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RESUMO

A triticultura brasileira apresenta constantes perdas no rendimento, associadas a ocorréncia da ferrugem da folha,
causada pelo fungo Puccinia triticina. A incorporacdo da resisténcia genética e o conhecimento do niimero de genes envolvidos
s80 importantes para os programas de melhoramento genético vegetd, que a cada ano tém introduzido resisténcia qualitativa
nas cultivares, visando superar o aparecimento de novas racas do patdgeno. As técnicas bioguimicas, baseadas na andlise de
polimorfismo de enzimas, possibilitam a répida e precisa deteccdo de marcadores moleculares, para o estudo de aspectos
basicos de genética vegetal, bem como representam valiosa ferramenta de apoio aos programas de melhoramento, pois
permitem a identificagdo antecipada de gendtipos resistentes e suscetiveis. Este trabalho visa avaliar, fitopatoldgica e
molecularmente, a populacdo haplodipléide Trigo BR 35 (resistente)/IAC 13-Lorena (suscetivel) de trigo (Triticum aestivum),
quanto a resisténcia de planta adulta a ferrugem da folha, bem como & similaridade genética presente na progénie
haplodiploidizada na geragéo F,. Nas avaliagbes fitopatologicas em planta adulta, das 96 linhas duplo-haploide, 29 foram
resistentes, 15 suscetivels e 52 intermediarias apresentaram reacdo que variou entre nivel de resisténcia inferior ao determinado
para Trigo BR 35 a menos suscetivel do que IAC 13-Lorena. A andlise genética revelou dois genes parciamente dominantes.
Na andlise bioquimica, através do sistema isoenzimético das esterases, foram detectadas, seis bandas, todas anddicas e com
especificidade afa-esterasica, cujas MRs (migragdo relativa) variaram de 0,09 a 0,69. Quanto a variabilidade genética, foi
detectada, para as 96 linhas, elevada similaridade genética, a qual confirmou as andlises isoesterésicas.

Palavras-chave adicionais: Triticum aestivum, Puccinia triticina, esterase, similaridade genética.

ABSTRACT
Isoesterase variability associated with gene resistant wheat leaf rust

Yield redutions associated with leaf rust, caused by the fungus Puccinia triticina, are recorded for Brazilian wheat
(Triticum aestivum) crops. Incorporation of genetic resistance and knowing the number of genes involved are important tools
for plant genetic breeding programs, which are consistently introducing qualitative resistance in cultivars aiming to cope
with new races of the pathogen. Biochemical techniques, based upon the analysis of the polymorphism of enzymes, provide
arapid and accurate detection of molecular markers and, also, play a valuable support role in breeding programs for predicting
the identification of resistant and susceptible genotypes. The objective of this investigation was to carry out a phytopathol ogical
and molecular assessment of the haplodiploid population Trigo BR 35 (resistant)/IAC13-Lorena (susceptible) as to its adult
plant resistance to leaf rust, as well as to the genetic similarity available in the progeny haplodiploidized in F, generation.
From a total of 96 double haploid lines evaluated for leaf rust, at adult-plant stage, 29 were resistant, 15 were susceptible
and 52 showed less resistance than Trigo BR 35 than that presented by IAC 13-Lorena. The genetic analysis showed that the
resistance was due to two partidly dominant genes. In the biochemica analysis, made through isoenzymatic esterase system,
six bands were detected, al of them anodic and with dpha-esterasic specificity the relative migration varied from 0,09 to 0,69.
A high genetic similarity was detected, which confirmed isoesterasic analyses, for the 96 double haploid lines.

Additional keywords: Triticum aestivum, Puccinia triticina, esterase, genetic similarity.

