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RESUMO

FRANCO, Francisco de Assis, D.S. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro 2008. Estudo da tolerancia a germinacdo na pré-colheita e
identificacdo de marcadores moleculares associados a dorméncia em
sementes de trigo (Triticum aestivum L.). Professor Orientador: Dr Carlos
Alberto Scapim. Professores Conselheiros: Dr Ronald José Barth Pinto e Dr
Ivan Schuster.

A germinagédo, na pré-colheita em cultivares de trigo, tem causado
acentuadas perdas de producao e de qualidade da farinha para a industria de
produtos alimenticios. Para avaliar as diferencas de tolerancia a germinacgao,
foi programado um experimento em Palotina e outro em Cascavel (PR), com 12
cultivares de trigo. Na identificagcdo de marcadores moleculares, foi programado
um experimento com as populagdes Fy3, oriundas dos cruzamentos
Frontana/OCEPAR 18 e Frontana/CD 105 e os genitores. As espigas para as
avaliagcbes foram colhidas quando as plantas estavam em maturacao
fisiologica. As sementes de espigas debulhadas foram utilizadas para os testes
de potencial de germinagdo com e sem tratamento de pré-esfriamento para a
superacao da dorméncia. Para os testes em um sistema de chuva artificial,
foram utilizadas amostras de 10 espigas. Apds encerrado o periodo de
molhamento, foram realizadas leituras pela escala de notas de 1 a 11 para a
avaliacdo de cultivares e populagdes segregantes. As sementes que nao
germinaram foram submetidas ao teste de tetrazélio para confirmar a existéncia
de dorméncia. As cultivares Frontana e IAPAR 53 apresentaram o menor
percentual de sementes germinadas e um maior numero de sementes
dormentes. Nas avaliagbes em espigas, as cultivares Frontana, IAPAR 53,
ONIX, CD 108 e IPR 85 apresentaram o melhor nivel de tolerancia. Na analise
geral de todas as caracteristicas avaliadas, o ‘Frontana’ aparece com o melhor
mecanismo de dorméncia para ser utilizado no melhoramento genético. A
utilizacdo de notas visuais de germinagdo na espiga mostrou ser critério
eficiente, ao permitir a realizagdo das avalicbes em um expressivo numero de

cultivares com rapidez, sem comprometer os resultados de selegcdao dos
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genodtipos mais tolerantes. As avaliagbes das populagdes segregantes
revelaram a existéncia de um gene recessivo, com efeito epistatico sobre dois
genes dominantes com acdo duplicada, envolvidos com o contole da
dorméncia na pré-colheita em trigo. As avaliagbes dos marcadores moleculares
possibilitaram identificar a associagcdo do marcador Xbarc170 com o gene
recessivo de dorméncia de sementes. Este marcador molecular podera ser
utiizado em um programa de melhoramento para eliminar as plantas
suscetiveis e aumentar a probabilidade de obtengdo toleréncia a germinagéo
na pré-colheita em trigo. Novos estudos deverdao ser programados para
identificar os outros dois genes dominantes envolvidos com a tolerancia a

germinacao.

Palavras-chave: trigo, sementes, germinagéo de pré-colheita, tolerancia a

germinagao, dorméncia, heranga, genes, BSA e marcadores moleculares.



ABSTRACT

FRANCO, Francisco de Assis, D.S. Universidade Estadual de Maringa,
february 2008. Study of pre-harvest sprouting tolerance and identification
of molecular markers associated to seed dormancy in wheat (Triticum
aestivum L.). Adviser: Dr. Carlos Alberto Scapim. Co-adviser: Dr. Ronald José
Barth Pinto e Dr Ivan Schuster.

The pre-harvest sprouting in wheat cultivars have done greats loses in
the production end in the brand quality for aliments industries products. In order
to evaluate the pre-harvest sprouting tolerance of twelve wheat cultivars, two
experiments were carried out, one in Palotina and another in Cascavel (State of
Parana, Brazil). And to identify molecular markers for pre-harvest sprouting
tolerance was carried out one experiment in Cascavel with F,.3 populations
derived from two crosses (Frontana/OCEPAR 18 and Frontana/CD 105) and
parental lines. Analyzed ears were harvested from plants in physiological
maturation. Seeds of threshed ears were used to test the sprouting potencial
with and without precooling used to surpass dormancy. For the tests on the
system of artificial rain ten samples of ears were used. After closing the wet
period, in the evaluation of the cultivars and the segregating populations, were
realized reads on a 1-11 scale notes were applied. The seeds that didn’t sprout
were subjected to a tetrazolium test to confirm the existence of dormancy. The
Frontana and IAPAR 53 cultivars showed the smallest sprouted seeds
percentage and a higher number of seeds dormancy. The Frontana, IAPAR 53,
ONIX, CD 108 and IPR 85 cultivars, on the spike evaluation were the ones with
best level of tolerance. In general analysis of all the evaluated features,
Frontana is the cultivar with the best dormancy mechanism to be used in the
genétic breeding. The grades criteria of sprouting in the ears permitted
valuations in many cultivars and it could be done very fast, without affecting the
results of more tolerant genotypes selection. The evalution of the segregating
populations revealed the existence of one recessive gene with epistatic efect

over two dominant genes with duplicate action, envolved with pre-harvest



dormancy control. The evaluation of molecular markers possibilited the
identification of marker Xbarc170 associated with the recessive gene of seed
dormancy. This molecular marker could be used on the genetic breeding
program to eliminate the susceptible plants and increase the probability of
obtention of the pre-harvest sprouting tolerance in wheat. Other work could be
planned to identify the others two dominant genes envolved with sprouting
tolerance.

Keywords: wheat, seeds, pre-harvested sprouting, sprouting tolerance,

dormancy, inheritance, genes, BSA and molecular markers.
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1 INTRODUCAO GERAL

A importancia do trigo na alimentagcdo humana levou as instituicbes
brasileiras de pesquisa a direcionarem seus programas de melhoramento na
busca de maior potencial de produtividade, qualidade industrial, resisténcia as
doengas e tolerdncia a germinagao na espiga. Muitas tecnologias foram
geradas e possibilitaram marcantes avangos na ftriticultura. Contudo, no
periodo de maturacdo do trigo, as condigcbes ambientais favoraveis a
germinagao na espiga tém causado acentuadas perdas na produgéo da farinha
a ser utilizada para a obtencao dos diferentes produtos usados na alimentacéao.

A germinacdo na espiga causa diminuigdo do peso hectolitrico e reduz
o rendimento de graos. Pode ainda causar danos a qualidade da farinha, pelo
desencadeamento de reag¢des enzimaticas iniciais do processo de germinagao.
Além das perdas em producgdo, a germinagao no campo origina um produto de
baixo valor industrial e de dificil comercializag&o.

A germinacdo na espiga € mais frequente em anos nos quais a
maturagao do trigo coincide com periodos quentes e chuvosos, provocando a
germinagao dos graos antes da colheita. O problema é ainda mais grave
porque a suscetibilidade a germinagdo na espiga encontra-se presente em
muitas cultivares em cultivo no Brasil, e esta relacionada a base genética,
utilizada nos programas de melhoramento.

A necessidade de ser obtida mais de uma geragdo por ano, para
acelerar o processo de melhoramento, contribuiu para que as cultivares com
problemas de germinagdo na espiga nédo fossem descartadas ao longo do
tempo. O melhoramento genético direcionado para incorporar a tolerancia a
germinagao teve poucos avangos desde a década de 1990. Os mecanismos
introduzidos para formar barreiras a germinagdo n&o foram suficientemente
fortes para manter a tolerancia e evitar os problemas com a producdo e
comercializagao do trigo.

Nos anos em que as condigdes ambientais de temperatura e umidade

sdo propicias a germinagao na espiga em trigo, ocorrem perdas significativas



de rendimentos de graos e de qualidade do trigo. Isso obrigou os programas de
melhoramento genético a buscar outras fontes que possam aumentar os niveis
de tolerancia. Entre os trabalhos desenvolvidos, aparece a dorméncia como
destaque entre as fontes de maior importancia para incrementar a tolerancia a
germinacao na espiga dos novos cultivares. Este carater foi detectado em
algumas cultivares de trigo e devido a sua heranga relativamente simples, a
localizagdo dos genes que controlam a dorméncia pode ser identificada com
auxilio de marcadores moleculares, os quais podem ser posteriormente
utilizados em programas de selecdo assistida por marcadores moleculares
(SAM). Alguns locos de marcadores moleculares ja foram relatados por
estarem proximamente ligados as regides do cromossomo que controla a
dorméncia.

Este trabalho teve, como objetivo, a identificagcdo de fontes de
resisténcia a germinagcdo na pré-colheita em trigo, analisar populagdes
segregantes de trigo para a tolerancia a germinagao na espiga, em que a fonte
de resisténcia apresenta dorméncia das sementes, e mapear ou validar
marcadores moleculares ligados aos genes de tolerdncia a germinacao na
espiga ou dorméncia, visando a sua utilizagdo no melhoramento genético.

Por meio deste trabalho, serdo testadas as hipoteses:

a) a dorméncia € um carater que confere boa tolerancia a germinagao
na pré-colheita;

b) existe um QTL de maior efeito para dorméncia localizado no
cromossomo 4AL,;

c) existem marcadores associados a dorméncia, que podem ser

utilizados para selecéo assistida por marcadores moleculares.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1 Germinacéao na pré-colheita em trigo

2.1.1 Regides com problemas de germinacao na espiga

A germinagao, na pré-colheita em trigo, atinge areas de varias partes
de regides produtoras no mundo, principalmente, Norte e Oeste da Europa,
Noroeste dos Estados Unidos da América, Norte da Australia, Oeste da Nova
Zelandia, Canada, Africa do Sul, Chile, Argentina e Brasil (CUNHA et al., 2004).
Na Australia, em que se produzem somente trigos de cor branca, por
possibilitar extracdo de maior quantidade de farinha, ocorrem grandes perdas
por germinagao na pré-colheita (DERERA, 1980; FLINTHAM, 2000). No Reino
Unido, a germinagao na pré-colheita é a principal fonte de danos nas culturas
comerciais, com visivel germinagdo dos graos, sob condi¢des adversas de
tempo, durante o periodo de maturagcéo do trigo (LUNN et al., 2001). Bassoi
(2004) ressaltou que, em regides maritimas, com verao chuvoso, onde cereais
de inverno sao cultivados, e em regides subtropicais no sul, onde o trigo de
primavera é cultivado durante o inverno, como algumas partes do Brasil, existe
alta probabilidade de ocorréncia de chuvas, antes e durante a colheita,

trazendo como consequéncia a germinagao dos graos na pré-colheita.

2.1.2 Germinacao na espiga

A germinacgdo na pré-colheita € a condigdo em que a germinagéao dos
graos na espiga ocorre antes da colheita. Os periodos de chuvas e alta
umidade contribuem para a germinagdo prematura dos grdos. Os danos de
germinagao na espiga estao diretamente relacionados a temperatura, chuva na
colheita, seca no periodo de maturagcéo dos graos e interagcéao entre estes com
fatores fisioldgicos e genéticos (FLINTHAM, 2000; BASSOI, 2004).



A multiplicidade dos componentes envolvidos com a germinagao inclui
atributos da morfologia das espigas, diferentes riscos fisioldégicos inerentes a
base genética (FLINTHAM et al., 1999) e diferentes componentes dos graos
(FLINTHAM, 2000). Segundo Bassoi (2002) a germinagdo na espiga pode ser
dividida em fatores fisicos e fisioldgicos. Os fatores fisicos estdo relacionado a
taxa de infitragdo de agua no grdo, que depende dos componentes
constituintes do grdo, como conteudo de fibra, espessura da testa, dureza do
grao e conteudo de proteinas, e a estrutura da planta, como a posi¢cado da
espiga, glumas que cobrem os graos, presencga de aristas e a forma da espiga.
Os fatores fisioldgicos que contribuem para a expressao da germinagao na pré-
colheita estdo relacionados a um controle genético. A maioria destes esta
subordinada a controle genético, que determina a morfologia das espigas,
sensibilidade hormonal e inibidores de alfa-amilase (GATFORD, 2004;
BERNARD et al., 2005).

Ao analisar tolerancia das cultivares de trigo a germinagéo na espiga,
Linhares et al. (1979) concluiram que as amostras das cultivares cultivadas no
estado do Parana apresentaram elevada percentagem de germinacdo na
espiga, confirmando resultados de anos anteriores. Kettlewell e Cooper (1991),
em estudos de campo, avaliaram a atividade de alfa-amilase, nos graos de
trigo, na auséncia de germinagéo, e observaram que ha relagdo desta com a
taxa de secagem dos graos e com aplicagdo do fertilizante nitrogénio. A
atividade de alfa-amilase aumentou linearmente com a taxa de secagem de
graos, durante os 3 anos de testes nos campos comerciais. Noda et al. (1994)
relataram que a embebicdo em baixas temperaturas condiciona as células e
tecidos do embrido para a germinagao e sintese de alfa amilase, superando os
efeitos do acido abscisico (ABA) na dorméncia.

As avaliagbes de tolerancia a germinagdo foram realizadas com
cultivares de trigo, em diferentes regides do Brasil, por meio da determinagéo
de grdos germinados e nao germinados (REIS e CARVALHO, 1989; FRANCO
et al., 1996; TONON, 2001; ROSA, 1999; BASSOI, 2002) e do indice de queda
ou falling number, que mede a atividade de alfa-amilase (TONON, 2001;
ROSA, 1999; BASSOI, 2002), possibilitaram caracterizar diferengas
acentuadas entre as bases genéticas de cultivares dos programas de

melhoramento regionais.



2.1.3. Dorméncia em sementes de trigo

Entre os diferentes mecanismos controladores de germinagéo, podem
ser considerados os sistemas de dorméncia, sistemas de controle de entrada
de agua no interior da semente, sistemas de controle do desenvolvimento do
eixo embrionario e o sistema de controle do equilibrio entre substancias
promotoras e inibidoras de crescimento. A expressdo da dorméncia nos cereais
ocorre quando as sementes, morfologicamente maduras e sadias, né&o
germinam quando colocadas sob condicbes adequadas de umidade,
temperatura, luz e oxigénio (BEWLEY e BLACK, 1985; POPINIGS, 1985;
HILHORST, 1995; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004). A
dorméncia é geneticamente programada para desenvolver junto a semente,
como parte integrante da maturagao, concomitante com o desenvolvimento de
outros processos, especialmente, com o aumento da matéria seca e redugao
do teor de agua (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004).

As glumas do trigo podem representar mecanismos relacionados com a
tolerancia, por conter inibidores que podem afetar o processo germinativo
(DERERA et al., 1977; SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; HIMI et al.,
2005; GATFORD, 2004) ou por dificultarem a passagem de agua para o gréo
(MARES, 1983a; LIU et al., 1996; KING e WETTSTEIN, 2000; GATFORD,
2004). A dorméncia das sementes pode ser causada por bloqueios fisicos,
representados pelo tegumento resistente e a impermeabilidade, que impede a
absorgcao de agua e oxigenagao do embrido (KIGEL e GALILI, 1995; CASTRO
et al., 2004; GATFORD, 2004). Mas, a auséncia de dorméncia pode resultar na
germinagao prematura das sementes, quando expostas a alta umidade préxima
ao periodo de maturacado fisiolégica (PATERSON e SORRELS, 1990;
SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; HILHORST, 1995).

As sementes recém-colhidas, ainda umidas, apresentam capacidade
de germinagao inferior as que exibem quando submetidas previamente a
secagem. Provavelmente, durante o periodo de perda de agua, ocorrem
processos essenciais a germinagao (BEWLEY e BLACK, 1985). Khan (1971)
atribuiu as citocininas o equilibrio hormonal, com a fungdo de anular o efeito

dos inibidores, permitindo as giberilinas exercerem os efeitos estimuladores.



Para Castro et al. (2004), a quebra da dorméncia esta relacionada a fatores
internos e externos a semente. Se forem adotadas todas as condi¢cdes
necessarias a germinagcdo, e mesmo assim esta n&o ocorre, existe forte
possibilidade de haver algum tipo de bloqueio. Segundo Popinigs (1985), os
principais métodos para superar a dorméncia de sementes de gramineas, sao:
o rompimento da cariopse, tratamento com nitrato de potassio, exposicao a luz,
emprego de temperaturas alternadas, aplicacdo de pré-esfriamento, aumento

da tensdo de oxigénio e tratamento com hormdnios (giberilinas e citocininas).

A temperatura é um fator que tem influéncia na expressao da
dorméncia nas sementes de trigo, durante o enchimento dos graos e apés a
maturagao. Em trabalho desenvolvido para avaliagdo da dorméncia, Belderock
(1976) encontrou correlacdo positiva entre a baixa dorméncia e a alta
temperatura apos a maturagcdo. A dorméncia das sementes € induzida pela
baixa temperatura, durante o periodo de enchimento de grdo, porém a baixa
temperatura também é efetiva para romper a dorméncia na maturagao (REDDY
et al., 1985). Yanagisawa et al. (2005) destacaram que temperaturas abaixo de
15°C, combinadas com chuva antes da colheita, aceleram os danos de
germinagao na pré-colheita. Estes autores conseguiram sucesso por meio do
melhoramento para a dorméncia mais acentuada; pois, mesmo com continuo
tratamento com chuva e temperatura abaixo de 15°C, os novos genotipos
expressaram baixa atividade de alfa amilase, mantendo o indice de queda
acima de 300 segundos.

Varias metodologias foram desenvolvidas para caracterizar
geneticamente a germinagdo na espiga. Entre estas, as que merecem
destaque sédo germinadores com alta umidade relativa (WEILENMANN, 1976),
simuladores de chuva (McMASTER e DERERA, 1976; REIS e CARVALHO,
1989; OKUYAMA, 2003; BASSOI e FLINTHAM, 2005), com posterior
permanéncia em camaras (CLARKE, 1983; CLARKE et al., 1984) e imerséo
das espigas em agua alternada com periodos de exposi¢céo ao ar e seguido de
colocagdo das espigas envoltas em papel toalha em germinadores com
temperatura definida (REIS e CARVALHO, 1989; TONON, 2001; ROSA, 1999;
BASSOI, 2002). Para avaliar o nivel de germinacao, pode ser utilizada a escala
de notas (McMASTER e DERERA, 1976; REIS e CARVALHO, 1989;



OKUYAMA, 2003), a determinacdo de graos germinados e nao germinados
(McMASTER e DERERA, 1976; FRANCO et al., 1996; ROSA, 1999; TONON,
2001; BASSOI, 2002), medidas diretas e indiretas da atividade da enzima alfa-
amilase por meio de espectofotometria (MARES, 1983a e 1996) e indice de
queda (ROSA, 1999; TONON, 2001; BASSOI, 2002).

Sodkiewicz (2002), ao analisar linhas do trigo dipléide Triticum
monococcum var. Monococcum (A™A™), detectou altos indices de resisténcia a
germinagao na espiga, o que possibilitou incrementos na tolerancia de linhas
de triticale oriundas do cruzamento interespecifico entre estas espécies.
Andreoli et al. (2006), ao analisarem o controle genético da dorméncia e da
germinagao precoce do trigo em populagdo Fj, concluiram que a dorméncia
parece ser recessiva, havendo o envolvimento de dois genes, controlando a
dorméncia da semente de trigo. Osa et al (2003) constataram que o principal
componente da variagdo genética da germinagdo na pré-colheita de trigo
parece ser o grau de dorméncia, que necessita ser avaliado como mecanismo
de possivel transferéncia, por meio de marcadores moleculares, para outras

cultivares.

2.1.4 Controle hormonal da germinacao

O controle da germinagao esta relacionado ao nivel enddégeno de acido
giberélico (GA), regulador de desenvolvimento de planta, e do inibidor acido
abscisico (ABA). King (1989) constatou que todos os efeitos de ABA, na
dorméncia tém sido completados antes da maturagcdo. De acordo com
Jacobsen e Beach (1985), o controle da sintese da alfa-amilase tem sido
atribuido ao ABA, sendo capaz de inibir os efeitos da giberilina, em nivel de
transcricdo génica, e afetar a estabilidade de mRNAs de alfa-amilase,

reduzindo a produgao desta enzima.

Segundo Simmons (1987), o nivel de ABA embridnico foi similar nas
cultivares suscetiveis, mas tendo, aproximadamente, 25% a menos do que as
cultivares resistentes a germinagao. Grandes diferengas foram encontradas em
sensibilidade ao ABA, medida como capacidade de bloquear a germinagéo

embribnica, inibindo mais eficientemente a germinacdo nas cultivares



resistentes a germinagao. O nivel da ABA foi duas a trés vezes maior no
embrido, do que no restante das partes do gréo de trigo, até a maturacgéao.
Segundo Hilhorst (1995), a agdo do ABA na regulagdo da dorméncia n&o é
restrita ao embrido, mas também aos tecidos do endosperma e as paredes das
células. A maior taxa de ABA foi encontrada no maximo peso de graos e
decresceu, rapidamente, a medida que os grdos comegaram a secar e reduzir
o peso umido. Ocorreu uma coincidéncia dos eventos de desenvolvimento dos

graos, de maturagao e redugédo da umidade, com a expressao da dorméncia.

Para Zentella et al.(2002), o ABA induz a formagdo de uma proteina
quinase, a PKABA;, que inibe a transcricdo génica das enzimas hidroliticas e
paralisa o processo de degradagdao. Em cereais, observou-se a presenca de
proteinas inibidoras de alfa-amilase, sendo ativas principalmente contra
enzimas endogenas, para evitar a degradagdo precoce e inapropriada das
reservas de amido (SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; CASTRO et al.,
2004).

O crescimento e desenvolvimento vegetal sdo processos regulados por
varios tipos de hormoénios. Lenton e Appleford (1991) demonstraram um
modelo da origem da producdo de GAs e GA, no embrido e sua difusdo no
endosperma. O acréscimo de GA, durante a germinacgéo, estava associado
com a iniciagdo da transcricdo do gene de alfa amilase no escutelo e no
endosperma, como estimulo do desenvolvimento do embrido para a
remobilizagao das reservas.

Para Taiz e Zeiger (2000), o grupo de hormdnios caracterizados como
giberilinas (GAs), desempenha importantes fungées em varios fendmenos
fisiologicos. A biossintese de giberilina esta sob controle genético e tem fungéo
na regulacdo de varios processos fisiolégicos, incluindo a germinacdo de
sementes e a mobilizagdo das reservas do endosperma. Castro et al. (2004)
relataram que as reservas do endosperma, depositadas em células mortas,
exigem a colaboragao de tecidos adjacentes para mobilizagdo do amido, pela
auséncia das enzimas necessarias para a degradagcdo, por nao estarem
presentes, inativas ou ligadas aos granulos de amido.

