes distais da planta, com o objetivo de proteger os tecidos ndo afetados contra
possiveis invasdes do patdgeno, ou seja, em funcdo dos custos associados ao
mecanismo de defesa, as plantas evoluiram mecanismos que podem ser ativados ou
amplificados em resposta ao ataque (Heil & Ton, 2008).

Mesmo que a RH ndo seja necessaria a ocorréncia da SAR, em alguns casos tem
se observado a ocorréncia da SAR em tecidos sadios durante ou logo apds a ocorréncia
da RH no sitio de infec¢do (Mishina & Zeier, 2007).

O reconhecimento do produto dos genes Avr pelos receptores do hospedeiro
induz a cascata de transducdo de sinal, a qual ocorre como uma consequéncia da

mudanca conformacional que ocorre nas proteinas receptoras do hospedeiro e acarretam



40

na resposta de defesa. No caso da RH, os principais sinais envolvidos na ativagdo deste
mecanismo sdo 0s canais i0nicos, as proteinas de ligagdo GTP (proteinas G) e as
proteinas quinases, espécies reativas de oxigénio (ROS), NO, bombas de influxo de
protons e Ca?* e efluxo de K* e CI, proteinas quinases ativadas por mitogenos
(MAPKSs), o AS e o etileno (lakimova et al., 2005; Zhao et al., 2005). As MAPKs
encontram-se envolvidas na regulacdo da homeostase redox e na via de sinalizagdo do
AS em Arabidopsis (Love et al., 2008).

2.9 Aspectos moleculares, bioquimicos e histologicos associados a resisténcia

parcial apresentada pela cultivar URS 21

As ROS, especialmente H.O2, O2", OH" e a espécie reativa de nitrogénio, NO,
atuam como importantes moléculas sinalizadoras regulando a RH. Essas moléculas sdo
produzidas nos sitios de infeccdo e apresentam fungdo antimicrobiana (Love et al.,
2008). Entre os efeitos que essas moléculas apresentam sobre a resposta de defesa,
destaca-se o fortalecimento das paredes celulares.

A cultivar URS 21 reduz o acimulo de ROS apds infeccdo pela inducdo da
sintese de compostos fenolicos associados a parede celular, o que indica que o
mecanismo de resisténcia parcial apresentado por essa cultivar, ao contrario da RH,
induz primeiramente a morte do fungo e posteriormente a morte das células infectadas
(Figueird et al., 2015). Esses resultados indicam que a resisténcia parcial apresentada
por URS 21 provavelmente ndo esta associada com a ocorréncia de estresse oxidativo,
pois a expressdo e a atividade de enzimas como ascorbato peroxidase, catalase e
glutationa redutase, cuja atividade estd associada a detoxificacdo de ROS apoés
inoculacdo com P. coronata, ndo apresentam aumento (Figueiro et al., 2015).

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular que
apresentam atividade antimicrobiana. Sdo induzidas pela ocorréncia de estresse e fazem
parte do repertorio de defesa. Assim, esses metabolitos compdem um grupo heterogéneo
de compostos que apresentam atividade bioldgica contra uma ampla variedade de
patdgenos e sdo considerados marcadores moleculares da resposta de defesa (Ahuja et
al., 2012).

Em aveia, o grupo de compostos antioxidantes fenolicos denominados
avenantramidas tem sido caracterizado como fitoalexinas. O acumulo de
avenantramidas € desencadeado por elicitores tais como quitina, victorina e

benzotiadiazol (agroquimico que elicita a SAR). Quando da ocorréncia de interacdo
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incompativel entre aveia e P. coronata hd um acumulo desses compostos, 0s quais
passam de niveis ndo detectaveis a niveis significativamente maiores apés a interacdo
e/ou a SAR ser elicitada (Wise, 2011). O acumulo de avenantramidas é considerado um
importante mecanismo de defesa contra patdgenos.

Tanto na ocorréncia de interacdo compativel quanto incompativel entre aveia e
P. coronata ha acimulo de transcritos de hidroxiantranilato hidroxicinamoiltransferase
(AsHHT) e cafeoil-CoA3-O-metiltransferase (CCoAOMT), os quais estdo envolvidos na
biossintese de fitoalexinas. No entanto, na interacdo incompativel, o acumulo de
transcritos ocorre mais precocemente e apresenta diferenca significativa quanto ao
acumulo de avenantramidas (Yang et al., 2004). Assim, esses genes sdo considerados
importantes para a defesa contra 0 agente causador da ferrugem da folha e podem estar
envolvidos na biossintese de avenantramidas.

A biossintese de avenantramidas e a RH ocorrem nas mesmas células. Portanto a
producdo de avenantramidas pode ser um dos eventos que compdem a cascata de
sinalizagéo que culmina na RH (Ahuja et al., 2012).

A expressao relativa de CCoOAOMT, gene que codifica a enzima responsavel pela
conversdo de cafeoil CoA em feruloil CoA, apresentou um aumento significativo no
genétipo URS 21 (parcialmente resistente a ferrugem da folha da aveia) quando
inoculado com P. coronata em 48 e 120 hai, enquanto que na cultivar URS 22
(suscetivel a ferrugem da folha) observou-se reducdo da expressdo relativa do gene ap6s
a inoculacdo (Figueird et al., submited). Por outro lado, para o gene AsHHT, envolvido
na catalise da N-acilagdo de hidroxiantranilato com hidroxicinamoil-CoA para a
formacédo de avenantramidas, apresentou um aumento da sua expressdo para 0 genétipo
parcialmente resistente 24 hai, enquanto que para o gendétipo suscetivel houve uma
reducdo da expressao relativa desse gene apds o desafio com P. coronata.

Maiores niveis de compostos fendlicos em plantas adultas da cultivar URS 21,
foram detectados no periodo entre 24 e 72 hai quando comparado com 0 hai (controle) e
6 hai (Figueir6 et al., 2015). Porém ndo houve correlagdo com o aumento da expressao
dos genes AsHHT1 e CCoAOMT para esse gendtipo, mas apenas para o genotipo URS
22 (Figueird et al., submited).

Muitos elicitores fungicos estimulam a via dos fenilpropanoides, em funcéo
dessa via induzir um acumulo de compostos fenolicos e outros compostos requeridos
para o fortalecimento da parede celular. Esse processo ocorre como uma barreira fisica

que bloqueia a propagacdo do patdgeno (Zhao et al., 2005).
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O deposito de calose nos tecidos € considerado um dos primeiros passos da
resposta de defesa das células vegetais contra a invasdo de patdgenos. Calose é um
polissacarideo linear (B-1,3 glicana) que apresenta um importante papel em diferentes
estagios de desenvolvimento da planta, bem como na resposta de defesa (Pirselovd &
Matusikova, 2013). A indugcdo ao acUmulo de calose esta associado a estrutura
morfologica das papilas, que sdo rapidamente criadas no sitio de infeccdo do patogeno.
As papilas, localizadas no espaco entre a membrana plasmaética e a parede celular atuam
como barreiras mecanicas, e sdo compostas por toxinas antimicrobianas, compostos
fenolicos, pectina, celulose, suberina, lipidios, silicio bem como proteinas especificas da
parede celular além da calose (Heath, 2002).

O mecanismo de acuimulo de calose é controlado por diversas vias de
sinalizacdo, as quais variam de acordo com as condi¢des ambientais e com os PAMPs
que interagem com as células do hospedeiro. O controle da sintese de calose é mediado
pelas proteinas G (Pirselova & Matusikova, 2013).

Em URS 21, ndo se observaram diferencas no periodo latente, nem na area das
colbnias individuais produzidas pelo patégeno, indicando que 0s mecanismos de
resisténcia ndo previnem o desenvolvimento das col6nias, mas sim retardam ou limitam
0 desenvolvimento das pustulas, o que resulta no desenvolvimento de uma menor
quantidade de pustulas. O tipo de infeccdo observado diferiu do apresentado pela
cultivar suscetivel URS 22, sugerindo que o desenvolvimento inicial de P. coronata nos
gendtipos avaliados € bastante similar em funcdo de ndo haver um mecanismo que
retarde a taxa de desenvolvimento do fungo nas primeiras 120 hai (Graichen et al.,
2011).

Como consequéncia da morte celular tardia observada para o genotipo URS 21,
e sendo sabido que em genotipos que apresentam um nivel de resisténcia intermediario,
a morte celular ocorre relativamente tarde, se comparada com genotipos que apresentam
a resisténcia conferida pela acdo de genes de efeitos maiores. N&o ocorre a morte do
fungo subitamente, assim ele pode continuar a se desenvolver lentamente de tal forma
que a reacdo ndo pode ser designada como RH per se (Barilli et al., 2009; Graichen et
al., 2011).

Assim, devido ao fato de a morte celular no genoétipo URS 21 ocorrer a partir de
120 hai e em grupos de células dispersas (ndo uniformemente), é sugerido que esse
gendtipo apresente um mecanismo de resisténcia distinto, o qual induz primeiro a morte

do fungo e posteriormentea morte das células da planta (Graichen et al., 2011). O
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desenvolvimento de coldnias associadas a compostos fendlicos com ocorréncia de
autofluorescéncia no periodo de 120 hai, foi observado, o que indica que a presenga dos
compostos fluorescentes no gendtipo URS 21 previne o desenvolvimento do patégeno,
a reducdo do tecido esporogénico. A morte celular que ocorre nesse genotipo,
provavelmente, ndo ocorre devido a RH, mas sim em consequéncia do acimulo de
compostos fenolicos, agindo assim na prevencdo do desenvolvimento de futuras
col6nias do fungo.

A heranca genética da resisténcia parcial de URS 21, avaliada a partir de uma
populacdo segregante obtida do cruzamento entre as cultivares URS 21 e URS 22
parece ser raga nao especifica e foi caracterizada como oligogénica (Zambonato et al.,
2012). Sendo esse carater conferido por dois locos de efeito maior sobre o fenétipo,
parcialmente dominantes, e trés locos completamente dominantes, com menor efeito
sobre o fenotipo, sendo que um dos locos de maior efeito sobre o fenétipo confere a
resisténcia quando na forma recessiva.

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de técnicas perimitiram o estudo do
transcriptoma. Assim, analises do transcriptoma sdo realizadas objetivando a
identificacdo de componentes moleculares que sejam responsaveis por conferirem
mecanismos fisioldgicos. Neste contexto, Figueird et al. (submited) realizaram um
RNA-seq para identificar transcritos induzidos em plantulas do genétipo URS 21
guando desafiado com P. coronata. Dentre as sequéncias induzidas identificadas,
inimeras delas encontram-se associadas com processos relacionados ao metabolismo
secundario, como por exemplo, sequéncias relacionadas a biossintese de compostos
fendlicos e saponinas, bem como sequéncias cujas provaveis proteinas codificadas
encontram-se associadas com o reconhecimento do patégeno, como as proteinas NBS-
LRR, relacionadas com o processo de sinalizacao, estresse oxidativo, defesa e membros
da familia génica MACPF (do inglés, Membrane attack complex perforin). Esses
resultados corroboram trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa indicando
qgue o possivel mecanismo associado a resisténcia parcial a ferrugem da folha no
genotipo URS 21 se deve a indugdo do metabolismo secundario e ndo a ocorréncia de

estresse oxidativo (Figueird et al., submited).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacao da area experimental

Os ensaios foram realizados na Estacdo Experimental Agrondmica (EEA) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizada as margens da Br-
290, no interior do municipio de Eldorado do Sul, RS, a 30°07’S de latitude e 51°40°W
de longitude. O local apresenta altitude média de aproximadamente 46 metros acima do
nivel do mar.

O local é caracterizado, de acordo com a classificacdo de Koeppen, por
apresentar clima do tipo Cfa, ou seja, subtropical imido de verdo quente. Apresenta
uma precipitacdo anual média de 1400 mm e temperatura média variando entre 14 e
25°C, ao longo de ano (Bergamaschi et al., 2003).

O solo na regido, de acordo com a classificacdo brasileira de solos, é do tipo
Argissolo Vermelho Distrofico Tipico, pertencendo a unidade de mapeamento de Sao
Jerdnimo, RS (Streck et al., 2008).

3.2 Ensaios a campo

3.2.1 Material Vegetal e conducéo dos ensaios

Os experimentos foram conduzidos em condi¢fes de campo, durante os anos de
2013, 2014 e 2015 ao longo das estagdes inverno/primavera. Durante os trés anos, uma
populagéo segregante composta por 167 linhagens recombinantes Feo, Fe:10 € Fe:11,
respectivamente aos anos descritos acima, foi avaliada para a caracterizagéo da heranga
do carater resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia. Cada linhagem foi
denominada de Linhagem 1 a Linhagem 168. A Linhagem 55 néo foi avaliada ao longo
dos trés anos de realizacdo dos ensaios pois a mesma foi extinta.

As linhagens recombinantes foram obtidas pelo método descendente de semente

unica modificado, resultantes do cruzamento entre a linhagem UFRGS 988012-1 e a
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cultivar UFRGS 19. Os parentais utilizados nesse estudo se classificam como
parcialmente resistente e altamente suscetivel a ferrugem da folha, respectivamente. A
linhagem UFRGS 988012-1 é descendente do cruzamento UFRGS 10 / CTC 84B993,
enquanto a cultivar UFRGS 19 se origina do cruzamento UFRGS 841110 / UFRGS
884021-1.

UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 sdo aparentadas atraves dos ancestrais Coronado
e Cortez, as quais sdo cultivares irmés (oriundas do mesmo cruzamento), desenvolvidas
pela Universidade Texas A&M. As genealogias dos genitores dos gendtipos em estudo
sdo: UFRGS 10 = C1217 / (Coronado x BCLA); CTC 84B993 = CI8235 / Ken631 /
MN720183; UFRGS 841110 = CRcpx / SRcpx // Barrow 79; UFRGS 884021-1= Coker
81C72 // Coronado? / Cortez® / Pendek / ME 1563. Onde CRcpx (do inglés, crown rust
complex) significa que € uma de varias combinacdes de cultivares comerciais cruzadas
com A. sterilis, desenvolvidas pela Universidade do Texas, sem saber-se que
combinacdo parental é essa. Enquanto que SRcpx é uma das varias combinagdes
envolvendo as linhagens TAMO-301, TAMO-312, Coker 227, Coker 234 e CI 9221,
também desenvolvidas pela Universidade Texas A&M.

Os experimentos foram conduzidos em uma area na qual o sistema de plantio
direto associado ao emprego de semeadura mecénica foi realizado, utilizando uma
semeadora de parcelas experimentais. Nessa area, ocorre 0 processo de rotacdo de
culturas, sendo que no inverno/primavera ocorre a semeadura de aveia seguido do
cultivo de milho durante a primavera/verdo. No ano seguinte, durante o inverno ocorre o
cultivo de alguma cobertura (nabo forrageiro ou ervilhaca) ou pousio da area, seguido
pelo cultivo de soja na préxima primavera/verdo.

O delineamento empregado foi o de blocos completamente casualizados, com
trés repeticdes, para cada ano, sendo cada parcela composta por duas linhas com 1,5 m
de comprimento, com espacamento de 0,2 m entre as linhas e 0,4 m entre parcelas. Em
cada parcela foram utilizadas aproximadamente 100 sementes.

As semeaduras ocorreram nos dias 28 de junho de 2013, nove de julho de 2014 e
primeiro de julho de 2015, com as germinagdes nos dias sete de julho, 18 de julho e dez
de julho, respectivamente. Os parentais, UFRGS 19 e UFRGS 988012-1, foram
repetidos aleatoriamente a cada 50 gendtipos e, como marcador morfologico foram
utilizadas plantas de trigo, sendo essas semeadas a cada 50 genotipos.

Durante os trés anos, 0s ensaios receberam os tratos culturais indicados para a

cultura da aveia, de acordo com as recomendagdes da Comisséo Brasileira de Pesquisa
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da Aveia (2006). A adubacio de base foi realizada empregando-se 300 kg.ha* de NPK
(na férmula 5-30-15). Quando as plantas se encontravam com trés a quatro e seis folhas
foram realizadas adubagdes de nitrogénio em cobertura, na forma de uréia, contendo a
aproximadamente 27 kg.ha de nitrogénio.

A inoculacdo do patdgeno ocorreu naturalmente em todos os anos de avaliacéo,
por consequéncia, a populacdo de P. coronata era composta por uma mistura de racas
que ocorrem na regido do sul do Brasil. Nenhum controle quimico foi realizado para o

controle da doenca durante os trés anos.

3.2.2 Avaliagéo dos ensaios

Para a caracterizacdo da heranca do carater resisténcia parcial a ferrugem da
folha da aveia na populacdo segregante obtida a partir do cruzamento entre UFRGS
988012-1 e UFRGS 19, foi avaliada a severidade da ferrugem da folha. A severidade foi
estimada de forma sequencia sobre cada parcela, em intervalos de 3 a 14 dias.

As avaliagOes tiveram inicio quando do surgimento das primeiras pustulas e
findaram quando as parcelas iniciaram o processo de senescéncia foliar, ao final do
ciclo das plantas. A severidade foi considerada como percentagem média da area foliar
infectada na parcela considerando, portanto, todas as plantas da parcela, avaliadas de
modo visual.

Para a avaliacdo da severidade, utilizou-se o aplicativo computacional
DISTRAIN (Disease Training), o qual foi desenvolvido por Tormelin & Howell (1988),
para a realizacdo do treinamento e posterior avaliacdo da doencga a campo, iSso porque 0
aplicativo através de imagens permite simular a avaliacdo da percentagem de area foliar
que apresenta sintomas da doenca e ratifica o avaliador durante série continua de
simulacdes.

O progresso da doenca foi avaliado através de leituras sequenciais da severidade.
A severidade foi avaliada visualmente, como a porcentagem de area foliar coberta por
pUstulas da doenca relativa a area foliar da parcela como um todo. A severidade da
doenca na ultima avaliagdo foi considerada e denominada severidade final, e também
foi expressa em percentagem. As avaliacOes foram feitas individualmente para cada
parcela.

Em 2013, foram realizadas doze avaliacdes e, em 2014 e 2015, onze avaliages.
As avaliagOes referentes ao ano de 2013 foram realizadas pela mestre Carolina Tessele.

As datas nas quais as leituras sequenciais da severidade da ferrugem da folha foram
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avaliadas, ao longo dos trés anos de realizacdo dos ensaios, sdo apresentadas na Tabela
2. As leituras apresentaram um intervalo medio de seis dias para os anos de 2013 e 2014
e sete dias para 0 ano de 2015.

Tabela 2. Datas em que as leituras sequenciais da severidade foram realizadas durante
0s trés anos de realizacdo dos ensaios.

Leitura/ano 2013 2014 2015
Leitura 1 30/08 24/08 07/08
Leitura 2 05/09 07/09 18/08
Leitura 3 19/09 14/09 21/08
Leitura 4 24/09 17/09 25/08
Leitura 5 27/09 22/09 28/08
Leitura 6 30/09 25/09 01/09
Leitura 7 03/10 28/09 08/09
Leitura 8 08/10 03/10 15/09
Leitura 9 15/10 10/10 23/09

Leitura 10 18/10 15/10 06/10

Leitura 11 22/10 21/10 13/10

Leitura 12 31/10 - -

Eldorado do Sul, 2013, 2014 e 2015.