INTRODUCAO

A triticultura apresenta perdas no rendimento, devido
aocorrénciadaferrugem dafolhado trigo ( Triticum aestivum
L.), causada pelo fungo Puccinia triticina Erikss,

*Trabalho de conclusdo de Iniciagéo & Pesquisado Curso de Ciéncias Biol 6gicas
do primeiro autor. Universidade de Passo Fundo (2003).
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anteriormente descrita como Puccinia recondita Roberge. ex
Desmaz. f. sp. tritici (Anikster et al., 1997). Esta merece
destaque por ser uma das doengas fungicas mais comuns e
prejudiciaisacultura. Aséareastriticolasbrasileiras constituem
um ambiente favoravel ao desenvolvimento do fungo, além
dainfeccdo servir como “portadeentrada’ paraoutras doencas
oportunistas (Brammer, 2000).
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Oinicio daocorrénciaeaintensidade dadoencapodem
determinar aprodutividade e influenciar economicamente no
produto. Diante deste fato, a resisténcia genética € o método
mais eficiente e econdmico de controle do patdégeno, umavez
que novasragasvirulentasde P, triticina superam aresisténcia
da planta a ferrugem da folha (Barcellos, 1994; Humphreys
et al., 2003).

Ardiel et al. (2002) destacam que acompreensdo sobre
o modo de herancadaresisténciaévaiosaparao plangamento
dos cruzamentos num programa de melhoramento genético,
naidentificacdo de genes deresisténciae no desenvolvimento
de marcadores genéticos para uso em selecéo assistida.

No melhoramento genético, o uso de marcadores
morfol dgicos nem sempre € eficiente, pois variam conforme
as condigdes ambientais. Entretanto, técnicas bioquimicas e
mol ecul ares baseadas naandlise de polimorfismo de enzimas
e de fragmentos de DNA possibilitam a rapida detecgéo de
marcadores genéticos no estudo de aspectos basicos de
genéticavegetal, sendo também umaferramenta de apoio aos
programas de mel horamento, pois possibilitam deformamais
rapida e precisa a avaliagdo e a identificacdo antecipada de
gendtipos resistentes e suscetivels, antes que adoencaincida
sobre a cultura do trigo (Brammer, 2000).

Os marcadores genéticos, bioguimicos e moleculares,
além de serem identificaveis em qualquer idade da planta,
ndo interferem com o processo biol égico que se desgjaestudar
(Robinson, 1998). Dentre os diversostipos, merecem destaque
as isoenzimas por serem controladas geneticamente por um
ou varios genes, situados num mesmo loco ou em diferentes
locos, respectivamente. Numerosos estudos de locos
enziméticos revelam a existéncia de niveis expressivos da
variagdo genética intra e interpopulacional em uma mesma
espécie, dém da diferenciacdo consideravel entre espécies
no grau de heterogeneidade i soenzimaticaintrapopul acional
(Brammer et al., 2002).

O uso de isoenzimas no estudo de estresse bidtico ou
abidtico esta relacionado ao entendimento das mudangas
metabdli cas e mecani smos de defesa que ocorrem em plantas
(Burdon & Marshall, 1983), aliados ao fato que os polimor-
fismos enziméticos estdo mais perto da expressdo fenotipica
final do que os polimorfismosde DNA, por serem um produto
intermedi&rio da expresséo do gene (Torggler et al., 1995).

Neste contexto, Bocchese et al. (2003), em revisdo
sobre 0 uso de isoenzimas e proteinas para a identificagdo e
caracterizacao davirulénciade fitopatdgenos, citam diversos
pesquisadores que usaram e aindavém usando tal metodologia
com €ficiéncia, rapidez e baixo custo. Dentre as comumente
utilizadas, destacam as esterases, por ser um dos sistemas
isoenziméticos mais polimarficos, e por estar relacionadacom
a patogenicidade.

Com relacéo ao emprego das isoenzimas em trigo
associadas aferrugem dafolha, aguns trabal hos sdo citados:
Narasimham & Chawla (1989) analisaram a expresséo da
enzima polifenol oxidase estando ligada ao gene Lr19;
McMillin et al. (1993) rel atam que aisoenzimaendopeptidase
também se apresentaligada ao gene Lr19; Wang et al. (1994)
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estudaram mudancas na atividade das peroxidases, associadas
aos genes Lr, durante as infecgBes de P. recondita; Brammer
et al. (2002) identificaram, um marcador isoesterasico
associado ao gene Lr24; Kraic et al. (2003) realizaram selecéo
assistida via marcador isoenzimético ligado ao gene Ep-D1c
emarcadores de DNA nadetec¢o daincorporacdo dos genes
Lr19 + Lr24 em cultivares comerciais de trigo.