Durante a germinagdo, sdo produzidas enzimas alfa amilases em

tecidos, por células vivas, secretadas para o endosperma pelo escutelo e



camadas de aleurona. A inducdo da sintese de enzimas alfa-amilase esta
relacionada, principalmente, com a disponibilidade do acido giberélico(GA),
produzido pelo eixo embrionario e difundido até o escutelo e a camada de
aleurona, onde atua como ativador primario (KIGEL e GALILI, 1995; TAIZ e
ZEIGER, 2000; CASTRO et al., 2004). Pode haver também outros controles
que precisam ser considerados e que podem ser relevantes no processo de

catabolismo de reserva.

Varios processos fisiolégicos estdo envolvidos com o inicio da
germinagao, que podem contribuir para a diferenca na embebi¢cdo de agua pela
semente e na expressdo da germinacdo. Zanetti et al.(2000) relataram que o
indice de queda (FN) e a atividade de alfa-amilase (AA) séo indicadores de
degradacdo de amido, antes do aparecimento dos sintomas visiveis da
germinacdo. As giberelinas promovem a producdo de varias enzimas
hidroliticas envolvidas na solubilizacdo das reservas do endosperma, sendo a
principal a alfa-amilase. Segundo Taiz e Zeiger (2000), as giberelinas sao
sintetizadas pelo embrido e liberadas no endosperma amilaceo, por meio do
escutelo. Difundem-se para a camada de aleurona, cujas células sao induzidas
a sintetizar e a secretar alfa-amilase e outras hidrolases no endosperma. O
amido e outras macromoléculas sdo degradados a moléculas menores,
transformando-se em solutos do endosperma, que sao absorvidos pelo

escutelo e transportados para o embrido em crescimento.

Lunn et al.(2001) estudaram a frequéncia e os mecanismos de quatro
modos de acumulo de alfa-amilase em trigo, no campo e em laboratorio, no
Reino Unido. A frequéncia da atividade de alfa-amilase, da maior para a menor,
ocorreu para a germinagao apos maturacdo (PoMS), atividade na pré-
maturagdo (PMAA), germinagdo na pré-maturagao (PrMS) e alfa-amilase retida
no pericarpo (RPAA). Segundo os autores, o desenvolvimento dos graos de
trigo expressou duas principais familias de isoenzimas alfa-amilase,
denominadas de alfa-Amy-1 e alfa-Amy-2. A alfa-Amy-2 é encontrada em alta
concentragdo no pericarpo de graos verdes, progressivamente degradada no
desenvolvimento dos grdos e detectada em baixo nivel no pericarpo, na
maturacdo, embora também possam ser produzidas pelo embrido nos

processos de germinagao.



Tjin Wong Joe et al. (2005) identificaram varias amostras da cultivar de
trigo de inverno Rialto com alta atividade de a-amylase, na auséncia aparente
de germinagao na espiga, e concluiram que este gendtipo é suscetivel na pré-
maturagdo. Os autores sugeriram a utilizacdo de avaliagdo visual e quimica
para identificar cultivares que tenham problemas de germinagao nos graos ou
de alta atividade de a-amylase. A transducg&o de sinal da giberelina, em célula
de aleurona, parece envolver proteinas como intermediarios na rota de
transducdo de sinal da giberelina, levando a produgdo do fator que induz a
transcricdo do gene de alfa-amilase, responsavel pela degradagdo das

reservas para a germinacao (TAIZ e ZEIGER, 2000).

Felicio et al. (2002) determinaram redug¢ao de rendimento de graos e
aumento dos teores de alfa-amilase, na terceira época de colheita, em virtude
da degradacéo dos graos expostos ao tempo. Os gendtipos mais resistentes a
germinagao na espiga apresentaram baixa atividade de alfa-amilase. Entre as
enzimas envolvidas na germinacgao, as alfa-Amy-1, também denominadas de
malte ou enzimas de germinagao, sdo produtos primarios da germinagao e da
pré-colheita, mas podem ser formadas sem visivel germinagdo (KIGEL e
GALILI, 1995; LUNN et al., 2001). O excesso de atividade de alfa-amilase
interfere na qualidade dos produtos derivados da farinha de trigo, por haver
hidrolise enzimatica do amido durante o processo de fabricagdo, gerando como
resultado um produto indesejavel para consumo.

De acordo com varios trabalhos (SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI,
1995; TAIZ e ZEIGER, 2000; BASSOI e FLINTHAM, 2002; BASSOI, 2004;
MRVA et al.,, 2006), diferentes taxas de secagem, influenciadas pela
temperatura, tempo e umidade relativa, promovem diferengas na producéo de
alfa-amilase e germinagao do embrido. Os outros inibidores que podem ter
efeitos durante enchimento dos grdos, como o componente albuminas,
catequininas e taninos, citocininas e auxinas, tém pouca importancia na

elucidac&o dos fenébmenos envolvidos com a germinagéo.

2.2 Marcadores moleculares para tolerancia a germinacgéao na pré-colheita

2.2.1 Tipos de marcadores moleculares
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Os primeiros trabalhos realizados para identificar a presenca de genes
estavam baseados na associagao destes com caracteres morfologicos, de facil
identificacdo visual, mas com numero reduzido de marcadores fenotipicos
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995). Segundo Sakiyama (1993), o termo
marcador € utilizado para designar fatores morfolégicos, fisiologicos,
bioquimicos ou genéticos, passiveis de serem identificados, que permitem o
estudo comparativo de gendtipos e de suas progénies. Marcadores
moleculares sao polimorfismos na sequéncia nucleotidica do DNA existentes
entre individuos. Quando localizados préximos a genes de interesse, a
presenca de tais polimorfismos pode ser utilizada para inferir sobre os genes
através de estudos de co-segregacédo (SCHUSTER e CRUZ, 2004). Segundo
Dudley (1993), o sucesso do uso da tecnologia de marcadores moleculares &
dependente da disponibilidade de um grande numero de marcadores altamente
polimoérficos e de uma estreita relacdo de ligacdo entre o loco marcador € o
carater de interesse. Um marcador ideal deve ser polimorfico entre os parentais
e apresentar segregacdo mendeliana para essa populagao.

Segundo citado por Caixeta et al. (2006), os primeiros marcadores
foram as isoenzimas. Posteriormente, foram desenvolvidos o RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980; GRODZICKER et al.,
1974; VSOLOMON e BODMER, 1979), o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (WILLIANS et al., 1990), os microssatélites (LITT e LUTY,
1979; TAUTZ, 1989; WEBER e MAY 1989) e o AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms) (VOS et al., 1995).

As variagbes genéticas entre cultivares podem ser medidas por
diferentes alelos em um loco, que determina a existéncia de variante genética,
referida como um polimorfismo. O grande desafio dos geneticistas moleculares
€ detectar e marcar as variagdes presentes nas fitas de DNA. No inicio dos
anos 70, surgiu o primeiro tipo de marcador molecular, que permitiu detectar as
diferencgas entre individuos diretamente no DNA (GRODZICKER, 1974). Esses
marcadores, denominados de RFLP, segundo citado por Caixeta etal. (2006),
surgiram apos a descoberta das enzimas de restricdo por Linn e Arber (1968) e
Melson e Yuan (1968). A técnica de RFLP para detectar variacbes entre
individuos ou polimorfismo esta baseada na criacdo ou eliminacéo de sitios de

restricdo, devido a substituicao, modificacdo de pares de bases ou rearranjo de
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segmentos de DNA. Para Caixeta et al. (2006), as principais vantagens dos
marcadores RFLP sdo a sua expressao co-dominante, que possibilita distinguir
os individuos homozigotos dos heterozigotos, a possibilidade de extrair o DNA
de qualquer tecido e apresentar resultados estaveis e reproduziveis entre
laboratdrios. Os fatores que restringem o uso desta técnica sdo o processo
caro e laborioso, que requer investimentos de equipamentos quimicos e
cuidados com sondas radioativas.

O pesquisador Kery Mullis descobriu a reacdo em cadeia da
polimerase (Polimerase Chain Reation — PCR), que € um processo simples de
multiplicar em escala exponencial a quantidade de DNA (MULLIS et al., 1986).
Esta técnica é automatizada pelo uso de termociclador e de uma enzima Taq
DNA polimerase, programada para executar ciclos com temperaturas
alternadas, envolvendo ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensdo. O
fragmento deve apresentar dois sitios complementares aos primers presentes
em fitas opostas do DNA, gerando amplificagdes em progressdo geométrica. E
necessario encontrar primers especificos para que a sequéncia alvo, obtida por
clonagem e sequenciamento, ocorra apenas no gene desejado. Os trabalhos
de aplicacdo da PCR com primers especificos foram relatados para a diagnose
molecular de doengas causadas por virus e bactéria (GONCALVES e
ROSATO, 2002), fungos e nematoide (KONSTANTINOVA et al., 2002). A PCR
especifica pode ser utilizada em analise de pureza de sementes, deteccao de
transgénicos e deteccao de genes especificos (MILACH, 1998; SCHUSTER e
OLIVEIRA, 2006).

Williams et al. (1990), através da técnica da RAPD (Randon Arbitrarily
Primed), propuseram a utilizacdo de uma sequéncia arbitraria para os primers,
0 que elimina a necessidade do conhecimento prévio dos fragmentos. As
fontes moleculares do polimorfismo, geradas por estes marcadores, podem ser
mutacgdes de ponto de sitio de pareamento de primers, dele¢des e insergdes
entre dois sitios de pareamento de primers. Os marcadores RAPD néo
permitem distinguir individuos heterozigotos. Neste caso, a auséncia de banda
no gel é atribuida ao gendtipo recessivo, enquanto que a presenga da banda é
atribuida aos gendtipos homozigoto dominante e o heterozigoto. As vantagens
sao rapidez na obtencdo dos dados, a simplicidade, custo reduzido e a

aplicabilidade a qualquer tipo de individuo. A baixa confiabilidade nos
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marcadores RAPD esta relacionada a dificuldade de reprodutividade dos
resultados e por requerer certa experiéncia por ser bastante sensivel a
pequenas modificacdes nas concentragdes dos componentes da reacgao.

Segundo Caixeta et al. (2006), os marcadores STS (Sequence Tagged
Sites) sdo DNA de sequéncia curta, 200 a 500 pares de bases, e de copia
unica, que podem ser identificados mediante amplificagdo via PCR ou
hibridizagdo. Os SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) sao
sequéncias de DNA genbmico localizados em um loco definido geneticamente,
que sao identificados por amplificacées via PCR, utilizando um par de primers
especifico. O STS é a conversdao de RFLP em marcadores baseado em PCR.
As extremidades das sondas, para detectar fragmentos RFLP, sao
sequenciadas amplificando os fragmentos polimérficos de interesse e as
informagbdes utilizadas para desenhar pares de primers especificos,
complementares a essa sequéncia (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 2006).
Estes marcadores podem também ser desenvolvidos a partir de sequéncias
derivadas de bibliotecas de DNA, depositadas em bancos de dados. Os
marcadores STS utilizam oligonucleotideos que se baseiam em alto grau de
conhecimento de sequéncia, com a grande vantagem de distinguir homozigotos
de heterozigoto. Estes sdo mais reproduziveis que RAPDs, por utilizar primers
de sequéncias mais longas. Contudo, € necessario o desenvolvimento de pares
de primers especificos para cada loco.

O procedimento para desenvolver os marcadores STS e SCAR é
basicamente o mesmo. Baseia-se no isolamento e clonagem do fragmento de
interesse em um vetor, em geral um plasmidio. Estes pares de primers devem
passar por testes de validacdo em reacdbes de PCR, para verificar se
amplificam DNAs gendmicos da espécie para a qual foram desenvolvidos.

Segundo Caixeta et al., (2006), os genomas dos eucarioticos sao
densamente povoados por sequéncias simples repetidas, as quais consistem
em um a seis nucleotideos repetidos em tandem. As regides densamente
povoadas no genoma por sequéncias simples repetidas de um a seis
nucleotideos sado denominadas de microssatélites SSR (Simple Sequence
repeats) ou STR (Short Tandem Repeats). As sequéncias de DNA que

flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre os individuos
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de uma mesma espécie. Um microssatélite, quando é amplificado, quase
sempre apresenta extensivo polimorfismo para tamanho de bandas.

O polimorfismo na sequéncia que flanqueia o microssatélite revelado
por alguns pares de primers desenvolvidos em feijdo, segundo Caixeta et al.,
(2006), pode ser explicado por delecbes e inser¢des de uma unica base ou
mesmo de fragmentos longos de DNA em regides flanqueadoras como fonte de
variagbes dos microssatélites. Cada microssatélite constitui um loco genético
altamente variavel, multialélico, de grande conteudo informativo, que
combinando com a especificidade e rapidez da tecnologia do PCR, que faz
desses marcadores uma eficiente ferramenta.

Os microssatélites sdo amplamente distribuidos no genoma das
plantas superiores. Cardle et al. (2000), analisando sequéncias disponiveis de
DNA genbémico e de ESTs (Expressed Sequence Tags) de diferentes espécies
de plantas, demonstraram que no genoma € encontrado um microssatélite a
cada 6-7 kb. A classe mais abundante e o numero de nucleotideos na unidade
repetitiva variam de acordo com a regido onde se encontra o microssatélite.

A selegcao de plantas com a caracteristica desejada, baseada na
identificagcao direta do gendtipo da planta, podera contribuir para avango rapido
do melhoramento. Os marcadores moleculares foram desenvolvidos para
garantir essa seguranga na obtencdo da caracteristica desejada. Segundo
Borém (2006), os marcadores sado fragmentos de DNA que permitem a
separacao de plantas geneticamente diferentes, através de polimorfismo de
tamanho de fragmentos de DNA ou pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). De acordo com o autor, os marcadores moleculares, aliados as técnicas
de engenharia genética e de seqlenciamento de genomas, podem revolucionar
o melhoramento na obtencéo de gendtipos superiores.

A selecao assistida por marcadores moleculares e a selegao fenotipica
deverao ser utilizadas concomitantemente para obter maior eficiéncia nos
programas de melhoramento (GUIMARAES et al., 2006). A selecéo assistida
por marcadores moleculares (SAM) podera contribuir para o acumulo de efeitos
aditivos de QTLs, permitindo a selegao precoce para diminuir o numero de

plantas, possibilitando a avaliagdo de um numero maior de progénies.

2.2.2 Cor de grdo como caréter de tolerancia
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Através de analises citogenéticas, Allan e Vogel (1965) e Metzer e
Silbough(1970) identificaram no trigo hexapldéide que cada um dos
cromossomos 3A, 3B e 3D, funcionalmente equivalentes, apresentava um
simples loco R responsavel pela cor vermelha do tegumento do gréo de trigo, e
que a cor vermelha do tegumento é determinada pela presenga de apenas um
ou mais alelos. Segundo Flintham e Gale (1996), os trés locos R foram
mapeados geneticamente com marcadores de DNA na regido distal, do braco
longo do cromossomo 3, nos genomas A, B, D e H. Estas regides genémicas
apresentam extensiva homeologia, carregando um conjunto de genes com
similar arranjo das ligagdes para trigo e cevada.

A resisténcia a germinagao € demonstrada, por Flintham e Gale (1996),
nos testes de dorméncia em linhas isogénicas de trigo de graos vermelhos e de
brancos. Nos testes de germinagcdo, com uma semana apds a colheita na
maturagao, a cultivar NS 67 apresentou mais de 50% de graos germinados em
4 dias, enquanto a sua linha isogénica, de grdao vermelho, apresentou apenas
5%.

O primeiro caso de efeito de gene principal, com heran¢ga mendeliana
para a dorméncia, foi detectado por Flintham e Gale (1996), associado a
coloracéo vermelha do grao, controlado pelo fator R triplicado, localizado no
braco longo dos cromossomos homeodlogos do grupo 3. A dorméncia € obtida
com um simples alelo R dominante, que determina o pigmento de cor vermelha
para o grao, mesmo estando na condigao de heterozigoto. A obtengéo do valor
maximo da dorméncia vai depender do mecanismo genético de acumulo de
multiplos dominantes, com pequenos efeitos individuais, ou da predominancia
de um pequeno numero de genes com maior efeito. Os resultados de Himi et
al. (2002) indicaram que o efeito do gene R nao representa a germinagao do
embrido, mas pode estar estreitamente ligado ao gene que impede a
germinagcao do embrido na maturagcdo. Bassoi e Flintham (2005) utilizaram
dados de germinagcdo em espigas maduras, obtidas sob condi¢des artificiais,
em um simulador de chuva em trés anos. De acordo com os resultados, o
efeito da cor do grao teve uma relacao forte e significativa com a expressao da

tolerancia a Phs e, menos acentuadamente, a dosagem dos alelos dominantes.
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A variacdo genotipica residual mostrou que a germinagéao, na pré-colheita, é
também controlada por outros genes.

2.2.3 Gene de nanismo Rht e a tolerancia

Em trigo, existe informacdo de localizagdo de componentes de
resisténcia a germinagdo, no mapa genético, mas com poucos marcadores
morfologicos. Ellis et al. (2002) usaram PCR, baseados em marcadores
desenvolvidos, para detectar o ponto de mutagdes responsaveis por dois dos
principais genes de nanismo Rht1 (Rht-B1b e Rht-D1b) em trigo. Estes foram
corretamente genotipados, com Rht-B1b e Rht-D1b, com primers especificos,
assim como, com marcadores especificos para os alelos das cultivares altas
rht—-B1a e rht-D1a, para auxiliar a discriminar o mutante. Os marcadores foram
mapeados para as regides esperadas dos cromossomos 4B e 4D, relatadas
por Mrva e Mares (1996a) e Flintham et al.(1997). Os dois marcadores estavam
fortemente correlacionados com a reducgao de estatura de planta, explicando 23
a 41% da variancia fenotipica da populagéo avaliada, respectivamente, para
Rht-B1b e Rht-D1b.

Borner e Worland (2002) também comprovaram a presenga dos dois
alelos Rht-B1b e Rht-D1b insensiveis ao acido giberélico que estavam
localizados nos cromossomos 4B e 4D. Mrva e Mares (1996a), na
caracterizagao de quatro linhas isogénicas, carregando os alelos Rht,
constataram que o efeito mais forte sobre a altura de planta foi para o gene
Rht3, que inibiu acentuadamente nova sintese de alfa amilase durante o
estadio mais tardio de maturagdo dos graos. Taiz e Zeiger (2000) relataram
que este gene de nanismo de trigo ando, insensivel a giberelina, é capaz de
inibir a sintese induzida por giberelina, ocorrendo a produgdo de pouca alfa

amilase, em resposta a giberelina.

Flintham e Gale (1982) relataram que o gene de nanismo Rht3 reduziu
77% o nivel de alfa-amilase no campo, indicando uma possibilidade de
aumentar resisténcia a germinagdo com a utilizacdo deste mecanismo.
Entretanto, em outros trabalhos desenvolvidos mais tarde, constataram que os
alelos dos genes de nanismo Rth atuam como redutores de atividade de alfa-
amilase, sem afetar a germinacdo (FLINTHAM e GALE, 1996). Kato et
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al.(2001), ao analisarem linhas de trigo obtidas de duplo-hapdide, encontraram
percentual de germinagdo de 27 a 100%, mas nao detectaram efeito

significativo para dorméncia de semente relacionada ao gene Rht-B1.

2.2.4 Heranca quantitativa da tolerancia a germinacao

A tolerancia a germinagao na pré-colheita (Phs) é considerada como
carater quantitativo, dependente da base genética da cultivar, das condi¢des de
colheita, secagem e armazenagem, regido de cultivo e das interagbes dos
cultivares com ambiente (HAGEMANN e CIHA, 1987; KING, 1993a). Anderson
et al. (1993a) mostraram que a tolerancia a Phs é expressa como carater
quantitativo, que ¢é influenciada pelas interagbes gendtipo ambiente,
caracterizando oito regides, no genoma de trigo, associadas a resisténcia. Esta
tolerancia em trigo € controlada pela interagdo entre fatores ambientais e genes
em multiplos locos (FLINTHAM, 2000; BASSOI et al., 2006).

Bassoi (2002) relatou que a herdabilidade do carater pode possibilitar o
melhoramento da resisténcia a germinagao, por ter detectado valores altos, que
corresponderam a 69, 74 e 75 %, respectivamente, para as populagdes
derivadas de trés cruzamentos entre cultivares trigos nacionais,
PG9337/0CEPAR 18, Frontana/OCEPAR 18 e IAPAR 53/OCEPAR 18,
envolvendo a base genética da dorméncia da cultivar Frontana.

Por outro lado, Barnard et al. (2005) citaram que a selecdo, para
tolerancia a germinacao na pré-colheita, € dificil devido a baixa herdabilidade
do carater e a tendéncia de expressar de forma quantitativa. A heranga
complexa, dependente de condi¢bes ambientais e da natureza do fendtipo,
causa particular dificuldade para selegdao contra a germinagcdo antes da
colheita. Contudo, atribuiram também a dorméncia, citada por Flintham (2000),
como excelente mecanismo para selecdo com auxilio de marcadores
genéticos.

Segundo Flinthan et al. (2002), a resisténcia total aos danos de
germinagado resulta da combinacdo de multiplos fatores, controlando a
absorgcao de agua pela espiga, perda de umidade, dorméncia dos graos e a

taxa de degradacdo dos componentes durante a germinagdo. Destes
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componentes de resisténcia, existe mapa genético com a localizagdo dos
poucos marcadores morfologicos associados a dorméncia das sementes.
Twardowska et al. (2005), constataram que o acumulo, em um gendtipo, de
genes associados marcadores para tolerancia a germinagdo e atividade de

alfa-amilase, apresentou substancial acréscimo na resisténcia a germinacao.

2.2.5 Locos controladores de caracteres quantitativos (QTLsS) envolvidos
com tolerancia a germinacao na espiga

A maioria dos QTLs relacionados com tolerancia "a germinagéo, na
pré-colheita, exercem um controle genético sobre caracteristicas que
determinam a morfologia das espigas, sensitividade hormonal e inibidores de
alfa-amilase (BERNARD et al., 2005). Thomas et al. (1996), ao analisarem o
indice de queda de 59 linhas de duplo-hapldéide de cevada, conduzidas em um
local, encontraram 2 QTLs para este carater. Zanetti et al. (2000), com
avaliagbes em quatro ambientes, detectaram 12 QTL para indice de queda e
13 para atividade de alfa-amilase (AA). Estes 2 caracteres explicaram mais de
75% da variancia fenotipica e revelaram estar extremamente correlacionados
(r=-0,91). De acordo com o mapa genético obtido na populagdo analisada, o
gene de alfa-amilase-3 esta préximo ao QTL de tolerancia Phs.