3.2.3 Determinacdo da Area Sob a Curva do Progresso da Doenga (ASCPD)

A partir dos dados coletados da severidade da doenca, foram tracadas as curvas
de progresso da doenca para cada linhagem da populacdo avaliada e se calculou a area
sob a curva de progresso da doenca (ASCPD), através da integracdo trapezoidal da
curva de cada linhagem para cada parcela, conforme a formula proposta por Das et al.
(1992):

n

AsCPD = Y P s (1, — 1)
i=1

Onde:

yi = percentagem da area foliar afetada pela ferrugem da folha na i-ésima
observacgao;

ti = tempo (em dias apds o aparecimento da primeira pustula) no momento da
i-ésima observacao;

n = namero total de observagoes
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3.2.4 Determinacao da Area Sob a Curva do Progresso da Doenca Relativa
(ASCPDNC)

Para poder realizar a comparacdo dos resultados obtidos através do célculo da
ASCPD entre 0s genotipos que apresentaram diferenca quanto ao nimero de dias de
avaliacdo, os valores da ASCPD foram normalizados e corrigidos, para obtencdo da
ASCPD relativa (ASCPDNC), pela divisdo dos valores calculados da ASCPD pelo
ndmero de dias da primeira a ultima avaliacdo da severidade para cada linhagem
avaliada, e multiplicacdo dos valores resultantes pelo nimero de dias entre a primeira e
a ultima leitura de severidade do ensaio, conforme proposto por Graichen (2006).

Assim, a formula empregada para o calculo da ASCPDNC foi:

ASCPDNC = {{Z[%] * (L1 —t)}/n}=c

Onde:

yi = percentagem da area foliar afetada pela ferrugem da folha na i-ésima
observacgao;

ti = tempo (em dias apds o aparecimento da primeira pdstula) no momento da
i-ésima observacdo;

n = namero de dias entre o inicio da doenca e a Ultima avaliacdo da doenca para
a linhagem em questao;

¢ = periodo total da duracdo da epidemia para o ensaio como um todo.

3.2.5 Distribuicao de frequéncias da ASCPDNC

A andlise de distribuicdo de frequéncias foi realizada levando-se em
consideragdo a média da ASCPDNC, em cada ano de avaliagdo, para cada linhagem
recombinante da populacdo em estudo. A distribuicdo de frequéncias também foi
realizada para as parcelas de cada gendtipo parental, dentro de cada ano de avaliag&o.

A construcdo dos histogramas de distribuicdo de frequéncias permitiu a
representacdo grafica da distribuicdo da ASCPDNC para cada linhagem. Estas
linhagens foram classificadas como resistentes, intermediarias e suscetiveis a ferrugem
da folha da aveia. Essa classificacdo foi realizada tomando por base os valores obtidos
para a ASCPDNC dos parentais. Assim, foram consideradas resistentes as linhagens que
apresentaram valores de ASCPDNC menores ou iguais, ao maior valor apresentado pelo
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parental parcialmente resistente, UFRGS 988012-1, em qualquer das parcelas avaliadas
naquele ano. As linhagens foram consideradas suscetiveis quando apresentaram valores
da ASCPDNC iguais ou maiores que o menor valor da ASCPDNC do parental
suscetivel, UFRGS 19. E as linhagens que apresentaram valores da ASCPDNC entre 0s
valores dos parentais foram consideradas intermediarias. A realizacdo dessa
classificacdo permite a realizacdo de testes de modelos genéticos, bem como a
determinacdo do numero de locos envolvidos na expressao do carater resisténcia parcial

a ferrugem da folha.

3.2.6 Determinacdo do nimero de locos envolvidos na expressdo do carater

Para a estimativa do nimero de locos envolvidos na expressdo do carater
resisténcia parcial a ferrugem da folha na populacdo de linhagens segregantes em
estudo, foram desenvolvidos e testados modelos genéticos diferentes com base
distribuicbes de frequéncia das classes de resisténcia, dentro de cada ano de avaliagéo,
conforme descrito no item 3.2.5.

Dessa forma, através das frequéncias genéticas, esperadas e observadas, para
cada classe fenotipica ao longo dos trés anos de avaliacdo, estimou-se 0 numero de
locos envolvidos na expressdo do carater. Modelos com trés, quatro e cinco locos foram
testados com base na distribuicdo de frequéncias e submetidos ao teste de aderéncia de

qui-quadrado (x2), a 5% de probabilidade.

X =

(observado — esperado)? ,
Z ,comn — 1 graus de liberdade

esperado
Onde:

observado = numero de linhagens observadas para uma determinada classe
fenotipica;

esperado = numero de linhagens esperadas para uma determinada classe
fenotipica — de acordo com 0 modelo genético de segregacgéo da resisténcia proposto;

n=numero de classes fenotipicas de cada modelo de segregacdo (n=3).
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Para o calculo do numero de genotipos esperados (frequéncia esperada) para
cada modelo genético testado, aplicaram-se a formulas:
Gp= x*-1
Onde:
Gp = gendtipos possiveis;

X =n.° de locos envolvidos na expressao do carater;

1
Fe=n=x (xz)——l
Onde:
n = nimero de linhagens recombinantes (167)

X =n.° de locos envolvidos na expressao do carater;

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa SAS®
8.2 (SAS Enterprise Guide — SAS Institute Inc.).

3.3 Ensaios em condicdes controladas

3.3.1 Validacao do carater resisténcia parcial em plantulas

Devido ao fato de a resisténcia parcial em muitos casos ser efetiva apenas no
estadio de planta adulta, realizaram-se ensaios em plantulas com o objetivo de avaliar o
carater resisténcia parcial nesse estddio para a populacdo recombinante obtida do
cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19, bem como no parental parcialmente

resistente.

3.3.1.1 Material vegetal e conduc¢édo dos ensaios

A populacdo recombinante composta por 167 linhagens Fe9, Fe:10 € Fe:11 foi
avaliada quanto a resisténcia a ferrugem da folha na fase de plantula, durante os anos
2013, 2014 e 2015, respectivamente. Os gendtipos parentais tambem foram avaliados
quanto a expressdo do carater nesse mesmo estadio de desenvolvimento, em todos 0s
anos.

Os gendtipos foram semeados em copos e/ou bandejas plasticas com capacidade
para 150 mL. Esses recipientes foram preenchidos com substrato a base de turfa, e

mantidos sob condic¢Bes controladas de temperatura (22 + 2°C) e fotoperiodo (12h luz :
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12h escuro), nas dependéncias do Departamento de Fitossanidade, da Faculdade de
Agronomia da UFRGS, nos anos de 2013 e 2014, e nas dependéncias do Departamento
de Plantas de Lavoura, da mesma instituicdo, no ano de 2015. As plantulas foram
mantidas sob essas condicbes até apresentarem a primeira folha completamente
expandida, aproximadamente 12 dias apds a semeadura. Apos foram submetidas a
inoculagdo com P. coronata. Como suplementacdo nutricional foi adicionada a solucao

nutritiva Hoagland, quando as plantulas apresentavam 15 dias.

3.3.1.2 Obtencéo do indculo e inoculacéo

Os esporos de ferrugem da folha da aveia empregados para a realizacdo das
inoculagGes em condigBes controladas foram obtidos a partir de coleta realizada nas
dependéncias da EEA, durante o ano de 2013, de folhas de aveia das cultivares UFRGS
19 e URS 22, que apresentavam pustulas caracteristicas da ocorréncia da doenca. Essas
folhas foram levadas até o laboratério de Biotecnologia do Departamento de Plantas de
Lavoura e os uredosporos foram coletados com o emprego de uma bomba de véacuo e
armazenados em capsulas de gelatina.

Inoculacbes em condigdes controladas sobre os genotipos URS 22 e UFRGS 19
foram realizadas com esses uredosporos objetivando a purificacdo do inéculo. Quinze
dias apo6s a inoculagdo, uredosporos de uma Unica pustula foram coletados. Apds quinze
dias, o procedimento de inoculacdo foi repetido para cada monopustula isolada. Essa
estratégia, a qual é baseada em dois isolamentos de monopustulas, foi escolhida para
garantir uma maior pureza dos esporos obtidos. Os uredosporos, ap6s a segunda
purificacdo, foram liofilizados a -40°C por 24h (L10 - Liotop) e armazenados a -80°C
até o dia da inoculacdo. A purificacdo dos uredosporos foi realizada objetivando
eliminar esporos de outras doencas, como ferrugem do colmo e mancha negra e assim,
permitir a inoculacdo apenas de isolados de P. coronata.

Quando da realizacdo dos ensaios para a avaliacdo da segregacdo da resisténcia
parcial em plantula, entre trés e quatro capsulas de gelatina, cada uma contendo esporos
isolados de uma Unica pustula, foram retiradas do ultrafreezer, aquecidas em banho —
maria, a 41°C por dez minutos e entdo os esporos foram resssuspendidos em Gleo
mineral (Soltrol 170; Philips Petroleum Co.) a uma concentragio de 1x10° esporos por
mL.

As plantulas foram inoculadas por aspersdo, mantidas em temperatura ambiente

por cerca de 30 minutos, para que todo o Oleo secasse e, posteriormente, foram
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incubadas no escuro, em condi¢fes de cadmara Umida, com umidade relativa de 100%,
por um periodo de 16 a 20h. Apos a incubacdo em cdmara Umida, as plantulas foram
transferidas para camara de crescimento nas mesmas condicGes descritas anteriormente.
Quinze dias apos a inoculacdo, as plantulas foram avaliadas através da qualificacdo do
TI apresentada pela plantula, adotando-se uma escala que varia de 0 a 4.

O patossistema trigo x P. triticina foi utilizado como base para as avaliagdes
realizadas para a interagdo aveia x ferrugem da folha. A reagdo de resisténcia ou
suscetiblidade, os Tls e os sintomas de P. triticina na primeira folha de plantulas de

trigo (Roelfs et al., 1995) foram usados como modelo (Tabela 3).

Tabela 3. Reacdo, TIs e sintomas de P. triticina sob a primeira folha de plantulas de

trigo.
Reacdo  Tipo de infeccdo Sintomas

R 0 ndo se observa qualquer esporulacdo ou outro sinal de
infeccdo macroscopicamente

R : ndo ha qualquer lesdo porém ocorrem pequenos pontos
necroticos ou clordticos

R 1 pequenas pustulas sdo observadas macroscopicamente
circundadas por pontos necréticos ou clordticos

R 2 plstulas com tamanho pequeno a médio circundadas por
pontos necréticos ou cloréticos

S 3 pUstulas médias, que podem estar associadas com uma area
clorética

S 4 pustulas grandes sem qualquer sinal de necrose ou clorose

Adaptado de Roelfs et al., 1985.

Gendtipos que apresentaram TI equivalente a 0, *;°, 1 ¢ 2 foram considerados
resistentes e aqueles que apresentaram TI equivalente a 3 e 4 foram considerados como
suscetiveis a ferrugem da folha.

A Figura 3 apresenta os sintomas e os tipos de infeccdo de P. triticina na
primeira folha de plantulas de trigo (Roelfs et al., 1985), patossistema utilizado como
base para as avaliacOes realizadas para a interacdo aveia x ferrugem da folha. Um
modelo foi desenvolvido neste trabalho para apresentar os sintomas e TIs na primeira

folha de plantulas de aveia para a interagdo de P. coronata x A. sativa (Figura 4).
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Estes ensaios tiveram delineamento experimental inteiramente ao acaso, sendo o
numero de repeti¢Bes igual a quatro, nos anos de 2013 e 2014 e igual a trés no ano de
2015. Assim como para 0s ensaios conduzidos a campo, as avaliagdes referentes ao ano

de 2013 foram realizadas pela mestre Carolina Tessele.

Figura 3. Sintomas e tipo de infeccdo apresentados pelo ataque de P. triticina sob a
primeira folha de plantulas de trigo. Adaptado de Roelfs et al., 1985.

Figura 4. Sintomas e tipo de infec¢do apresentados pelo ataque de P. coronata sob a
primeira folha de pléntulas de aveia. Porto Alegre, 2015.

3.4 Avaliacdo do QTL QPc.crc-14D

3.4.1 Material vegetal

Dada a identificacdo, na literatura, de um QTL principal, localizado no
cromossomo 14D, grupo de ligagdo 17 (Oliver et al., 2013), designado QPc.crc-14D,
responsavel por explicar até 76% da variacdo fenotipica do carater resisténcia parcial de
planta adulta a ferrugem da folha em trés populacBes obtidas entre os cruzamentos
MN 841801 e AC Assinaboia, MN 841801 e AC Medallion e MN 841801 e Makuru,
por Lin et al. (2014), aliado ao desenvolvimento de marcadores moleculares SNPs que
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flanqueiam esse QTL, objetivou-se testar se a fonte de resisténcia parcial da cultivar
MN 841801 era a mesma presente nos gendtipos desenvolvidos pelo programa de
melhoramento genético da aveia da UFRGS, UFRGS 988012-1 e URS 21, as quais sdo
linhagens irm&s, cuja genealogia encontra-se descrita no item 3.2.1.

Para realizar esse teste, sementes de URS 21, URS 22, UFRGS 19, UFRGS
988012-1 e da cultivar URS F Galope foram colocadas para germinar em substrato, a
temperatura de 26°C e na auséncia de luz. Os coleoptilos foram coletados para a
extracdo do DNA gendmico. As cultivares UFRGS 19 e URS 22 sdo oriundas do
mesmo cruzamento (genealogia descrita no item 3.2.1), enquanto a cultivar URS F
Galope tem como genealogia LA 9339E17 / LA 0-591-NZ 0553 (AC Medallion/OT
257).

3.4.2 Extracéo do &cido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA genbmico dos cinco genétipos foi extraido de acordo com o protocolo
modificado de Lodhi et al. (1994) e Lefort & Douglas (1999). O tampéo de extracao foi
composto por 1,0 g de brometo de cetil trimetil aménio (CTAB), 2,0 g de
polivinilpirrolidona 40 (PVP40), 0,5 g de monolaurato de polioxietilenosorbitan (Tween
20®), 5 mL Tris-HCI pH 8,0 1 M, 4,0 mL de écido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
0,5 M, 22 mL de cloreto de sodio (NaCl) 5 M, 4 mL de cloreto de litio (LiCI) 10 M e
agua em quantidade suficiente para (g.s.p.) 100 mL. O tampdo foi autoclavado por 20
minutos a temperatura de 120°C. Minutos antes da utiliza¢do, adicionou-se 2 uL/mL de
[-mercaptoetanol.

O tecido vegetal (0,1 a 0,2 g) foi macerado com nitrogénio liquido em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL. A cada tubo foi adicionado 600 pL do tampao de extragdo e
os tubos foram submetidos a agitacdo intensa. Apds, adicionou-se uma pequena
quantidade de polivinilpolipirrolidona (PVPP) em cada tubo e estes foram submetidos a
agitacdo intensa.

Os tubos contendo o tecido macerado imerso no tampéo de extracdo foram
incubados em banho-maria a 60°C por 25 minutos e posteriormente resfriados a
temperatura ambiente. Adicionou-se 600 uL de CIA (24:1, cloroférmio:alcool
isoamilico) a cada tubo e o contetdo dos mesmos foi gentilmente agitado por inversao
dos tubos, durante 4 minutos, até obter-se a formacdo de uma emulsdo. As amostras

foram centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente e a fase aquosa
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(aproximadamente 500 pL) foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5
mL.

Foram adicionados a solugdo aquosa, 250 uL de NaCl e 750 uL de isopropanol
gelado (-20°C). Os tubos foram entdo agitados vigorosamente e armazenados a -20°C
por um periodo de 15 a 20 minutos. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10
minutos, a temperatura ambiente e o sobrenadante foi descartado.

O precipitado, composto pelo DNA, foi lavado com 1000 pL de etanol 75%
gelado. Apos a lavagem, as amostras foram centrifugadas rapidamente por 7 segundos e
com o auxilio de uma micropipeta removeu-se 0 excesso de etanol. O precipitado foi
seco em estufa a 37°C por 10 minutos, e ressuspendido em um volume variando entre
50 ¢ 100 pL de Tris-HCI e EDTA (TE) e RNAse (20 pg * mL™). Apds, incubou-se a
50°C por 15 minutos em banho-maria. O DNA foi quantificado com espectrofotometro
(Genesys™ 2) e visualizado em eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de

etidio e armazenado a -20°C.

3.4.3. Selecdo dos marcadores SNPs

Dos cinco marcadores SNPs, disponiveis na literatura, associados ao QTL
QPc.crc-14D, dois foram selecionados com base na proximidade com o pico do QTL
para as trés populacdes avaliadas no artigo original, GMI_ES14 c1439 83 e
GMI_DS LB 6480 (Lin et al., 2014) (Ver Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia dos marcadores SNPs selecionados para a identificacdo do QTL
QPc.crc-14D.

Iniciador alelo

Iniciador alelo

Iniciador comum

Iniciador comum

Marcador especifico 1 (5°-3”) especifico 2 (5°-3’) 16°-3) 2(5°-3)
GCACTGAAACTC  GGACAATAACA CACCACCTTGC
GMI ES14 c1439 83  CACTGAAACTCA - o AAGAGTAGAC CCACCTTGCGG — GGTTTACAGCA
_ES14. 1439 83 ;A AGAGTAGACG A sl L
AAGTTCTTTTTTG ~ CTAAGTTCTTTTT CAATCTGGAAA GCAAGCTACAA
GMI DS LB 6480 ~ CATGGCACAAAA  TGCATGGCACAA CCTTTCAAATT  TCTGGAAACCT
TG AATT TCATCCTA TTCAAAT

Adaptado de Lin et al. (2014).

3.4.4 Reacg0Oes em cadeia da polimerase (PCR)

Cada reacdo foi composta por 4 ulL de DNA gendomico de cada genétipo

(totalizando 60 ng.pL™?), 0,3 pL do iniciador alelo especifico (ASP) 1 ou 2 € 0,3 uL do
iniciador comum (CP) 1 ou 2, ambos na concentragdo de 10 uM, 1,5 uL. do tampao 10x
(Invitrogen® - Life Technologies®), 0,75 puL de MgCl, 50 mM, 0,3 pL da mistura de
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dNTPs 10 mM, 0,2 uL de Taq Platinum DNA Polimerase SU/uL (Invitrogen® - Life
Technologies®) e agua ultrapura (miliQ) em q.s.p para 15 pL.

As condicdes de termociclagem diferiram entre os marcadores. Para o marcador
GMI_ES14 c1439 83 a temperatura de pareamento foi 50°C, enquanto que para o
marcador GMI_DS_LB_6480 a temperatura foi 55°C. Também houve diferenca quanto
ao numero de ciclos empregados para a obtencéo de amplicons entre 0s genotipos. Para
0s genotipos URS 21, URS 22, UFRGS 19 e UFRGS 988012-1 o numero de ciclos
equivaleu a 38 enquanto que para o genotipo URS F Galope esse numero equivaleu a 28

ciclos. As condicdes de termociclagem aplicadas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Condicdes de termociclagem para a realizacao das reacdes de PCR.

Etapa Descricao Temperatura Tempo
1 Denaturagéo inicial do DNA 94°C 3min
2 Denaturacdo do DNA 94°C 45seq
3 Pareamento dos iniciadores 50°/55°C 45seg
4 Amplificacdo do DNA 72°C 60seg
Repeticdo das etapas 2 a 4 38/28vezes
5  Ultima amplificacdo do DNA 72°C 5min
6 Armazenamento 4°C ilimitado

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese e visualizados em
gel de agarose 2% com brometo de etideo. O marcador de peso molecular utilizado foi
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder 100 pares de base (pb) (Fermentas, Life

Sciences).