Este trabalho visou avaliar fitopatoldgica e
mol ecularmente a popul agdo haplodipl6ide Trigo BR 35/IAC
13-Lorena, quanto aresisténcia de planta adulta a ferrugem
dafolha, bem como asimilaridade genéticaintrapopul acional,
presente na progénie.

MATERIAL E METODOS

Otrabahofoi realizado no laborat6rio de Biotecnologia
Vegetal e casade vegetacdo da Embrapa Trigo, Passo Fundo-
RS. Foram avaliadas 96 linhas duplo-hapl6ides oriundas
do cruzamento entre as cultivares Trigo BR 35 (resistente) e
IAC 13-Lorena (suscetivel). A escolhado parental resistente
deveu-se ao fato deste apresentar resisténcia de planta adulta
e por manter esta condic¢&o nalavoura, por mais de 12 anos.
Quanto ao indeulo, testes iniciais foram realizados, afim de
verificar aquele que apresentasse viruléncia em plantula
(primeira folha), para as duas cultivares, e avirulenta em
planta adulta a cultivar Trigo BR 35. O indculo utilizado,
segundo o SistemaNorte Americano de Nomenclatura (L ong
& Kolmer, 1989) foi o MFT-HS (genes efetivos para
resisténcia: Lr 2a, 2c, 9, 10, 16, 20, 21/genes ndo efetivos. Lr
1, 3, 3ka, 11, 144, 14b, 17,18, 23, 24, 26, 30.

Inoculacio de Puccinia triticina e analise da resisténcia

Para a aplicacdo do in6culo, foram usados 1,5 mg/mi
de esporos, diluidos em 6leo Soltrol. O indeulo foi aplicado
nas folhas, com auxilio de um aparelho de ar comprimido,
seguido, apos secar 0 6leo, da aspersdo de agua com Tween
20%, a fim de permanecer uma camada de agua sobre as
mesmas, antes do ponto de escorrimento. O material foi deixa
do na incubag&o e no escuro por, aproximadamente, 30 h, a
20 °C, sob umidade ndo inferior a 90%. Ap0s a inoculagéo,
as plantas foram mantidas, em camaras de crescimento, em
condi¢es de luz (12 h/dia) e temperatura (20 °C) adegquadas
para o desenvolvimento da ferrugem.

As avaliacdes fitopatol6gicas foram feitas nos
genitores, plantas F, e nas linhas duplo-hapldides, 15 dias
apdsainoculagdo com P. triticina. Paraafase de plantaadulta,
foi usada a escala segundo Roelfs et al. (1992), na qua foi
avaliada a folha bandeira do perfilho principal, analisando-
se o tamanho e apercentagem de pUstul as presentes nasfolhas
infetadas, observando-se também a ocorréncia de cloroses e
necroses foliares. A partir destas avaliagdes, fez-se aandlise
genéticaquanto ao nimero de genes envolvidos naresisténcia.
Paratal, o método empregado foi do qui-quadrado.

Eletroforese de isoenzimas
Para a andlise de isoenzimas foram usadas as mesmas
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sementes das andlises fitopatol dgicas, com trés repeticles. O
sistema das esterases (EST), EC 3.1.1 foi analisado por
eletroforese, nafase de plantula. Quando estamediacercade
10 cm de comprimento, foi coletado cerca de 2 cm da parte
apical. A metodologiausadapara o preparo de solugbestampéo
dasamostras edad etroforese, bem como dosgéisearevel acao
dosmesmos, foi adescritapor Scandalios (1969). A distancia
entre a ponte catodica e anddica foi sempre de 12,0 cme a
intensidade de campo de 10 V/cm. Em seguida, os géisforam
lavados em agua corrente e fixados com solugdo contendo
450 ml de & cool metilico, 110 ml de &cido acético e 440 ml
de &gua destilada, por cercade 20 min.

