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RESUMO

MOURA, Monique Maculan. Mapeamento de QTLs associados a resisténcia do trigo
a giberela e a niveis de produgdo de deoxynivalenol, por desequilibrio de ligacao.
2017. 109f. Tese — Programa de Poés-graduacdo em Agronomia (Area de
Concentracdo: Producdo Vegetal), Universidade Tecnologica Federal do Parana.
Pato Branco, 2018.

A giberela € uma das principais doencas que acometem a cultura do trigo, causando
perdas de produtividade, além de possibilitar a producdo da micotoxina
deoxynivalenol, altamente prejudicial aos individuos que a ingerem. A selecéo
assistida por marcadores pode auxiliar estes programas a reduzir o tempo e 0s
custos no desenvolvimento de novas cultivares resistentes a giberela, mas para ser
eficiente é necessario conhecer a localizacdo dos genes/QTLs associados a
caracteristica. O objetivo desta pesquisa foi identificar marcadores SNPs associados
a genes/QTLs de resisténcia a giberela e producao de deoxynivalenol em um grupo
de cultivares de trigo, para uso em SAM no melhoramento genético de trigo. Foram
utlizadas 384 cultivares para avaliacdo da resisténcia a giberela. A genotipagem foi
efetuada utilizando o chip com 35.000 marcadores SNPs. A estrutura populacional
foi estimada pelo algoritmo Marcov Chain Monte Carlo para o método de
agrupamento Bayesiano generalizado. A analise de associacdo foi realizada
utilizando o método de Modelos Lineares Mistos, com nivel de significancia de
0,001%, e, regressdo multipla stepwise, além de uma andlise de correlacdo de
Pearson. Os resultados demonstraram que a resisténcia de gendtipos brasileiros de
trigo & giberela ndo estd relacionada a QTLs presentes nos cromossomos 3B,
frequentemente associada ao gene Fhbl, mas a QTLs presentes nos cromossomos
1B, 4D e 7D que explicaram 13,6% da variacdo fenotipica. As analises de
micotoxina deoxynivalenol identificaram SNPs associados a QTLs nos cromossomos
1A, 1B, 1D, 2D, 3D, 5D, 6D e 7B, com 65,7% de explicacdo fenotipica para
producdo de deoxynivalenol. Além disso, tanto as analises de correlacdo, quanto de
associacdo sugerem controle genético distinto atuando na determinacdo das
caracteristicas.

Palavras-chave: Gibberella zeae, SNP, GWAS, Triticum aestivum L., micotoxina.



ABSTRACT

MOURA, Monigue Maculan. Mapping of QTLs associated to wheat resistance to
Fusarium head blight and levels of deoxynivalenol production, by linkage-
disequilibrium. 2017. 109p. Thesis — Postgraduate Program in Agronomy
(Concentration Area: Plant Production), Federal University of Technology - Parana.
PatoBranco, 2018.

Fusarium head blight is one of the main diseases that affects the wheat crop, causing
losses of productivity, besides making possible the production of deoxynivalenol
mycotoxin, highly harmful to the individuals that ingest it. The marker assisted
selection can help these programs to reduce time and costs in development of new
cultivars resistant to Fusarium head blight, but for a better efficience, is required
knowing the location of genes or QTLs associated to the trait. The objective of this
research was to identify SNPs associated to genes/QTLs of resistance to Fusarium
head blight and deoxynivalenol production in a wheat cultivars group, for use in MAS
on wheat genetic breeding. Were used 384 cultivars to evaluate the Fusarium head
blight resistance. Genotyping was using the chip with 35,000 SNPs markers. The
population structure was estimate by the algorithm Marcov Chain Monte Carlo for the
generalised Bayesian clustering method. The association analysis was performing
using the Mixed Linear models method, with 0.001% of significance level, and,
stepwise multiple regression, besides an analysis of Pearson’s correlation. The
results showed that the resistance of brazilian wheat genotypes to Fusarium head
blight is not related to the QTLs on chromosome 3B, often associated to the Fhbl
gene, but to the QTLs present on chromosomes 1B, 4D and 7D whose explained
13.6% of phenotypic variation. The DON mycotoxin analysis identified nine significant
SNPs associated to QTLs on chromosomes 1A, 1B, 1D, 2D, 3D, 5D, 6D and 7B with
65.7% of phenotypic explanation to deoxynivalenol production. In addition, both
correlation and association analysis suggest distinct genetic control acting to
determine the characteristics.

Keywords: Gibberella zeae, SNP, GWAS, Triticum aestivum L., mycotoxin.
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1 INTRODUGCAO

O trigo se destaca pela sua importancia para a economia global, por ser um
dos trés cereais mais cultivados no mundo (CONAB, 2017a). No Brasil é cultivado
principalmente nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (MAPA, 2015). E um
alimento que faz parte da base da pirdmide energética, consistindo o ingrediente
principal na fabricacdo de pées, massas e bolos. Todavia, o elevado custo de
producdo e as dificuldades na obtencdo de cultivares com qualidade tecnoldgica
definida, conforme exigéncias do mercado estao entre os principais fatores limitantes
a cadeia produtiva do trigo brasileiro (EMBRAPA TRIGO, 2015).

Dentre os fatores que elevam os custos de producdo, e podem causar
grandes perdas na lavoura, sédo citadas as inUmeras doenc¢as que atacam a cultura.
Dentre elas, a giberela, também conhecida como fusariose, € uma das mais
preocupantes doencas de espiga. Essa doenca afeta a qualidade dos graos,
reduzindo o peso e prejudicando a aparéncia, além de possibilitar a producdo de
micotoxinas pelo fungo, que séo prejudiciais a0 homem e aos animais que deles se
alimentam (INQUIMA, 2014). Esta doenca, embora possam ser utilizadas diferentes
formas de manejo, € de dificil controle, além do que, foi observado que a aplicacao
de fungicidas ndo garante a obtencéo de niveis reduzidos de deoxynivalenol (DON)
(BATURO-CIESNIEWSKA et al., 2012).

A micotoxina DON é a mais comumente encontrada em graos de trigo
contaminados por giberela e pode causar nausea, vomitos, diarréia, problemas
gastrointestinais, depressado do sistema imunologico, lesdes no coracgdo, rins e até
mesmo anorexia nos organismos que a ingerem (BENNETT & KLICH, 2003;
TOMINAGA et al., 2016).

A obtencéo de cultivares resistentes a esta doenca e que apresentem baixos
niveis de producdo de DON tem sido foco dos programas de melhoramento genético
de trigo do mundo todo. A herancga quantitativa, inerente a esta caracteristica, além
da grande influéncia dos fatores ambientais no desenvolvimento da doenga, tornam
a selecdo de plantas de interesse uma tarefa dificil e laboriosa. E a partir deste
panorama que se percebe a necessidade de investir em técnicas mais aprimoradas

e eficientes de melhoramento genético de trigo no Brasil.



18

A identificacdo de marcadores moleculares tem auxiliado os programas de
melhoramento genético na obtencdo de cultivares melhoradas. Existem diversos
tipos de marcadores, porém os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphis —
Nucleotidio de Polimorfismo Unico) sdo encontrados em maior abundancia no
genoma e os resultados sdo rapidamente obtidos e comparados, apresentando,
portanto, niveis de rendimento mais elevados. Assim, identificar marcadores SNPs
associados a genes ou QTLs (Quantitaive Trait Loci) de resisténcia a giberela pode
oferecer maior eficiéncia aos programas de melhoramento genético de trigo através
da prética de Selecéo Assistida por Marcadores (SAM).

No entanto, para ter um programa de SAM eficiente & importante conhecer a
localizacdo dos genes ou QTLs associados as caracteristicas de interesse. Uma
estratégia para estudar a associacdo existente entre os genotipos de trigo e o
fenétipo de resisténcia a giberela é efetuar o mapeamento dos QTLs através do
desequilibrio de ligacao, avaliando-se a associacdo entre o marcador genético e o
QTL. Em um grupo de individuos, se dois alelos de locos diferentes sdo encontrados
juntos com frequéncia maior que aquela esperada com base no produto de suas
frequéncias, infere-se que tais alelos estdo em desequilibrio de ligacdo. Assim, a
ligagéo pode ser detectada e utilizada na sele¢cdo (RESENDE et al.;2013). Todavia,
as informacdes sobre o mapeamento de genes e QTLs do trigo a resisténcia a
giberela ainda sdo escassas, principalmente no germoplasma brasileiro, e a sua
disponibilizacdo contribuird para a selecdo de genoétipos mais tolerantes a esta
doenca.

O objetivo deste trabalho foi identificar SNPs associados a genes/QTLs de
resisténcia a Gibberella zeae, e a niveis de producdo de micotoxina deoxynivalenol,
em um grupo de cultivares de trigo que representam a base genética utilizada pelos
programas brasileiros de melhoramento genético desde 1940, para uso em sele¢céo

assistida por marcadores moleculares, no melhoramento genético de trigo.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Identificar um conjunto de marcadores SNPs associados a resisténcia do
trigo a giberela e a niveis de producdo de micotoxina DON, por desequilibrio de

ligacéo.

1.1.2 Especificos

a) Genotipar 384 cultivares/linhagens de trigo com 35 mil marcadores
SNPs;

b) Caracterizar 384 cultivares/linhagens de trigo para resisténcia a giberela
e para niveis de producao de DON;

c) Mapear genes/QTLs responsaveis pelas -caracteristicas avaliadas,
através de desequilibrio de ligacdo com os marcadores SNPs;

d) Identificar um conjunto de marcadores SNPs Uteis para uso em Selecao
Assistida por Marcadores Moleculares, no melhoramento genético do

trigo.



20

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do trigo

O trigo pertence ao Reino Plantae, classe Equisetopsida, subclasse
Magnoliidae, super ordem Lilianae, ordem Poales, familia Poaceae e ao Género
Triticum (TROPICOS, 2018). Presente ha cerca de 10 mil anos na histéria da
humanidade, o trigo hexaploide (Triticum aestivum L.) (AABBDD), originou-se do
cruzamento do trigo tetraploide (Triticum turgidum) (AABB) com Aegilops tauschii
(DD), formando a espécie mais cultivada que conhecemos hoje (DONG et al., 2012).
E caracterizado como uma planta anual, hermafrodita, autbgama, que apresenta
baixa taxa de polinizacdo cruzada em condi¢cdes normais nos campos de cultivo
(FEDERIZZI et al., 2005).

O trigo é uma graminea do género Triticum e esta entre as plantas mais
cultivadas no mundo (ABITRIGO, 2015). A producédo mundial de trigo em 2016 foi de
cerca de 724 milhdes de toneladas, com exportacdo de 155 milhdes de toneladas
oriundas, principalmente, da Argentina, Australia, Canada, Unido Europeia,
Cazaquistéo, Russia, Ucrania e Estados Unidos (FAO, 2017). No Brasil, a area de
trigo plantada no ano de 2016 foi de 2.118,4 mil hectares, com produgé&o de 6.726,8
mil toneladas e produtividade de 3.175kgha™ (CONAB, 2017b).

O Brasil consome, anualmente, 11,5 milh6es de toneladas de trigo
(ABITRIGO, 2017), utilizando-o0 como matéria-prima para a elaboracdo de alimentos
consumidos diariamente, na forma de paes, biscoitos, bolos e massas, os quais
fazem parte da base da piramide alimentar e cujo consumo € incentivado pelo Guia
Alimentar da Populacdo Brasileira, sendo amplamente consumido e indicado a
alimentacédo (SCHEUER et al., 2011).

No Brasil, as melhores condicbes de clima para o cultivo de trigo sao
encontradas nos trés estados da regido Sul do pais, sendo que em 2017, 55% da
area foi semeada no Parang, 38% no Rio Grande do Sul e 5% em Santa Catarina.
Apesar de o clima ser muito instavel principalmente, em relacdo a precipitacdo
pluviométrica e a temperatura (REIS et al., 1988; CONAB, 2017b).

As condicbes climaticas, onde predominam temperaturas altas e

precipitagbes pluviais frequentes, favorecem o desenvolvimento de doencas,
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principalmente aquelas causadas por fungos (FERNANDES & PICININI, 1999).
Dentre as doencas do trigo provocadas por fungos destacam-se giberela, ferrugem
da folha, ferrugem linear, mancha da gluma, mancha marrom, manchas foliares,
oidio, brusone, podriddo comum das raizes, mal-do-pé e carvdo (REIS & CASA,
2007).

2.2 Giberela ou fusariose

A giberela do trigo (Triticum aestivum), causada pelo fungo Gibberella zeae,
€ uma doenca tipicamente de infeccdo floral que pode provocar tanto danos
guantitativos, com elevadas perdas econbmicas, quanto qualitativos, seja pelos
danos diretos ocasionados ao grdo ou pela producdo de micotoxinas pelo fungo
(FIGOLI et al, 2017; REIS et al., 2016; LEGRAND et al., 2017).

Existem mais de 70 espécies do género Fusarium presentes em diversas
regides do mundo (LESLIE & SUMMERELL, 2006). Dentre as diversas espécies de
Fusarium, a principal espécie envolvida com a patogenicidade € Fusarium
graminearum Schwabe (BAI e SHANER, 2004). O anamorfo (estagio assexual) do
fungo que causa a giberela é Fusarium graminearum e o teleomorfo (estagio sexual)
do fungo é Gibberella zeae (SCHMALE lll, 2010).

A giberela ou fusariose da espiga tem a capacidade de destruir uma cultura
de elevado potencial de rendimento de gréos, dentro de algumas semanas antes da
colheita, causando perdas econémicas devido a reduzida qualidade das sementes
(PINTO, 2008). Uma caracteristica marcante da doenca é a esporadicidade de
ocorréncia, sendo mais frequente naquelas regibes onde ocorrem periodos
prolongados de chuva (mais que 72 horas) e temperaturas médias no periodo
chuvoso maiores que 20°C ap6s o inicio da floragdo (REIS et al., 2001).

As fontes de indculo mais importantes para a infeccdo das espigas de trigo
séo os peritécios de Gibberella zeae formados sobre restos culturais. O fungo G.
zeae € um parasita necrotrofico com habilidade de competicdo saprofitica. Por isso,
0s restos culturais de hospedeiros suscetiveis sao as principais fontes de inéculo do
patogeno (REIS, 1988; CASA, et al., 2004). Wenda-Piesik et al. (2017), verificou que

a cultura antecessora ao trigo apresenta influéncia direta sobre a incidéncia da
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doenca e produgéo de DON, indicando um maior monitoramento quando o cultivo do
trigo suceder o milho ou trigo.

Os sintomas da doenca, além de outras partes da planta, podem ser
facilmente reconhecidos em espigas jovens, quando suas espiguetas exibem
anasarca seguida da destruicdo da clorofila e evolugcdo da colonizagdo do fungo,
estas se apresentam despigmentadas, de coloracdo palha que contrastam com o
verde normal das espiguetas sadias, mostrando-se brancas e arrepiadas (LIMA,
2003; REIS & CASA, 2007).

A giberela pode ocasionar danos diretos e indiretos (LIMA, 2004). De acordo
com o autor, os danos diretos consistem no abortamento de flores ou da formacao
de grdos chochos, enrugados, asperos, de coloracdo résea a esbranquicada. Os
danos indiretos sdo causados por grdos infeccionados e seus derivados, podendo
ser toxicos para agueles que o ingerem, em razdo da presenca de micotoxinas que,
quando presentes, tornam o0s grdos menos palataveis aos animais. Entretanto,
somente a presenca do gréo giberelado néo significa que ha micotoxinas. Algumas
toxinas, como a DON, podem induzir vémitos e espasmos musculares no homem e
em animais nao ruminantes, enquanto outras podem causar disfuncdo sexual
reprodutiva, como a zearalenona.

Epidemias foram observadas em diversas regides promovendo reducgdes da
produtividade e da qualidade dos grdos. No Brasil, o patossistema tem sido
estudado ha mais de trés décadas. Estudos indicam que a doenca, que se
apresentava na forma de epidemias leves e esporadicas, alcancou o status de
principal doenca nas regides triticolas brasileiras do Sul do pais, onde causa, com
frequéncia, impactos econémicos (TORRES, 2009). Na China, uma sucessao de
epidemias de Fusarium atingiu mais de 7 milhdes de ha de trigo, provocando perdas
de mais de um milhdo de toneladas (BAI e SHANER, 2004). Nos Estados Unidos
McMullen et al. (2012) destacaram perdas de bilhdes de doélares entre os anos 90 e
2000.

A indicagdo de diferentes formas de controle utilizadas simultaneamente
para giberela tem ganhado destaque (DWEBA et al.,, 2017). Para o controle da
doenca podem ser aplicadas trés estratégias de maneira integrada: resisténcia

genética, cultivo de cultivares com maior nUmero de genes que conferem resisténcia
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a doenca; manejo cultural, por meio de praticas como rota¢do de culturas, época e
escalonamento da semeadura; e controle quimico, pela aplicacdo de fungicidas
(SANTANA et al., 2014).

O uso de fungicidas tem eficiéncia variavel na protecdo de sementes de trigo
a Fusarium graminearum, sendo que tratamentos erradicantes ndo foram eficientes,
0 que pode indicar que sementes provenientes de campos com alta intensidade de
giberela, mesmo tratadas com fungicidas, ndo devem ser utilizadas (BAUER et al.,
2011).

Ao analisar o efeito da aplicacéo de fungicida para giberela em trigo, Baturo-
Ciesniewska et al. (2012), observaram, atraves de analises moleculares, que mesmo
nas plantas protegidas por fungicida foram encontrados niveis variaveis de
micotoxinas. Bai e Shaner (2004) obtiveram resultados semelhantes, demonstrando
gque em determinados casos em que o tratamento com fungicida reduz a perda de
produtividade, pode ndo reduzir a contaminacéo por DON a niveis mais baixos do

gue os tolerados para consumo humano.

2.2.1 Micotoxina deoxynivalenol

A micotoxina DON pode causar hemorragia e inflamac&o gastrointestinal,
necrose de varios tecidos, com lesfes até mesmo no coracdo e rins, bem como
nausea, diarréia, depressao do sistema imunoldgico, vomito e até mesmo anorexia
nos organismos que a ingerem (BENNETT & KLICH, 2003; SCUSSEL et al. 2011,
TOMINAGA et al., 2016).

A Comissdo Européia limitou a 750 pgkg™ (EC, 2006) o nivel maximo de
DON tolerado para consumo. O USDA (Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos) definiu que os niveis de DON n&o ultrapasem 1000 pgkg™ para alimentos
destinados a seres humanos e a instituicdo norte-americana FDA (U.S. Food and
Drug Administration) determinou niveis de DON autorizados em ragbes para
diversos animais (SCHMALE III, 2010).

No Brasil, a Resolugdo RDC 138/2017 alterou a RDC 07/2011 sobre os
limites maximos tolerados para micotoxinas em alimentos (DOU, 2011; DOU, 2017).

De acordo com a resolucao vigente, o nivel maximo de DON tolerado em gréos de
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trigo para posterior processamento é de 3000 pgkg™. Para trigo integral, trigo para
quibe, farinha de trigo integral e farelo de trigo o limite é de 1250 pgkg™. J&, para
farinha de trigo, massas, crackers, biscoitos de agua e sal, e produtos de panificacédo
0 méximo permito é de 1000 pgkg™.

Ao avaliar dados de andlises de DON entre 2008 e 2015, em cultivares
brasileiras de trigo, Mallmann et al. (2017) observaram que em média 30% das
amostras apresentaram contaminacdo acima do permitido, sendo que no ano de
2014, 54% das amostras estavam acima do tolerado. Da mesma forma, Savi et al.
(2016), observou que 35% das amostras de farinha e farelo de trigo ndo estavam em
conformidade com a legislagéo brasileira. Na China, anélises de DON entre os anos
2011 e 2013 em farinha de trigo identificaram que mais de 90%, de um total de 672
amostras, estavam contaminadas (LIU, et al., 2016).

