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Resumo

Conte, Giordano Gelain. Meta-analise de Locos de Caracteres Quantitativos
(QTL) pararesisténcia a Magnaporthe oryzae em trigo. 2020. 51f.
Dissertacao de Mestrado — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2020.

Datada had quase 10 mil anos, a historia do trigo (Triticum aestivum L.)
acompanha a da humanidade, sendo um alimento fundamental na cadeia
alimenticia. Apesar de largamente produzido, diversos problemas ocorrem no
seu cultivo e o principal obstaculo, em diversas regides produtoras, é a incidéncia
do patégeno Magnaporthe oryzae. A tatica mais pertinente para contornar esse
entrave € o0 uso de estratégias genéticas desenvolvidas pelo melhoramento
genético, onde 0 uso de mapeamento genético € uma op¢ao promissora e tem
sido utilizado no estudo de doencas no trigo. Porém, o que se produziu para esta
moléstia, até 0 momento, sdo gendtipos com no maximo resisténcia moderada,
0s quais ja se tem relatado perda de resisténcia quando submetido a racas mais
agressivas. Assim, foi realizado uma meta-analise para consolidar Locos de
Caracteres Quantitativos da brusone no trigo e elucidar caracteristicas genéticas
deste cereal, que possam ser Uteis ao melhorista durante o processo de selecéo
de constituicdes genéticas com resisténcia a brusone. Utilizando mapas de
marcadores moleculares SNP, DART e SSR, foram aplicadas analises
estatisticas com o pacote LPmerge para a criagdo de um mapa consensual para
cada cromossomo. Dentre os 30 QTL de linhagens Unicas revisados, 29 QTL
foram projetados num total de 86.912 marcadores abrangidos entre os
cromossomos 1A, 2A, 2B, 3A, 4A, 4D, 5A, 5B, 6A e 7B. Alguns QTL se destacam
por atuarem na resisténcia a moléstia em dois estadios de desenvolvimento da
planta, na fase de plantula e espigamento, o caso do QTL21 no cromossomo 4B,
QTL24 no 5A e QTL27 no 6A. O cromossomo 2A apresentou os QTL mais
promissores, sendo QTL5, QTL6, QTL7, QTL8 e QTLO9.

Palavras-chave: brusone; Triticum aestivum; marcador



Abstract

Conte, Giordano Gelain. Meta-analysis for Quantitative Trait Loci (QTL) for
resistance to Magnaporthe oryzae in wheat. 2020. 51f. Master’s thesis —
Agronomy Graduate Program, Eliseu Maciel College of Agronomy, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Dated almost 10,000 years ago, the history of wheat (Triticum aestivum L.)
follows that of humanity, being a fundamental food in the food chain. Although
widely produced, several problems occur in its cultivation and the main obstacle,
in several producing regions, is the incidence of the pathogen Magnaporthe
oryzae. The current approach to overcome this obstacle is the use of genetic
strategies developed by genetic breeding, where the use of genetic mapping is a
promising option and has been used in the study of wheat diseases. However,
what has been produced for this disease so far, are genotypes with at most
moderate resistance, which have already been reported loss of resistance when
subjected to more aggressive breeds. Thus, a meta-analysis was performed to
consolidate Quantitative Trait Loci to wheat blast and highlight genetic
characteristics of this cereal, that could be useful for breeders during the selection
process of genetic plants with resistance to wheat blast. Using SNP, DART and
SSR molecular marker maps, statistical analysis was applied with the LPmerge
package to create a consensual map for each chromosome. Among the 30 QTL
of unique lines reviewed, 29 QTL were designed covering 86,912 markers
between chromosomes 1A, 2A, 2B, 3A, 4A, 4D, 5A, 5B, 6A and 7B. Some QTL
stand out for acting in the resistance to the disease in two stages of the wheat
plant development, in the seedling and heading phase, the case of QTL21 on
chromosome 4B, QTL24 on 5A and QTL27 on 6A. Chromosome 2A showed the
most promising QTL, being QTL5, QTL6, QTL7, QTL8 and QTLO9.

Key-words: wheat blast; Triticum aestivum; marker
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1. Introducéo

O trigo (Triticum aestivum L.) € um alimento basico da dieta humana.
Apesar de ter seu cultivo ampliado em praticamente todas as regifes araveis do
planeta, algumas areas nao produzem o suficiente para a alta demanda pelo
cereal. As exportacdes se concentram em poucos paises, 0S maiores
produtores, sendo Estados Unidos, Russia, Canada, Ucrania, Argentina e Unido
Europeia. E os grandes importadores Egito, China, Argélia, Japao e Itélia
(Conab, 2019).