As andlises das isoesterases foram baseadas na repre-
sentacdo da migragdo absoluta (MA) em papel milimetrado,
sendo anotadas as distancias migradas pelas bandas a partir
do ponto de aplicagdo, em centimetros, com precisdo de 0,5
mm, bem como aintensidade de coloragéo de cada banda. A
partir desse esquema, foi calculadaamigragéo relativa(MR)
de cadabanda, em relacdo adalinhade frente, que recebeu o
valor relativo igual a 1,00. A MR indica a relacdo entre a
distancia migrada pela banda em questéo e a distancia
migrada pela linha de frente. Bandas de dificil visualizagdo
foram desconsideradas. Para cada MR, foi calculada a
freqUiéncia aédlica

Asandlises estatisticas, quanto asimilaridade genética
foram realizadas através do programaNTSY S pc 2.0 (Rohlf,
1998). A similaridade genéticafoi estimada pelo coeficiente
de Jaccard, sendo que as plantas foram agrupadas baseadas
na matriz de similaridade genética usando o UPGMA, ou
método de agrupamento aos pares usando médias ndo
ponderadas, sendo que as plantas foram consideradas as
unidades taxondmicas operacionais (OTUS) e os caracteres
(bin&rios) foram as bandas isoenziméticas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados obtidos neste trabal ho, com as avaliagtes
fitopatol dgicas, revelaram que aracaescolhidadeP. triticina
possibilitou a adequada avaliac&o, bem como a caraterizacdo
do material analisado para uso nas andlises genéticas. Na
fase de planta adulta, foram avaliadas 96 plantas para o
inéculo MET-HS, as quais 29 foram resistentes e 15
suscetivels, com reagdo similar a Trigo BR 35 e IAC 13-
L orena, respectivamente. Asdemais 52 plantas apresentaram
reacdo em niveis diferenciados, desde resisténcia inferior a
do Trigo BR 35 a menos suscetibilidade do que IAC 13-
Lorena

Barcellos (1994) enfatiza que nos estudos genéticos, é
muito importante usar ragas com combinagdes conhecidas
deavirulénciaedeviruléncia. As pesquisas genéticasdevem
ser efetuadas com ragas puras paraevitar qualquer confusio
ao se avaliarem as reagdes de infeccdo. Do mesmo modo,
nos estudos genéticos a campo, utiliza-se uma sO raga, se
possivel.

Em relaco aandlise genética, foi detectadaa presenca
de dois genes no Trigo BR 35 para a resisténcia a ferrugem
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dafolha, os quais foram expressos na fase de planta adulta,
sendo que os valores obtidos das avaliages fitopatol égicas
foram usados para estetipo de andlise. Primeiramente, foram
testadas vérias hip6teses de segregacéo genética, aliados ao
fato de que ja se sabia, a partir da literatura consultada, que
s80 poucos 0 humero de genes envolvidos neste tipo de
heranca. Portanto, o valor do teste do qui-quadrado
(c?=4,745), foi ndo significativo ao nivel de 0,05% de
probabilidade e dois graus de liberdade, considerando-se para
a raca testada a hipotese de dois genes parcialmente
dominantes. A dominanciaparcia foi também indicadapela
reacgo das plantas na geragdo F,. Estes resultados, quanto a
herancaser oligogénica, corroboram com os estudosrealizados
por DycK et al. (1966); Bartos et al. (1969); Lee & Shaner
(1985); Barcellos (1994) e Brammer (2004), entre outros.

Para as andlises qualitativas e quantitativas das
isoesterases as plantas dupl o-hapl 6i de, que apresentaram um
padréo de bandas idéntico, foram agrupadas em um mesmo
zimograma. Quando plantas-irméas apresentaram padrfes
diferentes seja por variacfes qualitativas e quantitativas esses
padrdes foram individualizados. Foram detectadas, no total,
seis bandas anddicas e com especificidade alfa-esterasica,
cujasMRsvariaram de 0,09 a0,69. A variacao qualitativafoi
medida pela intensidade da banda, variando de muito fraca,
fraca, média e forte, sendo que a mais fregiiente foi a de
intensidade muito fraca. Paraa MR 0,30, esta se apresentou
com as quatro intensidades e freqiiéncia alélica de 1,00,
ocorrendo em todas as 273 pléantulas avaliadas, incluindo as
trésrepeticles. Por suavez, aMR 0,55 teve amenor freqliiéncia
alélica (0,013), sendo detectada em apenas quatro plantulas
(Figura 1). De modo geral, poucas diferencas quantitativas
foram observadas paratodas as amostras analisadas, indicando
um baixo nivel de variabilidade intrapopul acional.

