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APRESENTAÇÃO

A coleção “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar” volumes 1 e 
2 traz o necessário e urgente debate sobre a questão ambiental, apresentam importantes 
reflexões sobre desenvolvimento sustentável, e a temática do Meio Ambiente e sua faceta 
multidisciplinar.

O volume 1 aborda com riqueza as questões ambientais e científicas que impactam 
na preservação do meio, a influência dos produtos nativos na sociedade e sua utilização 
em ações que promovam a cíclica renovação deste mesmo meio.

Os 17 artigos perpassam por temas que se harmonizam e geram conhecimento 
fundamental à sociedade tanto a nível de promoção do progresso como a própria ação do 
ser humano como agente transformador desse meio.

Tendo como alvo pesquisadores e discentes, mas também como uma agradável 
referência para o leitor que busca conhecimento sobre este importante tema, a obra 
perpassa por áreas como desenvolvimento econômico, cadeia produtiva, utilização de 
óleos essenciais, geotecnologias e a promoção de políticas públicas.

Desta maneira, a obra “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar 
- Volume 1”, traz à tona as experiências e estudos desenvolvidos pelos autores, sejam
professores, acadêmicos ou pesquisadores, de maneira fluente e precisa.

A obra “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar - Volume 2” é uma 
prazerosa leitura, seja com objetivo específico para consulta bibliográfica em um dos temas 
abordados, seja com objetivo de busca de conhecimento em diversas áreas, construindo 
conhecimento multidisciplinar através dos diversos enfoques apresentados pelos artigos 
deste volume.

Em 18 artigos apresentados nesse volume 2, apresenta-se a temática da Educação 
Ambiental como ponto focal, bem como temas que remetem à revisão da legislação 
ambiental, à caracterização do ambiente regional, identificação de bactérias presentes no 
meio ambiente brasileiro para a produção de vinho até a construção de ilhas flutuantes 
utilizando material reciclável. 

Um leque de áreas, ações e projetos que contribuem sobremaneira para com o 
estudo sério e complexo que o tema exige, abordando a contribuição dos mais diversos 
eixos científicos na construção do saber.

A Atena Editora, como meio de promoção do conhecimento científico, tem em sua 
plataforma o comprometimento com a divulgação dos trabalhos seriamente desenvolvidos 
por professores e pesquisadores.

O compromisso com a veracidade científica, a difusão do conhecimento e a 
consolidação de projetos promotores da interdisciplinaridade no estudo do Meio Ambiente, 
com enfoque também no social são a marca desse e-book, evidenciando a Atena Editora 



como plataforma consolidada para exposição e divulgação de ciência no Brasil.
A todos, uma ótima leitura!

Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco
Mauricio Zadra Pacheco



SUMÁRIO

SUMÁRIO

CAPÍTULO 1 .................................................................................................................1
ESTUDO DA SAÚDE E DOS RISCOS AMBIENTAIS DAS MARISQUEIRAS DE SÃO 
FRANCISCO DO CONDE - BA

Lin Kan
Rita Maria Weste Nano
Wagna Piler Carvalho dos Santos
DOI 10.22533/at.ed.4282110051

CAPÍTULO 2 ...............................................................................................................24
QUALIDADE AMBIENTAL X AÇÕES ANTRÓPICAS: ESTUDO DE CASO EM UM 
FRAGMENTO DE MATA ATLÂNTICA, JARAGUÁ DO SUL, SC

Mário Cesar Sedrez
Anderson José Antonietti 
Miriam Hennig
Patrícia de Assis
Thomas Saalfeld Silva
DOI 10.22533/at.ed.4282110052

CAPÍTULO 3 ...............................................................................................................33
MEDIDAS MITIGATÓRIAS PARA A RECUPERAÇÃO DE UM CÓRREGO E MATA CILIAR, 
EM JARAGUÁ DO SUL, SANTA CATARINA, BRASIL

Anderson José Antonietti
Mário Cesar Sedrez
Miriam Hennig
Thomas Saalfeld Silva
Patrícia de Assis
DOI 10.22533/at.ed.4282110053

CAPÍTULO 4 ...............................................................................................................44
CARACTERIZAÇÃO DA BIOMASSA PROVENIENTE DA PALHA DO MILHO Zea mays 
PARA ANÁLISE DA VIABILIDADE DE PRODUÇÃO DE BRIQUETE

Isaac Anderson Alves de Moura
Joelda Dantas
Nyara Aschoff Cavalcanti Figueirêdo 
Rogério Moura Maia
Daguimar Ferreira de Sousa
Ingrid Lélis Ricarte Cavalcanti
Riuzuani Michelle Bezerra Pedrosa Lopes
DOI 10.22533/at.ed.4282110054

CAPÍTULO 5 ...............................................................................................................54
CINÉTICA DE DECAIMENTO DE PATÓGENOS ENTÉRICOS EM FARINHA DE CARNE E 
OSSO SOB CONDIÇÕES SUBTROPICAIS DE TEMPERATURA