O Brasil produz aproximadamente metade do total consumido
internamente, o restante dos graos tem mais de 90% de sua origem proveniente
da Argentina (Conab, 2019). Conhecido esse cenario, idealiza-se a
autossutentabilidade em relacdo ao suprimento do grédo, contudo, além da
necessidade de se aumentar a area cultivada, é necessario elevar a
produtividade. Esta tarefa tem se tornado cada vez mais dificil, principalmente
devido a fatores epidemiol6gicos, como a incidéncia de fungos.

Os fungos que incidem o trigo tém necessidades ambientais 6timas muito
préximas as do trigo, o que facilita seu desenvolvimento e colonizacéo.
Atualmente a doenca conhecida como brusone (Magnaporthe oryzae) tem
proporcionado um grande desafio aos melhoristas, agricultores e a toda cadeia
produtiva, devido aos danos quantitativos e qualitativos causados aos graos de
trigo (Reis, 1995).

Manejos agrondmicos através de controle cultural e quimico
historicamente utilizados dependem de diversos fatores que necessitam de
precisas aplicacBes para obter sucesso (Butrinowski, 2015). A tatica atual para
contornar esse entrave € 0 uso de estratégias genéticas desenvolvidas pelo
melhoramento genético. Dentro desse contexto, o desenvolvimento através de
meétodos de identificacdo de regides génicas sdo 0S meios mais precisos e
eficientes em um menor periodo para solucionar este problema (Ramalho &
Furtini, 2009; Schereen et al., 2011).

Entre as ferramentas disponiveis, o uso de mapeamento genético € uma
opcdo promissora e tem sido usado no estudo de patdgenos no trigo,
principalmente Fusarium graminearum Schwabe (Steiner et al., 2017). A doencga

s

causada por M. oryzae é relativamente nova quando falado em trigo



globalmente, o que ainda a limita a ter um maior numero de estudos localizados
no Brasil (Igarashi et al., 1986).

Entender os genes envolvidos na variagcdo de caracteres quantitativos
representa um passo inicial para atingir os processos biologicos por tras destes
caracteres. Nos ultimos 30 anos ou mais o melhoramento de plantas de trigo
para resisténcia a brusone nao tem obtido grande sucesso (Cruz et al., 2011;
Prestes et al., 2007). Diversos programas de melhoramento tém aplicado os
conhecimentos obtidos para o desenvolvimento de cultivares com algum grau de
resisténcia (Cruz et al., 2016). Porém, devido a limitada informacéo em relagéo
ao comportamento epidemiolégico desta doenca, os dados sdo derivados
primariamente de estudos baseados em fenétipo. O que se produziu até o
momento sdo gendétipos com no maximo resisténcia moderada, os quais ja se
tem relatado perda de resisténcia quando submetido a racas mais agressivas
(Vales et al., 2018). Portanto, ainda € necessario elucidar ao maximo a
arquitetura genética do patégeno bem como a reacdo do hospedeiro, obtendo
informagdes precisas de localizagdo de QTL, alelos e genes entre o0s
cromossomos dos subgenomas do trigo a fim de ser melhor realizados trabalhos
de melhoramento genético. Assim, sera possivel desenvolver genétipos com
estruturas genéticas bem planejadas para obter uma resisténcia alta e estavel

que vird a servir como uma 6tima ferramenta no manejo da doenca.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Historico de Cultivo do Trigo

A historia do cultivo de trigo, incluindo seus ancestrais, esta datada ha
quase 10 mil anos, na regido entdo chamada de Mesopotamia (Egito ao Iraque,
nos dias de hoje), onde este era consumido em formas pastosas. Passados seis
mil anos, foi descoberto pelos egipcios o processo de fermentacdo do cereal,
com o qual se tornou possivel a producdo de p&o. Dois mil anos depois, apos
difusdo pela Asia, os chineses utilizavam o gréo para a elaboracio de comidas
tipicas da época (Flandrin & Montanari, 1998 apud Conab, 2017; Abitrigo, 2018).

Apoés a disseminacao pela Europa, com a chegada dos colonizadores

europeus a América, o trigo foi introduzido ao Brasil, em 1534, por Martim Afonso
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de Sousa na capitania de S&o Vicente. A partir disso, o cereal passou a ser
cultivado nos estados de S&o Paulo e Rio Grande do Sul, no século XVII,
adquirindo importancia econémica (Neves, 2005).

