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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr® Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Almeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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A colecdo “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar” volumes 1 e
2 traz o0 necessario e urgente debate sobre a questao ambiental, apresentam importantes
reflexdes sobre desenvolvimento sustentavel, e a tematica do Meio Ambiente e sua faceta
multidisciplinar.

O volume 1 aborda com riqueza as questdes ambientais e cientificas que impactam
na preservacao do meio, a influéncia dos produtos nativos na sociedade e sua utilizagao
em agdes que promovam a ciclica renovagédo deste mesmo meio.

Os 17 artigos perpassam por temas que se harmonizam e geram conhecimento
fundamental a sociedade tanto a nivel de promocéao do progresso como a prépria agcao do
ser humano como agente transformador desse meio.

Tendo como alvo pesquisadores e discentes, mas também como uma agradavel
referéncia para o leitor que busca conhecimento sobre este importante tema, a obra
perpassa por areas como desenvolvimento econdmico, cadeia produtiva, utilizagdo de
Oleos essenciais, geotecnologias e a promocéo de politicas publicas.

Desta maneira, a obra “Meio Ambiente: Enfoque Socioambiental e Interdisciplinar
- Volume 17, traz a tona as experiéncias e estudos desenvolvidos pelos autores, sejam
professores, académicos ou pesquisadores, de maneira fluente e precisa.

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

Em 18 artigos apresentados nesse volume 2, apresenta-se a tematica da Educacao
Ambiental como ponto focal, bem como temas que remetem a revisdo da legislagéo
ambiental, a caracterizacdo do ambiente regional, identificacdo de bactérias presentes no
meio ambiente brasileiro para a produgdo de vinho até a construcdo de ilhas flutuantes
utilizando material reciclavel.

Um leque de éareas, agOes e projetos que contribuem sobremaneira para com o
estudo sério e complexo que o tema exige, abordando a contribuicdo dos mais diversos
eixos cientificos na construcdo do saber.

A Atena Editora, como meio de promog¢ado do conhecimento cientifico, tem em sua
plataforma o comprometimento com a divulgagéo dos trabalhos seriamente desenvolvidos
por professores e pesquisadores.

O compromisso com a veracidade cientifica, a difusdo do conhecimento e a
consolidagéo de projetos promotores da interdisciplinaridade no estudo do Meio Ambiente,

com enfoque também no social sdo a marca desse e-book, evidenciando a Atena Editora



como plataforma consolidada para exposi¢ao e divulgagéo de ciéncia no Brasil.
A todos, uma 6tima leitura!

Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco
Mauricio Zadra Pacheco
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RESUMO: Otrigo, Triticum aestivumL., se destaca
pela importancia como produto do consumo
humano e animal, porém, tém sua producéo
afetada por mudancas climaticas e ocorréncia de
doencas, dentre estas, se destaca a ferrugem-
da-folha, causada pelo fungo Puccinia triticina
Eriks, o qual acaba por reduzir a produtividade
e afetar a seguranga alimentar desta cultura.
Para aumento da resisténcia na planta, destaca-
se a translocacao reciproca 1BL.1RS, provinda
de Secale cereale, e as translocagbes 7DL.7Ae,
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3DL.3Ae, provindas de Thinopyron ponticum.
O objetivo do estudo foi verificar a resisténcia
genética a ferrugem-da-folha em cinco cultivares
de trigo para prospecgcdo de fontes genéticas
seguras do ponto de vista alimentar e ambiental.
Para isto se utilizou técnicas de Hibridizagao
Genbmica In Situ (GISH) e de marcadores
moleculares de DNA, relacionando-as com as
avaliacdes fitopatologicas e a efetividade da
mistura de cinco racas de P. triticina. Por meio
da GISH, verificou-se a translocagcdo 1BL.1RS
na cultivar BRS 296 e pelo marcador molecular
011B3/011B5-Lr26 a identificacdo do gene
Lr26, também para essa cultivar, que conferiu
resisténcia a P. triticina, confirmada pela analise
fitopatologica com severidade de 10%. Dessa
forma, foi possivel a identificacdo da resisténcia
a ferrugem-da-folha do trigo destacando que a
seleg@o de cultivares com resisténcia genética
ao patdgeno causador da ferrugem-da-folha,
permitira diminuicao do emprego de fungicidas e,
como consequéncia, alimentos mais saudaveis e
seguros ambientalmente.