Fabiane Toniazzo
Martha Mayumi Higarashi
Nivia Rosana Weber Peter



SUMÁRIO

Daniel Celestino Fornari Bocchese 
Helton Araujo Couto Carneiro 
Denilson Lorenzatto
Marinara da Silva Machado 
Deivid Roque de Moraes
Tainá Seidel Durante
Aline Viancelli
William Michelon
DOI 10.22533/at.ed.4282110055

CAPÍTULO 6 ...............................................................................................................63
IDENTIFICAÇÃO DE GENES DE RESISTÊNCIA À FERRUGEM-DA-FOLHA EM TRIGO 
COMO ESTRATÉGIA PARA SEGURANÇA ALIMENTAR E AMBIENTAL

Sabrina Fátima Dreyer
Fátima Husein Abdalla
Sandra Patussi Brammer 
Cássia Canzi Ceccon
DOI 10.22533/at.ed.4282110056

CAPÍTULO 7 ...............................................................................................................75
INFLUÊNCIA DA UTILIZAÇÃO DAS CINZAS DE CARVÃO EM MISTURAS ASFÁLTICAS 
DENSAS

Estéfani Clara
Breno Salgado Barra
DOI 10.22533/at.ed.4282110057

CAPÍTULO 8 ...............................................................................................................95
COCOS NUCIFERA L. A REVIEW OF THEIR BIOMASS IN BRAZIL

Lucas dos Santos Azevedo 
Simone Ramires
Samuel Vinícios Bonato
Diego Marisco Perez
Beatriz Ferreira Webber
DOI 10.22533/at.ed.4282110058

CAPÍTULO 9 ............................................................................................................. 114
ESTUDO DO PROCESSO DE COMPOSTAGEM EM BALDES COM O USO DE 
DIFERENTES TIPOS DE INOCULANTES

Ester Pereira de Souza
Lucélia Souza Barbosa
Janaina Anacleto Nunes 
Juliano da Cunha Gomes
DOI 10.22533/at.ed.4282110059

CAPÍTULO 10 ...........................................................................................................123
REMOÇÃO DE PARACETAMOL UTILIZANDO RESÍDUOS DA CASCA DE ARROZ COMO 
BIOSSORVENTE

Renata Farias Oliveira



SUMÁRIO

Lucas Winter
Nádia Teresinha Schröder
DOI 10.22533/at.ed.42821100510

CAPÍTULO 11 ...........................................................................................................136
DESENVOLVIMENTO DE PRODUTO REPELENTE NATURAL CONTENDO O ÓLEO 
ESSENCIAL DE ALECRIM (Rosmarinus officinalis L.)

Juliane Tormena Bresciani 
Ariana Ferrari
Daniele Fernanda Felipe
DOI 10.22533/at.ed.42821100511

CAPÍTULO 12 ...........................................................................................................145
ÓLEOS ESSENCIAIS, UMA ALTERNATIVA AO USO DOS INSETICIDAS NA 
AGRICULTURA: BREVE REVISÃO

Glaucilane dos Santos Cruz
Ismaela Maria Ferreira de Melo 
Carolina Arruda Guedes
Valéria Wanderley Teixeira
Álvaro Aguiar Coelho Teixeira
Maria Clara da Nobrega Ferreira 
Kamilla de Andrade Dutra
Daniela Maria do Amaral Ferraz Navarro 
Camila Santos Teixeira
Jose Vargas de Oliveira
Catiane Oliveira Souza
DOI 10.22533/at.ed.42821100512

CAPÍTULO 13 ...........................................................................................................154
EFEITOS SUBLETAIS DOS ÓLEOS ESSENCIAIS E DE SEUS COMPOSTOS NA 
NUTRIÇÃO E REPRODUÇÃO EM INSETOS

Glaucilane dos Santos Cruz
Valeria Wanderley Teixeira
Álvaro Aguiar Coelho Teixeira
José Vargas de Oliveira
Ismaela Maria Ferreira de Melo
Maria Clara da Nobrega Ferreira 
Carolina Arruda Guedes
Kamilla de Andrade Dutra
Daniela Maria do Amaral Ferraz Navarro 
Catiane Oliveira Souza
DOI 10.22533/at.ed.42821100513

CAPÍTULO 14 ...........................................................................................................164
CONSEQUÊNCIAS DO USO EXCESSIVO DE DEFENSIVOS AGRÍCOLAS EM ABELHAS: 
UMA DAS PROVÁVEIS CAUSAS DO CCD

Catiane Oliveira Souza
Valeria Wanderley Teixeira



SUMÁRIO

Álvaro Aguiar Coelho Teixeira 
Glaucilane dos Santos Cruz 
Carolina Arruda Guedes
Júlio Cézar dos Santos Nascimento 
Camila Santos Teixeira
DOI 10.22533/at.ed.42821100514