A historia do trigo no Brasil esta atrelada ao afronte a doencas, e a
primeira a ter forte incidéncia foi a ferrugem, no século XIX. A difusdo do trigo
adveio em decorréncia das atividades migratérias, porém, sem a preocupacao
de introduzir variedades que fossem resistentes a moléstias, o que iniciou uma
decadéncia na triticultura, no periodo citado. Em busca do reestabelecimento da
cadeia produtiva de trigo, o governo, pés-Revolucdo de 1930, concedeu
incentivos financeiros aos agricultores. Porém, foi apenas na década de 1960
que a partir da criagcdo da Comissdo de Compra do Trigo Nacional, uma politica
de importacao e esfor¢os de pesquisa foi estabelecida na busca por variedades
com resisténcia a ferrugem, onde o pais observou resultados de crescimento no
setor (Café et al., 2003).

No inicio da década de 1990, com a liberalizacdo do mercado e a livre
importagdo de trigo pela iniciativa privada, o trigo nacional ndo se mostrou
competitivo frente ao importado, baixando pregos. A Argentina é o principal
fornecedor de trigo para o Brasil, e a competitividade entre a producdo desta e a
brasileira ndo se deve a maiores produtividades ou maior qualidade dos gréaos,
todavia do menor custo de producgéo, sobretudo pelo menor uso de fungicidas e
fertilizantes (da Cunha, 2009).

Recentemente, o cenério triticola nacional estd demonstrando uma
expansdo da cultura para outras fronteiras agricolas, fugindo da quase
exclusividade da regido sul para o centro-oeste. A ampliacdo da area total de
cultivo mostrou-se expressiva para a regido centro-oeste, onde foi observado
incremento superior a 43% na safra 2019/20 em relacdo a safra anterior, além
de acréscimo de 47% na producéo (Conab, 2019). E possivel atingir altos tetos
produtivos, quando irrigado, porém, o grande diferencial da regiao central se da
na qualidade do gréao, apresentando classes pédo e melhorador (tipo 1 e 2), em
sua grande maioria (Conab, 2017). Essa qualidade é possivel devido a
condi¢cdes climaticas secas, que propiciam condicbes menos favoraveis ao

desenvolvimento de doencgas, principalmente fungos.
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2.2. Classificacéo e caracterizacdo botanica do trigo

O trigo pertence a familia Poaceae (graminea), tribo Triticeae, subfilo
Triticum, que possuem o namero basico de sete cromossomos, com diferentes
niveis de ploidia, incluindo espécies dipléides (2n=14, genoma AA), tetraploides
(2n=28, genomas AABB) e hexaploides (2n=42, genomas AABBDD). As
espécies cultivadas comercialmente em grande escala sdo do tipo hexapléide
Triticum aestivum L., que possui trés genomas distintos e o tipo duro tetraploide
Triticum durum L. (Jauhar 1993; Moraes-Fernandes 1982). Estima-se que 0
cereal tenha surgido ha cerca de 10 mil anos, quando ocorreu a hibridizacao
natural entre o tetraploide (Triticum turgidum; 2n = 28) e uma graminea selvagem
(Aegilops tauschii; 2n = 14) (Pont & Salse, 2017; El Baidouri et al., 2017; Venske
et al., 2019).

O sistema radicular desta cultura é composto por raizes seminais,
permanentes e adventicias, com funcdes de fixacdo, assimilacdo de nutrientes
e absorcédo de agua. A folha € composta pela bainha, lamina, ligula e auricula
pilosa e estdo dispostas em forma alternada no colmo da planta, de modo a
interceptar luz. O colmo, por sua vez, € oco e cilindrico e 0s novos colmos
emitidos, durante a fase de afilhamento, sdo denominados afilhos (Oso6rio, 1992).
A inflorescéncia do trigo € uma espiga composta onde, no raquis, as espiguetas
estdo alternadas e opostas. A espigueta possui flores, sendo cada uma formada
por uma lema e uma palea, podendo conter arista ou ndo. Entre a palea e a lema
se encontra o gineceu (ovario, estilete e estigma) e o androceu com trés estames
(filete e antera). S&o nessas estruturas que, apos a fecundacédo, se formam os
graos (Scheeren, 2011).

Em relacé&o ao desenvolvimento da cultura, na regiao sul, maior produtora
do cereal no pais, o ciclo do trigo varia entre genotipos, contudo, é cultivado do
outono a primavera (Walter et al., 2009). O crescimento e desenvolvimento das
folnas ocorrem durante o periodo de inverno, periodo fundamental para a
inducao da floragcéo, onde temperaturas do ar de -1,3°C; 4,9°C e 15,7°C, sendo
minima, o0tima e maxima, respectivamente, induzem a vernalizagdo, acelerando
ou reduzindo o tempo para atingir florescimento (Porter & Gawith, 1999 apud

Alberto et al., 2009). Assim, o florescimento e enchimento de graos tem
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ocorréncia na primavera, onde temperaturas mais amenas Sao essenciais na
translocacao de foto assimilados para enchimento de graos.

