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DETECGAO DE GENES DE RESISTENCIA A Septoria tritici Rob.

EM TRIGO [Triticum aestivum (L.)]

Autor: JORGE OMAR GIECO

Orientador: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

RESUMO

A mancha foliar provocada por Septoria tritici Rob. € uma das principais
doengas do trigo em mais de 50 paises, sendo responsavel por significativas
redugbes na produtividade desta cultura. Os objetivos do presente trabalho
foram: (i) Estudar a interagéo resisténcia x estadio fenolégico no patosistema
trigo - Sepftoria tritici em 77 progénies F11 de trigo derivadas do cruzamento
triplo Tadinia x (Yecora rojo x UC554); (ii) Determinar se existe especializagao
fisiologica em isolados de Septoria tritici originarios de Argentina e EUA através
da analise de sua patogenicidade em cultivares e linhagens de trigo (Triticum
aestivum L.); (i) Avaliar a resisténcia a Sepfornia fritici em progénies Fy; de trigo
derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x UC554) em diferentes
estadios fenoldgicos visando posterior analise com marcadores moleculares e
(iv) Detectar genes de resisténcia a Septonia tritici através de marcadores
microssatélites e AFLPs nestas progénies. A técnica de mapeamento
empregada foi a do Bulked Segregant Analysis, ou andlise da mistura de DNA

de individuos segregantes. Os agrupamentos (extremos) foram constituidos
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com base em avaliagdes da resisténcia realizadas em casa de vegetacado e
campo, envolvendo trés estadios fenoldgicos: plantula, perfilhamento e folha
bandeira e dois anos agricolas (1999 - 2000). Os extremos foram analisados
com marcadores microssatélites e AFLPs. Foram feitos testes com 307 primers
de microssatélites pertencentes as séries wms e wmc, selecionando 262
primers polimérficos. Na analise com marcadores AFLPs, foram utilizadas
combinagbes de dois primers seletivos Pst | com dez primers Msel.Foram
detectadas diferencas altamente significativas (p < 0,0001) entre progénies
para area foliar lesionada (AFL) em todos os estadios fenolégicos estudados.
Analises de variancia conjuntas para AFL indicaram uma interagao significativa
entre progénies e estadios fenoldgicos (p < 0,0001), indicando a necessidade
de se avaliar a resisténcia em mais de um estadio fenoldgico para garantir a
correta selecdo de genoétipos resistentes. Foram detectadas variagdes na
agressividade entre isolados de Sepforia tritici e especializagao fisioldgica dos
mesmos, sugerindo a necessidade de testes de patogenicidade como uma
prioridade na sele¢do de materiais de trigo resistentes a este patdgeno, ja que
a agressividade de cada isolado pode variar significativamente de acordo com o
gendtipo do hospedeiro, acarretando problemas na avaliagdo e selegdo de
gendtipos resistentes. Nao foi possivel detectar genes de resisténcia na
populacao Tadinia x (Yecora rojo x UC554). Trés fatores podem ser apontados
como responsaveis por este insucesso: 1) populagdo de mapeamento derivada
de cruzamento triplo; 2) presenga de progénies nao pertencentes ao
cruzamento (fora do tipo) e 3) comportamento nao esperado do parental UC554

em relagao a resisténcia a Septoria tritici.



DETECTION OF RESISTANCE GENES TO Septoria tritici Rob.

IN WHEAT [Triticum aestivum (L.)]

Author: JORGE OMAR GIECO

Adviser: Prof. Dr. LUIS EDUARDO ARANHA CAMARGO

SUMMARY

Leaf blotch caused by Septoria tritici Rob. is one of the most important
diseases of wheat in more than 50 countries, being responsible for significant
yield losses. The objectives of the present work were: (i) To study the interaction
between resistance x phenological stage in the pathosystem wheat - Septoria
tritici in 77 F44 progenies of wheat derived from the three-way cross Tadinia x
(Yecora rojo x UC554); (i) To Determine the degree of physiologic
specialization among Argentinean and USA isolates of Septoria tritici through
inoculation on cultivars and lines of bread wheat (Triticum aestivum L.); (iii) To
evaluate the resistance to Septoria tritici in F11 wheat progenies derived from
the three-way cross Tadinia x (Yecora rojo x UC554) in different phenological
stages seeking the subsequent analysis with molecular markers, and (iv) To
detect resistance genes to Sepforia tritici through microsatellites and AFLP
markers. The mapping technique used was Bulked Segregant Analysis, or
analysis of mixtures of DNA of segregant individuals. Bulk extremes were
composed based on greenhouse and field disease assessments made in three
phenological stages: seedling, tillering and flag leaf, and two years (1999-2000).
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Resistant and susceptible extremes were analyzed with microsatellites and
AFLP markers. 307 microsatellite primers belonging to the series wms and wmc
were used, from which 262 polymorphic ones were chosen for further analysis.
In the analysis with AFLP markers, combinations of two Pstl with ten Msel
selective primers were used. Highly significant differences for damaged leaf
area were found (p = 0.0001) among progenies in all phenological stages
studied. Joint analyses of variance for DLA indicated a highly significant
interaction between progenies and phenological stages (p = 0.0001), indicating
the need to evaluate resistance in more than one phenological stage to
guarantee the correct selection of resistant genotypes. Variations in
aggressiveness among strains of Sepftoria tritici were detected, indicating the
need of pathogenicity tests as a priority in the selection of resistant wheat
materials, since the aggressiveness of each isolate can vary significantly
depending on the host genotype. It was not possible to detect resistance genes
in the population Tadinia x (Yecora rojo x UC554). Three factors can be pointed
as responsible for this failure 1) Employment of a three way cross mapping
population; 2) Presence of out-of- type progenies, and 3) Unexpected behavior
of UC554 when inoculated with Septoria tritici.



1 INTRODUGAO

Entre os principais fatores que limitam a obtencao de maiores
rendimentos de trigo estdo as ferrugens e manchas foliares. No grupo das
manchas foliares destacam-se, por sua importancia econdmica, as septorioses
das folhas e das glumas e nés (Sepforia tritici € Stagonospora nodorum ex.
Septoria nodorum, respectivamente). A mancha foliar, provocada por Septoria
tritici Rob., € uma das principais doengas do trigo em mais de 50 paises,
destacando-se EUA, Canada, Egito, Argentina, Uruguai, Brasil e diversos
paises da Europa (Eyal et al., 1985). As primeiras tentativas de obtencgao de
cultivares resistentes a esta doenca foram através de métodos classicos de
estudo da heranca e cruzamentos com materiais resistentes (Somasco et al,,
1996).

Septoria tritici € essencialmente um patégeno de folha e raramente
causa manchas nas glumas. Nos estadios iniciais, as manchas foliares séo
amarelo-claras, pequenas, globosas ou oblongas, as vezes lineares e mais
estreitas que as manchas de Stagonospora nodorum. Nos estadios mais
avangados de infecgdo, as manchas se tornam quase paralelas as nervuras e
freqientemente ndoc se observam lesdes distintas nos estaddios mais
avangados. Folhas intensamente infectadas ficam com cor palida e apresentam
numerosos picnidios. Os picnidios sdo espalhados, negros e proeminentes. A
infeccdo pode cobrir toda a folha e bainha. As lesGes tornam-se salpicadas
devido aos numerosos picnidios. Em virtude disso, a doenga é também
conhecida como “mancha foliar salpicada” (speckled leaf blotch) (Wiese, 1977,

Mehta, 1978; Gair et al., 1987). Sob condi¢bes favoraveis, a forma perfeita
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Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schoeter também provoca severas
epifitias que resultam em redugdes na produtividade que podem superar 60%
(Ziv & Eyal, 1978, Eyal et al., 1985). No Brasil, a doenga ocorre principalmente
nos estados do Rio Grande do Sul e Parana, nas regiées de Ponta Grossa,
Guarapuava e Cascavel (Mehta, 1978).

O aumento da incidéncia da mancha foliar nos Gltimos 20 anos foi devido
a substituicdo das variedades locais adaptadas de trigo por cultivares exoéticos
de alto rendimento, baixa estatura e maturagéo precoce (King et al., 1983). De
modo geral, os dois dltimos caracteres apresentam uma correlagao positiva
com suscetibilidade a manchas foliares (Eyal, 1981; Ziv et al., 1981). Além
disso, a modificagdo das praticas de cultivo tais como o plantio direto, aplicagédo
de fertilizantes nitrogenados e irrigacdo, contribuiram para o incremento da
severidade da doenca (Eyal et al., 1987).

Dada a relevancia do problema, é de grande interesse o
desenvolvimento de estratégias para controla-lo. Entre as estratégias
disponiveis de combate a doengas destaca-se o controle genético, por ser o
meio mais adequado no que se refere a estabilidade, economia, especificidade
e impacto ambiental. Por sua vez, no campo do melhoramento genético para
resisténcia a doengas, as técnicas de selegcdo assistida por marcadores
moleculares tém demonstrado grande utilidade tanto na cultura do trigo quanto
em varias culturas como milho, arroz, soja, aveia, cevada, centeio, algodao e
numerosas espécies de hortalicas tais como alface, tomate, repolho, berinjela,
feijao e batata (Diers et al., 1992; Mahalingam & Skorupta, 1995; Rao-Arelli et
al., 1994; Agrama & Mousa, 1996; Ferreira et al., 1995a, 1995b; Saghai-Maroof
et al., 1996; Assigbetse et al., 1994, Miklas et al., 1996; Boscariol et al., 1998).

As primeiras tentativas de obter resisténcia genética a esta doenga
foram através de métodos classicos de estudo da heranga e cruzamentos com
materiais resistentes (Gilchrist & Scharen, 1988; Jlibene et al., 1994; Somasco
et al, 1996). Atualmente, com o auge dos métodos moleculares, surge a

possibilidade de detectar e mapear genes que conferem resisténcia e
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implementar esquemas de selecdo assistida, visando piramidar genes com
maior efeito na resisténcia a Sepforia tritici. Porém, trabalhos objetivando
detectar genes de resisténcia a este patégeno em trigo através de técnicas
moleculares sdo escassos na literatura.

Os objetivos especificos desta tese foram:

() Analisar o comportamento da resisténcia a Sepforia fritici Rob em 77
progénies Fqy de trigo derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x
UC554) nos estadios fenolégicos de plantula, perfilhamento e folha bandeira.
(i) Determinar se existe especializagdo fisioldgica entre isolados de Septoria
tritici através da analise de sua agressividade em cultivares e linhagens de trigo
(Trticum aestivum L.).

(i) Avaliar a resisténcia a Septoria ftritici Rob. em progénies Fyy de trigo
derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x UC554) visando a formagao
de extremos (resistente e suscetivel) para posterior analise com marcadores
moleculares.

(iv) Detectar genes responsaveis pela resisténcia a Sepforia ftritici Rob. em
progénies Fio de trigo derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo X
UC554), através de marcadores microssatélites e AFLPs, empregando a
técnica de Bulked Segregant Analysis.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia Genética

A resisténcia genética a Mycosphaerella graminicola (anamorfo Septoria
tritici) &€ geralmente expressa através da redugdo da area foliar coberta com
picnidios, reducdo da area foliar necrosada ou ambas. Escalas de notas para
registrar a severidade da doencga foram elaboradas por Ziv & Eyal (1978) e Eyal
& Brown (1976) (Tabela 1).

Tabela 1. Escalas de Ziv & Eyal (1978) e Eyal & Brown (1976) utilizadas na
avaliacao da severidade da doenga a Septoria tritici.

Escala de Ziv & Eyal (1978) Escala de Eyal & Brown (1976)
Severidade % AFL? Severidade % AFL®
0 0 0 0
1 5 1 12
2 20 2 25
3 50 3 50
4 70 4 75
5 100 5 87

2 Percentagem da 4rea foliar coberta de lesdes necroéticas e cloréticas;
®. Percentagem da area foliar coberta de picnidios.

Quanto a heranga da resisténcia, varios autores sugeriram a heranga
simples ou monogénica do carater (Rillo & Caldwell, 1966; Rosielle & Brown,
1979; Lee & Gough, 1984; Potts & Hughes, 1987). Eyal (1981), por sua vez,
relatou a presenca de diversos genes com efeitos aditivos, dominantes e
parcialmente dominantes, assim como genes recessivos e modificadores

condicionando a resisténcia.
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Existe uma aparente discrepéncia entre o nimero e tipo de gene(s) que
governam a resisténcia a septoriose em trigo. Narvaez & Caldwell (1954)
empregando a cultivar ‘Nabob’ encontraram uma resisténcia do tipo qualitativa
envolvendo dois genes parcialmente dominantes de efeitos aditivos. Porém no
mesmo estudo, estes autores determinaram que a resisténcia a septoriose nas
cultivares ‘Lerma 52’ e ‘P14’ € condicionada por um unico gene dominante.
Rosielle & Brown (1979) indicaram que a resisténcia na cultivar ‘Seabreeze’ é
controlada por trés genes recessivos. Wilson (1979), por sua vez, relatou a
presencga de um unico par de genes dominantes nas cultivares ‘Veranopolis’ e
‘Israel 493’. Semelhante aos resultados de Wilson (1979), Lee & Gough (1984)
encontraram que a resisténcia presente na cultivar ‘Carifen 12’ € conferida por
um Unico par génico no estado dominante. As mesmas conclusées chegaram
Rillo & Caldwell (1966) estudando a heranga da resisténcia da septoriose em
‘Bulgaria 88’. Somasco et al. (1996), efetuando um estudo de heranca da
resisténcia, determinaram que ‘Tadinia’ carrega um gene de resisténcia de
efeito principal denominado Stb4 (Septoria tritici blotch 4). Jlibene et al. (1994)
indicaram a presenca de uma resisténcia poligénica ou quantitativa em trés
linhagens de trigo de primavera, enfatizando que os efeitos génicos aditivos
foram mais importantes que os nao-aditivos. Simon & Cordo (1998) estudaram
quatro componentes da resisténcia a Septoria fritici: periodo de incubagéo,
periodo latente, periodo de maturacao e area foliar coberta com picnidios em
quatro cultivares de trigo, empregando um esquema de cruzamentos dialélicos
(‘Don Ermnesto INTA’, ‘Buck Naposta’, ‘Kiein Toledo’ e ‘Marcos Juarez INTA’). Os
autores detectaram diferengas significativas entre cruzamentos para periodo de
incubacao, periodo latente e area foliar coberta com picnidios. A capacidade de
combinagdo geral (CCG) foi significativa e predominante para periodo de
incubacgao, periodo latente e area foliar coberta com picnidios. A capacidade de
combinagdo especifica (CCE) foi significativa para periodo de incubagido e
periodo latente. Confirmaram também uma predominancia da variancia
genética aditiva para todos os caracteres analisados.



2.2 Genoma de trigo

O trigo € um alohexapidide (2n=6x=42, sendo x=7) composto por trés
genomas (A, B e D), integrando um genoma extremamente grande com 16 x
10° pb por complemento hapléide (Bennet & Smith, 1976). Cerca de 80% desse
DNA é repetitivo. Os cromossomos formam grupos homeodlogos, isto €, cada
cromossomo integrante de cada genoma mantém uma homologia com seus
respectivos cromossomos nos outros dois genomas, embora pertencendo a
diferentes espécies parentais. Exemplificando, o cromossomo 1A é homeoélogo
do 1B e do 1D. A complexidade genémica do trigo deriva de sua origem,
envolvendo o cruzamento de espécies silvestres do género Triticum, seguido
de duplicagdo esponténea dos cromossomos dos hibridos estéreis gerados
(Figura 1).

Toda esta complexidade gendémica acaba dificultando a analise do
genoma com marcadores moleculares, resultando em padrdoes de bandas
complexos derivados da amplificagcdo de mais de um loco tanto nos
cromossomos homeodlogos (marcador wms33*, por exemplo) como fora dos
mesmos (wms497*, wms666*; wms264*; wms274* e wms131*) (Figura 2). O
completo entendimento da complexa estrutura gendmica do trigo € quesito
prioritario nos estudos com marcadores moleculares objetivando detecgéo e

mapeamento de genes.
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Figura 1 - Origem do trigo hexaploide (Triticum aestivum L.) segundo Kihara'
(1919) citado por Peterson (1965).

' KIHARA, H. Uber cytologische Studien bei einigen Getreidearten. |. Spezies-Bastard des
Wiezens und Weizenroggen-Bastard. Bot. Mag., Tokio, v.33, p.17-38, 1919.



1A 1B 1D

[l _wms136 . wmsoS0 ]
’’’’’’’’’ wms33* ~-"“‘----‘_____ wms33*
wms33* ~7 [ wms264* wms106
. wms582; wms18; wms11;
: ] wms273; wms413 ~
B _wms164 Nwms49s || wms337
; wms131* '
wm5357lwms1 35 I wms458
wms403
wms497* T wms153
wms666 WMs274*; wms268;
wms124 wms642
wms99 L wms259
T wms140
] wms232

Figura 2 - Homeologia dos cromossomos de trigo 1A, 1B e 1D e microssatélites
mapeados nos mesmos (Rdéder et al., 1998). Microssatélites que
amplificam mais de um loco estdo marcados com asterisco.

2.3 Analise genoémica através de marcadores moleculares

No que se refere a estratégias de mapeamento, as mais utilizadas séo a
do mapeamento tradicional, onde todos os individuos da populagdo séao
genotipados com marcadores moleculares e a técnica de Bulk Segregant
Analysis (BSA), proposta por Michelmore et. al. (1991). A primeira estratégia
exige mais trabalho e tempo; em compensagao, a chance de se detectar genes
de resisténcia ligados a um determinado marcador molecular € maior. Outra
vantagem €& a possibilidade de detec¢do de genes de efeito menor. Em

contraposigdo, a técnica de BSA permite uma rapida detecgdo dos genes de



resisténcia através da simplificacdo do trabalho de mapeamento determinado
pela formacdo e posterior analise dos bulks com marcadores moleculares. A
analise dos bulks agiliza grandemente o processo, diminuindo o tempo
necessario para detectar genes de resisténcia. Em compensacgdo, pela
natureza intrinseca da técnica (formacgado de extremos) ha uma maior chance
de se detectar genes de efeito maior em detrimento de genes de efeito menor.
O objetivo da técnica de BSA consiste em detectar diferencas entre duas
amostras agrupadas de DNA obtidas de uma populacdo segregante. Estas
amostras agru'padas sdo compostas misturando-se quantidades iguais de DNA
de individuos selecionados com base na expressao fenotipica de um carater
(neste caso resisténcia a doenga), para se ter um genoétipo idéntico em uma
regiao gendmica de interesse (‘regiao alvo”) e genoétipos ao acaso em regides
nao ligadas a regiao alvo. Assim, as duas amostras de DNA tendem a diferir
somente na regido selecionada (apresentam polimorfismo) e serdo
monomorficas para todas as outras regides (Figura 3). A selegdo de individuos
para constituir as amostras agrupadas (Bulks) ¢ feita identificando os fenoétipos
extremos de uma populagido segregante para a caracteristica de interesse. O
DNA das linhagens progenitoras e as duas amostras agrupadas (bulk resistente
e bulk suscetivel) é entdo testado com um certo nimero de marcadores,
buscando-se aqueles que apresentem bandas presentes em uma amostra e
ausentes na outra e verificando-se a origem parental do marcador. Esta
evidéncia preliminar de ligagdo génica entre o marcador polimérfico e o loco
alvo é confirmada atraves de uma analise de segregac¢éo, utilizando-se todos
os individuos da populagdo segregante em um teste tradicional de co-
segregagao genética entre marcador e fenédtipo. A ligagao génica é confirmada
ou néo e, em caso positivo, a freqiéncia de recombinagao entre o marcador e o

loco genético que controla o carater pode ser calculada.
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confirmagéo de ligagdo génica entre o marcador detectado e o loco que controla a

resisténcia.