CAPÍTULO 15 ...........................................................................................................172
ESPACIALIZAÇÃO DAS SUBCLASSES DE CAPACIDADE DE USO DAS TERRAS DE UMA 
MICROBACIA ATRAVÉS DE GEOPROCESSAMENTO, VISANDO A CONSERVAÇÃO 
DOS RECURSOS NATURAIS

Sérgio Campos
Fábio Villar da Silva
Marcelo Campos
DOI 10.22533/at.ed.42821100515

CAPÍTULO 16 ...........................................................................................................182
FRAGILIDADE AMBIENTAL DO RIBEIRÃO ÁGUA DA LÚCIA – BOTUCATU (SP), 
VISANDO O DESENVOLVIMENTO SUSTENTÁVEL

Sérgio Campos
Felipe de Souza Nogueira Tagliarini 
Marcelo Campos
DOI 10.22533/at.ed.42821100516

CAPÍTULO 17 ...........................................................................................................194
MAPEAMENTO DE VOÇOROCAS NO CINTURÃO VERDE DE ILHA SOLTEIRA (SP)

Adriano Souza
Artur Pantoja Marques
Amandio José Cabral D’Almeida Júnior
DOI 10.22533/at.ed.42821100517

SOBRE OS ORGANIZADORES .............................................................................207

ÍNDICE REMISSIVO .................................................................................................208



 
Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar Capítulo 6 63

Data de aceite: 03/05/2021

IDENTIFICAÇÃO DE GENES DE RESISTÊNCIA 
À FERRUGEM-DA-FOLHA EM TRIGO COMO 

ESTRATÉGIA PARA SEGURANÇA ALIMENTAR E 
AMBIENTAL

CAPÍTULO 6
DOI 10.22533/at.ed.00000000000

Sabrina Fátima Dreyer
Biomédica. Universidade Luterana do Brasil

Campus Carazinho
http://lattes.cnpq.br/6442506722992158

Fátima Husein Abdalla
Biomédica. Universidade Luterana do Brasil

Campus Carazinho
http://lattes.cnpq.br/7953691285006874

Sandra Patussi Brammer
Bióloga, Pesquisadora. Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária – Embrapa Trigo
Passo Fundo – RS

http://lattes.cnpq.br/0831352052358625

Cássia Canzi Ceccon
Bióloga, bolsista DTI/CNPq. Empresa Brasileira 

de Pesquisa Agropecuária – Embrapa Trigo
Passo Fundo – RS

http://lattes.cnpq.br/3095134137550295

RESUMO: O trigo, Triticum aestivum L., se destaca 
pela importância como produto do consumo 
humano e animal, porém, têm sua produção 
afetada por mudanças climáticas e ocorrência de 
doenças, dentre estas, se destaca a ferrugem-
da-folha, causada pelo fungo Puccinia triticina 
Eriks, o qual acaba por reduzir a produtividade 
e afetar a segurança alimentar desta cultura. 
Para aumento da resistência na planta, destaca-
se a translocação recíproca 1BL.1RS, provinda 
de Secale cereale, e as translocações 7DL.7Ae, 

3DL.3Ae, provindas de Thinopyron ponticum. 
O objetivo do estudo foi verificar a resistência 
genética à ferrugem-da-folha em cinco cultivares 
de trigo para prospecção de fontes genéticas 
seguras do ponto de vista alimentar e ambiental. 
Para isto se utilizou técnicas de Hibridização 
Genômica In Situ (GISH) e de marcadores 
moleculares de DNA, relacionando-as com as 
avaliações fitopatológicas e a efetividade da 
mistura de cinco raças de P. triticina. Por meio 
da GISH, verificou-se a translocação 1BL.1RS 
na cultivar BRS 296 e pelo marcador molecular 
011B3/011B5-Lr26 a identificação do gene 
Lr26, também para essa cultivar, que conferiu 
resistência à P. triticina, confirmada pela análise 
fitopatológica com severidade de 10%. Dessa 
forma, foi possível a identificação da resistência 
à ferrugem-da-folha do trigo destacando que a 
seleção de cultivares com resistência genética 
ao patógeno causador da ferrugem-da-folha, 
permitirá diminuição do emprego de fungicidas e, 
como consequência, alimentos mais saudáveis e 
seguros ambientalmente.
PALAVRAS-CHAVE: Marcadores moleculares, 
PCR, translocações cromossômicas, Puccinia 
triticina, Triticum aestivum