A caracterizagdo de mais de 70% das cultivares representativas do cultivo
de trigo do sul do Brasil para niveis de deoxynivalenol realizada por Silva et al.
(2015) verificou que 44% das cultivares apresentaram niveis de DON inferior a
773ppb, e, apenas 17% apresentaram niveis superiores ao permitido pela ANVISA.
No estudo, os autores destacaram, ainda, o grande efeito da interacdo ambiental
para o desenvolvimento desta doenca e que mesmo com a aplicacao de fungicida
foram detectados niveis varidveis de DON.

E de extrema importancia aplicar boas praticas agricolas para reduzir a
incidéncia da doenca na planta, bem como desenvolvimento e utilizacdo de
cultivares resistentes e uso de fungicidas aplicados na parte aérea na fase de
floragdo como estratégias de controle (SCUSSEL et al., 2011).

2.2.2 Ciclo da doenca

A giberela € uma doenca caracterizada pela ocorréncia de uma série de
eventos sucesivos e ordenados, sendo um processo monociclico, constituido de
cinco subprocessos basicos: sobrevivéncia, disseminagéo, infeccdo, colonizacdo e
reproducdo do patdgeno (DANELLI et al., 2011). O fungo G. zeae pode sobreviver
entre as estacdes de cultivo sob restos culturais, sendo definido como uma espécie
sapréfita (DEL PONTE et al., 2004).
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S&ao nos residuos culturais que o fungo ir4 produzir os esporos assexuais,
denominados de macroconidios, os quais serdo disseminados pela a¢do do vento ou
da chuva e, sob condicbes de calor e alta umidade o estadio sexual do fungo
(Gibberella zeae) se desenvolve nos residuos infectados (Figura 1). Peritécios
negros se formam na superfice destes residuos e liberam os esporos sexuais no
ambiente, chamados de ascosporos, que podem se disseminar a longas distancias
através do vento (SCHAMALE et al., 2003). Segundo o autor, a infeccdo ocorre
gquando os ascosporos (e também macroconidios) se depositam sobre espigas

suscetiveis de trigo.
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2.2.3 Resisténcia do trigo a giberela

Um dos principais focos dos programas de melhoramento genético € buscar
solucbes relacionadas a resisténcia varietal ou apenas tolerancia as principais
enfermidades que predominantemente causam perdas na producdo nacional. Assim,
identificagcdo de genes de resisténcia a diferentes enfermidades ou mesmo
marcadores moleculares que poderiam auxiliar em processos de selecéo precoce de
plantas com resisténcia devidamente incorporada, sdo importantes elementos
destes esfor¢cos (BACALTCHUK et al., 2006).

Estudos verificaram que caracteristicas morfolégicas podem estar
associadas com o desenvolvimento da doenca, uma vez que genoétipos que
apresentam aristas, pedunculo curto, espiga compacta e porte baixo sdo mais
suscetiveis a doenca. Ao oposto, genotipos de porte alto, sem aristas, com
pedunculo longo e espiga laxa apresentam uma incidéncia de giberela mais baixa
(OSORIO et al., 1998; RUDD et al., 2001; ALVES et al., 2013b).

Em funcdo da sua natureza, a resisténcia do trigo a giberela tem sido
classificada em cinco tipos (STACK & MCMULLEN (1995), sendo considerado Tipo
I: resisténcia a infecc¢éo inicial; Tipo Il: resisténcia a disseminacdo do fungo na
espiga; Tipo Ill: reducdo do acumulo de DON nao correlacionado com as
resisténcias do tipo | e II; Tipo IV: resisténcia dos graos a infeccdo (mesmo que a
espiga esteja infectada); Tipo V: tolerancia (menor perda de produtividade, mesmo
com elevada infeccéo).

Destas, a mais bem estudada, a mais estavel e a menos afetada por fatores
nao genéticos é a do tipo Il (BAI, 1994). Em seguida, a resisténcia tipo | aparece
como um alvo para aumentar o nivel de resisténcia. Os demais tipos de resisténcia
nao estao claramente definidos, e ndo tém sido utilizados como alvo dos programas
de melhoramento genético.

De acordo com Bai e Shaner (2004), plantas que apresentam apenas
resisténcia tipo | ou resisténcia tipo Il, podem parecer suscetiveis. Uma planta com
resisténcia tipo I, mas pouca resisténcia ao tipo Il pode parecer suscetivel quando o
in6culo € abundante. Nesse caso, pelo menos uma espigueta sera infectada e os

sintomas se espalhardo subsequentemente para todas as demais espiguetas.
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Entretanto, se uma planta tem resisténcia tipo I, mas ndo apresenta resisténcia tipo
I, a infeccdo sera limitada as espiguetas inicialmente infectadas.

Mesmo em colecdes de trigo reconhecidas muldialmente, como € o caso da
China, Japdo e Estados Unidos, todas as fontes de resisténcia identificadas sdo
oriundas da Asia (Sumai 3, Ning 7840, Nobeokabozu), do Brasil (Frontana) e da
Europa (Praa 8, Novokrunka) (GERVAIS et al., 2003).

No Brasil, Alves et al. (2013a) ao avaliarem as reacdes de resisténcia tipo | e
tipo Il a giberela, em 28 cultivares de trigo, verificaram que as cultivares Frontana,
BRS 177, BRS 179, BRS Umbu, BRS Camboim, Abalone, Onix, Pampeano e
Fundacep 30 apresentaram menor severidade da doenca e menor porcentagem de
graos giberelados, demonstrando serem fontes de resisténcia tipo |. As cultivares
BRS Guamirim, CD 120, Onix, Rubi, Fundacep 50, BRS 179, Pampeano, Abalone,
CD 114, IPR 85, Safira, BRS Louro, CD 117, CDF 2002116, CD 115, BRS 177, CD
0529 e BRS Camboim apresentaram a menor area abaixo da curva de progresso da
doenca, demonstrando a presenca da resisténcia do tipo Il.

Considerando apenas a resisténcia tipo I, Alves et al. (2013b) em outro
estudo, concluiram que as cultivares Frontana, BRS 177, Safira e BRS Timbaulva
estiveram no grupo com menor média de severidade da doenca, demonstrando
serem boas fontes de resisténcia a Giberela. Na avaliacdo de grdos, as cultivares
BRS 177, Onix, BRS Timbauva, BRS Umbu, BRS Guamirim, Fundacep Raizes,
Fundacep 50, CD 120 e CD 0526 estiveram no grupo com menor média de graos
giberelados.

Para a resisténcia do tipo Il, a principal fonte utilizada por todos os grupos de
pesquisa tem sido a cultivar chinesa Sumai 3, ou cultivares derivadas desta, como
Ning 7840. Para a resisténcia do tipo I, a cultivar Frontana tem sido utilizada com
frequéncia nos estudos de heranca e mapeamento (BAI e SHANER, 2004).

A resisténcia a giberela apresentada pelas cultivares Ning 7840 e Sumai 3
sao as mesmas. No entanto, Ning 7840 tem a vantagem de um maior potencial de
rendimento de grdos, bem como resisténcia a outras doengas como ferrugens da
folha e do colmo e ao mildio pulverulento (BAl e SHANER, 2004).

Diversos estudos tem evidenciado a resisténcia em Sumai 3 como uma das

mais importantes fontes para uso em programas de melhoramento genético no
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mundo (BASNET et al.,, 2011; HE et al.,, 2013). Niwa et al. (2014), estudaram a
variagdo genética entre os acessos de Sumai 3 coletadas de seis paises utilizando
marcadores microssatélites. Foi evidenciado que existem variacdes genéticas em
regides especificas do QTL nos acessos estudados. Os resultados demonstram
regides cromossdmicas Unicas em Sumai 3-AUT e Sumai 3-JPN (‘Sumai 3' da
Austria e Japdo, respectivamente). A avaliagio de campo indicou uma forte

resisténcia a giberela em Sumai 3-AUT.

2.2.4 Controle genético da resisténcia a giberela em trigo

No melhoramento de espécies autdbgamas, tais como o trigo, um dos
gargalos para o melhorista é distinguir a planta superior (homozigota - gendtipo com
a maior frequéncia de alelos favoraveis possiveis) na populagdo (ISLEIB, 1999).
Desta forma, qualquer mecanismo que auxilie a elevar a eficiéncia da sele¢éo no
processo de obtencdo de novas cultivares é de primordial importancia (HARTWIG et
al.,, 2007). Para isto, o conhecimento do controle genético de determinada
caracteristica é essencial para obter sucesso no programa de melhoramento
(BALDISSERA et al., 2014).

Os estudos do controle genético da resisténcia a giberela tem identificado de
2 a seis genes (KOLB et al., 2001). Outros estudos tém indicado que a resisténcia é
herdada de forma quantitativa, envolvendo diversos locos em diversos cromossomos
(ZHOU et al., 2003). Buerstmayr et al. (2013), efetuaram o mapeamento genético
para resisténcia tipo Il a giberela em uma populacdo derivada de retrocruzamento,
revelando dois QTLs altamente significativos nos cromossomos 3A e 6B.

Nos estudos de heranca utilizando populacdes derivadas de Sumai 3 tém
sido identificados dois genes (VAN GINKEL et al., 1996), trés genes (YAO et al,,
1997) ou mais de trés genes (YU, 1982). Van Ginkel et al. (1996), utilizando uma
populacdo de Ning 7840 (derivada de Sumai 3) identificou também dois genes
dominantes para a resisténcia do tipo Il. Os cromossomos 3BS e 6BL tém sido
relatados com mais frequéncia como sendo os locais onde se localizam os genes de

resisténcia provenientes de Sumai 3.
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Para a resisténcia do tipo I, derivada de Frontana, alguns estudos tém
identificado 3 ou mais genes (SINGH et al.,, 1995), enquanto que outros tem
identificado dois genes dominantes (VAN GINKEL et al., 1996).

Os diversos grupos que trabalham com o objetivo de mapear os locos de
resisténcia do trigo a giberela tém encontrado marcadores ligados aos genes de
resisténcia que apresentam alguma consisténcia entre as diversas populacoes
estudadas. No grupo 3BS, Anderson et al. (2001) identificou o marcador
microssatélite Xgwm533, que explicou 25% da variacédo fenotipica para a resisténcia
a giberela, em uma populacdo obtida a partir da linhagem ND2603 (derivada de
Sumai 3). Nesta mesma regido, Guo et al., (2003) identificaram o marcador
microssatélite Xgwm369 e um marcador STS (SRTS.3B1), derivado de um marcador
AFLP, associados com a resisténcia. Estes marcadores estdo proximamente
ligados ao marcador Xgwm533, e por estarem mais proéximos ao gene de
resisténcia, explicam até 50% da variacdo fenotipica (marcador STS). Zhou et al.,
(2003) avaliaram, na regido do cromossomo 3BS, um conjunto de seis marcadores
microssatélites em uma populacao obtida a partir de Ning 7840 (derivada de Sumai
3), cobrindo 16 cM do grupo de ligacao, e identificaram que o gene de resisténcia
esta localizado entre os marcadores Xbarc75 e Xgwm533. Ao avaliarem uma regiao
de cerca de 50 cM, em duas populacdes de trigo, uma derivada diretamente de
Sumai 3, e outra obtida a partir de ND2603 (derivada de Sumai 3), Liu e Anderson
(2003) também identificaram os marcadores Xgwm533 e Xbarc133 como 0s mais
proximos ao gene de resisténcia.

Cuthbert et al. (2006), realizando mapeamento fino da regido do
cromossomo 3BS que contém o gene de resisténcia a giberela, mapearam 9
marcadores (microssatélites e STS) no intervalo de 10,63 cM entre os marcadores
Xgwm533 e Xgwm493 (Figura 2), mapeando o loco Fhbl (resisténcia a giberela) a
0,2 cM do marcador XSTS3B-80 e a 1,07 cM do marcador XSTS3B-142, em uma
populacdo derivada de Sumai 3. Em outra populagado, derivada de HC374, foram
mapeados 7 marcadores no intervalo entre Xgwm533 e Xgwm493, e o loco Fhbl
ficou mapeado a 3,83 cM dos marcadores XSTS3B-163, XSTS3B-138, XSTS3B-80,
e a 2,22 cM do marcador XSTS3B-66 (Figura 2).
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Figura 2-Estagio atual do mapeamento do
gene Fhbl no cromossomo 3BS de trigo.
Fonte: Cuthbert et al. (2006).

O gene Fhbl (sinbnimo de Qfhs.ndsu-3BS), proveniente de Sumai 3, tem
sido validado em diversos ‘backgrounds’ genéticos. Seu efeito para resisténcia do
tipo Il tem sido relatado como variando em torno de 20% até mais de 50% da
variacdo fenotipica para este tipo de resisténcia (PUMPHREY et al., 2007; LIU e
ANDERSON, 2003; ZHOU et al., 2003), em funcdo das diferentes populacbes e
métodos de avaliacao utilizados.

Os trabalhos de heranca tém demonstrado que Sumai 3 possui 2 ou trés
genes de resisténcia a giberela. Alguns trabalhos tém identificado QTLs para
resisténcia de Sumai 3 a giberela nos cromossomos 5A (marcadores Xbarcll7,
Xgwm293, Xgwm304 e Xwmc705) e 6B (marcadores Xbarcl146, Xgwm508,
Xgwm191, Xgwm608, Xgwm644, Xwmc397 e Xwmc398) (SOMERS et al., 2003;
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YANG et al, 2003). Trabalhos de validagcdo destes marcadores devem ser
realizados para que sejam definidos os marcadores mais eficientes para um
programa de selecdo assistida por marcadores moleculares utilizando estes locos,
cujo efeito parece ser aditivo ao gene Fhbl do cromossomo 3BS (CUTHBERT et al.,
2006).

A cultivar Frontana também tem sido bastante utilizada como fonte de
resisténcia a giberela, especialmente resisténcia do tipo I. Além disso, produz
enzimas que degradam DON (resisténcia do tipo Ill). Os estudos de heranca tém
indicado que a resisténcia de Frontana é devida a 2 ou 3 genes de efeito aditivo.
QTLs para resisténcia do tipo | tém sido identificados na cultivar Frontana, nos
cromossomos 3A (entre os marcadores Xgwm720 e Xdupw227) e 5A (entre 0s
marcadores Xgwm129 e Xbarc197) (STEINER et al., 2004). O QTL do cromossomo
3A explicou 16% da variacdo fenotipica para resisténcia do trigo a giberela, e o0 QTL
do cromossomo 5A explicou 9%. Estes QTLs também precisam de mais trabalhos
de validacdo, para que os marcadores possam ser utilizados em um programa de
selecéo assistida por marcadores moleculares para resisténcia a giberela.

Recentemente, Scherloski et al. (2015) divulgaram um estudo de validagéo
de 19 marcadores microssatélites para resisténcia a giberela em uma populacao nao
estruturada com 96 acessos, sendo que os marcadores localizados nas regides dos
cromossomos 3B, 5A e 6B foram validos para sele¢do quanto a resisténcia do trigo a
giberela. De acordo com o trabalho, os marcadores Wmc397, Xbarc180 e Xbarc101
tém potencial para serem utilizados para a selecdo assistida por marcadores
moleculares, para resisténcia a giberela.

Outras fontes de resisténcia também contém genes/QTLs para resisténcia a
giberela, em outros cromossomos. Semagn et al. (2007) identificaram QTLs para
resisténcia a giberela, com efeitos variando de 10 a 28%, nos cromossomos 1AL,
1BL e 6BS, em populagbes derivadas das cultivares Arina e NK93604. Estes QTLs
também precisam ser ainda validados para que possam ser objeto de selecao
asssitida por marcadores moleculares.

Tem sido crescente os relatos de trabalhos utilizando SNPs para
identificacdo de marcadores associados a resisténcia de trigo a giberela. Bernardo et

al. (2011) analisaram 23 marcadores SNPs potenciais para uso em SAM com
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associacao ao gene Fhbl em 71 linhagens puras recombinantes (Ning 7840/Clark
BC7F7) dos quais, cinco explicaram de 45 a 54% da variacdo fenotipica.
Recentemente, Arruda et al. (2016) também identificaram SNPs potenciais para uso
em SAM no gene Fhbl do cromossomo 3B, além de associa¢fes significativas nos
cromossomos 4A, 6A, 7A, 1D, 4D e 7D em populacdes biparentais.

Os dados da literatura tém indicado que o gene Fhbl confere um elevado
nivel de resisténcia do tipo Il. Alguns outros QTLs presentes em Sumai 3 (nos
cromossomos 5A e 6B) agem aditivamente sobre o gene Fhbl, podendo aumentar o
nivel de resisténcia. QTLs nos cromossomos 3A e 5A de Frontana conferem um
bom nivel de resisténcia do tipo I. Diversos trabalhos estdo sendo publicados sobre
genes/QTLs de resisténcia a giberela: Zhuang et al. (2013), Basnet et al. (2011) e
Kugler et al. (2013). A grande maioria dos trabalhos divulgados relata a importancia
de Sumai 3 como fonte de resisténcia e evidenciam o gene Fhb1l como fundamental
para identificagdo de marcadores moleculares.

2.3 Marcadores moleculares e a selecéo assistida

A utilizacdo de marcadores moleculares fundamenta-se na ligacdo génica
entre marcadores e locos que governam as caracteristicas quantitativas de
interesse. Todo QTL é na verdade uma associacdo genético-estatistica entre uma
regido do genoma e um caractere, que possibilita a determinacdo do efeito da
interacdo QTL por ambiente, da ocorréncia de efeitos pleiotrépicos e/ou de ligacdo
génica (RESENDE et al., 2013).

Dentre as vantagens do uso de marcadores moleculares nos programas de
melhoramento genético, Aguiar (2012) ressalta que o estudo da diversidade genética
dentro dos bancos de germoplasma permite identificar acessos duplicados, avaliar o
sistema de coleta e manutencao por meio da identificacédo de regides geograficas de
maior diversidade, bem como auxilia na escolha dos genitores. Além disso, viabiliza
a caracterizacdo de cultivares, hibridos ou linhagens para auxiliar na protecdo de
cultivares, Permite a avaliacdo da pureza genética de cultivares e de semente, &
necessaria para a construcdo de mapas genéticos e, ainda, permite a pratica da

SAM por meio da selecao indireta. O que auxiliou a introgressao de genes via
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programa de retrocruzamento, piramidacdo de genes de interesse em uma Unica
cultivar e selecdo para caracteristicas de interesse.

Dentro do genoma de uma espécie existem diversos tipos de variacdes
alélicas que podem ser identificadas por marcadores moleculares. Estas variacdes
podem ser classificadas em repetigdes “in tandem” em um loco particular
(microssatélites - SSRs) (WEBER e MAY, 1989), em segmento de
insercdes/delecbes (InDels) (OPHIR e GRAUR, 1997) e polimorfismos de
nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms - SNPs) (WANG et al., 1998).
Marcadores SNPs sédo utilizados para identificar mutagcdes e polimorfismos
baseados na posicdo de um Unico nucleotideo, ou seja, mudanca de uma Unica
base em posicao especifica do genoma (FALEIRO, 2011). Os SNPs sao o tipo mais
frequente de variacdo encontrada no DNA. Em plantas a frequéncia habitual é de
cerca de 1 SNP a cada 100-300 pb (BROOKES, 1999; GUPTA et al., 2001).