Figura 3 - “Bulked Segregant Analysis” (BSA) ou analise da mistura de DNA de
individuos segregantes (adaptado de Ferreira & Grattapaglia, 1996).
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2.4 Microssatélites

O genoma de eucariotos contém uma classe especial de seqgiiéncia de
DNA repetida denominada microssatélite (Litt & Luty, 1989) ou sequéncias
simples repetidas (Tautz et al, 1986). Microssatélites sdo compostos por
motivos menores que seis pares de bases repetidos em tandem. Atualmente,
sao considerados como um dos mais importantes marcadores moleculares em
numerosos genomas de espécies superiores (Wang et al., 1994).

A analise de microssatélites . baseia-se na reagdo em cadeia por
polimerase (PCR), a qual & muito mais facil de ser realizada comparado a
técnica de RFLPs. Em plantas, microssatélites sdo, de modo geral, altamente
informativos, loco-especificos e codominantes (Lagercrantz et al., 1993; Wu &
Tanksley, 1995; Liu et al., 1996; Provan et al., 1996). Devido ao fato de serem
multialélicos, microssatélites tém um grande potencial em estudos de evolugao
e parentesco genético (Buchanan et al., 1994).

Uma desvantagem dos microssatélites é a distribuicdo desigual dos
mesmos ao longo dos cromossomos, tendendo a se concentrar em areas
pericentroméricas e teloméricas, existindo consideraveis espagos nos bragos
cromossOmicos nao preenchidos pelos mesmos (Roder et al.,, 1995). Nos
estudos de detecgdo e mapeamento de genes surge assim a necessidade de
combinar estes marcadores com outros, como por exemplo AFLPs, de
distribuicdo aleatéria no genoma, com a finalidade de atingir regides
cromossdmicas ndo cobertas por microssatélites.

Os microssatélites exibem um maior nivel de polimorfismo em trigo
hexapléide quando comparados com outros marcadores moleculares (Roder et
al,, 1995; Bryan et al.,, 1997). Em contraposi¢do, o desenvolvimento de
microssatélites em trigo € extremamente demorado e caro devido basicamente
ao grande tamanho do seu genoma. Somente 30% de todos os primers
desenvolvidos para amplificar seqiiéncias microssatélites sdo funcionais e

apropriados para estudos genéticos (Rdder et al., 1995; Bryan et al., 1997).
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Na literatura existem trabalhos exemplificando a utilizagdo bem sucedida
de marcadores microssatélites na detecgdo de genes de resisténcia. Ogliari
(1999) identificou um monogene que confere resisténcia a Exserohilum
turcicum em milho. Locos de resisténcia quantitativa a Puccinia polysora em
milho foram identificados por Brunelli (2000). Chantret et al. (2000)
identificaram e mapearam um QTL que confere resisténcia Blumeria graminis f.

sp. tritici em trigo.

2.5 AFLPs

AFLPs (Amplified fragment length polymorphism) ou polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricdo amplificados sdo marcadores
dominantes de distribuicdo aleatéria no genoma. A técnica de AFLP esta
baseada na amplificagao seletiva via PCR dos fragmentos de restricdo obtidos
da digestao total do DNA gendmico. A técnica envolve basicamente trés
etapas: 1) Restricdo do DNA e ligagdo de oligonucleotideos denominados
adaptadores; 2) Amplificagdo seletiva dos conjuntos de fragmentos de restricdo
e 3) Separagao dos fragmentos amplificados em um gel para sua posterior
analise. A amplificagdo via PCR dos fragmentos de restricdo é conseguida
usando o adaptador e a seqiiéncia do sitio de restricao como sitios alvo para o
anelamento dos primers. A amplificagao seletiva é possibilitada através do uso
de primers que realizam a extensdo dos fragmentos de restricdo, amplificando
somente aqueles fragmentos nos quais o comprimento da parte variavel dos
primers complementa-se com os nucleotideos que flanqueiam os sitios de
restricdo. O numero de fragmentos que podem ser analisados simultaneamente
depende da resolugdo do sistema de deteccdo empregado, mas em média 50-
100 fragmentos de restricdo sdo amplificados e detectados utilizando géis
desnaturantes de poliacrilamida. A técnica de AFLPs constitui-se assim numa
poderosa ferramenta de fingerprinting para DNAs de qualquer origem e

complexidade (Vos et al., 1995). Em trigo hexapléide, &€ possivel obter em



13

média 80-100 fragmentos por amplificacdo seletiva, dos quais entre 20 e 30
deverao ser polimérficos.

Marcadores AFLPs tém sido empregados com sucesso na detecgéo de
genes de resisténcia a doengas e pragas em numerosas espécies de interesse
agricola. Em batata, foi detectado o gene Gpa2 que confere resisténcia ao
nematodide do cisto (Globodera rostochiensis) (Rouppe et al., 1997). Em tomate,
foi detectado o gene Cf-9 que confere resisténcia ao fungo Cladosporium
fulvum.(Colwyn et al., 1995).



3 INTERAGAO ENTRE RESISTENCIA A Septoria tritici E ESTADIOS
FENOLOGICOS EM TRIGO

Resumo

Estudos destinados a entender o comportamento deste patégeno em
relagdo a seu hospedeiro sdo o ponto de partida para qualquer programa de
melhoramento cujo objetivo € obter cultivares resistentes. O presente trabalho
analisou a resisténcia a Septoria tritici Rob em 77 progénies Fy1 de trigo
derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x UC554) nos estadios
fenolégicos de plantula, perfilhamento e folha bandeira. Para tal, foram
conduzidos trés experimentos de campo, onde as plantas foram inoculadas em
um dos estadios fenoldgicos acima mencionados através da pulverizagdo com
uma suspensdo de conidios. Utilizou-se um delineamento em blocos
casualizados, com quatro repetigdes, onde as parcelas experimentais foram
constituidas por uma fileira de um metro de comprimento contendo oito plantas,
com um espagamento de 0,17 m entre linhas e 0,13 m entre plantas. As
avaliacbes da severidade da doenga foram feitas registrando-se a area foliar
coberta por lesdes necréticas e cloréticas, nos estadios de plantula e
perfilhamento e area foliar coberta por picnidios no estadio de folha bandeira-
floragdo com auxilio de escalas de notas. Foram detectadas diferencas
altamente significativas (p < 0,0001) entre progénies para area foliar lesionada
(AFL) nos estadios fenolégicos estudados. Analises de variancia conjuntas para
AFL indicaram uma interagdo significativa entre progénies e estadios
fenoldgicos (p < 0,0001) para todas as combinagdes binarias analisadas

(plantula-perfilhamento, plantula-folha bandeira e perfilhamento-folha bandeira)
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assim como também para a combinacao tripla envolvendo os trés estadios
fenolégicos. Estes resultados indicam a necessidade de se avaliar resisténcia
em mais de um estadio fenologico para garantir a correta selegao de genétipos

resistentes.

INTERACTION BETWEEN RESISTANCE TO Septoria tritici AND
PHENOLOGICAL STAGES IN WHEAT

Summary

Leaf blotch caused by Sepforia tritici Rob. is one of the most important
diseases of wheat in more than fifty countries. Studies dedicated to
understanding the behavior of this pathogen in relation to its host are the
starting point for any breeding program aimed to develop resistant cultivars. The
objective of this study was to analyze the resistance to Sepforia tritici Rob in 77
F11 progenies of wheat derived from the three-way cross Tadinia x (Yecora rojo
x UC554) in the phenological stages of seedling, tillering, and flag leaf. Three
field experiments were conducted where plants were artificially inoculated at
one of the above-mentioned phenological stages by spraying with a suspension
of conidia. A randomized block design with four replications was used in each
experiment, where the experimental units consisted of 1-m rows, each
containing eight plants, with a spacing of 0.17 m between rows and 0.13 m
between plants. Disease evaluations were made by measuring the foliar area
covered with chlorotic and necrotic lesions in the seedling and tillering stages
and the leaf area covered with pycnidia in the flag leaf stage using disease-
rating scales. Highly significant differences (p < 0.0001) were detected among
progenies for Damaged Leaf Area (DLA) in all phenological stages. Joint
analysis of variance for DLA indicated significant interactions between progeny

and phenological stage (p < 0.0001) for all binary combinations analyzed
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(seedling-tillering, seedling-flag leaf and tillering-flag leaf) as it also did for the
triple combination involving the three phenological stages. These results
indicate the necessity to evaluate resistance in more than one phenological

stage in order to guarantee the correct selection of resistant genotypes.

3.1 introducao

Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de maiores
rendimentos na cultura do trigo estdo as ferrugens e septorioses das folhas e
das glumas e nés. A mancha foliar provocada por Septoria tritici Rob. € uma
das principais doeng¢as do trigo em mais de 50 paises, destacando-se EUA,
Canada, Egito, Argentina, Uruguai, Brasil e diversos paises da Europa (Eyal et
al., 1985).

Este fungo é essencialmente um patégeno de folha e raramente causa
manchas nas glumas. Nos estadios iniciais da doenga, as manchas sao
amarelo-claras, pequenas, globosas ou oblongas, as vezes lineares. Nos
estadios mais avancgados de infec¢do, as manchas se tornam quase paralelas
as nervuras e podem cobrir toda a folha e bainha. Folhas intensamente
infectadas ficam com coloragdo palida e apresentam numerosos picnidios.
Estes sao dispersos, negros e proeminentes e conferem um aspecto salpicado
a lesdo. Em virtude disso, a doenga € também conhecida como “mancha foliar
salpicada” (speckled leaf blotch) (Wiese, 1977; Mehta, 1978; Gair et al., 1987).
Sob condigbes favoraveis, Sepftoria tritici provoca severas epifitias que resultam
em redugbes na produtividade que podem superar 60% (Ziv & Eyal, 1978; Eyal
et al., 1985). No Brasil, a doenga ocorre principalmente nos estados do Rio
Grande do Sul e Parana, podendo causar perdas da ordem de 40-62%
(Mehta,1978).

O aumento da incidéncia da mancha foliar nos Gltimos 20 anos foi devido
a substituicdo das variedades locais adaptadas de trigo por cultivares exéticas

de aito rendimento, baixa estatura e maturagédo precoce (King et al., 1983). De
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modo geral, os dois ultimos caracteres apresentam uma correlacdo positiva
com suscetibilidade a manchas foliares (Eyal, 1981; Ziv et al.,, 1981). Além
disso, a modificagao das praticas de cultivo, tais como plantio direto, aplicacédo
de fertilizantes nitrogenados e irrigacdo, contribuiram para o incremento da
severidade da doenca (Eyal et al., 1987).

A resisténcia a Sepforia tritici € geralmente expressa através da redugao
da area foliar coberta com picnidios, reducdo da area foliar necrosada ou
ambas. Existe uma aparente discrepancia entre o numero e tipo de gene(s) que
governam a resisténcia a septoriose em trigo. Narvaez & Caldwell (1954), Rillo
& Caldwell (1966), Wilson (1979), Lee & Gough (1984), Somasco et al. (1996),
analisando diferentes cultivares de trigo, encontraram resisténcia do tipo
qualitativa, controlada por um a trés genes de efeito principal. Rosielle & Brown
(1979) indicaram a presenca de trés genes recessivos de resisténcia na cultivar
‘Seabreeze’. Jlibene et al. (1994) e Simon & Cordo (1998), indicaram a
presenga de uma resisténcia quantitativa ou poligénica em variedades de
primavera, enfatizando que os efeitos génicos aditivos foram mais importantes
que os nao-aditivos.

Dada a relevancia econdmica da doenga, € de grande interesse o
desenvolvimento de estratégias para controla-la. Entre as estratégias
disponiveis, a resisténcia genética destaca-se como sendo a mais adequada no
que se refere a estabilidade, economia, especificidade e impacto ambiental. O
ponto de partida para qualquer programa de melhoramento que objetive obter
materiais resistentes é a correta avaliacdo dos genoétipos. Neste ponto, ndo
somente & importante a escolha da metodologia de inoculagdo adequada para
cada doenga, mas também é fundamental a escolha da época ou estadio
fenolégico no qual a inoculagdo sera feita. Porém, trabalhos objetivando
verificar a variagdo da resisténcia a Septoria tritici Rob. em fungdo dos
diferentes estadios fenolégicos do hospedeiro sdo escassos na literatura.

O objetivo do presente trabalho foi analisar 0 comportamento da
resisténcia a Septoria tritici Rob. em progénies Fyy de trigo derivadas do
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cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x UC554) nos estadios fenolégicos de

plantula, perfilhamento e folha bandeira/floracgao.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal

Foi utilizada uma populagdo segregante composta por 77 familias Fy4,
derivadas do cruzamento triplo Tadinia x (Yecora rojo x UC554) desenvolvida
empregando o método.de bulk, onde o avango das geragfes segregantes
envolveu autofecundagdes sucessivas em auséncia de selegdo. ‘Tadinia’ é
considerado resistente e “Yecora rojo’ susceptivel e ‘UC 554’ moderadamente

resistente a Septoria tritici.

3.2.2 Avaliagao da resisténcia

Trés experimentos foram conduzidos no campo experimental da Secéo
de Fitopatologia (ESALQ/USP) em Piracicaba, utilizando um delineamento
experimental do tipo blocos completos aleatorizados com quatro repeticées. Em
cada experimento as plantas foram inoculadas em um determinado estadio
fenolégico (plantula, perfiihamento ou folha bandeira). As unidades
experimentais consistiram em fileiras de 1 m de comprimento separadas por
0,17 m, cada uma delas contendo oito plantas. Cada bloco foi composto por 77
progénies e os trés progenitores. Na periferia de cada bloco foi plantada a
testemunha suscetivel ‘Cooperacion Calquin’ como linha disseminadora da
doenca.

No caso especifico dos ensaios de plantula e perfilhamento, as
progénies foram semeadas em Julho de 2000 e inoculadas 7 e 25 dias apés o
plantio, respectivamente, enquanto que no experimento de folha bandeira, as
progénies foram semeadas em Junho e inoculadas 70 dias apés o plantio.
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As plantas foram inoculadas com uma suspensdo de conidios
empregando a tecnica de inoculagdo por aspersao foliar (Dhingra & Sinclair,
1986) e utilizando uma concentragdo de inbéculo de 108-108 esporos/mi. O
isolado empregado nas inoculagdes (IPBR1) foi obtido a partir de folhas de trigo
infectadas naturalmente pelo fungo. Apds a inoculagao, foi feita uma camara
umida (36 h) cobrindo os blocos com um filme plastico. Trinta dias apds a
inoculagdo, a avaliagdo das plantas foi realizada registrando a area foliar
afetada pelo fungo (AFL). Para os estadios fenol6gicos de plantula esta variavel
foi registrada como a porcentagem da area foliar coberta por lesées cloréticas e
necréticas, enquanto que para o estadio de folha bandeira AFL foi registrada
como a percentagem da area foliar coberta de picnidios. Em ambos casos
foram utilizadas escalas de notas, onde 0 representa auséncia de sintomas e 5
indica 87-100% da area foliar coberta por lesdes cloréticas e necroticas (Eyal &
Brown, 1976; Ziv & Eyal, 1978).

3.2.3 Analise Estatistica

Foram feitas analises da varidncia individuais e conjuntas. As analises
conjuntas tiveram como finalidade identificar interagdes entre resisténcia de
gendtipos (progénies) e estadios fenoldgicos. Foram realizadas também
analises de regressdo entre severidades da doenga das progénies Fiq
inoculadas nos diferentes estadios fenoldgicos. Na anadlise dos dados foi
empregado o programa estatistico SAS para windows versao 8.0 (SAS, 1999).
Os graficos das analises de regresséo entre severidade da doenca e estadios
fenolégicos foram feitos com o auxilio do programa STATISTICA para windows
versédo 5.0 (StatSoft, 2001).

3.3 Resultados e Discussio

Foram detectadas diferencas altamente significativas (p < 0,0001) entre

progénies em todos os estadios fenolégicos estudados nas analises individuais.
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Observou-se uma homogeneidade dos quadrados médios dos residuos de
cada estadio fenologico, o que possibilitou a realizagdo das anovas conjuntas
(dados nao mostrados).

Analises conjuntas indicaram interagdes altamente significativas entre
progénies x estadio fenoldgicos (p = 0,0001) para todas as combinagdes
binarias estabelecidas (plantula-perfilhamento; plantula-folha bandeira e
perfilhamento-folha bandeira), assim como também para a combinacgio tripla
envolvendo os trés estadios fenoldgicos (Tabelas A1,. A2, A3, A4 - Anexo 1).
As analises de regressio entre AFL média das progénies Fy; inoculadas nos
diferentes estadios fenologicos indicaram também uma baixa associacao entre
as variaveis estudadas (Figura 1). A melhor associagao foi entre resisténcia no
estadio de plantula e perfilhamento (R?® = 0,34, p < 0,0001), seguida por
plantula - folha bandeira (R2 = 0,19, p = 0,0001) e perfihamento - folha
bandeira (R* = 0,10, p < 0,0108).

A significancia da interagdo genotipo x estadio fenoldgico, no caso
particular das interagdes envolvendo o estadio de folha bandeira, foi
determinada em grande parte por um grupo de progénies que se manifestaram
como susceptiveis quando inoculadas em plantula, poréem como resistentes
quando inoculadas em perfilhamento e folha bandeira, ndo apresentando
picnidios ou apresentando um baixo numero destes (lesdes nao esporulantes).
Tambem foram encontradas progénies que exibiram um comportamento
contrario ao descrito anteriormente (Figura 2).