IDENTIFICATION OF LEAF RUST 
RESISTANCE GENES IN WHEAT 
AS A STRATEGY FOR FOOD AND 

ENVIRONMENTAL SECURITY
ABSTRACT: Wheat, Triticum aestivum L., stands 
out for its importance as a product of human and 
animal consumption, however, its production is 
affected by climatic changes and the occurrence 
of diseases, including leaf rust, caused by the 
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fungus Puccinia triticina Eriks, which reduce the productivity and affect the food security of this 
crop. The different translocations are known between the cereals, standing out the reciprocal 
1BL.1RS, coming from the Secale cereale, and the translocations 7DL.7Ae, 3DL.3Ae, coming 
from the Thinopyron ponticum. The objective of the study was to verify the genetic resistance 
to leaf rust in five wheat cultivars for prospecting of food and environmental safe genetic 
sources. Genomic In Situ Hybridization (GISH) and DNA molecular markers techniques were 
used, relating them to phytopatological evaluations and the effectiveness of the mixture of five 
P. triticina races. Through GISH, translocation has been verify in the 1BL.1RS on the cultivar 
BRS 296 and the molecular marker 011B3 / 011B5-Lr26 identified the Lr26 gene, also for this 
cultivar, which conferred resistance to P. triticina, confirmed by phytopatological analysis with 
10% of severity. In our study it was possible to identify resistance to wheat leaf rust, in this 
way, the selection of cultivars with genetic resistance to the leaf, rust pathogen will reduce the 
use of fungicides and, as a result, healthier and more environmentally safe foods.
KEYWORDS: Molecular markers, PCR, chromosomal translocations, Puccinia triticina, 
Triticum aestivum.

1 |  INTRODUÇÃO
O trigo cultivado, Triticum aestivum L., é de extrema importância tanto no setor 

alimentício como no econômico, além de ser a terceira cultura dos cereais de maior 
produção no mundo, ficando atrás do arroz e milho. O grão é usado principalmente para 
consumo humano, pois possui carboidratos (60-80%), gorduras, vitaminas B e E, minerais e 
proteínas. Esta espécie é responsável por suprir 20% das calorias ingeridas pela população 
mundial, e também no desenvolvimento de produtos não alimentícios e na alimentação 
animal (BARBIERI; STUMPF, 2008). 

A produção tritícola no Brasil/safra 2020 foi de 6,4 milhões de toneladas (IBGE, 
2020), sendo que o consumo brasileiro estimado ultrapassa a marca de 12 milhões de 
toneladas (CONAB, 2020), evidenciando que a demanda é maior que a produção interna, 
tornando a importação necessária (FINGER et al., 2017). 

Fatores ambientais e a incidência de doenças, como é o caso da ferrugem-da-folha, 
causada pelo fungo Puccinia triticina Eriks, afetam com frequência, a produtividade e a 
qualidade do produto final do trigo. O fungo é altamente destrutivo, atacando principalmente 
as folhas e, por ser biotrófico, os nutrientes são retirados nas células vivas do hospedeiro 
(FINGER et al., 2017). Além do impacto econômico, o controle químico da ferrugem-da-
folha do trigo causa também um impacto à biodiversidade, à saúde humana e animal a ao 
ambiente, uma vez que, a cultura do trigo tem importância estratégica para o Brasil, por 
constituir um dos principais produtos do agronegócio nacional. 

A ferrugem-da-folha do trigo é limitante do aumento sustentável da produção de trigo, 
representando assim, uma ameaça real à segurança alimentar, restringindo à estabilidade 
da produção global do grão. O manejo da doença é essencial para o aumento e estabilidade 
da produção mundial, sendo o desenvolvimento e adoção de cultivares resistentes o método 
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mais eficaz e sustentável, contribuindo na redução do uso de fungicidas e superando os 
riscos ambientais e à saúde humana, um componente essencial dos sistemas modernos de 
produção sustentáveis (SAVADIA et al., 2018). 

O melhoramento genético tem como uma das suas metas a incorporação de 
resistência genética nas cultivares, possibilitando minimizar as perdas de produção, 
decorrentes de doenças fúngicas, como é o caso da ferrugem-da-folha em trigo (MUTARI 
et al., 2017). As relações citotaxonômicas e a descoberta da imensa variabilidade dentro 
do gênero Triticum e da tribo Triticinae, aliada a possibilidade de introgressões gênicas 
visando à resistência aos estresses bióticos e abióticos, devem ser acompanhadas por 
métodos cada vez mais eficientes. Isso porque ao ocorrer das hibridações, muitas vezes 
pode haver translocações recíprocas entre os cromossomos dos genitores, o que pode 
tornar-se benéfica na incorporação de genes agronomicamente importantes (MORAES-
FERNANDES et al., 2000).

Entre as translocações mais comuns, se destaca a 1BL.1RS, um rearranjo natural 
envolvendo o braço longo (L) do cromossomo 1 do trigo (genoma BB) com o braço curto 
(S) do cromossomo 1 do centeio (genoma RR) (CASASSOLA; BRAMMER, 2011). Apesar 
dessa translocação ser proveniente de um número pequeno de cultivares de centeio, vários 
genes de resistência foram mapeados do 1RS, como o gene Lr26 (IQBAL; RAYBURN, 
1995), tendo relatos que a transferência de material genômico é verificada com efeitos 
positivos na estabilidade e poder de adaptação da planta, além do aumento no rendimento 
de grãos e resistência a doenças e estresses bióticos (CASASSOLA; BRAMMER, 2011). 
Translocações entre Thinopyrum ponticum (=Agropyron elongatum) e T. aestivum também 
são recorrentes.  