Diversos estudos (WANG et al., 2013; CHAO et al., 2009; SHAVRUKOV,
2014), tem utilizado a técnica com marcadores SNPs em trigo. Recentemente,
Wirschum et al. (2013), avaliaram a estrutura, diversidade genética e desequilibrio
de ligacdo de uma populacdo elite de trigo de inverno com marcadores SNP e
marcadores SSR. Os resultados mostraram que as avaliagbes sao diferentes para
cada um, chegando a haver diferencas de 5-10 cM na analise do desequilibrio de
ligacdo. Além disso, mostraram que € necessario utilizar um grande numero de
SNPs para obter uma cobertura total dos cromossomos. Concluiram que SNPs
podem ser uma ferramenta valiosa para os programas de melhoramento do trigo.

Os métodos de deteccao de sitios Unicos sao, potencialmente, mais faceis
de automatizar e de aplicar na analise genética em larga escala. Deste modo, a
informacédo gerada sobre os SNPs pode ser, posteriormente, utilizada em varios
niveis nas andlises do DNA como: marcadores no mapeamento genético; material
de estudo na identificacdo de SNPs funcionais e seu respectivo fenotipo; ferramenta
para estudos populacionais, por comparacdo do genoma de individuos de diferentes
populacdes (ZHANG e HEWITT, 2003). SNPs analisados com diferentes
plataformas ou ensaios quimicos podem ser comparados, uma pratica que
atualmente ndo é possivel com marcadores SSRs, nos quais uma diferenca no

equipamento ou protocolo pode afetar a discriminagéo no tamanho do alelo. Com o
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advento de plataformas de genotipagem para os marcadores SNPs com custo
acessivel e genotipagem em larga escala, tornou-se possivel a identificacdo de
regides gendmicas em plantas por meio do mapeamento por associacao (XU et al,.
2009).

Destacam-se entre estas plataformas, as plataformas da lllumina® e da
Affymetrix®, que possuem capacidade de genotipar dezenas de milhares de SNPs
simultaneamente. Illumina BeadChips sao projetados para permitir uma ampla gama
de aplicacbes agrogenémicas para acelerar e reforcar a investigacdo, avancar no
desenvolvimento de métodos com alto valor de rastreio e permitir a rapida
implantac&o destas aplicagdes (ILLUMINA, 2015).

A plataforma Axiom® Wheat desenvolvida pela empresa Affymetrix® tem
como objetivo acelerar o melhoramento genético de cultivares de trigo modernos
com uso de uma ferramenta de pesquisa de alta densidade, podendo incluir de
35.000 até 817.000 SNPs, dependendo do formato utilizado, no caso Axiom® Wheat
HD Genotyping Array ou Axiom® Wheat Breeder's Genotyping Array,
respectivamente. Uma grande vantagem € que a informacdo SNP esta a disposicéo
da comunidade de trigo em todo o mundo, uma vez que 0s marcadores sobre estas
matrizes podem ser consultados no proprio site da CerealsDB
(<http://www.cerealsdb.uk.net/>) (AFFYMETRIX, 2016).

De acordo com o banco de dados da CerealsDB (2017), que € uma
plataforma digital gratuita criada por membros do Grupo de Gendmica Funcional da
Universidade de Bristol e financiada pelo Departamento de Agricultura dos EUA
(USDA), existem 819.571 sequéncias de SNPs capturados atualmente sob o
genoma do trigo. Winfield et al. (2015) realizou um estudo de validacdo com 475

acessos de trigo utilizando a plataforma de alta densidade de SNPs da Axiom®@

e seu
trabalho vem sendo utilizado como base para pesquisas com trigo utilizando a
plataforma da CerealsDB por toda comunidade cientifica. Para identificar a
localizagcdo nos cromossomos, foram alinhadas as sondas dos 819.571 SNPs a
10.776.707 sequéncias de pesquisa do IWGSC (International Wheat Genome
Sequencing Consortium). Ao todo, foi possivel identificar a posicdo de 491.792
SNPs distribuidos entre os 21 cromossomos do trigo, sendo um total de 65.494

SNPs no cromossomo 1; 86.947 no cromossomo 2; 69.859 no cromossomo 3;
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65.663 no cromossomo 4; 79.225 no cromossomo 5; 59.253 no cromossomo 6 e
65.351 no cromossomo 7.

A SAM consiste de dois passos principais: i) identificacdo de associacoes
entre locos marcadores e QTLs e i) uso dessas associacbes para O
desenvolvimento de populacdes melhoradas (BULFIELD, 1997). O principio da
selecdo assistida é a correlacdo genética entre a marca e os diferentes genes
envolvidos no controle do carater (RAMALHO e LAMBERT, 2004).

Alzate-Marin et al. (2005), Xu e Crouch (2008) e, Wu e Wang (2011)
resumiram algumas vantagens de se utilizar a SAM. Dentre elas destaca-se o
potencial de reunir caracteristicas de interesse no mesmo gendétipo mais
precisamente, com menores perdas involuntarias e em menos ciclos de selecdo; a
economia de tempo em comparacdo com ensaios de campo complexos, além de
eliminacdo da avaliacdo fenotipica pouco confidvel associada ao campo, devido aos
efeitos ambientais; mais eficiente em situacdes em que o fendtipo é de dificil
mensuracdo ou de baixa herdabilidade; em retrocruzamentos permite reduzir a
transferéncia de genes indesejaveis durante o processo de transferéncia de alelos
de resisténcia a partir de material genético exotico; e permite a selecdo de genotipos
em fase de plantula.

Embora marcadores moleculares possam apresentar um custo mais baixo, o
custo inicial de desenvolvimento pode ser muito alto, além de ser necessario o
mapeamento de caracteres de interesse agrondmico de forma a maximizar a
correlacdo genética. Este procedimento requer a constru¢cdo de mapas de ligacédo
genética com regides de interesse saturadas de marcadores, 0 que pode ser
demorado e de custo elevado (MELCHINGER et al., 2004).

2.4 Desequilibrio de ligacdo em plantas e 0 mapeamento por associagcdo gendmica
ampla (GWAS)

Em um grupo de individuos, se dois alelos de locos diferentes séo
encontrados juntos com frequéncia maior que aquela esperada com base no produto
de suas frequéncias, infere-se que tais alelos estdo em desequilibrio de ligacéo
(RESENDE et al. (2013). De acordo com a lei de equilibrio de Hardy-Weinberg,
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desequilibrio de ligacdo é definido como qualquer desvio nas frequéncias alélicas
esperadas sob cruzamentos ao acaso (SILVA, 2001).

A estratégia de analise de desequilibrio de ligagdo baseia-se no
desequilibrio de ligacdo entre marcador e QTL na populacéo inteira e ndo apenas
dentro da familia. Para que isso ocorra, marcador e QTL devem estar em ligacédo
muito proxima. Nesse caso, a associacdo entre eles € uma propriedade da
populacao inteira e persistird por grande niumero de geracdes. Métodos baseados
em desequilibrio de ligacdo associados a individuos ndo aparentados tem sido
recomendado como ferramentas poderosas para produzir estimativas refinadas de
localizagc&o de genes (RESENDE et al., 2013).

Os termos desequilibrio de ligacdo e ligacdo genética sdo frequentemente
confundidos. Embora relacionados, sao termos distintos. A ligacdo genética refere-
se a heranca correlacionada de loci através da sua conexao fisica no cromossomo.
Por outro lado, o desequilibrio de ligacao refere-se a correlagdo de alelos em uma
populacdo. O conflito entre os dois termos ocorre porque a ligacdo genética pode
resultar em altos niveis de desequilibrio de ligacdo (CASTRO e PEREIRA, 2008).

Algumas vantagens do mapeamento por associacdo sob o mapeamento de
ligacdo foram listadas (ZHU et al., 2008): Maior resolugdo dos mapas;
Disponibilidade de maior variabilidade genética para correlacdo entre marcador e
caracteristica e deteccdo de multiplos alelos simultaneamente; Eliminacdo da
necessidade de desenvolver grandes populacdes para mapeamento fino, o que
diminui os custos e o tempo; Possibilidade de utilizacdo de uma populagdo de
mapeamento por associacdo em estudos de varias caracteristicas, enquanto
cruzamentos biparentais, na maioria dos casos, podem ser usados para estudo de
apenas uma caracteristica; Viabilidade de empregar dados fenotipicos coletados ha
muitos anos.

A andlise de GWAS pode ser realizada em quatro passos: a coleta de
informacdo fenotipica, garantindo a consisténcia da informacéo; a genotipagem e
verificagdo da qualidade das amostras e dos SNPs genotipados; a andlise de
associacdo entre os SNPs e a caracteristica de interesse; e a replicacdo para
identificar a associacdo em uma populacao independente (PEARSON et al., 2008).
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Uma grande vantagem da analise GWAS em plantas € que geralmente
usam um recurso permanente, ou seja, uma populacdo de cultivares diversas que
pode ser fenotipada para muitos caracteres e sO precisa ser genotipada uma vez,
podendo, posteriormente, gerar populacbes de mapeamento especificas para
determinados caracteres ou QTLs especificos em diversas culturas (ATWELL et al.,
2010).

Quando o desequilibrio de ligacdo decai em uma distancia curta ao longo do
cromossomo, 0 numero de marcadores ao acaso necessarios para encontrar
associacOes significativas pode ser substancialmente grande (MALOSETTI et al.,
2007). De modo geral, quando o desequilibrio de ligacdo é pequeno na populacéo,
um grande numero de marcadores sera necessario para detectar uma associacao,
porém, tem-se o potencial de atingir um mapa com alta resolugcédo. Inversamente,
quando o desequilibrio de ligacdo € grande na populacdo em estudo, um numero
menor de marcadores serd necessario para detectar associacbes. Entretanto,
obviamente, 0 mapa terd uma resolucao inferior (MORGANTE & SALAMINI, 2003).

Devido ao desequilibrio de ligacdo limitado em populagdes naturais, a
analise GWAS requer uma alta densidade de marcadores, o que s6 € possivel hoje,
devido a evolucdo das tecnologias de genotipagem e sequenciamento de alto
desempenho (PHUNG et al, 2014). O advento dos SNPs em alta densidade permitiu
a identificacdo de pequenos blocos haplotipicos por todo o genoma que podem ser
significativamente correlacionados com as varia¢cdes gquantitativas dos caracteres de
interesse (HINDORFF et al., 2009).

Com a disponibilidade em larga escala de informacdo de sequéncias e
desenvolvimento de tecnologias com alto rendimento para genotipagem de SNPs,
marcadores SNPs tem sido amplamente usados em estudos de mapeamento de
QTLs por associacao. Isso porque sdo abundantes nos genomas e, além disso,
porque eles podem fornecer um mapa de alta resolucdo comparado aqueles obtidos
com outros marcadores (JONES et al., 2007).

De acordo com Olazar (2013), estudos de associacdo podem ser divididos
em duas categorias. Nos estudos baseados em familias € realizada uma procura
dos alelos que sao transmitidos de pais para seus filhos afetados, com mais

frequéncia do que seria esperado ao acaso. J4, nos estudos baseados na
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populacdo, sdo compostos de individuos afetados ndo relacionados (casos) e
individuos saudaveis nao relacionados (controles). Neste tipo de estudo se procura
alelos cuja frequéncia entre os casos € diferente de sua frequéncia entre o0s
controles. Descobrir um SNP associado poderia significar a causa direta do
desenvolvimento de certa doenca, mas pode significar apenas uma ligacao genética
ao SNP causal. Sendo necessaria uma investigacdo mais aprofundada e um
mapeamento fino das areas em torno de SNPs associados.

A aplicacdo de andlises e mapeamentos por associacdo em plantas ainda
estd em crescimeto e alguns trabalhos utilizando esta técnica em trigo podem ser
citados (HAO et al., 2012; LE GOUIS et al., 2012; ZHANG et al., 2013; KOLLERS et
al.,, 2014; NARUOKA et al, 2015; MULETA et al., 2017; LOZADA et al., 2017; LI et
al., 2017). Todavia, 0 emprego da técnica de mapeamento por associacdo utilizando
marcadores SNPs em trigo para resisténcia a giberela e niveis de produ¢cdo de DON
é ainda mais restrito, onde raros trabalhos, como o de Arruda et. al (2016), podem

ser citados.
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3.1 Material genético e delineamento experimental
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Foram utilizadas 384 cultivares/linhagens de trigo representativas de todas

as cultivares desenvolvidas/utilizadas pelos programas de melhoramento genético

brasileiros desde 1940 (Tabela 1). As sementes foram obtidas do banco de

germoplasma da Coodetec e os ensaios de campo foram conduzidos em Cascavel-

PR, nos anos de 2015 e 2016, no centro de pesquisa da Coodetec (Latitude S 24°
52’ 56,9”; Longitude W 53° 32’ 00,4” e altitude 690m).

Tabela 1-Gendtipos de trigo utilizados nos experimentos para analise de associacao

gendmica para resisténcia a giberela nos anos de 2015 e 2016. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2017. (Continua)

ABALONE
ALCOVER
ALTAR
AMETISTA
ANAHUAC
AVANTE

BANDEIRANTES

BR 34

BR 37

BR 43

BRS 120
BRS 177
BRS 179
BRS 193
BRS 207
BRS 208
BRS 210
BRS 220
BRS 229
BRS 254
BRS 264
BRS 276
BRS 296
BRS 327
BRS 328

CD 1148
CD 115
CD 116
CD 117
CD 118
CD 119
CD 120
CD 12047
CD 12048
CD 12049
CD 12056
CD 12063
CD 12075
CD 12078
CD 12086
CD 12096
CDh 121
CD 12126
CD 12129
CD 12143
CD 12164
CD 12175
CD 12178
CD 12183
CD 12184

CD 12807
CD 12829
CD 12831
CD 12880
CD 13027
CD 13032
CD 13064
CD 13124
CD 13126
CD 13130
CD 13165
CD 13180
CD 13181
CD 13191
CD 13203
CD 13217
CD 13244
CD 13290
CD 13322
CD 13326
CD 13359
CD 13360
CD 13368
CD 14002
CD 14048

CD 14531
CD 14533
CD 14536
CD 14545
CD 14556
CD 14558
CD 14560
CD 14562
CD 14563
CD 14565
CD 14571
CD 14901
CD 14902
CD 14904
CD 14905
CD 14906
CD 14907
CD 14908
CD 14909
CD 14911
CD 14913
CD 14915
CD 14917
CD 14921
CD 14922

CNT 6

CNT 7

CNT 9

COCORAQUE
COLONIAS
CONFIANCA
EMBRAPA 21
EMBRAPA 42
ENCRUZILHADA
ESPORAO

ESTRELA ATRIA

FPS NITRON
FRONTANA
FUNDACEP 30
FUNDACEP 37
FUNDACEP 40
FUNDACEP 50
FUNDACEP 52
FUNDACEP BRAVO
FUNDACEP CAMPO REAL
FUNDACEP CRISTALINO
FUNDACEP HORIZONTE
FUNDACEP NOVA ERA
FUNDACEP RAIZES

IAC 375 PARINTINS

OCEPAR 12-MAITACA
OCEPAR 13-ACAUA
OCEPAR 14
OCEPAR 15
OCEPAR 16
OCEPAR 17
OCEPAR 18
OCEPAR 19
OCEPAR 20
OCEPAR 21
OCEPAR 22
OCEPAR 6-FLAMINGO
OCEPAR 7-BATUIRA
OCEPAR 8-MACUCO
OCEPAR 9-PERDIZ
ONIX

PAMPEANO
PASUCO

PAVAO

QUARTZO

RUBI

SAFIRA

SHANGAI 5
SONORA 63
SONORA 64
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Tabela 1 - Gendtipos de trigo utilizados nos experimentos para andlise de

associacdo gendmica para resisténcia a giberela nos anos de 2015 e 2016. UTFPR,

Campus Pato Branco, 2017. (Concluséo)

BRS 329

BRS 331

BRS 49

BRS ALBATROZ
BRS ANGICO
BRS CAMBOATA
BRS CAMBOIM
BRS GUAMIRIM
BRS LOURO
BRS PARDELA
BRS PARRUDO
BRS SABIA
BRS TIMBAUVA
BRS UMBU
CAMPEIRO
CANDEIAS
CANINDE 11
CANINDE 12
CANINDE 13
CANINDE 3

CD 101

CD 102

CD 103

CD 104

CD 105

CD 106

CD 107

CD 108

CD 1082

CD 1083

CD 109

CD 110

CD 1104

CD 111

CD 112

CD 113

CD 1135

CD 114

CD 1144

CD 12192
CD 12199
CD 122
CD 12203
CD 12213
CD 12223
CD 12224
CD 12228
CD 12236
CD 12240
CD 12251
CD 12282
CD 123
CD 12300
CD 12343
CD 12356
CD 12361
CD 12365
CD 12369
CD 124
CD 12400
CD 12401
CD 12417
CD 1252
CD 12601
CD 12603
CD 12604
CD 12605
CD 12611
CD 12614
CD 12618
CD 12625
CD 12629
CD 12634
CD 12638
CD 12662
CD 12664
CD 12665
CD 12666

CD 14052
CD 14134
CD 14151
CD 14152
CD 14156
CD 14157
CD 14173
CD 14204
CD 14209
CD 14225
CD 14226
CD 14228
CD 14235
CD 14240
CD 14255
CD 14258
CD 14277
CD 14336
CD 14342
CD 14350
CD 14362
CD 14366
CD 14383
CD 14387
CD 1440

CD 14401
CD 14434
CD 14443
CD 14451
CD 14453
CD 14455
CD 14478
CD 14486
CD 14490
CD 14495
CD 14506
CD 14517
CD 14520
CD 14526

CD 14924
CD 14926
CD 150
CD 151
CD 154
CD 1550
CD 15901
CD 15902
CD 15903
CD 15904
CD 15905
CD 15906
CD 15907
CD 15908
CD 15909
CD 15910
CD 15911
CD 15912
CD 15913
CD 15914
CD 15915
CD 15916
CD 15917
CD 15918
CD 15919
CD 15920
CD 15921
CD 15922
CD 15923
CD 15924
CD 15925
CD 1805
CEP 14 TAPES
CEP 29
CEP 72 SULINO

CHINESE SPRING

CNT 1
CNT 10
CNT 5

IAC 5 MARINGA
IAN 10

IAN 15

IAPAR 1 MITACORE
IAPAR 17 CAETE
IAPAR 28 IGAPO
IAPAR 3 ARACATU
IAPAR 30 PIRATA
IAPAR 6 TAPEJARA
IAPAR 78

IAS 54

IAS 58

IAS 64

IPR 128

IPR 129

IPR 130

IPR 136

IPR 144

IPR 85

IPR KATUARA T™M
ITAPUA 40

ITAPUA 45

ITAPUA 50

ITAPUA 60

ITAPUA 70
JADEITE 11
JANDAIA

JF 90

JUPATECA 73
KOSORO
LONDRINA
MARFIM

MGS1 ALIANCA
MIRANTE
MONCHO

NAMBU

NING 7840
OCEPAR 10-GARCA
OCEPAR 11-JURITI

SUPERA
SUZHOE #2
SUZHOE #6
SUZHOE #8

T. BR 18-TERENA
T. BR 30—CADIVEU
TAURUM

TBIO ALVORADA
TBIO BANDEIRANTE
TBIO IGUACU
TBIO ITAIPU
TBIO MESTRE
TBIO PIONEIRO
TBIO SELETO
TBIO SINUELO
TBIO TIBAGI
TBIO TORUK
TEC FRONTALE
TEC TRIUNFO
TEC VELOCE
TEC VIGORE
TOPAZIO

TRIGO BR 1
TRIGO BR 14
TRIGO BR 15
TRIGO BR 2
TRIGO BR 23
TRIGO BR 27
TRIGO BR 28
TRIGO BR 4
TRIGO BR 5
TRIGO BR 7
TRIGO BR 8
TUCANO
TURQUESA
VACARIA
VALENTE
VANGUARDA
VAQUEANO
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Cada cultivar/linhagem foi semeada manualmente em uma linha de um
metro de comprimento, compondo parcelas de 3 linhas (Figuras 3A e 3B), sendo
que, em cada linha lateral, foi semeada uma cultivar/linhagem em estudo e na linha
central de cada parcela semeada uma testemunha suscetivel para monitoramento
da inoculacdo e desenvolvimento da doenga no campo experimental. A cultivar
suscetivel utilizada foi a CD 116. O espacamento empregado entre linhas foi de 17
cm e entre as parcelas foi de 50 cm, para permitir a inser¢cdo dos canos de irrrigacao
entre as parcelas. A adubacédo e o controle de pragas foram efetuados conforme as

exigéncias técnicas para a cultura.