3.5 Avaliacdo da expressdo de genes candidatos associados a resisténcia

parcial a ferrugem da folha

Através da realizacdo de andlise de RNAseq, a partir de folhas de plantulas de
aveia da cultivar URS 21, inoculadas com P. coronata Figueird (2012) identificou
transcritos que foram induzidos 12 hai com o patégeno. Do total de sequéncias obtidas,
33.418 sequéncias diferiram entre plantulas inoculadas de pléntulas controle (ndo
inoculadas). Essas sequéncias foram comparadas com sequéncias de arroz, devido a
indisponibilidade de dados referentes ao genoma da aveia hexaploide. Cerca de 47%
desses contigs apresentaram semelhanca as sequéncias anotadas para arroz. Dessas
10.410 contigs apresentaram um aumento da expressdo em folhas quando desafiadas

com o patogeno. Dentre as sequéncias induzidas, foram identificadas sequéncias
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associadas a diversos processos bioldgicos, metabolicos e celulares. Assim, buscou-se
comparar a expressao diferencial dessas sequéncias génicas obtidas a partir de plantulas
de URS 21 em plantas adultas, dos gendtipos UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS
988012-1 utilizando PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR).

3.5.1 Material vegetal

Sementes dos genétipos UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS 988012-1
foram postas para germinar em vasos com capacidade de 3 L. Os vasos foram
preenchidos com substrato a base de turfa.

As plantas foram mantidas sob condi¢fes controladas de temperatura (22 + 2°C)
e fotoperiodo (12h luz : 12h escuro), até atingirem a fase adulta, aqui considerada
qguando do florescimento das plantas, em camara de cresciemento. Quando todos 0s
gendtipos floresceram, e diante da inexisténcia de qualquer sintoma da ocorréncia de
estresse bidtico ou abidtico, as folhas bandeira foram inoculadas com uma suspenséao
contendo 1,5x10° esporos/mL de P. coronata. Esse ensaio foi realizado em triplicatas
bioldgicas e o procedimento de inoculagéo foi realizado como descrito anteriormente no
item 3.3.1.2.

Uma folha por replicata bioldgica foi coletada em zero (tempo utilizado como
controle) seis, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 hai. Essas folhas foram armazenadas em tubos de
fundo conico de 15 mL (Falcon TPP®), congeladas imediatamente em nitrogénio

liquido e posteriormente armazenadas a -80°C até o processamento.

3.5.2. Extracéao do acido ribonucleico (RNA)

O RNA total foi extraido de acordo com o protocolo TRIzol® Reagent (Thermo
Fisher Scientific Inc.). O tecido vegetal foi pulverizado em um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL com nitrogénio liquido. Um mililitro de TRIzol foi adicionado e o extrato foi
homogeneizado por agitacao intensa.

Os tubos contendo o tecido macerado imerso no TRIzol foram centrifugados a
10.000 rpm, por 25 minutos a 4°C. Os sobrenadantes (aproximadamente 600 uL) foram
transferidos para novos tubos de microcentrifuga e mantidos a temperatura ambiente por
cinco minutos. Duzentos microlitros de CIA (24:1) foram adicionados a cada amostra e
0s tubos foram submetidos a agitagdo vigorosa por 15 segundos e posteriormente

mantidos em temperatura ambiente por cinco minutos.
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As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. A fase
aquosa (aproximadamente 400 uL) foi transferida para novos tubos de microcentrifuga
e foram adicionados 200 pL da solucdo precipitadora de RNA (0,8 M de citrato de sddio
+ 1,2 M de cloreto de sédio) e 200 pL de isopropanol gelado (-20°C). As amostras
foram misturadas gentilmente e mantidas a temperatura ambiente por dez minutos.
Posteriormente, foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e a lavagem do pellet foi realizado com 1000 pL de etanol
75% gelado (-20°C).

As amostras foram submetidas a centrifugacéo por 8.000 rpm por cinco minutos
a 4°C e o excesso de etanol foi removido cuidadosamente com o auxilio de uma
micropipeta. O pellet foi seco com ar seco por sete minutos, a 37°C e ressuspendido em
50 puL de deDEPC-dH20. Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho
maria, a 55°C por 10 minutos para a ressuspencdo do pellet. O RNA foi entdo
quantificado com espectrofotdometro, utilizando-se 300 pL de uma diluigdo 1:100 e
visualizado em eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etidio (2 uL de RNA
+ 2 pL de tampao de carregamento da amostra). O RNA foi estocado a -80°C até a

sintese do cido desoxirribonucléico complementar (cDNA).

3.5.3 Sintese do cDNA

3.5.3.1. Remoc¢édo do DNA gendmico

A remocdo do DNA genémico foi realizada com kit comercial DNA-free™
KitDNase Treatment and Removal Reagents de acordo com as orientagdes do
fabricante. Em gelo, uma aliquota de 1 pg de RNA total foi tratada com 1 uL de 10x
DNase | Reaction Buffer (Invitrogen®, Life Technologies®), 1 pL da enzima DNase |
(Invitrogen®, Life Technologies®) e 4gua livre de RNase em q.s.p. 10 L.

As amostras foram incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente, e
posteriormente foi adicionado a cada amostra 1 uL de EDTA 25 mM (Invitrogen® , Life
Technologies®) e incubadas por 10 minutos a 65°C em termociclador (C100 Touch™,
Thermal Cycler). As amostras foram entdo transferidas para o gelo, por um minuto, e

centrifugadas por cinco segundos.

3.5.3.2. Sintese do cDNA
A sintese do cDNA com o kit comercial SuperScript® 111 Reverse Transcriptase
(Invitrogen®, Life Technologies™) foi realizada de acordo com as orientagdes do
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fabricante. Em gelo, a cada amostra foi adicionado 1 uL. de mix primers oligo(dT) 50
MM, 11 ul do RNA total purificado (1 pg) na etapa anterior (3.5.3.1), 1 pL de dNTP
Mix, 10 mM e &gua livre de RNase em q.s.p. 14 pL. As amostras foram incubadas por
cinco minutos a 65°C em termociclador e, posteriormente, por pelo menos um minuto,
em gelo.

Apos, as amostras foram centrifugadas brevemente (cinco segundos) e a cada
amostra foi adicionado 4 pl 5X First-Strand Buffer (Invitrogen®, Life Technologies™),
1 ul 0,1 M DTT (Invitrogen®, Life Technologies™) e 1 ul de SuperScript 11l RT (200
unidades.pl) (Invitrogen®, Life Technologies™). Com a prépria ponteira misturou-se
suavemente as reacdes. Os tubos foram incubados em termociclador a 50°C por 60
minutos e a reacao foi inativada por aquecimento a 70°C durante 15 minutos.

3.5.3.3. PCRs para validacdo do cDNA

O cDNA obtido na etapa anterior (item 3.5.3.2.) foi validado por PCR
convencional, com o kit comercial Platinum® Taq DNA Polimerase 5U/uL (Life
Technologies™). Em tubos de microcentrifuga de 0,2 mL foram adicionados 2 pL de
cDNA (na diluicdo de 1:10), 1,5 uL do tampao 10X Invitrogen®, Life Technologies™),
0,75 pL de MgCl, 50 mM (Invitrogen®, Life Technologies™), 0,3 pL do iniciador
direto e 0,3 pL do iniciador reverso, ambos na concentracdo de 10 uM do gene 18S
rRNA  que  corresponde ao gene RNA ribossomal 18S (F:
GTGACGGGTGACGGAGAATT; R: GACACTAATGCGCCCGGTAT - nimero de
acesso: M82356, (Bogdanovi¢ et al., 2013)), cujo produto de amplificacdo apresenta
151 pb, 0,3 puL da mistura de dNTPs 10 mM, 0,2 uL da enzima Platinum Taq 5U/uL
(Invitrogen®, Life Technologies™) e 9,65 puL de agua ultrapura (miliQ). As reagdes
foram realizadas em termociclador (C100 Touch™, Thermal Cycler). As etapas de

amplificagdo foram realizadas conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Condicdes de termociclagem para a realiza¢do das reacdes de PCR.

Etapa Descrigédo Temperatura Tempo
1 Denaturacéo inicial do DNA 94°C 3min
2 Denaturagdo do DNA 94°C 45seq
3 Pareamento dos iniciadores 60°C 45seg
4 Amplificacdo do DNA 72°C 60seg
Repeticao das etapas 2 a 4 40 vezes
5  Ultima amplificacdo do DNA 72°C 10 min
6 Armazenamento 4°C ilimitado
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Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese e visualizados em
gel de agarose 2% com brometo de etidio. O marcador de peso molecular utilizado foi o
GeneRuler™ Low Range DNA Ladder 100 pb (Fermentas, Life Sciences).

3.5.4 Escolha das sequéncias

A realizacdo da analise do transcriptoma, pela técnica de RNAseq, da cultivar
URS 21 apds desafio com P. coronata, gerou um grande nimero de sequéncias de RNA
induzidas e, quando da comparacdo das sequéncias obtidas com o genoma do arroz,
observou-se que muitas dessas sequéncias de RNA encontram-se associadas com
processos relacionados ao metabolismo secundario, como por exemplo, sequéncias
relacionadas a biossintese de compostos fendlicos e saponinas, bem como, sequéncias
cujas provaveis proteinas codificadas encontram-se associadas com o reconhecimento
do patogeno, como as proteinas NBS-LRR, relacionas com o processo de sinalizacao,
inducdo da SAR (como por exemplo, os fatores de transcricdo WRKY), estresse
oxidativo, defesa e membros da familia génica MACPF. Assim, sequéncias cuja
anotacdo encontram-se relacionadas a essas categorias e que diferiram pelo teste de
Baggerley em 0,05, tanto para e-value quanto para o p-value foram selecionadas.

Iniciadores direto e reverso, especificos para cada sequéncia candidata, foram
desenhados com o auxilio do programa computacional Primer3 (v. 0.4.0), respeitando o
tamanho de aproximadamente 200 pb para o produto de cada gene candidato. Os
iniciadores foram analisados no software online OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA
Technologies, IDT) respeitando 0s seguintes critérios: temperatura de pareamento
préxima a 60°C, conteido GC em torno de 50%, e energia de formacdo de homo ou

heterodimeros menor que 6. A sequéncia dos iniciadores esta indicada na Tabela 7.

Tabela 7: Iniciadores especificos para as sequéncias obtidas por RNAseq analisadas.

1 0
Nome do iniciador SequénciaDeR Amggcpobr; (n.

D: GGGACAATGTCAAGCCAGTT

WRKY 169
R: TTCCAGCAGGGGTGTAAAAG
D: CGACGGAACTCCCTCTGTTA

WRKY73 205
R: CGACCAACTGTCGAATCTGA

PDR like ABC D: TGGGGATATGGAGTTGAGGA 172

transportador R: GACGTGACAGGGTTTGTGAA
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Continuacdo. Tabela 7. Iniciadores especificos para as sequéncias obtidas por
RNAseq analisadas.
D: ACAGCCAATCTCCAAAAGGA

MACFP 156
R: CCAGCTTGTATTCACCACCA
Chalcona sintase D: CGATTATTTGTCCGCCTCTT 163
(EC 2.3.1.74) R: ACAAAGAGCCACCATCCAAC
) D: ACGCCATATAGGCAAACACC
Peroxidase 151
R: GCTACAGTTCGGAAGTCCC
PAL D: ACGCCATATAGGCAAACACC 150
(EC 4.3.1.5) R: GCTACAGTTCGGAAGTCCC
Lr34 D: AATTTCAGTGCTCGGCTGAT 184
(FJ436983) R: GGAGCAGAGAAAGAGGCTAACG
(KM017011.1) R: TCGTTTGCTCCTCGAAGATT
) D: CCCACAGGGGAAAGGTAGAG
Calose sintase 106

R: ACGGCATCTCGGTCAACTAC

D: direto; R: reverso

3.5.5. RT-gPCR

O cDNA sintetizado e validado nas etapas anteriores (itens 3.5.4.2 e 3.5.4.3) foi
usado nas reagOes de RT-gPCR, para a obtencdo dos perfis transcricionais das
sequéncias quando desafiadas com P. Coronata, ao longo do tempo. A leitura da
fluorescéncia a cada ciclo de amplificacdo foi realizada pelo equipamento Applied
Biosystems 7300 Fast Real-Time PCR System (Life Technologies®) e a anélise dos
dados foi realizada pelo software Microsoft Office Excel® v.10.0. Utilizou-se SYBR®
Green (1:10000) como fluoréforo (Life Technologies®) e 18S rRNA como gene
referéncia (Bogdanovi¢ et al., 2013), para normalizar os dados.

O gene 18S rRNA foi empregado para a normalizagdo dos dados. Este gene foi
escolhido como controle enddgeno dos experimentos, pois em ensiaos realizados
anteriormente pelo grupo de pesquisa apresentou estabilidade, curva de amplificacédo
adequada e curva de dissociagdo com pico Unico (Figueiro, 2012).

Para cada repeticdo biologica foram feitas triplicatas técnicas. As reacfes foram
realizadas em placas de 96 pogos e a cada pogo foi adicionado 10 uL. do cDNA (1:50),
0,4 uL do iniciador direto e 0,4 uL do iniciador reverso, ambos na concentragdo de 10

uM, 0,5 pL da mistura de dNTPs 10 mM, 2 uL do tampdo 10x (Invitrogen®, Life
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Technologies®), 0,8 pL de MgCl, 50 mM (Invitrogen®, Life Technologies®), 2 uL de
SYBR® Green (1:10000) (Invitrogen®, Life Technologies®), 0,2 pL de ROX 50x
(Invitrogen®, Life Technologies®) e 0,1 uL da enzima Platinum Taq DNA Polimerase
5U/uL (Invitrogen®, Life Technologies®) e 3,6 uL de agua ultrapura (miliQ). As

reacOes foram submetidas ao programa de termociclagem apresentado na Tabela 8.

Tabela 8. Programa de termociclagem para a realizacdo da RT-qgPCR em amostras de

CDNA.
Etapa Descri¢édo Temperatura Tempo
1 Digestédo da UNG (Uracil-N-Glicosilase) 50°C 2min
2 Desativacdo da UNG 95°C 10 min
3 Denaturagéo do cDNA 95°C 15s
4 Pareamento dos iniciadores 60/61/62°C 60s
5 Amplificacdo do cDNA 72°C 30s
Repeticdo das etapas 3a 5 40 vezes
6 Denaturacgéo final do cDNA 95°C 15s

Todas as reacbes foram submetidas as mesmas condicdes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia ROX 50x (Invitrogen® Life
Technologies®), para a corre¢do de qualquer erro na leitura decorrente de artefato técnico
ou variacao do volume devido a evaporagdo ao longo da reacao.

A analise da especificidade da reacdo de PCR foi realizada por meio da
interpretacdo da curva de dissociacdo. A expressao génica relativa de cada sequéncia foi
calculada utilizando o método 224t (Livak & Schimittgen, 2001) e a significancia das

diferencas observadas entre amostras foi avaliada estatisticamente pelo teste t (p<0,05).



4 RESULTADOS

4.1 Analise Genética da Resisténcia sob condic¢es de campo

4.1.1. Progresso da severidade da doenga

A avaliacdo do progresso da doenca, através da realizacdo de leituras
sequenciais da severidade da ferrugem da folha e posteriormente a determinacdo da
ASCPDNC ¢ uma ferramenta importante para a caracteriza¢do de genotipos a campo.

Em 2013, na area experimental da EEA da UFRGS, os primeiros sintomas de
ferrugem da folha foram observados no dia 25 de agosto e a epidemia apresentou um
ciclo de aproximadamente 70 dias. A quantificacdo dos parametros epidemiologicos,
ASCPD e severidade final da doenca, permitiu observar que as reacfes apresentadas a
ferrugem da folha da aveia variaram de forma continua, entre o0s extremos
correspondentes a resisténcia e a suscetibilidade, para a populacdo recombinante
resultante do cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19.

A linhagem UFRGS 988012-1 (parcialmente resistente) apresentou ASCPDNC
média igual a 7,77, enquanto a cultivar UFRGS 19 (suscetivel) apresentou ASCPDNC
média equivalente a 1136,36. Entre as linhagens recombinantes, as linhagens 26, 97,
130, 61 e 158 apresentaram as menores ASCPDNC médias, estas equivalendo a 4,62,
5,12, 5,90, 6,47 e 6,97, respectivamente. Em contraste, a linhagem 47 teve a maior
ASCPDNC (1417,59).

Com relacdo a severidade méxima, a linhagem UFRGS 988012-1 mostrou
severidade méxima média igual a 0,84%, enquanto a cultivar UFRGS 19 atingiu o
equivalente a 100% (Figura 5). Entre as linhagens recombinantes, as linhagens 158, 26
e 97 apresentaram severidade maxima média igual a 0,4%, as linhagens 62 e 77
alcancaram severidade maxima meédia equivalente a 0,67% e nas linhagens 135 e 162 a
severidade maxima média foi equivalente a 0,7%. Enquanto que as linhagens 27, 29, 45,
47, 85, 94, 163, 164 e 168 tiveram severidade maxima média equivalente a 100%, assim

como o parental suscetivel.
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Para os trés anos de realizacdo dos ensaios, através do progresso da severidade
média e considerando o valor da ASCPDNC, as linhagens recombinantes, foram
classificadas em trés categorias: resistentes, intermediarias e suscetiveis. Para 0 ano de
2013, observa-se pela Figura 5, que as 36 linhagens classificadas como resistentes
obtiveram valor de severidade final média muito semelhante ao apresentado pelo
parental parcialmente resistente. As 121 linhagens recombinantes classificadas como
intermediérias, como a prépria classificacdo subentende, alcancaram valores de
severidade final média entre os valores apresentados pelos parentais, atingindo
aproximadamente 40% durante o ciclo de epidemia. Enquanto que as dez linhagens
classificadas como suscetiveis apresentaram valores de severidade que se assemelham
aos obtidos pelo parental suscetivel desde o inicio da epidemia, e no final do ciclo esse
valor se aproximou de 100%.
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Figura 5. Progresso da severidade média da ferrugem da folha da aveia nos parentais
UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 e nas linhagens recombinantes Fe:9 durante o
ciclo de epidemia em 2013. Eldorado do Sul, 2013.

Em 2014, os primeiros sintomas de ferrugem da folha foram observados em 19
de agosto e a epidemia apresentou um ciclo de aproximadamente 65 dias. Novamente, a
quantificacdo dos parametros epidemioldgicos, ASCPD e severidade final da doenga,
permitiu observar que as reacfes a ferrugem da folha da aveia variaram de forma
continua para a populagédo recombinante em estudo.

A linhagem UFRGS 988012-1 apresentou ASCPDNC média igual a 4,51,
enquanto a cultivar UFRGS 19 alcancou ASCPDNC meédia equivalente a 1703,69.
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Entre as linhagens recombinantes, as linhagens 86, 95, 109 e 141 tiveram as menores
ASCPDNC médias, equivalentes a 0,95, 3,60, 3,85 e 4,04, respectivamente. Em
contraste, a linhagem com o maior valor médio da ASCPDNC foi a linhagem 27, com
ASCPDNC equivalente a 2069,79, comportamento semelhante foi observado em 2013,
quando essa linhagem também apresentou um valor médio da ASCPDNC superior ao
apresentado pelo parental suscetivel.

Com relagdo a severidade maxima, a linhagem UFRGS 988012-1 apresentou
severidade maxima media igual a 0,56%, enquanto que a cultivar UFRGS 19 atingiu
severidade maxima media equivalente a 88,05%. Entre as linhagens recombinantes, a
linhagem 86 apresentou severidade maxima média igual a 0,003%, a linhagem 95
equivalente a 0,033 e as linhagens 109, 141, 150 e 158 obtiveram severidade méxima
média igual a 0,33%. Por outro lado, a linhagem 27, assim como para 0 parametro
ASCPDNC, apresentou maior severidade final média, equivalendo a 90% (Figura 6).