PALAVRAS-CHAVE: Marcadores moleculares,
PCR, translocacdes cromossOmicas, Puccinia
triticina, Triticum aestivum

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



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.

O trigo cultivado, Triticum aestivum L., € de extrema importancia tanto no setor
alimenticio como no econdmico, além de ser a terceira cultura dos cereais de maior
produc¢do no mundo, ficando atras do arroz e milho. O gréo é usado principalmente para
consumo humano, pois possui carboidratos (60-80%), gorduras, vitaminas B e E, minerais e
proteinas. Esta espécie é responséavel por suprir 20% das calorias ingeridas pela populagéo
mundial, e também no desenvolvimento de produtos ndo alimenticios e na alimentacédo
animal (BARBIERI; STUMPF, 2008).

A producéo triticola no Brasil/safra 2020 foi de 6,4 milhGes de toneladas (IBGE,
2020), sendo que o consumo brasileiro estimado ultrapassa a marca de 12 milhdes de
toneladas (CONAB, 2020), evidenciando que a demanda € maior que a produgéo interna,
tornando a importacao necesséria (FINGER et al., 2017).

Fatores ambientais e a incidéncia de doengas, como é o caso da ferrugem-da-folha,
causada pelo fungo Puccinia triticina Eriks, afetam com frequéncia, a produtividade e a
qualidade do produto final do trigo. O fungo é altamente destrutivo, atacando principalmente
as folhas e, por ser biotréfico, os nutrientes séo retirados nas células vivas do hospedeiro
(FINGER et al., 2017). Além do impacto econémico, o controle quimico da ferrugem-da-
folha do trigo causa também um impacto a biodiversidade, a satde humana e animal a ao
ambiente, uma vez que, a cultura do trigo tem importancia estratégica para o Brasil, por
constituir um dos principais produtos do agronegdcio nacional.

Aferrugem-da-folha do trigo € limitante do aumento sustentavel da produgéo de trigo,
representando assim, uma ameagca real a segurancga alimentar, restringindo a estabilidade
da producéo global do grédo. O manejo da doenca € essencial para o aumento e estabilidade
da produg¢ao mundial, sendo o desenvolvimento e adoc¢éo de cultivares resistentes o método
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mais eficaz e sustentavel, contribuindo na redugcéo do uso de fungicidas e superando os
riscos ambientais e a saude humana, um componente essencial dos sistemas modernos de
producéo sustentaveis (SAVADIA et al., 2018).

O melhoramento genético tem como uma das suas metas a incorporacdo de
resisténcia genética nas cultivares, possibilitando minimizar as perdas de producéo,
decorrentes de doencas fungicas, como € o caso da ferrugem-da-folha em trigo (MUTARI
et al., 2017). As relagdes citotaxondmicas e a descoberta da imensa variabilidade dentro
do género Triticum e da tribo Triticinae, aliada a possibilidade de introgressdes génicas
visando a resisténcia aos estresses bibticos e abibticos, devem ser acompanhadas por
métodos cada vez mais eficientes. Isso porque ao ocorrer das hibridagdes, muitas vezes
pode haver translocagcdes reciprocas entre os cromossomos dos genitores, o que pode
tornar-se benéfica na incorporagdo de genes agronomicamente importantes (MORAES-
FERNANDES et al., 2000).

Entre as translocagbes mais comuns, se destaca a 1BL.1RS, um rearranjo natural
envolvendo o brago longo (L) do cromossomo 1 do trigo (genoma BB) com o brago curto
(S) do cromossomo 1 do centeio (genoma RR) (CASASSOLA; BRAMMER, 2011). Apesar
dessa translocagéo ser proveniente de um nimero pequeno de cultivares de centeio, varios
genes de resisténcia foram mapeados do 1RS, como o gene Lr26 (IQBAL; RAYBURN,
1995), tendo relatos que a transferéncia de material gendmico é verificada com efeitos
positivos na estabilidade e poder de adaptacao da planta, além do aumento no rendimento
de gréos e resisténcia a doencas e estresses bidticos (CASASSOLA; BRAMMER, 2011).
Translocagdes entre Thinopyrum ponticum (=Agropyron elongatum) e T. aestivum também
sdo recorrentes.

