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Resumo

CARVALHO, Alexandre Zanardo de. Transferabilidade de microssatélites de
arroz para trigo na busca por marcadores ligados a resisténcia a fusariose.
2007. 52f. Dissertagcado (Mestrado) — Programa de Pds-graduagao em Biotecnologia
Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A fusariose do trigo, causada principalmente pelo fungo Fusarium
graminearum, € uma das principais doengas nessa cultura, ocasionando perda de
produtividade e de qualidade de graos, além dos efeitos nocivos a saude do homem
e de animais devido ao acumulo de micotoxinas nos graos infectados. A resisténcia
genética é a melhor forma para o controle dessa patologia que atinge a cultura em
varias regides do mundo. Ela exibe heranga quantitativa, ou seja, sdo QTLs que tem
um pequeno efeito sobre o carater. Estudos com marcadores de microssatélites tém
gerado um grande numero de informagdes a respeito da posigdo desses QTLs no
genoma e no desenvolvimento de novas variedades para cultivo em programas de
melhoramento. Os microssatélites sdo pequenas sequéncias de bases repetidas,
posicionadas adjacentemente e distribuidas amplamente no genoma dos
organismos. Para sua amplificacdo s&o utilizados primers especificos para cada
loco. As relagbes genéticas entre espécies permitem que informagbes geradas a
partir do estudo de uma delas sejam utilizadas para o estudo de espécies
relacionadas. Dessa forma, primers desenhados para locos de microssatélites em
uma espeécie podem ser utilizados para detectar marcadores em espécies afins e
serem associados a caracteristicas de interesse. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi verificar a transferabilidade de locos de microssatélites de arroz para
gendtipos de trigo com diferentes niveis de resisténcia a fusariose e verificar a
existéncia de polimorfismo entre os genoétipos contrastantes que pudessem ser
associados a caracteristica de resisténcia. Foram testados 55 pares de primers de
locos de microssatélites, isolados do genoma do arroz, em 13 cultivares de trigo,
classificadas como suscetiveis, moderadamente suscetiveis, moderadamente
resistentes e resistentes. Houve a transferabilidade de 76,4% desses locos de
microssatélites. Destes, 23,8% apresentaram polimorfismo e o restante, 76,2%,
apresentaram-se monomorficos. A analise do polimorfismo nao permitiu a
identificacdo de marcadores que pudessem ser associados a resisténcia para
fusariose do trigo.

Palavras-chave: Marcadores moleculares. Melhoramento genético. SSR.



Abstract

CARVALHO, Alexandre Zanardo de. Transferability of microsatellite from rice to
wheat in search of markers related to Fusarium head blight resistance. 2007.
52f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-graduagdo em Biotecnologia
Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Fusarium head blight (FHB) is one of the most important diseases known to
affect wheat crop. FHB, caused mainly by Fusarium graminearum, results in severe
losses of productivity and grain quality besides its harmful effects to human and
animal health due to the accumulation of mycotoxins in infected grains. Genetic
resistance is the best way to control FHB which affects crops in several parts of the
world. FHB resistance shows a quantitative heritage, hence are QTLs (quantitative-
trait-loci) that have a weak effect on character. Studies with microsatellite markers
have generated a great number of information related to the position of those QTLs
in the genome, in addition to the development of new varieties to be used in breeding
programs. The microsatellites are short sequence repeats, spread thoroughly in the
organism’s genome. For amplification of those sequences it is used specific primers
to each loco. Due to the genetic relation between species, information generated
from the study in one species can be used successfully when studying related
species. Therefore, primers designed for microsatellites in one species can be used
to detect markers in related species and to associating those markers with
characteristics of interest. Here, the main objective of my work was to verify the
transferability of microsatellites from rice to wheat in search of markers related to
FHB resistance. It was tested different wheat genotypes showing different levels of
resistance to Fusarium and was verified the existence of polymorphism among those
genotypes. A number of 55 primer pairs of microsatellites isolated from the rice
genome were tested in 13 wheat cultivars classified as susceptible, moderately
susceptible, moderately resistant and resistant. In my results, the rate of
microsatellite transferability was of 76.4%, where from these, 23.8% showed
polymorphism and 76.2% showed monomorphism. In spite of the high rate of the
microsatellite transferability observed in my results, the analysis of polymorphism did
not allow the identification of markers that could be possibly associated with
resistance to Fusarium head blight in wheat.

Keywords: Molecular markers. Genetic improvement. SSR.
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1 Introducéo

O trigo (Triticum aestivum L.) € uma planta pertencente a familia Poaceae e
esta entre os cereais mais cultivados em todo o mundo. Caracteriza-se por ter ciclo
anual, é cultivado durante o inverno e a primavera e € uma das mais abundantes
fontes de carboidratos e proteinas, sendo a sua produgao destinada a fabricacao de
paes, massas alimenticias, bolos e biscoitos, entre outros produtos (PATNAIK;
KHURANA, 2001).

Em nivel mundial, o trigo € a segunda cultura de grdos em produgao, € um
dos principais alimentos da humanidade. No Brasil, a produ¢do ocorre nas regides
Sul, Sudeste e Centro-oeste e oscila entre 5 e 6 milhdes de toneladas ano, enquanto
o consumo tem se mantido em torno de 10 milhdes de toneladas. A maior
concentragdo da producao estd na regido Sul devido a fatores de ordem natural,
como o clima e o solo, bem como de ordem econdmica, ja que o trigo € uma cultura
de inverno e se constitui como forma de exploragdo da terra durante este periodo
(ROCHA et al., 2004).

A producdo de trigo enfrenta dificuldades devido a fatores como danos
causados por estresses bidticos, como as doengas causadas por fungos. A giberela
ou fusariose da espiga, causada por Fusarium graminearum, € uma das mais
importantes doengas na cultura do trigo no mundo, prejudicando a produtividade e a
qualidade de grdaos (PARRY et al., 1995; MCMULLEN et al., 1997). No Brasil, a
maior freqliiéncia da doenca ocorre na regidao Sul, causando consideraveis impactos
econdmicos (LUZ, 2003; PANISSON et al., 2003).

A resisténcia € herdada como uma caracteristica quantitativa governada por
muitos QTLs (Quantitative Trait Loci), individualmente responsaveis por uma parte
relativamente pequena na variagao fenotipica, ou seja, controlada por varios genes
que tém um pequeno efeito sobre o carater. O mapeamento de QTLs envolvidos na
resisténcia a fusariose tem sido realizado através da utilizacdo de marcadores
moleculares. A identificacdo de locos intimamente ligados a esses QTLs é
importante, pois pode facilitar a selecdo desse complexo carater em programas de
melhoramento.

Com base nas pesquisas com marcadores moleculares associados a
resisténcia a fusariose, nos ultimos anos houve um grande avango no conhecimento

da genética e da herdabilidade da resisténcia a essa doenga em trigo. Porém, nos
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estudos que buscam por fontes de resisténcia e o desenvolvimento de novas
cultivares, devem ser preconizados o uso de marcadores moleculares ligados a
caracteristica de interesse, a fim de aumentar a eficiéncia na selegao de gendtipos.

Os microssatélites tém assumido um papel importante em analises genéticas
no estudo de um grande numero de espécies de plantas. Eles sdo considerados os
marcadores mais polimorficos e, devido a sua caracteristica de codominancia,
abundancia e distribuicdo uniforme ao longo do genoma sdo os mais apropriados
para estudos genéticos.

Recentemente, a énfase na area dos marcadores moleculares tem sido no
uso de microssatélites posicionados em ESTs (Expressed Sequence Tag — Etiquetas
de Sequéncias Expressas). Eles oferecem vantagens sobre os marcadores
genbmicos, entre elas, a associagdo com genes de interesse, bem como, apos
isolados em uma espécie, poderem ser utilizados com sucesso em espécies
relacionadas.

Uma vez desenvolvidos, os marcadores de microssatélites podem ser
utilizados para uma variedade de fins em diferentes espécies. Nesse sentido, a
transferabilidade de marcadores de locos de microssatélites entre espécies
relacionadas, e a possivel associagdo dos mesmos com caracteres de interesse, é
uma alternativa interessante em programas de melhoramento, para acompanhar a
introgressao de caracteres desejados.

Levando em consideragdo a importadncia da cultura do trigo no Brasil,
principalmente na regidao Sul, onde a maior parte deste cereal é cultivado e onde o
clima pode favorecer o desenvolvimento da fusariose, sdo importantes as pesquisas
voltadas a identificacdo de marcadores moleculares que possam ser uteis no
desenvolvimento de cultivares com resisténcia a essa doenca.

Em vista disso, o objetivo desse estudo foi testar a estratégia da
transferabilidade de primers de locos de microssatélites, construidos com base em
regides expressas do genoma do arroz, para cultivares de trigo, visando obter
marcadores moleculares que identificassem gendtipos com resisténcia, a giberela,

gerando informagdes que possam ser uteis ao melhoramento desta espécie.
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2 Revisdo Bibliografica

2.1 A cultura do trigo

O trigo é originario do continente Asiatico, mais precisamente do Oriente
Médio (MUNDSTOCK, 1983). E uma planta que pertence ao género Triticum e
possui um numero elevado de espécies. As variedades cultivadas no Rio Grande do
Sul pertencem a espécie Triticum aestivum que é a mais cultivada em todo o mundo.
Outra espécie cultivada € o Triticum durum, plantado na América do Norte, Europa,
Norte da Africa, Russia, india e alguns paises do Oriente Médio. As demais espécies
tém pequena expressao em termos de area de cultivo, mas sao extremamente
importantes como fonte de material genético em programas de melhoramento
(ARENDT, 2006)

O trigo esta classificado como membro da familia Poaceae, tribo Triticeae,
subfilo Triticinae, género Triticum e espécie Triticum aestivum (SCHEEREN, 1986).
O uso industrial do trigo € muito amplo, mas se destaca na obtengao de farinha por
ser o grao preferido no preparo de paes, em funcdo da excelente qualidade de
panificagdo que sua farinha oferece e por produzir uma farinha branca com
qualidades fisico-quimicas unicas para esse processo (ARENDT, 2006)

O motivo do seu prestigio entre os cereais destinados a alimentagéo
humana €é o seu extraordinario poder de panificagdo. Esse poder advém,
essencialmente da presenga na composicdo do grdo de certas proteinas que
formam o gluten, substancia que confere ao pao elasticidade, a qual permite sua
fermentacdo e confere uma estrutura leve e estavel. Sua importancia esta
relacionada ao desenvolvimento da civilizagdo e da agricultura moderna, sendo
considerado um alimento sagrado para muitos povos (ALMEIDA, 2006)

Em termos mundiais o trigo é a segunda cultura de grdos em producao,
sendo ultrapassada apenas pelo milho, sendo um dos principais alimentos da
humanidade. A area mundial plantada em 2004/2005 foi de 209,9 milhdes de
hectares, com producdo de 622,2 milhdes de toneladas de grdos e consumo de
607,8 milhdes de toneladas segundo dados do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (ARENDT, 2006).