O ciclo da cultura do trigo pode ser dividido em trés fases, sendo elas:
vegetativa, que compreende a formagdo do colmo e primoérdios foliares;
reprodutiva, subdividida em fase inicial e final, que vai da iniciacédo floral até
antese; e enchimento de grdos que compreende o periodo da antese a
maturacdo (Slafer & Rawson, 1994). Buscando facilitar a identificacdo destas
fases, algumas escalas de desenvolvimento da cultura foram descritas, sendo a
de Feekes (1940) modificada por Large (1954) e a de Zadoks, Chang e Konzac

(1974) as mais comuns (Figura 1).
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Figura 1. Escala de desenvolvimento do trigo de Feekes (1940) e Zadok et al.
(1974).

2.3. Brusone do trigo

Entre todas as doencas fungicas que acometem as plantas, a brusone
(Magnaporthe oryzae), que é muito conhecida pelas perdas causadas no arroz
e mais recentemente no trigo, é para muitos pesquisadores a mais importante
na atualidade (Dean et al., 2012). A brusone, identificada pela primeira vez no
Brasil em 1985 no estado do Parana (lgarashi et al., 1986), nos anos seguintes
se espalhou por estados vizinhos abrangendo uma area que vai do Rio Grande

do Sul até o cerrado brasileiro no estado de Goias (Goulart et al., 1990; Ceresini
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et al., 2019). Apds pouco mais de 10 anos dessa expansao no territério nacional,
a area geografica de incidéncia da brusone do trigo chegou a paises vizinhos
como Argentina, Paraguai e Bolivia (Kohli et al., 2011; Maciel et al., 2014).

Esta moléstia ja foi restrita a América do Sul, porém no ano de 2016,
relatorios de pesquisadores identificaram a ocorréncia desta no continente
asiatico, mais precisamente em Bangladesh. Ao que tudo indica, grandes
possibilidades de se espalharem pelos campos de cultivos de paises vizinhos,
uma vez que em menos de um ano apos entrar no continente asiatico ja foram
relatados casos na india (Tosa et al., 2016).

A brusone do trigo é causadora de perdas de producdo que em média
causam perdas entre 10% a 13%, porém podem chegar a 100% além da
deterioragdo da qualidade dos grédos (Goulart et al., 2007). O sintoma mais
comum ocorre espiga durante ou ap0s o espigamento causando a nao formacéao
ou um murchamento e mal desenvolvimento dos graos, porém € importante
destacar a funcdo epidemiolégica que ha no momento em que ataca folhas,
principalmente no estagio de plantula (Cruz et al., 2015).

Com as perdas recorrentes e grande destruicdo causada pela doenca,
muitos estudos foram realizados para encontrar fontes de resisténcia, chegando
a desenvolver cultivares, porém ndo houve genoétipos com uma resisténcia
completa ou duravel (Cruz, Valent, 2019). Estes genotipos hoje apresentam
suscetibilidade em alguns ambientes e em certas severidades da doenca
(Urashima et al., 2001; Urashima et al.,, 2005). Além disso, ha uma grande
variedade de cepas existentes. Existem programas largamente engajados no
desenvolvimento de novas linhagens resistentes, mas ainda ha de ser visto o
quao longe a resisténcia destes genoétipos conseguird manter-se efetiva com as

informacdes que temos disponiveis no momento.

2.3.1. Taxonomia e origem do patdégeno

O complexo de moléstias de espécies do género Magnaporthe causa
doencas em mais de 50 espécies de gramineas, e entre elas est4 a espécie a
qual o trigo é hospedeiro. Ap6s anos de estudos taxondmicos examinando
patogenicidade, compatibilidade, especificidade e morfologia, em 2011

pesquisadores chegaram a um consenso concordando que a nomenclatura para
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o fungo agente causador da brusone do trigo € Magnaporthe oryzae Catt, estadio
teleomorfico de Pyricularia oryzae Cavara (Couch e Kohn 2002; Zhang et al.,
2016). Esta moléstia pertence ao filo Ascomycota, classe Sordariomicetes,
ordem Magnaporthales e familia Magnaporthaceae.

Dentre a espécie Magnaporthe oryzae h& uma subpopulagédo
Magnaporthe oryzae patotipo Triticum (MoT) que o difere das populacbes que
afetam o arroz (patotipo Oryzae - MoO), o azevém (patotipo Lollium — MolL), o
milheto (patotipo Eleusine) entre outras.