Observou-se que, as 50 linhagens classificadas como resistentes apresentaram
valor de severidade final média semelhante ao apresentado pelo parental parcialmente
resistente. As 99 linhagens que foram classificadas como intermediarias apresentaram
valores finais da severidade proximos de 30%, enquanto que as 18 linhagens
classificadas como suscetiveis, mesmo se comportando de maneira semelhante ao
parental suscetivel ao longo do ciclo, apresentaram valor de severidade final média
préximo a 72%, enquanto que no parental suscetivel esse valor atingiu quase 90%.

Durante o ensaio realizado em 2015, os primeiros sintomas de ferrugem da folha
foram observados em sete de agosto e a epidemia apresentou um ciclo de
aproximadamente 75 dias. Assim como para 0s ensaios realizados durante 2013 e 2014,
a quantificacdo dos parametros epidemiol6gicos, ASCPD e severidade final da doenca,
permitiu observar que as reacfes a ferrugem da folha variaram de forma continua para a
populagéo segregante.

A linhagem UFRGS 988012-1 apresentou ASCPDNC meédia igual a 174,79,
enquanto a cultivar UFRGS 19 alcancou ASCPDNC média equivalente a 2335,72.
Entre as linhagens recombinantes, apenas a linhagem 158 teve ASCPDNC média menor
que o parental parcialmente resistente, sendo este valor equivalente a 142,74. Nenhuma
linhagem apresentou o valor médio da ASCPDNC maior que o parental suscetivel, mas,
a linhagem 27, assim como nos dois anos anteriores, obteve novamente um dos valores
mais altos se comparado com as demais linhagens, ASCPDNC média 2287,8,

confirmando sua suscetibilidade.
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Com relacdo a severidade maxima, a linhagem UFRGS 988012-1 apresentou
severidade méxima média igual a 12,1%, enquanto que a cultivar UFRGS 19 atingiu
severidade mé&xima média equivalente a 84,3%. Entre as linhagens recombinantes, as
linhagens 6, 37, 79, 95 e 158 tiveram severidade média maxima inferior a apresentada
pelo parental parcialmente resistente, sendo estes valores equivalentes a 7,66, 10, 10,66,
11 e 12%, respectivamente. Nenhuma linhagem apresentou severidade média superior
ao parental UFRGS 19 (Figura 7).

As 31 linhagens classificadas como resistentes tiveram valor de severidade final
médio semelhante ao apresentado pelo parental parcialmente resistente, cerca de 12%,
enquanto que as 119 linhagens classificadas como intermediérias, apresentaram valores
finais da severidade proximos a 40%, e as 17 linhagens classificadas como suscetiveis,
mesmo se comportando de maneira semelhante ao parental suscetivel até a penultima
leitura, apresentaram valor de severidade final médio proximo a 72%, enquanto no
parental suscetivel, a severidade méxima média atingiu o valor de aproximadamente
85% (Figura 7).
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Figura 6. Progresso da severidade media da ferrugem da folha da aveia nos parentais
UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 e nas linhagens recombinantes Fe:10 durante o
ciclo de epidemia em 2014. Eldorado do Sul, 2014.
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Figura 7. Progresso da severidade média da ferrugem da folha da aveia nos parentais
UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 e nas linhagens recombinantes Fe:11 durante o
ciclo de epidemia em 2015. Eldorado do Sul, 2015.

A andlise de variancia indicou diferencas significativas entre as linhagens
recombinantes (gen), entre os anos de realizagcdo dos ensaios, entre as repeticbes que
compunham o ensaio em um mesmo ano (rep(ano)) e a ocorréncia de interacao entre as
linhagens e o ano de realizacdo do ensaio (ano*gen) (Tabela 9). O coeficiente de

variacdo apresentou valor equivalente a 44,59%.

Tabela 9. Anadlise de variancia para a ASCPDNC média para as 167 linhagens
recombinantes de aveia branca avaliadas durante os trés anos de realizagdo dos

ensaios.

Fonte GL SQ QM F P>F
ano 2 127225228,1 63612614,0 1083,88 <0,0001
rep(ano) 6 9304225,8 1550704,3 26,42 <0,0001
gen 166 227005183,5 1367501,1 23,30 <0,0001
Ano*gen 332 52175292,1 157154,5 2,68 <0,0001

GL.: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste F

Analisando os valores obtidos para o parametro ASCPDNC para os trés anos de
realizacdo do ensaio, observou-se estabilidade da resisténcia parcial apresentada pelas
linhagens. Objetivando uma melhor demonstragéo desta estabilidade, um ranqueamento
foi realizado para as 25 linhagens recombinantes que menor valor de ASCPDNC
apresentaram para cada ano de realizagdo do ensaio e este ranqueamento foi comparado

entre os trés anos (Tabela 10).
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Ao levar em consideracdo os valores obtidos para o parametro ASCPDNC para
os trés anos de avaliagdes, as linhagens 61, 77, 79, 97, 135, 158 e 162 classificaram-se
entre as 25 linhagens mais resistentes dentre as 167 linhagens recombinantes avaliadas.
Ja quando se considerou apenas os dados obtidos para dois anos de avaliacdo, 2013 e
2014, 2013 e 2015 e 2014 e 2015, as linhagens 21, 109, 116, 130 e 153, as linhagens 19,
57 e 123 e, as linhagens 6, 9, 50, 63, 95, 141 e 150, respectivamente, classificaram-se
entre as 25 linhagens mais resistentes dentre as167 linhagens recombinantes avaliadas
(Tabela 10).

Tabela 10. Lista das linhagens recombinantes de aveia branca, obtidas do cruzamento
entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19, com as 25 menores ASCPDNC
média, para a ferrugem da folha, avaliadas ao longo de 2013 a 2015 em
Eldorado do Sul (RS).

2013 2014 2015
Classificacdo Gendtipo ASCPDN* Genotipo ASCPDN* Gendtipo ASCPDN*
1° Linhagem 26 4.63 Linhagem 141 0.95 Linhagem 158 142.74
20 Linhagem 97 5.13 Linhagem 95 3.61 Linhagem 77 184.98
3° Linhagem 130 5.90 Linhagem 109 3.86 Linhagem 57 185.26
40 Linhagem 61 6.48 Linhagem 86 4.04 Linhagem 150 194.99
50 Linhagem 158 6.98 Linhagem 9 5.96 Linhagem 37 205.83
6° Linhagem 77 8.07 Linhagem 6 6.24 Linhagem 135 206.57
7° Linhagem 116 8.20 Linhagem 150 6.29 Linhagem 95 215.70
8° Linhagem 162 8.36 Linhagem 158 7.00 Linhagem 61 232.26
90 Linhagem 79 8.87 Linhagem 135 7.24 Linhagem 6 233.82
10°0 Linhagem 57 10.24 Linhagem 153 7.38 Linhagem 123 234.67
11° Linhagem 62 10.63 Linhagem 162 7.41 Linhagem 130 238.18
12° Linhagem 135 10.85 Linhagem 134 7.69 Linhagem 79 242.02
13° Linhagem 44 14.73 Linhagem 54 8.67 Linhagem 50 245.19
140 Linhagem 24 15.37 Linhagem 77 9.50 Linhagem 38 252.78
15° Linhagem 84 15.81 Linhagem 80 10.44 Linhagem 141 257.97
16° Linhagem 123 18.78 Linhagem 79 10.98 Linhagem 162 266.17
17° Linhagem 21 20.84 Linhagem 21 11.18 Linhagem 116 302.63
18° Linhagem 153 20.84 Linhagem 111 11.52 Linhagem 19 305.56
19° Linhagem 19 20.99 Linhagem 97 11.59 Linhagem 129 330.32
20° Linhagem 109 21.47 Linhagem 63 11.65 Linhagem 167 334,51
21° Linhagem 131 22.58 Linhagem 102 11.93 Linhagem 132 334.67
22° Linhagem 1 22.99 Linhagem 61 12.50 Linhagem 9 339.70
23° Linhagem 41 23.38 Linhagem 33 13.35 Linhagem 63 346.86
240 Linhagem 58 23.76 Linhagem 50 14.75 Linhagem 139 360.79
25° Linhagem 6 26.38 Linhagem 24 17.34 Linhagem 97 361.04

ASCPDNC*: ASCPDNC média
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4.1.2. Distribuicdo de frequéncias

Para a classificacdo das linhagens recombinantes em resistentes, intermedirias e
suscetiveis a ferrugem da folha da aveia, realizou-se a construgdo dos histogramas de
distribuicdo de frequéncias. Através da distribuicdo de frequéncias da ASCPDNC da
progénie, no ensaio realizado durante o ano de 2013, 22, 73 e 5% das linhagens
recombinantes foram classificadas como resistentes, intermediarias e suscetiveis a
ferrugem da folha, respectivamente (Figura 8). No ensaio realizado ao longo do
inverno/primavera de 2014, observou-se que aproximadamente 25, 65 e 10% das
linhagens  classificaram-se como  resistentes, intermedidrias e  suscetiveis,
respectivamente (Figura 9). Enquanto que, pela distribuicdo de frequéncias da
ASCPDNC média da progénie, no ano de 2015, 18,5, 71,25 e 10,1% das linhagens
recombinantes classificaram-se como resistentes, intermediarias e suscetiveis,
respectivamente, ao patégeno causador da ferrugem da folha da aveia (Figura 10). Em
todos os anos, a progénie apresentou, aproximadamente, 90% das linhagens com

fendtipo variando de parcialmente resistente a intermediario.
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Figura 8. Distribuicdo das frequéncias da ASCPDNC média de ferrugem da folha da
aveia, nos parentais UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 e nas 167 linhagens
recombinantes Fs:9 no ano de 2013. Eldorado do Sul, 2013.
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Figura 10. Distribuicdo das frequéncias da ASCPDNC média de ferrugem da folha da
aveia, nos parentais UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 e nas 167 linhagens
recombinantes Fe:11 no ano de 2015. Eldorado do Sul, 2015.

4.1.3. Estimativa do niumero de locos envolvidos com o carater resisténcia

parcial a ferrugem da folha na populac¢éo recombinante obtida a partir do
cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19

Para estimar o nimero de locos envolvidos na expressdo do carater resisténcia

parcial a ferrugem da folha tomaram-se por base as frequéncias genéticas esperadas e

observadas para cada classe fenotipica estabelecida. Foram testados modelos com dois,

trés, quatro e cinco locos, e estes foram submetidos ao teste de aderéncia de 2 para cada
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ano de realizacdo do ensaio, com dois graus de liberdade. Os modelos consideraram a
distribuicéo de frequéncias da ASCPDNC média.

Para a realizacdo da estimativa do ndmero de locos ndo foi considerada a
severidade méaxima, pois este parametro epidemiologico é representativo de um Unico
momento da epidemia e, assim, ndo leva em consideracdo o comportamento, bem como
0 desenvolvimento e progresso da epidemia ao longo do ciclo.

Considerou-se a existéncia de dois locos de maior efeito sobre o fendtipo (locos
“A” e “B”) e 0s demais locos apresentando menor efeito sobre a expressdo do carater
resisténcia parcial a ferrugem da folha (Tabela 11). Além disso, baseado nas avaliacbes
realizadas por Zambonato et al. (2012), considerou-se que o loco “A” (de maior efeito
sobre o fenotipo) apresenta efetividade na expressdo do carater quando herdado na
forma recessiva (aa) e independentemente da combinacdo dos demais locos, confere
resisténcia parcial a ferrugem da folha. Assim, o fenotipo associado é o de um gendtipo
parcialmente resistente ou intermediério.

Quanto ao segundo loco de maior efeito, loco “B”, o mesmo contribui de forma
efetiva para a expressdo do carater, porém em combinacdes especificas com os demais
locos. De maneira semelhante, os locos aqui considerados de menor efeito sobre o
fenotipo (“C”, “D” e “E”) apresentam contribui¢cdo para a expressdo do carater, porém
apenas quando em combinacgdes especificas com os dois locos de maior efeito. 1sso
significa que esses locos, de menor efeito sobre o fendtipo, na auséncia de algum loco
de maior efeito, ndo sdo capazes de conferir o carater resisténcia parcial a ferrugem da
folha.

No ano de 2013, o modelo genético que melhor ajuste apresentou foi o que
compreendia quatro locos (x* = 1,15, p=0,56), sendo dois de maior efeito (“A” e “B”) e
dois locos de menor efeito (gene-a-gene) sobre o fendtipo. Os possiveis gendtipos
considerados resistentes podem ser representados pela seguinte combinacdo genética:
aaBBCCDD, aabbCCDD, aaBBccDD e aaBBCCdd.

Enquanto que, nos anos de 2014 e 2015, o modelo genético que melhor ajuste
apresentou foi o composto por trés locos (x* = 2,29, p=0,31 e ¥*> = 5,54, p=0,06,
respectivamente), sendo dois locos de maior efeito (“A” e “B”) sobre o fenotipo e um
loco de menor efeito sobre o fendtipo (“C”). Assim, os possiveis genotipos
considerados resistentes seriam representados de acordo com as seguintes combinagdes

genéticas aaBBCC e aaBBcc.



Tabela 11. Estimativa do nimero de locos responsaveis por conferirem o carater resisténcia parcial a ferrugem da folha
em aveia na populacdo de linhagens recombinantes obtidas a partir do cruzamento entre UFRGS 988012-1 e

UFRGS 19. Foram testados modelos baseados em dois, trés, quatro e cinco locos.

Modelo Classe Genoltlpps Ano
proposto possiveis
n.° de
2013 2014 2015
locos
FE FO FE FO FE FO
Resistente aaBB 41,75 36 41,75 50 41,75 31
2 Intermediario aapb 835 121 835 99 835 119
AABB ! ! !
, 41,75 10 41,75 18 41,75 17
Suscetivel AAbD 2=41,77 p=84107 | ;2=1801  p=0,0001 | y2=3252 p=8,6.10°
Resistente aaBBCC 41,75 36 41,75 50 41,75 31
aaBBcc
aabbCC
3 AABBCC
Intermediario AAbbCC 104,35 121 104,35 99 104,35 119
aabbcc
AABBcc
, 20,87 10 20,87 18 20,87 17
Suscetivel AAbbce 2=911  p=0,01 | x2-229  p=031 | y2=554  p=006
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continuacdo. Tabela 11. Estimativa do nimero de locos responsaveis por conferirem o carater resisténcia parcial a ferrugem

da folha em aveia na populagdo de linhagens recombinantes UFRGS 988012-1 x UFRGS 109.
uatro e cinco locos.

Foram testados modelos baseados em dois, trés, g

Resistente

aaBBCCDD
aabbCCDD
aaBBccDD
aaBBCCdd

41,75

36

41,75

50

41,75

31

Intermediério

AAbbCCDD
AABBccDD
AABBCCdd
aabbccdd
AABBCCDD
aaBBccdd
aabbccDD
AAbbCCdd
AAbbccDD
aabbCCdd
AABBccdd

114,73

121

114,73

99

114,73

119

Suscetivel

AAbbccdd

10,43
2=1,15

10
p=0,56

10,43
¥2=9,28

18
p=0,009

10,43
12 =17,06

17
p=0,029

Resistente

aaBBCCDDEE
aaBBccDDEE
aaBBCCddEE
aaBBCCDDee
aaBBCCddee
aaBBccDDee
aaBBccddee
aaBBccddEE

41,75

36

41,75

50

41,75

31
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continuacdo. Tabela 11. Estimativa do nimero de locos responsaveis por conferirem o carater resisténcia parcial a ferrugem

da folha em aveia na populacdo de linhagens recombinantes UFRGS 988012-1 x UFRGS 109.
Foram testados modelos baseados em dois, trés, quatro e cinco locos.

Intermediario

AABBccDDEE
AABBCCddEE
AABBCCDDee
aabbccddee
aabbccDDee
aabbCCddee
aabbccddEE
aabbccDDEE
aabbCCddEE
aabbCCDDee
AAbbccDDEE
AABBccDDee
AABBCCDDEE
AABBCCddee
AABBccddEE
AABBccddee

83,5

121

83,5

99

83,5 119

Suscetivel

AAbbccddee
AAbbCCddee
AAbbccDDee
AAbbccddEE

AAbbCCDDEE
AAbbCCDDee
AAbbCCddEE
AAbbccDDEE

41,75
W2 =41,77

10
p=8,4.10"1°

41,75
¥2 = 18,01

18
p=0,0001

41,75 17
¥2=32,53  p=8,6.10"

FE: Frequéncia esperada; FO: frequéncia observada; p: probabilidade. Eldorado do Sul, 2013 a 2015.
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4.2. Avaliacao do carater resisténcia parcial em plantulas

Plantulas da cultivar UFRGS 19, durante o0s trés ensaios realizados,
apresentaram T1 3 e/ou 4, o que classifica essa cultivar como suscetivel a mistura de
isolados de P. coronata inoculados. Apenas trés amostras de plantulas de UFRGS 19
apresentaram TI igual a 2. Em contraste, todas as plantulas da linhagem UFRGS
988012-1, avaliadas ao longo dos trés anos, apresentaram T1 variando de 0 a 2, 0 que
salienta a resisténcia parcial apresentada por essa linhagem aos isolados coletados na
regido do Sul do Brasil. Esse resultado reforca o comportamento contrastante que ocorre
entre os parentais da populacdo segregante para o carater resisténcia parcial a ferrugem
da folha da aveia e corrobora com os resultados obtidos nos ensaios a campo.

As plantulas das linhagens recombinantes Fe9, Fe:10 € Fe:11, avaliadas ao longo de
2013, 2014 e 2015 respectivamente, apresentaram T variando entre 0 e 4, sendo que a
maioria das linhagens (117 de 167 linhagens recombinantes), na média dos trés ensaios
realizados, apresentaram TI inferior ou igual a 2. As demais linhagens (30%)
apresentaram na média T| superior a 2.

A anélise de variancia identificou diferencas significativas entre as linhagens
recombinantes (gen), entre 0s ensaios (ens), entre as repeticdes que compunham cada
ensaio (rep(ens)), bem como, a ocorréncia de interacdo entre as linhagens e o ensaio
(ens*gen) (Tabela 12). O coeficiente de variacdo apresentou valor equivalente a
48,38%, resultado semelhante ao obtido para os ensaios realizados sob condicdes de

campo.

Tabela 12. Andlise de variancia para o Tl observado nas 167 linhagens recombinantes
obtidas a partir do cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19,
avaliadas durante os trés ensaios.

Fonte GL SQ QM F P>F
ens 2 169,99 84,99 139,24 <0,0001
rep(ens) 8 18,79 2,34 3,85 0,0002
gen 166 1003,22 6,04 9,90 <0,0001
ens*gen 330 390,40 1,18 1,18 <0,0001

GL.: graus de liberdade; SQ: soma de quadrados; QM: quadrado médio; F: teste F
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4.3 Avaliacédo do QTL QPc.crc-14D

As reacOes por PCR convencional foram realizadas para verificar a presenca dos
marcadores SNPs GMI_ES14 ¢1439 83 e GMI_DS LB 6480 nos genotipos UFRGS
19, URS 21, URS 22, UFRGS 988012-1 e URS F Galope.