13

2.2 Trigo no Brasil: importancia social e econdmica

O trigo esta presente na historia do Brasil desde a sua colonizagédo, no
século XVI. Martim Afonso de Souza, em 1534 introduziu este cereal no pais na
Capitania de Sao Vicente, estado de Sao Paulo. Os primeiros imigrantes que la se
radicaram, levaram as sementes deste cereal para tentar seu cultivo em novas terras
(LAGOS, 1983).

As primeiras plantagbes de trigo no pais localizavam-se nos estados do Rio
de Janeiro e Sao Paulo. A documentagao historica afirma também que houve
plantacdes em Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do Sul, onde a cultura foi
introduzida posteriormente (SCHEEREN, 1986; FEDERIZZI et al., 1999).

Ao longo dos anos, a produgdo de trigo tem sofrido muitos problemas e
alcangado muitos avangos tecnolégicos e cientificos. A pesquisa vem
desempenhando um papel de destaque para o desenvolvimento da cultura no pais,
uma vez que os desafios tém se mostrado muito grandes, ainda mais considerando
que o trigo ndo é uma espécie nativa do Brasil (LAGOS, 1983). Gradualmente, a
pesquisa vem superando essa limitagdo através da selecdo de cultivares
geneticamente superiores e uso de praticas culturais mais adequadas que modificam
0 ambiente para que a planta possa atingir maior produtividade.

O trigo é sem duvida um dos alimentos mais importantes da dieta humana.
Ele é usado por cerca de 35% da populagdo mundial, e é cultivado em todo o mundo
(LEAO et al.,1972).

Segundo dados da CONAB (2007), a area de cultivo, no Brasil, na safra
2005/06, foi de aproximadamente 2,4 milhdes de ha, com produtividade média de
2063 kg ha”' e uma produgado total em torno de 4,9 milhdes de toneladas. Para a
safra 2007/08 esta prevista a producédo de 3,8 milhdes de toneladas numa area de
1,8 milhdes de ha, atingindo a produtividade média de 2100 kg ha™. A demanda
nacional de trigo representa 10.250.000 toneladas, sendo o Brasil um dos maiores
importadores, mesmo tendo condi¢des tecnoldgicas de auto-suficiéncia de producgao.

A producdo do trigo no Brasil se concentra mais na Regidao Sul,
principalmente nos estados do Parana e Rio Grande do Sul, pois € a mais apta para
o desenvolvimento desta cultura, tendo condi¢ées de solo e clima para cultivar

aproximadamente cerca de 10 milhdes de hectares, bem como de ordem
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econdmica, ja que o trigo € uma cultura de inverno e se constitui numa forma de
exploragéo da terra por parte do agricultor durante este periodo (REUNIAO..., 2003).

A producado de trigo no Rio Grande do Sul e em outros estados enfrenta
sérias dificuldades devido a danos causados por estresses bidticos e abidticos.
Dentre os estresses bidticos, estdo as doengas causadas por fungos, bactérias e
virus, sendo que as doencas fungicas representam danos de magnitude econémica,
chegando, em alguns casos, a frustrar totalmente a produc&o de gréos. A giberela
a doenga que causa maiores danos no trigo e vem aumentando a sua frequéncia em
muitas regides onde este cereal é cultivado (MCMULLEN et al., 1997).

A incidéncia desta e de outras doengas requer a adogao de controle,
principalmente com o uso de fungicidas, aumentando os custos de produgdo e o
impacto ambiental. Por outro lado, o uso de gendtipos com resisténcia genética as
principais doencgas representa uma estratégia mais econdmica e ambientalmente

mais correta.

2.3 Melhoramento genético do trigo

O melhoramento de plantas € uma importante estratégia para o aumento da
producao de maneira sustentavel. Dessa forma, os trabalhos de melhoramento
visam ao aumento dos rendimentos, a expansdo do potencial agricola, a
estabilidade da producdo e o aumento da resisténcia a fatores bidticos ou abidticos.
Embora as técnicas de manejo das culturas tenham evoluido significativamente,
possibilitando grandes avancos produtivos, de acordo com Alves de Souza e Rosa
(1985), & provavel que o aumento da produtividade das principais espécies
agronémicas nos ultimos cinquenta anos foi decorrente do melhoramento genético.

As atividades relacionadas ao melhoramento genético de trigo no Brasil
iniciaram com a implantagao de estagdes experimentais do Ministério da Agricultura
no estado do Parana e no Rio Grande do Sul. Essas atividades consolidaram-se em
1974 com a criagao do Centro Nacional de Pesquisa de Trigo (CNPT), da Embrapa.
Os trabalhos iniciais do CNPT envolveram a coleta de amostras utilizadas no pais, a
selecao de linhagens, e a partir das mesmas, a introdugao de algumas cultivares e a
realizacdo de cruzamentos, gerando as primeiras cultivares melhoradas (ALVES DE
SOUZA; ROSA, 1985).

A expansao da ftriticultura brasileira para outros estados, como Parana, Sao

Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso, permitiu que o melhoramento por introdugao
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obtivesse grande sucesso, sendo recomendadas 16 cultivares para estes estados,
oriundas do Paraguai, México e Argentina. Apesar deste sucesso, a maior parte das
cultivares recomendadas, hoje, surgiram de processos de melhoramento por
cruzamentos, o qual permite reunir em uma so6 variedade diversas caracteristicas
presentes em outras variedades ou corrigir alguns defeitos (ALVES DE SOUZA,;
ROSA, 1985). As novas cultivares de trigo sdo produzidas a partir da introducao de
materiais, selecdo e hibridizacdo, métodos convencionais utilizados para o
melhoramento de plantas autégamas.

Através do surgimento de uma série de metodologias de biologia celular e
molecular o trabalho de melhoramento de trigo tem passado por grandes mudancgas.
Na década de 80, a hibridizagdo seguida da cultura de embrides hibridos imaturos,
resultou na transferéncia de novos genes de espécies silvestres para o trigo
cultivado. Em 1992, foi langada a primeira cultivar de trigo no Brasil obtida por
métodos biotecnoldgicos, através da haplodiploidizagdo via cultura de anteras in
vitro (MORAES-FERNANDES, 2000). A cultivar BRS CANELA foi desenvolvida na
Embrapa Trigo, sendo a primeira cultivar de trigo criada e desenvolvida, no Brasil,
pelo método de haplodiploidizagdo, via cruzamento intergenérico "trigo x milho"
(Reunido... 2004). Da mesma forma, a aplicagcdo de marcadores moleculares de
DNA, vem auxiliando no processo de melhoramento genético da cultura (MILACH,
1998a).

A exploracao de espécies afins as plantas cultivadas € uma forma eficiente
para introduzir genes adicionais em variedades cultivadas. Espécies afins sao
aquelas que formam hibridos de baixa fertilidade com a espécie cultivada, devido as
barreiras genéticas de isolamento, que impedem o livre fluxo de genes entre
espécies distintas. O progresso no conhecimento sobre as relagdes citotaxondmicas
dentro do género Triticum e da tribo Triticeae € que tornou possivel o
desenvolvimento de metodologias eficientes de transferéncia de caracteristicas, as
quais permitiram a obtengdo de novas fontes de resisténcia geneticamente distintas
(MORAES-FERNANDES et al., 1990).

Para o uso das espécies afins também ¢é indispensavel o conhecimento do
sistema genético das espécies a serem utilizadas como fontes e como receptoras de
genes. Este sistema envolve o modo de reprodugdo e o sistema meidtico.

Dependendo da constituicdo cromossémica e das afinidades entre os genomas das
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espécies envolvidas, estratégias distintas podem ser utilizadas para a transferéncia
de caracteristicas de interesse (MORAES-FERNANDES, 1988).

2.4 Origem e evolucao do trigo

Triticum aestivum € uma planta anual, hermafrodita, autdbgama, e uma das
culturas de maior expansdo mundial, possuindo milhares de cultivares disponiveis
em todo mundo. A domesticacdo ocorreu nas lavouras primitivas do Sudeste da Asia
de 7000 a 9000 a.C. e foi introduzido na india, na China e na Europa desde cinco mil
anos a.C. (BRAMMER, 2000). O trigo pertence a familia Poaceae e se originou do
cruzamento de outras plantas silvestres que existiam nas proximidades dos rios
Tigre e Eufrates e foi uma das primeiras espécies a ser cultivadas (MORAES-
FERNANDES et al., 2000).

As espécies do género Triticum, com numero cromossOmico basico de sete,
apresentam diferentes niveis de ploidia, incluindo espécies dipldides (2n=14,
genoma AA), tetraplbides (2n=28, genomas AABB) e hexaplbides (2n=42, genomas
AABBDD). Atualmente as espécies cultivadas comercialmente em grande escala séo
do tipo trigo duro, tetrapldide, Triticum turgidum L. e de trigo comum, hexapldide,
Triticum aestivum L. Esse ultimo € composto por trés genomas distintos AA, BB e
DD (2n=6x=42). Esta poliploidia natural confere ao trigo certas caracteristicas que
facilitam a incorporagéo de genes de espécies afins (JAUHAR, 1993).