Diversos estudos tem sido elaborados para elucidar a origem deste
patdgeno e algumas teorias foram lancadas. Foi sugerido que a origem do fungo
gue causa a brusone no trigo pode ter ocorrido a partir de infeccédo cruzada e
interfertilidade entre cepas do fungo originados de diferentes gramineas
hospedeiras que se estabelecem proximas a campos de trigo (Pereira et al.,
2014; Urashima et al., 1993). Esta hipdtese é baseada no fato de que isolados
encontrados no trigo podem infectar uma diversa gama de outras gramineas das
tribos Hordeae, Festuceae, Aveneae, Chlorideae, Agrosteae and Paniceae.
Além disso, pesquisadores citam a proximidade fisica entre o trigo e estas
espécies em condi¢cdes de campo como facilitadores de trocas genéticas entre
populacdes de Pyricularia (Urashima et al., 1993; Stukenbrock and McDonald,
2008).

Outra hipbétese € a emergéncia via troca de hospedeiro, onde uma
populacdo de Pyricularia infectante de Lolium infectou cultivares de trigo,
identificados por analises de variacdo genética. Neste modelo, os isolados
carregavam os alelos de aviruléncia PWT3 e PWT4 e infectaram uma cultivar de
trigo suscetivel que carregava o alelo rwt3 conferindo suscetibilidade (Inoue et
al., 2017). Essas cultivares suscetiveis foram largamente cultivadas
posteriormente causando a epidemia ocorrida no Brasil. Mais tarde, selecdes
com esse alelo rwt3 favoreceram a emergéncia de cepas do patégeno com alelos
PWT3 nao funcionais (Ceserini et al., 2019).

Ainda, alguns autores acreditam que houve diversas originacdes de
diferentes hospedeiros do fungo que causa brusone no trigo. Os autores citam a
falta de especificacdo estrita por hospedeiro nas mais recorrentes

subpopulac¢des do patdégeno adicionado a um muito provavel fluxo de genes



15

entre diferentes popula¢gbes e eventos de introgressdo (Castroagudin et al.,
2017; Gladieux et al., 2018).

2.3.2. Ciclo dadoenca

A ocorréncia e a intensidade da brusone séo altamente influenciadas pelo
ambiente. As condicBes Otimas para o desenvolvimento da doenca sao
molhamento superior a 10 h e temperatura proxima a 25 °C do inicio do
emborrachamento até o final do enchimento de graos.

A brusone do trigo é uma doenca necrotréfica, que causa uma doenca
policiclica (sitios doentes podem gerar novos sitios doentes) em folhas de trigo
e pode sobreviver em diversos ambientes (Dias Martins et al., 2004). As plantas
nativas e infestantes sdo hospedeiros secundarios, como por exemplo, a
Digitaria sanguinalis, Setaria geniculata e Brachiaria decumbens (Cruz, Valent,
2019). Estas sdo importantes fontes para a sobrevivéncia do fungo, sendo
consideradas as principais, pois através desses hospedeiros secundarios o
patébgeno pode sobreviver na entressafra quando o hospedeiro principal esta
ausente.

Quando néo faz uso dos hospedeiros secundarios, abriga-se nos restos
culturais de plantas cultivadas permitindo a posterior infeccdo das plantas de
trigo ou ainda outras espécies da familia Poaceae, incluindo arroz, cevada e
centeio (Choi et al.,, 2013). O patégeno também pode ser encontrado
sobrevivendo na forma de micélio dormente no interior de sementes ou na
superficie das mesmas, fazendo com que essa seja outra fonte de in6culo
primario, permitindo que o patégeno avance para novas areas (Reis et al., 1998).

As primeiras etapas do ciclo de vida da M. oryzae iniciam-se quando o0s
conidios produzidos nas lesdes dos hospedeiros secundarios sao disseminados.
Nessas lesGes séo produzidos conidioforos aéreos, onde se formam os conidios
nas suas extremidades em arranjo simpodial, originando o ind6culo para os
proximos ciclos da infeccéo (Prabhu; Filippi et al., 2006). A disseminacéo pode
ocorrer principalmente através do vento, que € responsavel pelo transporte do
fungo a longas distancias, ou ainda, através de respingos de agua da chuva,

orvalho e/ou umidade relativa do ar acima de 100%, que caem sobre folhas e
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espigas de trigo vizinhas, dando inicio ao ciclo secundéario da doenca (Urashima
et al., 2007; Talbot, 2003).