O marcador GMI_ES14 ¢1439 83 ndo foi amplificado quando as reacGes foram
realizadas com o iniciador ASP1 associado aos iniciadores CP1 ou CP2
respectivamente), nos genétipos UFRGS 19, URS 21, URS 22, UFRGS 988012-1. No
entanto, o emprego do iniciador ASP2 em conjunto com CP1 permitiu amplificar um
fragmento, cujo tamanho foi de 200 a 300 pb, para os quatro genotipos em questdo
(Figura 11). Indicando que ndo h& diferenca genética entre os gendtipos brasileiros

parcialmente resistentes e suscetiveis para esse marcador.

=19 21 =227 98 =190 211520 0 98 e 10 8917 IRORIE= S 1Ol 218500 SRO08

' ASP1 + CP1 ASP1 + CP2 ASP2 +CP1  ASP2 + CP2

-

GMI_ES14 c1439_83

Figura 11. Produtos de amplificacdo gerados por PCR convencional, a partir do DNA
genébmico dos gendtipos UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS 988012-1
com iniciadores do marcador SNP GMI_ES14 ¢1439 83. No primeiro pogo,
a esquerda, marcador de peso molecular 100pb. Os simbolos “-”, “19”, “217,
“22” e “98” localizados acima dos pogos representam o controle negativo da
reacdo, UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS 988012-1, respectivamente.

Para o marcador GMI_DS LB 6480, apos 38 ciclos de amplificacdo a partir do
DNA gendmico de UFRGS 19, URS 21, URS 22, UFRGS 988012-1, apenas quando o
iniciador ASP1 e o iniciador CP2 foram utilizados em conjunto foi possivel observar
produtos de amplificacdo variando entre 200 e 300 pb, entre 300 e 400 pb,
aproximadamente 500 pb e entre 500 e 600 pb para os quatro gendtipos avaliados
(Figura 12). Salienta-se que este elevado nimero de ciclos pode permitir a formacéo de
produtos de amplificacdo inespecificos, porém nenhum produto de amplificacdo foi
observado quando utilizado menor nimero de ciclos. Novamente ndo foi observada

diferenga entre os genoétipos brasileiros suscetiveis e parcialmente resistentes, sugerindo
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que a fonte de resisténcia dos genotipos brasileiros ndo seja a mesma descrita na

literatura para a linhagem MN 841801.

CN 192122 98 CN 192122 98 CN 19 2122 98 CN 19 21 22 98

ASP1+ CP1 ASP1 + CP2 ASP2 + CP1 ASP2 +CP2

GMI_DS_LB_6480

Figura 12. Produtos de amplificagdo gerados por PCR convencional, a partir do DNA
genémico dos genoétipos UFRGS 19, URS 21, URS 22, UFRGS 988012-1
com iniciadores do marcador SNP GMI_DS_LB_6480. No primeiro pogo, a
esquerda, marcador de peso molecular 100 pb. Os simbolos “CN”, “19”,
“217, “22” e “98” localizados acima dos pocos representam o controle
negativo da reacdo, UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS 988012-1,
respectivamente.

Na cultivar URS F Galope, a qual contém em sua genealogia Ac Medallion,
parental de uma das populacfes utilizadas para a identificacdo do QTL Qpc.crc-14D
(Lin et al., 2014), ndo foi possivel amplificar o marcador GMI_ES ¢1439 83 utilizando
até 28 ciclos de amplificag&o.

Para o marcador GMI_DS LB 6480, apenas as reagdes realizadas com o0s
iniciadores ASP1 e CP2, tanto em 28 quanto em 30 ciclos de amplificagéo,
apresentaram quatro produtos de amplificagdo para o genotipo URS F Galope. Esses
produtos apresentaram tamanho entre 300 e 400 pb, aproximadamente 500 pb e entre
500 e 600 pb (Figura 13), de maneira semelhante aos produtos obtidos quando da
amplificagdo do DNA genémico de UFRGS 19, URS 21, URS 22 e UFRGS 988012-1

quando do emprego da mesma combinag&o de iniciadores para esse marcador.
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100pb CNG1 G2 CN G1 G2 CNG1 G2 CN G1 G2 CN G1 G2 CN G1 G2 CN G1 G2 CN G1 G2

30X 28X 30X 28X 30X 28X 30X

83 ASPI+CP1 _ 83ASP2+CP1

_ 6480 ASP1+CP2 6480 ASP2+CP2

Figura 13. Produtos de amplificacdo gerados por PCR convencional, a partir do DNA
gendmico da cultivar de aveia branca URS F Galope com iniciadores dos
marcadores GMI_ES14 ¢c1439 83 e GMI_DS_LB_6480. No primeiro po¢o
é aprersentado o marcador de peso molecular 100 pb. Os simbolos “CN”,
“G1” e “G2” localizados acima dos pogos representam o controle negativo
da reacdo e as duas reacdes com DNA da cultivar URS F Galope,
respectivamente.

4.4 Avaliacdo da expressdo de genes candidatos associados a resisténcia

parcial a ferrugem da folha

Os perfis transcricionais de genes candidatos a conferirem o carater resisténcia
parcial a ferrugem da folha, apés a inoculacdo de P. coronata, nos genotipos
parcialmente resistentes UFRGS 988012-1 e URS 21, foram obtidos por RT-qPCR.
Para as cultivares suscetiveis UFRGS 19 e URS 22 também avaliou-se o perfil
transcricional desses genes. A expressdao do gene 18S rRNA foi utilizada para
normalizar os dados de todos os genes e zero hai foi utilizado como calibrador. Os
dados sdo representados como médias de trés replicatas técnicas e trés repeticoes
bioldgicas. Em nenhum gen6tipo ocorreu expressdo das sequéncias avaliadas nos
periodos de 96 e 120 hai.

As proteinas WRKY sdo uma superfamilia de fatores de transcricdo exclusivos
de plantas, que apresentam mais de 100 membros em Arabidopsis e se encontram
envolvidas na regulacdo de varios processos fisioldgicos como, por exemplo, a defesa
contra patdgenos e o processo de senescéncia. Entre os membros da familia WRKY, o
fator de transcricio WRKY76 quando superexpresso aumenta a suscetibilidade a
Magnaporthe oryzae em arroz (Yokotani et al., 2013). Sequéncia similar ao fator de
transcricdo WRKY73 foi identificada em aveia via RNAseq em plantulas da cultivar
URS 21 apds inoculagdo com o agente causador da ferrugem da folha. Em planta adulta,
esta sequéncia teve sua expressdao reduzida a menos da metade nos genotipos
parcialmente resistentes UFRGS 988012-1 e URS 21 ap0s a inoculagdo com o patégeno
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causador da ferrugem da folha em aveia, sendo esta reducéo significativa em 12 e 72 hai
para UFRGS 988012-1, e em 24 e 48 hai para a cultivar URS 21, respectivamente
(Figuras 14 e 15).

Quanto a cultivar suscetivel UFRGS 19 houve aumento da expressao deste fator
de transcricdo nas primeiras seis hai, seguido por uma reducdo da expressao, sendo esta
reducdo significativa em 24 e 72 hai. O gendtipo suscetivel URS 22 ndo apresentou
diferengas estatisticamente identificAveis de expressao (Figura 14 e 15,
respectivamente).

Outra sequéncia similar a fatores de transcricdo WRKY identificada via RNAseq
foi avaliada. Esse segundo membro foi, neste trabalho, denominado apenas WRKY.
Assim como para 0 membro WRKY73, o genotipo parcialmente resistente UFRGS
988012-1 reduziu a expressdo de WRKY em 48 hai. No entanto, o perfil transcricional
do gene WRKY para o gendtipo parcialmente resistente URS 21 demonstrou tendéncia a
aumento gradual na expressdo de WRKY apos o desafio com P. coronata, sendo este
aumento significativo em 48 hai (Figuras 16 e 17). A cultivar suscetivel UFRGS 19
apresentou tendéncia ao aumento da expressao de WRKY ap6s o desafio com
P. coronata. Esse aumento foi significativo em 24 hai (Figura 16). J& no gendtipo
suscetivel URS 22, o fator de transcricdo manteve sua expressao similar em todos os
periodos avaliados (Figura 17).

WRKY73
3
2,5
s 2
3
L 15 T
'3 p u UFRGS 988012-1
0 _
@ 1 - . @ UFRGS 19
=
o5 05 ™ *
0 -
Ohai 6hai 12hai  24hai 48hai  72hai
-0,5 - ~
Horas ap6s a inoculagéo

Figura 14. Perfil transcricional da sequéncia similar ao gene WRKY73 em plantas
adultas de aveia branca, genétipos UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apds inoculagdo com P. coronata em
0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas
bioldgicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica diferenca
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estatistica pelo teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada genotipo.
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Figura 15. Perfil transcricional da sequéncia similar ao gene WRKY73 em plantas
adultas de aveia branca, genétipos URS 21 (parcialmente resistente) e URS
22 (suscetivel), apds inoculacdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72
hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas e as barras o
desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica pelo teste t a 5% em
relacdo ao tempo zero em cada gendtipo. (n=3).

WRKY
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Horas ap6s inoculagéo

Figura 16. Perfil transcricional da sequéncia similar ao gene WRKY em plantas adultas
de aveia branca, genotipos UFRGS 988012-1 (parcialmente resistente) e
UFRGS 19 (suscetivel), apos inoculacdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48
e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas e as barras
0 desvio padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica pelo teste t a 5% em
relacdo ao tempo zero em cada gendtipo. (n=3).
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Figura 17. Perfil transcricional da sequéncia similar ao gene WRKY em plantas adultas
de aveia branca, gendtipos URS 22 (suscetivel) e URS 21 (parcialmente
resistente), apos inoculacdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As
colunas apresentam a média das replicatas biolégicas e as barras o desvio
padrdo. O asterisco indica diferenca estatistica pelo teste t a 5% em relacao
ao tempo zero em cada genotipo. (n=3).

Peroxidases sdo uma classe de enzimas que atuam oxidando moléculas de
natureza fendlica. A resisténcia parcial de URS 21 parece envolver a sintese e
peroxidacdo de compostos fendlicos (Figueir6 et al., 2015), portanto uma sequéncia
com elevada homologia a peroxidase e induzida na analise de RNAseq foi avaliada. No
gendtipo UFRGS 988012-1 ndo houve diferenca significativa quanto a expressao desta.
Diferentemente, para o gendtipo suscetivel UFRGS 19 ocorreu aumento na expressao
desta sequéncia nas primeiras horas ap6s inoculacdo, sendo este aumento
estatisticamente significativo em 6 hai, seguido de retorno aos niveis de expressao
originais entre 24 e 72 hai (Figura 18). Nos genotipos URS 21 e URS 22 (Figura 19)

ndo se obtiveram diferencas estatisticas entre os tempos.
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Figura 18. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a peroxidase em plantas
adultas de aveia branca, genotipos UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apos inoculagdo com P. coronata em 0,
6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas
biol6gicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica diferenca
estatistica pelo teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada genotipo.
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Figura 19. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a peroxidase em plantas
adultas de aveia branca, gen6tipos URS 21 (parcialmente resistente) e URS
22 (suscetivel), ap6s inoculacdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72
hai.As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas e as barras o
desvio padréo. (n=3).

A expressao de uma sequéncia similar ao gene de arroz que codifica fenilalanina

amonia liase (PAL) também foi avaliada. Essa enzima esta envolvida no metabolismo
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da fenilalanina que, de acordo com evidéncias, € um dos aminoacidos que tem o seu
metabolismo associado ao fortalecimento das paredes celulares pela producdo de
compostos fenolicos (Edwards et al., 1985).

No gendtipo parcialmente resistente UFRGS 988012-1 ocorreu um decréscimo
continuo da expressdo de PAL apds a inoculagdo com P. coronata, sendo essa reducédo
significativa em 48 e 72 hai. O genotipo suscetivel UFRGS 19 apresentou excessiva
variagdo entre as repeti¢Oes, o que ndo permitiu diferir significativamente a expressao,
apesar de 0 aumento nominal ter sido superior a quatro vezes (Figura 20).

Ao avaliar essa mesma sequéncia nos genétipos URS 21 e URS 22, observou-se
um comportamento diferente do apresentado pelos gendétipos UFRGS 988012-1 e
UFRGS 19 em relacdo a resposta de resisténcia. Os gen6tipos mantiveram a expressao
constante em todos os periodos avaliados, a excecao de 24 hai, quando URS 22 reduziu
a expressdo pela metade, e essa reducao apresentou diferenca estatistica (Figura 21). A
reducdo da expressdo observada em URS 22 no periodo entre 6 e 24 hai pode ser uma
resposta induzida pelo patdégeno para facilitar a penetracdo dos haustdrios, isso porque
para esse genétipo Graichen et al (2011) observaram o desenvolvimento de hifas
inectivas 18 hai com P. coronata e, o estabelecimento do haustério foi observado em 24

hai com o patégeno.
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Figura 20. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a fenilalanina amonia liase
plantas adultas de aveia branca, genétipos UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apds inoculagdo com P. coronata em 0,
6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas
bioldgicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a diferenca
estatistica pelo teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada gendtipo.
(n=3).
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Figura 21. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a fenilalanina amonia liase
em plantas adultas de aveia branca, genétipos URS 21 (parcialmente
resistente) e URS 22 (suscetivel), apds inoculacdo com P. coronata em 0, 6,
12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas
e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a diferenca estatistica pelo
teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada genétipo. (n=3).

Dado o possivel envolvimento das proteinas MACPF com a producéo de calose,
bem como facilitando o transporte de metabdlitos tdxicos, avaliou-se o perfil
transcricional de uma sequéncia de URS 21 similar a um gene de arroz que codifica
uma proteina MACPF.

No genotipo UFRGS 988012-1 observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa da expressdo dessa sequéncia em 12 hai. J& na cultivar suscetivel a
ferrugem da folha UFRGS 19, comportamento contrastante foi observado, onde ocorreu
um aumento estatisticamente significativo na expressao deste gene em 24 hai (Figura
22). Em URS 21, um padréo diferente ao apresentado pelo genotipo UFRGS 988012-1
foi obtido, com tendéncia a aumento da expressdo do gene MACPF em todos os
periodos avaliados, sendo esse aumento estatisticamente significativo em 48 hai. No
genotipo suscetivel URS 22 ndo houve diferenca estatisticamente significativa da

expressao apos desafio com P. coronata (Figuras 23).
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Figura 22. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a uma proteina MACPF
em plantas adultas de aveia branca, genoétipos UFRGS 988012-1
(parcialmente resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apo6s inocula¢do com P.
coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das
replicatas bioldgicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a
diferenca estatistica pelo teste t a 5% em relagdo ao tempo zero em cada
gendtipo. (n=3).
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Figura 23. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a uma proteina MACPF
em plantas adultas de aveia branca, genétipos URS 21 (parcialmente
resistente) e URS 22 (suscetivel), apds inoculacdo com P. coronata em 0, 6,
12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas
e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a diferenca estatistica pelo
teste t a 5% em relagdo ao tempo zero em cada genétipo. (n=3).
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Assim como PAL, a enzima chalcona sintase também se encontra envolvida na
via de sintese de fenilalanina e, portanto, sequéncia de URS 21 com similaridade a um
gene que codifica essa enzima em arroz foi avaliada. Os quatro genotipos avaliados
apresentaram um perfil transcricional similar ndo havendo alteracdo significativa na
expressao da sequéncia apés o desafio com P. coronata (Figuras 24 e 25).

O gene de trigo Lr34 codifica um transportador ABC (do inglés, ATP binding
cassete) e confere resisténcia parcial a ferrugem da folha e a ferrugem estriada, bem
como ao oidio (Krattinger et al., 2009). A partir da sequéncia disponivel deste gene (n.°
de acesso: FJ436983), iniciadores especificos foram projetados para a avalicdo do perfil
transcricional deste gene nos gendtipos de aveia aqui estudados.

Apesar da sequéncia original ser de trigo foi possivel amplificar nos genétipos
de aveia branca. Na linhagem UFRGS 988012-1 observou-se reducdo na expressdo
desta sequéncia, sendo esta reducdo estatisticamente significativa em 24 e 72 hai. Na
cultivar UFRGS 19 apesar de tendéncia nominal a aumento da expressdo deste gene
ap6s o desafio com o patégeno, em nenhum periodo avaliado houve diferenca
significativa (Figura 26). Houve tendéncia a aumento da expressdo de Lr34 em todos 0s
horéarios avaliados para URS 21, sendo esse estatisticamente significativo em 6 e 12 hai.
Ja no caso do gendtipo URS 22, houve uma reducdo significativa na expressao deste
gene em 72 hai com P. coronata (Figura 27).

As plantas induzem diversos mecanismos quimicos e fisicos de defesa quando
infectadas por patégenos. Um dos mecanismos fisicos é o acumulo de calose sob a
parede celular na regido de infeccdo durante os estagios iniciais de infeccdo pelo
patdgeno, objetivando a formacdo de barreiras impeditivas a infeccdo (Luna et al.,
2011). Plantulas da cultivar URS 21 quando desafiadas por P. coronata apresentaram
inducdo de sequéncias com similaridade a enzima calose sintase em arroz. Uma dessas
sequéncias foi selecionada para a avaliacdo do perfil transcricional em plantas adultas.

No genotipo parcialmente resistente, UFRGS 988012-1, ap6s a inoculagdo com
P. coronata, observou-se uma reducdo na expressdo deste gene em todos os periodos
avaliados, sendo esta reducgdo estatisticamente significativa em 6 e 12 hai. A cultivar
UFRGS 19, suscetivel & ferrugem da folha, ndo apresentou diferenca estatistica na

expresséo desta sequéncia nos diferentes tempos avaliados (Figura 28).



87

Chalcona sintase

mUFRGS 988012-1
mUFRGS 19

Expressao relativa

Ohai 6hai 12hai  24hai  48hai  72hai
Horas ap6s a inoculacgéo

Figura 24. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a enzima chalcona sintase
em plantas adultas de aveia branca, genoétipos UFRGS 988012-1
(parcialmente resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apo6s inocula¢do com P.
coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das
replicatas bioldgicas e as barras o desvio padrdo. (n=3).
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Figura 25. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a enzima chalcona sintase
em plantas adultas de aveia branca, genotipos URS 21 (parcialmente
resistente) e URS 22 (suscetivel), apds inoculacdo com P. coronata em 0, 6,
12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas
e as barras o desvio padréo. (n=3).
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Figura 26. Perfil transcricional da sequéncia codificante do gene Lr34 de trigo em
plantas adultas de aveia branca, genétipos UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apds inoculacdo com P. coronata em
0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas
bioldgicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a diferenca
estatistica pelo teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada gendtipo.
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Figura 27: Perfil transcricional da sequéncia codificante do gene Lr34 de trigo em
plantas adultas de aveia branca, genétipos URS 21 (parcialmente resistente)
e URS 22 (suscetivel), apos inoculagdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48
e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas bioldgicas e as
barras o desvio padréo. O asterisco indica a diferenga estatistica pelo teste t
a 5% em relacdo ao tempo zero em cada gendtipo. (n=3).
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Quando da obtencdo do perfil transcricional desse gene para 0s genotipos URS
21 e URS 22, apenas se obteve expressdo no periodo de 0 hai (periodo utilizado como
calibrador) para o genétipo URS 21, o que ndo permitiu a realizagdo do célculo da
expressao génica relativa para a cultivar URS 22. No entanto, para o gendtipo
parcialmente resistente, ndo houve alteracdo significativa da expressdo desse gene

(Figura 29) em todos os periodos avaliados apos a inoculagdo com P. coronata.
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Figura 28. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a enzima calose sintase em
plantas adultas de aveia branca, genétipos UFRGS 988012-1 (parcialmente
resistente) e UFRGS 19 (suscetivel), apos inoculagdo com P. coronata em 0,
6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas apresentam a média das replicatas
biol6gicas e as barras o desvio padrdo. O asterisco indica a diferenca
estatistica pelo teste t a 5% em relacdo ao tempo zero em cada genotipo.
(n=3).
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Figura 29. Perfil transcricional da sequéncia com homologia a enzima calose sintase em
plantas adultas de aveia branca, gendtipo URS 21 (parcialmente resistente),
apos inoculacdo com P. coronata em 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. As colunas
apresentam a média das replicatas bioldgicas e as barras o desvio padréo.
(n=3).