Figura 3-(A) Distribuicdo das parcelas do campo experimental da Coodetec; (B)

Organizagéo e espagamento praticado no experimento para avaliagao de resisténcia
a giberela, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.

O indculo inicial foi obtido a partir de espigas infectadas no campo e mantido
por transferéncias periédicas em meio agar batata dextrose (BDA) (Figuras 4A e
4B). A producdo de esporos em massa foi realizada em gréos de trigo, que foram
autoclavados duas vezes antes de serem inoculados. Duas placas com pequenos
fragmentos do fungo cultivado em meio de cultura BDA foram depositadas sobre os
graos de trigo autoclavados. Os graos foram mantidos em camara de crescimento a

24°C por 14 dias para colonizacédo. Os graos de trigo colonizados foram transferidos
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para bandejas plasticas forradas com papel filtro e submetidas a molhamento e sol
diariamente, pelo periodo aproximado de 4 meses (Figuras 5A, 5B e 5C).

Figura 4-(A) Corte de placa contendo esporos de F.
graminearum para repicagem; (B) Placa de meio
BDA colonizada por F. graminearum em corte para
repicagem, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 5-(A) Molhamento dos grdos de trigo sob

colonizagdo de Fusarium graminearum; (B) Exposi¢ao
diaria das bandejas ao sol; (C) Graos de trigo com
formacao de peritécios de G. zeae, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.

Quando as primeiras plantas entraram no estagio de emborrachamento

(Z4.3 da escala de Zadoks et al., 1974) realizou-se a primeira inoculagdo. Para isso,
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0os graos de trigo colonizados com peritécios de G. zeae (Figura 6A) foram

distribuidos entre as linhas externas de cada parcela (Figura 6B).
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Figura 6-(A) Graos de trigo com peritécios de G. zeae; (B) Inoculagéo

por grédos de trigo giberelados no experimento para avaliagdo de
resisténcia a giberela, Cascavel-PR.
Fonte: Elaborado pela autora.

Foi realizado o monitoramento do estagio das plantas de trigo para realizar a
inoculacéo por pulverizacao (Figura 7A) quando cada parcela estivesse iniciando o
florescimento (estadio Z5.0). Para preparo do inéculo, foi realizada a raspagem de
placas com meio BDA ou Azuki colonizadas por F. graminearum. O micélio foi

lavado com agua destilada (Figura 7B) e auxilio de um pincel (Figura 7C).

WAy A AR R o D
Figura 7-(A) Inoculagdo de esporos de F. graminearum por
pulverizacdo em plantas de trigo no estagio de florescimento; (B)
Lavagem e (C) raspagem de placas colonizadas por F. graminearum
para obtencéo da suspenséao de esporos, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.
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A concentracéo foi ajustada para 5x10* macroconidios por mL. A contagem
foi realizada em microscopio Optico composto com o auxilio da Camara de Neubauer
(hematocitdmetro) (Figuras 8A e 8B).

Figura 8-(A) Camara de Neubauer para contagem de esporos em microscopio
Optico composto; (B) Esporos de F. graminearum, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.

No inicio do florescimento do trigo, a area experimental foi submetida ao
molhamento de espigas com formacgédo de neblina (Figura 9A) por 5 minutos
consecutivos, a intervalos de 2 horas, sendo realizados 8 molhamentos por dia, em

dias sem precipitagédo pluvial.

Figura 9-(A) Formacdo de neblina e distribuicAo das mangueiras de

irrigacdo entre as parcelas do experimento; (B) Sistema de irrigacdo por
aspersao da area experimental, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.
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O sistema artificial de molhamento de espigas foi por asperséo (Figura 9B),
através de pressao provocada pela agua dentro das mangueiras. As mangueiras
possuiam orificios de cerca de 2 mm de diametro, dessa forma, a agua foi
distribuida de maneira homogénea, mantendo elevado o molhamento das espigas.

A avaliagdo da severidade foi realizada em 20 espigas principais colhidas
aleatoriamente, para cada ano de avaliacdo (2015 e 2016), no estagio Z8.5 (espiga
verde com graos em massa mole) da escala de crescimento de Zadoks, avaliando-
se a (%) severidade conforme escala proposta por STACK e MCMULLEN (1995)
(Figura 10), modificada. Nesta escala foi acrescida a nota 3%, estabelecida quando

apenas uma Unica espigueta estava infectada.

A Visual Scale to Estimate Severity ot Fusarium Head Blight in Wheat

Figura 10-Escala visual para avaliacdo de severidade (%) de
giberela em trigo.
Fonte: STACK & MCMULLEN (1995).
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3.2 Avaliagéo de micotoxina deoxynivalenol

Para andlise de micotoxina foi utilizado o teste de ELISA Veratox® para
DON HS a temperatura ambiente (Figura 11B). Para isto, 10 gramas de grédos de
trigo coletados de cada parcela foram pesados (Figura 11D) e moidos utilizando o
moinho “mr Coffee” (Figura 11A), sendo acondicionados em frasco tampado (Figura
11C) até o uso. Para cada amostra foi identificado um copo descartavel de 500 mL,
no qual a amostra foi depositada e adicionado 250 mL de agua destilada (Figura
11E). Em seguida, utilizando um agitador mecanico, a amostra foi agitada

vigorosamente por 3 minutos, deixando-se em repouso por mais 3 minutos.

Figura 11-(A) Moinho “mr Coffee”; (B) teste
de ELISA Veratox® para DON HS; (C) Gréaos
de trigo inteiros e apdés a moagem; (D)
Pesagem de 10g de trigo moido em balanca
analitica; (E) Organizacdo das amostras e
repouso apos agitacdo com agua destilada,
Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com o auxilio de uma pipeta, 5 mL da amostra foi retirada e colocada em
papel filtro qualitativo nimero 1, sobre um funil e um Becker (Figura 12A). Ao
término da filtragem, placas contendo micropocos (Figura 12B) foram identificadas e
100 uL da “conjugate solution” foi adicionado em cada micropo¢o. Em seguida, 100
pL do filtrado das amostras foi depositado nos micropog¢os, bem como 100 pL dos
controles (Figura 12D) oriundos do conjunto. Os controles correspondiam a 0 ppm,
0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm e 6 ppm. Depois de adicionada cada amostra, foi pipetado 3
vezes para garantir a mistura. 100 pyL de cada amostra contendo a solugcdo foram
transferidos para uma nova placa com micropog¢os, sendo agitada manualmente por

30 segundos e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos.

Figura 12-(A) Filtragem das amostras; (B) Placa contendo os
micropogos utilizados para as reacbes; (C) Reagentes
utilizados para o teste: Conjugate Solution, Substrate Solution
e Red Stop Solution; (D) Amostras controle correspondentes a
Oppm, 0,5ppm, 1ppm, 2ppm e 6 ppm, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Apbés o periodo de incubacdo o liquido foi descartado (Figura 13A),
retirando-se 0 excesso de &gua e batendo-se 0s micropogos contra um papel
absorvente (Figura 13B). Com o auxilio de uma micropipeta, os micropocos foram
lavados com agua destilada por 5 vezes (Figura 13C) e observado para que nao
ficasse resquicios de liquido. Na sequéncia, 100 pL da “substrate solution” foi
adicionado, sendo mantido em repouso por 10 minutos e agitado manualmente por
30 segundos. Por ultimo, foi adicionado 100 pL da “red stop solution”, realizando-se
3 pipetagens para garantir a mistura (Figura 13D). A leitura dos resultados foi
efetuada na Leitora de ELISA “Athos 2010”, por meio do software ADAP com
aplicacgédo do filtro 620 nm (Figura 13E).

e AN S W oo A —

Figura 13-(A) Descarte do liquido das amostras; (B) Retirada

do excesso de agua batendo-se contra um papel absorvente;
(C) Lavagem das amostras com agua destilada; (D) Placa
contendo as amostras ap0s o término das reacbes; (E)
Equipamento utilizado para leitura dos resultados do teste de
Elisa, Cascavel-PR.

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.3 Genotipagem e analise dos dados

A genotipagem das 384 -cultivares/linhagens de trigo foi realizada na
Affymetrix (EUA) utilizando o 35K Axiom Wheat Genotyping Arrays. Para isso, foi
extraido o DNA dos genotipos de trigo a partir de amostras de sementes das
cultivares/linhagens, com base no protocolo descrito por McCDONALD et al. (1994),
com algumas modificagbes. Cerca de 50mg de sementes moidas foram colocados
em tubos de microcentrifugas com 400 pL de tampé&o de extragdo constituido de 50
UM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0), 0,7M NaCL e 1% CTAB. Os tubos
foram levados a um grinder ACS (ACS, Goiania) e agitados na velocidade de 7 rpm,
por um minuto. Em seguida, adicionaram-se mais 600 puL de tampao de extracao,
homogeneizado em vortex por 30 segundos e centrifugado por 5 minutos a 14.500g.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga novamente por
4 minutos.

As proteinas foram eliminadas pelo tratamento com 10 pL de proteinase K
(10 mg/mL), deixando em banho-Maria a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi
adicionado 800 pL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2 minutos e
novamente centrifugado por 7 minutos a 14.500g. O sobrenadante foi descartado.

Para eliminacdo do RNA, foi acrescentado 300 pL de TE contendo 40 pg/uL
de RNAse A, deixando-se por 30 minutos em banho-Maria a 37°C. Em seguida,
foram adicionados 800 pL de isopropanol gelado e deixado precipitar por 2 minutos
e novamente centrifugado por 7 minutos a 14.500g. O sobrenadante foi descartado e
depois de seco o DNA foi ressuspendido em 300 pL de TE.

A concentracdo do DNA foi estimada espectrofotometricamente por leitura
de absorbancia a 260 nm, sendo que cada unidade de absorbancia corresponde a
concentracdo de 50 pg/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 fotodocumentacdo Viber Loumart (Marne-la-Valle,
Cedex 1- france).

A estrutura populacional foi estimada pelo algoritmo MCMC (Markov Chain

Monte Carlo) para o método de agrupamento Bayesiano generalizado implementado
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no software InStruct (GAO et al., 2007). Este método ndo assume Equilibrio de
Hardy-Weinberg para os marcadores, e as frequéncias genotipicas esperadas sao
estimadas com base em taxas de endogamia ou autofecundacdo. As simulacdes
usando o software InStruct foram realizadas para numeros de grupos (parametro K),
variando de 2 a 10, sem informacdo prévia da populagédo, e burn-in de 5.000 e
50.000 iteragBes. A melhor estimativa do numero K de grupos foi determinada de
acordo com o valor mais baixo de Deviance Information Criterion (DIC) entre os dez
K simulados (GAO et al., 2007).

A analise de associagéo entre marcadores e a resisténcia do trigo a giberela,
bem como para niveis de producdo de deoxynivalenol, foi efetuada para cada ano
de avaliacdo (2015 e 2016) por meio do método de Modelos Lineares Mistos (MLM),
com auxilio do software TASSEL 5.0 (BRADBURY et al., 2007), com nivel de
significancia de 0,001%, seguida pela andalise de regressdo mdultipla stepwise,
utilizando apenas os marcadores significativos na analise de MLM. A analise de
regressdo multipla foi realizada para selecionar um conjunto de marcadores nao
redundantes entre os marcadores significativos na analise de MLM, e foi executada
com auxilio do aplicativo computacional JMP (SAS, 1990), utilizando nivel de
significancia de 5%, tanto para a entrada quanto para a saida de variaveis no
modelo. A caracteristica fenotipica foi considerada como variavel dependente,
enguanto que os dados genotipicos foram definidos como independentes.

O modelo MLM é representado por:y = XB + Qv + lu + e, onde y é o vetor dos
valores fenotipicos; X € o vetor que representa os valores genotipicos de SNP; B é o
vetor dos efeitos fixos dos gendtipos; Q € a matriz estimada a partir da analise de
estrutura da populacao; v é o vetor de efeitos fixos decorrentes das populacdes; | €
matriz identidade; u é o vetor de efeitos aleatérios relacionados ao background
genético; e e é o vetor de erros aleatorios. Para a analise, a caracteristica fenotipica
foi considerada como variavel dependente, e os dados genotipicos foram definidos
como independentes.

A analise de regressao multipla stepwise foi baseada no seguinte modelo: Y =
a + blml + b2m2 + + bjmj + + bnmn + d + e, onde a variacdo da variavel
dependente (Y = média do genétipo para o atributo fenotipico) encontra-se

associada a uma funcdo linear para o conjunto de variaveis independentes mj,
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representados pelos marcadores SNP. Além disso, no modelo encontram-se
inseridos bj, que representam os coeficientes de regressao parcial, relacionados de
maneira empirica entre Y e mj; d € o desvio da regressao; e e € o erro aleatorio.

Depois de identificados os SNPs significativos na analise de regressao
multipla, foi realizado um alinhamento local (BLASTn - Basic Local Alignment Search
Tool nucleotideo) no banco de dados do Phytozome (versdo 12.0) sob o genoma do
trigo (espécie Triticum aestivum, versao 2.2) (IWGSC, 2014), com as sequéncias
correspondentes aos SNPs associados a cada caracteristica nos anos 2015 e 2016.

Por fim, foi efetuada uma andlise de correlacdo de Pearson entre as

variaveis severidade de giberela e producdo de micotoxina deoxynivalenol,
analisadas em 2015 e 2016, utilizando o software GENES (CRUZ, 2006).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos da avaliacao de severidade de giberela nos anos 2015 e 2016

A metodologia utilizada para avaliacdo da severidade de giberela no trigo,
pela observacdo da distribuicdo da frequéncia das notas entre 0s genotipos
avaliados, foi eficiente em discriminar a reacdo das plantas a inoculagcdo por
Fusarium graminearum (Figura 14). Além disso, os gendétipos foram distribuidos
entre as diversas classes da escala proposta por STACK e McCMULLEN (1995).
Todavia, o percentual de severidade da doenca n&o atingiu os valores mais altos da
referida escala (Figura 15).

40%
35% -
30% -
25% -
20% -
15% -
10% -
5% -
0% |

36,8%

25%

Frequéncia

<4,9% 5-9,9% =10%
Moderadamente Moderadamente Suscetivel
resistente suscetivel
Notas/Classificagao

Figura 14-Distribuicdo da frequéncia de notas na classificacédo
fenotipica dos gendétipos de trigo para severidade de giberela
com base no valor maximo obtido entre os experimentos de
2015 e 2016. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

A avaliacdo da severidade de giberela em espigas de trigo apresenta
dificuldades em funcdo da natureza da caracteristica. Para Steiner et al. (2004), a
avaliagcdo para resisténcia a giberela consome tempo e é laboriosa e custosa devido
a natureza quantitativa da resisténcia e porque a expressao do fenétipo é altamente

influenciada por fatores ambientais.
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Figura 15-Numero de gendétipos de trigo observados por classe na avaliacdo do
percentual de severidade de giberela nos anos de (A) 2015 e (B) 2016. UTFPR,
Campus Pato Branco, 2017.

Embora ocorra forte influéncia do ambiente para o desenvolvimento da
doenca, a classificacdo de cultivares comercialmente conhecidas, que foram

inclusas neste trabalho, foi condizente com o esperado (Tabela 2).

Tabela 2-Percentual de severidade de giberela e classificacdo fenotipica de
cultivares de trigo comercialmente conhecidas, com base no valor maximo obtido
entre os anos 2015 e 2016. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Cultivar Severidade de Giberela (%) Classificacdo fenotipica
BRS 179 0 Moderadamente resistente
JF 90 0,6 Moderadamente resistente
Frontana 0,9 Moderadamente resistente
BRS 177 1 Moderadamente resistente
Ning 7840 3,9 Moderadamente resistente
CD 154 11,85 Suscetivel
CD 116 16,11 Suscetivel
CD 150 21,1 Suscetivel
CD 105 31,05 Suscetivel

Como exemplos podem ser citadas as cultivares CD 116, CD 154, CD 105 e
CD 150, todas suscetiveis a giberela, apresentando elevada severidade da doenca

em nivel de campo. Por outro lado, as cultivares comerciais classificadas como
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moderadamente resistentes foram Frontana, Ning 7840, BRS 177, BRS 179 e JF 90,
todas apresentaram baixa severidade nas avaliagdes. Portanto, o experimento pode
ser considerado eficiente quanto a disseminacdo do fungo para avaliagdo da
severidade de giberela.

Valores de severidade de giberela préximos de zero também foram
observados por Alves et al. (2013a) para as cultivares BRS 179, BRS 177 e
Frontana. Frontana € conhecida como uma das principais fontes de resisténcia
oriunda do Brasil (GERVAIS et al.,, 2003). Ja, a cultivar Ning 7840, além de
apresentar resisténcia a multiplas doencas, é popular por ser derivada de SUMAI 3,
que € reconhecida mundialmente como principal fonte de resisténcia a giberela (BAI
e SHANER, 2004).

Todas as cultivares relatadas como suscetiveis (CD 154, CD 116, CD 150 e
CD 105) neste trabalho, condizem com a descricdo mencionada no guia de produtos
da empresa obtentora das mesmas (COODETEC, 2012). No estudo de Lima et al.
(2006), a cultivar CD 105 também foi apontada como uma das mais afetadas pela
doenca.

Na analise de associacdo dos marcadores com o fenodtipo, foram
identificados SNPs significativos (p<0,001) na avaliacdo obtida com base na
classificacado fenotipica (Figura 16A) e na avaliacdo do experimento do ano de 2016
(Figura 16C). Todavia, os SNPs encontrados com base na classificacao fenotipica
apresentaram valores de R? préximos de zero e foram desconsiderados da anélise.
Nas analises de associacdo de 2015 ndo foram identificados SNPs significativos
(Figura 16B).

Ao todo, foram identificados 21 SNPs significativos na analise do ano de
2016, que estdo distribuidos em 14 cromossomos (1B, 1D, 2B, 2D, 3A, 3B, 4B, 4D,
5A, 5B, 6A, 6D, 7A e 7D) (Tabela 3). O numero de SNPs significativos por
cromossomo variou de 1 a 2, com valores de R? entre 7,4 e 15,8%. As sequéncias
de bases destes marcadores estdo apresentadas na Tabela 4.

A fim de selecionar um grupo de marcadores mais significativos, diminuindo
a redundancia de informacdo das associacdes pela analise de Modelos Lineares
Mistos, foi aplicada a andlise de regressao multipla (Tabela 5). De acordo com

Schuster & Cruz (2008), em se tratando de regressédo multipla, em que o conjunto de
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Figura 16-Manhattan plot dos valores de significancia das associacfes
genbmicas nos cromossomos de trigo para resisténcia a giberela com base: (A)
na classificacdo fenotipica; (B) no ano de 2015; (C) no ano de 2016. A linha
paralela ao eixo X corresponde ao limite p-value<0,001. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2017.