As hibridizações transferem genes de resistência a diversas doenças, inclusive à 
ferrugem-da-folha (LI; WANG, 2009). O gene Lr19 foi pioneiro na hibridização entre essas 
espécies, caracterizado como 7DL.7Ae, localizado no braço longo do cromossomo 7 de 
Th. ponticum, transferido para o braço 7DL do cromossomo do trigo. Há ainda algumas 
cultivares de trigo com o gene Lr24, presente na translocação 3DL.3Ae, na qual confere 
resistência para raças de P. triticina detectados em alguns continentes, inclusive na América 
do Sul.

Dentre as estratégias para identificar os genes de resistência, além das avaliações 
fitopatológicas tradicionais, tem-se a Hibridização Genômica In Situ – GISH, método eficaz 
para discernir cromossomos de diferentes genomas parentais (BRAMMER et al., 2013). 
Outra excelente ferramenta são os marcadores moleculares de DNA, devido à identificação 
de qualquer variante alélica. A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), associada aos 
marcadores microssatélites, vem sendo usada rotineiramente para a identificação de genes 
relacionados à resistência a doenças, aumentando a eficiência de seleção de genótipos 
de interesse (DA SILVA et al., 2008). Tais marcadores são altamente informativos e de 
grande potencialidade em estudos de similaridade/diversidade genética, principalmente 
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pelo elevado polimorfismo gerado (VIEIRA et al., 2016). Inúmeros são os marcadores PCR 
específicos para identificação de genes que conferem resistência à ferrugem-da-folha, 
destacando-se o Lr19 (SHARMA; KNOTT, 1966), Lr24 (SCHACHERMAYER et al., 1995) e 
Lr26 (CASASSOLA; BRAMMER, 2011). 

Nesse contexto, a pesquisa teve como objetivo verificar a resistência à ferrugem-da-
folha em cultivares de trigo, através de análises fitopatológicas e cito-moleculares. 

2 |  MATERIAL E MÉTODOS
O trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Biotecnologia e de Ferrugens 

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (Embrapa Trigo), da cidade de Passo 
Fundo, RS. A pesquisa experimental se baseou na verificação da resistência genética 
de cinco cultivares de trigo frente ao fungo P. triticina, causador da ferrugem-da-folha, 
através de análises fitopatológicas, e identificação, por meio de técnicas cito-moleculares, 
translocações cromossômicas, associadas com a resistência genética, provindas de 
rearranjos cromossômicos do Centeio BR 1 e de Th. ponticum em trigo.

Seleção do material vegetal
As amostras vegetais foram as seguintes cultivares de trigo: BRS 194, BRS 296, 

IAC13-Lorena, Morocco e Toropi, sendo que as genealogias de cada cultivar são destacadas 
na Tabela 1. Como bloqueio para a GISH foi utilizado a cultivar Trigo BR 35 e como sondas 
a cultivar Centeio BR 1 e a espécie Th. ponticum. Com relação ao fungo P. triticina foram 
combinadas seis raças em um único inóculo: B34, B50, B55, B57, B59 e B60. Todos os 
materiais biológicos são da Embrapa Trigo, Passo Fundo/RS.

Cultivar Genealogia
BRS 194 EP 14/BR 23//CEP 17
BRS 296 PF 93232/Cook*4/VPM1

IAC 13-Lorena Ciano 67/IAS 51
Morocco Florence/Aurore
Toropi Petiblanco 8//Frontana 1971-37/Quaderna A

Tabela 1. Cultivares de trigo avaliadas e respectivas genealogias

Fonte: Sousa e Caierão (2014).
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2.1 Procedimentos metodológicos

2.1.1 Identificação de translocações cromossômicas via Hibridização 
Genômica In Situ

Todos os procedimentos da GISH seguiram a metodologia descrita por BRAMMER 
et al. (2013). As cultivares BRS 194, BRS 296, IAC13-Lorena, Morocco e Toropi tiveram 
suas raízes coletadas e fixadas em Carnoy (3:1 – álcool etílico absoluto:ácido acético 
glacial) por 24 horas em temperatura ambiente, seguida de manutenção em álcool 70% a 
-20° C, até o preparo das lâminas citológicas.

