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Resumo — O objetivo deste trabalho foi validar 19 marcadores microssatélites para resisténcia do trigo
a giberela, em uma populagdo ndo estruturada. Foram utilizados marcadores moleculares descritos na
literatura como flanqueando QTLs de resisténcia a giberela em trigo, nos cromossomos 3B, 5A e 6B. Foram
avaliadas 96 linhagens e cultivares de trigo quanto a severidade da infeccdo por giberela, em dois anos de
avaliacdo. As linhagens e as cultivares foram genotipadas com 19 marcadores microssatélites. Os dados
obtidos foram analisados pelo teste de Tukey e pelas analises de correlagdo, regressdo linear simples e
regressdo multipla; também foi estimada a eficiéncia de sele¢do dos marcadores moleculares. A severidade
da doenga variou de 1,95 a 41,3%, na média dos dois anos. Foram validados os QTLs nos trés cromossomos
avaliados. Os marcadores Xgwm389, Xgwm533, Xbarc180, Xbarc24, Wmc397, Xbarc101 ¢ Wmc398 foram
associados significativamente a resisténcia do trigo a giberela, tendo sido identificados alelos de resisténcia e
de suscetibilidade. Os marcadores Wmc397, Xbarc101 (cromossomo 6B) e Xbarc180 (cromossomo 5A) tém
potencial para uso na selecdo assistida por marcadores moleculares, para resisténcia do trigo a giberela.

Termos para indexacdo: Fusarium graminearum, Triticum aestivum, selegdo assistida por marcadores
moleculares, SAM.

Validation of molecular markers for wheat resistance to Fusarium
head blight in Brazilian wheat genotypes

Abstract — The objective of this work was to validate 19 microsatellite markers for wheat resistance to Fusarium
head blight (FHB), in an unstructured population. Molecular markers described in the literature as flanking
QTLs of FHB resistance in wheat on chromosomes 3B, 5A, and 6B were used. Ninety six wheat lines and
cultivars were evaluated for severity of FHB infection in two evaluation years. The lines and cultivars were
genotyped with 19 microsatellite markers. The obtained data were analyzed by Tukey’s test, and by correlation,
simple linear regression, and multiple regression analyses; the efficiency of selection with molecular markers
was also estimated. Disease severity ranged from 1.95 to 41.3% in the mean of the two years. QTLs in the
three evaluated chromosomes were validated. The markers Xgwm389, Xgwm533, Xbarc180, Xbarc24,
Wmc397, Xbarc101, and Wmc398 were significantly associated with FHB resistance in wheat, and alleles
for susceptibility and resistance were identified. The markers Wmc397, Xbarc101 (chromosome 6B), and
Xbarc180 (chromosome 5A) have potential for use in marker-assisted selection for resistance to FHB in wheat.

Index terms: Fusarium graminearum, Triticum aestivum, marker-assisted selection, MAS.

Introduciao produtividade do trigo, o fungo produz a micotoxina

deoxinivalenol (DON), que ¢é prejudicial tanto para a

A giberela ou a fusariose ¢ uma das principais  saude humana quanto a animal (Draeger et al., 2007).
doengas do trigo (Triticum aestivum L.). E causada, Até o momento, varios QTLs relacionados a
principalmente, pelo fungo Fusarium graminearum  resisténcia do trigo a giberela foram identificados.
Schwabe e ocorre em regidoes onde o clima é quente O QTL que apresenta maior efeito foi mapeado no
e umido (Casa et al, 2004). Além de reduzir a  brago curto do cromossomo 3B da variedade chinesa
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Sumais 3 e passou a ser denominado de Fhbl1 ou Ofhs.
ndsu-3BS (Cuthbert et al., 2006; Anderson et al., 2007,
Pumphrey et al., 2007).

De acordo com Liu & Anderson (2003) e Cuthbert
et al. (2006), o QTL no loco Fhbl encontra-se
flanqueado pelos marcadores Xgwm493 e Xgwm533.
Anderson et al. (2001), ao avaliar esta regido em uma
populagdo derivada de Sumai 3/Stoa, constataram que
o QTL explica até 42% da variacdo fenotipica para
resisténcia a giberela. Essa regido do cromossomo
3B esta relacionada a resisténcia do tipo I, ou seja,
a resisténcia a disseminagdo do fungo na espiga
(Anderson et al., 2001; Zhou et al., 2004).

Cuthbert et al. (2006), ao utilizar Sumai 3 como
fonte de resisténcia para giberela, mapearam outro QTL
relacionado a resisténcia do tipo I — Fhb2 —, localizado
no brago curto do cromossomo 6B e flanqueado pelos
marcadores Xgwm133 e Xgwmo644. Xue et al. (2011)
mapearam o QTL Fhb5, proveniente de Wangshuibai.
Esse QTL encontra-se flanqueado pelos marcadores
Xgwm304 ¢ Xgwm415 no cromossomo 5A e esta
relacionado a resisténcia do tipo I, a infeccdo inicial.