[{P9g 1)

p” variaveis independentes sédo disponiveis, 0 modelo de regressao nao precisa
incluir necessariamente todas essas variaveis. Deve-se escolher o modelo que

melhor explique a variagdo na variavel dependente y, incluindo apenas variaveis
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independentes que contribuam para a eficiéncia do modelo, expressa pela sua
capacidade de predizer y. O modelo mais adequado para explicar as variagbes na
variavel dependente é aquele que inclui todas as variaveis principais, associadas a
variavel dependente, sem incluir variaveis redundantes. Ha diversos métodos que
podem ser utilizados na escolha deste modelo e o stepwise € o mais frequentemente

utilizado em anélise de QTLs.

Tabela 3-Marcadores SNPs significativos (-Log10(p)>3) na anélise de associacdo
gendmica por Modelos Lineares Mistos para resisténcia a giberela em trigo referente
ao ano de 2016, com a identificagao dos alelos, cromossomos, posi¢ao (cM), valor -
Log10(p) e R%. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Identificacdo SNP Alelos Cromossomos Posigéo (cM) -Log10(p) R?

AX-95070228 AIG 1B Desconhecida 3,25 7,9%
AX-94568125 CIT 1B Desconhecida 3,17 7,7%
AX-94749619 C/IG 1D 485 6,24 15,8%
AX-94434510 C/IG 1D Desconhecida 3,05 7,4%
AX-95165003 AIG 2B 539 4,04 10,0%
AX-95160643 GIT 2D Desconhecida 3,94 9,7%
AX-94404276 cIT 3A Desconhecida 3,17 7,7%
AX-95632731 AIG 3B Desconhecida 3,25 8,0%
AX-94488043 CIT 4B 517 3,46 8,5%
AX-95177494 CIT 4D 1165 3,67 9,0%
AX-94473908 AIG 5A Desconhecida 3,07 7,5%
AX-95115833 CIG 5A Desconhecida 4,05 10,0%
AX-94806190 CIG 5B 515 3,12 7,6%
AX-94499822 AIG 5B Desconhecida 3,49 8,5%
AX-94525900 CIT 6A Desconhecida 3,24 7,9%
AX-95018710 CIG 6D 527 4,25 10,5%
AX-95121973 CIT 6D Desconhecida 3,35 8,2%
AX-94850441 GIT 7A 379 4,11 10,2%
AX-94774662 GIT TA Desconhecida 3,10 7,5%
AX-94472422 A/C 7D Desconhecida 3,40 8,3%

AX-94745923 CIT 7D Desconhecida 3,75 9,2%
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Tabela 4-Sequéncia de pares de bases da regido que contém os SNPs associados a resisténcia do trigo a giberela na safra
de 2016. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Identificacdo do SNP Sequéncias de bases Cromossomo
AX-95070228 GGCATCACCACCAAACCTCGCTGCTCGGCAGCCTC[A/GICTGGACTACAGCAAACAGCTGGCCATCAACTTGCT 1B
AX-94568125 GAATAAGGGGTACAGGAAAATCAGTCTCGGTTCAGICI/TITTTTCCTTTTGGCACAATTGCATGGCCTTGCATGG 1B
AX-94749619 TATGTACATGGCGATAGGAGAATGAATAGTTGGGC[C/G]JAAGTCTGTAGCCAAACTGAGCAAGATCCAAGTCAT 1D
AX-94434510 TTGCTCTCTAGTAAGTTCTCATCTCACATGATATT[C/G]JACATCTCATGCAACTGTTTCTTGTCTATGC 1D
AX-95165003 TTGATGTGGAGAACCTGCGTTCCAATATTGACATT[A/G]JGGAAGAACTTGCAGTCATTGAAAAAGGAGCTGGTT 2B
AX-95160643 TTGAAATTCCGAAAGGACAAGGGCACAGAATCGCCIG/TJAACTGAAGGACATGACACAGCTGACCGAAACTTTA 2D
AX-94404276 CTGTGTGCAGAAAGAAATACCTTGATCACAATGCT[C/ITIGGCGTAGAAAAAGTCATCATCATGTAGGTTGACAT 3A
AX-95632731 AGCAGTCTTCTGTTTTGCTGCCGTGTTGGAAAGAT[A/GJAGAAAGGGTCCTATGGCCGACGAACACAAGGAACA 3B
AX-94488043 GGCACTTCTTCAGTTGCAAGTCGTCAGCATCAGCA[C/TIGGCCGGTACCACCCTAGCAGCAAGCTCGACTGAAG 4B
AX-95177494 GTCTGGTGTGTGAATTGCATAGCTGGGAAATGAGCIC/TIATTCTCTGAAGTTCCGTGAGTATCTGAGGAAATGA 4D
AX-94473908 ACAGCCCTGCCGGTGGTTATGAGGGCAAGCACCCT[A/G]ITCCTTAGTCCCTGCCTCCCTGGACCTAGACATAAC 5A
AX-95115833 CAATCTTCTGTTCTGGTGTCCAGTTTTTACTGCAT[C/G]TAGAACCAACTAGACTTGAAACTGTTATCCGCCAG 5A
AX-94806190 GCACGTGGAATATTATAAGGTGGAATGCCTACACG|C/G]TGTGCCTGACTTCAAATTGACTATTGGTGTAGTCA 5B
AX-94499822 ATTCATGATTCGTTTGGTGGTCACCCCGTTGGAAA[A/G]TTCAACTCGATCCGGGGAGTGGTTCCCGGTGGTTT 5B
AX-94525900 ACTTTTGATTTTGGTGCCAATATGGATGGATTCAA[C/TITGGGTGACCCTCTGTCAGGTATTGTTGTTTAGTTA 6A
AX-95018710 TATCAGGAGGCAAAAGTGTACTTGTTCAACAATGC[C/GJACCGGTGCCAGCGTCACGGCGGAAAGGCTCGTCGT 6D
AX-95121973 ATCGGCCTATTAACCAACTGTGTTGCTGAAAACTT[C/T]CATCCATGACTTTTTCTATATCTTGACAATCTGTG 6D
AX-94850441 AAATTGCAAGGAATTCTTCTCAGGATAACTGGCAA[G/T]IGGAAGGTCCGTCGTCATATTGCTGGAGACCTTCAT A
AX-94774662 GTGATACCTAACCACAAGAGGGTGGAGTACGCACT[G/T]CAATCCATCCATGGCATTGGCCGGGCACGCGCCCG 7A
AX-94472422 GAGGCCCTTCTGCCTCCTCTTGCTCTGCTCCGCTG[A/C]ITCCCAAATGTGGCCGTCAACGCCATTGGTTCGCTG 7D
AX-94745923 ATCCTTGGGAGTCCCAAGCTGCAGGCAGAATTATCIC/T|GCTCTTGTGTAGTACGAGTACATCACTACATCATG 7D
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Deste modo, os 21 marcadores SNPs encontrados na analise de Modelos
Lineares Mistos foram avaliados individualmente na andlise de regressdo multipla
stepwise, com base no seu efeito no modelo, selecionando-se apenas aqueles
associados sem que houvesse redundancia. Assim, foram identificados 3
marcadores, distribuidos nos cromossomos 1B, 4D e 7D, que juntos explicam
13,61% de toda variacdo fenotipica para severidade de giberela nos genétipos
avaliados (Tabela 5). Este percentual corresponde ao esperado para marcadores

associados a caracteristicas quantitativas (QTLS).

Tabela 5-Marcadores significativos na analise stepwise e porcentagem da
variancia fenotipica explicada pelos marcadores (R?) para severidade de giberela

na avaliacao do ano de 2016. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Marcador Cromossomo Posicao *R?
AX-95177494 4D 1165 4,95%
AX-94472422 7D Desconhecida 10,67%
AX-95070228 1B Desconhecida 13,61%

*Os valores de R” sdo cumulativos.

E muito importante a localizacdo de QTLS presentes em cromossomos
distintos, uma vez que, no melhoramento, um Unico QTL pode fornecer apenas
resisténcia parcial e a piramidacao de varios QTLs de resisténcia em uma cultivar
pode fornecer maior protecdo em casos de epidemias de giberela (FATIMA,
2016).

No presente estudo, os QTLs encontrados nos cromossomos 1B, 4D e 7D
divergem do divulgado em diversos trabalhos sobre a importancia da resisténcia a
giberela estar relacionada a genes nos cromossomos 3B e 6B (ANDERSON et al.,
2001; BUERSTMAYR et al., 2013; CUTHBERT et al., 2006; ZHOU et al., 2003). A
analise de regressdo multipla para o ano de 2016, além de néao identificar QTLs
significativos para a resisténcia a giberela nestes cromossomos, demonstra
grande participacdo do genoma D na determinacdo da resisténcia a giberela no

germoplasma avaliado.
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Ao avaliar linhagens de trigo, oriundas do cruzamento entre uma cultivar
suscetivel e outra resistente relacionando as resisténcias tipo | e tipo Il, Yang et
al. (2005), identificaram 7 QTLs para a resisténcia tipo | nos cromossomos 2D,
3A, 3B, 4D, 5A e 6B e, 4 QTLs para resisténcia ao tipo Il nos cromossomos 2D,
3B, 6B e 7B, considerando andlise de loco Unico. J4, considerando a analise de
QTLs de dois locus, identificaram QTLs nos cromossomos 1D, 4A e 4D.

Assim como apresentado neste estudo, Semagn et al. (2007) néo
identificou QTLs nos cromossomos 3B e 6B, e da mesma forma, também
identificou um QTL no cromossomo 1B, além de outros marcadores consistentes
nos cromossomos 1A e 7A. Ao avaliar linhas de oito diferentes subpopulacdes de
trigo com diferentes origens geogréficas e habitats, no periodo de 2013 a 2015,
Sorensen (2016), identificou 15 QTLs para resisténcia a giberela nos
cromossomos 2A, 3A, 3B, 4A, 5A, 5B, 6A, 6B, 7A, 7B e 7D. Destes, um QTL no
cromossomo 7D também foi encontrado neste trabalho. Além disso, foi
evindenciada a auséncia de marcadores significativos no cromossomo 3B (onde
esta presente o gene Fhbl).

Analisando linhagens através de um estudo GWAS com marcadores
SNPs, Arruda et al. (2016), encontraram associag0es significativas ao avaliar
severidade e incidéncia de giberela no trigo. Embora a severidade da doenca
tenha sido associada a um QTL presente no cromossomo 3B, a incidéncia
apresentou associacdo com QTLs nos cromossomos 4A, 6A, 7A, 1D, 4D e 7D (os
dois dltimos também identificados neste experimento). Ainda, Mc Cartney et al.
(2016), também apresentaram a importancia de QTLs presentes nos
cromossomos 4D e 7D atuando na determinacdo da resisténcia a giberela, além
de QTLs localizados nos cromossomos 2D, 4A e 5B, sem encontrar associacfes
nos cromossomos 3B e 6B.

Recentemente, Fatima (2016), identificou trés QTLs de resisténcia
mapeados nos cromossomos 4D, 4A e 5B. O QTL em 4D foi o mais consistente e
explicou 13% da variacdo fenotipica. Do mesmo modo, um QTL presente no
cromossomo 4D também foi identificado pela analise de regresséo multipla como

um dos mais importantes para explicar a variagao fenotipica neste experimento,
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confirmando, mais uma vez, a importancia deste genoma na determinagédo da
caracteristica.

Todavia, ao analisar cruzamentos entre Sumai 3 e genotipos suscetiveis a
giberela Gilbert et al. (2000), relataram que o genoma D de Sumai 3 nao
contribuiu para a resisténcia. Por outro lado, Niwa et al. (2014), coletaram
acessos de Sumai 3 oriundos de seis paises distintos para avaliar a variacao
genética para resisténcia a giberela, e observaram variacbes apenas em QTLs
dos cromossomos 5A e 2D. Isso indica que o gene Fhbl, presente no
cromossomo 3B, nem sempre € o responsavel pela resisténcia do trigo a giberela,
e isso pode estar relacionado a origem dos isolados do fungo, e que QTLs nos
genomas A e D também podem ser determinantes da resisténcia do trigo a
giberela. Além disso, Scheeren et al. (2015), avaliaram 90 cultivares de trigo
brasileiras, muitas delas também presentes neste trabalho, com diferentes niveis
de resisténcia a giberela, quanto a presenca ou auséncia do gene Fhbl e néo
encontraram este gene em nenhuma das cultivares avaliadas. Foi concluido que
estas cultivares sdo portadoras de genes de resisténcia diferentes daquela
proporcionada pelo gene Fhbl.

Portanto, trabalhos de mapeamento de genes e QTLs em populac¢des que
sejam representativas do germoplasma brasileiro de trigo, tal qual este estudo,
sao essenciais para o entendimento da estrutura genética da resisténcia do trigo a
giberela no genoma de trigo em uso no Brasil.

Os resultados da comparagdo entre os cromossomos, onde foram
identificados os marcadores significativos na analise stepwise (Tabelas 5), com os
cromossomos apresentados pelo alinhamento no Phytozome (Tabela 6),
demonstraram que as sequéncias de bases dos SNPs significativos na analise de
regressao multipla estdo inseridas em cromossomos diferentes dos encontrados
no banco de dados do Phytozome.

Embora os QTLs identificados tenham sido alinhados em cromossomos
distintos no banco de dados do Phytozome, a funcdo do transcrito de cada
sequéncia se manteve a mesma (Tabela 6). Como exemplo, pode ser citado o
alinhamento do marcador AX-95177494, em que a fungao “Membrane Protein of

ER Body 2” foi encontrada para trés locus em diferentes cromossomos (7D, 7A e
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3D). Realizar este tipo de alinhamento pode ser um indicativo da funcéo destas
sequéncias para a resisténcia do trigo a giberela. No entanto, para confirmar a
funcdo dos genes encontrados na populacédo sob analise, sdo necessarias outras
ferramentas de biotecnologia que sejam voltadas a compreensao da transcricao

destes genes além do simples alinhamento com o banco de dados.

Tabela 6-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos
SNPs significativos na analise de regressdo multipla para resisténcia a giberela
em trigo na safra de 2016, evidenciando locus, posicdo e funcdo dos genes
encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco,
2017.

Marcador Locus Posigéo Funcao do gene

Traes_7DS _8374B3432  ta_iwgsc_7ds_v1 3888230:3110..5735 forward Membrane
AX-95177494 Traes_7AS_AAC60B5EA ta_iwgsc_7as_vl_4251876:15969..20068 reverse Protein of ER

Traes_3DL_5CF784E2A ta_iwgsc_3dl_vl_6927455:1..3363 reverse Body 2
B3 DNA
AX-94472422 Traes_4AL_445A910EB ta_iwgsc_4al_v2_7121729:14225..14878 reverse binding
domain (B3)
Traes_4DS_OAOEE806A ta_iwgsc_4ds_vl_2277857:11106..16332 forward .
AX-95070228 Traes_4DS_OAOEE806A ta_iwgsc_4ds vl 2277857:11106..16332 forward i N-afo
identificado

Traes_5BL_ECD97BE50 ta_iwgsc_5bl_vl 10826508:6603..8140 forward

Para relacionar as funcdes das proteinas identificadas no banco de dados
do Phytozome a infeccédo por giberela, dados da literatura foram coletados. Assim,
de acordo com Yamasaki et al. (2004), o dominio de ligacdo da B3 (Tabela 6) é
partiihado entre varios fatores de transcricdo especificos de plantas, incluindo
tanto fatores envolvidos na transcrigdo regulada por auxina, quanto regulada por
acido abscisico. Zhou et al. (2006), utilizando analises protedbmicas, visando a
compreensao do mecanismo molecular de interacéo entre Fusarium graminearum
e Triticum aestivum, encontraram um total de 41 proteinas diferencialmente
reguladas devido a infeccdo por F. Graminearum. Dentre elas foi identificado a
proteina B3, reconhecida como uma proteina ribossomal envolvida na sintese

proteica juntamente com B2, ndo havendo mais detalhamentos sobre sua funcéo.
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N&o foi encontrado na literatura relatos da funcdo da proteina Body 2
(proteina de membrana do reticulo endoplasmatico (ER)), sobre a resisténcia do
trigo a giberela. No entanto, segundo Herman e Larkins (1999), proteinas ER
Body no endosperma do milho (Zea mays) e do arroz (Oryza sativa) sao
responsaveis pela acumulacao de proteinas de armazenamento de sementes. Em
trigo, Rosenberg et al. (1993) menciona a importancia das proteinas ER Body
para o armazenamento de gliadina (responsavel pela extensibilidade do gluten).

Embora estudos mais aprofundados acerca das sequéncias transcritas
sejam necessarios, a identificacdo das possiveis funcbes das regibes que contém
0s SNPs associados viabilizam a compreensdo dos mecanismos e processos
ativados na planta em resposta a infeccao por giberela.

Finalmente, uma andlise interessante em estudos de associacao
gendmica é a avaliacao de haplétipos. Estudos deste cunho tem se tornado cada
vez mais frequente em estudos de associacdo gendmica. Arruda et al. (2016),
também aplicou a avaliacdo dos haplétipos obtidos em seu trabalho e mostrou a
importancia deste na apresentacdo de resultados detalhados, nos quais pbde
identificar a frequéncia de alelos favoraveis e desfavoraveis para os marcadores
encontrados.

Segundo Freitas et al. (2009), teoricamente, cada hapl6tipo é um conjunto
de pares de bases identificadas a partir de um gene devidamente sequenciado. A
diversidade nucleotidica determina a diversidade haplotipica e a existéncia de
sitios polimérficos determinaria a existéncia de diferentes haplotipos. Para tal, foi
realizado um estudo de comparacdo da média dos haplétipos, considerando
apenas os SNPs significativos na andlise de regressdo multipla na avaliacdo de
severidade de giberela em 2016.

O haplétipo GAA apresentou a menor média (2,4%) de severidade de
giberela (Figura 17). Em seguida, as menores médias foram dos haplotipos GGA
e AAA, com valores 4,18 e 4,19%, respectivamente. Por outro lado, o haplétipo
AGA foi 0 mais sensivel a infeccdo por giberela, com severidade de 8,08%.

Os resultados deste estudo indicam que ao efetuar selecdo para o
haplétipo GAA, a tendéncia é que se obtenham linhagens com menor percentual

de severidade de giberela, enquanto que a selecdo para o haplétipo AGA
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converge para a obtencéo de materiais mais suscetiveis, podendo-se, neste caso,
efetuar selecdo contra o genétipo em questao.

14.00

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

Severidade média (35)

2.00

Q.00

GAL (48] GGA(16] AAAI(FE] GGGIZ2] GAG(S) AAGIB] AGA(13)

-2.00
Genotipo (ndmero de ohservagbes)

Figura 17-Média dos haplotipos (GAA, GGA, AAA, GGG, GAG, AAG e
AGA) considerando os marcadores significativos (AX-95177494, AX-
94472422 e AX-95070228) na andlise de regressdao mdultipla no
experimento para avaliacdo de severidade de giberela em 2016. As
barras paralelas ao eixo Y indicam o desvio padrdo e as letras acima
das colunas correspondem ao teste de Tukey. Geno6tipos com médias
nao ligadas pela mesma letra diferem estatisticamente ao nivel de 5%
de probabilidade de erro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Considerando os haplétipos apresentados na Figura 17, foi verificada a
distribuicdo da frequéncia dos fendétipos em cada haplotipo. Os resultados desta
distribuicdo estdo apresentados na Figura 18. Os haplétipos GAA e GGA
demonstraram maior frequéncia de gendétipos com severidade menor que 2%,
confirmando a superioridade destes haplétipos em relagdo aos demais para
obtencdo de linhagens resistentes. Além disso, a maioria dos gendtipos com
haplétipo GAA apresentaram severidade menor que 4%, caracterizando a

influéncia deste haplétipo na contribuicdo de resisténcias moderadas.
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Figura 18-Distribuicdo da frequéncia dos fendtipos em cada haplétipo na
avaliacdo do experimento do percentual de severidade de giberela em 2016.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Os demais haplotipos demonstraram uma maior variacdo nos fenotipos.
Contudo, estas variacdes estdo concentradas em severidades acima de 2 ou 4%,
nao sendo indicados para selecdo quando a intencdo € aumentar os niveis de

resisténcia a giberela.