Flintham et al. (1999) argumentaram que o grupo de cromossomo 6 € o
mais significativo para o indice de queda, reforcando os resultados de Mather
et al. (1997), que detectaram 1 QTL para AA no cromossomo 6H, com a prova
de alfa amylase-1 como marcador, concordando com Anderson et al. (1993b),
que encontraram uma regido gendmica no cromossomo 6BL, associada a Phs
em uma das duas populagdes de trigo analisadas. Flintham (2000) e Warner et
al. (2000) detectaram efeitos pleiotropicos para a cor vermelha de gréo e
aumento de dorméncia, sendo a mesma diminuida nos mutantes de graos
brancos, contribuindo para aumentar a dificuldade de obtengao de resisténcia a
germinacgao para trigos de graos brancos.

Zanetti et al (2000) detectaram 16 regides gendOmicas, que estavam
envolvidas na expressao fenotipica da resisténcia a Phs. Seis QTLs foram
encontrados com maior impacto na germinagdo, sendo que ocorreu uma

coincidéncia do QTL para tolerancia Phs com gene candidato envolvido com
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dorméncia . A atividade alfa-amilase é citada como o principal parametro
envolvido no Phs. Os QTLs, nos cromossomos 3B, 6A e 7B, aumentaram a
resisténcia a Phs, sem efeito da morfologia da espiga. Nos cromossomos 6D e
6B, foram detectados 2 QTLs para Phs, que correspondem ao local dos genes
de alfa-amilase 1 (alfa—Amy-1) e alfa-amilase 2 (alfa-Amy-2), respectivamente.
Varshney et al.(2001) realizaram o mapeamento fisico de todos os locos
conhecidos, localizados nos cromossomos 2DL, 6BS e 7DL, relacionados com
conteudo de proteina e resisténcia a germinagao. Os autores constaram que os
locos marcadores foram similares e integraram mapas fisicos com 27
marcadores de locos no cromossomo 2DL, 42 no cromossomo 6BS e 54 locos
marcadores no cromossomo 7DL, que serdo uteis para estudos futuros. E as
analises de Kulwal et al. (2005) revelaram que, em 20 dos cromossomos de
trigo, foram identificados QTLs, que representavam genes associados a
tolerancia a germinagao na preé-colheita, sendo apenas no cromossomo 1D,

nao foram identificados genes ligado a este carater.

2.2.6 Marcadores moleculares para dorméncia

Muitos genes afetam resisténcia a germinagdo, mas a dorméncia pode
estar relacionada a um ou poucos genes. O fator mais importante para obter
resisténcia a germinacao na espiga, € a dorméncia. Cultivares com dorméncia
podem nao germinar na espiga, mesmo que ocorram otimas condigdes de
umidade e temperatura. Marcadores de DNA, ligados a genes envolvidos com
dorméncia, considerado carater insensivel a fatores ambientais, podem ser
ferramentas extremamente importantes para o melhoramento de trigo. O
progresso alcangado com estudos moleculares, envolvendo marcadores de
DNA, possibilitou identificar fatores genéticos, controlando o carater dorméncia
de semente, sendo que, alguns genes ou regides nos cromossomos, tém sido
identificados no controle da dorméncia em trigo por estes marcadores
moleculares (ANDERSON et al. 1993a; FLINTHAM et al., 1999; ROY et al.,
1999; ZANETTI et al., 2000; KATO et al., 2001; MARES et al., 2002).

Anderson et al. (1993b) encontraram 4 regides genémicas relacionadas
a danos de germinagao na pré-colheita, em cada uma das duas populagdes de

trigo, de 78 e 138 linhas puras, cultivadas em trés locais em dois anos. Miura et
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al. (2002) detectaram que a variacdo genética para tolerancia a Phs estava
associada a dorméncia. O maior efeito na variagdo de dorméncia de semente
estava associada com o cromossomo 3A e seguida pelos cromossomos do
grupo 4.

Osa et al. (2003) identificaram dois QTLs para dorméncia de semente
de trigo, no brago curto e longo, no cromossomo 3A, sendo que o QPhs.ocs-1
explicou 23 a 38% da variacdo fenotipica do carater, possuindo efeito de
manutencdo de dorméncia para este alelo do trigo Zen. A alta dorméncia
associada ao cromossomo 3A de Zen é atribuida a este QTL, no braco curto,
sem a contribuicdo do taVp1 ou R-A1, loco que representa o codigo do fator de
transcrigdo relacionada a dorméncia. Kulwal et al.(2004) também identificaram
importantes QTLs no cromossomo 3BL e 3DL, mas nenhum foi encontrado no
cromossomo 3AL. As analises citogenéticas, de Mares (1996), apontam 2 locos
no cromossomo 3D, envolvido no controle da dorméncia, no trigo de gréo
branco AUS 1408. Um destes genes parece operar no embrido, através do
efeito de sensitividade ao acido abscisico, e o segundo através da casca da
semente, sem afetar a cor do grao.

Kulwal et al. (2005) desenvolveram mapa do principal QTL para
tolerancia a germinagao antes da colheita, no cromossomo 3A em trigo, que é
conhecido por conter QTLs para varios outros caracteres importantes. Os
resultados mostraram que a cor vermelha dos grdos do genitor tolerante nao
estava associada com o QTL para tolerédncia a germinagdo na pré-colheita,
nem representa efeito pleiotrépico de um gene R. Estes autores detectaram
que o principal QTL no cromossomo 3A explicou 78,03 % da variacdo da
tolerancia, mostrando efeito nos 6 ambientes avaliados.

Os cromossomos 3A, 3B, 3D e 4A sao considerados de maior
importancia que outros cromossomos para estudo de tolerancia a germinagao
(FLINTHAM e GALE, 1996; ZANETTI et al., 2000; KATO, et al.,, 2001;
FLINTHAM et al., 2002; OSA et al., 2003; KULWAL et al., 2004; MORI et al.,
2005; BASSOI e FLINTHAM, 2005).

A tolerancia a Phs, controlada por um gene, é citada por Sharma et
al.(1994) e Mares e Ellison, 1990. Flintham e Gale (1996) ressaltaram a
existéncia de um efeito de gene principal, com heranga mendeliana, para o

carater dorméncia de semente em trigo de grdos vermelhos. Flintham et al.
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(2000), através do cruzamento de trigos de grao vermelho, provenientes de
diferentes origens, constaram que a dorméncia é controlada por um gene, que
exerce seu efeito através do controle genético do embrido, independente do
alelo R que determina a dorméncia pela cor do tegumento. Gendtipos de graos
brancos foram dormentes, similares aos gendtipos de graos vermelhos, com
triplo dominante, sugerindo que a dorméncia era devida a gene independente
dos que determinam a cor. Estes autores detectaram um novo gene, que
determina dorméncia, que denominaram de Phs (germinagao de pré-colheita),
com maior efeito de dorméncia em trigo do que o grdao vermelho e com
segregagao monogénica dentro dos recombinantes de cor vermelha. Este loco
pode corresponder aos QTLs identificados por Anderson et al. (1993b), em
trigo de grdo branco. Este mecanismo zigético de dorméncia pode operar
independentemente da presencga do pigmento de coloragao vermelha.

Na populagdo obtida pelo cruzamento das cultivares de trigo
brasileiras, PG9337 com OCEPAR 18, Bassoi (2002), mapeou 3 QTLS. Dois
QTLs estavam localizados no cromossomo 4A e um estava no 2D. O grande
resultado foi o forte efeito detectado através de estudo para o QTL no
cromossomo 4AL, identificado por Flintham (2000). O autor sugeriu que futuros
estudos deveriam confirmar esta hipotese, para poder usar marcadores no
programa de melhoramento para resisténcia a germinagéo na espiga.

Kato et al. (2001), utilizando duplo hapldides, detectaram um QTL
principal, para dorméncia, no brago longo do cromossomo 4AL, explicando
mais de 77% do efeito. O principal QTL, chamado de QPhs.ocs-4AL, foi
identificado em uma regido préxima ao brago longo do cromossomo 4A, e mais
dois, de menor efeito, na regido terminal. Estes trés QTLs representaram mais
de 80% da variancia fenotipica total da dorméncia da semente, para as
avaliagdes de campo e casa-de-vegetacéo.

Flinthan et al. (2002), no mapa gendémico de localizagcado dos QTLs de
resisténcia a germinacéao, identificaram que o brago longo do grupo 3 e do
cromossomo 4A, como locais dos principais genes relacionados a dorméncia.
Estes autores localizaram QTLs em populagdo de grédo branco que,
provavelmente, representam genes adicionais de dorméncia, proximos ao loco
R de cor de grédo e o QTL no cromossomo 3DL que pode ser alelo do gene

viviparous taVp1-D. Os QTLs, incluindo gendtipos de grao branco, estao
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associados com o loco de Phs no cromossomo 4AL. Esta regido, segundo Kato
et al. (2001), € de possivel homeologia com SD4, onde localizaram o QTL de
dorméncia em cevada, no brago do cromossomo 4HS.

Torada et al. (2005) ao fazerem estudo de mapeamento e validagéo de
PCR, baseado em marcadores de microssatélite associados com o principal
QTL de dorméncia de trigo, identificaram este principal loco de dorméncia de
semente, no brago longo do cromossomo de trigo 4AL, usando como base
linhagens de duplo haploide de uma cruza de cultivar resistente a germinacao e
outro suscetivel. Tan et al. (2006), ao avaliar a base genética da dorméncia em
trigo de grao branco, também detectaram o efeito de um QTL no cromossomo
4AL associado com este carater, que foi consistente nos 3 anos de testes. Os
autores sugeriram a utilizagdo desse QTL, através do uso de marcadores
moleculares, para aumentar a tolerancia das novas linhas e reduzir os varios
anos de avaliacoes.

O QTL de maior efeito para dorméncia, localizado no cromossomo 4AL,
detectado no estudo conduzido por Bassoi (2002) e validado por Torada et al.
(2005), pode ser o alelo do principal gene de tolerancia a germinagao na pré-
colheita, identificado anteriormente por Flintham (2000), Kato et al. (2001) e por
Flintham et al. (2002). Esta consisténcia de resultados na identificacdo da
dorméncia é um forte argumento para continuar as pesquisas em outras
populacdes. Portanto, novas avaliagdes precisam confirmar esta hipotese da
dorméncia ser controlada por um gene, identificavel com marcadores
moleculares, para poder usar nos programas de melhoramento genéticos para

obtencgao de tolerancia a germinagao na espiga.
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CAPITULO |

GERMINACAO DE SEMENTES DE 12 CULTIVARES DE TRIGO (Triticum
aestivum L.) COLHIDAS NA MATURACAO FISIOLOGICA EM DUAS

LOCALIDADES, UTILIZANDO O PRE-ESFRIAMENTO PARA SUPERACAO
DA DORMENCIA
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RESUMO

O melhoramento genético de trigo tem gerado um grande numero de
cultivares que diferem em potencial de germinagao na espiga. Para avaliar
estas diferencas, foi programado um experimento em Palotina-PR e outro em
Cascavel-PR, com 12 cultivares de trigo. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados com quatro repeticdes. As sementes dos cultivares para o
teste de germinagéao foram colhidas na maturagao fisiolégica, sendo uma das
amostras submetida a tratamento de pré-esfriamento para a superacédo da
dorméncia e a outra, como testemunha, submetida a um teste sem o pré-
esfriamento. As sementes que ndo germinaram foram submetidas ao teste de
tetrazdlio para confirmar a presenca de dorméncia. Os resultados das
avaliagdes de germinacgao foram submetidos a determinacao do desvio padréao,
para obtenc¢ao dos valores do intervalo de confianga, utilizando probabilidade
de 5%. A analise dos resultados permitiu verificar que, nas duas localidades, o
percentual de germinagdo de Frontana e IAPAR 53, colhidas na maturacéo
fisiolégica, atingiu valores muito baixos. Estas cultivares de trigo apresentaram
0 menor percentual de sementes germinadas e um maior numero de sementes
dormentes. O método de superacao de dorméncia para amostras provenientes
de Palotina, nédo foi eficiente para propiciar a completa germinagdo das
sementes. Por outro lado, o método aplicado em amostras de Cascavel
permitiu a germinagédo das sementes para todas as cultivares. O mecanismo de
dorméncia, detectado nestas cultivares, foi eficiente para impedir a germinagéo

na espiga, quando colhidos na maturagao fisiologica.

Palavras- chave: germinagédo, dorméncia, tetrazolio.
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ABSTRACT

The wheat genetic improvement has been developed a great number of
cultivars that differ sprouting potential in the spike. To evaluate these
differences it was planned one trial in Palotina-PR, and other in Cascavel-PR,
with 12 wheat cultivars. The experimental design was in randon blocks with four
replicates. The cultivars seeds for the sprouting tests, were harvested in the
physiological maturation, so that one of the samples was subjected to
precooling to surpass dormancy and the other, as test, was subjected to one
test without precooling. The seeds that didn't sprout were subjected to a
tetrazolium test to confirm the existence of dormancy. The sprouting evaluations
results were subjected to standard diversion determination, to get the
confidence interval values, using 5% probability. The analysis of the results
made possible verifiyng that, in both localities Frontana and IAPAR 53,
harvested in physiological maturity, sprouting percentage reached very low
values. These wheat cultivars showed the smallest sprouted seeds percentage
and a bigger number of seeds dormancy. The test to surpass dormancy to the
samples in Palotina wasn't efficient to favor complete seeds sprouting. On the
other hand, the test applied in Cascavel allowed perfect sprouting for all
cultivars. The dormancy mechanism detected in these cultivars was efficient to

prevent sprouting in ear when harvested in the physiological maturation.

Keywords: germination, dormancy, tetrazolium.
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1 INTRODUCAO

O problema de germinagao na pré-colheita em trigo atinge areas de
varias partes de regides produtoras no mundo, principalmente, Norte e Oeste
da Europa, Noroeste dos Estados Unidos da América, Norte da Australia,
Oeste da Nova Zelandia, Canada, Africa do Sul, Chile, Argentina e Brasil
(CUNHA et al., 2004). Na Australia, em que se produz somente trigo branco,
por possibilitar extragdo de maior quantidade de farinha, ocorrem grandes
perdas por germinagao na pré-colheita (DERERA, 1980; FLINTHAM, 2000). No
Reino Unido, a germinagdo na pré-colheita € a principal fonte de danos nas
culturas comerciais, com visivel germinagdo dos graos, sob condi¢des
adversas de tempo, durante o periodo de maturagdo do trigo (LUNN et al.,
2001). Bassoi (2004) ressaltou que, em regides maritimas, com verao chuvoso,
onde cereais de inverno s&o cultivados, e em regides subtropicais, onde o trigo
de primavera é cultivado durante o inverno, como algumas partes do Brasil,
existe alta probabilidade de ocorréncia de chuvas, antes e durante a colheita,
trazendo como consequéncia a germinagao dos graos na pre-colheita.

A tolerancia a germinagéo na pré-colheita (Phs) € dependente da base
genética da cultivar, das condigdes de colheita, secagem e armazenagem,
regido de cultivo e das interagbes das cultivares com o ambiente (HAGEMANN
e CIHA, 1987; KING, 1993a; SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; TAIZ e
ZEIGER, 2000; CASTRO et al., 2004). A tolerancia a germinagado na pré-
colheita, esta relacionada a caracteristicas que determinam a morfologia das
espigas, sensibilidade hormonal e inibidores de alfa-amilase (BARNARD et al.,
2005).

Sementes recém-colhidas, ainda umidas, apresentam capacidade de
germinacgao inferior a que exibem quando submetidas previamente a secagem,
provavelmente por ocorrerem processos essenciais a germinagcdo durante o
periodo de perda de agua (BEWLEY e BLACK, 1985). Khan (1971) atribuiu as
citocininas o equilibrio hormonal, com a fungdo de anular o efeito dos

inibidores, permitindo as giberilinas exercerem os efeitos estimuladores. Em
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cereais, tem sido observada a presenca de proteinas inibidoras de alfa-
amilase, sendo ativas principalmente contra enzimas enddgenas, para evitar a
degradagao precoce e inapropriada das reservas de amido (SIMPSON, 1990;
KIGEL e GALILI, 1995). A inducédo da sintese de enzimas alfa-amilase esta
relacionada principalmente com a disponibilidade do acido giberélico (GA),
produzido pelo eixo embrionario e difundido até o escutelo e a camada de
aleurona, onde atua como ativador primario (KIGEL e GALILI, 1995; TAIZ e
ZEIGER, 2000; CASTRO et al., 2004).

A temperatura é um fator que tem influéncia na expressao da
dorméncia nas sementes de trigo, durante o enchimento dos graos e apos a
maturagdao. Em trabalho desenvolvido para avaliagdo da dorméncia, Belderock
(1976) encontrou correlacdo positiva entre a baixa dorméncia e a alta
temperatura apds a maturagdo. A dorméncia das sementes é induzida pela
baixa temperatura, durante o periodo de enchimento de gréo, porém a baixa
temperatura também é efetiva para superar a dorméncia na maturagao
(REDDY et al., 1985). A expressdo da dorméncia nos cereais ocorre quando as
sementes, morfologicamente maduras e sadias, ndo germinam quando
colocadas sob condi¢des adequadas de umidade, temperatura, luz e oxigénio
(BEWLEY e BLACK, 1985; POPINIGS, 1985; HILHORST, 2000; CARVALHO e
NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004).

Segundo Castro et al. (2004), a quebra da dorméncia esta relacionada
a fatores internos e externos a semente. Popinigs (1985) indicou varios
métodos para superar a dorméncia de sementes de gramineas. Os principais
sao o rompimento da cariopse, tratamento com nitrato de potassio, exposi¢cao a
luz, emprego de temperaturas alternadas, aplicagdo de pré-esfriamento,
aumento da tensdao de oxigénio e tratamento com hormonios (giberilinas e
citocininas).

O teste, para avaliar as diferengas de expressdo de germinagao entre
cultivares, € a determinacdo de grdos germinados e nao germinados
(McMASTER e DERERA, 1976; FRANCO et al., 1996; TONON, 2001; ROSA,
1999; BASSOI, 2002). Diversos estudos comprovaram o progresso alcangado
para identificar fatores genéticos, controlando o carater dorméncia de semente,
sendo que alguns genes ou regides nos cromossomos tém sido identificados
no controle da dorméncia em trigo (ANDERSON et al., 1993a; FLINTHAM et

27



al., 1999; ROY et al., 1999; ZANETTI et al., 2000; KATO et al., 2001; MIURA et
al., 2002).

A resisténcia a germinacao € demonstrada, por Flintham e Gale (1996),
nos testes de dorméncia em linhas isogénicas de trigo de graos vermelhos e de
brancos. O principal componente da variagao genética da germinacao na pré-
colheita de trigo parece ser o grau de dorméncia, que necessita ser avaliado
como mecanismo de possivel transferéncia para outros cultivares (FLINTHAM,
2000; BASSOI, 2002; MIURA et al,, 2002; OSA et al, 2003). Assim, a
identificacdo de cultivares tolerante a germinagdo na espiga pode ser uma
importante ferramenta na selecdo de gendtipos para os programas de
melhoramento genético em trigo.

Portanto, o objetivo desse experimento foi caracterizar a presenca de
dorméncia e as diferengas na expressao de germinagao em cultivares de trigo

nacional em duas localidades.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Experimentos

Os experimentos foram programado com 12 cultivares de trigo (1-BRS
177, 2-BRS 208, 3-BRS 210, 4-CD 104, 5-CD 105, 6-CD 108, 7-Frontana, 8-
IAPAR 53, 9-IPR 85, 10-OCEPAR 18, 11-ONIX, 12-BRS 18-Terena), que
representam uma grande amplitude de variagado dos cultivares recomendadas
no estado do Parana. Um experimento foi semeado no dia 22 de abril de 2005,
no Centro de Pesquisa da Coodetec em Palotina-PR (Latitude 24° 17’ 02" e
altitude 333 m), localizado na PR 364, imovel 5000 e outro dia 14 de maio, no
Centro de Pesquisa da Coodetec em Cascavel-PR (Latitude 24° 47 21" e
altitude 781 m), localizado na BR 467, km 98. O delineamento experimental foi
em blocos completos com quatro repeticoes, utilizando as cultivares como

tratamentos sorteados em cada bloco.

No periodo de desenvolvimento da cultura até a fase de enchimento de
graos, foram controladas as doencas, conforme recomendacdes técnicas para
a cultura do trigo (IAPAR, 2003), mais uma aplica¢ao no final de enchimento de
graos para o controle de fungos. A colheita foi realizada quando as plantas
atingiram a maturacéo fisiolégica, conforme descrito por Hanft e Wych (1982),
isto €, quando as espigas perderem a coloragéo verde, mas 0s nos dos colmos
ainda estavam verdes. Apos a colheita de 50 espigas de cada repetigdo, estas
foram secas em temperatura ambiente, em um telado coberto, por um periodo

de 20 dias, até atingirem, aproximadamente 13% de umidade nos gréos.

Os dados climaticos de temperatura minima, temperatura média e
temperatura maxima ('C), umidade relativa (%) e precipitagdo (mm), durante o

enchimento de graos, estao registrados nas Figuras 1 e 2.

2.2 Teste de germinacao
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1 — Dados de temperatura minima, média e maxima ('C), umidade rela-
tiva (%) e precipitacédo (mm), nos meses de formagado de sementes
julho e agosto em Palotina, 2005.
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julho e agosto em Palotina, 2005.
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No laboratério, foram debulhadas as sementes de espigas colhidas na
maturagao fisiologica, para cada cultivar em todas as repetigbes. O teste de
germinacgao realizado no laboratério de sementes da Coodetec, foi conduzido
em 4 repeticbes de 100 sementes. As sementes foram distribuidas em 10
linhas, com numero de 10 sementes por linha, em duas folhas de papel toalha
umedecidas com 2 vezes a sua massa em agua destilada, e depois recobertas
com mais duas folhas.

Em uma das amostras para avaliagdo da germinagdo, as sementes
foram previamente submetidas a tratamento de pré-esfriamento, para a
superagcdo da dorméncia, em uma camara de germinagéao tipo B.O.D., com
temperatura de 6°C +/- 1°C , permanecendo por um periodo de 5 dias
(BRASIL, 1992). Os rolos de papel usados para o pré-esfriamento, foram
cobertos com saco plastico para manter a umidade, sendo retirado no
momento da realizagao teste de germinagédo. A outra amostra de sementes,
utilizada como testemunha, foi submetida a um teste de germinagao sem o pré-
esfriamento.

As contagens das plantulas normais e anormais, sementes mortas e
dormentes, foram realizadas 5 dias apds o teste, no germinador do laboratério
de sementes da Coodetec, a uma temperatura de aproximadamente de 28°C
(Figura 1), com pequena modificagcdo em relagdo a Brasil (1992). As sementes
que nao germinaram foram submetidas ao teste de tetrazélio para confirmar a
presenca de dorméncia, em 4 amostras de 50 sementes. Nesse teste, as se
mentes foram colocadas, entre as folhas de papel-toalha umedecidos, durante

a noite e no outro dia foram seccionadas longitudinalmente. A melhor parte,

A B C

Figura 3- (A) Germinador de sementes, (B) plantulas normais e (C) presenca
de sementes dormentes no teste de germinacgao.
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para visualizar o embrido de cada semente, foi colocada em uma solugéao de
tetrazolio (2,3,5 - trifenil cloreto de tetrazdlio), em uma concentragcdo de
0,1%,por um periodo de 2 horas no escuro, na camara de germinagao do tipo
B.O.D., em uma temperatura de 35 C (BRASIL, 1976). Apds o tratamento, as

sementes foram lavadas para determinar as sementes viaveis e as mortas.