Para serem utilizados na sele¢do assistida
por marcadores moleculares em programas de
melhoramento, os marcadores publicados na literatura
devem ser primeiramente validados em populacgdes
representativas do material de melhoramento
rotineiramente selecionado (Schuster, 2011).

O objetivo deste trabalho foi validar 19 marcadores
microssatélites para resisténcia do trigo a giberela, em
uma populagdo nao estruturada.

Material e Métodos

Foram utilizadas 13 cultivares comerciais de
trigo brasileiras (CD 1252, CD 150, CD 1550,
BRS 177, BRS 179, BRS Camboim, BRS Guamirim,
BRS Pardela, FUNDACEP Raizes, FUNDACEP 52,
Onix, Quartzo e Esporao), uma cultivar de dominio
publico (Frontana), trés cultivares exoticas (Kasoro,
Ning7840 e Weebill) e 76 linhagens experimentais
de trigo, o que totalizou 96 acessos. As sementes
foram obtidas no Banco de Germoplasma de Trigo da
Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (Coodetec).
As cultivares e as linhagens foram avaliadas quanto
ao seu nivel de resisténcia a giberela, nas safras de
2010 e 2011, em condi¢des controladas, no Centro de
Pesquisas da Coodetec, em Cascavel, PR (24°52'57"S,
53°32'0"W, a 690 m de altitude).
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Cada variedade ou linhagem foi semeada
manualmente em uma linha de 1 m de comprimento,
compondo parcelas de trés linhas, sendo que, em
cada linha lateral, foi semeada uma variedade ou uma
linhagem; na linha central de cada parcela, foi semeada
a testemunha suscetivel ‘CD 116°, para monitoramento
da inoculagdo e do desenvolvimento da doenca no
campo experimental. O espacamento entre as linhas
foi de 20 cm e entre as parcelas, de 40 cm. A adubagio
e o controle de pragas foram efetuados de acordo com
as exigéncias técnicas para a cultura, sendo realizada
apenas uma aplicacao do fungicida Tebuconazole na
dose de 0,5 L ha! do produto comercial, no estadio de
alongamento, para controle das doengas foliares.

A producdo de indculo foi iniciada com a
multiplicacdo do isolado de F. graminearum, em meio
de cultura BDA, em cdmara de crescimento sob luz
continua e 25+1°C, durante sete dias.

Foram preparados 300 g de trigo em cada frasco
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade. Os graos
permaneceram em repouso durante uma noite,
embebidos em agua; em seguida, foi escoado o excesso
de agua dos grdos, os quais foram esterilizados em
autoclave por duas vezes a 125°C, durante 20 min, em
dois dias.

Apbs o resfriamento, os grios de trigo foram
inoculados pela adicdo de 10 mL de suspensdo
contendo aproximadamente 1,0x10° macroconidios
por mL do isolado de F. graminearum, anteriormente
multiplicado em meio de cultura BDA.

Os frascos foram incubados em camara de
crescimento durante aproximadamente trés semanas, a
25+2°C, com fotoperiodo de 12 horas, para colonizagdo
dos gréos.

Os graos de trigo colonizados com o micélio do fungo
foram colocados em bandejas de plastico contendo
areia esterilizada e foram molhados diariamente, para
que a umidade fosse mantida constante.

As bandejas com o inoculo ficaram expostas ao
sol ou a luz artificial para favorecer a formacdo de
peritécios de Gibberella zeae. No inicio da formagdo
de peritécios nos graos, aproximadamente aos 21 dias,
os graos de trigo colonizados com os peritécios foram
distribuidos entre as linhas externas de cada parcela,
quando as primeiras plantas entraram no estadio de
espigamento. No inicio do florescimento do trigo,
a area experimental foi submetida ao molhamento
das espigas com formacdo de neblina, por 5 min
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consecutivos, a intervalos de 25 a 30 min, em dias sem
precipitagdo pluvial.

A severidade foi avaliada em 20 espigas principais
colhidas no estadio 11.4 da escala modificada de
Feekes-Large (Large, 1954), isto ¢, de espiga verde, e
o percentual da severidade foi determinado conforme
escala proposta por Stack & McMullen (1995).
De acordo com a severidade observada nas cultivares
conhecidas, consideraram-se resistentes as cultivares e
as linhagens com severidade igual ou menor do que
5%, e suscetiveis aquelas com severidade maior do

que 5%. Para as analises quantitativas, no céalculo da
percentagem de infec¢do, foram utilizadas as médias
dos dois anos avaliados. Para a avalia¢ao qualitativa, as
linhagens que apresentaram menos de 5% de infeccéo
em um ano de avaliacdo e mais de 5% no outro ano
foram classificadas como intermediarias.