Estes resultados sugerem a presenga de genes de resisténcia estadio -
especificos tal como descrito em outros patosistemas envolvendo trigo. Kolmer
(1997), por exemplo, estudando o patosistema trigo Puccinia recondita f. sp.
tritici descreveu genes distintos controlando resisténcia nos estadios de plantula
e planta adulta, embora alguns genes que atuavam em planta adulta também
foram responsaveis por parte da resisténcia de plantula em algumas cultivares.
Resultados semelhantes foram obtidos por Torabi & Nazari (1998) analisando o

comportamento de cultivares de trigo iranianos perante Puccinia striiformis f. sp.
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tritici. Estes autores encontraram cultivares possuindo resisténcia de plantula,
de planta adulta ou ambos tipos de resisténcia.

A presenca de lesbes ndo esporulantes corresponde a um fenémeno
conhecido como resisténcia parcial e tem sido relatado no patosistema trigo-
Septoria tritici (Simon & Cordo 1998; Zuckerman et al., 1996) assim como
também nos patosistemas trigo-Erysiphe graminis f. sp. ftritici (Pearce et al.,
1996); trigo-Xanthomonas campestris pv. cerealis (Attari et al., 1996), trigo-
Stagonospora nodorum (Du et al., 1999) e trigo-Puccinia recondita (Singh et al.,
2001). A preservagdo de genotipos possuindo este tipo de resisténcia é
altamente desejavel, pois evita uma alta pressao de sele¢do sob o patégeno
que pode levar ao aparecimento de novas ragas fisiolégicas.

De modo geral, ndo foi observada uma variagao significativa do grau de
resisténcia e/ou suscetibilidade nos progenitores em fungdo dos diferentes
estadios fenologicos analisados (Tabela 1). A aparente contradigédo entre a
auséncia de interagdes significativas nos progenitores e a presenga nas
progénies F41 pode ser o resultado de epistase causada por determinadas

combinagdes de alelos presentes em certas progénies.
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Perfilnamento (AFL)

Folha bandeira (AFL)

Folha bandeira (AFL)

Perfithamento (AFL)

Figura 1 - Graficos de regressao da area foliar lesionada de progénies F4 de
trigo inoculadas com Septoria ftritici nos estadios fenolégicos de
plantula e perfilhamento (A), plantula e folha bandeira (B) e
perfilhamento e folha bandeira (C).
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Perfilhamento (AFL)
Folha bandeira (AFL)

Plantula (AFL)

Figura 2 - Area foliar lesionada (AFL) de progénies F1; de trigo inoculadas com
Septoria tritici nos estadios fenolégicos de plantula, perfilhamento e
folha bandeira. Os circulos ressaltam progénies resistentes quando
inoculadas no estadio de plantula, mas suscetiveis em folha
bandeira (A), e progénies suscetiveis no estadio de plantula, mas
resistentes nos estadios de perfilhamento e folha bandeira (B).
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Tabela 1. Avaliagao da performance dos progenitores das progénies F11 Tadinia
x (Yecora rojo x UC554) de trigo em relagdo ao isolado IPBR1 de
Septoria tritici, nos estadios fenoldgicos de plantula e folha bandeira.

) Plantula Perfilthamento Folha bandeira
Cultivar
AFL AFL AFL
Tadinia 0,89 a* 0,86 a 1,00 a
Yecora rojo 444 b 461b 492b
UC 554 2,00 ¢ 214 ¢ 250¢

* Médias seguidas da mesma letra ndo sao estatisticamente diferentes.

Estes resultados concordam com os obtidos por Kema et al. (1997), que
relataram resultados de experimentos de avaliagdo da resisténcia a 14 isolados
de Septoria tritici de 22 cultivares de trigo nos estadios fenolégicos de plantula e
planta adulta. Estes autores concluiram que a reprodutibilidade dos dados em
planta adulta foi alta e que uma avaliagdo apurada da resisténcia e viruléncia
requere tanto testes de plantula como de planta adulta.

Por outro lado, estes resultados diferem em parte dos encontrados por
Somasco et al. (1996), que, obtiveram uma correlagdo altamente positiva entre
severidade nos estadios de plantula e planta adulta ao trabalharem com
progénies F; derivadas dos cruzamentos Tadinia x Yecora rojo e Tadinia x Inia
66R, inoculadas com Sepforia tritici em condigdes de casa de vegetagdo e
campo. Isto indica, por sua vez o fato de que as interagdes entre resisténcia a

Septoria tritici e estadios fenolégicos sao fungao dos gendtipos envolvidos.

3.4 Conclusoes

Detectou-se uma interagdo entre resisténcia e estado fenoldgico nas
progénies estudadas, indicando que ha genes de resisténcia que atuam
especificamente em determinados estadios de desenvolvimento da cultura
(estadio—especificos). Diante de uma forte interagdo gendtipo x estadio

fenolégico, a aplicagdo de uma intensidade de selecdo muito alta num
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determinado estadio fenolégico, pode acarretar a perda de gendtipos que em
outros estadios, poderiam apresentar um bom desempenho. Sob estas
circunstancias é recomendavel a aplicacao de baixas intensidades de selegéo e a

avaliacao das progénies em pelo menos dois estadios fenoldgicos diferentes.



4 VARIAGAO DA AGRESSIVIDADE E ESPECIALIZACAO FISIOLOGICA EM
ISOLADOS DE Septoria tritici Rob.

Resumo

Testes de patogenicidade destinados a verificar o comportamento de
isolados de Sepforia ftritici frente a genotipos de trigo devem ser considerados
como uma prioridade na selecdo de materiais resistentes, ja que a
agressividade de cada isolado pode variar significativamente em fungdo do
hospedeiro. O objetivo do presente trabalho foi determinar se existe variagéo
da agressividade ou especializagao fisiologica em isolados de Septoria tritici
Rob. originarios de Argentina e EUA em cultivares e linhagens de trigo (Triticum
aestivum L.). Os experimentos foram estabelecidos em duas localidades,
Castelar-Argentina e Davis-EUA. Na primeira localidade utilizou-se um
delineamento experimental em parcelas divididas com quatro repetigbes, onde
as cultivares foram aleatorizadas nas parcelas e os isolados nas subparcelas.
Cada subparcela foi composta por trés plantas pertencentes a uma
determinada cuitivar. Na segunda localidade (Davis), foi adotado um
delineamento em blocos casualizados e arranjo em faixas, com seis repeticbes,
onde as parcelas experimentais foram constituidas por um vaso contendo trés
plantas de cada cultivar. A inoculagao foi feita no estadio fenolégico de folha
bandeira em ambas localidades com uma suspensdo de conidios ajustada a
uma concentragao de 10°%-10® esporos/ml, empregando a técnica de inoculagao
por aspersao foliar. As avaliagbes foram feitas registrando-se a area foliar
coberta por picnidios (AFL) no estadio de folha bandeira com auxilio de escalas

de notas. Em ambas localidades foram detectadas diferengas altamente
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significativas (p < 0,0001) em AFL entre cultivares. Foram também detectados
efeitos significativos de isolados e da interagdo cultivares x isolados. Foram
detectadas variagdes na agressividade e viruléncia dos isolados sugerindo a
presenca de resisténcia horizontal e vertical no material vegetal testado. Com
base nestes resultados, testes de patogenicidade destinados a verificar o
comportamento de isolados de Septoria fritici devem ser considerados como

uma prioridade na selecao de materiais de trigo resistentes a este patégeno.

VARIATION IN AGGRESSIVENESS AND PHYSIOLOGICAL
SPECIALIZATION AMONG ISOLATES OF Septoria tritici Rob.

Summary

Pathogenicity tests destined to verify the behavior of Septoria tritici
isolates should be considered as a priority in the selection of resistant wheat
materials to this pathogen, since the aggressiveness of each isolate can vary
significantly, carrying problems in the evaluation and selection of resistant
genotypes. The objective of this work was to determine whether physiologic
specialization exists among Argentinean and USA Sepforia fritici isolates
through the analysis of their pathogenicity on cultivars and lines of bread wheat
(Triticum aestivum L.). The experiments were carry out in two locations,
Castelar-Argentina and Davis-USA. In Castelar, a split plot design with four
replications was used, where the cultivars or lines were randomized in the plots
and the isolates in the subplots. Each subplot was composed of three plants
belonging of a cultivar or line. In Davis, a strip split plot design with six
replications was employed, where a pot containing three plants of each cultivalrr
or line constituted the experimental plots. In both sites, the inoculation was
made at the phenological stage of flag leaf through foliar aspersion of a conidial
suspension adjusted to 10°-10® conidia/ml. Evaluations were made registering
the leaf area covered with pycnidia (AFL) in the flag leaf stage with the aid of
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rating scales. Highly significant differences (p = 0.0001) in AFL were detected
among cultivars or lines. Isolate effects and the interaction cultivar x isolate
were highly significant (p = 0.0001). Variations in aggressiveness and virulence
were found among the isolates, indicating the presence of horizontal and
vertical resistance in the host cultivars. Based on these results, pathogenicity
tests destined to verify the behavior of Sepforia tritici isolates should be

considered as a priority when selecting resistant wheat materials.

4.1 Introdugao

As plantas apresentam dois tipos basicos de resisténcia a patogenos:
resisténcia vertical e horizontal. Ambos tipos de resisténcia sdo definidos em
termos de duas variaveis: hospedeiro e patdégeno. Neste sistema, a resisténcia
do hospedeiro a doenga pode existir unicamente em duas formas alternativas.
A variagdo registrada no hospedeiro determina a presenga de resisténcia
horizontal. A interacdo diferencial entre ambos, patdégeno e hospedeiro,
determina a existéncia de resisténcia vertical. Agressividade e viruléncia sdo
termos utilizados para descrever o comportamento do patégeno na presenga
de resisténcia horizontal e vertical, respectivamente. Ambos os tipos podem
coexistir, ou seja, a resisténcia em um hospedeiro pode ser o resultado da
mescla de resisténcia vertical e horizontal (Vanderplank, 1984).

A resisténcia vertical € também conhecida no melhoramento vegetal como
“especifica”, sendo determinada por um ou poucos genes que, conferem
resisténcia completa a um determinado patdégeno. Este tipo de resisténcia é
geralmente de curta durabilidade, especialmente no caso de patégenos que
produzem muitos esporos e se espalham rapidamente provocando epifitias, tais
como ferrugens e oidios. Isto acontece pois estes patdgenos possuem alta
variabilidade genética. Assim, a presenga de novas cultivares carregando
novos arranjos de genes de resisténcia determina, por sua vez, a selegédo de

novos fatores de viruléncia no patégeno. Como conseqiiéncia disto, ocorre o
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aparecimento de novas ragas do patdégeno que possuem a capacidade de
quebrar a resisténcia da nova cultivar. Estas novas ragas se disseminam
rapidamente ao ritmo em que as novas cultivares sao plantadas
extensivamente, de modo que num curto periodo de tempo (dois ou trés anos
de plantio comercial), estas acabam se tornando suscetiveis. Quando isto
acontece, as cultivares devem ser substituidas por outras carregando novos
genes de resisténcia. Devido a isto, este tipo de resisténcia € também
conhecida como resisténcia de “curta duragdo”. Outras denominagdes deste
tipo de resisténcia sdo: resisténcia qualitativa, monogénica ou raca-especifica
(Gair et al., 1987).

A resisténcia horizontal, por sua vez, esta usualmente associada a varios
genes e confere uma resisténcia do tipo incompleta onde o hospedeiro é
atacado pelo patégeno em maior ou menor grau, dependendo do nimero e tipo
de genes envolvidos na mesma. Este tipo de resisténcia é também conhecido
como resisténcia geral, resisténcia de campo, ndo especifica, quantitativa ou
poligénica. Embora a resisténcia horizontal seja reconhecida como uma
resisténcia de tipo poligénico, a base genética da mesma nao esta claramente
definida devido a existéncia de casos onde a resisténcia “geral’ esteve
associada a um ou poucos genes. Exemplos deste fenbmeno sdo as
resisténcias a Puccinia recondita e Puccinia striiformis em trigo, onde um gene
maior € responsavel pela resisténcia a varias ragas do patdégeno (Jacobs
&.Broers, 1989; Helguera et al., 2000; Mcintosh, 1998; Robert et al., 2000).

Vanderplank (1984) define ambos termos em funcdo de uma analise de
variancia onde o efeito principal de variedades ou cultivares determina a
resisténcia horizontal, o efeito de isolados do patégeno determina a
agressividade e a interagéo cultivar x isolados determina a resisténcia vertical e
viruléncia.

Em trigo, ambos tipos de resisténcia tém sido encontrados. Narvaez &
Caldwell (1954), Rillo & Caldwell (1966), Wilson (1979), Lee & Gough (1984),
Rosielle & Brown (1979), Potts & Hughes (1987), Somasco et al. (1996),
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analisando diferentes cultivares de trigo encontraram uma resisténcia do tipo
qualitativa, onde um a trés genes maiores seriam 0S responsaveis da
resisténcia nos cultivares estudados. Por outra parte, Jlibene et al. (1994),
Simon & Cordo (1998) e Eyal (1981), indicaram a presenca de uma resisténcia
poligénica ou quantitativa com predominancia dos efeitos génicos aditivos.

A presenga da forma perfeita do fungo Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) Schroeter tem sido relatada em diversas partes do mundo tais como
Nova Zelandia (Sanderson, 1972), Australia (Brown et al.,, 1978), Chile
(Madariaga, 1986), Inglaterra (Scott et al., 1988), Brasil (Mehta, 1989), Holanda
(Shaw & Royle, 1989), EUA - Califérnia e Oregon (Madariaga et al., 1989;
Ahmed et al., 1995), Alemanha (Vereet et. al., 1990) e Franca (Halama, 1996).
A presencga da forma sexuada do patégeno propicia um mecanismo adicional
para incrementar sua variabilidade genética (Ahmed et. al., 1995).

Evidéncia de interacdes diferenciais entre isolados de Sepftoria tritici e
cultivares de trigo foram descritas em lIsrael, Marrocos e EUA, sugerindo a
especializagao fisiolégica do patdégeno (Eyal et al.,, 1973; King et al.,, 1983;
Saadaoui et al., 1987).

O objetivo do presente trabalho foi determinar se existem variagdes na
agressividade ou especializagao fisioldégica em isolados de Sepforia tritici Rob.
originarios de Argentina e EUA através de inoculagbes em cultivares e
linhagens de trigo (Triticum aestivum L..).
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4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Isolados
4.2.1.1 Experimento 1: Castelar-Argentina

Trinta isolados de Septoria tritici foram testados para analisar sua
patogenicidade em 11 cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) Os isolados
foram cedidos pela Dra. Cristina Cordo (Facultad de Ciencias Agricolas y
Forestales de La Plata-Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires-
Argentina) e foram obtidos a partir de localidades pertencentes a regides

trigueiras da provincia de Buenos Aires (Tabela 1).

4.2.1.2 Experimento 2: Davis-EUA

Os isolados incluidos neste experimento foram o USA 00005 e o CA 30.
O primeiro deles foi isolado da linhagem UC 1036 na localidade de Colusa
(Califérnia) e cedido por Stephen B. Woodwin (Department of Botany and Plant
Pathology, Purdue University-Indiana). O segundo isolado (CA 30) foi obtido a
partir de cultivares de trigo da area experimental do Department of Agronomy
and Range Science Davis-Califérnia e cedido para este trabalho pelo Dr.
Barney Ward do Department of Phytopathology da Universidade da Califérnia-
Davis. O isolado USA 00005 foi escolhido pois possui uma elevada
agressividade, infectando Tadinia (80% de area foliar necrosada e coberta de
picnidios) além de outras cultivares resistentes como Veranopolis, Frontana,
IAS 20 e Bulgaria 88 (Woodwin, comunicagdo pessoal). O objetivo deste
experimento foi verificar a agressividade do isolado USA 00005 em relagdo ao
isolado CA 30 ao qual Tadinia, Veranopolis, Frontana, IAS 20 e Bulgaria 88 sdo
resistentes e determinar se este isolado pode ser considerado como uma

variante fisiolégica de Septoria tritici.
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Tabela 1. Cultivares e localidades de coleta dos isolados utilizados nos testes

de patogenicidade (Castelar-Argentina).

Isolados de Septoria tritici

Isolado Origem-cultivar Origem geografica* Ano
117 Buck fianque Baicarce 1998
2:16 Buck Aanque Balcarce 1998
3. 122 Klein cacique Barrow 1998
4:176G Prointa Federal Balcarce 1998
5177G Prointa Federal Balcarce 1998
6: 127 Buck arrayan Balcarce 1998
7:142E Prointa oasis Balcarce 1998
8: 189 Klein cacique Barrow 1998
9: 131 Prointa oasis Balcarce 1998

10: 178G Prointa federal Balcarce 1998

11: 116 Buck fianque Balcarce 1998

12: 1A1 Klein cacique Los Hornos 1999

13: 1109 Klein cacique Barrow 1998

14 178v Buck fianque Balcarce 1998

15:IR7 Klein cacique Los Hornos 1999

16: 1R2 Klein cacique Los Hornos 1999

17: 174 Prointa federal Balcarce 1998

18. 188 Klein cacique Alberti 1998

19: 144 Buck Aanque Balcarce 1998

20:11.4 Klein cacique Los Hornos 1999

21:1108 Klein cacique Barrow 1998

22: 12P Prointa isla verde Pergamino 1998

23: 13 Buck Aanque Balcarce 1998

24:126 Buck arrayan Balcarce 1998

25:112 Buck fianque Balcarce 1998

26: 1A3 Klein cacique Los Hornos 1999

27: 130 Buck arrayan Balcarce 1998

28: 165G Prointa federal Balcarce 1998

29: 1100 Klein cacique Balcarce 1998

30: 114 Buck fianque Balcarce 1998

* Localidades pertencentes & provincia de Buenos Aires (Argentina).

4.2.2 Material vegetal

4.2.2.1 Experimento 1: Castelar-Argentina

As 11 cultivares diferenciais utilizadas neste estudo foram escolhidas
pela sua reagao a Septoria tritici em ensaios anteriores, sendo trés resistentes,
quatro susceptiveis, trés moderadamente resistentes e uma moderadamente

susceptivel (Somasco et al.,, 1996; Simon & Cordo, 1998). A caracterizagdo
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destas cultivares incluindo origem e reac&o a Septoria fritici encontram-se na
Tabela 2.

Tabela 2. Principais caracteristicas das cultivares diferenciais utilizados nos
testes de patogenicidade (Castelar-Argentina).

Cultivar Origem Reacgao a Septoria tritici
Tadinia ucb R
Yecora rojo UcCD S
UC 554 ucb MR
INIA 66R INIA MR
UC 1041 ucb R
Cooperacion Maipun Queaca R
Cooperacion Calquin Queaca S
Marcos Juarez INTA INTA S
HLP* INTA MR
Leones INTA INTA S
Baguette 12 Nidera MS

R: resistente; S. susceptivel, MR: Moderadamente resistente; MS: Moderadamente susceptivel.
UCD: University of California-Davis, EUA. Queaca: Quimica Estrella-Asociaciéon de Cooperativas
Argentinas, Argentina. INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Argentina. Nidera:
Empresa privada, Argentina. INIA: Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, Chile.