2.3 Andlise

Para cada cultivar avaliada, foi obtido o intervalo de confianga a 5% de
probabilidade para a estimativa da média de germinagcdo ou dorméncia.
Médias, cujos intervalos de confianga apresentaram sobreposigdo, foram

consideradas iguais a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A colheita das espigas na maturagao fisioldgica teve com objetivo
manter as principais propriedades das sementes obtidas nas condi¢cbes de
ambientes de cada localidade. Por meio do teste de germinagao realizado em
laboratério, das sementes oriundas de espigas colhidas no periodo de
maturacgao, as cultivares Frontana e IAPAR 53 apresentaram menor percentual
de germinagdo em Palotina (Figura 4). Os cultivares que apresentaram a maior
percentagem de germinagao foram BRS 210, CD 104, Trigo BRS 18, mas néo
diferiram de BRS 208, CD 105 e OCEPAR 18. Entretanto, a percentagem
maxima de germinacao de sementes foi inferior a 90%. Os resultados obtidos

no teste de germinagéo para as cultivares Frontana e IAPAR 53 revelaram,
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Figura 4 - Percentagem de pléantulas normais do teste de germinacéo de doze
cultivares de trigo, colhidas no estadio de maturagao fisioldgica, em
Palotina-PR no ano de 2005. Barra em cada coluna representa o
intervalo de confianga a 5% de probabilidade. Medias seguidas de
mesma letra minuscula n&o se diferenciam, considerando a sobre-
posicao dos intervalos de confianca para a média.
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também, o maior numero de sementes dormentes, confirmada pelo teste de
tetrazolio (Figura 5). O teste de tetrazdlio revelou que as sementes manifesta-
taram maior percentagem de dorméncia, provavelmente, por terem ocorrido
condicbes de ambiente favoraveis para esta caracteristica no periodo de
aumento de massa, que corresponde ao final da fase de enchimento de graos.
As cultivares, com menor percentagem de germinagao, podem ter atingido o
pico maximo de dorméncia nesta fase de maturacdo. A medida que a fase de
formagdo das sementes atingem a maturagéo fisiolégica, ha uma progressiva
reducdo do acido giberélico(GA) e um incremento do acido abscisico (ABA),
responsavel pela determinagdo da dorméncia, em que atinge a maxima
concentracéo (TAIZ e ZEIGER, 2004). Segundo Hilhorst (1995), a maior taxa
de ABA é encontrada no maximo peso de graos, e decresce rapidamente a
medida que os grdos comegam a secar e reduzir o peso Umido. Neste
momento, ocorre uma coincidéncia dos eventos de desenvolvimento dos graos,

de maturagao e reducdo da umidade, com a expressdo da dorméncia. Esta
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Figura 5 - Percentagem de sementes dormentes no teste de tetrazolio de do-
ze cultivares de trigo, colhidas no estadio de maturagéo fisiolologica
em Palotina-PR, no ano de 2005. Barra em cada coluna representa
o intervalo de confianga a 5% de probabilidade. Médias seguidas de
mesma letra minuscula nao se diferenciam, considerando a sobrepo-
sicdo dos intervalos de confianga para a média.
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fase coincide com o periodo de desligamento das sementes da planta mae,
com a subsequente redugdo de umidade do gréo e pode estar relacionada a
alta concentracdo de ABA que, impediu determinadas sementes de
desencadear o processo de germinagao.

O tratamento a frio para a superagao da dorméncia nao foi suficiente
para superar a barreira fisiologica imposta pelas sementes das cultivares
Frontana e IAPAR 53 (Figura 6). Estas duas cultivares apresentaram um baixo
percentual de germinagdo, mesmo apos o tratamento a frio de 5 dias. Neste
teste, eram esperados resultados similares entre as cultivares quanto a
percentagem de germinagao de sementes. Entretanto, a presenca de sementes
dormentes nas duas cultivares reduziu os valores de percentagem de
germinacao (Figura 7). Pela andlise dos resultados, a cultivar Frontana e a
IAPAR 53 expressaram a maior percentagem de sementes dormentes,
confirmando que o menor percentual de germinagao foi devido as sementes,

que estavam em estado de dorméncia, provavelmente, pela alta concentragao
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Figura 6 - Percentagem de plantulas normais no teste de germinagdo, com su-
peracao de dorméncia por pré-esfriamento, de doze cultivares de tri-
go colhidas no estadio de maturagao fisiolégica em Palotina-PR no
ano de 2005. Barra em cada coluna representa o intervalo de confi-
anca a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mi-
minuscula ndo se diferenciam, considerando a sobreposicao dos in-
tervalos de confianga para a meédia

35



de ABA, que atua bloqueando o processo de germinacao, conforme citaram
Taiz e Zeiger (2004). Este procedimento de laboratorio nas sementes, com
quebra de dorméncia a frio, ndo foi suficiente para romper as barreiras
genéticas, formadas nas sementes, como protegdo a uma possivel perda do
potencial de gerar uma planta, no momento adequado de plantio. Por meio do
melhoramento genético, ao longo de varias décadas, este mecanismo de
dorméncia foi sendo eliminado, pela necessidade de avancgar etapas, utilizando
mais de uma geragado no ano, por isso, a maioria dos cultivarem avaliados,
praticamente, ndo expressaram sementes dormentes. E a atuacdo do
melhoramento, na mudanga de uma caracteristica em beneficio da rapidez de
buscar solugdes paras os problemas da triticultura e incrementar o potencial de
producdo de graos. Estes resultados realgcam a necessidade de reavaliar o
processo de melhoramento, para explorar da melhor forma esta fonte de
dorméncia, para melhorar a tolerancia a germinagcdo na espiga e garantir, no

final, um produto adequado para uso na panificagéo.

25 1

20 -

-
6]
I

Sementes dormentes (%)
=
|

IS
"ong, e |

N (2o} S
= N &
) % )
& & &

Cultivares de trigo

Figura 7 - Percentagem de sementes dormentes no teste de tetrazolio, com
superagao de dorméncia por pré-esfriamento, de doze cultivares de
trigo colhidos no estadio de maturagéo fisiolégica, em Palotina-PR
no ano de 2005. Barra em cada coluna representa o intervalo de
confianga a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra
minuscula nao se diferenciam, considerando a sobreposicédo dos
intervalos de confianga para a média
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As condigdes de ambiente, onde sao cultivados trigos no Brasil, favore-
cem a ocorréncia de chuvas no momento da colheita (BASSOI, 2002; CUNHA
et al., 2004), podendo causar, para maior parte dos cultivares, uma acentuada
perda de potencial de germinagao e de qualidade industrial. Por esta razao,
sao inviabilizadas muitas areas destinadas para produgdo de sementes e,
também, gerando um produto com alta atividade de alfa-amilase, enzima
produzida durante o desencadeamento do processo germinativo. Este produto
tem pouca ou nenhuma possibilidade de utilizacdo pela industria de alimentos
derivados de trigo. Este ajuste na definicho do melhor mecanismo, para a
produgcao de sementes de trigo, tem que ser revisto, para manter padrdes de
qualidade fisiologica de sementes, bem como garantir uma boa qualidade da
farinha, para potencializar e estabilizar a produgao de graos.

Nos testes de germinagdo, das sementes colhidas em Cascavel, as
cultivares Frontana e o IAPAR 53 expressaram menor percentagem de

germinacgao (Figura 8), com valores muito abaixo do indice indicado para co-
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Figura 8 - Percentagem de pléantulas normais do teste de germinacédo de doze
cultivares de trigo, colhidas no estadio de maturagao fisioldgica, em
Cascavel-PR no ano de 2005. Barra em cada coluna representa o
intervalo de confianga a 5% de probabilidade. Medias seguidas de

mesma letra minuscula n&o se diferenciam, considerando a sobre-
posicao dos intervalos de confianga para a média.
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mercializacdo de sementes. Por meio da analise de sementes no laboratorio,
estas cultivares tiveram maior percentagem de sementes dormentes (Figura 9),
provavelmente, por terem ocorrido condicdes de ambiente favoraveis a
determinacdo deste mecanismo de protecdo da semente em cultivares com
melhor tolerancia a germinagao na espiga. Estes resultados, similares aos
dados das avaliagdes de Palotina, contribuem para reforcar a hipotese de que
estes cultivares possuem dorméncia suficientemente expressiva para manter
maior resisténcia a germinagao, apesar de condigdes favoraveis. Para as
regides produtoras de trigo no Brasil, que favorecem a germinagédo na espiga
antes da colheita, este mecanismo de manutencdo das propriedades das
sementes podera ser de grande importancia para a produgédo dos diferentes
derivados de farinha de trigo. Além disso, ser expresso na maior parte das

areas com cultivo de trigo e ser a caracteristica de grande impacto no melhora-
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Figura 9 - Percentagem de sementes dormentes no teste de tetrazolio de doze
cultivares de trigo, colhidas no estadio de maturacéo fisiolégica, em
Cascavel-PR no ano de 2005. Barra em cada coluna representa o
intervalo de confianga a 5% de probabilidade. Médias seguidas de
mesma letra minuscula ndo se diferenciam, considerando a sobre-
posicao dos intervalos de confianga para a média.
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mento, para ser transferida a base genética dos trigos cultivados no pais.

Nas sementes colhidas na localidade de Cascavel, que foram
submetidas a superac¢ao de dorméncia, ocorreu uma germinagao uniforme para
todas as cultivares, dentro dos melhores padrdes utilizados na comercializagao
(Figura 10). Os cultivares Frontana e IAPAR 53, neste teste, expressaram
valores similares aos outros cultivares. Estes resultados comprovaram que o
procedimento do laboratério, para a superacdo de dorméncia de sementes de
trigo, esteve perfeitamente ajustado aos padrdes estabelecidos. As condigdes
de ambiente desta localidade devem ter favorecido a superagdo do mecanismo
de dorméncia, expressado por estas cultivares, quando foram produzidas em
Palotina. Quando forem utilizadas colheitas antecipadas, este teste de
superacao de dorméncia deve ser revisto, especialmente, para o caso da
necessidade de se obterem resultados logo apds a colheita, pois o tempo de

armazenamento até o periodo do préximo plantio é suficiente para quebra de
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Figura 10 - Percentagem de germinacgédo de pléntulas normais do teste de ger-
minagao, com superacgao de dorméncia, de doze cultivares de trigo
colhidas no estadio de maturagao fisioldgica, em Cascavel-PR no
ano de 2005. Barra em cada coluna representa o intervalo de confi-
anca a 5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra mi-
nuscula nao se diferenciam, considerando a sobreposi¢cao dos in-
tervalos de confianga para a média.
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dorméncia em trigo.

A superagdo da dorméncia esta relacionada a fatores internos e
externos a semente. Entre os reguladores de crescimento, as giberilinas
(geralmente o acido giberélico, GA3;, mas também GA; e GA;), as citocininas
(principalmente a cinetina e a leuziladenina) e o etileno sdo os compostos mais
relacionados a quebra de dorméncia (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).
Existem inibidores enddgenos, cuja concentragdo diminui apos o choque de luz
e temperatura, concomitantemente, com o aumento significativo do teor de
giberelinas nas sementes.

Para Carvalho e Nakagawa (2000), a colheita deve ser realizada
quando as sementes atingem a maturidade fisioldgica, isto €, quando as
sementes se desligam da planta mae, ponto a partir do qual ocorre rapida
desidratacdo. Contudo, a colheita neste momento é dificil de ser operada, pois
as plantas apresentam, ainda, quantidade relativamente grande de partes de
colmos, nos e raquis, com alto grau de umidade. O elevado teor de agua, no
ponto maximo de matéria seca, dificulta a colheita e a semente fica mais
suscetivel a injuria mecanica e por danos durante o periodo de
armazenamento. Este tipo de dano nas sementes, por ndo ser visivel nem
modificar sensivelmente as caracteristicas fisicas, impossibilita a eliminagao
dessas sementes durante o processo de beneficiamento.

As cultivares Frontana e IAPAR 53 revelaram baixa percentagem de
sementes germinadas, possivelmente, pela acdo do ABA, que deve ter
interferido no bloqueio do processo de germinacédo. A cultivar Frontana é citada
como a cultivar de trigo com um dos percentuais mais baixos de germinagao,
por apresentar mecanismo de dorméncia, considerado como a principal base
genética da tolerancia a germinacgao do trigo nacional (LINHARES, 1979; REIS
e CARVALHO, 1989; ROSA, 1999; TONON, 2001; BASSOI, 2002). A cultivar
IAPAR 53 é descendente de cruzamento com Sulino, cultivar com base
genética da Frontana, podendo, neste caso, estarem 0s mesmos genes
interferindo na baixa resposta a germinagao. A escolha da época de colheita foi
para identificar o momento mais importante, para manter a qualidade da
semente e garantir a mais alta capacidade de germinagao. Este procedimento
tem grande importancia, na definicdo do momento de colheita, especialmente,

nos dias atuais, em que existem informag¢des confidveis de probabilidade de
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ocorréncias de chuvas. Esta alternativa em garantir a integridade da semente
poderia ser uma estratégia a ser adotada na produgdo de sementes, assim
como, seria importante para manutencao da qualidade para industria.

As cultivares Frontana e |IAPAR 53 apresentaram uma elevada
percentagem de sementes dormentes quando foram submetidas ao teste de
germinacdo. O baixo numero de sementes germinadas demonstra que estas
cultivares apresentam um mecanismo de dorméncia muito forte, que pode
garantir a manutencédo da qualidade de semente em condigbes de atraso de
colheita seguido por chuvas neste periodo. Os trabalhos desenvolvidos para a
avaliacao da tolerdncia a germinacdo na espiga (LINHARES,1979; REIS e
CARVALHO, 1989; ROSA, 1999; TONON, 2001; BASSOI, 2002 e 2004) foram
consistentes quando detectaram baixa germinagao na cultivar Frontana. Entre
as cultivares avaliadas, ‘Frontana’ é citada como referéncia, quando a
comparacgao foi relacionada com resisténcia a germinacao, por apresentar os
menores valores de sementes germinadas. Este gendtipo tem um mecanismo
de dorméncia que garante a resisténcia, mesmo sendo submetido a condi¢des
extremamente favoraveis a germinagéo.

Efeitos de tratamentos térmicos, utilizados experimentalmente na
quebra da dorméncia, também podem ocorrer de forma natural no ambiente
onde as sementes estdo no processo final de maturacdo. Nesta fase, a
ocorréncia de chuvas induz novamente a absor¢do de agua e os efeitos de
temperatura favorecem a germinacdo. As células das sementes apresentam
membranas semipermeaveis, seletivas, separando oS diversos
compartimentos, formados por proteinas, gerando canais que permitem a
passagem de agua, mas impedem a passagem dos solutos (CASTRO et al.,
2004). Isto gera gradientes de potencial hidrico, entre 0 meio externo e interno
a membrana, que proporcionam o movimento de agua do potencial hidrico
mais elevado para o mais baixo. Esta absor¢do de agua funciona como um
estimulador para desencadear o processo de germinagdo, antes de as
sementes serem colhidas. As condi¢cbes de ambiente onde € cultivado o trigo
envolvem a ocorréncia de chuvas, associadas as altas e baixas temperaturas,
no periodo de maturacdo, provocando a reducido da qualidade e inviabilizando
para utilizagdo como semente, por provocar germinagao prematura das

mesmas.
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O conhecimento dos fatores que interferem na tolerdncia de
germinacao podera auxiliar na definicdo do potencial de aceitagdo de cada
cultivar. Um esquema de melhoramento que possibilite a transferéncia da
dorméncia para os novos cultivares, que impega a germinagao das sementes
antes da colheita, mesmo em condicbes de ambiente que favorecam a
germinacgao, pode possibilitar obtengcdo de maiores produtividades e para
garantir um produto com os padrdes necessarios a industria, tanto de sementes
quanto de farinha.

Apds a maturagdo e o enchimento dos graos, as sementes colhidas
sao armazenadas visando a semeadura no préximo ciclo. Estas sementes
correspondem ao potencial de reserva para o desenvolvimento da nova
plantula. O processo de mobilizagdo de reservas, que compreende a
capacidade de desenvolver uma plantula com alto vigor, esta relacionado ao
mecanismo de controle hormonal, genético e bioquimico. Castro et al. (2004)
descrevem que, para a realizagcédo de todos os processos de hidratagao, reparo
de tecidos e desenvolvimento, a plantula necessita de muita energia, que sera
suprida pelos oligossacarideos que, provavelmente, estejam armazenados nos
vacuolos de todas as células. Na maioria das sementes, o embrido apresenta
estruturas pré-formadas, de radicula rudimentar e foliar (plumula). Durante o
desenvolvimento da plantula, o alongamento da radicula e a expansédo das
folhas sao sustentadas pela mobilizacdo das reservas acumuladas nas
sementes. A mobilizacao inicia a partir da producéo de giberilinas pelo embrido,
envolvendo niveis de controle internos das sementes e de transporte de
horménios, carboidratos e compostos nitrogenados (SIMPSON, 1990, KIGEL e
GALILI, 1995; HILHORST, 1995; TAIZ e ZEIGER, 2000). O metabolismo dos
compostos de reserva gera uma grande quantidade de sacarose e aminoacidos
no tecido de reserva, que sao transportados para os tecidos do embrido em
crescimento. Estas diferentes etapas precisam ser vencidas, durante o
desenvolvimento do embrido, e as sementes necessitam apresentar um
potencial adequado de energia para cumprir cada fase, sem comprometer a
realizacdo de todo o processo e, no final, garantir o desenvolvimento uma
plantula normal. Esta comparacao entre as cultivares, procurando determinar a
capacidade de germinagcdo de cada uma, em condicbes de ambientes

similares, podera contribuir na montagem de estratégia para utilizar
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semeaduras de campo mais propicias para cada cultivar manter um potencial
favoravel de qualidade de sementes e alta produtividade de grdos. E preciso
contornar as condicdbes de ambiente que podem interferir na resposta dos
cultivares, na produgdo de sementes de alta qualidade, em fungcdo de
manipular os fatores que interferem nos processos de formagao de sementes,

expresséo da dorméncia, perdas de agua, colheita e armazenamento.
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4 CONCLUSAO

Os resultados do teste de germinagcdo das sementes permitiram
verificar que, nas duas localidades, os percentuais de germinagao foram muito
baixos para Frontana e IAPAR 53.

O teste de pré-esfriamento para a superagdo da dorméncia para
amostras de Palotina ndo foi eficiente para propiciar a completa germinagéo
das sementes. Para as amostras colhidas em Cascavel, o tratamento a frio foi
eficiente para completa superacao da dorméncia.

O mecanismo de dorméncia detectado nestes cultivares foi
suficientemente forte e eficiente para impedir a germinacdo das sementes
colhidas na maturacao fisiologica.

As demais cultivares avaliadas nao apresentaram dorméncia nas
sementes. Isso indica que, em condicdes de ambiente que favorecam a
germinagdo na pré-colheita, estas cultivares apresentardo germinagao na

espiga.
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CAPITULO II

TOLERANCIA A GERMINAGAO NA PRE-COLHEITA EM CULTIVARES DE
TRIGO (Triticum aestivum L.) COLHIDAS NA MATURAGAO FISIOLOGICA
EM DUAS LOCALIDADES
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RESUMO

Para identificar as diferengcas de tolerdncia a germinagdo na pré-
colheita em 12 cultivares de trigo, foi programado um experimento em Palotina
e outro em Cascavel. Quando os cultivares atingiram a maturagéo fisiologica,
foram colhidas espigas e depois secas em temperatura ambiente por um
periodo de 20 dias. Foram utilizadas 10 espigas por cultivar e submetidas a um
sistema de chuva artificial. Apds encerrar o periodo de molhamento, foram
realizadas leituras pela escala de notas de 1 a 11 de McMaster e Derera
(1976). Estas espigas foram debulhadas e submetidas a contagem de graos
germinados e ndo germinados. As sementes que ndo germinaram foram
submetidas ao teste de tetrazolio para confirmar a existéncia de dorméncia. Os
resultados de menor numero de graos germinados e maior numero de grao nao
germinados possibilitaram identificar as cultivares Frontana, IAPAR 53, ONIX,
CD 108 e IPR 85 como os de melhor nivel de tolerancia. Na analise geral de
todas a caracteristicas avaliadas, ‘Frontana’ aparece como a cultivar com o
melhor mecanismo para utilizar no melhoramento genético, pela constancia de
baixos valores, que corresponderam a 0,3% de gréos germinados em Cascavel
e Palotina e com notas 1,1 e 1,0, respectivamente. Os critérios de notas visuais
de germinacgao na espiga permitiram fazer avalicbes em um grande numero de
cultivares, com grande rapidez, sem comprometer os resultados de selegao
dos gendtipos mais tolerantes. Este procedimento contribuiu para confirmar
que a escala de notas pode ser utilizada no melhoramento genético, visando a

selecao de cultivares com maior tolerancia a germinagao na pré-colheita.

Palavras-chave: trigo, germinacdo na pré-colheita, tolerdncia a germinagao,

dorméncia.
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ABSTRACT

To identify the differences of pre-harvest sprouting tolerance in12 wheat
cultivars it was planned one experiment in Palotina and other in Cascavel.
When the cultivars reached the physiological maturation, ears were harvested
and dried at ambient temperature for 20 days. Ten ears per cultivar were used
and subjected to artificial rain. After closing the wet period were realized reads
of the 1-11 scale notes. These spikes were threshed and subjected to counting
of sprouted and non-sprouted seeds. The seeds that didn't sprout were
subjected the tetrazolium test to confirm the existence of dormancy. The results
of smaller number of sprouted seeds and higher number of non-prouted ones
possibleted to identify Frontana, IAPAR 53, ONIX, CD 108 and IPR 85 cultivars,
as the ones with best level of tolerance. In general analysis of all the evalued
characteristic Frontana appear with the best cultivar mechanism to apply in
genetic breading programs because the constant low values that corresponded
the 0,3% of germinated seeds in Cascavel and in Palotina, with visual grades
1.1 and 1.0, respectively. The visual grades criteria of sprouting in the spikes
permitted evaluations in many cultivars and it could be done very fast, without
affecting the results of more tolerant genotypes selection. This procedure
contributed to confirm that the scale can be used on genetic breading programs

aiming to the selection of cultivars with higher tolerance to pre-havest sprouting.