Os iniciadores projetados a partir da sequéncia com homologia a uma proteina

PDR like ABC transportador e a partir da sequéncia depositada, no NCBI, referente ao

gene MLO de trigo (n.° de acesso KMO017011.1), através da analise da curva de

dissociacdo, ndo foram especificos. Portanto, essas sequéncias foram descartadas da

analise aqui realizada.



5 DISCUSSAO

O programa de Melhoramento Genético de Aveia da UFRGS tem como objetivo
desenvolver gendtipos de aveia branca mais adaptados as condi¢des do Sul do Brasil,
bem como resistentes as principais doencgas que acometem a cultura, como a ferrugem
da folha. Exemplos de cultivares desenvolvidas pelo referido programa sdo UFRGS 19,
URS 21 e URS 22, langadas comercialmente em 1999, 2000 e 2001, respectivamente.
Estas cultivares apresentavam resisténcia completa a ferrugem da folha quando
lancadas, porém atualmente UFRGS 19 e URS 22 encontram-se totalmente suscetiveis e
URS 21 parcialmente resistente ao patdgeno. Estes gendtipos e a linhagem UFRGS
988012-1, a qual ainda apresenta resisténcia parcial quando cultivada nas condicoes
ambientais do sul do Brasil, foram empregados nesse estudo.

A linhagem UFRGS 988012-1 e a cultivar URS 21 sdo irmas, uma vez que
foram obtidas a partir do cruzamento entre UFRGS 10 e CTC84B993. Também sdo
irmas as cultivares UFRGS 19 e URS 22, tendo sido obtidas a partir do cruzamento
entre as linhagens UFRGS 841110 e UFRGS 884021-1. A resisténcia parcial de URS
21 manteve-se no campo durante mais de uma década de cultivo. Levando-se em
consideracdo o elevado grau de parentesco entre 0s genotipos parcialmente resistentes,
considera-se a possibilidade da ocorréncia de mecanismos similares que conferem o
carater resisténcia parcial a ferrugem da folha em UFRGS 988012-1 e URS 21.

A cultivar UFRGS 19 foi empregada como parental suscetivel no cruzamento
realizado com a linhagem parcialmente resistente UFRGS 988012-1 para a obtencédo de
populagdo de 167 linhagens recombinantes. As cultivares URS 21 e URS 22,
juntamente com UFRGS 988012-1 e UFRGS 19, no estadio de planta adulta, foram
utilizadas para a obtencao do perfil transcricional de genes possivelmente associados a
resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia.

A resisténcia parcial € um tipo de resisténcia incompleta que, no geral é

condicionada por genes de menor efeito sobre o fenétipo. E um tipo de resisténcia na
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qual o hospedeiro, mesmo sendo suscetivel a infeccdo, apresenta baixa taxa de
progresso da doenga. Assim, a resisténcia parcial resulta em uma reducéo na taxa de
desenvolvimento da epidemia e ndo em uma reducdo da quantidade de indculo inicial
ou no retardo do inicio do ciclo da doenca (Simons, 1972). Essa reducdo na taxa de
desenvolvimento da doenca ocorre pela acdo combinada dos componentes que
condicionam a resisténcia quantitativa, como um maior periodo latente, um periodo
infeccioso reduzido, uma menor eficiéncia de infecgdo, pustulas com &reas menores e
uma reducdo da esporulacdo do patdgeno (Parlevliet, 1979).

No entanto, para que a resisténcia parcial possa tanto ser identificada quanto
caracterizada em um grupo de genoétipos, como as linhagens recombinantes avaliadas
neste estudo, é necesséria a ocorréncia de variabilidade para os componentes que a
condicionam. No presente estudo, foi observada elevada variabilidade para o parametro
epidemiolégico ASCPD na populacéo de linhagens recombinantes avaliada ao longo de
2013, 2014 e 2015.

De acordo com Shaner & Finney (1980) (citados por Parlevliet, 1985), o melhor
critério que pode ser adotado para avaliar a resisténcia parcial € a ASCPD. Isso porque a
representacdo grafica da epidemia, através da curva de progresso da doenca, expressa a
plotagem da proporcdo de doenca ao longo do tempo. A selecdo de gendtipos que
apresentam resisténcia quantitativa em programas de melhoramento, embora bastante
trabalhosa, deveria ser realizada com base no comportamento desses genétipos a campo
pela quantificacio da ASCPD, porque esse parametro epidemiologico permite
posteriormente avaliar a taxa de progresso da doencga, que no caso da resisténcia parcial
é esperado ser lento (Wilcoxson, 1981; Parlevliet, 1985).

Analisando-se as ASCPDNC média das 167 linhagens recombinantes e dos
parentais parcialmente resistente (UFRGS 988012-1) e suscetivel (UFRGS 19), que
serviram também como testemunhas para 0s ensaios, pode-se verificar que, nos anos de
2013 e 2014, a epidemia foi menos severa quando comparado a epidemia que aconteceu
no ano de 2015, dado os elevados valores assumidos por essa variavel no Gltimo ano.

Nos trés anos de realizagdo dos ensaios, a epidemia teve inicio durante 0 més de
agosto. Porém, em 2015, os sintomas da doenga tornaram-se visiveis no inicio do més,
sendo considerado precoce em comparagcdo com os demais anos, visto que em 2013 e
2014 a epidemia teve inicio no final de agosto. Tal fato estd de acordo com a definigéo
do conceito de resisténcia parcial, que considera que esta forma de resisténcia ndo atua

retardando o inicio da epidemia.
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Valores de ASCPDNC semelhantes ao dos parentais no ano de 2013 e 2014 ja
foram relatados na literatura por Martinelli et al. (2009) ao avaliar esse mesmo
parametro epidemioldgico em gendtipos suscetiveis a ferrugem da folha UFRGS 14 e
UPF 16 e nas linhagens parcialmente resistentes MN 841801, MN 841804 e MN841810
no mesmo ambiente da realizacdo dos ensaios aqui referidos.

A andlise comparativa dos graficos da ASCPDNC para os trés anos de avaliagdo
(Figuras 8, 9 e 10) demonstrou que esta medida é extremamente varidvel entre os
gendtipos avaliados e essa variacdo nao ocorre de forma linear. Além disso, os dados da
ASCPDNC indicam que nos trés anos de realizacdo dos ensaios ocorreu uma
distribuicdo continua entre as linhagens recombinantes que compunham a populacéo,
porém tendenciosa para 0 extremo da resisténcia. A ASCPDNC média das 167
linhagens apresentou valor mais proximo ao apresentado pelo parental parcialmente
resistente do que ao parental suscetivel a ferrugem da folha da aveia. Porém, alguns
genotipos apresentaram valores da ASCPDNC média superiores ao da cultivar UFRGS
19. Também foi possivel identificar gendtipos que apresentaram valores de ASCPDNC
inferior ao apresentado pelo parental parcialmente resistente e a maioria dos genotipos
apresentou um valor de ASCPDNC intermediario entre os parentais. Essa distribuicdo
fenotipica continua é esperada quando a caracteristica avaliada é de natureza
quantitativa (St. Clair, 2010).

Caracteristicas quantitativas sdo geralmente controladas por varios genes, 0s
quais podem interagir com o ambiente (St. Clair, 2010). A analise de variancia para a
ASCPDNC média das 167 linhagens recombinantes demonstrou interagdo entre o
ambiente e os genétipos durante a realizacdo dos ensaios, ou seja, 0 ambiente
influenciou a ASCPD apresentada pelos geno6tipos nos diferentes anos de realizacdo da
avaliacdo. Também foram observadas variacBes desse parametro epidemioldgico ao
longo de um mesmo ensaio quando comparado a ASCPDNC apresentada por cada uma
das trés parcelas que compunham cada ensaio, ou seja, ocorreu interacdo entre o
gendtipo e o ambiente da parcela em que este gendtipo estava localizado no campo.

Para o patossistema cevada x ferrugem da folha, a expressdo do carater
resisténcia parcial parece ser independente do ambiente (Parlevliet & Van Ommeren,
1975). Entretanto, esse ndo parece ser 0 caso para 0 patossistema trigo x ferrugem da
folha (Parlevliet, 1988), nem para a interacdo aveia x ferrugem da folha, como

demonstrado aqui.
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Fatores ambientais, como por exemplo, a baixa fertilidade do solo e,
principalmente, elevadas temperaturas durante o inverno, estdo correlacionados com
uma maior incidéncia de ferrugem da folha da aveia (Simons, 1985). Deste modo, 0
inicio precoce da epidemia durante o inverno/primavera de 2015, associado as
condi¢cdes ambientais favoraveis, como a ocorréncia de temperaturas amenas durante o
inverno e o0s elevados niveis de precipitagdo registrados durante o ciclo,
proporcionaram, além de uma temperatura adequada ao desenvolvimento do patégeno,
um maior periodo de molhamento foliar, favorecendo a germinacdo dos esporos do
patdgeno e, por consequéncia, a ocorréncia da doenca. Condicdo ambiental semelhante
a que ocorreu em 2015 ja foi relatada favorecendo a ocorréncia da doenca por Chaves et
al. (2004a) e por Zambonato (2011).

O favorecimento a ocorréncia da ferrugem da folha no ano de 2015 pode ser
observado pelo valor de ASCPDNC apresentado pelo parental UFRGS 988012-1 (cuja
média apresentou valor equivalente a 174,8) valor considerado bastante superior aos
valores obtidos para esse parametro epidemiolégico nos dois anos anteriores (7,77 em
2014 e 4,51 em 2014). Outro parametro epidemioldgico que pode fornecer evidéncia
quanto ao favorecimento a ocorréncia da doenca nesse ano é a severidade média das
linhagens consideradas resistentes, que atingiu aproximadamente 12% no final do ciclo,
e nos anos anteriores esses valores médios ndo chegaram a 1% (Figuras 5, 6 e 7).

No entanto, mesmo apresentando uma severidade maxima superior em 2015,
tanto o parental UFRGS 988012-1 quanto as linhagens classificadas como resistentes
apresentaram um progresso lento da doenga, quando comparado as linhagens suscetiveis
e/ou ao parental suscetivel UFRGS 19. Esse progresso lento da epidemia € caracteristica
da resisténcia parcial (Figura 7).

Nos anos de 2013 e 2014, também se observaram condi¢cdes ambientais
favoraveis a ocorréncia da doenca associadas a uma elevada pressdo de indculo, visto
que a severidade média atingiu valores proximos a 100% da area foliar afetada com
sintomas de ferrugem da folha em 2013 e cerca de 90% em 2014, tanto para as
linhagens suscetiveis quanto para o parental UFRGS 19. Esses dados evidenciam o
elevado nivel de resisténcia apresentado pelo parental parcialmente resistente e pelas
linhagens recombinantes classificadas como resistentes, as quais nesses anos
apresentaram severidade final média proximo a 1%. Assim, sob tais condicdes, tornou-
se possivel identificar genotipos que apresentavam diferentes niveis de resisténcia.

Elevado nivel de resisténcia parcial observado nas condigdes do sul do Brasil foram
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relatadas por Wesp et al. (2008) ao estudar a heranca da resisténcia quantitativa a
ferrugem da folha na linhagem de aveia branca UFRGS 910906.

A resisténcia parcial é, por alguns autores, utilizada como sinénimo de
resisténcia de planta adulta. No entanto, a resisténcia de planta adulta é caracterizada
por um tipo de reacdo suscetivel (Tl equivalente a 3 ou 4) quando plantulas sdo
desafiadas com o patdégeno (Parlevliet & Van Ommeren, 1975). Nas linhagens
recombinantes obtidas do cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19, a avaliagdo
da resisténcia parcial a ferrugem da folha no estadio de plantula indicou que,
aproximadamente, 70% das linhagens apresentaram TI considerado baixo, variando de 0
a 2, 0 que € indicativo da resisténcia do hospedeiro. No parental parcialmente resistente,
todas as plantulas apresentaram baixo TI. Resultado semelhante foi obtido por Graichen
et al. (2011) que, ao avaliarem o TI da cultivar URS 21 no estadio de plantula,
observaram que esta cultivar apresentava baixo Tl e, por consequéncia um fenotipo
resistente.

A linhagem UFRGS 988012-1, portadora do carater resisténcia parcial,
apresentou resisténcia as racas de P. coronata presentes na regido do sul do Brasil
durante os trés anos de avaliacdo a campo, apresentando apenas pequena severidade da
doenca. Essa linhagem também evidenciou resisténcia no estadio de plantula, o que
indica que a resisténcia presente nesta linhagem ¢é efetiva tanto no estadio de plantula
guanto no estadio de planta adulta.

Pela analise dos dados obtidos do parametro ASCPDNC, observou-se
claramente a estabilidade do carater resisténcia parcial apresentada pela linhagem
UFRGS 988012-1 e pelas linhagens consideradas resistentes ao longo dos trés anos de
realizacdo dos ensaios (Tabela 10). Essa estabilidade facilita a selecdo contra genotipos
que apresentam elevados niveis de severidade a partir do primeiro ano de realizacdo do
ensaio. No entanto, também permite a selecdo de gendtipos que se destacam por
apresentarem adequados niveis de resisténcia, mesmo em condi¢des de ambiente e de
pressdo de indculo altamente favoraveis a ocorréncia de epidemias severas e com longa
duracdo. Tal estabilidade também ¢ salientada quando considerado o fato de que a
linhagem UFRGS 988012-1 é cultivada sob as condi¢des ambientais do sul do Brasil
por mais de dez anos.

Com base nos histogramas de distribuicdo de frequéncias das 167 linhagens
recombinantes e, pelo desenvolvimento de modelos genéticos realizou-se a estimativa

do numero de locos responsaveis por conferirem o carater resisténcia parcial a ferrugem
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da folha da aveia. Para o ano de 2013, o0 modelo genético que melhor ajuste apresentou
foi o que compreendeu a presenca de quatro locos, enquanto que para o0s anos de 2014 e
2015, o modelo com trés locos foi o que melhor ajuste apresentou as frequéncias
genéticas esperadas e observadas.

Os resultados obtidos demonstram que a resisténcia parcial a ferrugem da folha
expressa pela progénie avaliada ao longo dos trés anos é de natureza oligogénica,
apresentando dois locos de maior efeito sobre o fendtipo (“A” ¢ “B”). Modelo genético
similar foi proposto por Zambonato et al. (2012), que investigando a heranca da
resisténcia parcial a ferrugem da folha em populacGes de aveia derivadas do cruzamento
das cultivares URS 21 (parcialmente resistente e irma de UFRGS 988012-1) e URS 22
(suscetivel a ferrugem da folha e irmdo de UFRGS 19) avaliaram, sob as condic¢Ges do
sul do Brasil seis geracOes basicas, as quais eram compostas pelos parentais URS 21 e
URS 22, F1, F», cruzamento da F1 com URS 21 (BC:) e cruzamento da F1 com URS 22
(BC2). Apos avaliacdo da severidade e determinacdo da ASCPDNC estimou-se que a
heranca da resisténcia parcial a ferrugem da folha apresentava natureza oligogénica,
sendo conferida por cinco locos (A, B, C, D e E). Dois desses locos apresentavam maior
efeito sobre o fendtipo, sendo um deles responsavel por conferir a resisténcia quando na
forma recessiva (aa) e o outro loco de maior efeito sobre o fen6tipo, atuaria conferindo a
resisténcia quando presente na forma dominante (BB).

Em consequéncia do parentesco apresentado entre os parentais da populacéo
avaliada por Zambonato et al. (2012) e os parentais da populacdo aqui avaliada, supGe-
se que, assim como para 0 modelo genético proposto por Zambonato et al. (2012), para
a populagédo de linhagens recombinantes aqui referida um dos locos de maior efeito
sobre o fendtipo encontra-se em carater recessivo (aa) e 0os demais locos tornam-se
efetivos quando na forma dominante e em combinagfes especificas. Ainda com base
nos resultados obtidos por Zambonato et al. (2012), esse loco recessivo € capaz,
independentemente da presenca e combinacdo dos demais locos, de conferir o fenotipo
de resisténcia parcial.

No patossistema cevada-ferrugem da folha, o periodo latente é o componente
que mais contribui para a resisténcia parcial. Ao investigar a heranca deste componente,
Parlevliet & Van Ommeren (1976) demonstraram que esta € uma caracteristica
poligénica, controlada por um gene de maior efeito sobre o fenotipo, o qual quando
presente na forma recessiva confere um maior periodo latente e por mais cinco ou seis

genes de menor efeito sobre o fenotipo, porém com heranca aditiva.
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Tomando por base o citado acima, o loco “A” possivelmente quando presente na
forma dominante atue como um regulador negativo da resposta de defesa, ou seja, como
um fator de suscetibilidade, e a resisténcia encontra-se associada com a forma recessiva,
ou é conferida por uma mutacdo com perda de funcdo do mesmo (Eckardt, 2002). Um
exemplo bem caracterizado da supressdo da resposta de defesa € a proteina
transmembrana MLO em cevada, que quando ausente gera resposta de resisténcia,
sendo observada pela rapida formacdo de aposi¢cdes sobre a parede celular, que atuam
contendo a penetracdo do fungo no sitio de infeccdo (Jorgensen, 1992).

No entanto, Graichen et al. (2011) ao avaliarem a taxa de infeccdo de
P. coronata sobre os gendtipos URS 21 e URS 22 ndo observaram diferencgas na area
das col6nias individuais formadas pelo patdégeno, o que indica que 0 mecanismo que
confere resisténcia ao genotipo URS 21 ndo previne o desenvolvimento da coldnia,
porém atua posteriormente, prevenindo ou limitando o desenvolvimento das pustulas e,
por consequéncia, gerando menor densidade de pustulas nesse genotipo.

Assim, o loco “A” poderia atuar de maneira semelhante ao gene PMRG6 de
Arabidopsis, que codifica uma enzima que atua degradando pectina. A mutacdo pmr6
gera auséncia da atividade desta enzima e ha aumento de pectina nas células da
epiderme, 0 que poderia levar a uma alteragdo da fungdo do haustdrio e atuar como um
processo de defesa da planta (Vogel et al., 2002).

A diferenca observada quanto a inferéncia do nimero de locos responsaveis por
conferirem o carater entre 2013 e os demais anos (2014 e 2015) pode ser explicada pela
dificuldade encontrada no estabelecimento dos limites entre gendtipos parcialmente
resistentes e 0s genotipos considerados intermediarios, bem como, entre os genotipos
intermediarios e 0s gendtipos suscetiveis durante a caracterizacdo fenotipica destes.

Outro fator que pode ter contribuido para aumentar a dificuldade durante a
classificacdo fenotipica foi a ocorréncia de outras epidemias, como por exemplo, a
presenca de Pyrenophora chaetomioides Speg, responsavel por causar a mancha negra
na cultura da aveia.