Embora o trigo seja uma das culturas polipléides mais estudadas, sua
provavel histéria evolutiva foi recentemente estabelecida através do estudo das
varias espeécies selvagens relacionadas. Estudos de meiose e do comportamento de
cromossomos, em hibridos interespecificos, durante o pareamento revelaram as
linhagens evolucionarias das espécies polipldéides de trigo (MCLAUCHLAN et al.,
2001).

O conjunto cromossémico “A” teve origem a partir de T. urartu (DVORAK,
1993), o “D” de T. tauschii (MORRIS; SEARS, 1967). Tem havido duvidas quanto a
espécie dipldide que contribuiu com o genoma “B” das espécies tetraploides e
hexaploides, sendo que atualmente evidéncias moleculares confirmam ser Aegilops
speltoides o mais provavel doador (BADAEVA et al.,, 1998). O T. aestivum é
originario da hibridacdo entre o tetrapldide T. turgidum com o dipldide T. tauschii
(NEVO et al., 2003). Sua ampla adaptacgéao € atribuida, em parte, a espécie doadora
do genoma “D”, T. tauschii. (MURPHY et al., 1997).
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2.5 A fusariose e aresisténcia a fusariose em trigo

A giberela ou fusariose da espiga esta, na atualidade, entre uma das mais
importantes doencgas na cultura do trigo (Triticum aestivum L.) no mundo. Freqlentes
epidemias tém sido relatadas nos ultimos tempos em diversas regides, promovendo
danos na produtividade e na qualidade de graos (PARRY et al., 1995; MCMULLEN
et al., 1997). No Brasil, o patossistema tem sido estudado ha cerca de trés décadas
indicando que a doenga, a qual se apresentava na forma de epidemias leves e
esporadicas, transformou-se na principal doenca nas regides triticolas, com maior
frequéncia no Sul do Brasil, causando consideraveis impactos econémicos (LUZ,
2003; PANISSON et al., 2003).

No Brasil, e também no mundo, o principal patdgeno associado a giberela do
trigo é o fungo Gibberela zeae (Schw.) Petch (anamorfo = Fusarium graminearum
Schwabe), embora outras espécies sejam importantes em algumas regides, como
Fusarium culmorum e Gibberella avenacea (BOTTALICO; PERRONE, 2002).

A qualidade do produto é afetada, principalmente, com o acumulo de
micotoxinas nos graos infectados com Fusarium spp., as quais podem apresentar
efeitos toxicos aos seres humanos e animais (BOTTALICO; PERRONE, 2002).
Visando diminuir os riscos a populacdo, paises da América do Norte e Europa
determinaram niveis maximos permitidos para desoxinivalenol, principal micotoxina
produzida por Fusarium spp., em gréos de trigo para diferentes destinos (D’MELLO,
1999). Além dos fatores climaticos, como a maior frequéncia de chuvas coincidindo
com o florescimento da cultura, suspeita-se que a pratica de manutencdo dos
residuos culturais, pela adog¢ao do plantio direto, tenha contribuido para o aumento
de in6culo e a sobrevivéncia do patégeno entre as estagbes de cultivo, exercendo,
dessa forma, uma maior pressdo de inoculo (DILL-MACKY; JONES, 2000;
SCHAAFSMA et al., 2001).

Embora tenham sido conduzidos estudos extensivos acerca da influéncia de
condicdes ambientais, genéticas e culturais no desenvolvimento da doenca, a
complexidade do patossistema ainda exige maior investigagdo, a ponto de se obter
um melhor manejo da doenga. Medidas de controle, como o uso de fungicidas, tém
sido preconizadas, entretanto, a dificuldade reside em se conhecer a necessidade e

o momento ideal de aplicagdo e na tecnologia empregada, para se obter bons
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resultados (MESTERHAZY; BARTOK, 1996; PICININI; FERNANDES, 2001). Além
deste fato, existem poucas fontes de resisténcia genética e a incorporagao de tais
genes em materiais de qualidade tecnoldgica € uma tarefa dificil e de longo prazo
(WILCOXSON et al., 1992; MESTERHAZY, 1997; LIMA et al., 2000).

A literatura sobre giberela é vasta e diversos avangos tém sido obtidos nos
ultimos anos devido a atencao que esta doenca tem despertado. Sdo encontradas
diversas revisdes, e entre elas as com enfoque na resisténcia genética
(MESTERHAZY, 1995).

Mecanismos de resisténcia para Fusarium em trigo sao classificados em
morfolégicos ou fisiolégicos (RUDD et al.,, 2001). As caracteristicas morfolégicas
incluem caracteres como a altura e a largura de abertura da flor durante a antese. A
resisténcia fisiologica envolve, presumivelmente, uma trajetéria bioquimica
envolvendo a produgédo de compostos que inibem o patégeno apds a infecgdo. Em
relagdo aos tipos de resisténcia do trigo a giberela, mencionam-se cinco tipos. A
resisténcia Tipo | é definida como resisténcia a infecgao inicial; Tipo I, resisténcia a
colonizacdo, subsequente ao tecido apods a infeccdo; Tipo lll, resisténcia expressa
no proprio grao; Tipo |V, resisténcia ao acumulo de micotoxinas; e Tipo V, tolerancia
de rendimento (MESTERHAZY, 1995).

A exploragdo de marcadores moleculares associados com genes para a
resisténcia a giberela tem sido focada no tipo Il (YANG et al., 2003). A resisténcia a
fusariose é herdada quantitativamente e as regides cromossémicas responsaveis
por ela ja foram identificadas em muitos cromossomos, entre os quais o 1B, 2A, 2B,
2D, 3A, 3BS, 5A, 5D, 6B, 7B (BAIl et al., 1999; ANDERSON et al.,, 2001;
BUERSTMAYR et al., 2002; ZHOU et al., 2002; STEINER et al. 2004; MARDI et al.,
2005; SCHMOLKE et al., 2005; YANG et al., 2005; KLAHR et al., 2007).

A interacdo entre o gendtipo e o ambiente tem um impacto significativo
sobre a expressao da resisténcia (KLAHR et al., 2007). Estes fatores, e o fato da
caracteristica ser expressa no estagio adulto, sdo obstaculos a selegéo, tornando
assim, a resisténcia, um valioso alvo para selegcao assistida por marcadores
moleculares (KORZUN; EBMEYER, 2003) que poderia permitir a combinagcédo de
diversos genes de resisténcia de germoplasmas exoticos em cultivares adaptados.

A resisténcia € herdada como uma caracteristica quantitativa governada por

muitos QTLs, individualmente responsaveis por uma parte relativamente pequena na
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variagao fenotipica, porém a precisa validagao destes efeitos em diferentes locais é
crucial (LANDJEVA et al., 2007).

Miedaner et al. (2006) relataram o piramidamento de trés QTLs de trigo para
resisténcia a fusariose, provenientes de duas fontes ndo adaptadas ao cultivo,
dando origem a linhagens contendo os alelos dos respectivos QTLs doadores,
individualmente e em combinagbes. A avaliacdo dos efeitos na expressdo da
resisténcia revelou que todos os trés QTLs, individualmente, reduziram
significativamente o conteudo de desoxinivalenol e a severidade da infeccao,
quando comparados aos controles suscetiveis contrastantes. A combinacdo de
alelos dos QTLs posicionados nos cromossomos 3B e 5A produziu o mais alto efeito
para ambos os caracteres

As tentativas anteriores de transferéncia de resisténcia ndo foram
inteiramente bem sucedidas, devido a diluicdo do efeito produzido pelas novas
interacbes de genes em outras formagdes genéticas, ou simplesmente porque a
ligacdo marcador/QTL ndo foi suficiente para acompanhar esta transferéncia
(LANDJEVA et al., 2007).

Melhorias possiveis a resisténcia poderiam ser alcangadas através de uma
combinagao da transferéncia de alguns QTLs de grande efeito por selegao assistida
por marcadores moleculares e uma posterior acumulagado de QTLs de menor efeito
(WILDE et. al., 2007).

Atualmente, nao existem cultivares de trigo indicadas para plantio com bom
nivel de resisténcia a giberela. Além disso, a rotacdo de culturas tem se mostrado
pouco eficiente para o controle dessa doenca. A redugao dos danos causados reside
na adocdo de cultivares menos suscetiveis associadas ao uso de fungicidas. O
controle quimico, com os fungicidas atualmente disponiveis, tem eficiéncia
moderada e aumenta o custo de producdo. Além disso, o controle quimico podera
nao ser efetivo, devido ao longo periodo de suscetibilidade das espigas, bem como
as dificuldades para aplicacdo, principalmente quando se diz respeito ao momento
adequado (EMBRAPA...2007a).

2.6 Marcadores moleculares

Nos ultimos anos tem aumentado significativamente a aplicagdo de
marcadores moleculares na detecgdo da variabilidade genética, a nivel de DNA

(MOLINA, 1999). Os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade da
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deteccdo de polimorfismo genético diretamente no DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998) e suas aplicagdes tém aumentado muito nos ultimos anos,
tanto em estudos genéticos, como em programas de melhoramento vegetal, visando
a identificagdo de gendtipos superiores nas populagdes segregantes através da
selecdo assistida (MILACH, 1998b).

Marcador molecular é todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um
gene expresso ou de uma sequéncia especifica de DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1995). Segundo Milach (1998a), marcadores moleculares sao
caracteristicas do DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados.

Existem diversas razdes para que os marcadores moleculares apresentem
vantagens sobre os marcadores morfolégicos convencionais. Em contrastes com
caracteristicas morfoldgicas, os marcadores moleculares exibem neutralidade
fenotipica, raramente exibem interacdes epistaticas ou pleiotropicas, podendo ser
detectados tanto em tecidos jovens como em adultos (BRAMMER, 2000).

Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados em
dois grupos, conforme a metodologia utilizada para identifica-los: hibridizagdo ou
amplificacdo de DNA. Entre os identificados por hibridizacdo estdo os marcadores
RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”) e Minissatélites ou locos VNTR
(“Variable Number of Tandem Repeats”). Ja aqueles revelados por amplificagao
incluem os marcadores do tipo: RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”);
SCAR (“Sequence Characterized Amplified Regions”); STS (“Sequence Tagged
Sites”) AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”) e Microssatélite (ou SSR-
“Simple Sequence Repeats”) (MILACH, 1998b).

Dentre todos os marcadores, segundo Milach (1998b), varios se baseiam no
principio do PCR (“Polymerase Chain Reaction”), na qual se realiza a sintese
enzimatica in vitro de um segmento de DNA na presenca da enzima DNA polimerase
e primers. Em comparagdo com as técnicas que envolvem hibridizacdo de DNA, as
de PCR geralmente sdo de custo menor e menos elaboradas (MILACH, 1998b).
Entre os marcadores que utilizam PCR destacam-se os baseados na analise de SSR
ou microssatélites (LITT; LUTY, 1989).

Os microssatélites sdo sequéncias de um a seis pares de bases repetidas
‘em tandem” ou seja, adjacentes umas as outras, distribuidas no genoma. Eles séo
abundantes e tém distribuigdo por todo o genoma dos organismos eucarioticos. Esse

tipo de marcador utiliza primers especificos que amplificam regides com DNA
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repetitivo, por se anelarem em regides adjacentes as mesmas. A maior vantagem
dessa técnica é o elevado polimorfismo revelado, o que a torna uma das melhores
opgdes para uso na caracterizagdo de cultivares e de mapeamento genético,
especialmente em germoplasma aparentado e de baixa variabilidade (MILACH,
1998b).

Os microssatélites tém assumido um papel importante em analises
genéticas, inicialmente no estudo de genomas humanos e mais recentemente no
estudo de um grande numero de espécies de plantas. Eles sdo considerados os
marcadores mais polimoérficos. Devido a sua abundancia, distribuicdo uniforme ao
longo do genoma, co-dominancia e por serem usualmente multialélicos, sdo os que
mais se aproximam do ideal para estudos genéticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

Segundo Gupta et al. (2003), recentemente, a énfase na é&rea dos
marcadores moleculares tem sido no uso de EST-SSR, os quais sao obtidos pela
utilizacado de ferramentas de bioinformatica, sendo derivados de ESTs (Expressed
Sequence Tags) ou genomas completos sequenciados. Esses marcadores s&o
utilizados para analise de regibes expressas do genoma. EST-SSR oferecem as
seguintes vantagens sobre outros marcadores: detectam variagdo na porgao
expressa do genoma, assim podem ter uma perfeita associagdo com genes de
interesse; podem ser desenvolvidos sem custo a partir de bases de dados de ESTs
e uma vez desenvolvidos, esses marcadores, diferentemente dos genémicos, podem
ser usados com sucesso em especies relacionadas.

Segundo Federizzi (1998), para a eficiente utilizagdo de marcadores
moleculares, esses devem preencher alguns pré-requisitos: o marcador de DNA
deve co-segregar ou estar proximamente ligado ao gene de interesse; a técnica
deve ser reproduzivel entre os diferentes laboratoérios; deve ser eficiente para avaliar
um grande numero de genoétipos como rotina; ser de custo acessivel para uso
rotineiro nos programas e ainda de facil execucdo. Dentre os requisitos citados, os
microssatélites gendmicos preenchem a todos, com exceg¢ao ao primeiro, a0 menos
em altas percentagens, em que o marcador deve co-segregar ou estar proximo ao
gene de interesse. Os microssatélites gendémicos sdo determinados aleatoriamente
no genoma, independente de marcarem regides expressas ou ndo, com pequena
probabilidade de estarem proximos a genes de interesse. Ao contrario disso,

marcadores EST-SSR sao situados em regides expressas do genoma.
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A localizacdo de microssatélites e o desenvolvimento de primers em outras
regides codificadoras de interesse sao muito Uteis para os programas de
melhoramento genético. Podem-se destacar, como regides de interesse no genoma,
as ligadas aos genes “mads box”, que formam um grupo de genes envolvidos em
varios aspectos do desenvolvimento das plantas, incluindo aqueles relacionados ao
desenvolvimento e manutengcao de meristemas, época de florescimento, identidade
floral, desenvolvimento de 6rg&os florais, fertilidade do pdlen, desenvolvimento do
ovulo e varias outras caracteristicas relacionadas a estruturas florais (CAUSIER et
al., 2002).

2.7 Bioinformatica e a Transferabilidade de SSRs

A principal desvantagem de marcadores SSR é o seu desenvolvimento, que
consome muito tempo, além de ser um trabalho moroso e de custos elevados. No
entanto, uma vez desenvolvidos, estes podem ser utilizados para uma variedade de
fins e, com frequéncia, em diferentes espécies. Além disso, recentemente foram
criadas técnicas para facilitar o desenvolvimento desses marcadores e reduzir seus
custos. Eles podem ser obtidos tanto de bibliotecas genémicas como a partir de
ESTs (BOUCK; VISION, 2007).

Com o desenvolvimento da bioinformatica (permitindo a chamada analise in
silico) e o rapido crescimento de bases de dados de ESTs fez com que este tipo de
sequéncia se tornasse fonte importante para identificacdo de novos locos
microssatélites. Segundo Saha et al. (2006), em espécies onde dados de EST nao
estdo bem estabelecidas, bibliotecas genémicas s&o consideradas como uma fonte
importante de marcadores de microssatélites.

Dentro desse contexto, a gendmica comparativa tornou-se uma importante
estratégia para a utilizacdo de informagdes genéticas entre diferentes espécies
(Figura 1), revelando que o conteudo e a forma de genes sado, geralmente,
conservadas entre algumas espécies estreitamente relacionadas (GALE; DEVOS,
1998).
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Figura 1 - Sintenia entre genomas de arroz, milho, cevada e trigo. As informacdes
obtidas com o estudo do genoma menor (arroz) podem ser uteis para localizar,
mapear e clonar genes em genomas maiores. Os pontos amarelos indicam a
posicao de genes e 0s cromossomos sao indicados por numeros.

O mapeamento comparativo tem sido usado para estender informacdes
genéticas a partir de organismos modelo para espécies mais complicadas
(PATERSON et al., 1995). A colinearidade de marcadores comuns entre as espécies
sugere que os conhecimentos adquiridos através de analise molecular em uma
espécie serao uUteis em espécies afins. No entanto, estudos recentes tém revelado
consideravel complexidade na estrutura do genoma entre espécies (SORRELLS et
al., 2003), bem como dentro de espécies (FU; DOONER, 2002; BRUNNER et al.,
2005). Analises de sequéncias de locos de SSR indicaram alta homologia em
regides flanqueadoras de varias espécies de gramineas (SAHA et al., 2004). Assim,
pares de primers desenvolvidos a partir de uma espécie podem ser utilizados para
detectar SSRs em espécies relacionadas (KULEUNG et al., 2004; YU et al., 2004).

Elevadas taxas de transferéncia de marcadores de SSR em varias espécies,
dentro de um género (GAITAN - SOLIS et al., 2002) e, por vezes,entre géneros
(VARSHNEY et al., 2005), foram relatadas. A transferéncia de marcadores SSRs
genbmicos entre géneros € geralmente baixa (ROA et al.,, 2000). No entanto, a

elevada similaridade de sequéncias entre os membros da familia Poaceae e a
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transferéncia de EST-SSRs entre varias espécies (VARSHNEY et al.,, 2005)
sugerem que a transferéncia de SSRs gendmicos entre diferentes géneros dessa
familia devem ser investigados, pois podem ser uteis para aumentar a resolugéao de

mapas comparativos entre espécies relacionadas.
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3 Materiais e Métodos

O presente estudo de amplificacdo heter6loga e busca de marcadores
moleculares de microssatélites associados com resisténcia a fusariose foi
desenvolvido no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos e de Caracterizagao
Molecular de Plantas, localizado no Instituto de Biologia da Universidade Federal de

Pelotas.

3.1 Material Biolégico

Para o desenvolvimento desse estudo foi utilizado o DNA de 13 cultivares de
trigo com diferentes niveis de resisténcia a giberela ou fusariose. Os gendtipos
utiizados no estudo sao classificados como: suscetiveis, moderadamente

suscetiveis, moderadamente resistentes e resistentes (Tabela 1).

Tabela 1 - Relagdo das cultivares de trigo utilizadas na pesquisa e suas
classificagdes quanto ao nivel de resisténcia a fusariose. UFPel/Pelotas 2007

Nome da Cultivar Instituicéo Nivel de resisténcia Fonte
BRS 194 Embrapa S CNPT/Embrapa (2007b)
BRS 49 Embrapa S CNPT/Embrapa (2007c¢)
Br 23 Embrapa S CNPT/Embrapa (2007d)
CD 111 Coodetec S Coodetec (2007)
CEP 40 Fundacep MS Fundacep (2007)
Fecotrigo
Onix OR Sementes MS Apassul (2007a)
CEP 27 missdes Fundacep MS Apassul (2007b)
Fecotrigo
BRS 177 Embrapa MR CNPT/Embrapa (2007¢)
BRS 179 Embrapa MR CNPT/Embrapa (2007f)
CEP 24 industrial Fundacep MR Apassul (2007¢)
ecotrigo
Frontana Iwar Beckman R Berzonsky et al. (2007)
Sumai 3 Introdugéo R Ban e Suenaga (2000)
(China)
GW 3 Introducgao R Garcia Junior et al. (2007)
(Japao)

S - suscetivel, MS - moderadamente suscetivel, MR - moderadamente resistente, R - resistente
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3.2 Primers para a andlise de locos de Microssatélites

Neste estudo foram testados 55 pares de primers para locos de
microssatélites ou SSRs, destes, 13 pares sdo flanqueadores de locos de SSRs
posicionados na regido anterior, supostamente promotora, de genes “mads box”
oriundos de um gendtipo de arroz (Oryza sativa) da subespécie indica e de um
gendtipo da subespécie japonica. Estes microssatélites estdo posicionados na
regido anterior a uma distancia de até 3Kb do gene e possuem “motifs” com duas
repeticoes do nucleotideo, sendo o “motif’ repetido, no minimo, oito vezes.