4.2.2.2 Experimento 2: Davis-EUA

Neste estudo foram utilizadas 20 cultivares diferenciais e 10 linhas do
CIMMYT resistentes a Septoria tritici. As cultivares foram escolhidas pela sua
reacao a Septloria tritici em ensaios anteriores, estando integrado o grupo por
cultivares e/ou linhagens resistentes, moderadamente resistentes,
moderadamente susceptiveis e susceptiveis (Somasco et al., 1996; Simon &
Cordo, 1998) (Tabela 3).

4.2.3 Avaliagao da resisténcia
4.2.3.1 Experimento 1: Castelar-Argentina

Utilizou-se um delineamento experimental em parcelas divididas com
quatro repeticbes, onde as cultivares foram aleatorizadas nas parcelas e os
isolados nas subparcelas. Cada subparcela esteve integrada por trés plantas

pertencentes a uma determinada cultivar. O experimento foi conduzido na area
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experimental do Instituto de Recursos Biologicos, INTA Castelar-Argentina. As
cultivares de trigo foram semeadas em maio de 2000. A inoculagio foi feita aos
70 dias ap6s emergéncia (DAE), correspondente ao estadio fenolégico de folha
bandeira. As subparcelas de cada cultivar foram inoculadas com uma
suspensao de esporos do respectivo isolado de Septoria tritici, empregando a
técnica de inoculagdo por aspersdo foliar (Dhingra & Sinclair, 1986). A
concentracao de inoculo foi de 10%-108 esporos/ml. Apos a inoculagao, foi feita
uma camara umida (36 h) cobrindo os blocos com um filme plastico. Trinta dias
ap6s a inoculagao, foi feita a avaliagdo das plantulas registrando a area foliar

coberta por picnidios (AFL) utilizando a escala de Eyal & Brown (1976).

4.2.3.2 Experimento 2: Davis-EUA

O delineamento experimental utilizado foi em faixas com seis repetig¢oes,
onde os isolados foram aleatoriamente alocados a cada faixa. Cada parcela
esteve integrada por um vaso contendo trés plantas pertencentes a uma
determinada cultivar. As cultivares de trigo foram semeadas em dezembro de
2000. O experimento foi conduzido em area de ambiente controlado (Orchard
Park) do Department of Agronomy and Range Science da Universidade de
Califéornia. A inoculagdo foi feita aos 70 DAE (estadio fenologico de folha
bandeira). A técnica de inoculagdo e a avaliagdo da severidade da doenga
seguiram o esquema detalhado no item 4.2.3.1.



35

Tabela 3. Principais caracteristicas das cultivares diferenciais utilizadas nos
testes de patogenicidade (Davis-EUA).

Reacéo a Septoria

Cultivar/Linhagem Origem tritici
CIMMYT 1 CYMMYT R
CIMMYT 2 CYMMYT R
CIMMYT 3 CYMMYT R
CIMMYT 4 CYMMYT R
CIMMYT 5 CYMMYT R
CIMMYT 6 CYMMYT R
CIMMYT 7 CYMMYT R
CIMMYT 8 CYMMYT R
CIMMYT 9 CYMMYT ‘R
CIMMYT 10 CYMMYT R
Israel 493 UcDh R
Bulgaria 88 ucb R
Veranopolis ucbD R
Tadinia ucbD R
WR 33 TA 5056 ucD R
Chinese Spring S. 7D UCD R
IAS 20 ucbD R
Marcos Juarez INTA INTA S
Leones INTA INTA S
Don Ernesto INTA INTA R
Prointa Isla verde INTA S
Klein Toledo INTA R
Klein Atlas INTA S
Coop. Maipun Queaca R
Coop. Calquin Queaca S
Synthetic 43 ucD R
Opata 85 uUcb S
UC 554 ucD MR
INIA 66R UCD MR-MS
Yecora rojo ' ucpb S

R: resistente; S: susceptivel; MR: Moderadamente resistente; MS: Moderadamente susceptivel. CIMMYT:
Centro Intemacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo- México;, UCD: University of California-Davis, EUA;
Queaca: Quimica Estrella-Asociacion de Cooperativas Argentinas, Argentina; INTA: Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuana, Argentina.

4.2.4 Analise estatistica

Foram feitas andlises da varidncia para o carater AFL e testes de
comparagdao de médias (Tukey). Na andlise dos dados, foi empregado o
programa estatistico SAS para windows versao 8.0 (SAS, 1999).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Experimento 1: Castelar-Argentina

Na Tabela 4 sédo apresentados o resultados da anadlise da variancia para
o carater AFL, envolvendo 11 cultivares de trigo e 30 isolados de Septoria tritici.
Foram detectadas diferengas altamente significativas (p < 0,0001) entre
cultivares e entre isolados. A interacao cultivares x isolados também foi

altamente significativa (p = 0,0001).

Tabela 4. Anova para a variavel AFL.

FV GL sQ QM F Pr>F
Cultivar (C) 10 990,7712 99,0771 815,69 0,0001*
Residuo (a) 33 4,0083 0,1214
Isolados (1) 29 628,2090 21,6623 336,45 0,0001*

Cxl 290 494,0242 1,7035 26,46 0,0001**
Residuo (b) 957 61,6166
Total 1319 2178,6295

CV: 12,02; R% 0,97; Média geral AFL: 2,11. FV: Fontes de variagdo; GL: Graus de liberdade;
SQ: Soma de quadrados; QM: Quadrado médio. ™. nao significativo, *: significativo ao 5%, **:
significativo ao 1%.

Os testes de comparagdo de médias da variavel AFL para cultivares séo
mostrados na Tabela 5. Na mesma, é possivel apreciar a AFL. média para cada
cultivar inoculada com 30 isolados de Septornia tritici. As cultivares Yecora rojo,
Leones INTA, Cooperaciéon Calquin e Marcos Juarez INTA, comportaram-se
como susceptiveis; Tadinia, Cooperacion Maipun, UC 1041 e HLP como
resistentes e Baguette 12, UC 554 e INIA 66R manifestaram um
comportamento intermediario a todos os isolados testados.
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Tabela 5. Teste de Tukey para AFL envolvendo as onze cultivares diferenciais.

Cultivar AFL

Yecora rojo 3,293

Leones INTA 3,12ab
Cooperacién Calquin 3056 b

Marcos Juarez INTA 297 b

Baguette 12 2,73 c

INIA 66R 1,74 d

UC 554 1,54 e

HLP 1,35 ef
UcC 1041 1,27 fg
Cooperacion Maipun 1,10 gh
Tadinia 1,06 h

Médias seguidas da mesma letra ndo sado estatisticamente diferentes.

Os isolados apresentaram diferencas significativas na sua agressividade
nos 11 cultivares. Os isolados 189, 142E, 114, IR2, 16, 1109, 1122 e 131 foram os
mais agressivos. Os isolados | 109, 1122, 131, 126, 176G, 177G, 130, 144, 12P,
1100, 1108, 113, IA3, 17, 116, 188, 17Av, manifestaram agressividade
intermediaria. Finalmente, os isolados 174, IR7, 165G, 127, 11.4, 112, 178G e |1A1

foram os menos agressivos (Tabela 6).
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Tabela 6. Teste de Tukey para AFL, envolvendo os trinta isolados de S. fritici
inoculados nas onze cultivares diferenciais.

Isolado AFL
189 443 a
142E 439 a
114 281 b
IR2 2,42 c
16 2,41 c
1109 2,38 c
1122 2,38 c
131 2,32 c
126 2,22 cd
176G 2,21 cde
177G 2,08 def
130 2,01 defg
144 1,98 efgh
12P 1,97 fgh
1100 1,97 fgh
1108 1,89 fghi
113 1,80 ghij
1A3 1,78 ghij
17 1,78 ghij
116 1,75 hijk
188 1,73 ijkl
17fv 1,73 ijkli
1A1 1,71 ijkim
178G 1,71 ijkim
112 1,67 ijkim
11.4 1,67 ijklm
127 1,63 jkim
165G 1,53 kim
IR7 1,51 Im
174 1,48 m

Médias seguidas da mesma letra ndo sédo diferentes entre si, pelo teste de Tukey a 1%.

Na Figura 1 é possivel verificar o componente complexo da interacéo,
onde os diferentes genoétipos dos isolados interagem diferencialmente com os
genétipos das cultivares hospedeiras, indicando a presenga de resisténcia
vertical.
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* 1: Tadinia, 2: Yecora rojo, 3: UC 554, 4: Inia 66R, 5: UC 1041, 6: Cooperaciéon Maipun,
7: Cooperacién Calquin, 8:Marcos Juarez INTA, 9:HLP, 10: Leones INTA e 11; Baguette

Figura 1 - AFL (area foliar lesionada) resuitante da interagdo entre cinco
isolados de Sepforia tritici € onze cultivares diferenciais de trigo.

Isto pode ser interpretado desde dois pontos de vista. Do ponto de vista
do patdgeno (isolado), isto significa que a especializagao fisiolégica do mesmo,
através do processo de seleg¢do para patogenicidade, determinou a existéncia
de genes de viruléncia especificos para cada hospedeiro. A presenca da forma
perfeita do fungo em diversas partes do mundo é um fator determinante no
processo evolutivo do mesmo, através da geracao de variantes adaptadas a
determinadas cultivares hospedeiras.

Do ponto de vista do hospedeiro (cultivar), a interagdo com determinados
isolados em uma area geografica possibilitou a manifestacdo de genes de

resisténcia especificos para estes isolados, os quais foram perpetuados através
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do processo de selecao artificial destinado a formacao de novas cultivares. Em
concordancia com estes resuitados, evidencias de interagdes diferenciais entre
isolados de Septoria tritici e cultivares de trigo tém sido encontradas em lIsrael,
Marrocos e Estados Unidos, sugerindo a especializagao fisiologica do patdégeno
(Eyal et al., 1973; King et al., 1983; Saadaoui, 1987; Ahmed et al., 1995).

A resisténcia horizontal pode ser explicada em fungéo da agressividade
manifestada pelos isolados | 42E e 189. Estes dois isolados caracterizaram-se
por serem altamente agressivos atacando as cultivares resistentes e induzindo
uma maior severidade da doenga nas cultivares susceptiveis. Isto pode ser
verificado na Tabela 6, onde é apresentada uma compara¢ao entre a AFL dos

isolados 142E e 189 e a AFL média dos 28 isolados restantes (Tabela 7).

Tabela 7. Comparagao entre a severidade (AFL) dos isolados 142E e 189 e a
severidade média dos 28 isolados restantes.

Isolado 142E isolado 189 28 isolados

Cultivar AFL AFL AFL

1: Tadinia 475 3,88 0,83
2: Yecora rojo 4,88 4,88 3,17
3: UC 554 4,25 4,25 1,34
4: INIA 66R 4,88 4,75 1,562
5: Coop. Calquin 4,38 4,88 2,94
6: Coop. Maipun 3,63 4,38 0,90
7. HLP* 4,25 3,75 1,17
8: Marcos Juarez INTA 4,25 4,38 2,87
9: Leones INTA 463 4,88 3,00
10: Baguette 12 4,36 4,75 2,60
11: UC 1041 3,86 4,00 1,08

4.3.2 Experimento 2: Davis-EUA

Na analise de varidncia para AFL, foram detectadas diferencas
altamente significativas (p < 0,0001) entre isolados, cultivares. A interagéo
isolado x cultivar também foi altamente significativa (p < 0,0001) (Tabela 8).
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Tabela 8. Anova para a variavel AFL.

FV GL SQ QM F Pr>F

Bloco 5 0,33500 0,0670 2,14 0,0001*
Isolado (1) 1 59,049 59,049 1883,99 0,0001**
Bloco x Isolado 5 0,09533 0,0190 0,61 0,6936™
Cultivar (C) 29 571,649 19,712 628,92 0,0001**
Bloco x Cultivar 145 6,5316 0,045 1,44 0,0148*
Cxl 29 109,791 3,785 120,79 0,0001*
Residuo 145 45446

Total 359 . 751,996

CV: 10,86; R%: 0,99; Média geral AFL: 1,63. FV: Fontes de variagio; GL: Graus de liberdade;
SQ: Soma de quadrados; QM: Quadrado médio. "*: n&o significativo, *: significativo ao 5%, **:
significativo ao 1%.

Os testes de comparagao de médias da variavel AFL para cultivares e
isolados sdo mostrados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente. Na Tabela 9, é
possivel apreciar o comportamento da AFL para cada cultivar inoculada com os
isolados USA 00005 e CA 30 de Septoria tritici. As cultivares Opata 85, Inia
66R, Yecora rojo, Cooperacién Calquin, Prointa Isla Verde e Klein Atlas,
comportaram-se como susceptiveis; CYMMYT 2, WR 33 TA 5056, Synthetic
43, Israel 493, UC 554, Klein Toledo, CIMMYT 3, Don Ernesto INTA, Chinese
Spring S. 7D, Don Ernesto INTA, Chinese Spring S. 7D, Tadinia, CIMMYT 6,
Cooperacion Maipun e CIMMYT 10 como resistentes e CIMMYT 7, CIMMYT 5,
Bulgaria 88, CIMMYT 4, Leones INTA, CIMMYT 9, CIMMYT 8, Veranopolis,
Tadinia, CIMMYT 1, Marcos Juarez INTA e IAS manifestaram um
comportamento intermediario aos isolados USA 00005 e CA 30.

Na Tabela 10, é possivel apreciar o comportamento da AFL meédia para
os isolados USA 00005 e CA 30, inoculados nas trinta cultivares de trigo. O
isolado USA 00005 foi em média mas virulento que o isolado CA30.



42

Tabela 9. Teste de Tukey para AFL, envolvendo as trinta cultivares diferenciais
inoculadas com os isolados USA 00005 e CA 30.

Cultivar AFL
Opata 85 439 a
Inia 66R 428 a
Yecora rojo 405 b
Coop. Calquin 338 b
Prointa Isia verde 2,77 c
Klein Atlas 2,40 d
CIMMYT 7 2,36 ef
CIMMYT 5 2,31 ef
Bulgaria 88 2,23 ef
CIMMYT 4 2,10 efg
Leones INTA 2,06 fgh
CIMMYT 9 1,91 ghi
CIMMYT 8 1,88 ghi
Veranopolis 1,86 ghi
Tadinia 1,78 hij
CIMMYT 1 1,72 ij
Marcos Juarez INTA 1,62 i
1AS 20 1,51 j
CIMMYT 10 0,83 k
Coop. Maipun 0,78 k
CIMMYT 6 0,65 ki
Chinese Spring S. 7D 0,37 I'm
Don Emesto INTA 0,36 Im
CIMMYT 3 0,32 Im
Klein Toledo 0,31 m
UC 554 0,31 m
Israel 493 0,12 m
Synthetic 43 0,12 m
WR 33 TA 5056 0,08 m
CIMMYT 2 0,08 m

Médias seguidas da mesma letra ndo sao diferentes entre si, pelo teste de tukey a 1%.

Tabela 10. Teste de Tukey para AFL, envolvendo os isolados USA 00005 e CA
30, inoculados nas trinta cultivares de trigo.

Isolado AFL
USA 00005 2,04 a
CA 30 123 b

Médias seguidas da mesma letra ndo so diferentes entre si, pelo teste de tukey a 1%.
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A interacao entre os gendtipos dos isolados e os gendtipos das cultivares
pode ser apreciada na Figura 2. Na mesma, se pode verificar que o isolado
USA 00005 provocou uma severidade da doenga maior na grande maioria das
cultivares avaliadas. Este tipo de interagdo supbde uma resisténcia do tipo
horizontal nas cultivares analisadas. Mas, a presenca de cultivares exibindo um
comportamento contrario, isto €, apresentando uma maior susceptibilidade ao
isolado CA 30 (cultivares 18, 19 e 30), permite constatar a presenca de uma
interacéo diferencial entre isolados e cultivares hospedeiras, fato este que
evidencia também a presenca de resisténcia vertical na populacdo de cultivares
analisada.

Somado a isso, na inoculagdo com o isolado USA 00005, foi possivel
observar que um grupo de cultivares resistentes ao isolado CA 30, integrado
por Tadinia, Bulgaria 88, Veranopolis e IAS 20, comportou-se como suscetivel
a este isolado, manifestando uma severidade da doenga alta, evidenciada
pelos valores de AFL (Figura 2). Isso demonstra que o isolado USA 00005 é
uma variante fisioldgica de Septoria tritici que possui a capacidade de infectar
cultivares resistentes a outros isolados do mesmo patégeno.

Ahmed et al. (1995) estudando isolados de Septoria tritici provenientes
de Oregon, Califérnia e Texas demonstraram a existéncia de adaptacao
isolado—ambiente (localidade) especifica. Essa adaptagdo especifica e a alta
variabilidade genética existente dentro de populagdes do patégeno (Mc Donald
& Martinez, 1990), seriam os fatores determinantes da selegcdo de ragas
virulentas hospedeiro-especificas e localmente adaptadas.
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CIMMYT 8, 9: CIMMYT 9, 10: CIMMYT 10, 11: Israel 493, 12: Bulgaria 88, 13: Veranopolis, 14: Tadinia,
15: WR 33 TA 5056, 16: Chinese Spring S. 7D, 17: 1AS 20, 18: Marcos Juarez INTA, 19: Leones INTA, 20:
Don Ernesto INTA, 21: Prointa Isla Verde, 22: Klein Toledo, 23: Klein Atlas, 24: Cooperacién Maipun, 25:
Cooperacion Calquin, 26: Synthetic 43, 27: Opata 85, 28: UC 554, 29: Inia 66R e 30: Yecora rojo.

Figura 2 - AFL dos trinta cultivares diferenciais de trigo inoculados com os
isolados USA 00005 e CA 30, respectivamente.

4.4 Conclusoes

A complexidade das interagdes presentes no patosistema Septoria fritici-
trigo exige dos melhoristas um conhecimento aprofundado das mesmas no
momento de estabelecer um programa de melhoramento objetivando
resisténcia a doenga, qualquer que seja a abordagem utilizada.

Os testes de patogenicidade destinados a verificar o comportamento de
isolados de Septoria tritici devem ser considerados como uma prioridade na

selecdo de materiais de trigo resistentes a este patdgeno, ja que a
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agressividade de cada isolado pode variar significativamente, acarretando
problemas na avaliagao e selegao de gendtipos resistentes.

Finalmente, a escolha de uma abordagem do tipo quantitativo no
melhoramento visando resisténcia a Sepftoria tritici seria a mais conveniente
pois ela, além de permitir superar as dificuldades impostas pelas interagées
isolado-cultivar especificas, também contribuiria na prevengao do aparecimento
de novas ragas condicionadas pela utilizacdo de cultivares com resisténcia

vertical.