Aextragdo de DNA foi realizada conforme descrito por
Schuster et al. (2009). Foram utilizados 19 marcadores
microssatélites, localizados nos cromossomos 3B, 5A e
6B do trigo, relatados na literatura como ligados a QTLs
de resisténcia a giberela (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos marcadores moleculares utilizados na validagdo para resisténcia do trigo (Triticum aestivum) a
giberela, e origem da informagdo de associagdo do marcador com a resisténcia.

Marcador Cromossomo Iniciador para PCR™ Referéncia QTL (%)@
Xowms33 3B 5’ AAGGCGAATCAAACGGAATA 3° Anderson et al. (2001) 24,8-41,6%
g 5’ GTTGCTTTAGGGGAAAAGCC 3’ Burlakoti et al. (2010) SI
Xowm389 B 5’ ATCATGTCGATCTCCTTGACG 3’ Shi et al. (2008) SI
& 5’ TGCCATGCACATTAGCAGAT 3’ Xue et al. (2010) SI
Xbarc68 1B 5 CGATGCCAACACACTGAGGT 3’ Shi et al. (2008) SI
5> AGCCGCATGAAGAGATAGGTAGAGAT 3’ Cuthbert et al. (2006) SI
Xbarc133 3B 5” AGCGCTCGAAAAGTCAG 3’ Shen et al. (2003) 19,2-40%
5" GGCAGGTCCAACTCCAG ¥ Burlakoti et al. (2010) SI
Xowm493 3B 5’ TTCCCATAACTAAAACCGCG 3’ Anderson et al. (2001) 24.8-41,6%
g 5’ GGAACATCATTTCTGGACTTTG 3’ Burlakoti et al. (2010) SI
5> GCGCCATTTATTCATGTTCCTCAT 3’ . 18-48%
Xbarc147 3B 5’ CCGCTTCACATGCAATCCGTTGAT 3° Burlakoti et al. (2010) SI
XbarcTs 1B 5> AGGGTTACAGTTTGCTCTTTTAC 3’ Zhou et al. (2003) SI
5> CCCGACGACCTATCTATACTTCTCTA 3’ Liu & Anderson (2003) SI
Xowm293 SA 5’ TACTGGTTCACATTGGTGCG 3’ Buerstmayr et al. (2002) SI
g 5’ TCGCCATCACTCGTTCAAG 3’ Cuthbert et al. (2006) SI
5 GCGATGCTTGTTTGTTACTTCTC 3’ Buerstmayr et al. (2002) SI
Xbarc180 S5A 5’ GCGATGGAACTTCTTTTTGCTCTA 3° Shi et al. (2008) SI
Zhou et al. (2002) SI
5’ CTCTCTCCATTCGGTTTTCC 3’ . N
Xgwm639 SA 5 CATGCCCCCCTTTTCTG 3° Gervais et al. (2003) 10,1-18,6%
5" CGCATGGTCAGTTTTCTTTTAATCCT 3° .
Xbarc197 5A 5 GCGCTCTCCTTCATTTATGGTTTGTTG 3° Burlakoti et al. (2010) SI
5 GCGGGAATTTACGGGAAGTCAAGAA 3’ .
Xbares6 SA 5’ GCGAGTGGTTCAAATTTATGTCTGT 3’ Liu etal. (2009) St
5" GCTCCTCTCACGATCACGCAAAG 3’ o
Xbarc101 6B 5 GCGAGTCGATCACACTATGAGCCAATG 3° Anderson et al. (2001) 4,9-9,2%
5> CACTACAACTATGCGCTCGC 3’ o
Xgwm88 6B 5 TCCATTGGCTTCTCTCTCAA 3° Shen et al. (2003) 2,9-3,4%
5 AATGTCATGCGTGTAGTAGCCA 3’
Wmel05 6B 5’ AAGCGCACTTAACAGAAGAGGG 3’ Gosman et al. (2007) St
5’ AGTCGTGCACCTCCATTTTG 3’ Somers et al. (2006) N
Wme397 6B 5* CATTGGACATCGGAGACCTG 3’ Burlakoti et al. (2010) 23%
5’ GCAAGTAGGACCTTACAGTTCT 3’ .
Wme539 6B 5’ GTTATAACCTTTGTCCCTTCAC 3° Lin etal. (2004) St
5> CGCCTCTTATGGACCAGCCTAT 3’
Xbarc24 6B 5 GCGGTGAGCCATCGGGTTACAAAG 3° Cuthbert et al. (2006) SI
Wmc398 6B 5" GGAGATTGACCGAGTGGAT 3 Burlakoti et al. (2010) SI