Além disso, foram utilizados, também, 39 pares de primers que flanqueiam
locos de microssatélites posicionados em ESTs (Expressed Sequence Tags)
construidos com base em ESTs de arroz disponiveis nos bancos de dados. Estes
microssatélites possuem “motifs” contendo trés repeti¢des do nucleotideo, sendo o
“motif’ repetido, no minimo, seis vezes.

Os 52 pares de primers de microssatélites, tanto aqueles posicionados
proximos a regiao “mads box” quanto os localizados em ESTs, foram desenhados de
modo que amplificassem fragmentos entre 100 e 400 pares de bases e que a
temperatura de anelamento ideal fosse em torno de 55°C. A sequéncia dos primers
de cada loco marcador e o tamanho do fragmento de DNA esperado em arroz

podem ser visualizados na tabela. 2

Tabela 2 - Descrigdo das sequéncias dos primers para locos de microssatélites
utilizados na pesquisa e tamanho aproximado dos alelos amplificados em arroz.
(BONOW, 2004)

Tamanho do alelo

Marcador esperado em arroz (pb) Primer Forward (5’ - 3') Primer Reverse (5" - 3’)
081 238 TCCGCGCTTAATTTCTCGACCTGT GCTACCCGGCATTGCCATTTC
082 300 GGGCGCCGGCGGAGATG AGGCGTCCACGGTTTAGGCTTGTC
0S3 192 ATGCGGATAATCAAATAGACTACG CTGTGCTGGCCGGAGTGCT
0S4 269 GGTGGCTGGCGATATTAAATTCA TCACAGCGCGGCACGAC
0S5 160 ATCCCAATCCCAAAGTAGTGTAGG GATCCCCGGGTCTCGTGA
0S6 216 GATGAGGACGACATAAAAGGTGTG TGTCCACATGTGCCCAACAATATA
0Ss7 208 CTTATTCTTCCGTACATCAAACAT TTCGTGCGAGCCAATTT
0S8 253 TGCCGTTGCCCTAAGTTGTCTTCT AGGCCCTAGGGCTTGCTGTTTCT
0S9 271 GCTTTTCAAAGGAAACAGAATTAT TTAGGGACAAACTTCATTTTCTTC
0S10 287 CAGGGAAGACAATCGAAAGGTA CCTTGTTTTAGCGTGTCATGTAAA
0S11 233 TCCACCCCATGTGGTATAATGTGC TGGCCATGGCCATGAGGAGT
0S12 147 ACCGAGCCCTACCCCTACGTCGAT GGAGCGCCGGAAATGGAAACTG
0S13 198 TTATACTCCCTCCATTTCATATTG ATCCGTTTCACAATGTAAGAATT
0S14 143 CGGCGGCGGGGATTGGGAGTAGGA GAGCGCCTGGTTGATGGCCGTGAA

Continua...



0S15
0S16
0s17
0S18
0s19
0820
0S21
0822
0823
0S24
0825
0S26
0Ss27
0S28
0829
0830
0831
0832
0833
0S34
0835
0S36
0837
0S38
0839
0S40
0841
0842
0843
0S44
0845

0S46
0847
0S48

0S49
0S50
0S51
0S52
RM206
RM208
RM243

209
244
320
179
215
210
250
264
183
400
213
143
160
98
234
206
160
201
217
233
252
182
179
127
125
128
255
126
187
242
106

139
249
116

194
181

Tabela 2 - continuacao
CTCGGCCTGCATAGCGGAGAGGTA
GCGCCGAGGCCGAGCAACAGTGAG

ATGTGTTGCCATTCTTTGTTCACA
CCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC
CGGCGGCGGGAACGCGATGAAC
GACCTGGCTGATCTGGCTTCTTCA
TGGTGCGCCTCGTGCTGGCACTCG
GACGGCGTCTACCCGGAGAAGGTC
CCCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC
TCTAGCTCGTCGCCGCCATGAACG
AAGGGAACCCCCTCTTCCTTCCTC
CGGCGGCGGGGATTGGGAGTAGGA
CCCGGCGCCACGGCGGAGAG
CCGCATCACACCCCTTAAAGGAAG
GCGCGGCCGCAGCCACTTCTTG
CTCTCGCAAGCCAAGTCGCAATCC
TAGCAATGGCTCCTCTCGGTGACG
AGGGGGTTCTCGGGACGGCAATTC
ACCCCCAGGGGCAATTTTTATTTA
GCGCGGCCGCAGCCACTTCTTG
TTGCCGGGCAATACCGAACCTC
GCCCTCCCTCCCGTTCGGACAGAC
GGGGGCGGCGAGGGGAAGT
CGGCGTCGTCGGGTCGTCGGTCTC
CGCCGGCGCGGAGGCTGTAGTACA
GCGCCGGCGCGGAGGCTGTAGTAC
CCAAAGGGGATTTCCTGCGAAGAA
CGGCGTCGTCGGGTCGTCGGTCTC
CGCCGCCGCCAAGTCCGACAC
TCCTGCGATTGCGTAATCATCCTA
ACAGGCCGAGGAGGAAGAGGAA

GTGGCGGTGGCTACAACAGAGGT
AGGTGGCTTTAGCCAGTCAGACTT
CGCGGCGGCGAGGGCAGGAG

AGACGGAGGCGTCGTGCAGCAACC
GCCGCCGCCACGCTCGACCTTCTC

TAGCAATGGCTCCTCTCGGTGACGTTG

CGGCGGCGGGAACGCGATGAAC
CCCATGCGTTTAACTATTCT
TCTGCAAGCCTTGTCTGATG
GATCTGCAGACTGCAGTTGC
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GTACGCGCCGGCCCTGTCAG
CAGGCGCCGATGCCGAGCTTGGTC
TCTTCTTCGGCATCCGATCAT
CGCGGCGGCGACCTTCTTGTCCTC
CACCACCGCGCTCGTCGTC
AACTCCCCCATTTCTCGATGAGCT
CACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAG
ATCCCACCATCGATCGATTACACC
CGGCGCGGCGGCGACCTTCTTGT
CTTGCGGCGGAGGTACTGCACCAC
AGGCCGACGCGGAGGCCCTGGAG
GACCGCCTGGTTGATGGCCGTGAA
CACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAG
CCCCGGCGCCACGGCGGAGAGG
GTCGCGGCCCTTGGCGAACTTGAG
TTTGCCGCCTCCTTTTTGTTAGGT
TCCCCGAACGACACCACCAGGTTG
CCAAACTGCGCAGCGGAGCCAATG
ATGCGGTGGGTGCAAAGCAAGTAC
TCGCGGCCCTTGGCGAACTTGAGC
CCGCCGCACCGCCACGTC
GGCCGCTCGTGCCCCTTCATCAG
TTCCTTTGCGCATTCACTACTAG
GCCGGTGGCGGCGGAGGAGCAG
GCCGGTGTCCGCCGCCAAGAAGT
GCCGGTGTCCGCCAGCCAAGAAGT
ACGGGCTGCAACAGCGACCTC
CCGGTGGCGGCGGAGGAGCAG
CCAGCTGAGGCCGCCTTCGTCCAG
ATGGCCGGTTAATTTTCGTGGTTA
AAGGCGGCAGAGGATGAGGTCT

CTGCCACCACGGTGGTCATCA
CTCGGCCTCTTTCGCTAGACCTT
CGCCGAGTGGTCGAACGCCACCTC

GGCGGGGCGGGCGATGGAGGTGTA
GCGCGGCGGCGACCTTCTTGTCCT
TCCCCGACGACACCACCAGG
CACCACCGCGCTCGTCGTC
CGTTCCATCGATCCGTATGG
TAAGTCGATCATTGTGTGGACC
AGCTGCAACGATGTTGTCC

Nr — Néo relatado
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Foram testados, também, trés pares de primers para locos de
microssatélites gendmicos de arroz, posicionados em regides cromossOmicas
envolvidas na sintese de proteinas, entre elas, algumas supostamente com fungéo
de resisténcia a patdégenos, como pode ser observado na tabela 3. A sequéncia de
primers para esses locos também pode ser visualizada na tabela 2, identificados
com RM.

Tabela 3 - Marcadores de locos de microssatélites genémicos de arroz testados nas
cultivares de trigo incluidas na pesquisa. (Malone, 2006)

Marcador Identificacdo Proteina Funcéo
RM206 Q2R1X3_ORYSA NB-ARC dominio protéico Resposta de defesa a patdgenos
RM208 Q6K9S2_ORYSA Possivel proteina de resisténcia Desconhecida
RM243 Q2QM30_ORYSA Possivel proteina Desconhecida

3.3 Extracdo de DNA

O DNA, para amplificacao dos locos de microssatélites, foi extraido a partir
de folhas de plantulas provenientes de sementes colocadas para germinar em
vasos, em casa-de-vegetacdo, sob condicbes de umidade e temperatura
controladas. Para o isolamento de DNA gendémico de cada cultivar de trigo foram
utilizados um pool de subamostras de 10 plantas por cultivar. Para a extragao do
DNA foi utilizado, o método descrito por Doyle e Doyle (1991). O processo basico
consiste em: maceragao de aproximadamente 200 mg de folhas em nitrogénio
liquido; adicdo de 900uL de tampao de extragdo (2% CTAB, 1,4M NaCl, 20mM
EDTA, 100mM Tris pH 8,0, 0,5% B-Mercaptoetanol, 1% PVP); manutengdo em
banho-maria por 50 min a 65°C; uma desproteinizagcdo com 1 volume de cloroférmio
— alcool isoamilico (24:1); precipitacdo com 1 volume de etanol absoluto e lavagens
com 500uL de etanol 70% e etanol absoluto; ressuspensdo em 50-200uL de TE
(10mM tris, 1mM EDTA, pH 8,0) contendo RNAse (10ug/mL). A quantificagdo do
DNA e confirmacgéo da sua integridade foi realizada em gel de agarose 0,8% com
base no padrdo de bandas do marcador de massa molecular Lambda clivado com a

enzima de restricdo Hind IIl.
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3.4 Amplificagcdo do DNA

A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador (PCR Sprint — Thermo
Electron Corporation) e consistiu, inicialmente, de 5 minutos a 94°C, apds, repetidos
35 ciclos com a seguinte sequéncia: desnaturacédo a 94 °C por 50 segundos, o
anelamento de 50°C a 60°C, dependendo do primer, por 50 segundos e a extenséo
a 72°C por 50 segundos e, finalizando a reagéo de amplificacdo, 10 minutos a 72°C.