Os esporos produzidos nas lesdes da planta hospedeira, quando entram
em contato com a agua, liberam toxinas nos conidios que possuem uma
cobertura mucilaginosa composta por carboidratos e glicoproteinas
(principalmente manosil e glucosil). Estas permitem a aderéncia dos conidios na
superficie da folha do hospedeiro e provocam a morte das células da planta pelas
hifas que se desenvolvem no tecido do hospedeiro (Howard. Valent, 1996;
Prabhu, Filippi, 2006; Ebbole, 2007).

Em condi¢cdes de alta umidade comeca a ocorrer a degradacdo de
carboidratos e o tubo germinativo dos conidios é emitido em torno de 30 a 120
minutos apos o contato com a agua, podendo ser produzido a partir da célula
basal ou apical (Prabhu; Filippi, 2006; Ribot et al., 2008). Apés a germinagéo, o0
tubo germinativo achata-se e prende-se ao hospedeiro antes do inicio da
producdo de estruturas especializadas que possibilitam a infeccdo, chamadas
de apressorios. Os apressorios permitem a adeséo e infec¢ao do tecido na planta
(Tuker; Talbot, 2001), sendo responsavel pela penetracao do fungo nas células
epidérmicas em menos de 24-30 horas apos a inoculacao (Ribot et al., 2008).

A penetracgéao, para infec¢ao do fungo, ocorre através da cuticula da planta
onde o fungo coloniza os tecidos através de uma pressdo de turgor de
aproximadamente 80 atm exercida pelo apressorio. Posteriormente ocorre a
melanizacdo do apressorio e o desenvolvimento substancial da pressédo de
turgor, que rompe mecanicamente a superficie externa da planta, permitindo a
internalizacdo do patdgeno e a sua diferenciacdo em uma hifa especializada
chamada de grampo de conexéo (Ebboole, 2007; Pagani, 2011).

O grampo se torna um condutor para mover o conduto nuclear e
citoplasmatico do apressorio para a hifa primaria em desenvolvimento. A hifa
infectiva utiliza os plasmodesmas na parede celular para alcancar as células
vizinhas formando hifas infectivas secundarias para colonizar as ceélulas
(Kankanala et al., 2007), resultando na colonizacdo do tecido invadido e na
formacao das lesbes (Prabhu & Filippi, 2006). Desta forma, a colonizacao intra
e intercelular da folha produz les6es necroticas que irdo esporular, a partir das

quais o fungo produzird novos conidios assexuais que serdo disseminados para
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formacao de novas lesdes em novas folhas e/ou plantas entre 72 e 96 horas
apos a infeccéo (Ribot et al., 2008).

A brusone do trigo, por ser uma doenca policiclica, produz até 20.000
conideos, por meio de infeccdo dos sitios adjacentes aqueles previamente
doentes. Assim, o progresso da doenca pode ser explicado tanto pelo aumento
de novas les@es (via horaria) quanto pelo crescimento das lesfes existentes (via
anti-horaria) (Bergamin Filho 1995; Pagani, 2011).

2.3.3. Sintomatologia

O patégeno causa lesdes em todos os 6rgaos aéreos da planta, incluindo
folhas, colmos, bainhas, nds, pedinculo e glumas, e, além disso, o patégeno
também infecta as sementes, sendo o principal meio de transmisséo da doenca
(Igarashi, 1988). Entretanto, os sintomas mais caracteristicos e que resultam em
maiores danos da brusone do trigo ocorrem nas espigas (Urashima, 2010).

Quando a doenca ocorre nas folhas da planta, a sintomatologia da
brusone do trigo € bastante caracteristica. Apresenta-se como pequenas lesdes
elipticas de coloracao castanha que aumentam de tamanho rapidamente sempre
acompanhando a nervura da folha, onde existe maior concentracdo de umidade
(Lima, 2004). A evolugéo da doencga resulta em uma lesdo esbranquigada com
margens castanho-avermelhada e centro acinzentado, correspondente a
esporulacdo do patégeno que pode ocorrer em condicfes climaticas favoraveis
(Toledo; Escobar, 2002). Com isso, plantas com suas folhas severamente
atacadas entram em senescéncia precocemente devido a reducdo da sua area
fotossintética ativa (Picinini; Fernandes, 1995).

Nas glumas, as lesGes causadas pela brusone do trigo sdo elipticas-
ovaladas de coloracéo castanha nas bordas com o centro esbranquicado, e em
condi¢cbes de clima favoravel também € possivel visualizar a esporulacdo do
patdogeno pela observacdo da cor acinzentada. Essas caracteristicas sé&o
facilmente confundidas com manchas causadas por outros fungos, como por
exemplo, “giberela” (Gibberella zeae (Schow.) Petch; anamorfo: Fusarium
graminearum Schw.) (Serfling et al, 2017). Quando as infeccbes acometem estas
areas, causam ma formacao das sementes em desenvolvimento, que aparentam

estar sadias depois do gréo formado, entretanto, tornam-se murchas e com o
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endosperma contaminado pelo fungo, assim favorecendo a transmissao do
patogeno (Toledo; Escobar, 2002).