4.2 Estudos da avaliacdo dos niveis de deoxynivalenol nos anos 2015 e 2016

Na Figura 19 estdo representados os resultados encontrados quanto a
classificacdo dos gendtipos para os niveis de micotoxina deoxynivalenol em trigo
nas avaliagbes realizadas nos anos de 2015 e 2016. Em 2015, 81% das cultivares
e linhagens atingiram niveis de DON maiores que 1ppm (Figura 19A), e em 2016,
70% (Figura 19B). No estudo de Silva et al. (2015), que abrangeu 18 genoétipos
representativos do germoplasma em uso na regiao Sul do pais, apenas 17% das
cultivares de trigo avaliadas quanto aos niveis de DON apresentaram valores

mais altos que o tolerado para consumo humano e animal. Os menores niveis de
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contaminacdo por DON obtidos por Silva et al. (2015), em comparacdo aos
observados neste trabalho, se devem a aplicagdo de fungicida e a utilizacdo de

cultivares adaptadas, com bom nivel de tolerancia a giberela.

Niveis de DON (ppm)
0-1 m>1

Niveis de DON (ppm)
0-1 m>1

Figura 19-Distribuicdo da frequéncia dos gendétipos de trigo observados por
classe (0-1 e >1 ppm) na avaliacdo dos niveis de deoxynivalenol em (A) 2015 e
(B) 2016, respectivamente. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Ao analisar o efeito da aplicacdo de fungicida para controle de giberela
em trigo, Baturo-Ciesniewska et al. (2012), observaram, através de andlises
moleculares, que mesmo nas plantas protegidas por fungicida, foram encontrados
niveis variaveis de micotoxinas. Bai e Shaner (2004), obtiveram resultados
semelhantes, demonstrando que ainda que o tratamento com fungicida reduza a
perda de produtividade, pode néo reduzir a contaminagdo por DON a niveis mais
baixos do que os tolerados para consumo humano.

Assim como efetuado para severidade, foram realizadas analises de
associacdo gendmica considerando os dados dos anos individualmente (2015 e
2016), bem como dos niveis maximos e médios de micotoxina DON encontrados
entre os dois anos de avaliacdo. A analise de Modelos Lineares Mistos identificou
SNPs significativos (descritos nas Tabelas 7, 8, 9 e 10) em todos 0s conjuntos de
dados avaliados (Figuras 20A, 20B, 20C e 20D).

No experimento do ano de 2015 (Figura 20A e Tabela 7), foram
identificados cinco SNPs significativos associados a QTLs presentes nos
cromossomos 2B, 3A, 3B, 5D e 7D. O percentual de explicacédo fenotipico para

estes marcadores variou entre 7,3 e 9,7%.
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Figura 20-Manhattan plot dos valores de significAncia das associagdes
genbmicas nos cromossomos de trigo para producdo de micotoxina
deoxynivalenol: (A) Ano de 2015; (B) Ano de 2016; (C) Com base na média entre
os anos de avaliacdo; (D) Com base no valor maximo obtido entre os anos
avaliados. A linha paralela ao eixo X corresponde ao limite p-value<0,001.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Tabela 7-Marcadores significativos na andlise de associagcdo gendmica por
Modelos Lineares Mistos para niveis de deoxynivalenol em trigo no ano de 2015,
com a identificacdo dos alelos, cromossomos, posicdo (cM), valor -Log10(p) e R?.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Marcador Alelos Cromossomos Posicéo (cM) -Log10(p) R’
AX-94549868 CIT 2B Desconhecida 3,04 7,3%
AX-94481898 CIT 3A Desconhecida 4,00 9,7%
AX-94429236 A/C 3B Desconhecida 3,66 8,8%
AX-94580748 A/G 5D 153,84 3,11 7,5%

AX-94390743 AIG 7B Desconhecida 3,25 7,8%
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A andlise do experimento referente ao ano de 2016 (Figura 20B e Tabela
8) apresentou o0 maior percentual de explicacdo fenotipica encontrado neste
estudo pelas anélises de MLM, chegando atingir 22,3% de explicacdo. Ao todo,
foram encontrados 31 SNPs ligados a 17 QTLs nos cromossos 1A, 1B, 2A, 2B,
2D, 3A, 3B, 3D, 4A, 4B, 4D, 5B, 5D, 6D, 7A, 7B e 7D. Os cromossomos com
maior niumero de maracadores associados ao mesmo QTL foram 1B e 5B, com 4
e 5 SNPs em cada cromossomo, respectivamente.

Com base na média entre os anos 2015 e 2016 (Figura 20C e Tabela 9),
foram encontrados 21 SNPs associados a QTLs distribuidos em 13 cromossomos
(1B, 1D, 3A, 3B, 4A, 4D, 5A, 5B, 5D, 6D, 7A, 7B e 7D). O percentual de
explicacéo fenotipica para producdo de DON destes marcadores variou entre 7,4
e 18,9%.

Por fim, com base nos niveis maximos de DON entre os anos 2015 e
2016 (Figura 20D e Tabela 10), foram verificados 25 SNPs ligados a 16 QTLS nos
cromossos 1A, 1B, 1D, 2A, 2B, 2D, 3A, 3D, 4A, 4D, 5B, 5D, 6D, 7A, 7B e 7D. O
percentual de explicacéo fenotipico destes marcadores variou entre 7,6 e 17,9%.

Marcadores significativos associados a producdo de DON foram
identificados em todos os genomas do trigo. Porém, em uma analise mais ampla,
foi verificado que em todos os conjuntos de dados haviam SNPs ligados a QTLs
nos cromossomos 3A e 5D, demonstrando a importancia destes relacionada a
producdo dos niveis de DON. Ainda, o SNP presente no cromossomo 3A
apresentou elevada explicacdo fenotipica em todas as avaliacdes.

Além disso, os cromossomos 1B, 4A, 4D, 5B, 6D, 7A e 7D foram
encontrados em pelo menos trés (DON2016, DONMAXIMO, DONMEDIO), dos
quatro conjuntos de dados avaliados. Todavia, os SNPs presentes nos
cromossomos 1B, 3A, 4A, 4D, 7A e 7B demonstraram 0s maiores percentuais de
explicagdo fenotipica em todos os conjuntos de dados. Finalmente, o experimento
do ano de 2016 merece maior destaque por apresentar o maior percentual de

explicagéo fenotipica (22,3%) encontrado neste estudo.
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Tabela 8-Marcadores significativos na analise de associagdo gendmica por
Modelos Lineares Mistos para niveis de deoxynivalenol em trigo no ano de 2016,
com a identificacdo dos alelos, cromossomos, posicdo (cM), valor -Log10(p) e R?.
UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Continua)

Marcador Alelos Cromossomos Posigéo (cM) -Log10(p) R’
AX-94687295 CIT 1A Desconhecida 3,02 7,3%
AX-94772883 CIT 1B 827,08 8,57 22,3%
AX-94986625 CIT 1B 827,08 8,49 22,0%
AX-94659573 CIT 1B 827,08 8,40 21,8%
AX-94941647 CIT 1B Desconhecida 3,17 7, 7%
AX-94656029 cIT 2A Desconhecida 3,88 9,5%
AX-94583896 cIT 2B Desconhecida 3,83 9,4%
AX-94485495 A/C 2B Desconhecida 3,35 8,2%
AX-94477554 CIT 2B 111,69 3,26 7,9%
AX-94553654 AIG 2D 556,88 4,49 11,1%
AX-94522362 CIT 3A Desconhecida 5,72 14,4%
AX-94500529 CIT 3B Desconhecida 3,06 7,4%
AX-95629896 AIG 3D Desconhecida 4,14 10,2%
AX-94684724 AIG 4A Desconhecida 8,57 22,3%
AX-95222583 A/C 4A Desconhecida 4,46 11,0%
AX-94398361 GIT 4B Desconhecida 3,20 7,8%
AX-94742461 AT 4D Desconhecida 8,36 21,6%
AX-95235178 GIT 4D Desconhecida 3,42 8,3%
AX-94855957 CIG 5B 708,70 4,50 11,1%
AX-95252995 CIG 5B 231,11 3,58 8,7%
AX-94386712 AIG 5B Desconhecida 3,54 8,6%
AX-94656624 cIT 5B Desconhecida 3,49 8,5%
AX-94627297 AIG 5B Desconhecida 3,21 7,8%
AX-94903488 C/G 5D Desconhecida 3,58 8,7%
AX-95130119 CIG 5D 83,03 3,14 7,6%
AX-95244987 CIT 6D Desconhecida 3,71 9,1%
AX-94464653 AIG 7A 827,08 8,40 21,8%
AX-94564454 AIG 7A Desconhecida 4,61 11,4%
AX-94679214 AIG 7B Desconhecida 5,81 14,6%
AX-94384118 AIG 7B 260,30 4,17 10,3%
AX-94382946 CIG 7D 827,08 4,87 12,1%

AX-94495320 CIG Desconhecida 827,08 8,57 22,3%
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Tabela 9-Marcadores significativos na analise de associagdo gendmica por
Modelos Lineares Mistos para niveis médios de deoxynivalenol em trigo obtidos
entre 2015 e 2016, com a identificacdo dos alelos, cromossomos, posicado (cM),
valor -Log10(p) e R%. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Continua)

Marcador Alelos Cromossomos Posicéo (cM) -Log10(p) R’
AX-94659573 CIT 1B 827,08 4,72 11,7%
AX-94772883 CIT 1B 827,08 4,56 11,2%
AX-94986625 CIT 1B 827,08 4,42 10,9%
AX-94462045 AIT 1D 234,56 3,62 8,6%
AX-94522362 CIT 3A Desconhecida 7,38 18,9%
AX-94500529 CIT 3B Desconhecida 3,10 7,5%
AX-94684724 AIG 4A Desconhecida 4,56 11,2%
AX-95222583 A/lC 4A Desconhecida 4,08 10,0%
AX-95116004 CIT 4A 260,30 3,11 7,5%
AX-94742461 AIT 4D Desconhecida 4,30 10,6%
AX-94472664 AIG 5A Desconhecida 3,41 8,3%
AX-94855848 CIT 5A 568,27 3,06 7,4%
AX-94855957 CIG 5B 708,70 4,40 10,8%
AX-94656624 CIT 5B Desconhecida 4,12 10,1%
AX-95207390 AIG 5D Desconhecida 3,47 8,4%
AX-95244987 cIT 6D Desconhecida 3,45 8,4%
AX-94464653 AIG 7A 827,08 4,72 11,7%
AX-94564454 AIG TA Desconhecida 4,25 10,5%
AX-94679214 AIG 7B Desconhecida 6,27 15,8%
AX-94384118 AIG 7B 260,30 4,63 11,4%
AX-94382946 CIG 7D 827,08 3,32 8,1%
AX-94495320 CIG Desconhecida 827,08 4,56 11,2%

Arruda et al. (2016), detectaram um SNP com efeito significativo na regido
do gene Fhbl no bracgo curto do cromossomo 3B para producdo de DON. Somers
et al. (2003), ao caracterizar fontes alternativas de resisténcia a giberela,
identificaram QTLs que controlam o acumulo de DON nos cromossomos 2D, 3B e
4B. As associa¢cbes com 0s cromossomos relatados acima corroboram com 0s

resultados obtidos neste estudo.
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Tabela 10-Marcadores significativos na andlise de associacdo gendmica por
Modelos Lineares Mistos para niveis maximos de deoxynivalenol em trigo obtidos
entre 2015 e 2016, com a identificacdo dos alelos, cromossomos, posicao (cM),
valor -Log10(p) e R%. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Continua)

Marcador Alelos Cromossomos Posicao (cM) -Log10(p) R*
AX-94687295 CIT 1A Desconhecida 3,39 8,2%
AX-94659573 CIT 1B 827,08 7,04 17,9%
AX-94772883 CIT 1B 827,08 6,86 17,4%
AX-94986625 CIT 1B 827,08 6,80 17,3%
AX-94753200 AIG 1D 1196,39 3,34 8,1%
AX-94656029 CIT 2A Desconhecida 3,32 8,1%
AX-94485495 AlC 2B Desconhecida 3,40 8,3%
AX-94477554 CIT 2B 111,69 3,34 8,1%
AX-94583896 CIT 2B Desconhecida 3,12 7,6%
AX-94553654 AIG 2D 556,88 4,13 10,1%
AX-94621641 AIG 2D 673,05 3,18 7,7%
AX-94522362 CIT 3A Desconhecida 6,40 16,2%
AX-95629896 AIG 3D Desconhecida 5,45 13,6%
AX-94684724 A/IG 4A Desconhecida 6,86 17,4%
AX-95222583 A/C 4A Desconhecida 4,37 10,8%
AX-94742461 AT 4D Desconhecida 6,56 16,6%
AX-94855957 CIG 5B 708,70 4,00 9,8%
AX-94386712 AIG 5B Desconhecida 3,13 7,6%
AX-94903488 CIG 5D Desconhecida 3,59 8,8%
AX-95244987 CIT 6D Desconhecida 3,00 7,3%
AX-94464653 AIG 7A 827,08 7,04 17,9%
AX-94564454 AIG TA Desconhecida 4,42 10,9%
AX-94679214 AIG 7B Desconhecida 5,44 13,6%
AX-94384118 AIG 7B 260,30 4,16 10,2%
AX-94382946 CIG 7D 827,08 3,96 9,7%
AX-94495320 CIG Desconhecida 827,08 6,86 17,4%

Com o intuito de diminuir a redundancia de informacao das associacfes
detectadas pela analise de MLM, os marcadores SNPs foram submetidos a
analise de regressdo multipla stepwise e os resultados estdo descritos na Tabela
11.
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Tabela 11-Marcadores SNPS significativos na andlise stepwise, porcentagem da variancia fenotipica explicada pelos
marcadores (R?) e sequéncia de base da regido que contém os SNPs associados para producdo de micotoxina
deoxynivalenol nos anos de 2015 e 2016, bem como para média e maxima obtida entre os anos. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2017. (Continua)

SNPs significativos a 5% na analise de regressédo multipla - niveis de deoxynivalenol em 2015

Marcador ~ Cromossomo Posicao R* Sequéncia de bases

AX-94549868 2B Desconhecida 3,01% CGTTAAGGGAACTGATGCCACTTTCGTTATGTTTG[C/TICCCCTATAATAAGAAATAAATGTTGTGAACCTCGC

SNPs significativos a 10% na analise de regressdo multipla - niveis de deoxynivalenol em 2016

Marcador =~ Cromossomo Posicéo *R° Sequéncia de bases
AX-94384118 7B 260,3 3,91%  CTAAGGAGAAGCTACAATCTTCAGAAGTGGAGATCIA/GJACAGTCTCCAAAGGAGGCTCGAAGATGCCGCAATT
AX-94627297 5B Desconhecida 7,79% CTCCTAATATCTTGTCTTGCCTGCATGGTTGCTTC[A/G]IGTAGCCCAGACACTTTACAGTCTGGGCCACGCATC
AX-94656029 2A Desconhecida 14,02%  TTGCATAGAAGTTGCCATGTATCCAAGTCTAGTCA[C/T|GCAAGTTTAATGTCTCGTGCATCAGGAACAACATA

SNPs significativos a 5% na analise de regressdo mdltipla - niveis médios de deoxynivalenol

Marcador =~ Cromossomo Posicéo *R° Sequéncia de bases
AX-94522362 3A Desconhecida 20,90%  GCCCGATGCTTACTCCCAGCTCCTAGAACTACTGTIC/TITCGGGTCACCATGCCTGGTTTCTGGGGCAAGCGCC
AX-94855848 5A 568,3 28,50%  AAGTACGCAGGAACAGTGACGACGGCGTCATTGATI[C/TITTCTTGCCAAGGTATGCCTCAGCAGTCTCCTTCAT
AX-94384118 B 260,3 34,20%  CTAAGGAGAAGCTACAATCTTCAGAAGTGGAGATC[A/GJACAGTCTCCAAAGGAGGCTCGAAGATGCCGCAATT
AX-94659573 1B 827,1 38,20% TCTGGTACCGTTTCAGCAGCCATCTCCTCTGGTAT[C/TIATTTCAGCAAACATTTACCATCGTTGTCACTGATT
AX-94679214 7B Desconhecida 41,00% GCAAGCTGAGGGCAAACAAGTGGGAGATGTACGTCIA/G]GCGGATCCCCGAACCACAACAAGAACATCGCCGCC
AX-95244987 6D Desconhecida 43,10% TGCCGAGTAGGGCCTCGATTGACATCCATGGCTTC[C/TIAGGAGCATTGGATCGATCTCATCCCGTCGGCCCCG
AX-94472664 5A Desconhecida 44,90%  ATTCAGAAAACACTGCAGCTCATACTGCAAAACAT[A/GITCTCTGGGTAATCAGAAAACTGAAATGGCCACACC

*Os valores de R’ apresentados por marcador sdo cumulativos.



72

Tabela 11-Marcadores SNPS significativos na andlise stepwise, porcentagem da variancia fenotipica explicada pelos
marcadores (R?) e sequéncia de base da regido que contém os SNPs associados para producdo de micotoxina
deoxynivalenol nos anos de 2015 e 2016, bem como para média e maxima obtida entre os anos. UTFPR, Campus Pato
Branco, 2017. (Concluséao)

SNPs significativos a 5% na analise de regressédo multipla - niveis maximos de deoxynivalenol

Marcador =~ Cromossomo Posicéo *R° Sequéncia de bases
AX-94753200 1D 1196,4 30,20% GACGCCGCGGCCAACAAGTACACGCCGATAGACCCIA/GIGAGATGGATGTCGGGATCGGGCTGAGGTACGACTG
AX-95629896 3D Desconhecida 42,90%  AAAATGCTATGAAGGCATTGCAAGCAATCCAGAATIA/G]TCGTCCACAGCCACACCAACAACACCTAGCTCTGT
AX-95629522 1B Desconhecida 51,70%  TCTGACACGTCAACAAAGCGTGGCTCCATATCCTT[A/CICGCACAATGATCAGGGAAGACCAGCTTCCGCCGGA
AX-94687295 1A Desconhecida 56,70%  AGAGAGATATGGGTCATGATTGACTACATTAACAGIC/TIGCCCTTAGCAACAACCTGAGAGAGCAATTGCGCAA
AX-94384118 7B 260,3 59,40%  CTAAGGAGAAGCTACAATCTTCAGAAGTGGAGATC[A/GJACAGTCTCCAAAGGAGGCTCGAAGATGCCGCAATT
AX-94903488 5D Desconhecida 61,90% GACTTGCTCGACGAGGGTTGCCTTCTCAACCTTGTIC/GIAACTTCCCCCTTGGTCACGACGCGGGTGCAGGCTA
AX-95244987 6D Desconhecida 63,50% TGCCGAGTAGGGCCTCGATTGACATCCATGGCTTC[C/TIAGGAGCATTGGATCGATCTCATCCCGTCGGCCCCG
AX-94553654 2D 556,9 64,80%  CAGACCATTAGACGATTGATGCGGATAATATGGAC|A/GIAGGAAAAAGACAGAAAACAAACGGAAGGCGCCCAA
AX-94679214 7B Desconhecida 65,70% GCAAGCTGAGGGCAAACAAGTGGGAGATGTACGTCIA/G]GCGGATCCCCGAACCACAACAAGAACATCGCCGCC

*Os valores de R’ apresentados por marcador sdo cumulativos.
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No experimento do ano de 2015, apenas um marcador (AX-94549868)
estava associado a caracteristica de acumulo de DON em trigo, apresentando
3,01% de explicacao fenotipica, localizado no cromossomo 2B. Ja, na avaliacdo do
experimento referente ao ano de 2016, foram identificados trés SNPs asociados a
QTLs presentes nos cromossomos 7B, 5B e 2A. Juntos, estes marcadores
respondem por 14,02% da variacdo fenotipica desta caractetistica.