Keywords: wheat, pre-harvest sprouting, tolerance to germination, dormancy.
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1 INTRODUCAO

Varias partes de regides produtoras no mundo, principalmente, Norte e
Oeste da Europa, Noroeste dos Estados Unidos da América, Norte da
Australia, Oeste da Nova Zelandia, Canada, Africas do Sul, Chile, Argentina e
Brasil, sdo referidas por apresentar problemas por germinagdo na pré-colheita
em trigo (CUNHA et al., 2004). Na Australia, ocorrem grandes perdas por
germinagao na pré-colheita (DERERA, 1980; FLINTHAM, 2000). No Reino
Unido, a germinacgao na pré-colheita € a principal fonte de danos nas culturas
comerciais (LUNN et al., 2001). No Brasil a ocorréncia de chuvas antes e
durante a colheita provoca grandes perdas por germinagéo (BASSOI, 2004).

A temperatura € um dos fatores que contribui para a expressdo da
germinagcao na pré-colheita. Os efeitos de temperatura no periodo de
enchimento de graos até a fase de colheita interferem na determinagdo do grau
de dorméncia (SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; HILHORST, 1995;
CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004). Ap6s a maturagéo,
ocorre uma correlagao positiva entre a baixa dorméncia e a alta temperatura
(BELDEROCK, 1976; HILHORST, 1995), mas a temperatura baixa pode
contribuir para aumentar a dorméncia durante o periodo de enchimento de
graos e reduzir a dorméncia na maturagao (REDDY et al., 1985).

As glumas do trigo podem representar mecanismos relacionados com a
tolerancia a germinagao na pré-colheita, por conter inibidores que podem afetar
o processo germinativo (SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; HIMI et al.,
2002; GATFORD, 2004) ou por dificultarem a embebicdo das sementes
(MARES, 1983a; LIU et al.,, 1996; KING e WETTSTEIN, 2000; GATFORD,
2004). A toleréncia pode ser atribuida a dorméncia das sementes de trigo
causada por bloqueios fisicos, representados pelo tegumento resistente e a
impermeabilidade, que impede a absor¢do de agua e oxigenagao do embriao
(KIGEL e GALILI, 1995; CASTRO et al., 2004; GATFORD, 2004).

A expressao da dorméncia nos cereais ocorre quando as sementes,
morfologicamente maduras e sadias, ndo germinam quando colocadas sob
condigdes adequadas de umidade, temperatura, luz e oxigénio (BEWLEY e
BLACK, 1985; POPNIGS, 1985; HILHORST, 1995; CARVALHO e
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NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004). Mas a auséncia de dorméncia pode
resultar na germinacdo prematura das sementes, quando expostas a alta
umidade préxima ao periodo de maturagdo fisiolégica (PATERSON e
SORRELS, 1990; SIMPSON, 1990; KIGEL e GALILI, 1995; HILHORST, 1995).

Entre as metodologias desenvolvidas para determinagcédo de
germinagdo na espiga, séo referidas as cédmaras de germinagdo com alta
umidade relativa (WEILENMANN, 1976) e simuladores de chuva (McMASTER
e DERERA, 1976; SVENSSON, 1976; LINHARES,1979; HAGEMANN e
CIHA,1984; REIS e CARVALHO, 1989; OKUYAMA, 2003; BASSOI, 2002 e
BASSOI e FLINTHAM, 2005). Para avaliar o grau de germinacao das espigas,
apdés serem submetidas aos testes, pode ser utilizada uma escala de notas
(McMASTER e DERERA, 1976; REIS e CARVALHO, 1989; OKUYAMA, 2003),
e, também, pode ser determinado o numero de grdos germinados e néao
germinados (McMASTER e DERERA, 1976; FRANCO et al., 1996; TONON,
2001; ROSA, 1999; BASSOI, 2002).

Segundo Taiz e Zeiger (2000), um grupo de horménios, caracterizados
como giberilinas(GAs), desempenham importantes fungbes em varios
fendbmenos fisiolégicos da germinagao. A inducéo da sintese de enzimas alfa-
amilase esta relacionada, principalmente, com a disponibilidade do acido
giberélico(GA), produzido pelo eixo embrionario e difundido até o escutelo e a
camada de aleurona, onde atua como ativador primario (KIGEL e GALILI, 1995;
TAIZ e ZEIGER, 2000; CASTRO et al.,, 2004). Lenton e Appleford (1991)
demonstraram um modelo da origem da producéo de GAs e GAz no embrido e
sua difusdo no endosperma para promog¢ao da germinagao.

A resisténcia a germinagao é demonstrada por Flintham e Gale (1996),
nos testes de dorméncia, em linhas isogénicas de trigo de graos vermelhos e
de brancos. A tolerancia em trigo € controlada pela interacdo entre fatores
ambientais e genes em multiplos locos (ANDERSON et al. 1993a, FLINTHAM,
2000; BASSOI et al., 2006). Bassoi e Flintham (2005) obtiveram dados de
germinagao em espigas maduras durante trés anos, obtidas sob condi¢des
artificiais, em um simulador de chuva. Kato et al. (2001), utilizando duplo
hapldides, detectaram um QTL principal, para dorméncia, no brago longo do

cromossomo 4AL, explicando mais de 77% do efeito.
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As avaliacbes foram programadas para detectar as diferencas de
tolerancia a germinagdo na espiga, que poderao propiciar a identificagdo de
cultivares de trigo com melhor mecanismo de dorméncia para futuros estudos
visando as transferéncias para outras cultivares de importancia para cultivo, em

regides com problemas de germinagéo na espiga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo de cultivares de trigo quanto a dorméncia das
sementes

Para os experimentos de campo, foram utilizadas 12 cultivares de trigo:
1-BRS 177; 2-BRS 208; 3-BRS 210; 4-CD 104; 5-CD 105; 6-CD 108; 7-
Frontana; 8-IAPAR 53; 9-IPR 85, 10-OCEPAR 18, 11-ONIX; 12-BRS 18-
Terena. Estas cultivares representam uma grande amplitude de variacdo das
cultivares indicadas para diferentes estados no Brasil. Um experimento foi
semeado no dia 22 de abril de 2005, no Centro de Pesquisa da Coodetec em
Palotina-PR (Latitude 24° 17° 02” e altitude 333 m), localizado na PR 364,
imével 5000 e outro dia 14 de maio, no Centro de Pesquisa da Coodetec em
Cascavel-PR (Latitude 24° 47’ 21” e altitude 781 m), localizado na BR 467, km
98. O tipo de solo de Palotina é latossolo roxo eutrofico e em Cascavel é
latossolo roxo dixtrofico. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados completos com quatro repeticoes. No periodo de
desenvolvimento da cultura até a fase de enchimento de gréos, foram
controladas as doencas, conforme recomendacdes técnicas para a cultura do
trigo (IAPAR. Circular, 126), mais uma aplicagao no final de enchimento de
graos para o controle de fungos. A colheita foi realizada quando as plantas
atingiram a maturagéo fisiologica, conforme descrito por Hanft e Wych (1982),
isto é, quando as espigas perderem a coloragao verde, mas os noés dos colmos
ainda estavam verdes. ApoOs a colheita de 50 espigas de cada repeticao, estas
foram secas em temperatura ambiente, em um telado coberto, por um periodo

de 20 dias, até atingirem aproximadamente 13% de umidade.

2.2 Simulacéo de chuva na pré-colheita

Afim de simular a condicdo de chuva na pré-colheita do trigo, foi

construido um simulador de chuva, programado para promover uma condi¢gao
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ideal a ocorréncia de germinagao na espiga de trigo. O simulador de chuva
constou de uma casa de vegetacdo, com dimensionamento de 72,6m?, com 24
bicos de micro-aspersdo, do tipo micronaan-dan, de bocal roxo e rotor de
meédio alcance, utilizados a uma altura de 1,70m acima da mesa preparada
para alocar as espigas, promovendo um alcance de 4,40m de diametro,
quando expostos a uma pressao de 2,70 bar. Os bicos foram distribuidos
homogeneamente nos 72,6m? com um raio de distancia de 2,20m, um do
outro, provocando uma sobreposicao similar e promovendo chuva de 19 mm/h.
A pressao do equipamento foi exercida com o auxilio de uma motobomba
SCHINEIDER BC-92, com poténcia de 1 CV, e a regulagem realizada por meio
do mandmetro. Para manter a pressao de agua constante, foi utilizado um
reservatorio, tipo caixa, com capacidade de 1000 L. Este modelo corresponde a
uma versdo do simulador usado por Okuyama et al. (2002), método que foi
idealizado para simplificar ao maximo e ao mesmo tempo possibilitar a
avaliacdo de um grande numero de gendtipos. O suporte para a base do
modelo foi obtido de MacMaster e Derera (1976), Svensson (1976) e
Hagemann e Ciha (1984).

Para distribuir as espigas em mesas, simulando a condi¢do de campo,
foram colocados isopores de 6 cm de espessura, com perfuragao equidistantes
de 5cm, na horizontal e na vertical. As espigas de trigo foram colocadas, com
pedunculos cortados a 4 cm da base, inseridas 2 cm de profundidade no
isopor, para manter a espiga em pé e deixando-a a 2 cm, para evitar o seu
contato direto com a umidade do isopor. O sistema de chuva, artificial na
estufa, com goticulas pequenas, era ligado por uma hora com interrupcao de
15 minutos, em um periodo de dois dias e meio. A quantidade de chuva
programada, durante o periodo total, foi de aproximadamente 993 mm. A

temperatura e a umidade relativa foram registradas durante todo o periodo.

Na caracterizagdo dos gendtipos, quanto a germinagdo na espiga
foram preparadas 10 espigas por repeticéo e por tratamento (Figura 1), e apds
encerrar o periodo de molhamento, foram realizadas leituras pela escala de
notas de 1 a 11 de McMaster e Derera (1976) (Tabela 1). Estas 10 espigas
foram debulhadas manualmente, apds secar, sendo submetidas a contagem de

graos germinados e nao germinados. Estes numeros de graos, obtidos da
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média das 10 espigas, foram convertidos em percentual, em razao da variagao
do tamanho das espigas. As sementes que ndao germinaram foram submetidas
a um teste de tetrazdlio para confirmar a existéncia de dorméncia, em 4
amostras de 50 sementes. As sementes foram colocadas, entre as folhas de
papel toalha com 3 vezes o peso com agua, durante a noite e no outro dia
foram seccionadas longitudinalmente. A parte melhor de cada semente foi
colocada em uma solugéo de tetrazdlio (2,3,5- trifenil cloreto de tetrazolio), em
uma concentracdo de 0,1%, por um periodo de 2 horas no escuro, na camara
de germinagado do tipo B.O.D., em uma temperatura de 35 C (BRASIL, 1976).
Apods o tratamento, as sementes foram lavadas para determinar as viaveis e as

mortas.

Tabela 1 - Escala de notas de 1 a 11 de McMaster e Derera (1976).

Escala Classificagao
1 Graos sem germinagao;
2 Emergéncia de radiculas em 1 a 2 graos por espiga;
3 Radiculas com 1 a2 mm em 3 a 4 graos por espiga;
4 Radiculas com 3 a 4 mm em 65 a 70 % dos graos por espiga;
5 Radiculas com 3 a 6 mm em todos os graos;
6 Todos os grdos com radiculas de 6-10 mm e 1-2 gr&os por espiga
com emergéncia de coleoptiles;
7 Todos os grdos com radiculas de 1-2 cm e mais que 2 graos por
espiga com emergéncia de coleoptiles,
8 Todos os grdos com radiculas de 2-4 cm e emergéncia de coledptiles em todos
os graos das espigas com comprimento de 0-0,5 cm;
9 Todos os grdaos com radiculas maiores que 4 cm e coledptiles em todos os graos
das espigas com comprimento de 1-2 cm;
10 Todos os graos com radiculas maiores que 4 cm e coleoptiles em todos os graos
das espigas com comprimento de 3-4 cm;
11 Todos os graos com radiculas maior que 4 cm e todos os grdos com folhas.

| M ==

A B C

Figura 1 - (A) Espigas e né do colmo no momento da colheita, (B e C) camera
de germinagao com distribuigdo equidistantes das espigas.
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2.3 Analise de dados

Os resultados de germinacado dos experimentos de comparagéo entre
as 12 cultivares nos locais de Palotina e Cascavel foram obtidos da convercao
em percentagem, em fungdo da variagdo do tamanho das espigas. Os
caracteres, numero de grdos, numero de grdos germinados, grdos nao-
germinados, notas de germinagdo, foram submetidos aos testes de
normalidade por meio do teste de Lilliefors e de homogeneidade de variancias
de Bartllet, utilizando o programa GENES (CRUZ, 2001). Ao verificar o
comportamento da distribuicdo dos residuos, por meio do teste de normalidade
a 5% de probabilidade, € razoavel supor que os dados apresentaram
distribuicdo normal. O teste de homogeneidade de variancias de Bartllet para
todas as caracteristicas estudadas revelou homogeneidade entre quadrados
médios residuais das analises individuais. Apds foi realizada a analise conjunta
das duas localidades por meio do programa GENES (CRUZ, 2001). As
comparacgdes entre as médias foram realizadas pelo teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade. As médias das caracteristicas analisadas foram

submetidas a analise de correlagao de Pearson.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, sdo apresentadas as médias de numero de graos
(N.Gréaos), numero de graos germinados (GG) e graos nao-germinados (GNG),
dos experimentos de Cascavel e Palotina. O maior niumero de graos por
espiga, detectado no CD 104, BRS 208 e Frontana, na localidade de Palotina,
corresponde a um componente de grande associagdo com rendimento de
graos (FRANCO e CARVALHO, 1985). Talvez a base genética do trigo
nacional, proveniente da Frontana tenha transmitido para a descendéncia este
componente que pode ter contribuido no acréscimo de rendimento de graos
das novas cultivares. As cultivares CD 104 e BRS 208, com origem genética
nas cultivares do programa de melhoramento do CIMMYT ocupam hoje uma
area de, aproximadamente, 50% da area de cultivo do Parana, sendo as duas

cultivares mais cultivadas no estado. Este componente pode estar indicando

Tabela 2 - Numero médio de graos (N.Graos), graos germinados (GG) e graos
nao-germinados (GNG), por espiga, nas localidades de Cascavel
(Cvel) e Palotina, 2005.

Cvel Palotina Cvel Palotina Cvel Palotina

GG GG GNG GNG

Tratamento  N.Gréos N.Gréos (%) (%) (%) (%)
1 BRS 177 435 aA 30.2 bB 30.0 dA 6.5 bB 70.0 cB 93.6 bA
2 BRS 208 419 aA 328 aB 39.2 cA 9.1 bB 60.8 dB 90.9 bA
3 BRS 210 478 aA 258 bB 357 CcA 128 bB 64.3 dB 87.2 DA
4 CD104 449 aA 352 aB 36.7 CcA 6.5 bB 63.4 dB 93.5 bA
5 CD105 433 aA 30.5 bB 39.0 cA 6.7 bB 61.0 dB 93.3 bA
6 CD 108 38.4 aA 26.3 bB 185 €A 1.8 cB 81.5 bB 98.2 aA
7 Frontana 393 aA 36.9 aA 0.3 fA 0.3 cA 99.7 aA 99.7 aA
8 IAPAR 53 369 aA 277 bB 4.9 fA 1.2 cA 95.1 aA 98.8 aA
9 IPR85 407 aA 29.0 bB 341 dA 4.7 cB 659 cB 954 aA
10 OCEPAR18 378 aA 29.7 bB 60.2 aA 248 aB 39.8 fB 752 cA
11 ONIX 432 aA 30.0 bB 5.8 fA 1.8 cA 942 aA 98.2 aA
12 Trigo BR18 39.2 aA 247 bB 47.8  DbA 228 aB 52.2 eB 772 cA
Média 414 A 29.9 B 29.34 A 8.25 B 707 B 91.8 A

Cv

Notas seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem pelo teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, para a mesma
caracteristica, ndo diferem pelo teste F a 5% de probabilidade.
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uma forte associacdo com os resultados de produtividade e pode estar
determinando a preferéncia em relagdo a um grupo de mais de 40 cultivares
indicadas para cultivo no Parana.

Pelos resultados obtidos o componente numero de graos por espiga
deve ser avaliado com maior atengao pelos programas de melhoramento, pois
esta presente em trigos que tiveram e tem grande expressao de cultivo. Este
numero de graos pode ser obtido por maior numero de espiguetas por espiga,
maior numero de graos por espiguetas e por maior tamanho de espiga. Séo
componentes que merecem estudo detalhado para identificar de onde vem a
maior resposta que pode maximizar os avangos de incremento no rendimento
de gréaos. Este componente e o numero de espigas por unidade area podem
gerar oportunidade de poder somar efeitos para alcangar maior numero de
graos por unidade de area. Isto podera possibilitar maior sucesso com a
cultura, por utilizar o rendimento como o fator que podera contribuir com o
difencial para estabelecer a cultura no pais, tornando opg¢ao de estabilidade
para a producao de graos.

A simulagdo de chuva em ambiente controlado foi eficiente para

Figura 2 — (A) Camara para germinacgao artificial, (B e C) espigas germinadas
e nao germinadas e (D, E e F) espigas representando a escala de
McMaster e Derera.

56



promover a germinagao na espiga, nas cultivares suscetiveis (Figura 2). O
menor numero de graos germinados e maior numero de graos nao germinados
possibilitaram separar como mais tolerantes os cultivares Frontana, IAPAR 53,
ONIX, CD 108 e IPR 85 (Tabela 2). Quando as condi¢des de ambiente foram
menos favoraveis para expressar a tolerancia (ensaio de Cascavel), as trés
primeiras cultivares puderam ser separadas por terem menor possibilidade de
serem influenciadas por condigdes favoraveis a germinagao nas espigas.

Na analise geral de todas as caracteristicas avaliadas para a
identificagcao da cultivar com melhor mecanismo para utilizar no melhoramento
genético, pode ser destacada a cultivar Frontana por ter apresentado valores
insignificantes de germinagao na espiga. A expressao da dorméncia, citada por
Flintham et al. (2000), parece ser o mecanismo mais evidente, pois as notas de
germinagao revelaram que os menores valores estavam associados ao maior
namero de sementes dormentes avaliadas pelo teste de tetrazélio. O estudo
comparativo entre os diferentes cultivares destacam ‘Frontana’ como uma
cultivar diferencial, que permite separar do grupo pela constancia de baixos
valores, que correspondem a 0,3% de grdos germinados (Tabela 2) em

Cascavel e Palotina e, notas 1,1 e 1,0 (Tabela 3), respectivamente, que corres-

Tabela 3 — Médias de notas (NT) e notas visuais (NTV) de germinagdo nas
espigas, nas localidades de Cascavel e Palotina, 2005

Cascavel Palotina Cascavel Palotina

Tratamento NT NT NTV NTV
1 BRS 177 3.6 cA 1.9 ¢cB 2.7 dA 1.2 bB
2 BRS 208 4.7 bA 2.3 bB 3.9 cA 1.7 bB
3 BRS 210 4.0 cA 24 bB 3.7 cA 1.6 bB
4 CD 104 4.4 bA 1.8 cB 3.6 cA 1.4 bB
5 CD 105 5.0 bA 1.8 ¢cB 4.6 bA 1.6 bB
6 CD 108 2.9 dA 1.3 dB 2.1 eA 1.3 cB
7 Frontana 1.1 fA 1.1 dA 1.0 gA 1.0 CcA
8 IAPAR 53 1.9 eA 1.3 dB 1.4 fA 1.2 cA
9 IPR 85 4.1 cA 16 dB 2.7 dA 1.5 cB
10 OCEPAR18 6.5 aA 3.8 aB 6.5 aA 34 aB
11 ONIX 1.7 eA 1.4 dA 1.7 fA 1.2 cB
12 Trigo BR18 6.1 aA 3.8 aB 6.1 aA 3.5 aB

Média 3.8 A 2.0 B 3.3 A 1.7 B

cVv

Notas seguidas de mesma letra minudscula na coluna nao diferem pelo teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade. Médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha, para a mesma
caracteristica, ndo diferem pelo teste F a 5% de probabilidade.
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pondem a valores minimos da escala. A capacidade de manter a dorméncia,
mesmo submetidos as condi¢gées 6timas de germinagdo na espiga,destaca
este mecanismo de impedimento de germinagéo nas espigas como o fator mais
importante para o melhoramento da tolerancia a germinacéo. Esta dorméncia,
transferida para novos cultivares, podera propiciar novo marco na produgao de
trigo, em regides sujeitas a fatores climaticos que predispdem os grédos a
germinagado antes da colheita, propiciando um produto final de excelente
potencial para comercializagao.

O melhorando, visando a tolerancia a germinagao na espiga, podera
contribuir para aumentar a probabilidade de obter um produto conforme a
necessidade da industria. A obtengdo de qualidade dentro de um padrao
exigido pelo mercado, em quantidades que estejam proximas ao ideal, podera
garantir estabilidade nas regides produtoras e tornar o pais como um forte
concorrente do mercado produtor, favorecendo a busca da auto-suficiéncia e
aumentando a competicdo com os exportadores. A possibilidade de buscar a
hegemonia da produgdo de trigo, podera ocorrer quando a pesquisa
disponibilizar cultivares mais produtivas e com melhor mecanismo de
manutencdo das caracteristicas essenciais para os diferentes produtos
derivados de trigo.

Na anadlise das correlagdes entre as carcteristicas de germinagéo de
graos e notas de germinagéao, foram detectados valores que determinam uma
estreita relagao entre os parametros, o que permite a escolha da metodologia
mais simples e rapida, para avaliagcdo de tolerancia a germinagdo na pré-
colheita (Tabela 4).

Na Figura 3, as notas de germinacdo (NT) em duas localidades
permitiu observar uma separagao clara das cultivares com melhor nivel
tolerancia. O mesmo resultado também foi observado por meio de nota visual
de germinacdo (NTV), que ndo comprometeu a selecdo dos gendtipos mais
tolerantes (Figura 4). Este procedimento possibilita a determinagao da nota de
germinagao na primeira visdo, logo apds encerrar o periodo de molhamento,
que permite fazer avaligbes em um grande numero de cultivares com rapidez.
Os resultados com alta correlacdo comprovaram a utilidade deste critério de
avaliagao quando ocorrerem boas condicbes para germinagdo, com valores

médios a altos de notas de cultivares sucetiveis.
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Quando as notas foram menos discriminatérias, nao permitiu separar
os cultivares de maior tolerdncia dos com tolerancia parcial, mas permitiu
selecionar os cultivares com maior suscetibilidade. Por meio da Figura 5,
quando comparados os resultados obtidos entre as notas de germinacao (NT)
e notas visuais de germinacao (NTV), foi possivel perceber no grafico de barras
a alta correlagdo com notas visuais, que seguem uma distribuicdo perfeita.

Qualquer uma das avaliagcbes permite separar as diferentes classes de
tolerancia.