As hibridizag¢des transferem genes de resisténcia a diversas doencas, inclusive a
ferrugem-da-folha (LI; WANG, 2009). O gene L9 foi pioneiro na hibridizacéo entre essas
espécies, caracterizado como 7DL.7Ae, localizado no brago longo do cromossomo 7 de
Th. ponticum, transferido para o brago 7DL do cromossomo do trigo. Ha ainda algumas
cultivares de trigo com o gene Lr24, presente na transloca¢do 3DL.3Ae, na qual confere
resisténcia para ragas de P. triticina detectados em alguns continentes, inclusive na América
do Sul.

Dentre as estratégias para identificar os genes de resisténcia, além das avaliagbes
fitopatoldgicas tradicionais, tem-se a Hibridizagdo Gendmica In Situ — GISH, método eficaz
para discernir cromossomos de diferentes genomas parentais (BRAMMER et al., 2013).
Outra excelente ferramenta sdo os marcadores moleculares de DNA, devido a identificagéo
de qualquer variante alélica. A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), associada aos
marcadores microssatélites, vem sendo usada rotineiramente para a identificacédo de genes
relacionados a resisténcia a doencgas, aumentando a eficiéncia de selecdo de gendtipos
de interesse (DA SILVA et al., 2008). Tais marcadores sado 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). InUmeros s&o os marcadores PCR
especificos para identificacdo de genes que conferem resisténcia a 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 resisténcia a ferrugem-da-
folha em cultivares de trigo, através de andlises fitopatoldgicas e cito-moleculares.

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Biotecnologia e de Ferrugens
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Trigo), da cidade de Passo
Fundo, RS. A pesquisa experimental se baseou na verificacdo da resisténcia genética
de cinco cultivares de trigo frente ao fungo P. triticina, causador da ferrugem-da-folha,
através de andlises fitopatoldgicas, e identificacdo, por meio de técnicas cito-moleculares,
translocacoes cromossdmicas, associadas com a resisténcia genética, provindas de
rearranjos cromossomicos do Centeio BR 1 e de Th. ponticum em trigo.

Selecao 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 séo 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 relagdo ao fungo P. triticina foram
combinadas seis ragas em um Unico in6culo: B34, B50, B55, B57, B59 e B60. Todos os
materiais biol6gicos sé@o 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 Caieréo (2014).
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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 raizes coletadas e fixadas em Carnoy (3:1 — élcool etilico absoluto:acido acético
glacial) por 24 horas em temperatura ambiente, seguida de manutencdo em éalcool 70% a
-20° C, até o preparo das laminas citologicas.

A cultivar de trigo BR 35, de centeio BR 1 e a espécie Th. ponticum passaram por
processo de extracao de DNA pelo método brometo de cetiltrimetilaménio (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 hibridizagbes também seguiram o protocolo validado por
BRAMMER et al. (2013), utilizando-se filtros adequados em microscopia de epifluorescéncia
(Zeiss — Axioxcop FL40) para os corantes isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
4’-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Para as hibridiza¢des das transloca¢des (1BL.1RS;
7DL.7Ae; 3DL.3Ae) foram selecionadas dez laminas, sendo que para a confirmacao desses
rearranjos foram analisadas, no minimo, 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.

A postulagdo dos genes foi realizada a partir da técnica da Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) convencional, baseado em CASASSOLA (2012) e DA SILVA et
al. (2008). A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990),
ajustando o DNA na concentragédo de 25 ng/ul. A quantificacao foi feita em gel de agarose
0,8% e visualizado com brometo de etideo. A sele¢do dos primers foi realizada conforme
disponivel 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 L9, 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 reagbes da PCR foram realizadas
em 20pl de solugdo, como descrito: 2 ul de tampéo PCR a 10X, 2 ul de MgCI2 a 25 mM,
0,7 pl de cada ANTP a 2,5 mM, 0,4 pl de primer (reverse e foward) a 10 uM, 0,20ul de Taq
DNA polimerase a 5 U/ul, 4ul de DNA amostra a 25 ng/ul, completando com 8,6 pl de agua
ultrapura. As amplificagbes foram conduzidas em GeneAmpThermal Cycler 9700 (Applied
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Biosystems) utilizando-se a seguinte programagéo: um ciclo a 94°C por 3 min; 5 ciclos de
94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, touchdown decrescendo 1°C por ciclo até 50°C, e
72°C por 1 minuto, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto,
permanecendo em 72°C por mais 10 minutos, apés mantem-se em 10 °C até realizagdo da
eletroforese. Os produtos das amplificagcdes foram resolvidos em gel de agarose a 2,5%,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta no Fotodocumentador
Gel Doc XR+ System (Bio-Rad), e por tratamento no programa Adobe Photoshop.