Nas andlises dos niveis médios e maximos de producdo de micotoxina
DON entre os anos 2015 e 2016 foi verificado um numero ainda maior de
marcadores significativos em relacdo as andlises individuais de cada ano. Isto €
esperado, uma vez que a analise considerando o potencial maximo de infeccao do
fungo se aproxima com maior acertividade da real suscetibilidade da planta a
doenca, evidenciando assim, a possibilidade de um maior conjunto de marcadores
SNPs estarem associados a caracteristica.

Com base na média obtida entre os anos (Tabela 11), sete marcadores
associados a producdo de DON foram identificados sem redundancia. Juntos,
estes marcadores explicaram 44,9% da variacdo fenotipica para a caracteristica e
estdo distribuidos entre os cromossomos 1B, 3A, 5A, 6D e 7B. J&, para o valor
méaximo obtido entre os anos, foram observados nove marcadores SNPs
significativos associados a QTLs presentes nos cromossomos 1A, 1B, 1D, 2D, 3D,
5D, 6D e 7B, com um total de 65,7% de explicacdo fenotipica para a
caracteristica.Os marcadores significativos obtidos neste estudo sdo de extrema
relevancia, uma vez que ndo foram encontrados outros trabalhos que abrangeram
uma populagdo representativa do germoplasma de trigo brasileiro. Ainda, é
importante ressaltar que os percentuais de explicacdo encontrados sao elevados
para a caracteristica, e podem ser efetivos, quando utilizados como ferramenta de
selecéo assistida por marcadores.

Aléem dos trabalhos citados anteriormente, os quais relataram QTLs
associados a producdo de DON presentes nos cromossomos 2D, 3B e 4B
(ARRUDA et al., 2016; SOMERS et al., 2003), pode-se também citar a analise
realizada por Semagn (2007), que identificou dois QTLs presentes nos
cromossomos 1A e 2A para o teor de DON, explicando 27,9 e 26,7% da variacao

fenotipica, respectivamente.
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Ainda é pouco frequente relatos de pesquisas utilizando populagbes
representativas e de interesse ao melhoramento genético brasileiro. A importancia

by

desta pesquisa no campo da genética molecular quanto a identificacdo de
marcadores para producdo de DON em trigo € evidente. Até o momento, este
parece ser o Unico estudo de associacdo gendmica ampla por desequilibrio de
ligacdo utilizando marcadores SNPs em uma populacdo representativa do
germoplasma de trigo brasileiro para resisténcia a giberela e acumulo de DON,
simultaneamente.

O resultado do BLAST est4 apresentado nas Tabelas 12, 13 e 14. As
sequéncias alinhadas foram identificadas em cromossomos diferentes dos
localizados neste trabalho. Contudo, da mesma forma como encontrado para
severidade de giberela, estavam relacionadas a mesma funcdo protéica,
independente da sua posi¢cdo nos cromossomos. As funcbes destas proteinas,
encontradas na literatura, estao descritas abaixo.

Segungo Caparros-Martin et al. (2013), a superfamilia haloacida de
hidrolase tipo desalogenase (HAD) é um grande grupo de proteinas com diversas
especificidades de substrato, cujos membros, apesar do nome da familia, estdo
envolvidos ndo apenas na clivagem enzimatica por substituicdo nucleofilica de
ligagbes carbono-halogénio, mas também numa variedade de atividades
enzimaticas hidroliticas incluindo as reacfes de fosfatase (CO-P), fosfatase (C-P) e
fosfoglucomutase (hidrélise de CO-P e transferéncia de fosforilo intramolecular).

Em um estudo para identificacdo de proteinas caracteristicas de fungos
infectantes de cereais, Sperschneider et al. (2013), observaram que Fusarium
graminearum apresentou fosforilcolina fosfatase secretada, caracteristica dos
patdogenos hematdfilos e necrotréficos dos cereais, que tem sido associada a
decomposicdo da membrana da célula hospedeira em bactérias. Apresentou
também a proteina HAD associada as reacfes do patdégeno em cereais. Além
disso, foi apresentado um BLAST no NCBI, e a analise da arvore filogenética
revelou combinacdes fortes baseadas em sequéncias para bactérias, muitas das

quais séao patogénicas em plantas.
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Tabela 12-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos SNPs significativos na analise de regressdo multipla
para niveis de micotoxina deoxynivalenol produzida nos anos de 2015 e 2016, evidenciando locus, posi¢cdo e funcdo dos genes
encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Alinhamento local das sequéncias flanqueadoras de 2015

Marcador Locus Posicéo Funcéo do gene
Traes 3DL_BFACAD173 ta_iwgsc_3dl_vl 6872570:218..979 reverse HALOACID DEHALOGENASE-LIKE HYDROLASE
AX-94549868 Traes_3B_8262A4C67 ta_iwgsc_3b_v1 10664131:1391..9259 forward Pyridoxal phosphatase / Vitamin B6-phosphate
Traes_3AL_8EAE58688 ta_iwgsc_3al_vl_4255547:1279..3128 reverse phosphatase
Alinhamento local das sequéncias flanqueadoras de 2016
Marcador Locus Posicéo Funcéo do gene
Traes_3AS_1D269F7BC ta_iwgsc_3as vl 2339460:16..1605 reverse
Traes_3DS _0ADF3D732 ta_iwgsc_3ds_vl 2603085:4383..8806 forward _ )
AX94384118 Traes_3B_6AEC6490A1 ta_iwgsc_3b vl 10717134:2759..4697 reverse KIP1-like protein (KIP1)
Traes_3B 6AECG6490A ta_iwgsc_3b_v1 10408586:9379..11317 forward
AX-94627297 N&o informado N&o informado N&o informado

AX-94656029 Nao informado Nao informado Nao informado
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Tabela 13-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos SNPs significativos na analise de regressdo mdltipla

para niveis médios de micotoxina deoxynivalenol produzida entre os anos 2015 e 2016, evidenciando locus, posicao e fungdo dos genes

encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Continua)

Alinhamento local das sequéncias flanqueadoras com base na média entre os anos

Marcador

Locus

Posicéo

Funcéo do gene

AX-94522362

AX-94384118

AX-94659573

AX-94679214

AX-95244987
AX-94472664

Traes_7AL_FBBF513C5.2
Traes_7DL_A41C14646.1

Traes_3AS_1D269F7BC.1
Traes_3DS_0ADF3D732.2
Traes_3B_6AEC6490A1.2
Traes_3B_6AEC6490A.2
Traes_3AS_4477663FD.1

Traes_7AL_09C024A66.1
Traes_7DL_286C2C80B.1
Traes_7BL_FO01C92FC7.1
Traes_3AS_FOF2DECO00.1
Traes_3DS_E2E90E670.2
Traes_3B_2DDFD0929.1

Traes_3B _2CA046057.1
Traes 3AS_C73BA8338.1
Traes 5DS 95E437E9D.1
Traes 5BS 321AF7B69.1

Traes_5AS_BA2CB25AB1.5

N&o informado

N&o informado

ta_iwgsc_7al_vl 4486847:28..2777 forward
ta_iwgsc_7dl_vl 3350147:199..3358 forward

ta_iwgsc_3as_ vl 2339460:16..1605 reverse
ta_iwgsc_3ds_ vl 2603085:4383..8806 forward
ta_iwgsc_3b_ vl 10717134:2759..4697 reverse
ta_iwgsc_3b_v1 10408586:9379..11317 forward
ta_iwgsc_3as vl 3374775:1193..2443 forward

ta_iwgsc_7al_vl_4492417:383..2766 forward
ta_iwgsc_7dl_vl 3325890:15295..17516 reverse
ta_iwgsc_7bl_vl 6687052:11789..14546 reverse
ta_iwgsc_3as_ vl 3376626:21..2357 forward
ta_iwgsc_3ds_vl 2596771:126..2358 forward
ta_iwgsc_3b_v1 10751852:2445..4500 forward

ta_iwgsc_3b vl 10444779:5104..9391 forward
ta_iwgsc_3as_ vl 3413352:10..1268 forward
ta_iwgsc_5ds vl 2621102:791..4796 forward
ta_iwgsc_5bs vl 2289270:6947..8801 forward
ta_iwgsc_5as vl 1523187:874..4089 reverse
N&o informado

Nao informado

39S RIBOSOMAL PROTEIN L19,
MITOCHONDRIAL

KIP1-like protein (KIP1)

PPR repeat (PPR)

PROTEIN TRICHOME BIREFRINGENCE-LIKE
14-RELATED

Nao informado

Nao informado
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Tabela 13-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos SNPs significativos na analise de regressdo mditipla

para niveis médios de micotoxina deoxynivalenol produzida entre os anos 2015 e 2016, evidenciando locus, posicao e fungcdo dos genes

encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Concluséo)

AX-94855848

Traes_6BS_804DA0429.2
Traes_6AS_236AF32FD.1
Traes 6DS_A593093E1.2
Traes_7DL_988A0B630.1
Traes_7BL_39A1FD370.1
Traes 5BL_A939COEG65.1
Traes_4DL_FFD4866F3.1
Traes_4BL_4D370C9FAl.1
Traes_4BL_4D370C9FA.1
Traes_4AS B978C93FA.1
Traes_4DS _6F137DAAB.1
Traes_3B_B67388A96.1
Traes_3B_3E73F9D951.1
Traes_7DS_40ABAB54D.1
Traes_4BL_B288394D4.1
Traes_2BL_5D3D7D3C6.1
Traes_5DL_834E4BO5E.1
Traes S5AL_629EDDFC3.2
Traes_4BL_EA4B13E3E.3
Traes_4AS _894CEDODA.1
Traes_2DL_EB7115604.1
Traes_2AL_CB80262A4C.1
Traes_1BL_EFDDA2877.1
Traes_1AL_14F65F66D.1
Traes_4DL_3D9786B06.1
Traes_3DL_B3ADCA9AD.1
Traes_3B_70AFEB672.1
Traes_6DL_7662129AC.1

ta_iwgsc_6bs vl 3022680:145..2998 forward
ta_iwgsc_6as_vl 4428697:3..3565 forward
ta_iwgsc_6ds_vl 976402:695..4101 reverse
ta_iwgsc_7dl_v1l 3332001:5..1710 forward
ta_iwgsc_7bl_vl1l 4653300:1..208 reverse
ta_iwgsc_5bl vl 10924434:20629..21358 reverse
ta_iwgsc_4dl_v3_14470543:1..2787 forward
ta_iwgsc_4bl vl 6998159:582..2288 reverse
ta_iwgsc_4bl_vl 6985344:8235..9941 reverse
ta_iwgsc_4as_v2 6015113:4544..6999 reverse
ta_iwgsc_4ds_vl 2267117:1..692 reverse
ta_iwgsc_3b_v1 10760092:3466..4814 forward
ta_iwgsc_3b_ vl 10482980:1..694 reverse
ta_iwgsc_7ds_vl_3874411:1..4273 reverse
ta_iwgsc_4bl vl 7035784:1..939 forward
ta_iwgsc_2bl vl 7949532:9032..10639 reverse
ta_iwgsc_5dl_v1 4500498:2299..5542 forward
ta_iwgsc_5al_vl1 2809029:11..4501 forward
ta_iwgsc_4bl vl 7012905:9903..14403 reverse
ta_iwgsc_4as_v2 5951750:1408..4016 reverse
ta_iwgsc_2dl_vl 9862789:1409..7727 forward
ta_iwgsc_2al vl 6365847:368..3430 forward
ta_iwgsc_1bl vl 3907956:6478..7420 reverse
ta_iwgsc_lal v2 3894307:826..14266 forward
ta_iwgsc_4dl_v3_14354305:1739..6575 reverse
ta_iwgsc_3dl_vl 3929753:800..3245 forward
ta_iwgsc_3b_v1l 10755810:10660..14922 reverse
ta_iwgsc_6dl vl 3324907:1786..5987 reverse

HEAT SHOCK PROTEIN 70KDA
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Tabela 14-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos SNPs significativos na analise de regressdo multipla

para niveis maximos de micotoxina deoxynivalenol produzida entre os anos 2015 e 2016, evidenciando locus, posicao e funcdo dos
genes encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Continua)

Alinhamento local das sequéncias flanqueadoras com base na maxima entre 0s anos

Marcador

Locus

Posicéo

Funcéo do gene

AX-94753200

AX-95629896

AX-95629522

AX-94687295

Traes_7DS_6A9DE4CB5.2
Traes_4AL_82AB2E772.2
Traes_4AL_4C3B1561B.1
Traes_7AS_ECCE470AF.1
Traes_7DS_969DF809C.1
Traes_7AS_BD45B6DF6.1
Traes 7DS_971969F5A.1
Traes_7DS_E373FDD65.1
Traes_4AL_450759DB9.1
Traes_6AS_AC24F31A6.1
Traes 2BL_B38832294.2
Traes_6DS_7088F2B17.1
Traes_6DS_204661A07.1
Traes_6DS_7088F2B171.1
Traes_6DS_B8F70E63B.1
Traes_6AS_375237984.1

Nao informado

Traes_3AL _91BE453AD.1
Traes_3DL_DAO4B5E16.2
Traes_3B_3CB194067.1

Traes_1DL_37B18BED3.1

ta_iwgsc_7ds_ vl 3964530:1..2665 forward
ta_iwgsc_4al v2 7121598:1216..5023 reverse
ta_iwgsc_4al v2 7017502:61..4869 reverse
ta_iwgsc_7as vl 4190877:1276..3389 forward
ta_iwgsc_7ds_vl 3969240:3582..5374 forward
ta_iwgsc_7as vl 4249477:1..2042 forward
ta_iwgsc_7ds_vl1l 3881670:161..3460 reverse
ta_iwgsc_7ds_vl 3847374:1609..3449 reverse
ta_iwgsc_4al_v2 7149029:7124..11093 forward
ta_iwgsc_6as_vl 4428760:4833..8051 forward
ta_iwgsc_2bl vl 8061878:13294..17468 reverse
ta_iwgsc_6ds vl 2104251:13494..16394 reverse
ta_iwgsc_6ds_vl 2099591:11967..14894 reverse
ta_iwgsc_6ds_vl 2086787:11262..14162 reverse
ta_iwgsc_6ds_vl 2084308:2671..5535 forward
ta_iwgsc_6as vl 4351307:4307..7474 forward

Nao informado

ta_iwgsc_3al vl 4447662:1068..3321 reverse
ta_iwgsc_3dl_vl 6936823:248..2382 forward
ta_iwgsc_3b_vl 7764584:3762..6292 reverse

ta_iwgsc_1dl vl 2268608:5..4597 reverse

Sucrose 1-fructosyltransferase /sucrose
degradation Il (sucrose invertase)

Nao informado
Nao informado

Nao informado
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Tabela 14-Alinhamento local da sequéncia de pares de bases flanqueadoras dos SNPs significativos na andlise de regressdo mdultipla

para niveis maximos de micotoxina deoxynivalenol produzida entre os anos 2015 e 2016, evidenciando locus, posicdo e funcdo dos

genes encontrados no banco de dados do Phytozome. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017. (Conclus&o)

AX-94384118

AX-94903488

AX-95244987
AX-94553654

AX-94679214

Traes 3AS_1D269F7BC.1
Traes _3DS_OADF3D732.2
Traes_3B_6AEC6490A1.2
Traes 3B _6AEC6490A.2
Traes_3AS_4477663FD.1

Traes_6DS_00BE14814.1
Traes_6AS_1D812AB96.1
Traes_1BS_2738E657F.1
Traes 6DS_AA14DE460.1
Traes 1AS_2CEEO031FB.1
Traes_1DS 7833DAAB5.1

Nao informado
Traes_1DL_7773A9BFB.2

Traes_3B_2CA046057.1
Traes_3AS_C73BA8338.1
Traes 5DS 95E437E9D.1
Traes 5BS 321AF7B69.1

Traes_5AS_BA2CB25AB1.5

ta_iwgsc_3as_ vl 2339460:16..1605 reverse
ta_iwgsc_3ds_vl1l 2603085:4383..8806 forward
ta_iwgsc_3b vl 10717134:2759..4697 reverse
ta_iwgsc_3b_v1 10408586:9379..11317 forward
ta_iwgsc_3as vl 3374775:1193..2443 forward

ta_iwgsc_6ds_vl 1797376:459..2750 reverse
ta_iwgsc_6as_ vl 4406542:1311..3369 reverse
ta_iwgsc_1bs vl 3466924:2821..5025 forward
ta_iwgsc_6ds_vl 2074435:814..2195 reverse
ta_iwgsc_las vl 3293262:2166..4396 forward
ta_iwgsc_1ds vl 1899626:4678..6918 reverse

N&o informado
ta_iwgsc_1dl vl 2259755:12..12453 forward

ta_iwgsc_3b_v1 10444779:5104..9391 forward
ta_iwgsc_3as_ vl 3413352:10..1268 forward
ta_iwgsc_5ds vl 2621102:791..4796 forward

ta_iwgsc_5bs vl 2289270:6947..8801 forward
ta_iwgsc_b5as vl 1523187:874..4089 reverse

KIP1-like protein (KIP1)

RAG1-ACTIVATING PROTEIN 1

N&o informado
Myb-like DNA-binding domain

PROTEIN TRICHOME BIREFRINGENCE-
LIKE 14-RELATED
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Relatos da funcdo da Piridoxal fosfatase/Vitamina B6 fosfato fosfatase,
relacionados com a infec¢do de F. graminearum e/ou producdo de DON em trigo,
nao foram encontrados na literatura. Todavia, em uma pesquisa com Arabidopsis
thaliana, Boycheva (2014), demonstrou que a vitamina B6 na forma de Piridoxal 5’-
Fosfato (PLP) é necesséaria como cofator para mais de 140 reacdes enzimaticas.
Uma série de rotas biossintéticas especificas de plantas, tanto primarias como do
metabolismo secundario, envolvem uma ou varias etapas catalisadas por um PLP
dependente. Entre estes estdo o metabolismo do amido, a biossintese de
glucosinolatos, bem como biossintese e degradacéo do etileno e da auxina. Além
disso, atua como antioxidante, podendo ser induzida por estresse oxidativo ou
calor.

Embora ainda néo tenha sido identificado o gene responsavel pela ativacédo
da proteina KIP1 em trigo, Ahamed et al. (2001), em uma pesquisa com
zearalenona, uma toxina também produzida por F. graminearum, demonstrou que a
toxina pode estimular o crescimento de carcinoma de mama humano,
comprovando que a zearalenona funcionou como um agente antiapoptoético. O
tratamento de células com zearalenona induziu o transito do ciclo celular apés
aumentos na expressdo do RNAm, estimulando uma cascata de sinalizagdo de
proteinas quinase ativadas, incluindo a regulacdo negativa de p27KIP-1. Como o
patégeno Fusarium graminearum € o agente responsavel tanto pela producédo da
micotoxina zearalenona, quanto de deoxynivalenol, é possivel que apresentem 0s
mesmos QTLs atuando na ativacdo de proteinas relacionadas a infeccdo da
doenca.