5" CGTGAGAGCGGTTCTTTG 3’

(De acordo com a base de dados GrainGenes do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States Departament of Agriculture, 2014).
@Percentagem da variagdo na resisténcia a giberela, explicada pelo QTL, segundo a literatura citada. SI, sem informagao.
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A amplificagdo foi realizada em 20 pL de uma
solugdo contendo 12,5 mmol L' de Tris-HCI (pH 8,3),
62,5 mmol L' de KCI, 2,5 mmol L' de MgCl,,
125 umol L' de cada deoxinucleotideo (dATP, dCTP,
dTTP e dGTP), 0,4 umol L' de cada iniciador, uma
unidade da enzima Taq DNA polimerase e 75 ng de
DNA. O programa de ciclagem consistiu de uma etapa
inicial de 7 min a 72°C, seguida de 30 ciclos de 1 min
a 94°C, 1 min a 55°C ¢ 2 min a 72°C, ¢ de uma etapa
final de 7 min a 72°C.

A separagdo dos fragmentos amplificados foi
realizada em gel desnaturante de acrilamida 6%.
A corrida do gel foi realizada com carga elétrica de
300 volts por 2 horas e 30 min, e, em seguida, os géis
foram corados com solucdo de nitrato de prata. Apos
corados, os géis foram digitalizados.

Para a codificagdo dos resultados, denominou-se
de alelo 1 aquele que se localizou na porg¢ao superior
do gel, e os demais foram denominados de alelo 2,
3 ou 4, de acordo com a posi¢do, abaixo do alelo 1
(Figura 1). Para a avaliacdo dos haplotipos, cada alelo
foi considerado como um marcador molecular, sendo
que a presenga do alelo em homozigose foi codificada
com 2, e a auséncia, com 0. Algumas linhagens
ou variedades apresentaram mais de um alelo em
determinados locos. Esses dados foram ignorados na
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Figura 1. Identificacdo dos alelos do marcador Xgwm389,
em parte da populacdo estudada, no gel desnaturante de
acrilamida 6%. Alelos numerados de acordo com a posicdo
no gel, em que o alelo 1 é o de maior tamanho, localizado
mais acima no gel, seguido dos alelos 2, 3 e 4, conforme
a posicdo abaixo do alelo 1. O alelo 1 estd associado a
resisténcia.
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analise dos dados, para que cada alelo fosse avaliado
individualmente, sem o efeito de outros alelos.

Os resultados das médias da severidade de
infeccdo por giberela, nos dois anos avaliados, foram
submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey,
a 5% de probabilidade, com uso do programa Genes
(Cruz, 2006). Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, em que os tratamentos foram constituidos
pelos gendtipos dos marcadores. Assim, para cada
marcador, o grupo de individuos que apresentava o
mesmo alelo foi considerado o mesmo tratamento, e
a varidvel foi a severidade média da giberela nos dois
anos de avaliacgao.

Os resultados também foram submetidos a analises
de correlacdo e de regressdo linear simples, para
todos os marcadores, ¢ de regressdo multipla, para os
marcadores significativos na analise de correlagdo,
tendo-se utilizado o programa JMP (SAS Institute,
Cary, NC, EUA). Nas analises de correlagdo e de
regressao dos marcadores com a reagdo de resisténcia e
suscetibilidade das linhagens e das variedades de trigo,
as plantas foram codificadas como: 2, suscetiveis; 1,
intermediarias; e 0, resistentes. Com essa codificagao,
alelos associados a resisténcia apresentam sinal
negativo no coeficiente angular da regressao, e alelos
associados a suscetibilidade apresentam sinal positivo,
tanto na avaliagdo da severidade quanto na avaliagdo
da reacdo.

O valor de probabilidade (P) da correlagao foi obtido
a partir da distribuicdo de qui-quadrado. O valor da
correlagdo ao quadrado (r*) ponderado por n - 1 tem
distribuicdo de qui-quadrado: ¥*>= (n - 1)r’, com um
grau de liberdade. Os alelos com frequéncia menor do
que 5% nao foram utilizados nas analises.