Gene Primer Sequéncia Espécie” Referéncia
o son  IEUCSICTOTGE w Sy
e ovesories  GHECICISISTIRS o

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

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados, associados aos seus respectivos genes e espécies
envolvidas com as introgressdes génicas em trigo

As cultivares de trigo foram inoculadas com um mix de seis ragas 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 plantula (Unica folha) e planta
intermediaria (5 — 6 folhas). Os uredosporos foram suspensos em 6leo mineral (Soltrol)
na concentragéo de 1,5mg/ml, inoculados sob pulverizagéo e incubado em camera escura
a 20°C com umidade a 80% por 18 horas. Apds, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo sob condicdes de 22-26° C e as analises fitopatologicas foram realizadas 16
dias apds a inoculagéo do patégeno. Para a fase de plantula, as pustulas foram analisadas
na escala de ROELFS et al. (1992), sendo que os tipos de infecgédo (0), (;), (1) e (2) sdo
considerados como indicativos de resisténcia do hospedeiro, enquanto que infec¢des do
tipo (3), (4) e (X) indicam suscetibilidade. Na fase de planta intermediaria, 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 area foliar infectada,
complementada pelo tipo de reagéo: S, suscetivel; MS, moderadamente suscetivel; MR,
moderadamente resistente; R, resistente. Os resultados foram comparados com demais
testes cito-moleculares e apresentados de forma qualitativa.
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Com a técnica da GISH é possivel identificar diferentes genomas, verificando
possiveis translocagcbes entre espécies. Esse método, que utiliza como sonda o DNA
gendmico, & muito utilizado no estudo de translocagbes especificas, mas, também é
possivel utiliza-lo na identificagcdo de introgressées génicas, fenébmeno caracterizado por
pequenos fragmentos cromossémicos translocados, nao respondendo por um brago inteiro
no genoma. Ressalta-se a introgresséo génica caracterizada por um fluxo de alelos entre
espécies, desempenhando importancia na evolugdo das plantas, pois € responsavel pela
diversificacao entre espécies (BRAMMER et al., 2013).

Deste modo, utilizamos a técnica de GISH com a finalidade de analisar 0 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 analise da GISH com Centeio
BR 1, observamos a translocacdo 1BL.1RS apenas na cultivar de trigo BRS 296 (Figura
1A). Estudo de CHAHOTA et al. (2015) identificaram a translocagdo 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
translocacdo 1BL.1RS em cultivares de trigo, com o auxilio da técnica GISH. Entretanto,
cabe ressaltar que nesse estudo ¢ utilizada uma segunda técnica de apoio com marcadores

moleculares.

Figura 1. (A) Identificagéo da translocagao 1BI.1RS via Hibridizagdo Gendmica In Situ (GISH)
na cultivar de trigo BRS 296, usando DNA de centeio como sonda (seta) e de trigo como
bloqueio. (B) Amplificagdo via PCR do marcador molecular 011B3/011B5-Lr26. Os produtos
foram separados em gel de agarose 2% e corados com brometo de etideo. Marcador Ladder
de 100pb. Genétipos: (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, ndo conseguimos observar com exatiddo se o
material possui as demais translocag6es. Conforme estudo realizado por SIBIKEEV et al.
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(2016) a identificagdo da translocacdo 7DL.7Ae através de caridtipo em linhas de trigo
L195, foi confirmando o devido resultado sob o0 método de FISH. Em relacéo a translocagéo
3DL.3Ae, devemos levar em consideragéo os resultados obtidos por GUPTA et al. (2006),
onde foram testados 16 microssatélites localizados no genoma 3D, n&o obtendo associacéo
ao gene Lr24. Ainda, destacam a falta de recombinagédo entre o fragmento translocado de
Th. ponticum e T. aestivum no qual podem nao estar ligado totalmente ao gene Lr24. Além
disso, apresentam os dados de apenas 6% de recombinacao entre esse gene e o marcador
utilizado na pesquisa, sugerindo marcacgdes localizadas dentro de fragmentos translocados.