Contudo, ndo se pode descartar a hipotese da superacdo de um dos locos de
menor efeito sobre o fendtipo, dado as condigdes ambientais favoraveis a ocorréncia da
ferrugem da folha associadas a elevada complexidade das ragas de P. coronata
predominantes na regido do sul do Brasil. Estas ragas, em media, apresentam 17 genes
de viruléncia por isolado o que resulta numa grande variabilidade de racas, bem como

em um elevado numero de super ragas (Vieira et al., 2007).
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Embora a resisténcia quantitativa nao apresente o ciclo de “altos e baixos”, que ¢
caracteristico da resisténcia qualitativa, a mesma € sensivel as condi¢cdes ambientais, o
que dificulta determinar se as racas do patdégeno diferem quanto ao grau de viruléncia
para uma mesma cultivar cuja resisténcia seja quantitativa. Porém, a populacdo
patogénica, mesmo submetida a uma menor pressdo de selecdo diante da resisténcia
parcial evolui objetivando superar a resisténcia quantitativa (McDonald & Linde, 2002).

A natureza das forcas evolutivas que atuam sobre a resisténcia quantitativa
difere das forcas que dirigem a resisténcia qualitativa. A erosdo da resisténcia
quantitativa é mais dificil de ser observada, em funcdo da populacdo do patdgeno
apresentar uma distribuicdo da patogenicidade que pode variar consideravelmente de
ano a ano, em consequéncia da interacdo genotipo ambiente (McDonald & Linde,
2002), como ocorreu ao longo da realizacdo deste trabalho. Portanto, a mudanca na
populacdo patogénica ird ocorrer ano apos ano, de maneira gradual, o que ndo permite a
facil deteccdo. Entretanto, apds inimeros ciclos de reproducdo do patégeno e selecdo, o
nivel de viruléncia da populacdo ird aumentar e a resisténcia quantitativa sera
parcialmente superada.

A anadlise da genealogia dos gendtipos irmdos URS 21 e UFRGS 988012-1,
resultantes do cruzamento entre UFRGS 10 e CTC 84B993 demonstra que a resisténcia
parcial apresentada por esses genotipos é proveniente da cultivar UFRGS 10. A cultivar
UFRGS 10 é resultado do cruzamento C1217 e Coronado — BCRA. Coronado — BCRA
contém em sua genealogia os genitores Black Mesdag e Abeerden 101 (entre outros).
As linhagens de aveia do programa de melhoramento de Minnesota (MN 841801 e MN
841810) quando avaliadas por Martinelli et al. (2009), nas condi¢des ambientais do sul
do Brasil, apresentaram um padréo estavel de resisténcia a ferrugem da folha e, os
resultados da avaliacdo sugeriram que dois genes estariam conferindo o carater
resisténcia parcial a linhagem MN 841801. Porem, as linhagens MN também possuem
em sua genealogia os genitores Black Mesdag e Abeerden 101, os quais séo
considerados possiveis doadores da resisténcia (Zambonato, 2011), o que induz a pensar
se a resisténcia parcial apresentada pelos genétipos UFRGS 988012-1 e URS 21 ¢é a
mesma das linhagens MN 841801 e MN 841810.

Um total de oito QTLs associados a resisténcia parcial da linhagem MN 841801-
1 foram identificados (Acevedo et al., 2010). No entanto, a resisténcia parcial a
ferrugem da folha da linhagem MN 841801-1 parece ser controlada principalmente por

quatro QTLs (Prgla, Prg2, Prq7, e Prg8), os quais foram detectados em diferentes
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experimentos e através de diferentes formas de avaliacdo da doenca. Esses resultados
confirmam a natureza complexa da resisténcia parcial a ferrugem da folha em geno6tipos
de aveia em funcdo da interagdo e efeito aditivo de multiplos QTLs controlando a
caracteristica no hospedeiro (Acevedo et al., 2010).

Quando os potenciais marcadores SNPs para diagnosticar a presenca do QTL
Pc.crc-14D foram testados nos genotipos URS 21, URS 22, UFRGS 19, UFRGS
988012-1 e URS F Galope ndo houve diferenca entre esses genotipos,
independentemente destes serem imunes, parcialmente resistentes ou suscetiveis a
ferrugem da folha, o que indica que esses marcadores SNPs (GMI_DS LB 6480 e
GMI_ES14 ¢1439 83) ndo se encontram associados a resisténcia parcial observada nos
genotipos brasileiros aqui avaliados. Assim, possivelmente o QTL identificado por Lin
et al. (2014) ndo é o mesmo loco de maior efeito sobre o fenotipo que confere o carater
nas condicdes do sul do Brasil.

As plantas apresentam uma variedade de mecanismos de defesa e 0s empregam
objetivando protecdo contra a infecgdo por patégenos. Uma caracteristica comum,
observada quando da transducdo de sinal para a resposta imune vegetal, é a ativacdo
transcricional de um expressivo numero de genes apos o tecido vegetal ser desafiado
com o patdgeno (Dong et al., 2003). Atributo observado por Figueir6 (2012) ao inocular
plantulas da cultivar de aveia URS 21 com o agente casual da ferrugem da folha,
P. coronata.

Alguns patdgenos podem induzir a expressdo de genes que codificam proteinas
que apresentam funcdo regulatéria em vias de transducdo de sinal nas respostas de
defesa. Os fatores de transcri¢cdo pertencentes a familia WRKY sdo considerados os
principais reguladores transcricionais relacionados com a expressao de genes associados
a defesa. Estudos demonstram que, quando da ocorréncia do processo de infeccédo por
um patdégeno, tratamento com moléculas elicitoras ou AS, ha uma rapida inducéo a
expressao desses fatores de transcricdo (Dong et al., 2003; Choi et al., 2015). Outro
fator que salienta a importancia dessas proteinas na resposta de defesa é o fato destas
apresentarem um dominio de 60 aminoacidos altamente conservado, denominado
dominio WRKY, o qual liga a regido W-box ((T)(TGACC/T) a regido promotora de
genes relacionados a defesa, como os genes PR (Dong et al., 2003). No entanto, devido
a redundéncia funcional, a contribuicdo individual dos membros individuais dessa

familia de fatores de transcri¢do a imunidade € sutil (Bhattarai et al., 2010).
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As duas sequéncias de aveia obtidas por RNAseq em pléantulas da cultivar URS
21, anotadas no genoma do arroz como homologas a fatores de transcricdo WRKY,
demonstraram resposta diversa. A sequéncia referida como WRKY73, em ambos os
gendtipos parcialmente resistentes, reduziu sua expressao logo nas primeiras seis horas
apos o desafio com o patégeno. Comportamento contrario foi observado para o0s
genotipos suscetiveis a ferrugem da folha, sendo que UFRGS 19 apresentou inducao nas
primeiras seis horas ap06s o desafio com o patdgeno, seguida de reducdo significativa da
expressao em 24 hai, enquanto que URS 22 apresentou reducdo na expressao deste fator
de transcri¢do nas primeiras 12 hai.

A segunda sequéncia avaliada, denominada apenas WRKY, em UFRGS 988012-
1 e UFRGS 19 manteve exatamente o comportamento apresentado quando da obtencdo
do perfil transcricional para a sequéncia relacionada a WRKY73, porém a cultivar URS
21 apresentou aumento da expressao em todos os periodos avaliados, o que confirma a
inducdo da expressdo desse gene quando da inoculagdo com P. coronata obtida por
Figueird (2012) em plantulas do mesmo gendtipo.

Dado o comportamento da linhagem UFRGS 988012-1 e da cultivar URS 21 ser
contrastante se comparado com o das cultivares suscetiveis URS 22 e UFRGS 19 com
relacdo a sequéncia com homologia a WRKY73, sugere-se que para o patossistema aveia
x ferrugem da folha esse fator de transcri¢cdo possa atuar como um regulador negativo
da resposta de resisténcia, assim como observado para OSWRKY76 na interacdo arroz x
bruzone (M. oryzae). Assim, 0 aumento da expressdo dessa sequéncia observado nos
genotipos suscetiveis pode ser induzido pela acdo do patdégeno (Yokotani et al., 2013).

Essa diferenca observada no padrdo de inducdo desses membros da familia de
fatores de transcricdo WRKY indica que diferentes subconjuntos de membros da familia
WRKY sdo regulados por diferentes vias de sinalizacdo durante a ativacdo das vias de
defesa. Ao avaliar a expressdo de genes WRKY, Dong et al. (2003) observaram que
alguns membros dessa familia foram altamente induzidos quando plantas de
Arabidopsis foram desafiadas com Pseudomonas syringae, enquanto outros membros
da familia quase ndo foram detectados. Além disso, outros membros desta familia de
fatores de transcricdo ndo foram expressos ou ndo apresentaram alteracdo na expresséo
diante do patogeno. Isso possivelmente indica que alguns membros dessa familia de
fatores de transcri¢cdo possam estar envolvidos em processos biologicos outros alem da
resposta de defesa ou na regulacdo de genes similares que sdo expressos em tecidos

especificos ou em um estddio de desenvolvimento particular. O envolvimento de
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membros da familia WRKY na resposta a estresses abioticos tem sido relatado por
Ramamoorthy et al. (2008), bem como em processos relacionados a senescéncia foliar,
ao desenvolvimento da semente e a quebra de dorméncia de sementes (Rushton et al.,
2010).

Também deve ser considerado o fato que por serem fatores de transcricdo, essas
proteinas podem atuar como ativadores ou repressores da expressdao. Dessa forma,
quando observado um aumento da expressdo desses fatores de transcricdo néo
necessariamente ocorrera um aumento linear na expressdo dos genes relacionados a
defesa (Dupont et al., 2015). E, tanto fatores de transcricdo atuando como ativadores
quanto como repressores poderdo ser requeridos para a formagdo de uma rede
regulatoria por feedback durante os véarios estagios da montagem da resposta de defesa
(Dong et al., 2003).

Plantas vasculares normalmente apresentam compostos fendlicos nos vacuolos e
no apoplasto. Esses compostos sdo sintetizados principalmente através do aminoacido
fenilalanina pela via do chiquimato e suas concentracfes nas células das plantas variam
de acordo com as condicgdes fisioldgicas e ambientais. Por consequéncia, a localizacdo
destes compostos € restrita a um tipo celular, ou um 6rgdo ou mesmo a uma area
particular de um 6érgdo. Assim, esses compostos apresentam varias funcdes e estas sdo
dependentes de sua localiza¢do (Takahama, 2004).

Ao avaliar a producdo de compostos fendlicos totais em plantulas de aveia, a
cultivar URS 21, quando inoculadas com P. coronata no periodo correspondente as
primeiras 24 hai, Figueir6 (2012) observou intensa producdo destes compostos na
epiderme e, se estes compostos fossem do tipo estrutural como as ligninas poderiam
atuar dificultando a penetracdo do fungo.

As plantas apresentam um numero grande de isoenzimas peroxidases. Essas
enzimas se encontram presentes em folhas, colmos e raizes, e podem ser divididas em
duas classes. As pertencentes a classe | localizam-se preferencialmente nos cloroplastos,
citosol e peroxissomos, e utilizam o acido ascorbico como doador de elétrons. A
principal funcdo destas enzimas é a detoxificagdo do H2O, formado nessas organelas
(Takahama, 2004).

Ao quantificar os niveis de H>O2 na cultivar URS 21 ap6s inoculagdo com o
agente causador da ferrugem da folha, Figueiro et al. (2015) observaram uma reducgéo
nos niveis de H202, sugerindo que este poderia ser consumido na peroxidacdo de

compostos fenolicos. Assim, apds a inoculagcdo com P. coronata, espera-se um aumento
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da expressdo de peroxidases, o que de fato foi observado quando avaliada a expressédo
génica relativa deste gene nos gendtipos parcialmente resistentes UFRGS 988012-1 e
URS 21, sendo que, no primeiro genotipo o aumento da expressdo ficou restrito as
primeiras 6 horas apds o desafio com o patdégeno e um novo aumento foi observado em
24 e 48 hai. JA em URS 21, a inducdo a expressao deste gene foi observada ao longo de
todo o periodo de avaliacdo (Figuras 18 e 19).

Inducdo de 41 sequéncias com homologia a peroxidases de arroz foram
observadas por Figueiré (2012) quando plantulas da cultivar URS 21 foram desafiadas
com o agente casual da ferrugem da folha no periodo de 12 hai. Assim, sugere-se que a
acao dessa classe de isoenzimas possa estar envolvida com o mecanismo de resisténcia
parcial a ferrugem da folha, tanto em plantulas quanto em plantas adultas da cultivar
URS 21, e em plantas adultas da linhagem UFRGS 988012-1, irmd de URS 21. Dessa
forma, sugere-se que a acdo de peroxidases, consumindo o H2O; produzido na
peroxidacdo de compostos fenolicos (Figueird et al., 2015) possa ser uma resposta em
comum de URS 21 e UFRGS 988012-1 contra a infecgéo por P. coronata.

O aumento da expressdo de peroxidases observado na cultivar UFRGS 19,
principalmente nas primeiras 12 hai, pode estar relacionado com o processo de infeccao
pelo patdgeno, e ndo com a resposta de defesa propriamente dita, visto que para a
cultivar URS 22, igualmente suscetivel, também se observa um aumento em 12 hai.

Uma das mais bem estudadas respostas de defesa das plantas a infec¢do por
patdgenos é o aclimulo de compostos antimicrobianos, de baixo peso molecular,
pertencentes ao metabolismo secundario, denominadas fitoalexinas (Hammerschmidt,
1999). Nas plantas, os amino&cidos fenilalanina e triptofano sdo precursores de um
grande numero de metabdlitos secundarios, tais como os alcaloides, flavonoides,
fenilpropanoides, polimeros fendlicos, lignina entre outros (Wasaka & Ishihara, 2009).
Tanto o triptofano quanto a fenilalanina séo sintetizados a partir da via do chiquimato e
corismato e a expressao dos genes envolvidos na biossintese desses aminoacidos &
afetada tanto pelo ataque do patégeno quanto pela elicitacdo ou ferimento mecénico
(Mobley et al., 1999).

Folhas de aveia em resposta & infeccdo por P. coronata produzem
avenantramidas, as quais sdo uma série de amidas identificadas como fitoalexinas. As
avenantramidas sdo compostos fendlicos formados tanto pela via da fenilalanina quanto
do triptofano (Jones, 1984).
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Em plantas, a fenilalanina leva a producdo de flavonoides e isoflavonoides, 0s
quais estdo associados com as respostas de defesa desencadeadas (Dao et al., 2011). As
enzimas fenilalanina amonia liase (PAL; EC 4.3.1.5) e chalcona sintase (CHS; EC
2.3.1.74) sédo duas enzimas chaves envolvidas na biossintese de fenilpropanoides,
flavonoides e isoflavonoides (Smith & Banks, 1986). A primeira reacdo dessa via é a
desaminagdo da fenilalanina. A enzima PAL (EC 4.3.1.5) é a enzima que catalisa a
conversdo de L-fenilalanina a acido trans-cindmico, sendo assim considerada chave para
a biossintese de compostos fendlicos (Edwards et al., 1985).

A proxima reacdo nessa via metabolica é a condensacdo de uma molécula de
acido cindmico (ou derivados como o acido coumarico ou ferdlico) e trés moléculas de
malonil-CoA, produzindo assim a “naringenin” chalcona pela enzima CHS (EC
2.3.1.74) (Dao et al., 2011). Este passo de condensacédo é considerado o principal ramo
na via de producdo dos flavonoides (Campos, 2003).

A expressdo de ambas as enzimas, bem como suas atividades, é induzida diante
do ataque de patogenos. A atividade de PAL (EC 4.3.1.5) induz a sintese de compostos
como a lignina e a ligacdo de materiais fendlicos a parede celular (Edwards et al.,
1985). Enquanto que a enzima CHS (EC 2.3.1.74) auxilia na producdo de uma maior
quantidade de flavonoides e isoflavonoides com acdo de fitoalexinas objetivando a
protecdo contra patégenos (Dao et al., 2010).

Ao desafiar plantulas de aveia da cultivar URS 21 com P. coronata e avaliar o
transcriptoma dessas, Figueird (2012) identificou sequéncias de aveia com homologia a
CHS e sequéncias com homologia a PAL. Ao avaliar o perfil transcricional de uma
sequéncia de cada uma das enzimas acima mencionadas identificadas por Figueird
(2012), em plantas adultas de aveia branca, observou-se que a expressao de PAL (EC
4.3.1.5) e CHS (EC 2.3.1.74) no gendtipo parcialmente resistente URS 21, nédo
apresentou alteracdo significativa na expressao apés o desafio com o patdégeno durante
as primeiras 72 hai. O padrdo de expressdo apresentado pelo gendtipo, também
parcialmente resistente a ferrugem da folha UFRGS 988012-1, foi similar, com
tendéncia a redugdo na expressdo relativa para ambos os genes (PAL e CHS), sendo
essa reducéo significativa para PAL (EC 4.3.1.5) em 48 e 72 hai.

Essa diferenca observada quanto ao comportamento de plantulas e plantas
adultas para PAL (EC 4.3.1.5) e CHS (EC 2.3.1.74) pode ser devido ao fato de que, em
plantulas, ocorre uma preferéncia pela via da fenilalanina nas primeiras horas apos a

inoculagdo com P. coronata, levando a biossintese de flavonoides. Ao passo que plantas
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adultas talvez possam empregar a via do triptofano, antranilato ou mesmo a via da
fenilalanina para a sintese de avenantramidas ou fenilpropanoides com acdo de
fitoalexinas.

Ao realizar analise do contetdo de avenantramidas em plantulas e plantas
adultas das cultivares URS 21 e URS 22, Figueird (2012) sugeriu gque a sintese de
avenantramidas pode ser peca fundamental para a expressdo do carater resisténcia
parcial em plantas adultas de URS 21. Porém esses compostos ndo explicam a
expressao do carater no estadio de plantula.

Ao avaliar os componentes histoldgicos da resisténcia parcial em plantulas de
genotipos de aveia brasileiros, URS 21, UFRGS 04B7113-1 e UFRGS 04B7119-2,
Graichen et al. (2011) observaram elevada correlagdo entre a ocorréncia da morte das
células do hospedeiro e 0 acimulo de compostos autofluorescentes e fendlicos. Para a
cultivar URS 21, a presenca desses compostos fluorescentes ndo permitiu o
desenvolvimento de tecido esporogénico. Resultado similar foi observado para plantulas
da cultivar URS 21 no periodo de 48 hai com P. coronata em células da epiderme.
Houve acumulo de compostos fendlicos em plantas adultas de aveia no periodo entre 24
e 72 hai com P. coronata (Figueiro et al., 2015).

Também se deve considerar o fato de que a anélise baseada em RT-qPCR foram
realizadas em plantas adultas, enquanto que a avaliacdo do transcriptoma foi realizada
no estadio de plantulas. A ocorréncia de resultados diferentes para os estadios reforca os
indicios de que os mecanismos que conferem a resisténcia parcial apresentada pela
cultivar URS 21 diferem de acordo com o estadio de desenvolvimento da planta,
conforme sugerido por Graichen et al. (2011).

As saponinas pertencem a uma grande familia de metabolitos secundarios que
ocorrem em uma ampla gama de espécies de plantas. Essas moléculas sdo sintetizadas a
partir do acido meval6nico pela via dos isoterpenoides e sdo derivadas a partir da
ciclizacdo de triterpenoides ou esteroides, produtos do 2,3-oxidoesqualeno. S&o
caracterizadas pela sua propriedade surfactante (Osbourn, 2002). Estruturalmente, essas
moléculas apresentam grande diversidade e sdo quimicamente referidas como
triterpenos e glicosideos esteroidais. Apresentam diversas funcfes as quais variam
desde a conferéncia de propriedades associadas a palatabilidade, como o doce e o
amargo, a formacdo de espumas e emulsificantes, propriedades farmacéuticas e

medicinais bem como agéo antimicrobiana e inseticida (Vincken et al., 2006).
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No geral, os cereais e demais gramineas apresentam baixos niveis desse
metabdlito secundario, com excecdo da aveia. Isso porque essa espécie sintetiza duas
familias diferentes de saponinas, as avenacosides esteroidais, presentes nas folhas, e as
avenacinas triterpenoides localizadas nas raizes (Osbourn, 2002).