A eficiéncia de selecao (ES) também foi estimada
para a selegdo realizada exclusivamente pelos
marcadores moleculares, por meio da expressao:

ES = nimero de acertos do fenoétipo com uso de
marcadores moleculares/nimero total de casos, em
que o numero de acertos do fenodtipo com uso de
marcadores moleculares corresponde a soma dos
casos em que as cultivares ou as linhagens foram
classificadas como resistentes pelos marcadores
moleculares e foram resistentes na analise fenotipica
ou em que foram classificadas como suscetiveis pelos
marcadores moleculares e foram suscetiveis na analise
fenotipica; e o niimero total de casos corresponde ao
numero total de genotipos considerados.
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Resultados e Discussao

A severidade da infeccdo por giberela variou
de 1,95 a 41,3%, na média dos dois anos, ¢ foram
observadas 30 linhagens e cultivares resistentes,
26 intermediarias e 40 suscetiveis (Figura 2). Entre
os 19 marcadores analisados para os trés possiveis
QTLs, 12 foram polimérficos entre as linhagens e as
cultivares estudadas (Tabela 2). O numero de alelos
observados variou de 2 a 4. Schuster et al. (2009),
em estudo da diversidade genética de trigo no Brasil,
encontraram 23 marcadores polimoérficos, em um
conjunto de 43 marcadores avaliados, além de variagio
de 2 a 5 alelos por marcador, em 36 cultivares de trigo.
A partir dos resultados obtidos, ¢ possivel inferir que o
germoplasma utilizado apresenta regides conservadas
no genoma e que ndo apresentam variabilidade. Isso
reforca a necessidade de validagdo de marcadores
moleculares, para avaliar sua utilidade na seleg¢do
assistida por marcadores moleculares, em programas
de melhoramento.

Na avaliacdo da diferenca de severidade entre
os gendtipos em cada marcador, os marcadores
Xgwm533, no cromossomo 3B; Xbarc180, no
cromossomo 5A; Wmc397, Xbarc24, Xbarcl01 e
Wmc398, no cromossomo 6B, apresentaram diferenca
significativa entre as médias dos alelos (Tabela 1).
Os marcadores Xbarc180, no cromossomo S5A, e
Wmc397, no cromossomo 6B, foram significativos a
1% de probabilidade na analise de correlacdo, tanto
para a severidade quanto para a rea¢ao das variedades
ou das linhagens a giberela (Figura 3). O marcador
Xbarc101, no cromossomo 6B, foi associado apenas
a severidade.

Na analise de regressao linear simples, os marcadores
Xbarc180, no cromossomo 5A; Wmc397, Xbarc24,
Xbarc101 ¢ Wmc398, no cromossomo 6B, foram
significativos a 5% de probabilidade. No entanto,
os marcadores Xgwm389 e Xgwm533, ambos no
cromossomo 3B, foram significativos apenas quanto a
reacdo das plantas a giberela (Tabela 2).

Shi et al. (2008), ao avaliar uma populagdo derivada
da cultivar Sumai 3, encontraram associacao da
resisténcia do trigo a giberela com os marcadores
Xgwm389, Xgwm533, Xbarc133, Xbarc147, Xbarc68
e Xgwm493, no cromossomo 3B; Xbarc101 e Wmc397,
no cromossomo 6B; e Xgwm?293, no cromossomo 5SA.
Desses, os marcadores Xgwm533, no cromossomo 3B,;
Xbarc101, Xgwm389 e Wmc397, no cromossomo 6B,

foram significativamente associados a resisténcia
a giberela no presente trabalho. Os marcadores
Xbarc147 e Xgwm493, no cromossomo 3B, ndo foram
associados a resisténcia; ja os marcadores Xbarc133,
no cromossomo 3B, e Xbarc293, no cromossomo 5A,
foram monomorficos na populagao avaliada. Os autores
identificaram o marcador Xbarc293 como associado a
resisténcia no cromossomo 5A. No presente trabalho, o
marcador Xbarc180, localizado préximo ao marcador
Xbarc293 (Roder, 1998), foi associado a resisténcia no
cromossomo SA. Com os resultados obtidos, é possivel
inferir que os trés QTLs, nos cromossomos 3B, 5A
e 6B, estdo presentes na populacdo de variedades e
linhagens em estudo.

Segundo Zhou et al. (2002) e Liu & Anderson
(2003), os marcadores no cromossomo 3B
utilizados no presente trabalho estdo ligados ao QTL
Ofhs.ndsu-3BS. Este QTL corresponde ao gene Fhbl
e tem origem na cultivar Sumai 3, que é a principal
fonte de resisténcia tipo Il a giberela. Esse QTL no
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Figura 2. Distribuicdo de frequéncias das médias de dois
anos das percentagens de severidade da giberela nas espigas
de linhagens ¢ variedades de trigo (Triticum aestivum),
avaliadas em condigdes controladas de campo (A); e
distribuigdo de frequéncia da classificagdo da reacdo das
linhagens e das variedades de trigo a giberela (B).
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cromossomo 3B tem sido confirmado por diversos
autores (Zhou et al., 2004; Ma et al., 2006; Pumphrey
et al., 2007).