Os marcadores microssatélites (SSR) possuem polimorfismos entre individuos
proximos, isto, aliado a especificidade e alta reprodutibilidade aumentam a sensibilidade
na amostra. Portanto, utilizamos a técnica de PCR como metodologia de auxilio na
comprovacgdo da auséncia das translocagdes 7DL.7Ae e 3DL.3Ae nas cultivares de trigo
do presente estudo, como também, para comprovar via marcador molecular a translocacéo
1BL.1RS observada na cultivar de trigo BRS 296. Além disso, se destaca que os marcadores
moleculares sdo uma ferramenta de grande importancia no estudo de hibridizacdes, pois
sd@o capazes de detectar niveis baixos de introgressoes.

Através da andlise de PCR nao observamos a amplificacdo dos genes L9 e
Lr24. Entretanto, o primer GB associado ao gene L9 apresentou bandas inespecificas,
inviabilizando-o como um marcador. Do mesmo modo, também ndo observamos a
amplificagdo 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 ndo observamos a amplificacdo de nenhum dos genes, o0 que sugere uma provéavel
inconsisténcia com o primer utilizado. Se ndo ha um conhecimento especifico de
determinada espécie e 0 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 especificos é extremamente
importante. Vale destacar que apesar dos SSR estarem associados/ligados aos genes Lr,
tornando-os Uteis na identificagdo de caracteristicas dificeis de localizar, ha limitagdes na
técnica, quando ndo se tem o conhecimento das sequéncias estudadas ou de marcadores
PCR especificos (SCHNEIDER et al., 2018).

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

Essa translocacéo é benéfica no rendimento de grdos e na resisténcia as doencas
(CASASSOLA; BRAMMER, 2011), o que confirmamos na analise fitopatologica. Destaca-
se que no trigo BRS 296 verificamos resisténcia a partir da fase de plantula, e, apesar de
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apresentar nivel S (Suscetivel) na posterior fase intermediaria, 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 niveis
de suscetibilidade desde a fase de desenvolvimento de pléantula, evoluindo negativamente
em fase intermediaria com uma severidade de 20% a 50%. Além disso, observamos uma
agressividade planta-patégeno maior quando comparado com a cultivar de trigo BRS 296
(Tabela 3).

As diferentes rea¢des da planta frente ao patdégeno, em determinadas fases, é
justificada pelas proliferagcbes e diferenciagdo celular ocasionadas por genes, fazendo
com que a planta altere suas caracteristicas conforme o desenvolvimento (LI et al., 2018).
Destacam-se os programas de melhoramento como uma forma de reunir diversos alelos,
principalmente quando visam a resisténcia das plantas as moléstias e o controle mais

eficiente, simples e de reduzido impacto na natureza (MATIELLO et al., 1997).

Cultivar Fase de Plantula® Fase Intermediaria**
BRS 194 ;3 S 30%
BRS 296 12 S 10%
IAC13-Lorena 1283 S 30%
Morocco 3 S 20%
Toropi 3 S 50%

* Fase de Plantula: pastulas (;) (1) (2) plantas resistentes; pustulas (3) plantas suscetiveis;

** Fase de Planta intermediaria: pustulas (S) suscetivel; Severidade: % representa a area foliar
infectada;

Tabela 3. Avaliagdo fitopatologica quanto a resisténcia e suscetibilidade a Puccinia triticina nas
cultivares de trigo para os estagios de desenvolvimento de plantula e de planta intermediaria

Portanto, a importancia de estudos de identificagdo de genes que, utilizando-se de
diferentes estratégias, estard relacionada, em ultima analise com a reducdo do uso de
fungicidas, através do emprego de cultivares resistentes a ferrugem-da-folha em trigo. Esta
estratégia consolida-se no momento em que novos genes de resisténcia sejam identificados
e introgredidos em gendtipos suscetiveis, quer pelo melhoramento convencional, pela
transgenia ou edicdo génica. Como consequéncia, considerando um maior numero de
cultivares com resisténcia genética a ferrugens, havera melhoria do uso de recursos
naturais (ar, agua e solo) pela reducao de agroquimicos, bem como pela redugéo de perdas
agricolas.
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As estratégias biotecnoldégicas empregadas corroboram com as andlises
fitopatologicas em que a cultivar de trigo BRS 296, resistente a P. triticina, também possui
a translocag@o 1BL.1RS e o gene Lr26, além, de apresentar severidade de apenas 10%.
Para as demais cultivares com introgressées génicas para Th. ponticum, nao possuem a
translocacao 7DL.7Ae e 3DL.3Ae, indicando que a escolha do método de analise pode ser
excelente ferramenta na identificacao génica.
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