5 FORMAGAO DE BULKS COM BASE NA AVALIAGCAO DA RESISTENCIA
DE PROGENIES F;, DE TRIGO A Septoria tritici Rob.

Resumo

A correta avaliagao dos genodtipos € um ponto critico na detecgao de
genes de resisténcia através de marcadores moleculares. Os objetivos do
presente trabalho foram: (i) avaliar a resisténcia a Sepforia tritici Rob. de
progénies F41 de trigo, derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x
UC554) e (ii) identificar progénies pertencentes os extremos de resisténcia e
susceptibilidade, para a posterior analise com marcadores moleculares. Para
avaliar a resisténcia das progénies, a variavel area foliar lesionada (AFL) foi
avaliada nos estadios fenologicos de plantula, perfilhamento e folha bandeira,
nos anos 1999 e 2000. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados
com trés repeticbes no primeiro ano e quatro no segundo. Com base nos
resultados das avaliagbes da AFL foram escolhidas as progénies integrantes
dos bulks resistente e suscetivel. Nas analises de variancia para cada ano de
avaliagao e estadios fenolégicos avaliados, foram detectadas diferengas
altamente significativas (p < 0,0001) entre progénies para a variavel AFL.
Foram também observadas variagdes da resisténcia das progénies nos anos e
diferentes estadios fenologicos estudados. Para cada estadio fenologico, foram
identificadas progénies resistentes, intermediarias e susceptiveis. Com base
nos resultados das avaliagbes foram escolhidas as progénies integrantes dos
bulks resistente e suscetivel. Progénies com segregagao transgressiva também

foram detectadas na populagdo estudada. Um modelo de heranga oligo-
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poligénica explicaria de forma satisfatoria a resisténcia a Seploria ftritici nesta

populagao.

BULKS DEVELOPING BASED ON Fj;y WHEAT PROGENIES DISEASE

ASSESSMENT TO Septoria tritici Rob.

Summary

The correct evaluation of resistance of genotypes is a fundamental
requirement in the detection of resistance genes through molecular markers.
The objectives of the present work were: (i) To evaluate the resistance to
Septoria tritici Rob. in Fq11 wheat progenies derived from the crossing Tadinia x
(Yecora rojo x UC554) in two years and different phenological stages, and (ii)
To identify the progenies of Bulks (resistant and susceptible) for the subsequent
analysis with molecular markers. The disease resistance of the progenies was
evaluated in two years (1999 and 2000) and three phenological stages
(seedling, tillering and flag leaf). A completely randomized blocks design, with
three replications in the first year and four in the second was used. Analyses of
variance for the character damaged leaf area for each year of evaluation and
phenological stage showed highly significant differences (p < 0.0001) among
progenies. Variations in the degree of resistance of progenies were observed at
different years and phenological stages. In each phenological stage, resistant,
intermediate and susceptible progenies were identified. Based on the results of
the evaluations, resistant and susceptible progenies were chosen to compose
the bulks. Progenies with transgressive segregation were also detected. An
oligo-polygenic model of inheritance would explain satisfactory the resistance to
Septoria tritici in this segregant population.
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5.1 Introducéo

A correta avaliagéo dos genotipos é o ponto de partida de toda pesquisa
destinada a detectar e mapear genes de resisténcia a doengas. Esta avaliagéo
é ainda mais critica quando é utilizada a técnica de bulk segregant analysis,
pois a preseng¢a de um ou mais individuos ndo pertencentes a um determinado
bulk pode acarretar a auséncia de polimorfismo entre ambos bulks (resistente e
suscetivel) resultando no insucesso da técnica (Michelmore et al., 1991).

A avaliagdo da resisténcia dos genotipos a Septoria tritici pode ser feita
registrando a area foliar coberta de lesdes cloréticas e necréticas ou area foliar
coberta de picnidios através de escalas de notas desenvolvidas por Ziv & Eyal
(1978) e Eyal & Brown (1976).

A obtencao de resisténcia genética a esta doenga € uma prioridade dos
programas de melhoramento, ja que a maioria dos cultivares existentes no
mercado é susceptivel a mancha foliar ocasionada por Septoria tritici. De modo
geral, existem mais fontes de resisténcia nos trigos de inverno que nos de
primavera. Por sua vez, os trigos tetrapléides (Triticum durum) e os triticales
apresentam uma maior resisténcia a Sepforia ftritici em relagdo aos trigos
hexapléides (Trticum aestivum). Fontes adicionais de resisténcia podem ser
encontradas em ancestrais do trigo cultivado tais como Triticum monococcum,
Triticum turgidum, Triticum longissimun, Triticum speltoides e Triticum tauschii
(Eyal et al., 1987). No Brasil, existem fontes de resisténcia a este patégeno,
destacando-se entre elas as cultivares ‘Veranopolis’, ‘Frontana’ e ‘lassul 20’
(Brown et al., 2001).

Estudos da heranca da resisténcia a Sepftoria fritici possibilitaram
determinar qual € o tipo de resisténcia presente nos cultivares ou linhagens em
estudo (qualitativa ou quantitativa) e, em fungio disto, escolher a metodologia
de melhoramento mais apropriada para cada situagao.

Os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a resisténcia a Septoria

tritici Rob. de progénies Fy; de trigo, derivadas do cruzamento Tadinia X
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(Yecora rojo x UC554) e (ii) identificar as progénies que formam os extremos
(Bulks) resistente e suscetivel, para a posterior analise com marcadores

moleculares.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Avaliacao da resisténcia

As progénies Fq1 Tadinia x (Yecora rojo x UC 554) foram avaliadas em
trés estadios fenologicos (plantula, peﬁilhamento e folha bandeira) durante dois
anos agricolas (1999 e 2000) em Piracicaba-SP. O isolado empregado foi o
IPBR1. Utilizou-se um delineamento em blocos casualizados com trés

repeticdes no primeiro ano e quatro repeticdes no segundo ano.

5.2.1.1 Ambiente 1A: Inoculagao em casa de vegetagao. Ano 1999

Foram cultivadas plantulas de trigo em Julho de 1999 utilizando bandejas
de plastico contendo areia esterilizada e solo organico como substrato e
dispostas em casa de vegetagdo da Secédo de Fitopatologia da ESALQ-USP. O
delineamento experimental utilizado foi do tipo blocos totalmente casualizados
com trés repeticbes, onde cada parcela foi composta por uma bandeja
contendo 8 plantulas.

Foram feitas duas inoculagdes: (1) aos 25 dias apdés emergéncia (DAE)
no estadio fenolégico de perfilhamento; e (2) aos 70 DAE, no estadio fenolégico
de folha bandeira. As plantas foram inoculadas com uma suspensdo de
esporos do patéogeno, empregando a técnica de inoculagdo por aspersao foliar
(Dhingra & Sinclair, 1986). A concentragdo de inoculo foi de 10%-10®
esporos/ml. Apo6s a inoculagao, foi feita uma cadmara umida (36 h) cobrindo as
plantas de cada bloco com um filme plastico. Trinta dias apés a inoculagéao, foi
feita a avaliacdo das plantulas registrando a area foliar lesionada (AFL) pelo
fungo (area foliar coberta por lesdes necréticas e clordticas na primeira
inoculacédo e area foliar coberta por picnidios na segunda) utilizando a escala
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de notas proposta por Ziv & Eyal (1978), onde 0 representa auséncia de
sintomas e 5 indica 90-100% da area foliar coberta por lesdes cloréticas e
necroticas. Na segunda inoculagdo, a severidade da doenga foi registrada em
fungdo da escala de notas elaborada por Eyal & Brown (1976), onde 0
representa auséncia de sintomas e 5 indica 87% da area foliar coberta por

picnidios.
5.2.1.2 Ambiente 1B: Inoculagdao a Campo. Ano 2000

5.2.1.2.1 Estadio fenoldgico de plantula
Na area experimental do Departamento de Fitopatologia da ESALQ-USP

foi montado um delineamento experimental do tipo blocos completos
aleatorizados com trés repeticées, onde cada parcela foi composta de uma
fileira contendo 8 plantas.

As progénies da populacdo Fy1 de trigo foram semeadas em agosto de
2000, com um espagamento de 0,13 m entre plantas e 0,17 m entre fileiras.
Cada bloco esteve formado por 77 progénies, os trés progenitores e 12
testemunhas. Em cada bloco foram distribuidas duas testemunhas cada 16
progénies com a finalidade de monitorar a distribuicdo espacial do patdégeno e
poder efetuar posteriores corre¢cdes caso esta ndo fosse homogénea. Na
periferia de cada bloco foi plantada a testemunha suscetivel ‘Cooperacion
Calquin’ como linhagem propagadora da doenga. As principais cararacteristicas
das testemunhas sdo apresentadas na Tabela 1.

A inoculagao foi feita aos 7 DAE (plantula), empregando a mesma
técnica de inoculagdo descrita no item 5.2.1.1. Trinta dias ap6s a inoculagao,
foi feita a avaliagao das plantulas registrando a AFL segundo a escala de notas
de Ziv & Eyal (1978), descrita no item 5.2.1.1.
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos progenitores e testemunhas utilizados
nos experimentos de campo (ano 2000).

Cultivar Origem Reacéo a Septoria tritici
Tadinia ucb R
Yecora rojo ucb S
UC 554 ucpo MS
INIA 66R INIA MS
UC 1041 ucpb R
Cooperacion Maipun Queaca R
Cooperacién Calquin Queaca S
Cooperacion Nanihue Queaca MS
Cooperacion Nahuel Queaca MS
Sinvalocho MAG S
HLP* INTA MR
Marcos Juarez INTA INTA S

R: resistente; S: suscetivel; MR: Moderadamente resistente; MS:. Moderadamente suscetivel.
UCD: University of California-Davis, EUA. Queaca: Quimica Estrella-Asociaciéon de Cooperativas
Argentinas, Argentina. INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Argentina. MAG:
Ministerio de Agricultura de la Nacién, Argentina. INIA: Instituto Nacional de Investigacién
Agropecuaria, Uruguay.

5.2.1.2.2 Estadio fenologico de folha bandeira

As progénies da populagdo Fy; de trigo foram semeadas em julho de
2000, empregado o mesmo delineamento experimental e 0 mesmo esquema
de plantio que no caso anterior, mas neste caso foram utilizadas quatro
repeticoes. A inoculagao foi feita aos 70 dias de idade (estadio fenoldgico de
folha bandeira). As plantulas foram inoculadas com uma suspensao de esporos
do patdgeno, empregando a mesma técnica de inoculagdo descrita no item
5.2.1.1. Trinta dias ap6s a inoculagdo, foi feita a avaliagdo das plantulas
registrando a area foliar afetada pelo fungo (area foliar coberta por picnidios)
com uma escala de notas onde 0 representa auséncia de sintomas e 5 indica
87% da area foliar coberta por picnidios (Eyal & Brown, 1976).
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5.2.2 Formacao de Bulks

Com base nos resultados das inoculagbes de Piracicaba foram formados
os extremos resistente e suscetivel. Doze progénies pertencentes a cada
extremo da populacdo segregante conformaram os bulks que foram
posteriormente analisados com marcadores microssatélites e AFLPs (Capitulo
4). Com base na informacao obtida nos experimentos anteriores (Capitulo 1),
onde foi verificado que a resisténcia a Septoria fritici é fungdo do estadio
fenoldgico, foi decidido formar bulks para cada estadio fenologico

separadamente.

5.3 Resultados e Discussao

Nas Tabelas A1, A2, A3 e A4 (Anexo 3) sdo apresentados o resultados
das analises de variancia individuais para o carater AFL nos anos 1999 e 2000,
efetuadas na populacdo Fq1 [Tadinia x (Yecora rojo x UC 554)] de trigo,
envolvendo os estadios fenoldgicos de plantula, perfilhamento e folha bandeira.
Foram detectadas diferengcas altamente significativas (p < 0,0001) entre
progénies em relacdo ao carater avaliado (AFL). Por sua vez dentro de cada
estadio fenolégico foram identificadas progénies resistentes, intermediarias e
susceptiveis. Foram também detectados efeitos significativos de blocos para os
estadios fenoldgicos avaliados. Os resultados dos testes de comparagéo de
médias (Tukey) podem ser apreciados nas Tabelas A5, A6, A7 e A8 (Anexo 3).

A semelhanga do acontecido em avaliagdes anteriores (Capitulo 1), foi
constatada também a variagdo da resisténcia de algumas progénies nos
diferentes estadios fenoldgicos. Estas progénies manifestaram-se como
susceptiveis em plantula e no perfilhamento mas como resistentes em folha
bandeira, ndo apresentando picnidios ou mesmo apresentando uma baixa
cobertura dos mesmos. Também foi verificado que progénies que foram
resistentes em plantula ndo mantiveram este comportamento em folha
bandeira.
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O comportamento dos parentais das progénies Fq Tadinia x (Yecora rojo
x UC554) de trigo e testemunhas em relagdo ao isolado IPBR1 de Septoria
tritici, nos estadios fenolégicos de plantula, perfilhamento e folha bandeira
(anos 1999-2000) é mostrado nas Tabelas 2 e 3. Os parentais e testemunhas
se comportaram de acordo com o perfil de resisténcia determinado em ensaios

anteriores.

Tabela 2. Avaliagdo da performance dos progenitores das progénies Fi4
Tadinia x (Yecora rojo x UC554) de trigo e testemunhas em relagéo
ao isolado IPBR1 de Septoria ftritici, nos estadios fenoldgicos de
perfilhamento e folha bandeira (ano 1999).

) Perfilhamento Cultiva Folha bandeira
i

Cultivar AFL u r AFL
Cooperacion Calquin 4,50a Yecora rojo 4,67a
Yecora rojo 4,50a Cooperacién Calquin 4,44a
Cooperacion Nanihue 3,61ab Cooperacion Nanihue 289 b
Cooperacion Nahuel 361 b Cooperacién Nahuel 272 b
Cooperacion Maipun 117 ¢ UC 554 1,27 ¢
UC 554 028 d Cooperacion Maipun 0,44 cd
UC 1041 028 d Tadinia 0,33 d
Tadinia 017 d UC 1041 028 d

Médias seguidas da mesma letra nao sao diferentes entre si, pelo teste de Tukey a 1%.

Os extremos resistente e suscetivel formados com base nas avaliagoes
da resisténcia em cada ambiente de teste e estadios fenolégicos envolvidos,
assim como anos de avaliagdo se encontram nas Tabelas A9, A10, A11 e A12
(Anexo 3). Devido a presenga de interagdo entre resisténcia e estadio
fenolégico os bulks foram confeccionados separadamente para cada estadio
fenolégico estudado. E possivel verificar a oscilagdo da resisténcia de algumas
progénies entre anos de avaliagao e estadios fenoldgicos.

A anélise da distribuicdo das progénies F44 Tadinia x (Yecora rojo x
UC554) de trigo em relagdo a AFL, nos diferentes estadios fenolégicos e anos
de avaliagdo, permite levantar a hip6étese de uma heranga oligogénica do
carater resisténcia (Figura 1).
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Tabela 3. Avaliagdo da performance dos progenitores das progénies Fi4
Tadinia x (Yecora rojo x UC554) de trigo e testemunhas em relacao
ao isolado IPBR1 de Septoria tritici, nos estadios fenolbégicos de
plantula e folha bandeira (ano 2000).

Plantula Folha bandeira
Cultivar Cultivar

AFL AFL
Yecora rojo 4.58a Yecora rojo 4,92a
Sinvalocho 421a Marcos Juarez INTA 4,71a
Cooperacion Calguin 3,83ab Cooperacién Calquin 3,88 b
Marcos Juarez INTA 3,25 bec HLP* 375 b
Cooperacion Nanihue 2,53 cd Sinvalocho 325 ¢
Cooperacion Nahuel 243 d UC 554 3,00 ¢
INIA 66R 225 d INIA 66R 3,00 ¢
UC 554 187 d Cooperacion Nahuel 2,48
HLP* 1,85 d Cooperacion Nanihue 2,42
Tadinia 0,80 e UC 1041 1,13 e
UC 1041 0,71 e Tadinia 1,00 e
Cooperacién Maipun 0,54 e Cooperacion Maipun 0,00 f

* Mutante induzido de Leones Inta que exibe reacdo de hipersensibilidade constitutiva. * Média

de quatro repeticdes. Médias seguidas da mesma letra ndo s&o diferentes entre si, pelo teste de
Tukey a 1%.

A presenca de um grupo importante de progénies com um elevado grau
de resisténcia sugere que as mesmas carregam um ou mais genes de efeito
principal. Mas é possivel também observar progénies intermediarias exibindo
um grau moderado de resisténcia ou susceptibilidade. Este fato, somado a da
presenca de interagdo entre resisténcia e estadio fenoldgico verificada no
Capitulo 1, podem ser explicados satisfatoriamente por um modelo de heranga
oligo-poligénica onde um ou mais genes maiores sdo acompanhados de genes
menores condicionando a resisténcia a Sepforia tritici na populagdo de
progénies estudada.

Estes resultados concordam com os obtidos por Jlibene et al. (1994) e
Simon & Cordo (1998), estes autores indicaram a presenga de uma resisténcia

quantitativa ou poligénica em trigos de primavera, enfatizando que os efeitos
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génicos aditivos foram mais importantes que os nao-aditivos. Por sua vez
diferem em parte dos obtidos por Narvaez & Caldwell (1954), Rillo & Caldwell
(1966), Wilson (1979), Lee & Gough (1984), Somasco et al. (1996). Estes
autores encontraram uma resisténcia do tipo qualitativa, controlada por um a
trés genes de efeito maior nas cultivares de trigo estudadas.

Esta aparente discrepancia pode ser explicada em funcéo dos cultivares
utilizados nas diferentes pesquisas, demonstrando que a heranga a Septoria
tritici e uma caracteristica que depende de cada material genético podendo ser

qualitativa ou quantitativa.
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Figura 1 - Graficos de distribuicdo da area foliar lesionada (AFL) de progénies
F11 de trigo inoculadas com Sepforia tritici em casa de vegetacao
(perfilhamento (A) e folha bandeira (B)) e campo (plantula (C) e
folha bandeira (D)).

Nas avaliagcbées de resisténcia foi detectada segregacgio transgressiva,
isto &, progénies que manifestaram um grau de resisténcia ou susceptibilidade
superior ao exibido pelas linhagens parentais. As progénies que manifestaram
uma susceptibilidade maior a linhagem parental resistente ‘Tadinia’ foram as
seguintes: 46, 3, 34, 30, 28, 54, 45, 52, 58, 75, 12, 77, 47 e 8. No outro
extremo, as progénies 80, 6, 11, 21, 64, 79 e 66 foram mais suscetiveis que o

parental suscetivel ‘Yecora rojo’ (Tabelas A5, A6, A7, A8 — Anexo 3). interagbes
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interalélicas como a epistase podem explicar este fendbmeno. Por outra parte a
sobredominancia para resisténcia ou susceptibilidade também pode explicar a
segregacado transgressiva da resisténcia a Septoria tritici manifestada pela

populacao estudada.