Kephart (1990) aborda que das 26 enzimas comumente
analisadas em plantas, o0 nimero de locos varia de um adois
por sistemaenzimatico, com excegao das esterases que variam
de dois a dez locos. Pascholati et al. (1993) relatam que um
dos sistemas comumente utilizados é o de esterase, ja que a
mesma esta relacionada com a patogenicidade, além de ser
polimorfica e de facil detecgéo.

No presente trabalho, cuja populacdo segregante segja
oriunda de pais bem contrastantes quanto a resisténcia e
suscetibilidade a ferrugem da folha e, embora tenha sido
proposto verificar uma possivel relagdo entre as avaliagles
fitopatoldgicas com as moleculares, ndo foi detectada
nenhuma banda i soenzi méatica especifica. Estudos posteriores
deverdo ser conduzidos por meio de outros marcadores, tanto
bioquimicos como moleculares, a fim de permitir tal
associagdo e possibilitar o desenvolvimento de marcadores
genéticos para uso em selegdo assistida.

Andlises de isoesterases realizados por Bochese et al.
(2003), em oito isolados de Pyrenophora chaetomioides Speg.,
agente causal da mancha foliar e do gréo de aveia, também
ndo permitiram estabelecer uma associacdo entre o padréo
obtido para as afa e beta esterases e viruléncia dos isolados.
Contudo, tais autores detectaram elevada variabilidade entre
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FIG. 1 - Zimograma representando as seis bandas isoesterasicas de gendtipos de trigo (Triticum aestivum) com suas respectivas MRs
(Migracdo Relativa), que apresentam, conforme o padréo de bandas e a sua freqiiéncia alélica

Onde:

os isolados estudados, sendo que 0s mesmos apresentaram
sete perfis distintos.

Elevadasimilaridade também é detectada paragrandes
espécies vegetais. Zheng et al. (2001) avaliaram a variagdo
genética, por meio das técnicas das esterases, gliadinas e
marcadores de DNA, em 40 cultivares comerciais de trigo
chineses cultivados na maior regido triticola da China. Para
as esterases, foram detectados somente sete padrfes isoeste-
rasicos entre todos os materiais analisados, sendo que destes,
80% tiveram padrdes idénticos.

Esse grande nimero de isoenzimas, detectadas em
plantas, pode ser devido a duplicacdo génica, em espécies
dipldides, ou a adi¢do de genomas em espécies polipldides
(Gottlieb, 1982). De modo semelhante, a variagdo em certas
isoenzimas pode ser importante na capacidade das plantas
sobreviverem em umavariedade de ambientes. Assim, certos
fatores que afetam o metabolismo da planta como nutricéo,
temperatura e infecgbes por patogenos, influenciam a
intensidade da atividade enzimatica e podem induzir o
surgimento de formas molecul ares mdiltiplas, por ativacao de
genes.

Recentemente, Brammer et al. (2002), em trabalho
realizado com linhas isogénicas de trigo, portadoras de
resisténcia de plantula a ferrugem da folha, observaram a
presencade nove bandas isoesterasi cas, sendo amaisanddica,
abeta-esterasica, com migragéo relativade 0,61. Asdemais,
como sendo afa-esterasicas, apresentaram variagdo de MRs
de 0,55 e 0,06. Foi verificado que ndo ocorreu nenhuma
diferenciacdo quantitativa e qualitativa nos padrbes
isoesterésicos para os genes Lr9, Lrl6, Lr19 e Lr26. Ja O
padréo detectado para o gene Lr24 mostrou polimorfismo,
caracterizando a bandade MR 0,20 como um marcador para
esse sistema