O cromossomo 6B apresenta o gene Fhb2 de
resisténcia tipo II a giberela (Cuthbert et al., 2006).
Somers et al. (2006) mapearam esse QTL na regido

do cromossomo 6B flanqueada pelos marcadores
Xgwm518 e Xbarcl25. Os marcadores Wmc398 e
Wmc397, utilizados no presente trabalho, encontram-
se entre os marcadores Xgwm518 e Xbarc125 (Réder
et al.,, 1998). Isso confirma que a regido associada
aos marcadores Wmc398 ¢ Wmc397 identificada

Tabela 2. Andlise de associagdo entre os marcadores moleculares microssatélites e a severidade da infecg@o por giberela nas

plantas de trigo (Triticum aestivum)®.

Marcador Cromossomo Posicdo Alelo Meédia da Numero de Regressao da reagao Regressdo da severidade
severidade observagdes R2 (%) P (%) Inclinagio®  R2 (%) P(%) Inclinagio
1 5,08a 10 6,03 1,7 0,33 0,91 63,4 -0,86
Xgwm389 B 5o 2 5,49 16 0,04 85,1 -0,02 0,85 61,4 -0,68
’ 3 6,10a 19 3,06 9,5 0,18 0,23 66,1 -0,33
4 7,63a 39 0,01 93,7 0,01 2,97 10,2 0,98
1 5,15 1 - - - - - -
Xgwm533 3B 11,1 2 4,70b 18 3,22 13,3 -0,18 4,49 7,5 -1,53
3 7,402 44 6,27 4,0 0,24 429 9,1 1,14
1 5,57a 24 0,38 57,9 -0,06 2,62 13,0 -1,01
Xbarc133 3B 15,6 2 5,55a 19 0,31 61,3 0,05 3,72 6,8 1,23
3 6,95a 17 0,10 76,4 0,03 0,02 88,5 -0,09
1 7,72 2 - - - - - -
Xbarc147 3B 16,1 2 6,37a 27 0,03 86,7 -0,02 0,01 92,7 -0,06
3 6,76a 58 0,36 57,0 -0,05 0,03 85,7 -0,11
Xgwmd93 B 216 1 5,662 38 3,15 92 -0,15 6,66 1,4,0 -1,50
2 8,47a 36 3,15 92 0,15 6,66 1,4,0 1,50
1 5,17a 6 1,42 25,4 0,20 0,50 50,7 -0,80
Xbarc75 3B - 2 7,48 54 0,33 59,5 0,05 3,16 9,0 1,04
3 5,48a 28 1,54 242 -0,11 2,15 16,4 -0,90
1 5,12b 37 10,47 0,2 0,28 4,46 42 1,21
2 6,09ab 36 2,29 15,0 0,13 0,38 57,0 0,35
Xbarc180 A 111 3 11,76a 14 5,92 1,9 0,29 15,51 0,0 3,07
4 5,18 2 - - - - - -
1 4,552 7 3,72 6,5 0,30 1,22 30,1 1,17
Xgwm639 A 538 2 4.81a 5 0,51 69,9 -0,08 0,82 62,7 -0,20
’ 3 5,10a 9 0,15 83,3 0,04 1,38 544 -0,83
4 6,01 2 - - - - - -
1 10,43a 21 12,92 0,1 0,37 13,31 0,1 2,44
Wmc397 6B 37,3 2 6,68b 36 1,44 25,9 0,11 2,19 16,0 -0,85
3 5,35b 31 3,74 6,4 -0,17 2,83 10,9 -0,99
1 7,14a 8 0,15 71,0 0,05 0,19 67,3 0,40
2 7,03a 46 5,13 2,5 0,19 0,51 50,5 0,40
Xbare24 6B 547 3 487b 28 458 34 20,20 411 45 1,23
4 8,50a 12 0,70 57,7 -0,11 1,68 20,5 1,08
1 13,02a 6 5,39 2,6 0,39 9,01 0,4 3,42
2 6,14 2 - - - - - -
Xbarc101 6B ; 3 6,41b 53 0,85 56,5 20,09 2,80 14,5 1,13
4 7,50b 9 0,41 59,5 -0,08 0,06 83,0 0,23
1 425a 7 5,02 2,8 0,37 1,48 23,9 -1,29
Wmc398 6B - 2 5,53ab 34 0,17 69,7 -0,04 2,23 14,5 -0,86
3 7,71b 50 2,48 12,3 0,14 435 4,0 1,17

(DMédias seguidas de letras iguais, dentro do mesmo marcador microssatélite, ndo diferem pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. @Coeficiente angular
da equagdo de regressao linear. Sinal positivo na inclinagdo indica alelo associado a suscetibilidade, e sinal negativo indica alelo associado a resisténcia a

giberela.
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na populacdo em estudo estd ligada ao gene Fhb2.
Burlakoti et al. (2010) também encontraram associagao
dos marcadores Wmc397 e Wmc398 com esse QTL,
em uma populacao derivada da cultivar Alsen.