Nas reacdoes de PCR foram utilizados 20 ng de DNA; 2,5 ul de 10x PCR
buffer; 2mM de MgCl,. 2uM de cada primer; 100pM de cada dNTPs; 0,5U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e agua Milli-Q para um volume final de 25ul.

Os primers para locos de microssatélites foram incialmente testados com
diferentes temperaturas de anelamento, utilizando apenas uma cultivar de trigo com
cada nivel de resisténcia, para verificar a transferéncia de marcadores de
microssatélites de gendtipos de arroz para gendétipos de trigo, e entdo, selecionados
para serem utilizados na busca de marcadores moleculares indicadores de
resisténcia a fusariose com as demais cultivares de trigo.

Inicialmente, as cultivares de trigo, caracterizadas como suscetiveis (S),
moderadamente suscetiveis (MS) e moderadamente resistentes (MR) é que foram,
individualmente, submetidas a amplificagdo com os primers de locos de
microssatélites. Apés, houve a formacao de “bulks” de DNA, quando foram incluidas
as cultivares classificadas como resistentes, sendo cada um deles formado pela
mistura de iguais concentragbes de DNA das cultivares com iguais niveis de
resisténcia. Sendo assim, foram constituidos quatro bulks; o primeiro formado pelas
cultivares de trigo classificadas como suscetiveis (BS); o segundo formado pelas
cultivares classificadas como moderadamente suscetiveis (BMS); o terceiro
representado por cultivares moderadamente resistentes (BMR) e o quarto

constituido pelas cultivares resistentes (BR).

3.5 Eletroforese dos fragmentos amplificados

Os fragmentos de DNA amplificados a partir dos primers selecionados foram
inicialmente submetidos a eletroforese em gel de agarose 3% em tampao TBE 0,5X
em cuba de eletroforese horizontal. Como marcador de massa molecular foi utilizado
DNA Ladder 100pb e a visualizagdo dos fragmentos foi realizada com brometo de

etideo e a observacao feita sob luz ultravioleta. Os produtos de PCR também foram
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desnaturados e submetidos a separagcdo em gel de poliacrilamida 6% em cuba
vertical e a visualizagdo das bandas ocorreu pela coloracdo dos geis com prata,

segundo protocolo proposto por Bassan et al. (1991).

3.6 Avaliacéo dos polimorfismos de DNA

Os padrdes de bandas obtidos foram avaliados quanto a ocorréncia de
polimorfismos de DNA, entre as cultivares de trigo com diferentes niveis de
resisténcia a fusariose. Buscou-se identificar algum marcador de microssatélite nos
gendtipos moderadamente resistentes (MR), quando a avaliagdo ocorreu nos
cultivares individualmente, e nos cultivares moderadamente resistentes (BMR) e
resistentes (BR) quando foi realizada a analise de bulks. Nesta etapa buscou-se

também caracterizar o tamanho dos alelos amplificados.

3.7 Sequenciamento de fragmentos de DNA produzidos por PCR

O produto de PCR correspondente as amplificagcbes com os primers para os
locos OS35, OS46 e OS49 foram submetidos ao sequenciamento. Para isso, foram
utiizadas 100ng de DNA amplificado juntamente com o kit de sequenciamento
DYEnamic™ ET termination (Amershal Biosciences) conforme protocolo do
fabricante. As reacdes de sequenciamento foram analisadas em um sequenciador
automatico MegaBACE 500 (Amershal Biosciences) e os fragmentos amplificados
foram sequenciados no minimo trés vezes para confirmagao dos resultados. As
sequéncias dos primers, cujos produtos amplificados foram utilizados no

sequenciamento podem ser verificados na tabela 2.

3.8 Andlise in silico das sequéncias de nucleotideos

Apds o sequienciamento, a qualidade das sequéncias de nucleotideos foi
analisada pela sobreposicdo dos fragmentos reunidos utilizando o software Vector
NTI Advance 10.0, AlignX e Contig Express (InforMax, Inc.). A determinagdo da
sequéncia consenso foi feita pelo alinhamento dos produtos obtidos utilizando o
software ClustalX (THOMPSON et al., 1997). A natureza das sequéncias foi
confirmada a partir do alinhamento contra sequéncias depositadas no banco de
dados de nucleotideos e de ESTs do NCBI (National Center for Biotechnology
Infomation - http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).
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4 Resultados e Discusséao

4.1 Amplificacdo Heterdloga de marcadores moleculares

No estudo da transferabilidade de marcadores moleculares de
microssatélites de gendtipos de arroz para gendtipos de trigo foram analisados 55
locos de microssatélites, sendo que destes, 42 locos (76,4%) tiveram alelos
amplificados. Dentre os locos amplificados, 32 (76,2%) apresentaram-se
monomorficos (Fig. 1) e 10 (23,8%) apresentaram-se polimorficos

A maioria dos alelos amplificados teve sequéncias acima do tamanho
esperado. Segundo Tang et al. (2006) isso pode ser atribuido a uma insercao de
introns a qual esta sujeito o genoma de trigo. Apenas 12 (21,8%) apresentaram
amplificagdo de alelos de acordo com o tamanho esperado, ou seja, em torno de
100 a 400 pares de bases. Apenas 13 (23,6%) pares de primers flanqueadores de

locos de microssatélites ndo apresentaram amplificacdo heteréloga (Tabela 4).

Tabela 4 - Descricao dos locos de microssatélites de arroz, usados para analise em
cultivares de trigo, quanto ao tamanho de fragmentos amplificados (pb) e
comportamento em relagao ao polimorfismo. UFPel/Pelotas, 2007

Marcador Fragmento Polimorfismo Marcador Fragmento Polimorfismo
aproximado pb aproximado pb

0S1 280 —-900 * P 0S29 140 — 1500 * P
0S2 750 M 0S30 200 - 600 * M
0S3 1300 M 0S31 300 -1200 * M
0S4 400-750* M 0832 200 -1300 * M
0S5 300 M 0S33 230 -1500 * M
0S6 - NA 0S34 140 - 530 * M
OS7 350 - 600 * P 0S35 420 M
0S8 130 - 550 * M 0S36 110 -700 * P
0S9 - NA 0S37 250 - 550 * M
0S10 - NA 0S38 - NA
0Ss11 - NA 0S39 200 -600 * M
0Ss12 350 M 0S40 200 -800 * P
0S13 - NA 0S41 300-1100 * M
0S14 - NA 0S42 200 -650 * M
0S15 250 M 0S43 340 - 400 * M
0S16 300 -400* P 0S44 200 - 500 * P
0S17 230 M 0S45 200 - 600 * P
0S18 400 - 700* M 0S46 150 M
0Ss19 - NA 0Ss47 - NA
0Ss20 230 M 0S48 320 M
0S21 200 - 600 * M 0S49 210 M
0S22 150 - 700 * P 0S50 200 -1100 * P
0S23 400 M 0S51 250 - 400 * M
0S24 260 — 1300 * M 0S52 180 M
0S25 400 - 600 * M RM206 - NA
0S26 - NA RM208 - NA
0S27 300 - 400~ M RM243 - NA
0S28 230 - 600 * M

P - Polimérfico, M — Monomorfico, NA — Nao Amplificado, * mais de um fragmento amplificado
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08549 0S52

0546 0548

0S35 0823

0S5 0S3

Figura 2 - Padrées de amplificacdo obtidos com os primers para locos de
microssatélites OS49, 0S52, 0S46, 0S48, 0OS35, 0S23, OS5 e OS3 em 10
cultivares de trigo com diferentes niveis de resisténcia a fusariose. (1-BRS194, 2-
BRS49, 3-BR23, 4-CD111, 5-CEP40, 6-Onix, 7-CEP27, 8-BRS177, 9-BRS179, 10-
CEP24, 11 - controle negativo, M — Ladder 100pb, S - suscetivel, MS -
moderadamente suscetivel e MR — moderadamente resistente).
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Se forem considerados apenas os locos de microssatélites posicionados em
ESTs ou proximos a genes “mads box” a taxa de transferabilidade dos gendtipos de
arroz aos genotipos de trigo chega a 80,8% (42 dos 52 testados), sendo que os trés
pares de primers para locos de microssatélites gendmicos de arroz utilizados nao
produziram amplificagdo nos gendtipos de trigo incluidos neste estudo.

Em um trabalho realizado por Kuleung et al (2004) foi verificada a
transferabilidade de marcadores de microssatélites gendmicos entre trigo, triticale e
centeio. Foram utilizados 148 marcadores de trigo e 28 marcadores de centeio para
amplificar o DNA genbmico de cada um dos cereais, sendo verificada uma
transferabilidade de marcadores do trigo para o centeio de apenas 17%, enquanto
que 25% dos marcadores de centeio foram amplificados em trigo. Em triticale, foi
atingido 58% e 39% de transferabilidade com marcadores de trigo e centeio,
respectivamente.