Os principais sintomas e a forma mais destrutiva da doenca ocorrem nas
espigas devido a infeccdo do patdgeno na raquis, onde é observada uma lesédo
de coloracao preta brilhante com formato irregular (lgarashi, 1988). Essas lesdes
resultam em uma necrose no ponto de infeccdo da raquis, impedindo a
translocacdo da agua e nutrientes essenciais para o desenvolvimento da espiga,
causando um secamento prematuro a partir deste ponto de infec¢ao para cima,
gue, e como consequéncia, provoca o branqueamento parcial ou total da espiga
imediatamente acima da lesao, limitando o desenvolvimento normal dos graos
(Goulart et al., 2007).

A doenca pode se manifestar em qualquer momento do desenvolvimento
da planta. As infeccdes tardias da espiga durante a maturagéo ocasionam danos
menores, enquanto danos maiores ocorrem no espigamento, que prejudicam a
formacao dos gréos e reduzem o rendimento, pois mesmo quando ha producéo
de grdos nessas espigas, 0S mesmos tornam-se pequenos, enrugados,
deformados e com baixo peso, caracteristicas que os tornam inutilizaveis para
comercializacdo e utilizacdo humana, causando o maior dano econémico na

cultura do trigo (Igarashi; Balan, 2004; Cruz et al., 2009).

2.3.4. Controle da doencga

A brusone do trigo é considerada uma doenca de dificil controle e tem sido
um dos principais problemas para o cultivo de trigo (Urashima et al., 2004).
Inimeros trabalhos ja foram realizados com o intuito de minimizar o impacto
deste patdégeno, e é necessario um conjunto de técnicas e medidas a serem
aplicados integradamente com as praticas agronémicas, para reduzir a
populacdo do patégeno a numeros toleraveis sem causar danos econdémicos
(Prabhu & Filippi 2006).

De modo geral, a reducdo dos danos causados pela doenca pode ser
obtida através do uso de um conjunto de medidas culturais, praticas, quimicas e
genéticas. Dentre elas, pode-se citar a incorporacdo de restos culturais,
eliminacdo de plantas hospedeiras, utilizacdo de sementes de boa qualidade e

tratamento quimico de sementes, rotacdo de cultura, plantio em época menos
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favoravel & doenca, visando escapar de periodos chuvosos no inicio do ciclo da
cultura. Além disso, também é indicada a diversificacdo de cultivares com o uso
de genotipos resistentes e menos suscetiveis ao patdégeno e pulverizacdo com
fungicidas, o qual deveria ser usado como medida complementar as anteriores,
cuja eficacia é dependente da intensidade da doencga, decorrente das condi¢gbes
meteoroldgicas (Pagani, 2011).

Hoje o controle quimico é a principal alternativa adotada para o controle
da doenca, entretanto, sua eficdcia de controle € considerada baixa, pois 0s
fungicidas disponiveis atualmente sé@o ineficazes sob alta pressdo da doenca e
sao parcialmente eficazes sob infeccdo moderada a baixa dos isolados de trigo
(Goulart, 2005; Maciel et al., 2014). Essa baixa eficacia esta associada as
dificuldades na cobertura do alvo, a efetividade do principio ativo utilizado, as
condi¢cbes de ambiente no momento da aplicacéo, ao grau de suscetibilidade das
cultivares e ao desenvolvimento de resisténcia a fungicidas (Cruz et al., 2011;
Mottaleb et al, 2018).

Sendo assim, o controle quimico pode ser realizado como aplicacédo
preventiva-erradicante em regides de risco e tradicional ocorréncia de danos,
guando as condicdes estiverem favoraveis, com aplicacéo de fungicidas na parte
aérea, no inicio do espigamento e, se necessario, reaplicar no intervalo de 7 a
10 dias (Pagani, 2011; Venancio et al., 2015). Além disso, o tratamento de
sementes é uma opcado, na qual se objetiva destruir ou inativar os patégenos
presentes nas sementes através de métodos fisicos e quimicos. Com esta
pratica havera protecdo das plantulas nos estadios iniciais de desenvolvimento
da cultura, reduzindo a transmissdo do patégeno das sementes para a parte
aérea do trigo (Reis & Forcelini, 1994).