O QTL no cromossomo 5A foi observado por Shen
et al. (2003), Chrpova et al. (2011) e Xue et al. (2011)
flanqueado pelos marcadores Xgwm304 ¢ Xgwm415.
Esse loco foi denominado de Fhb5 e esta associado a
resisténcia tipo I a giberela. O marcador Xbarc180,
utilizado no presente trabalho, esta localizado na regido
do marcador Xgwm304 (Song et al., 2005). Desse
modo, pode-se inferir que, na populagdo avaliada, o
QTL no cromossomo 5A também esta presente no loco
FhbS5.

No presente trabalho, os marcadores Xbarc180, no
cromossomo 5A; Wme397 e Xbarc101, no cromossomo

6B, foram significativos em todas as analises. Contudo,
os marcadores Xgwm533, no cromossomo 3B;
Xbarc180, no cromossomo 5A; Wmc397, Xbarc24
e Wmc398, no cromossomo 6B, foram significativos
pelo teste de Tukey e pela analise de regressdo linear.
Isso pode ser explicado pelo nivel de significancia
de 1% utilizado na analise de correlagdo. Ao nivel
de significancia de 5%, os mesmos marcadores sdo
significativos em todas as analises [com -Log(P) =
1,3] (Figura 3). Esses marcadores podem ser tuteis na
selecdo de plantas contendo QTLs de resisténcia do
trigo a giberela, em programas de melhoramento.
Alguns marcadores apresentam alelos
especificamente associados & resisténcia, enquanto
outros marcadores apresentam alelos associados
especificamente a suscetibilidade do trigo a giberela.
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Figura 3. Probabilidades associadas a andlise de correlacdo dos alelos de cada marcador com a severidade e com a reagdo
das linhagens e das variedades de trigo (7riticum aestivum) a giberela. As probabilidades estdo apresentadas na escala de
-Log10(P). A linha horizontal indica o ponto de corte para 1% de probabilidade. 3B, 5A e 6B identificam os cromossomos

onde os marcadores estdo localizados.
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Nos casos de alelos associados a suscetibilidade, a
presenca desses alelos resulta em uma severidade
maior da giberela; ja os demais alelos, no mesmo loco,
apresentam menor severidade, mesmo com alelos
diferentes. Nos alelos 1 e 3, respectivamente, dos
marcadores Xbarc180, no cromossomo 5A, e Xbarc24,
no cromossomo 6B, observou-se coeficiente angular
negativo para a severidade e para a reacdo a giberela,
o que ¢ indicativo de que esses alelos estio associados
a resisténcia das plantas a doenga. Os alelos 1 dos
marcadores Xbarc389, no cromossomo 3B, e Wmc398,
no cromossomo 6B, apresentaram coeficiente angular
negativo paraareagao, o que também ¢ indicativo de que
esses alelos estdo associados a resisténcia. Entretanto,
os alelos 3, 1 e 1, respectivamente, dos marcadores
Xbarc180, no cromossomo 5A; Wmc397 e Xbarc101,
no cromossomo 6B, apresentaram coeficiente angular
positivo tanto para a severidade quanto para a reagao,
o que ¢ indicativo de que esses alelos estdo associados
a suscetibilidade do trigo a giberela. Os alelos 3 e
2, respectivamente, dos marcadores Xgwm533, no
cromossomo 3B, e Xbarc24, no cromossomo 6B,
apresentaram coeficiente angular positivo apenas para
severidade, enquanto o alelo 3 do marcador Xbarc398,
no cromossomo 6B, apresentou coeficiente angular
positivo para a severidade. Esses alelos também
estdo associados a suscetibilidade do trigo a giberela
(Tabela 2). Nesses casos, a selecao deve ser realizada
contra esses alelos.

Ao se considerar a reacdo das plantas a giberela,
os marcadores significativos no cromossomo 3B
explicaram 6,03% (Xbarc389) e 6,27% (Xgwm533)
da variagdo observada; j& para severidade, nenhum
marcador no cromossomo 3B foi significativo
(Tabela 2). Anderson et al. (2001), Zhou et al. (2002)
e Shen et al. (2003) relataram variagdo de 24,8 a
41,6%, 18 a 48% ¢ 19,2 a 40% no efeito do QTL no
cromossomo 3B, respectivamente.

No cromossomo 5A, o marcador Xbarc180 explicou
10,47% da variagdo na reacdo e 15,51% na variagdo
da severidade da doenga. Gervais et al. (2003)
observaram variagdo de 10,1 a 18,6% no efeito do
QTL no cromossomo 5A. No cromossomo 6B, os
marcadores Wmc398, Xbarc24, Xbarc101 € Wmc397
explicaram 5,02, 5,13, 5,39 e 12,92%, respectiva-
mente, da varia¢do na reagdo, ¢ 4,35, 4,11, 9,01 ¢
13,31% da variacdo na severidade, respectivamente.
Anderson et al. (2001), Shen et al. (2003) ¢ Somers
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et al. (2006) constataram efeitos de 4,9 a 9,2%,
2,9 a 3,4% e 23%, respectivamente, para o QTL no
cromossomo 6B.