5.4 Conclusdes

Devido a oscilagdo do comportamento médio das progénies em relacéo
a Septona tritici, foi decidida a formagao de bulks para cada estadio fenoldgico
estudado. Por sua vez diante desta situagdo é recomendavel avaliar as
progénies em mais de um estado fenolégico e sim for possivel em mais de um
ano para determinar corretamente o perfil de resisténcia das mesmas.

Um modelo de heranga oligo-poligénica onde um ou mais genes maiores
sao acompanhados de genes menores condicionando a resisténcia, explicaria
de forma satisfatéria a resisténcia a Septoria tritici na populag¢ao de progénies

estudada.



6 ANALISE MOLECULAR DE PROGENIES DE TRIGO VISANDO DETECGAO
DE GENES DE RESISTENCIA A Septoria tritici Rob.

Resumo

Marcadores moleculares tém sido extensivamente utilizados no
mapeamento de genes de resisténcia em varios patosistemas, incluindo trigo.
Os objetivos do presente trabalho foram detectar genes de resisténcia a
Septoria tritici através de marcadores microssatélites e AFLPs em progénies F4g
de trigo derivadas do cruzamento triplo Tadinia x (Yecora rojo x UC 554). A
técnica empregada foi a do Bulked Segregant Analysis, ou analise da mistura
de DNA de individuos segregantes, com base nos resultados de avaliagdes de
resisténcia das progénies efetuadas em trés estadios fenoldgicos. Foram feitos
testes com 307 primers de microssatélites pertencentes as séries wms e wmc e
selecionados 262 primers polimoérficos. Na analise com marcadores AFLPs
foram utilizadas combinag¢des de dois primers seletivos Pstl com dez primers
Msel. Néao foi possivel detectar genes de resisténcia na populagdo Tadinia x
(Yecora rojo x UC554). Trés fatores podem ser apontados como responsaveis
por este insucesso: 1) populagdo de mapeamento derivada de cruzamento
triplo; 2) presencga de progénies nao pertencentes ao cruzamento (fora do tipo)
e 3) comportamento ndo esperado do parental UC554 em relagdo a resisténcia
a Septoria tritici.
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MOLECULAR ANALYSIS OF WHEAT PROGENIES AND DETECTION OF
RESISTANCE GENES TO Septoria tritici Rob.

Summary

Molecular markers have been used to map disease resistance genes in
several pathosystems including wheat. The objectives of the present work were
to detect resistance genes to Septoria tritici using microsatellites and AFLPs in
F10 wheat progenies derived from the three way cross Tadinia x (Yecora rojo x
UC 554). The employed technique was the Bulked Segregant Analysis of
progenies chosen based on disease evaluations made in three phenological
stages. 307 microssatellite primers were tested belonging to the series wms and
wmc, and 262 polymorphic ones were selected. In AFLP analysis, combinations
of two selective primers Pstl with ten primers Msel were used. It was not
possible to detect resistance genes in the population Tadinia x (Yecora rojo x
UC554). Three factors can be pointed as responsible for this failure 1)
employment of a three way cross mapping population; 2) presence of progenies
not belonging to the crossing (out of type), and 3) unexpected behavior of
UC554 when inoculated with Septoria tritici.

6.1 Introdugao

A introducdo de mudangas no manejo da cultura de trigo tais como a
pratica do plantio direto, a aplicagdo de fertilizantes nitrogenados, o uso da
irrigacdo e substituicdo das variedades locais adaptadas por cultivares exéticos
de alta produtividade, contribuiram significativamente para o incremento da
severidade de Septoria tritici nos Gltimos 20 anos (Eyal et al., 1987; King et al.,
1983). Dada a importancia da doenca, faz-se necessario desenvolver
estratégias para minimizar os danos ocasionados pelo patégeno a cultura. Uma
das principais estratégias a serem consideradas € o controle genético. Neste

ponto, a abordagem da problematica pode ser feita através de métodos de
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melhoramento tradicional, envolvendo avaliagées da resisténcia seguidas de
selecao de gendtipos resistentes, ou atraves de métodos moleculares ou ainda
da combinacgao de ambos.

Por sua vez, no campo do melhoramento genético para resisténcia a
doengas, as técnicas de selegdo assistida por marcadores moleculares tém
demonstrado ser de grande utilidade tanto na cultura do trigo quanto em outras
culturas como milho, arroz, soja, aveia, cevada, centeio, algodao e numerosas
espécies de hortalicas tais como alface, tomate, repolho, berinjela, feijao e
batata (Diers et al., 1992; Mahalingam & Skorupta, 1995; Rao-Arelli et al., 1994;
Agrama & Mousa, 1996; Ferreira et al., 1995a, 1995b; Saghai-Maroof et al.,
1996; Assigbetse et al., 1994; Miklas et al., 1996; Boscariol et al., 1998).

Atualmente, com o auge dos métodos moleculares, surge a possibilidade
de detectar e mapear genes que conferem a resisténcia e implementar
esquemas de selegdo assistida, visando piramidar genes de maior efeito
fenotipico. Porém, trabalhos objetivando detectar estes genes através de
técnicas moleculares no patosistema Septoria tritici x trigo sdo escassos na
literatura.

Existem na literatura trabalhos exemplificando a utilizagdo bem sucedida
de marcadores microssatélites e AFLPs na detecgdo de genes de resisténcia a
doengas e pragas em espécies de importancia agricola. Ogliari (1999), por
exemplo, identificou um monogene que confere resisténcia a Exserohilum
turcicum em milho. Locos de resisténcia quantitativa a Puccinia polysora em
milho foram identificados por Brunelli (2000). Chantret et al. (2000)
identificaram e mapearam um QTL que confere resisténcia Blumeria graminis f.
sp. tritici em trigo. Em batata, foi detectado o gene Gpa2 que confere
resisténcia ao nematdide do cisto (Globodera rostochiensis) (Rouppe et al.,
1997). Em tomate, foi detectado o gene Cf-9 que confere resisténcia ao fungo
Cladosporium fulvum.(Colwyn et al., 1995).

O objetivo deste estudo foi detectar genes responsaveis pela resisténcia
a Septoria tritici em progénies Fqo de trigo derivadas do cruzamento triplo
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Tadinia x (Yecora rojo x UC 554), atraves de marcadores microssatélites e

AFLPs, empregando a técnica do Bulked Segregant Analysis.

6.2 Material e Métodos
6.2.1 Material vegetal

Foi utilizada uma populagdo segregante desenvolvida e cedida a este
estudo pelo Dr. Jorge Dubcovsky do Department of Agronomy and Range
Science (Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA). Esta populagdo ¢
composta por 77 familias F4, derivadas do cruzamento Tadinia x (Yecora rojo x
UC554). As familias Fio foram previamente avaliadas para resisténcia a
mancha foliar sob condigbes de campo na localidade de Davis. Das 77
linhagens avaliadas, aproximadamente a metade exibiu uma boa resisténcia
sob condigdes de infestagédo severa (Dubcovsky, comunicagao pessoal).

No desenvolvimento da populagdo de mapeamento, foi adotado o
método de bulk, onde o avango das geragbes segregantes envolveu

autofecundagdes sucessivas em auséncia de seleg3o.

6.2.2 Extragao de DNA

Uma vez selecionadas as plantas Fi, resistentes e suscetiveis (Capitulo
3), procedeu-se a extragdo do DNA e a mistura equivalente dos mesmos para
compor dois bulks (resistentes por um lado e suscetiveis por outro), o DNA das
linhagens parentais e do hibrido F foram incluidos como controle.

Para extracdo de DNA, foram usadas 6 folhas de cada progénie com 60
dias de idade (segunda folha abaixo da uitima folha de cada perfilho). As folhas
foram trituradas em um macerador empregando nitrogénio liquido para facilitar
o processo. O material triturado foi armazenado em freezer -80°C até a
extracdo do DNA, que foi extraido conforme o protocolo CTAB (Hoisington et
al., 1994).
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6.2.3 Analise molecular com marcadores microssatélites

A genotipagem dos progenitores com 307 marcadores microssatélites foi
efetuada em um primeiro estagio com a finalidade de escolher primers
polimorficos, empregando primers da serie wms desenvolvidos na Alemanha
(Réder et al., 1998) e primers wmc desenvolvidos pelo Wheat Microsatellite
Consortium. Parte deste trabalho foi desenvolvido na Argentina, recebendo a
colaborag¢ao da Eng. Agr. Ana Rosa Schlatter (Instituto de Recursos Bioldgicos
do INTA Castelar-Argentina) e parte no Wheat Molecular Genetics Laboratory,
sob diregdo do Dr. Jorge Dubcovsky (University of California-Davis).
Posteriormente, foi efetuada a andlise molecular dos parentais e bulks (R e S)
empregando os microssatélites que foram polimérficos entre os progenitores.

As reagdes de amplificagdo foram feitas em volume final de 12,5 uL,
contendo 3 pulL de DNA (60 ng/uL), 0,5 unidade de Taq DNApolimerase
(Promega), 1x tampéao de Tag, 100 uM de cada dNTP, 1,56 mM CI,Mg, 0,15 puL
de forward primer, 0,15 ulL de reverse primer e 5,83 pL de agua Milli Q
autoclavada. As amplificagdes foram conduzidas em termocicladores PE 9700
(Perkin Elmer-Applied Biosystems).

O programa de amplificagéo foi o seguinte: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C,
45 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50, 55 ou 60°C (dependendo da
temperatura de anelamento de cada primer) e 2 minutos a 72°C. Por fim, foi
realizada uma extensao por 10 minutos a 72°C.

Ap6s a amplificacdo, as amostras receberam 3 pL de tampao de
carregamento (Bromofenol + xylene xyanol + formamida), foram desnaturadas
a 94°C durante 5 minutos e imediatamente colocadas em gelo. Os fragmentos
amplificados foram resolvidos por eletroforese vertical (Gibco-BRL modelo S2)
em gel de poliacrilamida 6%. O tampao de corrida utilizado foi TBE 0,5X na
cuba superior e TBE 1X na cuba inferior. O tempo de corrida foi de
aproximadamente 3 horas a 40 watts. Foi adicionado em cada gel um padrao

molecular do tipo ladder 100pb para informagcdo do peso molecular dos
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fragmentos resolvidos. Os géis foram corados com o kit de coloragdo com prata
da Promega (Madison, Wi, EUA).

6.2.4 Analise molecular com marcadores AFLPs

A andlise com marcadores AFLPs foi desenvolvida no Instituto de
Recursos Biolégicos —INTA Castelar (Argentina) sob orientagao da Dra. Susana
Marcucci-Poltri. O protocolo para analise dos marcadores AFLP utilizado € uma
variante do protocolo descrito por Vos et al. (1995) modificado e otimizado para
trigo (Khan et al., 2000). A modificagdo basica consistiu na realizagdo da
restricdo e ligagdo numa unica etapa. Deste modo, o procedimento ficou restrito
a trés etapas: 1) Restricdo-ligacdo; 2) Pré-amplificacdo e 3) Ampilificacdo
definitiva.

Para a restricao-ligagdo do DNA gendmico foram adicionados em um
microtubo de centrifuga (1,5 mL): 500 ng de DNA gendmico, 2,5 U Pstl, 2,5 U
Msel, 6,0 pL de tampéo de reagdo 5X (Tris-HAc 10 mM pH 7,5, Acetato de Mg
10 mM e Acetato de K 50 mM, DTT 5mM e 50ul de BSA (10 mg/ml); foram
adicionados também: 5 pmoles de Pstl-adaptador, 50 pmoles de Msel-
adaptador, 12 pmoles De ATP 10 mM, 1 U de T4 DNA ligase (Pharmacia). O
volume final foi completado com dH,O para atingir 20 pL. A mistura foi
incubada a 37°C durante 5 h.

O preparo dos adaptadores foi realizado da seguinte forma: Adaptador
Pstl: Foram misturados 1,7 ug de Pstl-oligo.1, 1,5 ng de Psti-oligo.2, 3 pL do
tampéao de PCR 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, MgCl; 15 mM, KCI 500 mM) e
60 pL de dH,O. A mistura foi aquecida a 95°C e deixada resfriar lentamente. A
concentragao final do adaptador Pstl foi de 5 pmoles/ul.. No caso do Adaptador
Msel, foram misturados 16 pg de Msel-oligo.1, 14 pg de Msel.2, 3 puL do
tampao de PCR 10X (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, MgCl; 15 mM, KCI 500 mM) e
60 pul de dH,O; aquecidos a 95°C e deixados resfriar lentamente. A

concentragéo final do adaptador Mse/ foi de 50 pmoles/plL.
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Foram desenvolvidas duas reagdes de amplificacdo consecutivas. Na
primeira reagdo, chamada de pre-amplificagao, foram utilizados primers Pstl e
Msel com extensdo de 1 nucleotideo seletivo na extremidade 3’. Os produtos
PCR da reagao de pré-amplificagéo foram utilizados como molde na segunda
reacdo, denominada amplificagdo seletiva, na qual foram utilizados primers
com 3 nucleotideos seletivos adicionados a extremidade 3’ dos primers. Na pré-
amplificagdo foram utilizados os primers “Pstl-oligo (+1)" e “Msel-oligo (+1)”,
com extensao de 1pb na extremidade 3’ dos mesmos.

Para o coquetel de pré-aniplificac;éo, foi adicionado 0,075 pL Pstl-
oligo.(+1) (1 pg/uL), 0,075 puL Msel-oligo.(+1) (1 ug/ul), 0,5 pL dNTPs 5 mM,
2,5 ub 10X-tampao Tag Promega [KCI 500 mM, Tris-HCI 100 mM, pH 9,0 (a
25°C), 1,0% Triton X-100; Mg-livre], 1,5 pL MgCl, 25 mM, 0,20 plL (1U//pl) Tag
polimerase, 16,65 uL dH,O e 5 pl. do DNA produto da reagéo de restricdo-
ligacao.

A amplificagao foi realizada de acordo com a seguinte programacao: 1)
94°C por 2 minutos, 2) 94°C por 30 segundos, 3) 50°C por 30 segundos, 4)
72°C por 1 minuto; os passos 2 a 4 foram repetidos por 34 vezes. Os produtos
da amplificagdo foram mantidos a 4°C.

Na amplificagdo seletiva AFLP-PCR, foram utilizados primers Pstl e Msel
ambos com extensdo de 3 pares de bases adicionados a extremidade 3'. As
reagbes foram realizadas através de diferentes pares de primers obtidos de
acordo com a seqiéncia de combinagao das bases adicionadas a extremidade
3’ dos primers. O Coquetel AFLP-PCR foi preparado adicionando-se 0,03 uL de
primer Pstl (+3)(1 pg/pL), 0,03 pl de primer Msel (+3)(1 pg/uL), 0,4 ul de
dNTPs 10 mM, 2,0 pl de tampéao Tag 10x-Promega (Mg-livre), 1,2 uL de MgCl,
25 mM, 0,01 pL (1U/uL) de Taq polimerase, 16,93 pul de dH,O e 1,2 ul. de DNA
produto da reagao de pré-amplificagao (PCR +1).

Os primers basicos sao Pstl-primer (5- GAC TGC GTA CAT GCA GA
xyz-3’) e Msel-primer (5’- GAT GAG TCC TGA GTA AA xyz-3’), onde x, y e z
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representam as bases seletivas que sdo especificas e constantes em um
mesmo primer mas variam entre primers.

A amplificagdo foi realizada de acordo com a programacédo: 1) 94°C
(4minutos), 2) 94°C (30 segundos), 3) 65°C (30 segundos), 4) -1°C por ciclo até
atingir a temperatura de 56°C, 5) 72°C (1 minuto), 6) 94°C (30 segundos), 7)
56°C (30 segundos), 8) 72°C (30 segundos), os passos 6 a 8 foram repetidos
por 30 vezes, 9) 72 °C (7 minutos). Os produtos da amplificagdo foram
mantidos a 4°C.

Ap6s a amplificacdo seletiva, o resultante de cada reacao foi misturado a
4 ulL de tampéo formamida 2X (formamida 98%, EDTA 10 mM, pH 8,0, azul de
bromofenol e cianol xileno). A seguir, as amostras foram incubadas a 94°C por
5 minutos, ap0s aquecimento, as amostras foram imediatamente transferidas
para gelo.

Os produtos de PCR resultantes da amplificacdo seletiva foram
resolvidas em gel de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida (19:1) 6%, uréia
7,5 M, tampéao 1X TBE). A corrida eletroforética foi desenvolvida a 40 W (2000
volts) utilizando tampéao TBE 0.5X na cuba superior e TBE 1X na cuba inferior.
O tempo de corrida foi de aproximadamente 3 horas. Os géis foram corados
com o kit de coloragdo com prata da Promega (Madison, Wi, EUA).

As combinacdes de primers seletivos testados foram P40=AGC,
P41=AGG versus M31=AAA, M37=ACG, M38=ACT, M39=AGA, M40=AGC,
M41=AGG, M42=AGT, M43=ATA, M44=ATC e M45=ATG.
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6.2.5 Anadlise Estatistica

6.2.5.1 Detecgdo e mapeamento de genes de resisténcia

Foram efetuados testes de qui-quadrado para cada marcador para
verificar se as proporgdes observadas de genoétipos obedecem a proporgdo
mendeliana esperada. No caso de linhagens Fio recombinantes homozigéticas
e na auséncia de distorgdo na segregacao, estas proporgdes devem ser de 1:1
(1RR:1rr).

Para o mapeamento dos genes ou regides gendmicas associadas aos
genes de resisténcia foi realizada uma analise da varidncia do tipo
monofatorial, tendo gendtipos em cada loco marcador com variavel
independente e area foliar coberta por lesbes necroticas e contendo picnidios
com variavel dependente. Esta analise foi efetuada com a finalidade de
confirmar a ligagdo dos marcadores ao gene ou genes responsaveis pela
resisténcia a septoriose e a participacdo relativa dos mesmos na variancia
fenotipica total (Edwards et al., 1987; Boscariol et al., 1998; Malvas, 1998).