A baixa variabilidade genética detectada para a
populagéo Trigo BR35/IAC 13-Lorena, no presentetrabalho,
pode ser explicada, entre outrosfatores, por Parker & Hamrick
(1992), que em revisdo sobre sistemas de reproducéo das
plantas, abordam que as espécies com reproducao predomi-
nantemente assexual mantém os mesmos nivelsde diversidade
gue as espécies com reproducdo sexual, embora a maior
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variabilidade genética intrapopulacional ser encontrada em
espécies de fecundacdo cruzada do que de autofecundagao.
Embora o trigo de panificacdo seja considerado, ainda, como
uma espécie de ampla base genética, por apresentar trés
genomas distintos, vem sofrendo a pressdo de sel ecéo exercida
pelos melhoristas, o que contribui para uma significativa
reducdo na variabilidade genética. Genes localizados em
genomas distintos possuem o poder de neutralizar aexpressio
e manifestacdo de outros genes, dificultando o ganho genético
através de selecdo (Bered et al., 2000).

Portanto, a variabilidade genética das popul acBes é
uma consequiéncia do tipo de sistema de reproducdo das
mesmas, ou seja, plantas alégamas possuem maior
heterogeneidade interna do que as autégamas. Além disso,
Jain (1976) cita uma série de conseqiiéncias com relacdo ao
sistema de autofecundacdo, das quais pode-se destacar: o
aumento dahomozigose, menor nimero delocos polimorficos
ealelos, restricdo darecombinacdo, o aumento de associacoes
multilocos, a economia reprodutiva, entre outros.

Em relacdo aelevadasimilaridade genética, detectada
na progénie oriunda de Trigo BR35/IAC 13-Lorena, foram
formados seis grupos, a partir da maior similaridade para a
de menor similaridade, coeficiente de Jaccard = 1,00 e 0,44,
respectivamente. O grupo A, formado de 15 linhas duplo-
hapl 6ides, diferenciou-se do grupo B com duas linhas, que se
diferenciaram do grupo C composto de 72 linhas e do grupo
D com trés linhas, tendo todas as linhas destes grupos com
similaridade de 100%. Estes por sua vez diferenciaram-se
dos grupos E e F, com duas linhas cada, apresentando menor
similaridade conforme o dendrograma (Figura 2). Esses
resultados estdo de acordo com o esperado, visto que a
populagdo foi haplodiploidizada na geragéo F,, sdo poucos
0s genes de resisténcia e o trigo € uma espécie autégama.

Devido ao fato da haploidiploidizag&o originar
plantas completamente homozigotas, oriundas dos gametas
masculino ou feminino, que representam diretamente a
segregacao gameética apds a meiose, esta técnica representa
uma poderosa ferramenta tecnolégica, principalmente nas
culturas autdgamas.

Ao se eliminar o mascaramento causado pela
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FIG. 2 - Dendrograma de similaridade genética da populagdo de linhas duplo-hapldides de trigo (Triticum aestivum)
(‘BR 35" x ‘IAC 13-Lorena’), estimadas pelo coeficiente de Jaccard.
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heterozigose, soluciona-se uma das principais limitagdes dos
meétodos cléssicos de melhoramento, ou sgja, adificuldade e
aaleatoriedade da seleco nas popul agdes F, (Demarly, 1977).
Como consequiéncia da eliminagéo das geractes segregantes
heterozigotas € possivel o langamento antecipado de novas
cultivares;, maior precisdo na selegdo por causa de auséncia
da heterozigose; maior ganho genético para caracteres com
heranca aditiva e grande simplificagcdo na andlise genética
quantitativa (Brammer et al., 2002).

Clegg et al. (1972) enfocam que complexas relagdes
existem entre selecao, ligacdo, tamanho efetivo da populacéo
e sistema de cruzamento, quando dois ou mais locos sdo
considerados e segregam simultaneamente. Populacdo de
plantas predominantemente auto-polinizadas séo favoravels
para tais estudos, devido ao intenso endocruzamento que
ocorre nessas populagfes, sendo que 0 esperado é resultar
numa dréstica restricdo de recombinagéo entre locos.
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