Tabela 4 — Correlacédo das caracteristicas de grdos germinados P (GGP)
graos nao-germinados P (NGP), nota P (NTP) e nota visual P
(NTVP) em Palotina, grdos germinados (GG), grédos nao germina-
dos (GNG), nota (NT) e nota visual (NTV) em Cascavel, 2005.

Caracteristica GGP NGP NTP NTVP GG NG NT NTV
Graos germinados P (GGP) 1
Graos nao germinados P (NGP) -1 1
Nota P (NTP) 0.99 -0,99 1
Nota visual P (NTVP) 096 -0,96 0.96 1
Graos germinados (GG) 085 -0,85 0.85 0.77 1
Graos nao germinados (NG) -0,85 0.85 -0,85 -0,77 -1 1
Nota (NT) 087 -0,87 087 0.82 099 -0,99 1
Nota visual (NTV) 093 -093 093 090 094 -094 0.97 1
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Figura 3 — Notas de germinacao (NT) de 12 cultivares de trigo nas localidades
de Cascavel e Palotina, 2005.
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Figura 4 — Notas visuais de germinacao (NTV)de 12 cultivares de trigo em
Cascavel e Palotina, 2005.
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Figura 5 — Notas de germinagéo (NT) e notas visuais de germinagao (NTV) de
12 cultivares de trigo em Cascavel, 2005.
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A metodologia de notas visuais podera ser utilizada em um programa
de melhoramento, como critério de selecéo de cultivares com melhor tolerancia
a germinagao na espiga, desde que seja adotado um maior periodo de tempo
com chuva artificial para propiciar que ocorra a separagao dos grupos com
diferencas de tolerancia germinacdo. A seguranga na identificagdo pode ser
obtida pela visualizagdo dos resultados na Figura 5 e pela analise da
correlagdo entre as variaveis, onde as notas de germinagdo visuais s&o
semelhantes as notas determinadas com acurada checagem de emisséo de
radiculas e coleoptilos. Este procedimento podera possibilitar a selegcao de
cultivares com melhor tolerancia a germinagao na pré-colheita, de forma rapida
e segura, uma vez que permite caracterizar as diferengas entre cultivares.

As cultivares selecionadas poderao ter varios mecanismos de restricdo
a germinagao na espiga, como a cor vermelha de graos, dureza de graos,
constituicdo dos graos, menor atividade de alfa-amilase, maior resisténcia a
absorgao de agua, maior protecdo das glumas e dorméncia de semente. A
combinagdo das diferentes caracteristicas relacionadas com tolerdncia a
germinagao podera propiciar a obtencao de cultivares com maior expressao da
dorméncia, por representarem mecanismos que incrementam a resisténcia dos
graos a germinag&do no campo antes da colheita.

Na Figura 6, um comportamento similar também pode ser visualizado,
onde a percentagem de graos germinados esta perfeitamente ajustada aos
valores de notas de germinacao, isto €, o menor numero de graos germinados
corresponde a menor nota de germinagdo. Desta forma, as notas podem
substituir perfeitamente as avaliagcbes demoradas de contagem de graos
germinados por espiga, que seriam realizadas em um periodo muito longo de
tempo. O método da contagem de grdos germinados € muito demorado para
possibilitar as avaliagdes com um grande numero de cultivares. Por outro lado,
as avaliagbes, através de notas de germinacdo, que s&o bastante rapidas,
permitiram a determinagdo em um pequeno espaco de tempo em relagdo ao
periodo de contagem. Na distribuicdo dos valores em um grafico, ficou evidente
que as duas metodologias caracterizaram os mesmos cultivares com niveis
similares de tolerancia. Para avaliagdes em grande quantidade de cultivares, as

notas de germinagdo geram critérios extremamente rapidos e confidveis, na
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Figura 6 — Percentagem de grados germinados (GG) e notas de germinagao
(NT) de 12 cultivares de trigo em Cascavel, 2005.

separagao das cultivares com melhores mecanismos para proteger os graos de
germinagao no campo, antes da colheita.

Também pode ser observado na Figura 7 que ocorreu uma alta
correlagdo negativa entre a nota visual e a percentagem de grédos néao
germinados, isto €, quanto maior o0 numero de grdos sem germinagao aparente
menor o valor de nota de germinagao. Estes valores, dispostos nos graficos de
barras com notas, favoreceram a identificacdo dos extremos, gerados pelas
cultivares com melhor tolerancia em relagcdos aos sucetiveis. As cultivares que
formaram o grupo intermediario podem ser facilmente identificadas por estarem
mais proximas ao grupo tolerante ou por estarem proximas ao grupo gerado
por cultivares com maior suscetibilidade. Este critério contribuiu para confirmar
que a escala de notas pode ser utilizada no melhoramento genético, visando a

selecdo de cultivares com maior tolerancia a germinacéo na espiga.

62



99.7
100 T 95.1 94.2 r 10

. 81.5 -~
= 80+ -8
= 70 -
3 65.9 e
2 60.8 64.3 634 61 g
B 607 52| [ 8
£ S
IS

g 348 E
8 407 o (4 5
< 6.5 )
n ©
18 5 %
] 20 M- ¢ 4.7 4 4.4 41 Lo g

' 2.9
1.9 1.7
1.1
0 - 1 f f f f . . 1 f f S 0
& @ & ng’

° 2 2 Q Q & < &
& & & fe% o 9 & QY S P
£ & Ns & <

Cultivares de trigo

Figura 7 — Percentagem de graos nao germinados (GNG) e notas de germina-
cao (NT) de 12 cultivares de trigo em Cascavel, 2005.
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4 CONCLUSAO

As espigas das 12 cultivares de trigo colhidas na maturagéo fisiologica
foram submetidas a um sistema de chuva artificial em cadmara de germinagao,
que permitiu identificar diferengas significativas entre as cultivares.

Os resultados de menor numero de graos germinados € maior numero
de graos néo-germinados possibilitou identificar as cultivares Frontana, IAPAR
53, ONIX, CD 108 e IPR 85, como as de melhor nivel de tolerancia.

Na andlise geral de todas a caracteristicas avaliadas, a cultivar
Frontana foi a que apresentou o melhor mecanismo de dorméncia, por ter
expressado constantemente baixos valores de graos germinados.

Os critérios de notas visuais de germinagao na espiga permitiram fazer
avalicdes em um grande numero de cultivares com rapidez, sem comprometer
os resultados de selegao dos gendtipos mais tolerantes. Este procedimento
contribuiu para confirmar que a escala de notas pode ser utilizada no
melhoramento genético, visando a selecao de cultivares com maior toleréncia a

germinagao na espiga.
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CAPITULO Il

AVALIAQAO DE HERANCA E DE MARCADORES MOLECULARES PARA
RESISTENCIA A GERMINACAO NA PRE-COLHEITA EM TRIGO (Triticum
aestivum L.)
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RESUMO

Ao identificar marcadores moleculares para a tolerancia a germinagao
na pré-colheita foram utilizadas as populagdes F,.3, dos cruzamentos de
Frontana/OCEPAR 18 e de Frontana/CD 105. As populacdes F;, e os genitores
foram semeadas espacadas para coleta das amostras de folhas, para posterior
extragcdo do DNA. Os genitores e as respectivas populagdes F,.3 foram
semeados a campo, e na maturacgao fisiolégica foram colhidas 20 espigas por
tratamento. Dez espigas submeteram-se a um sistema de chuva artificial e
realizadas leituras pela escala de notas de 1 a 11. As sementes nao
germinadas foram submetidas a um teste de tetrazdlio para confirmar a
existéncia de dorméncia. As populacdes de cada cruzamento foram separadas
pelas notas e, devido a isso, determinou-se a propor¢gdo de tolerantes e
sucetiveis. Dois bulks de plantas suscetiveis e dois de plantas resistentes
usaram-se para obtencdo do DNA para submeter as avaliagbes com os
macadores moleculares associados a dorméncia em trigo. As avaliagbes das
populacdes segregantes revelaram a existéncia de um gene recessivo, com
efeito epistatico sobre dois genes dominantes com agéo duplicada, envolvidos
no controle da dorméncia na pré-colheita em trigo. As avaliagdes dos
marcadores moleculares possibilitaram identificar o marcador Xbarc170
associado ao gene recessivo envolvido com a dorméncia de semente. Este
marcador molecular podera ser utilizado em um programa de melhoramento
para eliminar as plantas suscetiveis e aumentar a probabilidade de obtencao
de tolerancia a germinagédo na pré-colheita em trigo. Novos estudos deverao
ser programados para identificar os outros dois genes envolvidos com

tolerancia a germinagao.

Palavras-chave: tetrazolio, dorméncia de sementes, marcadores moleculares,

heranca.
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ABSTRACT

To identify molecular markers for pre-harvest sprouting resistance Fy.3
populations from crosses of Frontana/OCEPAR 18 and Frontana/CD 105 were
used. The F; populations and the parents were sown spaced for collecting leaf
samples for DNA extraction. The parents, with respective populations F».3, were
sown in the field and on the physiological maturity were harvested about 20
spikes per treatment. Ten ears were subjected to an artificial rain system and
were realized reads on the 1-11 scale notes. The seeds that didn’t sprout were
subjected to a tetrazolium test to confirm the existence of dormancy. The
populations of each cross were separated through the grades and the
susceptible and tolerant proportion was determined. Two bulks of susceptible
and two of resistent plants were formed to obtain DNA for subject the
evaluations with molecular markers associated with dormancy in wheat. The
evaluation of segregating population revealed the existence of the one
recessive gene with epistatic efect over two dominant genes with duplicate
action, to envolved on the pré-harvested wheat dormancy control. The
evaluation of molecular markers possibilited to identify the marker Xbarc170
associated with the recessive gene to envolved with the seed dormancy. This
molecular marker could be used in breading programs to eliminate the
susceptible plants and increase the probability for the obtention of the pre-
harvest sprouting tolerance in wheat. News works must be planned to identify

the others two dominant genes evolved with sprouting tolerance.

Keywords: tetrazolium, dormancy seeds, molecular markers, inheritance.
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1 INTRODUCAO

A selecéao fenotipica e sele¢cao por marcadores moleculares devem ser
utilizadas, concomitantemente, para obter maior eficiéncia nos programas de
melhoramento. A selegéo assistida por marcadores moleculares (SAM) podera
contribuir para o acumulo de efeitos aditivos de QTLs, permitindo a selecéo
precoce para diminuir o numero de plantas, possibilitando a avaliagcdo de um
nimero maior de progénies (GUIMARAES, 2006). Entretanto, o marcador
precisa ter estreita ligagdo com o QTL, ser polimérfico entre os parentais, e
apresentar segregacao mendeliana (DUDLEY, 1993).

Flintham e Gale (1996) relataram o primeiro caso de efeito de gene
principal, com heran¢ga mendeliana para a dorméncia, relacionada a coloragao
vermelha do gréo. A dorméncia era obtida com um simples alelo R dominante,
que determinava o pigmento de cor vermelha para o grdo, mesmo estando na
condigdo de heterozigoto. O efeito da cor do grdo tem importancia por ter
relacdo forte e significativa com a expressdo da toleréncia a germinagdo na
pré-colheita (BASSOI e FLINTHAM, 2005).

Apesar de a tolerancia a germinagcdo na pré-colheita ser considerada
como carater quantitativo, dependente da base genética da cultivar, das
condigbes de colheita, secagem e armazenagem, regido de cultivo e das
interagbes dos cultivares com ambiente (HAGEMANN e CIHA, 1987; KING,
1993a; ANDERSON et al. 1993a; FLINTHAM, 2000; FLINTHAM et al., 2002;
BASSOI et al., 2006), Flintham (2000) indicou que a dorméncia pode ser
excelente mecanismo para selecdo com auxilio de marcadores genéticos.

Os cromossomos 3A, 3B, 3D e 4A, sédo considerados de maior
importancia que outros cromossomos para estudo de tolerancia a germinagao
(FLINTHAM e GALE, 1996; ZANETTI et al., 2000; KATO, et al.,, 2001;
FLINTHAM et al., 2002; OSA et al., 2003; KULWAL et al., 2004; MORI et al.,
2005; BASSOI e FLINTHAM, 2005). O progresso alcangcado com estudos
moleculares, envolvendo marcadores de DNA, possibilitou identificar os fatores

genéticos controlando o carater dorméncia de semente. Através dos
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marcadores moleculares, foi possivel identificar e caracterizar alguns genes ou
regides nos cromossomos envolvidos com controle da dorméncia em trigo
(ANDERSON et al. 1993a; FLINTHAM et al., 1999; ROY et al., 1999; ZANETTI
et al., 2000; KATO et al., 2001).

Muitos genes afetam resisténcia a germinagao, mas a dorméncia pode
ser atribuida ao controle de um ou poucos genes. A tolerancia a germinagao na
pré-colheita, controlada por um gene, € citada por Sharma et al. (1994) e Mares
e Ellison (1990). Flintham e Gale (1996) ressaltaram a existéncia de um efeito
de gene principal, com heranga mendeliana, para o carater dorméncia de
semente em trigo de graos vermelhos. Flintham (2000) constatou que a
dorméncia a germinagao na pré-colheita € controlada por um gene, que exerce
seu efeito por meio do controle genético do embrido, independente do alelo R
que determina a dorméncia pela cor do tegumento. Outros trabalhos tém
demonstrado que a variacdo genética para tolerancia a germinagao na pré-
colheita estava associada a dorméncia (MARES, 1996; FLINTHAM, 2000;
MIURA et al., 2002; OSA et al., 2003; KULWAL et al., 2005).

Torada et al. (2005) confirmaram a existéncia de um QTL principal
associado a dorméncia através de um estudo de mapeamento e validacao de
PCR, baseado em marcadores de microsatélite. Tan et al. (2006), ao avaliarem
a base genética da dorméncia em trigo de grado branco, também detectaram o
efeito de um QTL no cromossomo 4AL, associado com este carater, que foi
consistente nos 3 anos de testes.

O QTL de maior efeito para dorméncia, localizado no cromossomo 4AL,
detectado no estudo conduzido por Bassoi (2002) e validado por Torada et al.
(2005), pode ser o alelo do principal gene de tolerancia a germinagao na pré-
colheita, identificado anteriormente por Flintham (2000), Kato et al. (2001) e por
Flintham et al. (2002). Estas consisténcias de resultados na identificacédo da
dorméncia geraram fortes argumentos para continuar as pesquisas em outras
populacdes. Portanto, novas avaliagdes precisam confirmar esta hipotese da
dorméncia ser controlada por um gene, identificavel com marcadores
moleculares, para poder usar em programas de melhoramento genéticos na

obtencgao de tolerancia a germinagéo na espiga.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético

No periodo de julho de 2005, foram feitos os cruzamentos de Frontana
com OCEPAR 18 e de Frontana com CD 105, na localidade de Palotina-PR, e
as sementes obtidas foram colhidas em agosto. As sementes F4, obtidas
destes cruzamentos, foram semeadas em novembro, em vasos na casa de
vegetacao, no Centro de Pesquisa da Coodetec em Cascavel-PR (Latitude 24°
47 217 e altitude 781 m), localizado na BR 467, km 98, para avango de
geragdo. Quando as plantas das populagbes F; estavam com os graos
maduros, foram colhidas, trilhados e preparadas para novo ciclo. As sementes
Fo, das populagcbes dos cruzamentos de Frontana/OCEPAR 18 e de
Frontana/CD 105 foram semeadas em vasos, na casa de vegetagdo, em
fevereiro de 2006, para avango de geragédo. Na fase de desenvolvimento, no
inicio de emborrachamento, foi marcada, individualmente, cada planta. Apds a
identificacdo das plantas, coletaram-se as amostras de folhas de 250 plantas
Fo, por cruzamento. Os discos foliares das plantas F;, devidamente
identificados, foram congelados a -80 °C para posterior extracdo do DNA. Na
fase de maturagao, foram colhidas e trilhadas, individualmente, cada planta
destas duas populagdes. Também colhidas e identificadas individualmente as
outras plantas que nao tiveram discos foliares coletados.

Em julho de 2006, os genitores, com respectivas plantas das
populacdes Fo3, foram semeados a campo, no Centro de Pesquisas EIlGi
Gomes, da Coodetec, em Cascavel, em delineamento inteiramente
casualizados. As parcelas foram compostas de 1 linha de 1m de comprimento,
com espagamento de 0,30m entre linhas. A semeadura realizou-se
distribuindo-se 30 sementes por metro linear, para obter um minimo de 20
plantas e propiciar espacamento adequado entre as plantas e facilitar a
colheita. As sementes receberam tratamento com inseticida imidacloprid

(Gaucho) e fungicida triadimenol (Baytan). Para toda a area, durante o periodo
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de desenvolvimento da cultura até a fase de enchimento de graos, fizeram-se 3
aplicacdes de fungicida Tebuconazole (750 ml ha™) para o controle de doencgas
da parte aérea das plantas (IAPAR, 2003), mais uma aplicagado na fase final
para proteger as espigas de fungos. Os demais tratos culturais foram
executados, conforme recomendacdes para a cultura do trigo.

A colheita realizou-se quando as plantas atingiram a maturagao
fisiologica (Figura 1). Foram colhidas ao acaso em torno de 20 espigas de
plantas diferentes, de cada linha F,.3 e dos genitores, de tamanho e maturagao
semelhantes. As espigas foram secas em telado coberto, em temperatura

ambiente, durante 19 dias para atingir umidade em torno de 13%.
2.2 Anélise fenotipica

Para as analises de teste de tolerancia a germinacéo executou-se um
experimento para avaliar as diferengas de germinagdo em casa de vegetacéo
na Coodetec em Cascavel. Foi construido um simulador de chuva, programado
para promover condigdo ideal para ocorréncia de germinagdo na espiga de
trigo. O simulador de chuva constou de uma casa de vegetacao fechada com
plastico, com dimensionamento de 72,6m?, com 24 bicos de micro-aspersio,
do tipo micronaan-dan, de bocal roxo e rotor de médio alcance, utilizados a
uma altura de 1,70m acima da mesa preparada para alocar as espigas,
promovendo um alcance de 4,40m de diametro, quando expostos a uma
pressdo de 2,70bar. Os bicos distribuiram-se homogeneamente nos 72,6m?,
com um raio de distdncia de 2,20m, um do outro, provocando uma
sobreposicao similar e promovendo uma chuva de 19 mm/h. A pressado do
equipamento foi exercida com o auxilio de uma motobomba SCHINEIDER BC-
92, com potencia de 1CV, e a regulagem realizada por meio do manémetro.
Para manter a pressdo de agua constante, utilizou-se um reservatorio, tipo
caixa, com capacidade de 1000 |. Este modelo corresponde a uma versao do
simulador usado por Okuyama et al. (2002), método que foi idealizado para
simplificar ao maximo e ao mesmo tempo possibilitar a avaliagdo de um grande
numero de genodtipos. O suporte para a base do modelo foi obtido de
MacMaster e Derera (1976), Svensson (1976) e Hagemann e Ciha (1984).
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Para distribuir as espigas em mesas, simulando a condi¢édo de campo,
foram colocados isopores de 6 cm de espessura, com perfuracao equidistantes
de 5cm, na horizontal e na vertical (Figura 1). As espigas de trigo foram
colocadas, com pedunculos cortados a 4 cm da base, inseridas 2 cm de
profundidade no isopor, para manter a espiga em pé e deixando a mesma a 2
cm, para evitar contato direto da espiga com a umidade do isopor. O sistema
de chuva, artificial na estufa, era ligado por uma hora, com interrupgao de 15
minutos, em um periodo de dois dias e meio. A quantidade de chuva
programada, durante o periodo total, foi de aproximadamente 993 mm para
manter alta umidade nas espigas e no ambiente. A temperatura e a umidade

relativa foram registradas durante todo o periodo.

Foram utilizadas 10 espigas de cada familia F,3, e dos genitores,
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado na mesa com isopor e
submetidas a programacéao de chuva. A caracterizagao dos gendtipos, quanto a
germinagao na espiga, foi realizada através de notas visual na escala de 1 a 11
de McMaster e Derera (1976). Os graos que ndo germinaram submeteram-se a
um teste de tetrazolio para confirmar a existéncia de dorméncia, em 4 amostras
de 50 sementes. Estas foram colocadas, entre as folhas de papel toalha
umidecido, durante a noite e no outro dia foram seccionadas longitudinalmente.

A parte melhor de cada semente foi colocada em uma solugdo de tetrazdlio

Tabela 1- Escala de notas de 1 a 11 de McMaster e Derera (1976).

1 - Graos sem germinagao;

2 - Emergéncia de radiculas em 1 a 2 graos por espiga;

3 - Radiculas com 1 a 2 mm em 3 a 4 graos por espiga;

4 - Radiculas com 3 a 4 mm em 65 a 70 % dos graos por espiga;

5 - Radiculas com 3 a 6 mm em todos os graos;

6 - Todos os grdos com radiculas de 6-10 mm e 1-2 graos por espiga
com emergéncia de coleoptiles,

7 - Todos os graos com radiculas de 1-2 cm e mais que 2 graos por
espiga com emergéncia de coleoptiles,

8 - Todos os grdos com radiculas de 2-4 cm e emergéncia de coledptiles em todos
os graos das espigas com comprimento de 0-0,5 cm;

9 - Todos os grdos com radiculas maior que 4 cm e coledptiles em todos os graos
das espigas com comprimento de 1-2 cm;

10 - Todos os graos com radiculas maior que 4 cm e coledptiles em todos os gréos

das espigas com comprimento de 3-4 cm;
11 - Todos os graos com radiculas maior que 4 cm e todos os graos com folhas.
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A

Figura 1- (A) Espigas com perda da cor verde e n6 do colmo verde no mome-
nto da colheita, (B e C) camera de germinacao com distribuicdo equi-
distante das espigas.

(2,3,5- trifenil cloreto de tetrazdlio), em uma concentragdo de 0,1%, por um

periodo de 2 horas no escuro, na camara de germinagao do tipo B.O.D., em

uma temperatura de 35C (BRASIL, 1976). Apds o tratamento, as sementes
foram lavadas para determinar as viaveis e as sementes mortas.

Para avaliar o potencial de germinagdo por populagdo, algumas
espigas foram debulhadas e os graos utilizados para obter 4 repeticoes, de 100
sementes, em delineamento inteiramente casualizado, com tratamento a frio
para superagao da dorméncia. As sementes foram distribuidas em 10 linhas,
com 10 sementes por linha, em duas folhas de papel-toalha umedecido com 2
vezes 0 peso com agua destilada, e depois recobertas com mais duas folhas.
As sementes foram submetidas a tratamento de pré-esfriamento, para a
superacdo da dorméncia, com temperatura de 6'C, com variacdo de 1°C,
permanecendo por um periodo de 5 dias ( BRASIL, 1992 ). Os rolos de papel
usados para o pré-esfriamento, foram cobertos com plastico para manter a
umidade e sé retirado no momento do teste de germinacdo na camara de
germinagdo do tipo B.O.D., com temperatura de 28°C. As contagens de
sementes germinadas normais, anormais, mortas e dormentes, foram

realizadas 5 dias apés o teste.