Os marcadores significativos na analise de
correlagdo foram utilizados para a andlise de regressdo
multipla. Para a severidade da doenca, os alelos 3 e 1,
respectivamente, dos marcadores Xbarc180 e Wmc397
explicaram 29,29% da variagdo observada, sendo
que esses alelos estdo associados a suscetibilidade
das plantas a giberela. Para a reagdo das plantas
a giberela, os alelos 3 e 1, respectivamente, dos
marcadores Wmc397 e Xbarc101 explicaram 14,25%
da variacao, sendo que o alelo 3 do marcador Wmc397
esta associado a resisténcia, € o alelo 1 do marcador
Xbarc101 esta associado a suscetibilidade.

Ao se selecionar apenas os genotipos com a presenca
do alelo 3 do marcador Wme397 e com a auséncia do
alelo 1 do marcador Xbarcl01, 15 genoétipos foram
considerados resistentes; 8 gendtipos, suscetiveis; € 5,
intermedidrios. A média de severidade dos gendtipos
selecionados por essa combinacdo de marcadores
e alelos foi de 5,1. Ao contrario, ao se selecionar
para a auséncia do alelo 3 do marcador Wmc397 e
a presenca do alelo 1 do marcador Xbarc101, dois
genotipos foram suscetiveis, e um intermediario. Nesta
combinacdo, nenhum gendtipo foi resistente. A média
de severidade com essa combinagdo de alelos foi de
18,5. Ao se considerar apenas os genotipos resistentes
e suscetiveis, a eficiéncia de selecdo foi de 68% para a
reacdo do trigo a giberela.

Na populagcdo avaliada, o QTL presente no
cromossomo 6B, possivelmente Fhb2, é responsavel
pela maior parte da resisténcia das plantas a giberela,
ao contrario do que ¢ comumente relatado na literatura.
Anderson et al. (2001), Shen et al. (2003) e Burlakoti
et al. (2010) verificaram efeitos elevados para o loco
Fhbl, no cromossomo 3B, e efeitos menores para o
loco Fhb2, no cromossomo 6B. O menor efeito do
QTL no cromossomo 3B, no presente trabalho, pode
ser atribuido a maior distdncia entre os marcadores
utilizados no cromossomo 3B ¢ o QTL ou a baixa
frequéncia desse QTL na populagéo utilizada.

No presente trabalho, foram avaliadas trés regides
cromossomicas do trigo, nos cromossomos 3B,
SA e 6B, para resisténcia a giberela em condi¢des
controladas de campo. As trés regides estdo associadas
aresisténcia (Tabela 2), mas os QTLs nos cromossomos
6B ¢ 5A t€ém maior efeito. A avaliacdo de um conjunto
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de germoplasma em vez de uma populacio estruturada
possibilitou a avaliacdo de varios alelos por loco, o que
permitiu identificar os alelos associados a resisténcia
e os alelos associados a suscetibilidade. A utilizagdo
desse tipo de populacdo ndo estruturada permite
validar os marcadores moleculares com uma avaliagcdo
mais completa dos alelos em cada loco. Sabe-se que
a utilizagdo de populagdes segregantes derivadas
de cruzamentos controlados permite avaliar apenas
dois alelos em cada loco, enquanto um conjunto de
germoplasma permite avaliar o efeito de todos os
alelos presentes na populagdo utilizada.

A utilizagdo da sele¢do com esses marcadores
moleculares aumenta significativamente a frequéncia de
plantas resistentes no conjunto de plantas selecionadas.
Para eliminar completamente as linhagens suscetiveis,
pode-se utilizar o método sequencial, ao se selecionar
inicialmente as linhagens com os marcadores
moleculares, o que elimina grande parte das plantas
suscetiveis. Em seguida, as plantas selecionadas
pelos marcadores moleculares podem ser submetidas
a avaliagdo fenotipica, para eliminar as plantas
suscetiveis que foram selecionadas pelos marcadores.
Com isso, diminui-se bastante a quantidade de plantas
a serem avaliadas fenotipicamente.

Conclusoes

1. Os marcadores moleculares localizados nas
regides dos cromossomos 3B, 5A e 6B sdo validos
para selegdo quanto a resisténcia do trigo (Triticum
aestivum) a giberela, no germoplasma avaliado.

2. Os marcadores Wmc397, Xbarc180 e Xbarc101
podem ser utilizados para a selecdo assistida por
marcadores moleculares, para resisténcia a giberela.
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