A cultivar de trigo BR 35, de centeio BR 1 e a espécie Th. ponticum passaram por 
processo de extração de DNA pelo método brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) (DOYLE; 
DOYLE, 1990). As sondas centeio BR 1 e Th. ponticum foram marcadas por meio do kit 
High Prime DNA Labeling (Sigma) e com o fluorocromo Fluorescein-12-2’-deoxy-uridine-
5’-triphosphate (Sigma). As hibridizações também seguiram o protocolo validado por 
BRAMMER et al. (2013), utilizando-se filtros adequados em microscopia de epifluorescência 
(Zeiss – Axioxcop FL40) para os corantes isotiocianato de fluoresceína (FITC) e 
4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Para as hibridizações das translocações (1BL.1RS; 
7DL.7Ae; 3DL.3Ae) foram selecionadas dez lâminas, sendo que para a confirmação desses 
rearranjos foram analisadas, no mínimo, dez células com os cromossomos bem dispersos, 
devidamente identificadas e fotografadas, utilizando-se o programa Axion Vision Release 
4.8.2. (Zeiss) e por tratamento no programa Adobe Photoshop.

2.1.2 Postulações de genes por meio de marcadores de DNA

A postulação dos genes foi realizada a partir da técnica da Reação em Cadeia 
da Polimerase (PCR) convencional, baseado em CASASSOLA (2012) e DA SILVA et 
al. (2008). A extração de DNA foi realizada pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990), 
ajustando o DNA na concentração de 25 ng/μl. A quantificação foi feita em gel de agarose 
0,8% e visualizado com brometo de etídeo. A seleção dos primers foi realizada conforme 
disponível na literatura, selecionando e testando os seguintes: gene Lr19, primer GB; gene 
Lr24, primer SCAR; gene Lr26, primer 011B3/011B5 (Tabela 2). Para validar a técnica, foi 
utilizado controles positivos e negativos com base nos resultados de CASASSOLA (2012), 
DA SILVA et al. (2008) e LI; WANG (2009), citados respectivamente: Agatha e Embrapa 27 
para o gene Lr19, primer GB; IAPAR 60 e BR18 para o gene Lr24, primer SCAR; PF 940110 
e PF 9127 para o gene Lr26, primer 011B3/011B5. As reações da PCR foram realizadas 
em 20μl de solução, como descrito: 2 μl de tampão PCR a 10X, 2 μl de MgCl2 a 25 mM, 
0,7 μl de cada dNTP a 2,5 mM, 0,4 μl de primer (reverse e foward) a 10 μM, 0,20μl de Taq 
DNA polimerase a 5 U/μl, 4μl de DNA amostra a 25 ng/μl, completando com 8,6 μl de água 
ultrapura. As amplificações foram conduzidas em GeneAmpThermal Cycler 9700 (Applied 
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Biosystems) utilizando-se a seguinte programação: um ciclo a 94ºC por 3 min; 5 ciclos de 
94ºC por 1 minuto, 60ºC por 1 minuto, touchdown decrescendo 1ºC por ciclo até 50ºC, e 
72ºC por 1 minuto, 30 ciclos de 94ºC por 1 minuto, 55ºC por 1 minuto, 72ºC por 1 minuto, 
permanecendo em 72ºC por mais 10 minutos, após mantem-se em 10 ºC até realização da 
eletroforese. Os produtos das amplificações foram resolvidos em gel de agarose a 2,5%, 
corados com brometo de etídio e visualizados sob luz ultravioleta no Fotodocumentador 
Gel Doc XR+ System (Bio-Rad), e por tratamento no programa Adobe Photoshop.

Gene Primer Sequência Espécie* Referência

Lr19 GB CATCCTTGGGGACCTC
CCAGCTCGCATACATCCA TP Sharma e Knott 

(1996)

Lr24 SCAR TGGCACATGAACTCCATACG
TCTAGTCTGTACATGGGGGC TP Schachermayr et al. 

(1995)

Lr26 011B3/011B5 GTTGCTGCTGAGGTTGGTTC
GGTACCAACAACAACAACCC SC Iqbal e Rayburn 

(1995)

*TP (Thinopyrum ponticum); SC (Secale cereale).

Tabela 2. Sequência dos primers utilizados, associados aos seus respectivos genes e espécies 
envolvidas com as introgressões gênicas em trigo