6.3 Resultados e discussiao

6.3.1 Analise molecular com marcadores microssatélites

Os 202 primers da série wms testados revelaram os seguintes indices de
polimorfismo entre genitores da populagdo Fy4 Tadinia x (Yecora rojo x UC
554): 21 (10,39%) foram do tipo ABC (sendo: A= alelo de Tadinia; B= alelo de
Yecora rojo e C= alelo de UC 554);, 22 do tipo ABB (10,89%); 41 do tipo ABA
(20,29%); 20 do tipo AAC (9,90%); 73 (36,14%) foram monomorficos AAA e 25
(12,38%) ndo amplificaram (Tabela A1-Anexo 4). Na andlise dos bulks, 11
primers foram polimérficos entre bulks, mas quando estes foram utilizados para
genotipar a populagdo segregante, mostraram-se nao ligados a segmentos

cromossdmicos contendo genes de resisténcia (Tabela 1).
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No que se refere a série wmc, nos 105 primers testados foi verificado o
seguinte polimorfismo nos progenitores: 29 (27,62%) foram do tipo ABC; 6 do
tipo ABB (5,71%); 5 do tipo ABA (4,76%); 6 do tipo AAC (5,71%); 39 (37,14%)
foram monomoérficos AAA e 20 (19,05%) nao amplificaram (Tabela A2-
Anexo4). Ao exemplo do acontecido com os primers da série wms, na analise
dos bulks, 11 primers foram polimérficos entre bulks, mas quando estes foram
utilizados para genotipar a populagdo segregante mostraram-se néo ligados a
segmentos cromossdmicos controlando a resisténcia a Sepforia tritici Rob.
(Tabela 2).

Tabela 1. Status nos bulks e na populagao segregante [F11 Tadinia x (Yecora
rojo x UC 554)] dos primers microssatélites (Série wms Germany)
polimérficos entre bulks.

Primer Polimorfismo em Status na populagao
progenitores

wms6 ABC* nao ligado

wms32 ABC nao ligado

wms99 ABC nao ligado
wmsi174 ABC nao ligado
wms282 ABC nao ligado
wms111 ABB nao ligado
wms190 ABA nao ligado
wms213 ABA nao ligado
wms397 ABA nao ligado
wms249 ACC nao ligado
wms558 ACC nao ligado

*A: Alelo de Tadinia, B: Alelo de Yecora rojo e C: Alelo de UC 554,
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Tabela 2. Status nos bulks e na populagao segregante [F44 Tadinia x (Yecora
rojo x UC 554)] dos primers microssatélites (Série wmc) polimorficos
entre bulks.

Primer Polimorfismo em Status na populagao
progenitores
wmc183 ABC* nao ligado
wmc243 ABC nao ligado
wmc182 ABC nao ligado
wmc166 ABC nao ligado
wmc136 ABC nao ligado
wmc110 ABC nao ligado
wmc219 ABC nao ligado
wmc99 ABC nao ligado
wmc327 ABC nao ligado
wmc156 ABB nao ligado
wmc238 ABB nao ligado

*A: Alelo de Tadinia, B: Alelo de Yecora rojo, C: Alelo de UC 554.

6.3.2 Analise molecular com marcadores AFLPs

Das combinacgdes de primers Pstl e Msel testadas, apenas trés exibiram
polimorfismos desejados. A primeira delas exibiu presenga de fragmento de
DNA amplificado em Tadinia (pai resistente), auséncia de banda em Yecora
rojo e UC554 (pais susceptiveis, assumindo UC 554 com susceptivel);
presencga de banda em bulk resistente e auséncia de banda no bulk susceptivel
(Figura 2A). A segunda variante de polimorfismo observada manifestou
auséncia de banda em Tadinia, presenga em Yecora rojo e UC 554; auséncia
de banda em bulk resistente e presenga da mesma no bulk susceptivel (Figura
2B). A terceira combinagao de polimorfismo exibiu 0 seguinte padrao: presenca
de banda em Tadinia (pai resistente), auséncia de banda em Yecora rojo,
presenca em UC554 (admitindo UC 554 como pai resistente segundo resultado
das inoculagdes); presenga de banda em bulk resistente e auséncia de banda
no bulk susceptivel. (Figura 2C).
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A B C

PR PS; PS; BR BS PR PS, PS, BR BS | PR PS; PS, BR BS

Figura 2 - Polimorfismo de AFLPs em progenitores e bulks. PR: Pai resistente
(Tadinia); PSy: Pai susceptivel 1 (Yecora rojo); PS,: Pai susceptivel
2 (UC 554); BR: Bulk resistente; BS: Bulk susceptivel.

Porém, quando plantas foram individuaimente genotipadas, o padrdo de
polimorfismo verificado no bulk nao foi mantido, sendo o mesmo, apenas
consequéncia da presencga de progénies nao pertencentes ao cruzamento. Este
fato foi verificado ao observar os bulks onde apareceram alguns alelos raros
(presentes nos bulks, mas nao nos pais). Isto sugere a presenga de algumas
progénies nao pertencentes ao cruzamento no conjunto total de progénies.
Devido a este fato e diante a impossibilidade de se obter os resultados
esperados a analise de AFLPs da populagao F44 Tadinia x (Yecora rojo x UC
554) foi interrompida. Uma posterior depuragao desta populagao com base na
informacdo proporcionada pelos marcadores microssatélites possibilitara a
continuagao do estudo com marcadores AFLPs.

Basicamente trés fatores podem ser apontados como responsaveis pelo
insucesso na detecg¢do de genes de resisténcia a Septoria ftritici nesta
populagédo. 1) populagdo de mapeamento derivada de cruzamento ftriplo; 2)
presenca de progénies nao pertencentes ao cruzamento (fora do tipo) e 3)
comportamento ndo esperado do parental UC554 em relagdo a resisténcia a
Septoria tritici.

A escolha da populagdo de mapeamento adequada é um dos quesitos
indispensaveis para garantir a deteccdo de genes de resisténcia. Populagdes

derivadas de cruzamentos simples entre dois parentais contrastantes para o
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carater em estudo sdo as ideais. Nesta situacdo, a inclusdo de um terceiro
parental e a propria complexidade gendmica do trigo, podem ser apontadas
como as principais causas do insucesso deste trabalho. Como conseqiiéncia
da complexidade do genoma de trigo € freqliente observar microssatélites que
amplificam mais de um loco dando como resultado um padrdo complexo de
bandas que dificulta em grande maneira a analise dos géis. Somado a isto, a
inclusdao de um terceiro parental contribuiu para dificultar ainda mais a analise
dos dados moleculares sobre tudo em aqueles primers com polimorfismo do
“tipo ABB onde néao é possivel adjudicar as bandas a ambas linhagens parentais
(Yecora rojo e UC554) em forma independente.

A presenga de plantas contaminantes foi detectada dentro das
progénies, isto €, plantas fenotipicamente diferentes da média das plantas de
uma determinada progénie que foram detectadas na primeira avaliagdo da
resisténcia em casa de vegetacdo. Através de uma caracterizagdo agrondmica
de todas as progénies, foram eliminadas as plantas contaminantes e as
progénies purificadas foram avaliadas para resisténcia no ano seguinte.
Embora esta purificagdo tenha sido efetiva para eliminar as plantas fora de tipo
dentro de progénies nao conseguiu eliminar progénies néo pertencentes ao
cruzamento detectadas através da andlise de AFLPs e microssatélites, onde
foram detectados alelos presentes nas progénies, mas ausentes nas linhagens
parentais. Este foi outro dos fatores que influiu negativamente, complicando a
analise molecular sobre tudo a de AFLPs, determinando a presenga de falsos
polimorfismos. Ainda estas progénies fora do tipo podem ser também as
responsaveis por monomorfismos entre bulks fechados na andlise com
marcadores microssatélites.

O comportamento ndo esperado de UC554, cultivar que se esperava
susceptivel a doenga e que na verdade comportou-se como moderadamente
resistente a resistente nos trés ambientes testados (Piracicaba, Castelar e

Davis) teve uma influéncia negativa nos resultados. Segundo isto, UC 554 pode
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estar contribuindo com alelos de resisténcia e de susceptibilidade,

simultaneamente.

6.4 Conclusdes

Nao foi possivel detectar genes de resisténcia na populagao F4 Tadinia
X (Yecora rojo x UC554). Trés fatores podem ser apontados como responsaveis
pelo insucesso na detecgdo de genes de resisténcia a Sepftoria tritici nesta
populagéo. 1) populagdo de mapeamento derivada de cruzamento triplo; 2)
presenca de progénies nao pertencentes ao cruzamento (fora do tipo) e 3)
comportamento nao esperado do parental UC554 em relagido a resisténcia a

Septoria tritici.



7 CONCLUSOES GERAIS

Detectou-se interagao significativa entre resisténcia e estado fenolégico
nas progénies estudadas, o qual indica que gxistem genes de resisténcia que
atuam especificamente em determinados estadios de desenvolvimento da
cultura (estadio—especificos). Sendo significativa a interagdo genétipo x estadio
fenologico, a aplicagdo de uma intensidade de sele¢do muito alta num
determinado estadio fenoldgico, pode acarretar a perda de gendtipos que em
outros estadios poderiam apresentar um bom desempenho. Portanto, é
recomendavel aplicar baixas intensidades de selegao e avaliar as progénies em
pelo menos dois estadios fenoldgicos.

Os isolados de Septoria ftritici avaliados apresentaram diferengas
significativas no grau de agressividade e viruléncia, indicando a presenc¢a de
resisténcia horizontal e vertical nos gendétipos estudados.

O insucesso na detecgao de genes de resisténcia a Septoria fritici na
populagdo Fq1 Tadinia x (Yecora rojo x UC 554) foi devido aos seguintes
fatores: (i) populagdo de mapeamento derivada de cruzamento triplo; (ii)
presenga de progénies nao pertencentes ao cruzamento, e (iii) comportamento

nao esperado do parental UC554 em relagdo a resisténcia a Septoria tritici.
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ANEXO DO CAPITULO 1

Tabela A1. Anova conjunta dos estadios fenoldgicos de plantula-perfilhamento
para a variavel AFL. Progénies F4 [Tadinia x (Yecora rojo x UC
554)] de trigo.

FV GL SQ QM F Pr>F
Estadio 1 12,97606 12,9760 411 0,04599*
Bloco (Estadio) 6 0,691661 0,11527 0,04 0,9998™
Progénies 79 938,7871 11,8833 3,77 0,0001**
Estadio x Prog. 79 249,1962 3,15438 93,06 0,0001**
Erro 474 16,06616 0,03389
Total 639 1217,7173

CV: 7,31. R% 0,98. Média geral AFL: 2,52. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo. *: significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.

Tabela A2. Anova conjunta dos estadios fenolégicos de plantula-folha bandeira
para a variavel AFL. Progénies F4; [Tadinia x (Yecora rojo x UC

554)] de trigo.
FVv GL SQ QM F Pr>F

Estadio 1 4,02273 4,02273 0,63 0,4295™
Bloco (Estadio) 6 6,81893 1,13649 0,18 0,9820™
Progénies 79 1194,536 15,1207 2,37 0,0001**
Estadio x Prog. 79 503,8466 6,37786 124,93 0,0001**

Erro 474 24,19886 0,05105

Total 639 1733,423

CV: 8,76. R% 0,98. Média geral AFL: 2,58. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo. *: significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.
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Tabela A3. Anova conjunta dos estadios fenoldgicos de perfilhamento — folha
bandeira para a variavel AFL. Progénies F44 [Tadinia x (Yecora rojo
x UC 554)] de trigo.

FV GL SQ QM F Pr>F
Estadio 1 2,548988 2,548988 0,30 0,5839™
Bloco (Estadio) 6 6,726743 1,121124 0,13 0,9917"™
Progénies 79 1163,924 14,73322 1,75 0,0001**
Estadio x Prog. 79 665,8760 8,428810 166,09 0,0001*
Erro 474 24,05443 0,050748
Total 639 1863,1307

CV: 9,24. R% 0,98. Média geral AFL: 2,44. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado medio.
ns: nao significativo. *: significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.

Tabela A4. Anova conjunta dos estadios fenolégicos de plantula-perfilhamento-
folha bandeira para a variavel AFL. Progénies F4y [Tadinia x
(Yecora rojo x UC 554)] de trigo.

FVv GL SQ QM F Pr>F
Estadio 2 13,03185 6,515925 1,09 0,3393™
Bloco (Estadio) 9 7,118672 0,790964 0,13 0,9988"™
Progénies 79 1412,137 17,87516 2,99 0,0001**
Estadio x Prog. 1568 945,0459 5,987000 132,36 0,0001**
Erro 711 32,15972 0,045232
Total 959 2410,393

CV: 8,47. R% 0,98. Média geral AFL: 2,51. FV: Fontes de variagio. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo, *: significativo ao 5%, **: significativo ao 1%.
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ANEXO DO CAPITULO 3

Tabela A1. Anova da variavel AFL no estadio fenoldégico de perfilhamento.
Progénies Fq; [Tadinia x (Yecora rojo x UC 554)] de trigo (ano

1999).

FV GL sQ aMm F Pr>F
Blocos 2 0371893  0,18594 2,28 0,1051™
Progénies 79 4883719 618192 75,96 0,0001**
Erro 158 12,85824  0,08138

Total 239 501,6020

CV: 13,62. R% 0,97. Média geral AFL: 2,09. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade.
SQ: Soma de quadrados. QM: Quadrado medio.
ns: ndo significativo. *: significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.

Tabela A2. Anova da variavel AFL no estadio fenolégico de folha bandeira.
Progénies F4; [Tadinia x (Yecora rojo x UC 554)] de trigo (ano

1999.
FV GL SQ QM F Pr>F
Blocos 2 0,119405 0,05970 0,73 0,4851ns
Progénies 79 451,3508 5,71330 69,54 0,0001**
Erro 158 12,98046 0,08215
Total 239 464,4507

CV: 13,79. R% 0,97. Média geral AFL: 2,07. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade.
SQ: Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo. *: significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.
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Tabela A3. Anova da variavel AFL no estadio fenologico de plantula. Progénies
F11 [Tadinia x (Yecora rojo x UC 554)] de trigo (ano 2000).

FV GL SQ QM F Pr>F
Blocos 3 0,391928 0,13064 3,82 0,0106**
Progénies 79 528,2830 6,68712 195,53 0,0001**
Erro 237 8,105296 0,03419
Total 319 536,7802

CV: 6,95. R% 0,98. Média geral AFL: 2,66. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo, *: significativo ao 5%, **: significativo ao 1%.

Tabela A4. Anova da variavel AFL no estadio fenolégico de folha bandeira.
Progénies F44 [Tadinia x (Yecora rojo x UC 554)] de trigo (ano

2000).
FV GL sQ am F Pr>F
Blocos 3 6,427011 2,14233 31,55 0,0001**
Progénies 79 1170,100 14,8113 218,12 0,0001**
Erro 237 16,09356  0,06791
Total 319 536,7802

CV: 10,4. R% 0,98. Média geral AFL: 2,50. FV: Fontes de variagdo. GL: Graus de liberdade. SQ:
Soma de quadrados. QM: Quadrado médio.
ns: ndo significativo. *; significativo ao 5%. **: significativo ao 1%.
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Tabela A5. Avaliagao da performance das progénies Fy4 Tadinia x (Yecora rojo
x UCH54) de trigo em relagao ao isolado IPBR1 de Septoria tritici,
no estadio fenoldgico de perfilhamento (AFL: médias ordenadas

em forma decrescente em quanto a severidade) (ano 1999).

Progénie AFL

6 4,6100 A

80  4,6100 A

56  4,5000 B A

4 4,4433 B A c
10 4,3867 B A C
42 4,2800 B D A C
41 4,2767 E B D A C

2 4,2233 E B D A C
55 4,057 E B D A CF
7 3,8900 E B D AGCF
20 3,8867 E B D AGCTF
5 3,7233 E B D AGCF
11 3,7200 E B D AGCF
36 3,6667 E B DHAGCTF
59 3,5567 E B DHIGCTF
31 3,5567 E B DHIGCTF
68 3,5533 E B DHIGCF
49 3,500 E BJIDHIGCTF
9 3,5000 E BJDHIGCF
54  3,4467 E JDHIGCTF
71 3,4433 E KJDHIGCF
1 3,3333 E KJDHIGLF
47 3,2800 E KJDHIGTLF
21 3,2767 E KJMHIGLF
69 3,2767 E KJIMHIGLTF
75 3,2767 E KJMHIGLF
22 3,17700 N KJMHIGLF
39 13,1700 N KJIJMHIGLTF
44 3,0567 N KJMHIGLTF
79 2,9967 N EKJMHIGL
23 2,9467 N KJMHIGL
16 2,6700 N KJMHI LO
76 2,5567 N KJM IPLO
38 2,500 N KJM QPLO
32 02,4433 N K MRQPLO
57 2,3333 N S MRQPLO
61 2,2767 N S MRQPTO
48 2,2233 N S URQPTO
78 01,7233 V. S URQPTO
17 1,7200 V. S URQPTO
64 1,6100 V S URQPT
62 1,5567 V S URQPTUW
51 1,5567 V S URQPTW



53
73
50
27
60
30
77
28
40
70
25
3

26
12
63
58
72
29
33
67
18
65
66
74
52
15
37
45
14
19
24
35
34
43
46
8

13

1,5000
1,4467
1,4433
1,4433
1,3867
1,3333
1,3300
1,2767
1,2233
1,1633
1,1133
0,9433
0,8333
0,8333
0,7800
0,7800
0,7233
0,5567
0,5567
0,5567
0,5567
0,5000
0,5000
0, 5000
0,5000
0,4433
0,4433
0,3900
0,3900
0,3867
0,3333
0,2800
0,2767
0,2767
0,2767
0,2767
0,1700
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Médias seguidas da mesma letra ndo s&o estatisticamente diferentes. a= 0.05. Linhagens

parentais: 13 = 'Tadinia’; 56 = ‘Yecora rojo’ € 74 = 'UC 554'.
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Tabela A6. Avaliagdo da performance das progénies Fy1 Tadinia x (Yecora rojo
x UC554) de trigo em relagao ao isolado IPBR1 de Septoria tritici,
no estadio fenolodgico de folha bandeira (AFL: médias ordenadas

em forma decrescente em quanto a severidade) (ano 1999).

Progénie  AFL

56 4,6700 2

10 4,6667 A

80 4,6133 B A

20 4,5000 B A C
39 4,4433 B D A C
42 4,4433 B D A .C
41 4,3867 E B D A C

6 4,2767 E B D A CF
40 4,1100 E B D AGCF
21 4,0000 E B DHAGCTF
4 3,6100 E B DHIGCTF
76 3,5567 E J DHIGCFEF
38 3,4433 E J DHIGKTF
7 3,3867 E J LHIGKTF
71 3,3867 E J LHIGKTF
2 3, 3600 J LHIGKTF
68 3,3333 M J LHEHIGKTF
79 3,3300 M J LHIGKETF
49 3,2767 M J LHIGKTF
9 3,2767 M J LHIGKTF
22 3,2767 M J LHIGKTF
69 3,2200 M J LHIGK

5 3,1667 M J LHIGK
61 3,1100 M J LHIGK
75 3,0567 M J LHI K
72 3,0000 M J LHI K
31 2,8900 M J L I KN
50 2,8367 M J L IOKN
53 2,7767 M J L TIOKN
11 2,7233 M J L IOKN
43 2,5567 M J L POKN
48 2,5567 M J L POKN
1 2,5000 M Q L POKN
14 2,5000 M Q L POKN
62 2,4433 M Q L POKN
23 2,3900 M O L PORN
36 2,3900 M Q9 L PORN
44 2,3333 M Q S PORN
32 2,3333 M Q S PORN
59 1.9467 T Q@ S PORN
34 1,8867 T Q SUPORN
33 1,8333 T Q0 SUPORYV
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25
18
63
52
19
29
55
51
46
16
15
45
54
17
12
35
65
58
74
77
26
27
47
30
67
57
73
24
60
66
64
70
28
37

13

1,6667
1,5033
1,3900
1,3867
1,3867
1,3333
1, 2800
1,2767
1,1667
1,1100
1,1100
1,0533
1,0000
0,9467
0,9433
0,8867
0,8333
0,7200
0, 6667
0, 6667
0,6100
0,5567
0,5567
0, 5567
0,5533
0,5533
0, 5000
0, 5000
0,4433
0,4433
0,4433
0,4433
0,3867
0,3333
0,3333
0,3333
0,3300
0,2767
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Médias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes. a= 0,05.