Quando da analise do transcriptoma da cultivar URS 21 apds desafio com
P. coronata, se observou a inducdo de sequéncias com homologia a cicloartenol sintase,
enzima que atua no primeiro passo para a biossintese de fitosterol, utilizando o 6xido
esqualeno como substrato (Gas-Pascual et al., 2015), assim indicando a producdo de
saponinas esteroidais. Ao avaliar a producdo de saponinas esteroidais em plantas adultas
de URS 21 observou-se elevados niveis dessas moléculas no periodo de até 72 hai, o
que sugere que a biossintese dessas moléculas também faca parte do mecanismo que
confere resisténcia parcial tanto em plantulas quanto em plantas adultas da cultivar URS
21 (Figueiro, 2012).

Entretanto, se 0 mecanismo de resisténcia apresentado por plantulas de URS 21
for o mesmo mecanismo que confere esse carater em plantas adultas, uma possibilidade
é que as sequéncias de fenilalanina aménia liase e chalcona sintase, selecionadas a partir
de plantulas e avaliadas em um estadio de desenvolvimento posterior (ap6s o
florescimento da planta), sejam diferentes das sequéncias induzidas e responsaveis por
atuarem na rota da fenilalanina.

Proteinas MACPF sdo importantes efetores no sistema imune e seus efeitos
foram observados primeiramente através de interacbes com a membrana e com a
formagdo de poros transmembrana. Essas proteinas auxiliam na remocéo de células ou
microrganismos indesejaveis do organismo através da formagdo de poros
transmembrana na superficie da membrana celular ou via acdo de endossomos
(Anderluh et al., 2014). Em Arabidopsis, através de estudos empregando mutantes
cadl, que constitutivamente ativam a morte celular e, cujo fendtipo mimetiza as lesdes
apresentadas pela RH, demonstrou-se que a proteina CAD1 apresenta um papel na
reposta de defesa induzida pelo patégeno, atuando no controle da morte celular
programada mediada pelo AS. Assim, CAD1 € possivelmente um regulador negativo da
imunidade vegetal. A proteina codificada por CAD1 apresenta um dominio MACPF
(Morita-Yamamuro et al., 2005).

Um segundo mutante, novamente isolado de Arabidopsis, que também mimetiza
lesGes necrédticas em rosetas e folhas caulinares, nsll (do inglés, necrotic spotted lesions

1) e, cujo fenétipo estd associado a um retardo no crescimento, também
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constitutivamente expressa a resposta de defesa (Noutoshi et al., 2006). Esse mutante
acumula elevados niveis de calose e compostos fendlicos autofluorescentes junto as
lesbes necrdticas. O gene NSL1 codifica uma proteina com 612 aminoécidos que
contém o dominio MACPF, e assim como CAD1, atua como um regulador negativo da
morte celular e resposta de defesa (Morita-Yamamuro et al., 2005; Noutoshi et al.,
2006).

Para 0 gendtipo URS 21, Figueird et al. (2015) observaram que a morte celular é
um importante mecanismo que atua conferindo a reacdo de resisténcia parcial a
P. coronata e, de acordo com Graichen (2009), a morte celular apresentada por esse
genotipo esta associada ao acumulo de compostos auto fluorescentes, possivelmente de
natureza fenolica. As proteinas MACPF podem estar localizadas na membrana celular
ou nas organelas e, pela formacdo de poros facilitam o transporte dos compostos
metabolicos (Noutoshi et al., 2006). Se essas proteinas mediam o transporte dos
compostos fendlicos para o local de infeccdo como sugerido por Figueird (2012), entéo
0 aumento de expressdo apresentado pelo gene que codifica uma proteina MACPF
observado na cultivar URS 21 é condizente com a possivel funcdo dessas proteinas
(Figura 23), sendo essas proteinas parte do mecanismo que confere o carater resisténcia
parcial nesta cultivar. Maior concentracdo de compostos fendélicos em plantas adultas foi
obtida para o periodo de 48 hai (Figueiro, 2012), o que coincide com o aumento
significativo da expresséo de MACPF aqui observado, reforcando assim o papel dessas
proteinas na resisténcia parcial apresentada pela cultivar URS 21.

Entretanto, na linhagem UFRGS 988012-1 um padrdo de expressdo oposto foi
observado, 0 que sugere que possivelmente essas proteinas nao estejam associadas a
expressao do carater resisténcia parcial nessa linhagem. Esse fato pressupde a
ocorréncia de mecanismos parcialmente distintos conferindo a resistencia parcial nos
genotipos URS 21 e UFRGS 988012-1.

A resisténcia baseada em genes que conferem o carater de progresso lento da
doenca tem provado ser uma estratégia usual e promissora para o desenvolvimento de
variedades de trigo com resisténcia durdvel as ferrugens que atacam essa cultura
(Rosewarne et al., 2006). O gene Lr34 é responsavel por conferir resisténcia em planta
adulta a ferrugem da folha, a ferrugem estriada e ao oidio e vem sendo efetivo e
empregado em variedades para o controle destas doencas ha mais de cem anos
(Krattinger et al., 2009; Chauhan et al., 2015). A proteina codificada por Lr34 é similar
a classes de transportadores ABC, subtipo ABCG (Krattinger et al., 2009).
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Recentemente, foi demonstrado que quando esse gene é transferido para cevada, o
mesmo é capaz de conferir resisténcia a ferrugem da folha (P. hordei) e ao oidio
(Blumeria graminins f. sp. hordei), tanto no estadio de plantula quanto para planta
adulta. Da mesma forma que para trigo, o fendtipo de necrose na ponta da folha (LTN,
do inglés leaf tip necrosis) também foi observado para cevada (Risk et al., 2013;
Chauhan et al., 2015). No entanto, 0 mecanismo molecular pelo qual o gene Lr34
confere o carater resisténcia durdvel e a multiplos patdgenos, bem como o fenétipo de
necrose da ponta ainda sé@o desconhecidos (Chauhan et al., 2015).

Ao avaliar o perfil de expressao relativa do gene Lr34 (n.° de acesso: FJ436983,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224365600/) observou-se um aumento

significativo da expressdo deste gene para a cultivar URS 21 nas primeiras 12 e 24 hai.
Isso levanta a possibilidade de que o mecanismo de resisténcia parcial conferido por
esse gene a planta adulta em trigo (Krattinger et al., 2009) e, sob condi¢6es apropriadas,
também em pléntulas (Dyck & Samborski, 1982), bem como em ambos estadios de
desenvolvimento em cevada (Chauhan et al., 2015), possa ser semelhante ao
mecanismo que confere a resisténcia parcial apresentada pela cultivar URS 21, visto que
a resisténcia parcial apresentada por essa cultivar também é observada sendo expressa
no estadio de plantula (Graichen, 2011). Comportamento oposto para a expressao
relativa dessa sequéncia ocorreu na linhagem UFRGS 988012-1, dada a reducgéo gradual
da expressao deste gene ao longo do periodo avaliado, indicando que possivelmente este
gene nao esteja relacionado com a resisténcia parcial nessa linhagem.

Calose é sintetizada por uma classe de enzimas denominada calose sintase a
partir de residuos de B-1,3 glicose (Chen & Kim, 2009). Ao avaliar o transcriptoma de
plantulas da cultivar URS 21 desafiadas com P. coronata, Figueiré (2012) observou a
inducdo de sequéncias com homologia a enzima calose sintase. Esse homopolimero é
sintetizado pelas plantas em diversos locais ao longo do desenvolvimento e em resposta
a estresses abioticos e biodticos (Verma & Hong, 2001). Em cevada, o gene Mlo, quando
na forma recessiva, confere resisténcia pré-haustorial a oidio e o mecanismo
histopatoldgico associado a esse gene € a rapida formacdo de papila, a qual contém
principalmente calose (Jorgensen, 1992).

Ao avaliar a expressdo de uma das sequéncias de calose sintase identificadas por
Figueird (2012), observou-se reducdo na expressao relativa dessa sequéncia para a
linhagem UFRGS 988012-1 em todos os tempos avaliados se comparado com 0 hai.

Comportamento semelhante foi observado para a cultivar UFRGS 19. Na cultivar URS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224365600/
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21, houve aumento na expressdo deste gene para todos os tempos de avaliacdo, porém
ndo foram detectadas diferengas estatisticas. Para o gendtipo URS 22 ndo foi obtido o
perfil transcricional para essa sequéncia.

Em Arabidopsis thaliana, doze genes que possivelmente atuam codificando a
enzima calose sintase foram identificados. Duas nomenclaturas tém sido adotadas para
esses genes, de acordo com cada grupo de pesquisa. O grupo de Verma e colaboradores
emprega o sistema de nomenclatura CalS (do inglés, Callose synthase), sendo os genes
denominados AtCalS1 a AtCalS12. O grupo de Somerville e colaboradores se refere aos
doze possiveis genes identificados pela sigla GSL (do inglés, Glucan Synthase — like) e
os representam por AtGSL1 a AtGSL12 (Chen & Kim, 2009).

Estudos reportaram que GSL5/PMR4/CalS12 é responsavel pela sintese de
calose no tecido esporofitico em resposta ao ataque de patdgeno ou a ferimento (Jacobs
et al., 2003). Mutantes com perda de funcdo de GSL5/PMR4/CalLS12 ndo sdo capazes
de sintetizar calose para a formagéo da papila e essa deplecdo de calose nos mutantes
gsl5 conferiu um fendtipo mais resistente ao ataque de patdgenos. Esses resultados
indicam que a sintese de calose exerce um efeito negativo sobre o sistema de defesa
vegetal. 1sso porque o acimulo de calose poderia atuar impedindo a transducéo de sinal
para desencadear o processo de defesa contra o patdgeno. Além disso, a inducdo a
sintese de calose desencadeada pelo patdgeno poderia atuar regulando de maneira
negativa a via de sinalizacdo dependente do AS (Chen & Kim, 2009).

Diante desses resultados, sugere-se que essa sequéncia ndo esteja associada a
resisténcia parcial apresentada pelos genétipos UFRGS 988012-1 e URS 21, e nem a
suscetibilidade em UFRGS 19, dado a dupla funcdo que a sintese de calose pode
apresentar diante do ataque de patdgenos.

Esses resultados em conjunto, demonstram que mdltiplos e diferentes
mecanismos encontram-se envolvidos com a transducdo de sinal e resposta de
resisténcia parcial a P. coronata nos gendtipos de aveia URS 21 e UFRGS 988012-1 e a
durabilidade da resisténcia parcial apresentada por esses genotipos encontra-se
associada a esses multiplos mecanismos, o que contrasta com a resisténcia conferida por
genes de maior efeito sobre o fenodtipo e especificos a uma determinada raca do
patogeno.

Além disso, pela obtencdo dos perfis transcricionais, sugere-se que 0S
mecanismos responsaveis por conferirem o carater resisténcia parcial para o gendtipo

UFRGS 988012-1 sejam parcialmente diferentes dos mecanismos que conferem esse
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carater para a cultivar URS 21, mesmo quando considerado o elevado grau de
parentesco entre esses gendtipos. Essa hipétese é reforgada pelo fato de que mesmo
quando cultivadas em um mesmo campo experimental e, por consequéncia, submetidas
a mesma pressdo de indéculo e racas de P. coronata, a linhagem UFRGS 988012-1
apresenta um maior nivel de resisténcia parcial que a cultivar URS 21, quando
comparado a severidade final e/ou a ASCPDNC apresentados pela cultivar URS 21
(dados néo apresentados). Ainda, quando da ocorréncia de mecanismos em comum para
esses genotipos, deve-se levar em consideracdo a possibilidade do emprego de
isoformas distintas de enzimas consideradas chaves para a regulacdo do processo de
defesa.

Com relacdo a diferenca observada entre as respostas apresentadas por plantulas
e por plantas adultas, deve se considerar a possibilidade dos mecanismos que conferem
0 carater resisténcia parcial serem, ou ndo, os mesmos no dois estadios de
desenvolvimento da planta. Também deve-se considerar o fato desses mecanismos
serem desencadeados pela acdo de isoformas de enzimas distintas ou ainda serem
induzidos por rotas distintas de biossintese compostos associados a resisténcia.

A via do AS, de maneira geral, encontra-se associada com a regulacdo das
respostas de defesa contra patdgenos biotréficos. Enquanto que a via do AJ apresenta
um papel na regulacdo das respostas de defesa contra herbivoros, insetos e patdgenos
necrotroficos (Pieterse et al., 2014). Entretanto, o AJ esta envolvido na sinalizacdo de
diversos outros processos, incluindo a resposta a estresses abioticos, e nas vias de
reacao que balancam a alocagéo de recursos entre o crescimento e as respostas de defesa
(Leone et al., 2014).

A via de sinalizacdo do AJ atua numa rede complexa de vias reguladas pela
sinalizacdo hormonal, as quais variam de acordo com as condi¢cdes ambientais ou com o
estadio de desenvolvimento das plantas (Pieterse et al., 2012). As vias de sinalizacdo do
AS e do AJ atuam de maneira antagonica uma em relagdo a outra, e permitem a planta
realizar um ajuste fino em resposta a defesa de acordo com o estilo de vida do patégeno
e a utilizar os recursos disponiveis de maneira eficiente (Pieterse et al., 2012; Pieterse et
al., 2014).

Diante de determinadas situagcbes ambientais, e no processo de balanco entre o
crescimento e a resposta de defesa, as giberelinas (GA) regulam diferentes aspectos do
crescimento pela acdo dos repressores transcricionais DELLAS, que atuam bloqueando

a atividade de reguladores transcricionais responsivos a GA, por se ligarem fisicamente
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a esses. De maneira similar aos repressores JAZ, proteinas DELLASs sdo degradadas
diante da percepgdo de GA, o0 que permite desencadear a resposta a GA. Por ocorrer
uma interacdo fisica entre DELLAs e JAZs ha uma limitacdo muitua quanto a
capacidade desses repressores para se ligarem aos seus respectivos fatores de
transcricdo (Yang et al., 2012). Assim, por exemplo, quando as plantas encontram-se
em competicdo pela elevada densidade no dossel, a razdo vermelho : vermelho extremo
é reduzida, as plantas aumentam a dominancia apical e investem seus recursos para o
crescimento, enquanto se tornam mais suscetiveis ao ataque de patdgenos necrotréficos
(Leone et al., 2014).

Todavia, quando as plantas ndo estdo submetidas a condi¢des de competicdo, as
proteinas DELLAs atuam promovendo a resisténcia a patdgenos necrotroficos por se
ligarem fisicamente a JAZ e assim permitirem que a via de sinalizacdo do AJ, bem
COmo 0S genes responsivos a esse sejam transcritos (Pieterse et al., 2014). Porém
quando do aumento das concentracbes de GA, ha degradacdo das proteinas DELLAS, e
a acdo desse fitohormonio altera o balangco AS/AJ auxiliando na promogéo da resposta
de defesa a patdgenos biotréficos (Navarro et al., 2008).

Isso salienta a importancia dos efeitos ambientais sobre a resposta apresentada
pelas plantas, bem como o ajuste fino que as plantas realizam, modelando as cascatas de
transduc@o de sinal e a expressdo dos genes relacionados a essas. Para a interacdo
ferrugem da folha x aveia, nesse trabalho foi observada a ocorréncia de interacdo entre
0S genotipos avaliados e 0 ambiente, tanto nos ensaios realizados a campo quanto em
condigdes controladas, 0 que ressalta ainda mais a importancia do fator ambiente para a
expressdo do carater resisténcia parcial a ferrugem da folha da aveia, um carater de
natureza oligogénica.

Durante a ocorréncia de interac@es biotréficas entre o hospedeiro e o patdgeno, a
célula vegetal ndo s6 serve como hospedeira, mas também como fonte de carbono e
outros nutrientes ao patégeno. Assim, a demanda por carbono nos tecidos infectados
requer uma compensacao atraves da alocacdo de carbono dos tecidos fotossintetizantes
néo infectados. Ou seja, os tecidos infectados apresentam uma elevada forga de dreno, o
que acarreta em mudancas fisioldgicas durante o processo de infecgdo. Exemplos de
alteracdes sdo aumento na expressédo de transportadores de acucares da classe SWEET e
invertases localizadas nas paredes celulares e vacuolos, os quais facilitardo o
descarregamento do floema e o fluxo de aglcar para a regido infectada (Lapin &
Ackerveken, 2013).
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As diferencas observadas quando da analise da expressdo das sequéncias obtidas
de plantulas em plantas adultas podem, em parte, ser justificadas pelas alteragdes que
naturalmente ocorrem ao longo do crescimento e desenvolvimento da planta. 1sso
porque quando plantula os recursos produzidos pela planta sdo consumidos
principalmente objetivando o crescimento, enquanto que no estadio adulto os recursos
produzidos e armazenados ao longo do ciclo sdo destinados ao processo de enchimento
de grdos. Assim, quando apdés o florescimento o processo de competi¢do entre o
patdgeno e os tecidos drenos ¢é ainda mais salientado, podendo ocasionar alteracbes nao
sO sobre as rotas do metabolismo primario, mas também sobre as rotas relacionadas
com o metabolismo secundario e, assim, interferir com a resposta de defesa apresentada

pelas plantas diante do ataque do patégeno.



6 CONCLUSOES

. Arresisténcia parcial expressa pela progénie, avaliada nos anos de 2013 a 2015, €
de natureza oligogénica, apresentando dois locos de maior efeito sobre o
fendtipo, estando um, possivelmente, em carater recessivo. A diferenca de
quatro locos inferidos em 2014 para trés locos nos demais anos pode ser
indicativo da superacdo de um loco, de menor efeito sobre o fendtipo, pela

populacdo do patdgeno;

O carater resisténcia parcial a ferrugem da folha apresentado pela progénie
obtida do cruzamento entre UFRGS 988012-1 e UFRGS 19 é expressa tanto em
planta adulta quanto no estadio de plantula;

. A regido génica responsavel pela resisténcia parcial a ferrugem da folha
apresentada pela linhagem MN 841801 ndo é a mesma responsavel pela

resisténcia parcial presente nos gendtipos brasileiros;

A diferenga observada entre plantulas e plantas adultas quanto a expresséo de
genes relacionados ao metabolismo secundario, nas primeiras horas apds o
desafio com P. coronata, sugere que no estadio de plantula ocorre uma
preferéncia pela via da fenilalanina levando a biossintese de flavonoides,
enquanto que, no estadio de planta adulta talvez a preferéncia seja pela via do
triptofano, antranilato, ou mesmo, a via da fenilalanina induzindo a sintese de

avenantramidas ou fenilpropanoides com acgéo de fitoalexinas;

O comportamento contrastante apresentado pelos genotipos irmdos URS 21 e

UFRGS 988012-1 indica que possivelmente o mecanismo que confere a
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resisténcia parcial possa ser compartilhado parcialmente entre esses genotipos,

ou ocorre uma diferenca quanto a composicao genética destes genotipos;

O nivel de resisténcia parcial apresentado pela linhagem UFRGS 988012-1 ao
longo do desenvolvimento deste trabalho foi elevado, e se destaca a estabilidade
desta caracteristica, a qual se expressa mesmo em anos de severas epidemias,

salientando a efetividade dessa forma de resisténcia.
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