2.1.3 Avaliações fitopatológicas: análise em plântulas e fase 
intermediária de desenvolvimento 

As cultivares de trigo foram inoculadas com um mix de seis raças do fungo P. 
triticina, B34, B50, B55, B57, B59 e B60, conforme protocolo de BRAMMER et al. (2004). 
A técnica foi realizada nas fases de desenvolvimento de plântula (única folha) e planta 
intermediária (5 – 6 folhas). Os uredosporos foram suspensos em óleo mineral (Soltrol) 
na concentração de 1,5mg/ml, inoculados sob pulverização e incubado em câmera escura 
à 20ºC com umidade à 80% por 18 horas. Após, as plantas foram mantidas em casa de 
vegetação sob condições de 22-26º C e as análises fitopatológicas foram realizadas 16 
dias após a inoculação do patógeno. Para a fase de plântula, as pústulas foram analisadas 
na escala de ROELFS et al. (1992), sendo que os tipos de infecção (0), (;), (1) e (2) são 
considerados como indicativos de resistência do hospedeiro, enquanto que infecções do 
tipo (3), (4) e (X) indicam suscetibilidade. Na fase de planta intermediária, foi empregada a 
escala de Cobb modificada, conforme descrito em PETERSON et al. (1948), e atualizado 
por ROELFS et al. (1992), sendo que a severidade vai de 0 a 99% de área foliar infectada, 
complementada pelo tipo de reação: S, suscetível; MS, moderadamente suscetível; MR, 
moderadamente resistente; R, resistente. Os resultados foram comparados com demais 
testes cito-moleculares e apresentados de forma qualitativa.
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3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
Com a técnica da GISH é possível identificar diferentes genomas, verificando 

possíveis translocações entre espécies. Esse método, que utiliza como sonda o DNA 
genômico, é muito utilizado no estudo de translocações específicas, mas, também é 
possível utilizá-lo na identificação de introgressões gênicas, fenômeno caracterizado por 
pequenos fragmentos cromossômicos translocados, não respondendo por um braço inteiro 
no genoma. Ressalta-se a introgressão gênica caracterizada por um fluxo de alelos entre 
espécies, desempenhando importância na evolução das plantas, pois é responsável pela 
diversificação entre espécies (BRAMMER et al., 2013). 

Deste modo, utilizamos a técnica de GISH com a finalidade de analisar o genoma 
das cultivares de trigo BRS 194, BRS 296, IAC13-Lorena, Morocco e Toropi, com a cultivar 
Centeio BR 1 e a espécie Th. ponticum. Ao realizarmos a análise da GISH com Centeio 
BR 1, observamos a translocação 1BL.1RS apenas na cultivar de trigo BRS 296 (Figura 
1A). Estudo de CHAHOTA et al. (2015) identificaram a translocação 1BL.1RS em cerca 
de 50% das linhas estudadas, afirmando que esse cruzamento é comum entre espécies 
de T. aestivum e centeio. No trabalho realizado por KUMAR et al. (2003) foi visualizada a 
translocação 1BL.1RS em cultivares de trigo, com o auxílio da técnica GISH. Entretanto, 
cabe ressaltar que nesse estudo é utilizada uma segunda técnica de apoio com marcadores 
moleculares.

Figura 1. (A) Identificação da translocação 1Bl.1RS via Hibridização Genômica In Situ (GISH) 
na cultivar de trigo BRS 296, usando DNA de centeio como sonda (seta) e de trigo como 

bloqueio. (B) Amplificação via PCR do marcador molecular 011B3/011B5-Lr26. Os produtos 
foram separados em gel de agarose 2% e corados com brometo de etídeo. Marcador Ladder 

de 100pb. Genótipos: (1) PF 940110 = controle positivo referente a banda de 350pb (seta); (2) 
PF 9127 = controle negativo; (3) sem amostra = branco; (4) BRS 194; (5) BRS 296; (6) IAC 

13-Lorena; (7) Morocco; (8) Toropi.

Contudo, no presente estudo, não conseguimos observar com exatidão se o 
material possui as demais translocações. Conforme estudo realizado por SIBIKEEV et al. 
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(2016) a identificação da translocação 7DL.7Ae através de cariótipo em linhas de trigo 
L195, foi confirmando o devido resultado sob o método de FISH. Em relação à translocação 
3DL.3Ae, devemos levar em consideração os resultados obtidos por GUPTA et al. (2006), 
onde foram testados 16 microssatélites localizados no genoma 3D, não obtendo associação 
ao gene Lr24. Ainda, destacam a falta de recombinação entre o fragmento translocado de 
Th. ponticum e T. aestivum no qual podem não estar ligado totalmente ao gene Lr24. Além 
disso, apresentam os dados de apenas 6% de recombinação entre esse gene e o marcador 
utilizado na pesquisa, sugerindo marcações localizadas dentro de fragmentos translocados.

Os marcadores microssatélites (SSR) possuem polimorfismos entre indivíduos 
próximos, isto, aliado à especificidade e alta reprodutibilidade aumentam a sensibilidade 
na amostra. Portanto, utilizamos a técnica de PCR como metodologia de auxílio na 
comprovação da ausência das translocações 7DL.7Ae e 3DL.3Ae nas cultivares de trigo 
do presente estudo, como também, para comprovar via marcador molecular a translocação 
1BL.1RS observada na cultivar de trigo BRS 296. Além disso, se destaca que os marcadores 
moleculares são uma ferramenta de grande importância no estudo de hibridizações, pois 
são capazes de detectar níveis baixos de introgressões. 