Linhagens parentais: 13 = "Tadinia’. 56 = ‘Yecora rojo’. 74 = ‘UC 554,
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Tabela A7. Avaliacdo da performance das progénies F44 Tadinia x (Yecora rojo
x UC554) de trigo em relacao ao isolado IPBR1 de Sepforia tritici,
no estadio fenoldgico de plantula (AFL: médias ordenadas em
forma decrescente em quanto a severidade) (ano 2000).

Progénie AFL

66  4,8550 A

79  4,7725 B A

64  4,7700 B A

80  4,6650 B A C

6 4, 6250 B e
21 4,5850 B A C
11 4,5825 B A C
56  4,5825 B A C
42 4,5625 B A C

4 4,5425 B D A C
50  4,4375 B D A C
31 4,3975 E B D A C
41 4,3750 E B D A C

7 4,3325 E B D A C
68  4,3125 E B D A C
76  4,2925 E B D c
60  4,1875 E D F C
36  4,0000 E G D F

75 33,8725 E G F H

2 3,7075 G I F H
30  3,6875 J 6 I F H

5 3,5000 J G I K H
49  3,4800 J 6 I K HL
10  3,4575 J 6 I XK HL
20 3,3750 J M I XK HL
59  3,2700 J M I X NL
37  3,2300 J M I K NL
40  3,2075 J M I K NL
69 3,1875 J M I K NIL
65 3,1450 J M K NIL
71 3,1050 M 0 K NL
61  3,0225 M 0 K NL
62  3,0000 P M O XK ©NIL
27 2,9375 P M O Q NIL
54  2,8525 P M O © ©NR
i6 2,8325 P M 0 Q N R
53  2,8125 P 0 O NR
38 2,7925 P S O Q ©NR
72 2,7900 P S O Q NR
39 2,7700 P S O Q NR
9 2,5825 P S O Q TR
32 2,5650 P S 0 Q T R



23 2,4600 P S Q T R
22 2,4575 P S Q T R
1 2,4175 S Q T R
48 2,4150 S Q T R
24 2,3750 S U T R
17 2,2500 S v U T
57 2,1875 v U T
28 2,1875 \Y U T
73 2,1450 v U T
55 1,8550 W v U

25 1,8325 W \ U

70 1,7700 W \ X

47 1,5600 W X Y
77 1,5425 W Z X Y
74 1,4575 W Z X Y
78 1,4150 W Z X Y
18 1,3750 A W Z X Y
52 1,3125 A W Z X Y B
43 1,2700 A Z X Y B
26 1,2700 A Z X Y B
58 1,2700 A Z X Y B
46 1,2700 A Z X Y B
51 1,2275 A 2 X Y B
35 1,1900 A Z Y B
15 1,1675 A Z C Y B
45 1,1450 A Z C Y B
29 1,1450 A Z C Y B
13 1,1250 A A o Y B
67 1,1050 A Z C Y B
33 1,1050 A % C Y B
12 1,0425 A Z C Y B
34 1,0425 A Z C Y B
63 1,0425 A Z C Y B
19 1,0200 A Z C Y B
14 1,0000 A Z C B
44 0,8325 A C B
8 0,7925 C B
3 0,6250 c

Médias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes. a= 0,05.
Linhagens parentais: 13 = "Tadinia'. 56 = ‘Yecora rojo’. 74 = ‘UC 554'.
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Tabela A8. Avaliagao da performance das progénies F4¢ Tadinia x (Yecora rojo
x UC554) de trigo em relacao ao isolado IPBR1 de Septoria tritici,
no estadio fenolégico de folha bandeira (AFL: médias ordenadas
em forma decrescente em quanto a severidade) {(ano 2000).

Progénie  AFL

59  5,0000 A

20 5,0000 A

79 55,0000 A

56 5,0000 A

80 55,0000 A

41 4,9575 A

53 4,9575 A

2 4,9575 A

10 4,9575 2

40  4,9575 A

27 4,9175 A

39 4,9175 A

42 4,9150 A

25 4,8725 B A

68  4,6675 B A C
37 4,5400 B D A C
38 4,330 E B D A C
71 4,3325 E B D A C
50 4,3325 E B D A C
21 4,250 E B D A CF
74 4,1250 E B D G CF
36 4,1250 E B D G CF
5 4,0825 E H D G CF
31 4,0400 E H D G CF
4 4,0000 E H D GICF
19 3,8325 E H D GIJF
69 3,6675 E H K GIJF
72 3,6675 E H K GIJF
76 3,6675 E H K GIJF
6 3,6250 E H KLGIJEF
48  3,5425 H KLGIUJF
9 3,4175 H KLGTIJ
65  3,3750 H KLGIJ
32 3,3750 H KLGIJ
33 3,3325 H KL 1IJ
62  3,2525 KL IJ
34 3,2475 KL IJ
22 3,2075 KL J
14 3,1250 KLM J
49  3,0850 KLM J
15 3,0825 KLM J
18 3,0825 KLM J

1 3,0425 K LM



24  3,0000 N KLM

61  2,8750 N LM

23 2,3750 N M 0
51 2,2500 N 0
55  2,2500 N 0
44 2,0825 0
63 1,2500 p

17 1,0000 Q P

73 0,9575 o) P R
16  0,9175 Q S P R
29 90,8325 T Q S P R
66 00,7075 T Q S P R U
43  0,4600 T Q 8 R U
78 0,4150 T Q S R U
60 0,3750 T Q S R U
10,2925 T ¢Q S R U
57  0,2500 T Q S R U
35  0,2075 T S R U
70 0,1675 T s U
26 0,1675 T s U
7 0,1675 T s U
64  0,1250 T U
13 0,0425 U
67 0,0425 U
30 0,0000 U
28 00,0000 U
54  0,0000 U
45 00,0000 U
52 0,0000 U
3 0,0000 U
58  0,0000 U
75 0,0000 U
12 0,0000 U
77 0,0000 U
46  0,0000 U
47  0,0000 4]
8 0, 0000 U

Médias seguidas da mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes. a= 0,05.
Linhagens parentais: 13 = 'Tadinia’. 56 = ‘Yecora rojo’. 74 = 'UC 554’
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Tabela A9. Severidades medias das progénies F44 [Tadinia x (Yecora rojo x UC
554)] de trigo pertencentes aos extremos resistente e suscetivel da
populagéo (estadio fenoldgico de perfilhamento (ano 1999).

Extremo Resistente

Extremo Suscetivel

Progénie AFL? Progénie AFL?
8 0,28 6 4,61
46 0,28 80 4,61
43 0,28 4 444
34 0,28 10 4,39
35 0,28 42 4,28
24 0,33 41 4,28
19 0,39 2 4,22
14 0,39 55 4,07
45 0,39 7 3,89
37 0,44 20 3,89
15 0,44 5 3,72
52 0,50 11 3,72

AFL média do extremo R: 0,36

AFL média do extremo S: 4,18

a: escala de Ziv & Eyal (1987): (0-5) (0= 0%, 1= 5%, 2= 20%, 3= 50%, 4= 70%, 5= 100%).
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Tabela A10. Severidades médias das progénies Fy; [Tadinia x (Yecora rojo x
UC 554)] de trigo pertencentes aos extremos resistente e
suscetivel da populagao (estadio fenoldgico de folha bandeira)

(ano 1999).
Extremo Resistente Extremo Suscetivel
Progénie AFL? Progénie AFL?
3 0,28 10 4,67
8 0,33 80 4,61
37 0,33 20 4,50
28 0,33 : 39 4,44
70 0,39 42 4,44
64 0,44 41 4,39
66 0,44 6 4,28
60 0,44 40 4,11
24 0,44 21 4,00
73 0,50 4 3,61
57 0,50 76 3,57
67 0,55 38 3,44
AFL média do extremo R: 0,41 AFL. média do extremo S: 4,17

a: escala de Eyal & Brown (1976): (0-5) (0= 0%, 1= 12%, 2= 20%, 3= 50%, 4= 75%, 5= 87%).
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Tabela A11. Severidades médias das progénies Fy4 [Tadinia x (Yecora rojo x
UC 554)] de trigo pertencentes aos extremos resistente e
suscetivel da populagdo (estadio fenologico de plantula) (ano

2000).
Extremo Resistente Extremo Suscetivel
Progénie AFL? Progénie AFL?
8 0,79 66 4,86
44 0,83 69 477
14 1,00 64 - 477
19 1,02 80 4,67
63 1,04 6 4,63
34 1,04 21 4,59
12 1,04 11 4,58
33 1,10 42 4,56
67 1,11 4 4,54
3 1,13 50 4,44
29 1,15 31 4,39
45 1,15 41 4,38
AFL média do extremo R: 1,03 AFL média do extremo S: 4,60

a: escala de Ziv & Eyal (1987): (0-5) (0= 0%, 1= 5%, 2= 20%, 3= 50%, 4= 70%, 5= 100%).
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Tabela A12. Severidades médias das progénies F4¢ [Tadinia x (Yecora rojo x
UC 554)] de trigo pertencentes aos extremos resistente e
suscetivel da populacdo (estadio fenologico de folha bandeira)

(ano 2000).
Extremo Resistente Extremo Suscetivel
Progénie AFL? Progénie AFL?
8 0,00 59 5,00
47 0,00 20 5,00
46 0,00 79 5,00
77 0,00 80 5,00
12 0,00 41 4,96
75 0,00 53 4,98
58 0,00 2 4,96
3 0,00 10 4,96
52 0,00 40 4,92
45 0,00 27 4,92
54 0,00 39 4,92
28 0,00 42 4,92
AFL média do extremo R: 0,00 AFL média do extremo S: 4,96

a: escala de Eyal & Brown (1976): (0-5) (0= 0%, 1= 12%, 2= 20%, 3= 50%, 4= 75%, 5= 87%).
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ANEXO DO CAPITULO 4

Tabela A1. Principais caracteristicas dos primers microssatélites (Série wms

Germany) e polimorfismo revelado na avaliagdo dos progenitores
Tadinia, Yecora rojo e UC 554 e das progénies Fy1 Tadinia x
(Yecora rojo x UC 554) integrantes dos bulks resistente (R) e
susceptivel (S).

Primer Cromossomo Temperatura Polimorfismo  Polimorfismo em
anelamento (°C) em BulksRe S
progenitores
wms 6 4B 55 ABC PM
wms 11 1B 50 ABC M
wms 32 2A 55 ABC PM
wms 46 7B 60 ABC M
wms 88 68 60 ABC M
wms 99 1A 60 ABC PM
wms 140 1B 55 ABC M
wms 149 4B 55 ABC M
wms 153 1B 60 ABC M
wms 174 5D 55 ABC PM
wms 233 TA 50 ABC M
wms 274 1-7B 50 ABC M
wms 276 7A 55 ABC M
wms 282 TA 55 ABC PM
wms 296 2A 55 ABC M
wms 302 78 60 ABC M
wms 337 1D 55 ABC M
wms 437 7D 50 ABC M
wms 539 2D 60 ABC M
wms 610 4A 60 ABC M
wms 611 78 55 ABC M
wms 5 3A 50 ABB M
wms 30 3A 50 ABB M
wms 44 7D 60 ABB M
wms 66 5B 60 ABB M
wms 107 4B 60 ABB M
wms 111 7D 55 ABB PM
wms 132 6B 60 ABB M
wms 155 3A 60 ABB M
wms 186 5A 60 ABB M
wms 205 5D 60 ABB M
wms 234 58 55 ABB M
wms 265 2A 55 ABB M
wms 272 5D 50 ABB M
wms 358 5D 55 ABB M
wms 428 7D 60 ABB M
wms 437 7D 50 ABB M
wms 473 2A 55 ABB M
wms 566 3B 60 ABB M
wms 458 1D 60 ABB M
wms 499 5B 60 ABB M



wms 540
wms 639
wms 2
wms 37
wms 60
wms 107
wms 154
wms 160
wms 183
wms 190
wms 192
wms 213
wms 247
wms 251
wms 259
wms 264
wms 273
wms 293
wms 294
wms 297
wms 314
wms 333
wms 334
wms 335
wms 340
wms 341
wms 344
wms 359
wms 383
wms 389
wms 397
wms 459
wms 469
wms 495
wms 526
wms 544
wms 547
wms 558
wms 577
wms 583
wms 626
wms 636
wms 645
wms 43
wms 55
wms 63
wms 102
wms 130
wms 146
wms 148
wms 164
wms 179
wms 249
wms 257
wms 261

ABB
ABB
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA
ABA

_?.gggzzzzzzzzgzgzzzgzzzzgEgzgzzzgzzzzzzgggzzgzgzgzzzzzzz
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wms 264
wms 268
wms 275
wms 339
wms 372
wms 427
wms 515
wms 558
wms 3
wms 4
wms 47
wms 52
wms 55
wms 66
wms 67
wms 70
wms 95
wms 102
wms 113
wms 120
wms 121
wms 122
wms 124
wms 136
wms 146
wms 157
wms 159
wms 161
wms 169
wms 212
wms 219
wms 232
wms 285
wms 293
wms 299
wms 304
wms 319
wms 320
wms 356
wms 357
wms 361
wms 369
wms 391
wms 397
wms 400
wms 408
wms 410
wms 445
wms 455
wms 456
wms 480
wms 493
wms 494
wms 498
wms 512

§ZZ's’§§gZZZ‘EZEEZZZZEZZZZZZZEZgZZZZZZZ§§§§§§§§§§Z§Z§§Z§§§
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wms 526
wms 533
wms 537
wms 573
wms 664
wms 674
wms 16

wms 33

wms 68

wms 71

wms 72

wms 106
wms 108
wms 112
wms 114
wms 129
wms 131
wms 135
wms 156
wms 191
wms 210
wms 260
wms 301
wms 350
wms 376
wms 415
wms 497
wms 518
wms 614
wms 644
wms 654

2B

1-3B

7B

7A

3D

3A

2B-5D-7B
1-ABD
5B-7B
1-2A; 2-2A; 3D
3B

1A-2A-3D
6B
2A
6B-7B
5D

93

A: Alelo de Tadinia. B: Alelo de Yecora rojo. C: Alelo de UC 554. PM: Polimérfico entre bulks. M:

monomorfico entre bulks. NA: nao amplificou (testados trés vezes).
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Tabela A2. Principais caracteristicas dos primers microssatélites (Série wmc:

Wheat Microsatellite Consortium) e polimorfismo revelado na
avaliacao dos progenitores Tadinia, Yecora rojo e UC 554 e das
progénies F41 Tadinia x (Yecora rojo x UC 554) integrantes dos
bulks resistente (R) e susceptivel (S).

Primer Cromossomo Temperatura Polimorfismo em  Polimorfismo em
Anelamento (°C) progenitores BulksReS
wmc183 > 50 ABC PM
wmc243 2D-B; 6A-7A4A-3A 60 ABC PM
wmc177 2A 50 ABC M
wmc182 3-6-7B; 3-7D; 7A 50 ABC PM
wmc166 - . 50 ABC PM
wmc8 4B 60 ABC M
wmc167 - 50 ABC M
wmc173 4A 50 ABC M
wmc136 5B-5D-4A 60 ABC PM
wmc105 - 60 ABC M
wmc109 7D-3D-5B-2A7-4D 60 ABC M
wme110 5A 60 ABC PM
wmc111 2D 60 ABC M
wmc74 4B-5B-4D-5A 60 ABC M
wmc219 3A-4A 60 ABC PM
wmc218 7B 60 ABC M
wmc138 - 50 ABC M
wmc82 60 ABC M
wmc91 - 60 ABC M
wmc94 7D 50 ABC M
wmc97 5D 50 ABC M
wmc99 3D; 3A; 7D 50 ABC PM
wme25 2B; 2D; 5B; 2A 50 ABC M
wmc356 2A; 2B 60 ABC M
wmc326 3B 60 ABC M
wme327 - 60 ABC PM
wme317 - 60 ABC M
wmc226 - 50 ABC M
wmc103 2A-6B-6A 50 ABC M
wmc156 1B 50 ABB PM
wmc160 5B 50 ABB M
wmc184 - 60 ABB M
wmc238 4B 60 ABB PM
wmc180 - 50 ABB M
wmci4 7D 60 ABB M
wmc79 4A-4D 60 ABA M
wmc157 - 50 ABA M
wme17 7A 50 ABA M
wmci19 - 60 ABA M
wmc24 1A 50 ABA M
wmc236 - 60 AAC M
wmc107 - 60 AAC M
wmc231 3B 60 AAC M
wmc84 - 50 AAC M
wmc980 - 50 AAC M



wmc88
wmc143
wmc150
wmc164
wmc213
wmc237
wmc240
wmc108
wmc113
wmec115
wmc116
wmc197
wme77
wmc92
wmc95
wmc76
wme325
wmc206
wmc318
wmc319
wmc321
wmc324
wmci8
wmc21
wmc23
wmce27
wmc78
wmc81
wmc209
wmc210
wmc211
wmc22
wme25
wmce34
wmc233
wmc101
wme225
wme227
wmc228
wmc158
wmc13
wme5
wmc9
wmc10
wmc106
wmci14
wme36
wmc136
wmc89
wmc98
wmc20
wmc80
wmc207
wmc208
wmc16

4A
4A-4B-4D
1-A

4B

ZTZTTZEZZTZTZTESZTZZTZEZIZTESZTZTZEESTEEETZEIETZEEZIZEEEEEEERR
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wmc26 - 60 NA NA
wmc28 5B 50 NA NA
wmc100 - 50 NA NA
wmc229 - 60 NA NA
wmc230 - 60 NA NA

Alelo de Tadinia. B: Alelo de Yecora rojo. C: Alelo de UC 554. PM: Polimorfico entre bulks. M:
Monomoérfico entre bulks. NA: Nao amplificou (testados trés vezes). *: Ainda ndo foram mapeados.
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