Tang et al. (2006) analisaram a homologia e a transferabilidade de
marcadores SSR-ESTs de trigo entre cevada, arroz e milho. Baseados em 428 SSR-
ESTs comuns as quatro espécies produziram 243 pares de primers para o teste.
Destes, 216 (88,9%) produziram amplificagéo em trigo, 211 (86,8%) em cevada , 166
(68,3%) em milho e 187 (77,0%) em arroz, taxa semelhante a encontrada no
presente trabalho (80,8%), onde a transferabilidade ocorreu de forma inversa, ou
seja, do genoma do arroz para o genoma do trigo.

A percentagem de pares de primers funcionais decresceu com o aumento da
distancia filogenética e somente com quatro deles foi obtido produtos de PCR do
mesmo tamanho entre as espécies. Os primers foram desenhados para amplificar
fragmentos entre 100 e 300 pb, mas aproximadamente 6,2% (15/243) amplificaram
fragmentos muito maiores (>600 pb) que o esperado. No genoma de trigo isso é
esperado devido a insergao de introns (TANG et al, 2006).

Em outra pesquisa, para determinar a potencial amplificagdo cruzada entre
espécies, foram testados 165 marcadores EST-SSRs de cevada em trigo, centeio e
arroz, sob as mesmas condi¢gdes, e de acordo com a amplificagdo original em
cevada. Dos primers usados, 78,2% amplificaram em trigo, 75,2% em centeio e
42,4% em arroz, e como esperado, nado foram todos os marcadores que produziram
um produto do mesmo tamanho. Os resultados da amplificacdo de DNA, de pelo
menos dois gendtipos de trigo e centeio, indicaram que a taxa de transferibilidade

entre espécies é gendtipo dependente. Por exemplo, em centeio, 106 (64,2%)
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marcadores renderam amplificagdes no gendtipo P87, em comparacdo com 119
(72,1%), no gendtipo P105. Dos marcadores moleculares de cevada, 62 (37,6%)
mostraram amplificagdo em ambas as espécies de Triticeae (trigo e centeio), em
comparagao com 28 (16,9%) para as trés espécies de cereais (trigo, centeio e arroz)
examinadas (VARSHNEY et al., 2005).

A alta taxa de transferabilidade de EST-SSRs de trigo para centeio (67,9%)
observada por Zhang et al. (2005) contrasta com a baixa transferabilidade (17%)
encontrada por Kuleung et al. (2004) e também com aquela referida por Rdoder et al.
(1995) que foi de apenas 6,75%. A transferabilidade de marcadores de
microssatélites posicionados em ESTs de trigo para cevada, por exemplo, foi de
55,8% e de trigo para arroz foi de 28,3%, taxas que foram consideradas
relativamente boas (ZHANG et al.,, 2005). Esses resultados também sao
compartilhados por Yu et al. (2004) que mostraram uma taxa de 53% de
transferéncia de trigo para cevada e uma alta porcentagem de transferéncia (45%)
de marcadores do trigo para arroz. Este fato pode ser atribuido a selegédo de primers,
que confere melhor resultado quando feita com base em regides conservadas entre
as duas espécies (trigo e arroz), do que quando projetados apenas sobre
sequéncias de ESTs de trigo, o que foi realizado por Zhang et al. (2005).

Neste trabalho, foram utilizados 52 pares de primers flanqueadores de
microssatélites posicionados préximos ou em genes do genoma de arroz e a taxa de
transferabilidade para cultivares de trigo foi de 80,8%, mostrando que existe uma
alta homologia entre estas duas espécies quando se leva em consideragdo as
porgoes expressas do genoma.

Conforme Gupta et al. (2003), a transmissibilidade de EST-SSRs entre
espécies afins é elevada em relagdo aos SSRs gendmicos, corroborando os
resultados obtidos no presente trabalho e a indicagdao de que os EST-SSRs s&o um
dos recursos mais uteis de marcadores moleculares em estudos de gendmica
comparativa. Estas maiores taxas de amplificacdo heterdloga podem ser atribuidas
ao maior nivel de conservagdo das sequéncias de DNA pertencentes as regides

transcritas dos genomas.

4.2 Associacdo de marcadores com a resisténcia a fusariose

Embora a taxa de transferéncia de marcadores moleculares de

microssatélites isolados de arroz para cultivares de trigo tenha sido elevada (76,4%)
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o polimorfismo observado foi relativamente baixo, apenas 23,8% dos locos
amplificados apresentaram-se polimérficos. Este baixo indice de polimorfismo nao
permitiu a identificacao de bandas que evidenciassem a ligagao para a resisténcia a
fusariose no trigo, como pode ser observado nas imagens dos géis da fig. 2, quando

avaliados os gendtipos individuais e os bulks de cultivares contrastantes (Figura 3).

Loco 0S40 Loco 0S29
FE = 4

- - - e b e o
-_— e - D D D N D e

Loco OS1 Loco OS7

Loco OS16 Loco 0OS22

Figura 3 - Padrées de polimorfismos gerados pelos marcadores de locos
microssatélites 0S40, 0S29,051,0S7,0S16 e 0S22 em 10 cultivares de trigo com
diferentes niveis de resisténcia a fusariose. (1-BRS194, 2-BRS49, 3-BR23, 4-CD111,
5-CEP40, 6-Onix, 7-CEP27, 8-BRS177, 9-BRS179, 10-CEP24, 11 - controle
negativo, M — Ladder 100pb, S — suscetivel, MS — moderadamente suscetivel e MR
— moderadamente resistente, setas indicam polimorfismos). UFPel/Pelotas, 2007.
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Nem mesmo com a formagdo dos bulks, relativos aos niveis de resisténcia,
sendo que um deles foi formado pelas cultivares classificadas como resistentes, nao
utilizadas na amplificagao individual, ndo houve amplificacdo de bandas polimorficas
que pudessem ser utilizadas para testar a possivel associagdo com a resisténcia a

fusariose (Figura 3).
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Figura 4 - Padrbées de amplificacdo obtidos com os primers para locos de
microssatélites OS35, 0S23 e OS49 aplicados aos bulks de DNA das cultivares de
trigo. (M — Ladder 100pb, BS - bulk suscetivel, BMS — bulk moderadamente
suscetivel, BMR — bulk moderadamente resistente e BR — bulk resistente).

Partindo de ESTs do cromossomo 3B de trigo, onde esta posicionado um
QTL para a resisténcia a fusariose, e com similaridade a genes de resisténcia a
doencgas, Shen et al. (2006) construiram primers que amplificassem regides do DNA
de plantas resistentes em uma populagdo segregante. Com esse método, foi
encontrado uma EST (acesso no NCBI - BE499618) que identifica o QTL.

Chen et al. (2007) relataram o uso de marcadores de microssatélites
derivados de ESTs isoladas do cromossomo 3A, associado com o QTL para
resisténcia a Fusarium, e também buscaram ESTs relacionadas a genes de
resisténcia a doengas. Os autores verificaram que dos 17 pares de primers de
microssatélites utilizados, 9 foram polimérficos, mas nenhum deles foi encontrado no
cromossomo 3A.

Em um estudo desenvolvido por Yang et al. (2003), também visando a
identificacdo de marcadores ligados a resisténcia, foram utilizados marcadores de
microssatélites especificos, localizados nos cromossomos 3B, 6B e 5A de trigo, em

populacdes segregantes. Nestes cromossomos € relatada a existéncia de QTLs
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envolvidos na resisténcia a fusariose. A combinagdo de marcadores de
microssatélites para os cromossomos 3B e 6B mostrou-se eficiente na identificagcao
de gendtipos resistentes.

Neste trabalho, ndo foram utilizados primers baseados em ESTs
posicionadas nos cromossomos que portam QTLs especificos para resisténcia a
fusariose, nem similares a genes de resisténcia a doengas. Foram usados primers
para locos de microssatélites e, entre eles, 39 posicionados em ESTs, que
potencialmente poderiam gerar marcadores para diferenciar os gendtipos

contrastantes.

4.3 Sequenciamento e anéalise

Considerando que os produtos de amplificagcdo gerados a partir de varios
locos de microssatélites revelaram a presenca de alelos com tamanho superior aos
esperados em arroz, levantou-se a hipdtese de estarem sendo amplificados
sequéncias SSR e ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats), simultaneamente, ou
entdo outros tipos de sequéncias gendOmicas, a exemplo da inser¢cdo de introns,
conforme sugerido por Tang et al. (2006). Com isso, realizou-se o sequenciamento
de alguns desses alelos para confirmar a presenca de um microssatélite no interior
dos produtos amplificados. Além disso, as ESTs estédo relacionadas a um gene e,
consequentemente, a uma proteina. Portanto, o sequenciamento foi necessario para
permitir a identificacdo de parte da composicdo e a ordem de nucleotideos de alelos
amplificados para o alinhamento em bases de dados, com o intuito de encontrar
sequéncias similares e proteinas relacionadas.

Através do sequenciamento do DNA foi possivel conhecer partes das
sequéncias relativas aos locos 0OS35, 0S46 e 0S49. Houve a perda de
extremidades por se tratarem de fragmentos pequenos e por serem produtos de
PCR submetidos diretamente ao sequenciamento. A identificacdo dos
microssatélites nas sequéncias processadas ndo foi possivel, mas através do
alinhamento das mesmas com o BLAST (blastn), no banco de dados de
nucleotideos do NCBI, foi possivel encontrar alinhamento significativo (86% de
identidade) do loco OS35, com uma sequéncia genbmica de Triticum turgidum
subespécie durum (acesso no NCBI — AY146587.2) formada, basicamente, por DNA
repetitivo. O mesmo foi observado com o alinhamento da sequéncia relativa ao loco

0S49 (92% de identidade) a outra sequéncia genébmica de Triticum turgidum (acesso
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no NCBI - CT009588.1). Nao foi possivel realizar um alinhamento com alta
similaridade de sequiéncias com a sequéncia correspondente ao loco OS46 no
banco de dados de nucleotideos do NCBI. A sequéncia dos marcadores pode ser

visualizada na tabela 5.