Através da análise de PCR não observamos a amplificação dos genes Lr19 e 
Lr24. Entretanto, o primer GB associado ao gene Lr19 apresentou bandas inespecíficas, 
inviabilizando-o como um marcador. Do mesmo modo, também não observamos a 
amplificação do gene Lr24 nas amostras analisadas e no controle IAPAR 60. Com isso, 
repetimos a PCR com o mesmo primer SCAR, mas com o acréscimo de uma segunda 
amostra controle positiva, caracterizada como PF 9099 (DA SILVA et al., 2008). Entretanto, 
ainda não observamos a amplificação de nenhum dos genes, o que sugere uma provável 
inconsistência com o primer utilizado. Se não há um conhecimento específico de 
determinada espécie e o seu agente, o primer desenhado pode tornar-se inadequado, e, 
consequentemente, levar a resultados imprecisos. Nesse sentido, uma busca criteriosa por 
mais marcadores ou o desenvolvimento de marcadores PCR específicos é extremamente 
importante. Vale destacar que apesar dos SSR estarem associados/ligados aos genes Lr, 
tornando-os úteis na identificação de características difíceis de localizar, há limitações na 
técnica, quando não se tem o conhecimento das sequências estudadas ou de marcadores 
PCR específicos (SCHNEIDER et al., 2018).

Para o gene Lr26, observamos a amplificação de alelos para a cultivar de trigo BRS 
296 (Figura 1B). Vale ressaltar a ocorrência da amplificação de dois alelos, o que sugere 
um responsável à recessividade, e outro, responsável pela dominância. Tal sugestão deve-
se levar em conta o resultado esperado na amplificação dos genes, pois, somente a cultivar 
BRS 296 apresentou duas bandas, as mesmas do controle positivo (PF 940110). 

Essa translocação é benéfica no rendimento de grãos e na resistência às doenças 
(CASASSOLA; BRAMMER, 2011), o que confirmamos na análise fitopatológica. Destaca-
se que no trigo BRS 296 verificamos resistência a partir da fase de plântula, e, apesar de 
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apresentar nível S (Suscetível) na posterior fase intermediária, verificamos uma severidade 
de apenas 10%. Ao compararmos com as demais cultivares de trigo, tem-se um resultado 
positivo, pois as amostras BRS 194, IAC13-Lorena, Morocco e Toropi caracterizaram níveis 
de suscetibilidade desde a fase de desenvolvimento de plântula, evoluindo negativamente 
em fase intermediária com uma severidade de 20% a 50%. Além disso, observamos uma 
agressividade planta-patógeno maior quando comparado com a cultivar de trigo BRS 296 
(Tabela 3).

As diferentes reações da planta frente ao patógeno, em determinadas fases, é 
justificada pelas proliferações e diferenciação celular ocasionadas por genes, fazendo 
com que a planta altere suas características conforme o desenvolvimento (LI et al., 2018). 
Destacam-se os programas de melhoramento como uma forma de reunir diversos alelos, 
principalmente quando visam à resistência das plantas às moléstias e o controle mais 
eficiente, simples e de reduzido impacto na natureza (MATIELLO et al., 1997).

Cultivar Fase de Plântula* Fase Intermediária**
BRS 194 ; 3 S 30%
BRS 296 1 2 S 10%
IAC13-Lorena 1 2 3 S 30%
Morocco 3 S 20%
Toropi 3 S 50%

* Fase de Plântula: pústulas (;) (1) (2) plantas resistentes; pústulas (3) plantas suscetíveis; 

** Fase de Planta intermediária: pústulas (S) suscetível; Severidade: % representa a área foliar 
infectada;

Tabela 3. Avaliação fitopatológica quanto à resistência e suscetibilidade à Puccinia triticina nas 
cultivares de trigo para os estágios de desenvolvimento de plântula e de planta intermediária

Portanto, a importância de estudos de identificação de genes que, utilizando-se de 
diferentes estratégias, estará relacionada, em última análise com a redução do uso de 
fungicidas, através do emprego de cultivares resistentes à ferrugem-da-folha em trigo. Esta 
estratégia consolida-se no momento em que novos genes de resistência sejam identificados 
e introgredidos em genótipos suscetíveis, quer pelo melhoramento convencional, pela 
transgenia ou edição gênica. Como consequência, considerando um maior número de 
cultivares com resistência genética a ferrugens, haverá melhoria do uso de recursos 
naturais (ar, água e solo) pela redução de agroquímicos, bem como pela redução de perdas 
agrícolas.
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4 |  CONCLUSÕES
As estratégias biotecnológicas empregadas corroboram com as análises 

fitopatológicas em que a cultivar de trigo BRS 296, resistente à P. triticina, também possui 
a translocação 1BL.1RS e o gene Lr26, além, de apresentar severidade de apenas 10%. 
Para as demais cultivares com introgressões gênicas para Th. ponticum, não possuem a 
translocação 7DL.7Ae e 3DL.3Ae, indicando que a escolha do método de análise pode ser 
excelente ferramenta na identificação gênica.
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