Zhiponova (2006), ao avaliar a expressdo génica com o propésito de
coletar informacfes sobre o mecanismo molecular da tolerancia a seca do trigo,
utilizando uma ferramenta de Blast, identificaram, dentre outras, a presenca da
proteina ribossomal L19 (também identificada neste estudo) na condicdo de
estresse, que estd associada a sintese de proteina, mais especificamente do
plastidio, e € oriunda da espécie Oryza sativa. Outras funcionalidades desta
proteina, relacionadas a giberela em trigo, ndo foram encontradas.

As HSPs (Heat-shock proteins — Proteinas de Choque Térmico) séo

proteinas de estresse, altamente conservadas e presentes em todas as células de
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todos os organismos (LI e SRIVASTAVA, 2004). Blumenthal et al. (1998), avaliou a
presenca de Heat-Shock Protein 70 e alteracbes da qualidade da massa
resultantes do stress térmico durante o enchimento de grédos no trigo. Neste
estudo, foi verificado que a quantidade de HSP 70 aumentou significativamente sob
condi¢cOes de estresse por temperaturas mais elevadas e que a massa dos graos
maduros foi reduzida. As caracteristicas relacionadas a presenca das HSP 70, no
estudo em questéo, sdo semelhantes aos efeitos da giberela nos graos infectados,
indicando que esta proteina pode interferir de modo similar para o caso de graos de
trigo giberelados. E importante notar que o fungo tende a se desenvolver mais
rapidamente sob condi¢cbes de temperatura elevadas em relacéo a condicao ideal
de cultivo do trigo, bem como elevada umidade, podendo, portanto, ativar as
proteinas de choque térmico.

Ao avaliar o mecanismo bioquimico do albinismo em trigo de primavera,
através da investigacdo do padrdo da expressao de proteinas do cloroplasto, Hou
et al. (2009), observaram homologia de um fragmento diferencialmente expresso
com a conhecida Heat shock 70 kDa protein. Coincidentemente, um dos sintomas
de giberela em trigo é a despigmentacdo das espigas, evidenciando a possibilidade
desta proteina também atuar sob a condic¢do de infec¢éo por giberela.

Com relacdo a proteina pentatricopeptide repeat (PPR), Geddy e Brown
(2007), avaliando Arabidopsis thaliana e Brassica rapa, observaram que os genes
que codificam proteinas PPR ndo sédo conservados em genomas de plantas e a
localizacdo destes é altamente variavel. Além disso, o estudo aponta que esses
genes se assemelham, em varios aspectos, a outra familia de genes de resisténcia
a doencas.

Genes especificos da superfamilia Trichome Birefringence - Like podem
estar relacionados a reacao das plantas a doencas. Proteinas desta familia foram
identificadas interferindo no processo de acetilagdo de xilano (hemicelulose mais
abundante na natureza) em arroz (GAO, et al. 2017) e Arabidopsis (BISCHOFF et
al., 2010; ZHU et al., 2014). Embora nao tenha sido encontrado estudos pertinentes
a funcdo da Protein Trichome Birefringence - Like 14 em trigo, Nihse (2012),
constatou a importancia da parede celular em resposta ao ataque de patdgenos e

parasitas. Com um exoesqueleto mecanicamente forte e com multi-camadas, a



82

parede celular ndo s6 permite que as plantas crescam, mas também as protejam
de tais ataques. De acordo com o autor, falhas na biossintese da parede celular
leva a uma maior resisténcia aos patdgenos. Mudancas sutis ha composicao de
polissacarideos podem ser fatores de susceptibilidade.

Outra proteina em destaque € a fructosiltransferase, que sintetiza frutanos
(polimeros de frutose) que séo estocados nos vacuolos celulares, servindo como
armazenamento de reservas. Além da funcdo de reserva, trabalhos sugerem que
os frutanos conferem as plantas resisténcia a seca e/ou tolerancia ao frio
(TREVISAN & CARVALHO, 2011; KAWAKAMI & YOSHIDA, 2002). Além disso,
Van der Nest et al. (2015), sugeriram uma associacao entre invertases e uma
estratégia ecologica, uma vez que os fungos dependem dessas enzimas para obter
acesso a planta e usar a sacarose derivada delas.

Identificada em seis diferentes locos no alinhamento do Phytozome, a
proteina RAG1-Activating, foi analisada por Bandillo et al. (2015), influenciando os
niveis de proteina e 6leo em sementes de soja, possivelmente por esta familia de
proteinas estar envolvida na atividade de transporte da sacarose. Em soja, também
foi observado que a ativacdo do gene RAG1 favorece a resisténcia da planta ao
pulgdo devido ao efeito antibiético do gene pela promoc¢do de aminoacidos
especificos, reduzindo a sobrevivéncia, o crescimento e a fecundidade do agente
invasor (CHIOZZA et al.,, 2010). Em trigo, ndo foram encontrados trabalhos que
avaliaram a funcao desta proteina.

Finalmente, a proteina Myb, alinhada a apenas um locus no banco de
dados do Phytozome, pertencem a uma grande familia de fatores de transcricao e
sdo funcionalmente diversificadas, sendo representadas em todos 0s eucariotos.
Membros dessa familia desempenham papéis importantes no desenvolvimento de
plantas, metabolismo e respostas a estresses bidticos e abioticos (LIU et al., 2011).
De acordo com o autor, no trigo, poucas proteinas Myb foram estudadas em
detalhe, sendo apontado sua importancia sobre o desenvolvimento da cor da
semente, tolerancia a salinidade e a seca, bem como resisténcia a fungos
patogénicos.

Zhang et al. (2013), ao caracterizar proteinas diferencialmente expressas

entre gendtipos que contrastavam em alelos de Fhbl, identificaram proteinas
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induzidas ou aumentadas que foram associadas a resisténcia a giberela. As
proteinas identificadas na pesquisa de Zhang et al. (2013) estéo listadas na Tabela
15 e, comparativamente ao alinhamento local realizado neste estudo, foram
identificadas proteinas diferencialmente expressas. Os autores observaram que
estas proteinas estdo relacionadas com a defesa a penetracdo de fungos,

fotossintese, metabolismo energético e desintoxicagéo.

Tabela 15-Proteinas diferencialmente expressas identificadas por Zhang et al.

(2013) associadas a resisténcia a giberela.

Description/Function

Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins* Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic
Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins* Oxygen-evolving enhancer protein 2*

Photosystem Il oxygen-envolving enhancer protein 1* Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic

Aspartic proteinase (Triticum aestivum) Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic

Photosystem Il oxygen-envolving enhancer protein 1* Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic

Aspartic proteinase (Triticum aestivum) Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic

Photosystem Il oxygen-envolving enhancer protein 1* Single-stranded nucleic acid protein

Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins* Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit
Rossmann-fold NAD(P)(+)-binding proteins Single-stranded nucleic acid protein
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit
Phenylcoumaran benzylic ether reductase (PCBER) like* Nucleoside diphosphate kinase Group | (NDPk_I)-like*
Oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplastic WD40 domain*

Manganese superoxide dismutase Beta-cyanoalanine synthase

Superoxide dismutase Chitinase 1

Superoxide dismutase Cu/Zn superoxide dismutase

Nucleoside diphosphate kinase Group | (NDPK_I)-like* Pathogenesis-related protein 10

Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco), small subunit* Nucleoside diphosphate kinase Group | (NDPK_I)-like*
Ribulose bisphosphate carboxylase (EC4.1.1.39)small chain precursor Cu/Zn superoxide dismutase

Pathogenesis-related protein 4 Cu/Zn superoxide dismutase

Pathogenesis-related protein 4 Actin depolymerisation factor/cofilin - like*

20 kDa chaperonin, chloroplastic-like*

*indicates that matched sequence was found in the EST and its function was the same as indicated by BLAST search.

Por analise de mutacdo, silenciamento de genes e sobreexpressao
transgénica, Rawat et al. (2016), identificou um novo tipo de gene de resisténcia
vegetal que pode conferir resisténcia a doencas ocasionadas por espeécies de

Fusarium. Os pesquisadores demonstraram que a proteina pore-forming toxin-like
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(PFT) é ativada pelo gene Fhbl, que confere resisténcia a giberela. Esta proteina
codifica uma lectina quimérica com dois dominios de aglutinacdo e um dominio de
toxina ETX/MTX2.

Por fim, foi efetuada a analise dos haplétipos significativos na analise de
regresséo multipla. Como no ano de 2015 somente um marcador foi associado, foi
realizada apenas uma andlise das médias fenotipicas apresentadas por cada alelo
(Figura 21). Os gendtipos que continham o alelo A para o marcador AX-94549868
apresentaram média do nivel de DON de 2,44ppm. Ja, a meédia fenotipica
apresentada pelos gendtipos que continham o alelo G para o mesmo marcador foi
2,35ppm. Portanto, ndo houve diferenca na média fenotipica dos genétipos sobre
os alelos avaliados e o marcador nédo foi eficiente em diferenciar os genotipos com

niveis de DON permitidos daqueles com niveis mais elevados que o autorizado.
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Alelos (ndmero de obhservacgbes)

Figura 21-Média fenotipica observada na avaliacdo dos alelos do
marcador AX-94549868 para niveis de micotoxina deoxynivalenol
(DON) em trigo no ano de 2015. As barras paralelas ao eixo Y

indicam o desvio padrao. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Na distribuicdo da frequéncia dos alelos em classes (Figura 22), a maior
parte dos genotipos, tanto os que continham o alelo G (53%), quanto os que
apresentaram o alelo A (46%), demonstraram niveis de DON mais baixos que
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2ppm. Como muitos dos gendtipos utilizados neste trabalho sdo cultivares
comerciais representativas do germoplasma de trigo do Brasil, isto indica um sinal
positivo quanto aos esforcos dos programas de melhoramento em selecionar
genotipos mais tolerantes a giberela. Fato também observado por Silva et al.

(2015), conforme mencionado anteriormente.

60%

50%

WA (149)

B G(45)

w2 2-38 4-59 gE-79 8-99 10-119 12-139

Figura 22-Distribuicdo da frequéncia alélica em classes, referente aos
niveis de deoxynivalenol encontrados no ano de 2015 para o marcador AX-
94549868. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

Nas Figuras 23 e 24, estdo demonstrados os haplétidos obtidos pelos
marcadores significativos na analise de regressao multipla no ano de 2016. Nao foi
observada (Figura 23) diferenca significativa entre as médias obtidas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Isto indica que os marcadores
encontrados nao diferem na obtencéo de ganhos com a sele¢do. O uso de um ou
outro marcador serd indiferente para a selecdo de plantas com niveis de produgéo
de DON mais baixos.

Todavia, foi verificado pela Figura 24, que o haplétipo GGA apresentou
maior frequéncia de gendtipos com niveis elevados de producdo de micotoxina

DON que os demais, ndo sendo recomendado para sele¢cdo quando a intencédo é
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diminuir os niveis de DON. Por outro lado, o haplétipo GAA apresentou a menor
frequéncia de fendtipos com niveis elevados de DON e a maior frequéncia de
fendtipos com niveis de DON abaixo de 1ppm, evidenciando a importancia deste

haplétipo em determinar niveis reduzidos de DON.
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Figura 23-Média dos haplétipos (GAA, AAA, AGG, GAG, AGA,
GGG, AAG e GGA) considerando os marcadores significativos (AX-
94384118, AX-94627297 e AX-94656029) na andlise de regressao
multipla no experimento para avaliagdo dos niveis de
deoxynivalenol em 2016. As barras paralelas ao eixo Y indicam o
desvio padréo e as letras logo acima das colunas correspondem ao
teste de Tukey. Gendtipos com médias ligadas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade de
erro. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

O tratamento quimico da doenca, pelo uso de fungicidas, apresenta baixa
eficiéncia, tanto pela dificuldade de determinar o0 momento exato da aplicacao,
guanto pela baixa eficiéncia apresentada. Além disso, aumenta 0s custos de
producdo. Além da dificuldade de controle da doenca em nivel de campo, é
importante ressaltar que os niveis de DON encontrados em alimentos como paes

podem aumentar em virtude do processo de fermentacéo e permanecer no produto
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final (SIMSEK et al.,, 2012). Logo, 0 modo mais seguro e econdmico para se
produzir trigo livre de giberela, e da contaminacdo com DON, é a utilizagdo de
cultivares resistentes, reforcando a necessidade de ferramentas de biotecnologia
gue possam auxiliar os programas de melhoramento genético de trigo na obtencéo

destas cultivares.
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Figura 24-Distribuicdo da frequéncia dos fendtipos em cada haplétipo na
avaliacdo do experimento de 2016 quanto a producdo de micotoxina

deoxynivalenol em trigo. UTFPR, Campus Pato Branco, 2017.

4.3 Correlagéo de Pearson

A magnitude das correlacdes obtidas variou entre 0,04 e 0,45, sendo todas
positivas (Tabela 16). Embora o valor de correlacdo mais alto verificado no
conjunto de dados avaliados tenha sido 0,45, deve-se considerar o namero de
observacdes pelas quais foram obtidas as médias para avaliagdo (180 individuos) e
a significAncia das correlacdes entre giberela 2015 e giberela 2016 (significativo a
1% de probabilidade de erro), bem como entre DON 2015 e DON 2016
(significativo a 5% de probabilidade de erro) (SCHUSTER e CRUZ, 2008).

Portanto, estes valores sao representativos e devem ser considerados.
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Tabela 16-Correlacdo de Pearson entre as variaveis: severidade de giberela
(Giberela2015 e Giberela2016) e niveis de micotoxina deoxynivalenol (DON2015 e
DONZ2016) avaliados nos experimentos dos anos de 2015 e 2016. UTFPR, Campus
Pato Branco, 2017.

Variaveis Giberela2015 Giberela2016 DON2015 DON2016
Giberela2015 -

Giberela2016 0,45** -

DON2015 0,05™ 0,13™ -

DON2016 0,13™ 0,04™ 0,16* -

** % . Significativo a 1% e 5% de probabilidade de erro pelo teste t, respectivamente.

"S: Efeito nao significativo pelo teste t.

A correlagdo observada entre giberela 2015 e giberela 2016, bem como
entre DON 2015 e DON 2016, além de confirmar a eficiéncia da classificacdo dos
genotipos, mesmo ocorrendo em anos distintos, sob forte influéncia ambiental,
indica que existem QTLs comuns sendo expressos nos dois anos. Esses
resultados corroboram com a andlise de associacdo gendmica, na qual também
foram identificados QTLs em cromossomos comuns nos dois anos de avaliacdo. A
correlacdo entre DON 2015 e DON 2016 (0,16*), também demonstra que existem
QTLs sendo expressos nos dois anos de avaliagdo, mesmo com condi¢des
abientais diferentes durante o periodo de avaliagdo.

De acordo com Coimbra et al. (2000), compreender a associacdo entre
caracteres € fundamental ao melhorista, pois um carater pode ser responsavel pela
expressdo de outro. Neste estudo, foi verificado que a caracteristica severidade de
giberela ndo esti relacionada aos niveis de micotoxina DON ou vice-versa.
Segundo Cruz et al. (2004), a auséncia de correlacdo indica a existéncia de
mecanismos fisiolégicos distintos atuando na determinacdo dos caracteres
envolvidos. Ou seja, neste caso, a auséncia de correlacdo entre severidade de
giberela e niveis de DON nos dois anos indica que estas caracteristicas

apresentam controle genético distinto.
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Desjardins et al. (1996), isolaram mutantes de F. graminearum
interrompendo a sintese da enzima trichodiene (gen Tri5), envolvida na biosintese
de tricoteceno. Os isolados mutantes foram patogénicos ao trigo, embora néo
produziram qualquer toxina. Portanto, mesmo tendo sido interrompida a via de
produgcdo de DON, a patogenicidade do fungo ao trigo ndo foi alterada,
evidenciando mais intrinsicamente a indicacéo de controle genético diferente entre
a producéo de micotoxina DON e a severidade da doenca.

Bai et al. (2001), em um experimento controlado em casa de vegetacao,
avaliaram uma colecéo internacional, constituida por 116 linhagens de trigo, quanto
a resisténcia a giberela e concentracdo de DON no gréo. Estes autores observaram
gue os coeficientes de correlacdo foram significativos entre os indices de sintoma
da giberela, qualidade das sementes e niveis de DON, indicando que a
porcentagem de espiguetas e graos contaminados podem prever os niveis de DON
no grao, sugerindo que a selecao visual pode conduzir a selecdo de gendtipos mais
resistentes e com baixos niveis de DON nos grdos. Entretanto, os autores
salientam que sintomas visuais nem sempre podem ser associados a altos niveis
de DON, especialmente para as cultivares com resisténcia moderada tipo Il.

Somers et al. (2003), buscando identificar QTLs controlando a resisténcia a
giberela e acumulo de DON, observaram que o0s QTLs presentes nos
cromossomos 2D e 5A atuam no controle da acumulacdo de DON,
independentemente da resisténcia a giberela, ja o QTL presente ho cromossomo
3B foi coincidente tanto para resisténcia a giberela quanto para acumulacdo dos
niveis de DON. Semagn (2007) identificou um QTL importante para resisténcia a
giberela no cromossomo 1A, que coincidiu com um QTL para conteudo de DON.
Neste estudo, os QTLs relacionados a resisténcia do trigo a giberela, na andlise de
regressdo mudltipla, foram diferentes dos QTLs que atuam para a producdo de
DON.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo representam um grande avanco
aos programas de melhoramento genético de trigo brasileiros e demais programas
que utilizam germoplasma com base genética semelhante a utlizada. A
identificag@o de marcadores associados a severidade de giberela em cromossomos
diferentes do 3B confirma que a determinacgéo da resisténcia pode estar vinculada
a outros genes. Além disso, os marcadores envolvidos com niveis de producéo de
DON, que explicaram 65% de toda variacdo fenotipica eleva a capacidade de
obtencdo de cultivares resistentes que possam ser disponibilizadas no mercado,
reduzindo o tempo e custos para obtencéo.

O fato de haver QTLs agindo separadamente na determinacdo da
severidade da doenca e acumulo de DON possibilita a aquisicdo de ganhos em
cultivares que apresentam apenas uma oOu outra caracteristica, assim como
evidencia a necessidade de investimento em programas que destinem seus
esforcos a obter cultivares com niveis de contaminacdo por micotoxina DON
reduzidos. Todavia, vale ressaltar que o0s programas de melhoramento
interessados em utilizar os marcadores identificados neste trabalho realizem um
estudo de validagcdo na populacdo onde desejam aplica-los, aumentando as
chances de sucesso em seus programas.

A disponibilizacdo destes marcadores aos programas de melhoramento
genético promovera, além do avanco na obtencao de cultivares tecnologicamente
definidas as exigéncias do mercado, maior seguranca alimentar a humanos e
animais que ingerem alimentos derivados de trigo, bem como sustentabilidade
ambiental por reduzir a necessidade de aplicacdo de fungicidas para controle da

doenca.
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6 CONCLUSAO

Os SNPs significativos para resisténcia do trigo a giberela por desequilibrio
de ligacdo foram encontrados apenas no experimento do ano de 2016, sendo
associados a QTLs presentes nos cromossomos 1B, 4D e 7D, com 13% de
explicacdo fenotipica.

Nove marcadores SNPs significativos foram encontrados nos
cromossomos 1A, 1B, 1D, 2D, 3D, 5D, 6D e 7B, com 65,7% de explicacédo
fenotipica para niveis de producdo de micotoxina deoxynivalenol em trigo.

N&o houve correlagéo significativa entre severidade de giberela e producgéo
de micotoxina DON, indicando que o controle genético entre as caracteristicas
avaliadas é distinto.

Os marcadores identificados neste trabalho podem ser utilizados para
selecdo assistida por marcadores moleculares visando a obtencdo de plantas mais

resistentes a giberela.
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