Tabela 5 - Sequéncia parcial de nucleotideos, tamanho dos alelos e das moléculas
sequenciadas (pb). UFPel/Pelotas 2007

Loco Alelo (pb) Sequéncia (pb) Sequéncia

CCGCACCCACCACCCACTTGAGTAGCCACTGTCGACGATCTAACC
GACATGCTAGACTATGACTCCGAAGACATCGACGGTATGGCACGA

0S35 420 222 CTGATGCCGGAGACGACCAAGAACCAGCGCCTACCGGGCACTTGG
AAAGCCACCCCAACGTCACGACGTATACATGGTGGATACACCAAAA
GGAAGCGATAATGAGGAAAAAACGGACGTGGCGGTGCGGCG
GGGCCTGTCACATCACGATTAGTCATCCTCCTTGTTGCTCCCCCGG

0S46 150 107 CACCACCATCACGACCACCATGAGTTGTAATCCCCATCACCTCTGT
TGTAGCCACCGCCAC

GGCGGGGCGGGCGATGGAGGTGTAGCAGGAACAAGCTCCGGTGC
GGTGGAAGGGTGGCGAACGTTGGAGCGGCAGCGGTGAGGCGCAG

0S49 210 190 GACGGCGTGGTTGAACTGGCTCGGGTACGGACGGCTCGGCCTCG
GCTTCAACTACTAGCCGTGGAGGGCGTTGCGGTTGAGGTTGCTGC
ACGACGCCTCCGT

As sequéncias destes locos de microssatélites também foram submetidas ao
alinhamento, através de um BLAST (blastn), com seqUéncias depositadas no banco
de dados de ESTs do NCBI.

A sequéncia relativa ao loco OS35, foi significativamente similar a 11 ESTs
de Triticum depositadas no banco de ESTs (Tabela 6), sendo que uma delas
(CA681993.1), € similar a uma sequéncia relacionada a um gene de Oryza sativa,
cultivar japonica (acesso no NCBI - NP_001048038.1), que codifica a proteina
0s02g0734300, com fungao de hidrdlise.
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Tabela 6 - Acessos ESTs do género Triticum com alinhamento significativo a
sequéncia relativa ao loco de microssatélite OS35. UFPel/Pelotas 2007

Acesso Descricdo

CA648521.1 Triticum aestivum cDNA
CA652369.1 Triticum aestivum cDNA
AL816199.1 Triticum aestivum cDNA
DR092352.1 EST00012 Triticum aestivum cDNA
CA681439.1 Triticum aestivum cDNA
AJ716705.1 Triticum turgidum subsp. durum cDNA
AJ610315.1 Triticum turgidum subsp. durum cDNA
CA696832.1 Triticum aestivum cDNA
CA640793.1 Triticum aestivum cDNA
AL810708.1 Triticum aestivum cDNA
CA681993.1 Triticum aestivum cDNA

Para a seqliéncia correspondente ao loco OS46 foram identificadas, entre as
ESTs com alinhamento significativo, ESTs de arroz das cultivares japonica e indica e
de trigo, entre elas, uma EST produzida a partir de mRNA extraido de plantas da
cultivar Sumai 3, resistente a fusariose, infectada por Fusarium graminearum,
embora o alelo amplificado seja comum a todas as cultivares de trigo utilizadas, néo
dependendo do nivel de resisténcia. Nao houve relagdo com sequéncias de genes
da base de dados com esta EST. Para outras 15 ESTs, semelhantes ao loco, existe
relacdo com genes identificados (Tabela 7).

A sequéncia do loco OS49 mostrou-se similar, entre outras, a ESTs de trigo,
milho e arroz (de cultivares indica e japonica). Como no caso anterior, para este
loco, houve alinhamento a uma outra EST de trigo, cultivar Sumai 3, produzida de
um mRNA de espigas previamente infectadas por F. graminearum. Neste caso
ocorreu semelhanga dessa EST com uma sequéncia similar a um gene de arroz
(Tab. 8). Para outras 15 ESTs também ha similaridade com sequéncias associadas
a genes identificados.

As proteinas similares, encontradas para os locos avaliados, estido
envolvidas, basicamente, em processos de regulacdo da transcricdo e no

processamento e reconhecimento do RNA.



Tabela 7 - Acessos de ESTs com alinhamento significativo a seqiéncia relativa ao loco de microssatélite OS 46, proteinas
similares apos tradugao e suas respectivas funcgdes bioldgicas. UFPel/Pelotas, 2007

ESTs Proteina relacionada
Acesso Descricéo Acesso Nome Descricédo Funcao
BJ245435.1 Triticum aestivum cDNA
CA698729.1 Triticum aestivum cDNA Oryza sativa RRM - Motivo de reconhecimento de
BP184672.1 Oryza sativa (japonica) cDNA NP_0010421011 050190164400 (%ponica) RNA
CB672466.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
CJ541651.1 Triticum aestivum cDNA
CJ611006.1 Triticum aestivum cDNA
DR736835.1 Triticum aestivum cDNA
CK208262.1 Triticum aestivum cDNA _ RRM — Motivo de reconhecimento do
CA708674.1  Triticum aestivum cDNA NP_001056331.1  Os05g0564200 O(%;% :zg\;a RNA
BJ308457.1 Triticum aestivum cDNA Dedo de Zinco
CJ908609.1 Triticum aestivum cDNA
CJ896808.1 Triticum aestivum cDNA
CJ809984.1 Triticum aestivum cDNA
CJ785165.1  Triticum aestivum cDNA NP_001064784.1  Os10g0462900 Oryzasativa  Chaperonina envolvida na produgdo
(japonica) do “folding” de outras proteinas.
S Oryza sativa Dominio de ligacdo ao DNA
CT863415.1 Oryza sativa (indica) cDNA NP_001060383.1 0s07g0634900 (japonica) encontrgdo em ~complexos _ ~de
regulacao da repressao da transcri¢cao
Triticum aestivum cDNA,
BM134812.1 infectado por Fusarium
graminearum Sem relacdo
BJ213630.1 Triticum aestivum cDNA

BJ247388.1

Triticum aestivum cDNA




Tabela 8 - Acessos de ESTs com alinhamento significativo a seqiéncia relativa ao loco de microssatélite OS 49, proteinas
similares apos tradugao e suas respectivas funcgdes bioldgicas. UFPel/Pelotas, 2007

ESTs Proteina relacionada
Acesso Descricédo Acesso Nome Descricéo Funcéo

BP184690.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
CV771566.1 Triticum aestivum cDNA Requlacio da t o y

. . , . . . egulagédo da transcri¢éo, esta

cDNA Triticum aestivum infectado por Possivel proteina Oryza sativa ; . .
CN011348.1 Fusarium graminearum XP_470308.1 OSJNBa0091P11.3  (japonica) 2sSociada a ziper de leucina e
dominios de ligacdo ao DNA
CA628776.1 Triticum aestivum cDNA
CJ788970.1 Triticum aestivum cDNA
Cl140448.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
CI137050.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
Cl226102.1 Oryza sativa (japonica) cDNA )
Cl1220375.1 Oryza sativa (japonica) cDNA NP_001047214 .1 0s02g0575800 O&.Z‘ f)?):i?:g\;a Aldose 1-epimerase
Cl253828.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
Cl1175558.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
Cl136214.1 Oryza sativa (japonica) cDNA
Orvza sativa Nao conhecida. Supostamente
EC883410.2 Zea mays cDNA NP_001063159.1 0s09g0412900 (Jr.z onica) envolvida na estabilidade e
P processamento de RNA
EB164904.1 Zea mays cDNA Orvza sativa ZiPer de leucina, dominios de
DY235782.1 Zea mays cDNA NP_001064556.1 0s10g0404900 (?egponica) ligacdo ao DNA envolvidos na
DR806150.1 Zea mays cDNA regulacéo da transcrigao
CF957515.1 Oryza sativa (indica) cDNA
D48120.1 Oryza sativa (japonica) cDNA Sem relagao

CD910797.1

Triticum aestivum cDNA
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Embora tenha sido avaliada a sequiéncia amplificada de apenas trés locos
de microssatélites do trigo, este tipo de estudo deveria ser ampliado para conhecer a
sequéncia amplificada dos alelos com tamanhos bem acima do esperado, a exemplo
dos obtidos para os locos OS 03, OS 23, entre outros, buscando verificar que tipos
de sequéncias estao sendo amplificas, pois as mesmas podem conter regides aptas
para selecao de novos marcadores polimoérficos, especificos para o trigo.

Apesar de ser possivel a transferabilidade de marcadores moleculares entre
as espécies, a identificagdo de sequéncias, em bancos de dados do genoma do
trigo, a construgao e o teste de primers, inclusive para locos de microssatélites, séo
necessarios para o melhor entendimento das relagbes genéticas intra-especificas e
a possivel associacdo de marcadores com a resisténcia a fusariose e o uso dos
mesmos em futuros trabalhos de selecdo assistida por marcadores moleculares
nessa cultura de grande importancia sécio-econdmica para o Brasil.

Além disso, devido a resisténcia a essa doencga estar envolvida com regides
especificas do genoma, estratégias devem ser adotadas para a identificagdo de
marcadores posicionados nas regides relacionadas a mesma, para que,
posteriormente, tais marcadores possam ser usados em estudos de associagcao e

selecao de gendtipos com a resisténcia a fusariose em trigo.



43

5 Conclusodes

Existe alta similaridade entre as regides codificadoras dos genomas de trigo
e arroz, sendo importantes os testes de transferabilidade de locos de microssatélites
posicionados em regides expressas e a utilizagdo dos mesmos na busca de
marcadores moleculares que possam ser uteis na identificacdo e selecdo de
caracteristicas de interesse.

Nao é possivel identificar marcadores de microssatélites associados a
caracteristica de resisténcia a fusariose com estes locos de microssatélites de arroz

aplicados na analise dos gendtipos de trigo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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