2.3 Purificacdo de DNA e analise com marcadores moleculares

Durante a conducgao da populacao F,, foram identificadas as plantas e

coletados discos foliares de 250 plantas F, de cada populagao, para a etapa de
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mapeamento genético. Como as populagdes F, eram maiores do que as 250
plantas, o restante das plantas, que ndo foram amostradas pela coleta de
folhas, também colhidas individualmente, e incluidas na populacdo F»,.3. Para
estas plantas, a extracdo de DNA foi realizada em uma amostra de sementes
Fs3, apdés os testes de germinagdo, para que a mistura de sementes
representassem o genaotipo da planta F,

A extragdo do DNA de folhas de trigo realizou-se com base no
protocolo descrito por Stein et al., (2001), com algumas modifica¢des. Cerca de
200 a 300 mg de folhas foram maceradas na presenca de N liquido, sendo o
po resultante transferido para tubos eppendorf. Apés a adicao de 1,2mL de
tampao de extragdo [400mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA (pH 8,0), 1,4 M
NaCl, 2% (p/v) CTAB, 1% (p/v) PVP e 1% (v/v) B-mercaptoetanol], as amostras
foram incubadas em banho-maria a 65°C por uma hora. Em seguida,
centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm, e o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo.

As proteinas foram removidas pela extragdo com 800uL de cloroférmio:
alcool-isoamilico (24:1) por 15 minutos a 4°C, sob agitagédo constante, seguida
de centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 minutos. Em seguida, transferiram-se
800uL do sobrenadante para novos tubos, e tratados com 5uL de RNAse A por
15 minutos a 37°C. O DNA foi entdo precipitado pela adigdo de 560uL de
isopropanol gelado, seguido de homogeinizacdo e centrifugagcdo por 20
minutos a 5.000 rpm. Apds a eliminacdo do sobrenadante, o DNA precipitado
foi lavado com 700uL de uma solugdo contendo 76% de etanol e 20% de
acetato de sdédio, seguida de uma segunda lavagem com uma solugéo
contendo 76% de etanol e 10 mM de acetato de amodnia. Depois de seco
novamente, o DNA foi ressuspendido em 200 ul de TE. Todas as etapas de
centrifugacao foram realizadas em centrifuga Eppendorf 5415C

A extragdo de DNA, a partir de sementes, realizou-se em uma amostra
de 25 a 30 sementes de plantas F,.3. A extragdo de DNA das sementes foi
realizada com base no protocolo descrito por McDonald et al. (1994), com
algumas modificagdes. Cerca de 50mg de sementes moidas foram colocados
em tubos de microcentrifuga com 400uL de tampéao de extragédo constituido de
50uM Tris-HCI (pH 8,0), 50mM EDTA (pH 8,0), 0,7M NaCl e 1% CTAB. Os
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tubos foram levados a um grinder e agitados na velocidade de 7 ou 8 rpm, por
um minuto. Em seguida, adicionaram-se mais 600uL de tamp&o de extragao,
homogeneizado em vortex por 30 segundos e centrifugado por 5 minutos a
13.200 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
microcentrifuga, e centrifugado novamente por 4 minutos, e o sobrenadante
transferido para um novo tubo de microcentrifuga.

As proteinas foram eliminadas pelo tratamento com 10 uL de
proteinase K (10mg/mL), deixando em banho-Maria a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, foi adicionado 800uL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2
minutos e novamente centrifugado por 7 minutos a 13.200 rpm. O
sobrenadante foi descartado.

Para a eliminagdo do RNA, acrescentaram-se 300uL de TE contendo
40ug/uL de RNAse A, deixando-se por 30 minutos em banho-Maria a 37°C. Em
seguida, adicionados 800uL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2
minutos e novamente centrifugado por 7 minutos a 13.200 rpm. O
sobrenadante descartou-se novamente e, depois de seco, o DNA
ressuspendido em 300 ul de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por
leitura da absorbancia a 260nm, sendo que cada unidade de absorbancia
corresponde a concentracado de 50 ug/ml de DNA fita dupla (SAMBROOK et al.,
1989). A integridade do DNA foi determinada em gel de agarose 0,8%,
fotografado sob luz ultravioleta em equipamento de fotodocumentagao Vilber
Lourmat (Marne-la-Vallée, Cedex 1 — France).

Os bulks de DNA foram formados pela mistura, em quantidades
equimolares, de DNA de plantas com resultados extremos para a tolerancia
germinagcao na espiga. Foram formados dois bulks resistentes (contendo
apenas plantas com nota 1 para a germinacdo na espiga) e dois bulks
suscetiveis (contendo as notas maximas observadas para a toleréncia a
germinacgao). Cada bulk foi constituido de pela mistura do DNA de 5 plantas.

A amplificacdo dos locos de microssatélite realizou-se com as amostras
de DNA em 20 puL de solugao contendo 12,5 mM de Tris-HCL (pH 8,3), 62,5
mM de KCI, 2,5 mM de MgCly, 125 uM de cada um dos deoxinucleotideos
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de cada primer, uma unidade da enzima
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Taq DNA polimerase e 75ng de DNA. As condi¢cbes de amplificagcao tiveram
uma etapa inicial de 7 minutos a 72°C, seguida de 30 ciclos de 1 minuto a 94°C,
1 minuto a 55 C e 2 minutos a 72°C. Por fim, uma etapa de 7 minutos a 72°C.
Os fragmentos amplificados foram separados em gel desnaturante de
poliacrilamida a 7%. Depois de terminada a corrida, os géis foram submetidos
a revelacdo com nitrato de prata e escaneados para armazenamento dos

resultados.

2.4 Andlise de dados

As segregacado das familias F,3 foi analisada pelo teste de qui-
quadrado, testando-se as hipoteses genéticas para a heranga do controle
genético da dorméncia das sementes em trigo. A associagdo entre o marcador
molecular e a dorméncia das sementes de trigo foi analisada pelo teste de qui-
quadrado, utilizando-se uma tabela de contingéncia. Os dados foram
analisados utilizando-se o programa GENES (CRUZ, 2001).

A eficiéncia de selegao foi obtida como o percentual de acerto na
selecdo com marcadores moleculares, em relacdo a selecao fenotipica,
dividindo-se o numero de plantas selecionadas corretamente pelo numero total
de plantas.

Para a analise das proporgdes genéticas e da eficiéncia de selecéo,
consideraram-se resistentes apenas as familias F,.3 em que todas as plantas
apresentaram nota 1. As familias que apresentaram pelo menos uma planta

com nota maior do que 1 consideraram-se suscetiveis ou segregantes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos capitulos | e Il permitiram gerar importantes
informagdes para o desenvolvimento deste trabalho. Os testes de germinacao
de sementes no germinador, sem as partes das espigas, comprovou a
existéncia de dorméncia na cultivar Frontana. Estes resultados confirmaram-se
com a utilizagdo das espigas nos testes de diferenciagdo de tolerancia a
germinagao na pré-colheita. Os dois ambientes utilizados para caracterizar as
diferencas de tolerdncia foram consistentes na identificacdo do melhor
mecanismo e as duas metodologias permitiram a obtencdo de resultados de
alta confiabilidade. Como os testes de grdos germinados e germinagdo nas
espigas indicaram um mesmo resultado, qualquer um poderia ser utilizado para
estudos dos genes envolvidos e para identificagdo de marcadores moleculares
associados a essa caracteristica. Os testes de determinagdo de dorméncia de
graos em camara de germinagdo sdo mais demorados, por isso utilizou-se a
metodologia que permitiu desenvolver avaliagbes em um grande numero de
populacdes, utilizando a nota minima como critério de caracterizacido da
dorméncia.

As espigas, utilizadas nas avaliagbes, foram colhidas na maturagao
fisiologica, para preservar as sementes com o maximo de dorméncia e com um
alto potencial de reserva, para o desenvolvimento de uma nova plantula. Os
resultados das avaliagdes de germinagao na espiga, obtidos apos programacgao
de chuva artificial, revelaram notas baixas (Figuras 2 e 3) e estdo indicando
que as condi¢cdes de ambiente foram favoraveis a manifestacdo do controle
genético da dorméncia, presente no genitor tolerante a germinagado na pré-
colheita. Os valores foram baixos, mas permitiram distinguir os niveis de
germinacgao entre as populagdes. A nota 1 para o genitor tolerante significa que
nenhum dos graos expressou germinagao na espigas, apesar das condigdes
favoraveis de chuva artificial e favorecimento de temperatura (Figura 4).
Entretanto, para o genitor suscetivel, praticamente todos os graos expressaram

a germinagao.
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Figura 2 — Distribuicao de frequéncias das médias das notas de germinagao na
espiga em uma populagao F,.3 obtida pelo cruzamento de Frontana/
Ocepar 18. Avaliacdo em condi¢ao controlada em um simulador de
chuva.
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Figura 3 — Distribuicao de frequéncias das médias das notas de germinagao na
espiga em uma populagao F».3 obtida pelo cruzamento de Frontana/
CD 105. Avaliagdo em condigdo controlada em um simulador de
chuva.
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Figura 4 — (A) Camara para germinacéo artificial, com distribuicdo equidistante
das espigas na mesa com isopor, (B e C) espigas germinadas e nao
germinadas e (D, E e F)espigas representando a escala de notas de
1 a 11 de McMaster e Derera (1976).

Nos testes de germinagao realizados por Flintham e Gale (1996), com
uma semana apos a colheita na maturacao, a cultivar NS 67 apresentou mais
de 50% de gréos germinados em 4 dias, e a linha isogénica de grdo vermelho
expressou apenas 5%. Esta linha continuou a germinacgao, lentamente, por um
periodo de mais de 15 dias até a chegar aos 50%, obtido no inicio do teste pela
outra cultivar. Para as avaliagdes de 2 e 3 semanas apdés a colheita, ndo houve
diferengca de germinagcdo, as duas linhas apresentaram rapida germinacao.
Todos os gendtipos perderam a dorméncia em 3 semanas.

Nos trabalhos desenvolvidos com a cultivar Frontana, realizaram-se as
avaliagbes praticamente 3 semanas apds a colheita e ndo ocorreu a
germinagcao na espiga, indicando a existéncia de um forte mecanismo de
tolerancia a germinacao na pré-colheita. Este genitor tolerante, mesmo com
condigbes propicias para germinagéo, gerou a nota minima, o que caracteriza a
inexisténcia de grdo na espiga com a emissao da radicula, apesar de todas as
condigdes favoraveis.

A nao ocorréncia de germinagado para o cultivar Frontana confirmou

que a forte dorméncia € um mecanismo de extrema importancia para busca da
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tolerancia a germinagao na pré-colheita em trigo. Os resultados dos testes de
germinacao na espiga dos dois cruzamentos possibilitaram a separagao das
populagdes com valores similares aos genitores. O baixo numero de graos
germinados em algumas familias, em ambiente altamente favoravel, contribuiu
para destacar um mecanismo de dorméncia muito forte, que pode garantir a
manutencgao da qualidade de semente em condi¢des de atraso de colheita.

Outros trabalhos desenvolvidos para a avaliagdo da tolerancia a
germinagdo na espiga foram consistentes quando detectaram baixa
germinagdo na espiga na cultivar Frontana (LINHARES, 1979; REIS e
CARVALHO, 1989; ROSA, 1999; TONON, 2001; BASSOI, 2002 e 2004). Entre
as cultivares avaliadas, ‘Frontana’ é citada como uma referéncia quanto a
resisténcia a germinagdo, por apresentar os menores valores de graos
germinados. Este gendtipo tem um mecanismo de dorméncia que garante a
resisténcia, mesmo sendo submetido as condi¢gdes extremamente favoraveis a
germinacao.

Para avaliar o potencial de germinagdo por populagdo, algumas
espigas foram debulhadas e os graos utilizados para fazer um teste de
germinagao, com tratamento a frio para superagcao da dorméncia (Tabela 2).
Os valores de germinagdo correspondem a um percentual de germinagéo
normal para a cultura do trigo. Portanto, os grdos tinham bom potencial para
germinagao, contribuindo para obtencdo de resultados favoraveis, para as
analises das populagdes segregantes, para identificacdo do mecanismo
responsavel pelo controle da germinagao na pré-colheita.

Na Tabela 2, estdo relacionados os valores dos grdos que néo
germinaram e que foram submetidos a um teste de tetrazdlio. As avaliagdes
estdo representadas na Figura 5, com as diferentes etapas da identificacdo das

espigas sem germinacédo, dos graos obtidos destas espigas debulhadas e o

Tabela 2 — Médias dos testes de germinacgéo (%) e tetrazodlio (%) para as se-
mentes de dois cruzamentos de trigo, Cascavel 2006.

Cruzamento Germinacao (%) Tetrazélio (%)
Normal Mortas Dormentes Mortas
Frontana/OCEPAR 18 94.25 5.75 88.50 11.50
Frontana/CD 105 95.25 4.75 91.26 8.74
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resultado do teste de dorméncia. Por meio do teste de tetrazdlio, €
possivelperceber que as sementes n&o-germinadas estavam com forte
dorméncia, pois cerca de 90% destas apresentavam atividade bioldgica. Estes
resultados, obtidos apds os teste de germinagdo, representam alto valor e
contribuem para garantir maior confianga na presenga deste carater na cultivar

Frontana.

Figura 5 — (A) Espigas sem germinacgao, (B) graos dormentes e graos submeti-
dos ao teste de tetrazolio.

O fator mais importante para obter resisténcia a germinagao na pré-colheita
€ atribuido a dorméncia, detectada em muitos trabalhos e confirmado no estudo
envolvendo comparacao de cultivares relatados no capitulo anterior. Cultivares com
dorméncia ndo germinam na espiga, mesmo que ocorram otimas condigbes de
umidade e temperatura (BEWLEY e BLACK, 1985; POPINIGS, 1985; HILHORST,
1995; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; CASTRO et al., 2004). Esta inibicéo &
causada por fator genético, que mantém os graos intactos na presenga de
condicdes otimas, e somente um periodo de tempo apdés a colheita ou a
combinagao de fatores ambientais superam esta barreira genética e permitem que
as sementes assumam condigdes normais de germinagéo. Muitos genes afetam a
tolerancia a germinagcdo na pré-colheita, mas sera necessario identificar a
dorméncia, que pode estar relacionada a um ou poucos genes.

A avaliacao fenotipica das populagdes utilizadas foi realizada em 10
espigas de cada familia Fy3 e também 10 espigas dos genitores. No
experimento da populagdo Frontana x Ocepar 18, todas as 10 espigas
avaliadas da cultivar Frontana apresentaram nota 1. No experimento da

populagdo Frontana x CD 105, apenas uma espiga da cultivar Frontana
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apresentou nota 2, e as demais apresentaram nota 1. Por outro lado, todas as
espigas avaliadas das cultivares Ocepar 18 e CD 105 apresentaram nota maior
do que 1.

Na avaliagdo das familias F»3, foram consideradas dormentes (ou
resistentes a germinacdo na espiga), apenas as familias que apresentaram
todas as espigas com nota 1. Familias F,.3 que apresentaram pelo menos uma
espiga com nota maior do que 1 foram consideradas suscetiveis ou
segregantes. Por este motivo, a proporcdo observada de familias Fj3
consideradas resistentes deve ser proveniente de plantas F, homozigotas, pois
a presenca de locos em heterozigose resultaria em familias F2.3 segregantes.
As proporgbes esperadas de familias F,3 resistentes:suscetiveis estao
ilustradas no anexo 1. As proporgdes genéticas apresentadas no anexo 1
consideram resistentes apenas familias F3 provenientes de plantas F;
homozigotas, e suscetiveis as familias derivadas de plantas F, homozigotas
suscetiveis ou heterozigotas.

Na populagdo derivada do cruzamento Frontana x CD 105, foram
obtidas 52 familias resistentes (todas as plantas com nota 1) e 243 familias
suscetiveis (pelo menos uma planta com nota maior do que 1). Nenhuma
hipotese que considerasse a presenca de um ou dois genes pdde ser aceita
com estas proporgdes esperadas. Os dados obtidos se ajustaram a proporgéo
11:53, que pelo desenho experimental utilizado, se ajustam a hipotese de
heranca de trés genes, sendo dois genes dominantes de acédo duplicada e um
gene recessivo epistatico aos primeiros (P=84,14%) (Tabela 3).

Considerando-se a hipdétese de heranga de dois genes dominantes
com acao duplicada, e um gene recessivo epistatico aos primeiros, a proporgéao
esperada de familias F.3 resistentes:suscetiveis, pelo critério utilizado no
desenho experimental, é de 7R:57S. No entanto, na descendéncia das plantas
F> com gendtipo AaBbcc, espera-se obter a propor¢ao de 15R:1S. Ao avaliar
10 plantas F,3 descendentes de uma planta F, com gendtipo aaBbCc, a
probabilidade de obter pelo menos uma planta suscetivel (aabbcc) é de 52,4%,
e a probabilidade de nao obter nenhuma planta suscetivel € 47,6%. Assim,
existe probabilidade de que a descendéncia das plantas F, com gendtipo

aaBbCc apresentem todas resistentes, ao se avaliar apenas 10, considerando-
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se que os genes B e C sdo dominantes e de acao duplicada e o gene A é
recessivo. Neste caso, a proporgéo esperada € de 11R:53S.

Nas populacdes derivadas do cruzamento Frontana x Ocepar 18, foram
obtidas 32 familias resistentes (todas as plantas com nota 1) e 226 familias
suscetiveis (pelo menos uma planta com nota maior do que 1). Os dados
observados se ajustaram a proporgao genética de 7R:57S (P=45,07%)
indicando a heranga de trés genes, sendo dois genes com agao duplicada, e
um gene com agao epistatica sobre os primeiros. Uma vez que apenas plantas
F> homozigotas (e respectivas familias F23) foram consideradas resistentes,
nao € possivel saber a relagdo de dominancia dos genes.

Uma vez que tanto CD 105 quanto Ocepar 18 sao suscetiveis a
germinagao na espiga, e que em ambas as populagdes (Frontana x Ocepar 18
e Fontana x CD 105) a hipotese de trés genes foi aceita, € de se esperar que
sejam 0S mMesmos genes que segreguem em ambas as populagdes. Neste
caso, a heranca da resisténcia na populacdo Frontana x Ocepar 18 também
deve ser de dois genes dominantes de acédo duplicada, e um gene recessivo
epistatico aos primeiros. Em ambas as populacdes, se considerarmos que
metade das familias F,.3 descendentes de plantas F, com gendtipo AaBbcc
apresentem pelo menos uma planta suscetivel, e metade ndo apresente
nenhuma plantas suscetivel, a mesma hipotese € aceita (proporgéo esperada
de 9:55) com xz igual a 2,07 (P=14,96%) na populagao Frontana x Ocepar 18,
e y?igual a 3,1017 (P=7,82) na populacio Frontana x CD 105.

Apoés a determinacdo dos genes, envolvidos com a dorméncia na pré-

colheita em trigo, foi estabelecida uma estratégia para localizacédo através de

Tabela 3 — Propor¢gdes observadas e esperadas, e teste de hipotese para a
heranga da tolerancia a germinagao na espiga (dorméncia) em se-
mentes de trigo, em populacgdes F,.3 derivadas dos cruzamentos
entre as cultivares Frontana x Ocepar 18 e Frontana x CD 105.

Familias F: Esperado
Populagao Classe observadas Propor¢cdo Valor x> Prob.(%)
Frontana/ Nota 1 (R) 32 7/64 28,2187 0,5689 45,07
OCEPAR 18 Nota > 1 (S) 226 57/64  229,7812
Frontana/ Nota 1 (R) 52 11/64 50,7031 0,04 84,14
CD 105 Nota > 1 (S) 243 53/64  244,2968
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marcadores moleculares. Foram escolhidos 81 marcadores microssatélites e
STSs, através das informagdes dos resultados na revisdo de literatura, e
distribuidos nos 21 cromossomos do trigo, na analise de bulks de DNA de
plantas F, contrastantes para a caracteristica, na populagao Frontana x Ocepar
18. A composicao dos bulks esta apresentada na Tabela 4. Foram utilizados
dois bulks de DNA de plantas F; cujas familias F,.3 apresentaram todas as
plantas com nota 1 (bulks R), e dois bulks de DNA de plantas F2, cuja média

das familias estivesse entre as mais altas observadas (bulks S).

Tabela 4 - Notas de germinagao na espiga, obtida em ambiente controlado,
das espigas das plantas utilizadas para a formagdo dos bulks de
DNA de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S), da populagao de-
rivada de Frontana X OCEPAR 18.

Bulk R1 Bulk R2 Bulk S1 Bulk S2
Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota
150 1 140 1 30 5.1 55 3.9
153 1 197 1 65 5.9 59 3.9
198 1 220 1 167 4.6 67 3.7
230 1 245 1 176 6.4 88 4.6
232 1 253 1 181 52 136 4.0
Média 1 Média 1 Média 5.44 Média 4.02

Para identificar/validar marcadores moleculares associados a tolerancia
a germinacado na pré-colheita, foram avaliados marcadores microssatélites e
STS, especialmente, nos cromossomos 4A, 3A, 3B e 3D, onde as evidéncias
de genes de tolerancia a germinacédo na espiga sdo mais fortes (FLINTHAM e
GALE, 1996; ZANETTI et al., 2000; KATO, et al., 2001; FLINTHAM et al., 2002;
OSA et al., 2003; MORI et al., 2005; BASSOI e FLINTHAM, 2005; KULVAL, et
al., 2005; TORADA et al., 2005; TAN et al., 2006). Apesar da constancia de
resultados descritos nestes trabalhos, apenas o primer Xgwm397, mapeado na
regido descrita do cromossomo 4A, foi polimérfico nos bulks avaliados. Na
etapa seguinte, foram reunidas as amostras de DNA das plantas segregantes
F. e submetidas as avaliagdes com esse marcador para determinar as plantas
resistentes e suscetiveis a germinagdo na espiga. No entanto, o produto da
amplificagdo do DNA, com este primer, ndo permitiu discriminar os individuos

homozigotos para o alelo proveniente de Frontana dos individuos heterozigotos
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(Figura 6).
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Figura 6 — Padrao de amplificagdo das amostras de DNA com o primer micros-
satélites Xgwma397. Nao é possivel distinguir plantas heterozigotas
de plantas homozigotas para o gendtipo de Frontana.

Na mesma regido genémica do marcador Xgwm397, estdo mapeados
os marcadores Xbarc170 e Xbarc343 (Song et al., 2005). Estes marcadores
também foram polimérficos nos bulks e na populagéo, porém para o marcador
Xbarc343 a identificagdo correta do gendtipo em cada individuo da populagao
também nao é facil de ser obtida. Para o marcador Xbarc170, por outro lado, os
gendtipos foram claramente definidos em todos os individuos da populagéo
(Figura 7).

Plantas F, Resistentes Plantas F, Suscetiveis
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Figura 7 — Padrao de amplificagdo das amostras de DNA com o primer micros-
satélites Xbarc170.
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A analise conjunta dos gendtipos obtidos no marcador Xbarc170, e os
fendtipos obtidos no ensaio de germinagdo dos grédos na espiga de trigo em
condigdes controladas, através de uma tabela de contingéncia, demonstrou

haver associagao entre o loco marcador e a expressao fenotipica da dorméncia

Tabela 5 — Tabela de contingéncia para analise da associagao entre o marca-
dor Xbarc170 e a tolerancia a germinagao na pré-colheita em trigo
em uma populacao F,.; derivada do cruzamento de Frontana com

Ocepar 18.
Gendtipo do marcador Tolerante Suscetivel TOTAL
Xbarc170
Homozigoto Frontana 24 65 89
Heterozigoto 5 84 89
Homozigoto Ocepar 18 3 77 80
TOTAL 32 226 258

v?=26,66, GL=2, P=0,0001%

das sementes de trigo (Tabela 5). Este marcador esta associado ao gene
recessivo que controla a dorméncia no cultivar Frontana, localizado no
cromossomo 4A, e possibilitou uma alta eficiéncia na selegdo de plantas
suscetiveis.

Nos dados apresentados na Tabela 5, obtidos através da utilizacdo do
marcador Xbarc170, apenas 24 familias F,, que apresentaram o gendtipo
homozigoto para a cultivar Frontana, tiveram notas de tolerancia a germinacao
na pré-colheita. E as outras 65 plantas F, com o gendtipo deste cultivar, que
correspondem a um percentual de 73 %, foram de populagdes F,.3 com notas
que caracterizavam suscetibilidade. Ja para as plantas com genotipo
heterozigoto, 94,4% das familias sdo suscetiveis, e entre as plantas com
gendtipo homozigoto para o alelo de Ocepar 18, 96,25% das plantas séo
suscetiveis. Isso indica que o alelo proveniente de Frontana, no gene ligado ao
marcador Xbarc170 €& recessivo, uma vez que o fendtipo das plantas
heterozigotas e homozigotas para Ocepar 18 apresentam o mesmo fendtipo.
Se estas duas classes forem reunidas (heterozigotas mais homozigotas para

Ocepar 18), teremos 169 plantas, das quais 95,3% séo suscetiveis.

86



O estudo de heranca do carater dorméncia de sementes em trigo, na
populacdo derivada do cruzamento entre as cutivares Frontana e Ocepar 18,
demonstrou que a dorméncia é controlada por trés genes, sendo dois de agéo
duplicada e um epistatico aos dois primeiros. Considerando a avaliacéo
conjunta da populagao obtida pelo cruzamento Frontana e CD 105, o estudo de
herancga indicou que os dois genes de ag&o duplicada sdo dominantes e o gene
epistatico é recessivo. Ou seja, se considerarmos que os genes A, B e C sejam
responsaveis pelo controle genético da dorméncia das sementes de trigo, as
plantas homozigotas resistentes devem ter genétipo aaBBCC, aaCC ou aaBB.
Como o gene marcado pelo marcador Xbarc170 é o recessivo (aa), as plantas
que contém este gene devem ter também, pelo menos, um dos outros dois
genes (BB ou CC) para serem homozigotas resistentes. Isso explica a grande
quantidade de plantas suscetiveis entre o grupo de plantas homozigotas para o
genotipo de Frontana, no marcador Xbarc170.

Ja as plantas que ndo possuem o genotipo homozigoto para a cultivar
Frontana sdo suscetiveis, pois 0 gene recessivo aa é epistatico e, mesmo na
presenca dos outros genes, ele € necessario para conferir a dorméncia. A falta
deste gene, ligado ao marcador Xbarc170, é suficiente para que a planta seja
suscetivel.

Por meio do marcador Xbarc170, é possivel eliminar a maior parte das
plantas suscetiveis, possibilitando reunir maior nimero de plantas com a
caracteristica de tolerancia a germinagao na pré-colheita. Na populagdo de
Frontana e OCEPAR 18, das 258 familias avaliadas, 169 seriam eliminadas
pelo marcador, e apenas 89 precisariam ser avaliadas fenotipicamente. As
avaliagbes precisariam ser feitas apenas em 34,5% das familias,
correspondendo a aproximadamente um tergo do total do trabalho necessario
para identificar as plantas tolerantes. Esse processo garante que todas as
familias selecionadas apresentem as sementes dormentes, pois a selec¢ao final
fenotipica poderia identificar as 24 familias com a caracteristica de tolerancia
desejada pela presenca dos 3 genes. Neste esquema, seriam eliminadas na
selecao pelo marcador somente 5 familias com dorméncia, por nao ter
oportunidade de serem avaliadas fenotipicamente, gerando uma taxa de erro
muito baixa. Este processo reduz para apenas um terco a avaliagao fenotipica

de familias e possibilita a eliminagao de 100% das familias suscetiveis.
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O marcador Xbarc170 pode ser utilizado, entdo, como uma ferramenta
de selegdo negativa. Pode-se utilizar o marcador para eliminar as plantas
suscetiveis (com 95,3% de eficiéncia de selegéo), e avaliar fenotipicamente as
que apresentam o gendtipo de Frontana neste marcador. Esta estratégia
devera ser utilizada, até que sejam identificados os marcadores para os outros
genes.

A populacdo de mapeamento avaliada apresentou uma distorgdo de
segregacao no loco do marcador Xbarc170. Em uma populagéo F,, espera-se
obter uma proporcao de 1:2:1 de gendtipos Homozigoto
Dominante:Heterozigoto:Homozigoto Recessivo. Na populagao utilizada, foram
observadas 80:89:89 plantas para estes trés gendtipos (x°=25,43 P=0,0002%).

Distor¢gdo de segregacéo tem sido verificada em outros trabalhos. Silva
et al. (2007) relataram distorcdo de segregacdo para marcadores
microssatélites ligados a QTLs de resisténcia da soja ao nematide de cisto da
soja. O mesmo também ja havia sido verificado por Webb et al. (1995) e Wang
et al. (2004) também para marcadores microssatélites ligados a resisténcia ao
nematoide de cisto da soja. Kopisch-Obuch e Diers (2006) relataram algumas
causas para esta distorgcdo de segregacdo, como a selegdo gamética, aborto
de sementes durante o desenvolvimento, e sele¢cdo durante a emergéncia da
semente e do desenvolvimento da planta.

Considerando que o gene de tolerancia ligado ao marcador Xbarc170
apresente a mesma distorgdo de segregacao, e que a segregacao observada
foi de 1:1:1 de gendtipos Homozigoto Dominante:Heterozigoto:Homozigoto
Recessivo (?=0,6279 P=73,05%), as propor¢des esperadas, para o estudo de
heranga, apresentadas no anexo 1, devem ser divididas por 2 para todos os
genotipos heterozigotos para o gene A (considerando que o gene A € o gene
ligado ao marcador Xbarc170). Neste caso, as propor¢des esperadas para a
hipétese de heranga de trés genes, sendo dois genes dominantes de agao
duplicada, e um gene recessivo epistatico, sdo 7R:41S, se considerarmos que
as familias derivadas de aaBbCc apresentem pelo menos uma planta
suscetivel.

Mesmo considerando esta distorcdo de segregagao, a populagao
derivada do cruzamento Frontana x Ocepar 18 ainda segrega conforme

esperado para trés genes, considerando a hipétese de dois genes dominantes
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de acdo duplicada, e um gene recessivo epistatico (x*=0,9845 P=32,11%).
Para a populacdo derivada do cruzamento entre Frontana X CD 105,
considerando que ao avaliar 10 plantas por familia, metade das familias F»:3
derivadas de plantas F, com gendétipo aaBbCc ndo apresente nenhuma espiga
com nota maior do que 1, e metade apresente pelo menos uma espiga
suscetivel (proporgéo esperada de 9:39), a mesma hipotese também é aceita
(x?=0,2441, P=62,12%). Assim, mesmo com a distorcdo de segregacéo
observada neste loco, o estudo de heranga continua a indicar a heranga de trés
genes, sendo dois dominantes de agao duplicada e um recessivo epistatico aos
dois primeiros.

Esta importante identificagdo do marcador Xbarc170, associado a um
gene recessivo para a dorméncia, podera trazer grande esperanga para o
melhoramento genético incrementar a tolerancia a germinagao na pre-colheita
e se transformar em uma potente ferramenta para uso de marcador genético na
eliminacdo de plantas com problemas de germinagcdo. Estes resultados
representam uma grande contribuigdo, por propiciar os avangos de incremento
de tolerancia, por formar fortes barreiras contra a germinagao na espiga antes
da colheita e garantir a manutengdo da qualidade industrial. O sucesso da
cultura podera ser alcancado em curto espagco de tempo, reduzindo,
principalmente, a necessidade de importar grandes quantidades de trigo e
possibilitando maior seguranga na produgao e na obtengcdo de um produto de
maior valor comercial. Este mecanismo podera contribuir com a seguranga
necessaria para aumento de area e incremento na média de produtividade, nas
regides com problemas de germinag&o na espiga.

Esta consisténcia de resultados, na identificacdo de marcador para
dorméncia, formou forte argumento para continuar as investiga¢gées de outros
marcadores, que poderiam estar ligados aos outros dois genes dominantes,
mas com efeitos duplicados, que poderdo auxiliar os programas de
melhoramento genéticos para obtencdo de tolerédncia a germinagdo na pré-

colheita.
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4 CONCLUSAO

As avaliagbes das populagdes segregantes, das cruzas de Frontana
com OCEPAR 18 e com CD 105, revelaram a existéncia de um gene recessivo
e dois genes dominantes envolvidos no controle de dorméncia na pré-colheita
em trigo. Os dois dominantes possuem efeito duplicado, e o recessivo é
epistatico aos dominantes.

Foi identificada a associacdo do marcador Xbarc170, localizado no
cromossomo 4A, com 0 gene recessivo.

O marcador molecular Xbarc170 podera ser utilizado em um programa
de melhoramento para eliminar as plantas suscetiveis e aumentar a
probabilidade de obtenc¢do da tolerancia a germinagao na pré-colheita em trigo.

Novos estudos deverao ser programados para identificar os outros dois
genes dominantes envolvidos com tolerancia a germinagao na pré-colheita em

trigo.
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ANEXO 1

Proporgdes esperadas de familias F2:3 homozigotas resistentes :
homozigotas suscetiveis/heterozigotas. As proporcbes foram obtidas,
esperando-se que se uma planta F2 é heterozigota, produzira uma
descendéncia com pelo menos uma planta suscetivel, e neste caso esta
classificada como S. Apenas plantas F2 que produzam descendéncia 100%
resistentes sao classificadas com R.

Hipoteses para segregacao de um gene

Gendtipo F2 Freq. Fendtipo em familias F3
1 2

AA 1 R S

Aa S S

aa 1 S R

Segregagao 1R:3S 1R:3S

Hipdteses:

1 — Um gene dominante
2 — Um gene recessivo

Hipoteses para segregacao de dois genes

Genotipo F2  Freq. Fenotipo em familias F3

1 2 3 4 5 6
AABB 1 R R S R S S
AABb 2 S R S R S S
AAbb 1 S R R R S R
AaBB 2 S R S S S S
AaBb 4 S S S S S S
Aabb 2 S S S R S R
aaBB 1 S R S S S R
aaBb 2 S S S S S R
aabb 1 S S S R R R
Segregacgao 1R:15S 7R:9S 1R:16S 7R:9S 1R:15S 7R:9S
Hipdteses:

1 — Dois genes dominantes epistaticos

2 — Dois genes dominantes duplicados

3 — Um gene dominante e um gene recessivo epistaticos
4 — Um gene dominante e um recessivo nao epistaticos
5 — Dois genes recessivos epistaticos

6 — Dois genes recessivos duplicados
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Hipdteses para segregacao de trés genes:

Genotipo  Freq. Fendtipo em familias F3

F2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
AABBCC 1 R R R S S R S S R S S S
AABBCc 2 S R R S S R S S R S S S
AABBcc 1 S R R R R R S R R S S R
AABbCC 2 S R R S S R S S R S S S
AABbCc 4 S R S S S R S S R S S S
AABbcc 2 S R S S R R S R R S S R
AAbbCC 1 S R R S S R S R R S S R
AAbbCc 2 S R S S S R S R R S S R
AAbbcc 1 S R S S R R R R R S S R
AaBBCC 2 S R S S S R S S S S S S
AaBBCc 4 S R S S S R S S S S S S
AaBBcc 2 S R S S R R S S R S S R
AaBbCC 4 S R S S S S S S S S S S
AaBbCc 8 S S S S S S S S S S S S
AaBbcc 4 S S S S S R S S R S S R
AabbCC 2 S R S S S S S S R S S R
AabbCc 4 S S S S S S S S R S S R
Aabbcc 2 S S S S S R S S R S S R
aaBBCC 1 S R S S S R S S S S S R
aaBBCc 2 S R S S S R S S S S S R
aaBBcc 1 S R S S R R S S R S R R
aaBbCC 2 S R S S S S S S S S S R
aaBbCc 4 S S S S S S S S S S S R
aaBbcc 2 S S S S S R S S R S R R
aabbCC 1 S R S S S S S S R S R R
aabbCc 2 S S S S S S S S R S R R
aabbcc 1 S S S S S R S S R S R R
Segregacgao 1R: 37R: 7R: 1R: 7R: 37R: 1R: 7R: 37R: 1R: 7R: 37R:

63S 27S 57S 63S 57S 27S 63S 57S 27S 63S 57S 27S

Hipdteses:

1 — Trés genes dominantes epistaticos

2 — Trés genes dominantes de efeito duplicado

3 — Dois genes dominantes duplicados e um dominante epistatico

4 — Dois genes dominantes e um recessivo, epistaticos

5 — Dois genes dominantes duplicados e um gene recessivo epistatico
6 — Dois genes dominantes e um recessivo, nao epistaticos

7 — Um gene dominante e dois genes recessivos epistaticos

8 — Um gene dominante epistatico e dois genes recessivos duplicados
9 — Um gene dominante e dois genes recessivos, ndo epistaticos

10 — Trés genes recessivos epistaticos

11 — Dois genes recessivos duplicados e um gene recessivo epistatico
12 — Trés genes recessivos de efeito duplicado.
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ANEXO 2

Tabela 1A- Médias de notas de germinagao na estufa em casa de vegetagéo
e laboratério de analise de semente (Lab.), das populacbes da
cruza de Frontana(Fron) com OCEPAR 18(OC18), 2006.

Sulco Estufa Sulco Estufa Sulco Estufa Sulco Estufa Sulco Estufa
1 1.7 59 3.9 127 15 186 3.3 252 1.5
2 3.3 60 1.4 128 1.1 189 2.6 253 1.0
3 1.1 61 3.4 129 2.0 190 2.2 254 2.0
5 14 62 2.5 132 2.4 191 14 255 1.1
6 1.7 63 1.7 133 1.3 193 3.0 256 1.1
7 1.1 64 1.0 134 2.8 194 1.6 257 1.6
8 1.5 65 5.9 135 1.0 195 2.4 258 2.2
9 1.3 67 3.7 136 4.0 196 1.6 259 1.4
10 1.7 68 2.7 137 2.0 197 1.0 260 1.1
11 1.0 69 2.3 138 2.9 198 1.0 261 1.6
12 1.0 70 1.0 139 1.3 199 14 262 1.0
14 1.8 71 1.2 140 1.0 200 1.8 263 1.6
15 1.7 72 1.2 142 1.2 201 1.2 264 1.1
16 2.1 73 1.1 143 1.6 202 1.0 265 1.5
17 1.2 74 2.1 144 1.3 203 14 266 1.1
18 1.8 75 1.1 145 1.7 204 1.1 267 1.3
19 1.6 76 2.1 146 1.9 205 14 269 1.3
20 1.5 78 14 147 15 208 1.0 271 1.6
21 2.1 79 2.7 148 1.9 209 14 272 1.6
22 1.2 80 1.1 149 14 210 1.1 273 1.9
23 1.2 81 1.4 150 1.0 215 2.8 274 1.9
24 1.0 82 2.1 151 3.0 216 1.3 275 2.5
25 1.2 83 14 152 2.0 217 1.2 276 1.9
26 1.7 84 1.0 153 1.0 218 1.0 277 1.2
27 1.6 87 2.1 154 1.1 219 1.0 278 2.2
29 14 88 4.6 155 1.3 220 1.0 279 2.1
30 5.1 89 1.5 156 2.0 221 2.0 280 14
31 1.0 90 2.4 157 2.4 222 1.2 282 1.8
33 1.2 91 1.7 158 15 223 1.1 283 2.4
34 3.5 92 2.0 160 1.1 224 1.2 284 1.1
35 2.5 93 1.1 161 1.1 226 1.5 285 1.8
36 1.0 94 1.5 162 2.8 228 1.2 286 1.7
37 1.8 95 1.2 163 2.6 229 1.8 290 1.9
38 1.1 96 1.2 164 1.2 230 1.0 291 1.9
39 3.4 98 1.6 165 2.8 231 1.9 292 1.7
40 1.0 101 1.0 166 1.8 232 1.0 293 1.1
41 2.0 102 1.0 167 4.6 233 1.3 294 1.2
42 1.3 103 1.4 168 2.1 234 1.1 Fron 1.0
43 1.8 105 1.1 170 1.0 235 1.1 0C18 4.6
44 1.1 106 1.0 171 1.5 236 1.2 297 1.3
45 1.7 110 1.1 172 15 238 1.3 299 2.6
46 2.3 112 1.4 173 2.4 239 1.9 302 1.7
47 3.2 113 1.6 174 1.1 240 14 303 1.9
48 14 114 1.6 175 2.1 241 29 304 1.3
49 1.3 115 1.0 176 6.4 242 1.1 305 1.3
50 3.2 116 1.3 177 1.0 243 1.1 311 1.0
51 2.2 117 14 178 1.7 244 1.3 313 1.1
52 2.4 118 1.6 179 1.9 245 1.0 314 1.1
53 1.9 120 1.8 180 3.7 246 1.5 319 1.1
54 1.2 121 1.1 181 5.2 248 1.1 320 1.6
55 3.9 123 1.1 182 1.7 249 2.6 321 1.2
57 3.6 125 2.3 183 15 250 1.8 322 1.8
58 1.1 126 1.7 184 1.2 251 1.0 323 1.3

104



ANEXO 3

Tabela 2A - Médias de notas de germinagéo na estufa em casa de vegeta-
cao, das populagdes da cruza de Frontana(Fron) com CD 105,

2006.

Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota Sulco Nota
1 1.0 55 2.0 105 1.7 155 1.0 214 4.3 269 2.8
2 1.9 56 2.1 106 4.0 156 1.0 215 1.7 270 1.0
3 14 57 1.0 107 2.7 157 29 217 2.5 271 1.9
4 1.3 58 1.0 108 3.0 158 1.1 218 1.2 272 1.3
7 3.9 59 1.0 109 1.2 159 1.0 221 1.3 273 3.1
9 1.1 60 1.1 110 3.7 160 1.3 222 1.6 274 2.8
10 1.4 61 1.5 111 14 161 1.6 223 1.2 275 1.6
11 2.4 62 2.3 112 1.7 162 1.3 224 2.0 276 2.0
12 3.8 63 1.0 113 1.1 163 1.3 225 1.1 277 1.3
13 1.9 64 3.2 114 1.8 164 1.0 226 1.6 278 2.3
14 2.0 65 1.7 115 1.5 166 1.0 227 2.0 279 1.0
15 41 66 1.5 116 1.8 167 1.1 228 14 280 14
16 1.3 67 3.0 117 1.0 168 1.0 229 2.0 281 2.2
17 2.2 68 1.5 118 2.0 169 1.4 230 3.1 282 1.0
18 1.6 69 1.0 119 1.5 170 15 231 2.2 283 1.0
19 2.2 70 1.1 120 34 171 1.0 232 41 284 1.3
20 1.7 71 1.0 121 2.1 172 3.5 233 1.3 285 1.1
21 1.7 72 2.6 122 1.1 173 2.2 234 1.4 286 1.0
23 2.8 73 1.9 123 1.0 174 2.3 235 2.4 287 1.6
24 2.7 74 1.4 124 4.0 175 1.3 236 4.5 288 1.2
25 1.0 75 1.0 125 1.9 176 1.0 237 2.9 290 1.0
26 15 76 2.3 126 2.3 177 1.1 238 1.8 291 1.1
27 1.8 77 1.0 127 1.0 178 2.2 239 2.6 292 1.3
28 2.6 78 1.0 128 1.6 179 1.6 240 1.6 293 1.2
29 2.1 79 1.0 129 1.2 180 1.1 241 1.9 294 1.2
30 2.0 80 1.3 130 1.0 181 1.3 242 1.4 295 1.0
31 4.3 81 1.0 131 1.2 182 1.0 243 1.6 296 1.2
32 2.2 82 2.5 132 1.0 183 2.2 244 2.0 297 1.1
33 1.2 83 1.6 133 2.3 184 1.0 245 1.1 298 1.1
34 1.4 84 1.5 134 3.1 185 2.5 246 1.2 299 1.0
35 1.1 85 3.2 135 3.3 187 4.6 247 2.1 301 14
36 2.4 86 1.2 136 1.1 188 1.5 248 2.5 302 1.5
37 1.2 87 1.4 137 1.0 189 1.7 249 1.3 303 1.0
38 2.4 88 1.0 138 1.0 190 1.0 250 2.8 304 1.5
39 14 89 1.5 139 3.8 191 2.1 251 2.7 305 1.3
40 4.7 90 4.3 140 2.1 192 1.1 252 1.5 306 1.9
41 2.6 91 1.2 141 1.5 193 1.2 253 41 307 2.4
42 2.2 92 1.1 142 1.2 194 14 254 2.9 316 2.1
43 2.0 93 1.0 143 2.6 195 2.6 255 1.1 317 1.2
44 1.1 94 1.0 144 1.1 196 1.0 256 1.9 321 1.8
45 1.8 95 1.6 145 1.2 197 1.0 257 1.6 323 1.0
46 1.3 96 1.8 146 1.2 198 2.6 258 1.1 324 1.8
47 1.0 97 5.0 147 14 199 1.2 Fron 1.1 327 3.9
48 1.2 98 2.4 148 1.0 201 1.3 260 1.4 328 1.2
49 1.3 99 1.6 149 1.2 204 3.1 261 1.9 329 1.2
50 1.0 100 1.6 150 2.5 206 1.6 262 3.9 330 3.0
51 1.3 101 2.2 151 1.0 210 2.2 CD105 3.9 332 1.2
52 2.3 102 1.0 152 14 211 1.4 266 2.4
53 1.4 103 1.2 153 1.3 212 1.1 267 1.5
54 1.1 104 1.1 154 1.0 213 1.6 268 1.4
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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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