Trés fungicidas sao indicados para o controle da brusone do trigo na parte
aérea da cultura, séo eles: tebuconazol (250 g i.a hat), metconazol (81 g i.a ha
1) e piraclostrobina + epoxiconazol (133 + 50 g i.a ha!) (Pizolotto, 2019) ou ainda,
de acordo com os resultados da Reunido da Comisséo Brasileira de Pesquisa
de Trigo e Triticale (2019) os fungicidas de melhor desempenho foram os que
continham mancozebe em sua formulagéo.

As medidas de controle da brusone do trigo, como demonstrado, ainda
sao ineficazes e dependem da conjugacéao de medidas que devem ser adotadas

adequadamente e no momento oportuno. Considerando-se a escassez de
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materiais do hospedeiro com niveis eficazes de resisténcia genética, a natureza
policiclica e explosiva da doenca e a incompleta protecdo quimica fornecida
pelos fungicidas, o manejo integrado deve incluir medidas preventivas para
minimizar a severidade da doenca durante a conduc¢do da cultura. Além disso, o
uso de fungicidas deve garantir a sustentabilidade econdmica e ambiental da
atividade agricola. Por isso, se a doenca nao ocorrer e/ou se nao for
economicamente viavel seu controle, nao se justifica aplicar fungicida, pois essa

pratica contribui para a poluicdo ambiental e aumenta o custo de producéo.

2.4. Melhoramento para resisténcia a brusone no trigo

A resisténcia genética do trigo a brusone é considerada como qualitativa
onde mais de uma regido do genoma atua na defesa da planta, porém, tem
demonstrado seguir também uma relacdo gene-a-gene entre genes de
resisténcia R do hospedeiro e genes raca-especificos de aviruléncia do
patdégeno, relacao similar ao que afeta o arroz (Flor et al., 1971; Ahn et al., 2015).
Além disso, a patégeno tem sido reportada com mudltiplas racas entre isolados
coletados e com interacdo entre isolados e cultivares (Urashima et al., 2004).
Estas informacdes sdo cruciais uma vez que o trigo apresenta um numero
extremamente limitado de genes R identificados (Cruz et al., 2016).

E importante salientar que a doenca pode afetar tanto a folha quanto a
espiga do trigo, em diferentes estagios de desenvolvimento o que, segundo
estudos, demonstram fraca correlacdo levantando a hip6tese de haver diferentes
mecanismos de resisténcia (Cruz et al., 2012). Até o presente momento, oito
genes de resisténcia foram identificados contra brusone, sendo: o0 gene Rmg2
(cromossomo 7A) e Rmg3 (6B), identificados em trigo hexaploide na cultivar
Thatcher (Zhan et al., 2008); os genes Rmg7 (2A) e Rmg8 (2B), de trigo
tetraploide (T. durum) e trigo hexaploide respectivamente, que reconhecem o
mesmo gene de aviruléncia AVR-Rmg8 (Tagle et al., 2015; Anh et al., 2015) ; os
genes Rmgl (1D) e Rmg6 (1D) (Takabayashi et al., 2002) e os genes Rmg4 e
Rmg5 (Nga et al.,, 2009). Estes genes, porém, conferem resisténcia sob
condi¢cbes naturais de infeccdo o que tem causado a superacao de resisténcia

em alguns genoétipos com isolados mais agressivos da doenca, como
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infelizmente diversos estudos sugerem para Rmg2, Rmg3 e Rmg7 (Islam et al.,
2019).

Em adicdo aos genes, foi identificado um segmento de cromossomo, a
translocacdo 2NS. Este segmento cromossomal foi introduzido de Aegilops
ventricosa (Zhuk.) como reposicao da regido distal de 2AS para utilizar os genes
de resisténcia a ferrugem Lr37, Sr38 e Yrl7 (Helguera et al. 2003). Mais tarde
foi descoberto que outros genes de resisténcia estao presentes nesse segmento,
incluindo Cre5 para resisténcia a nematoide do cisto em cereais (Jahier et al.
2001) e Rkn3 para resisténcia a nematoides de n6 da raiz (Melodoigyne)
(Williamson et al. 2013). Este fragmento ja foi inserido em algumas cultivares,
derivadas da linhagem “Milan” do CIMMYT, os quais tem demonstrado altos
niveis de resisténcia para a resisténcia a brusone do trigo, porém nem todos os
genodtipos que possuem esse segmento possuem resisténcia, o que deve ser
muito bem analisado por melhoristas durante a selecéo (Tellez et al., 2018).

Dito isto, é importante ser cauteloso na selecdo do material genético
paterno. Manter protocolos de inoculagdes padrdes sdo essenciais nos testes de
reacdo a doenca buscando poder comparar informacfes entre diferentes
estudos e obter dados mais precisos quanto aos niveis de resisténcia. Além
disso, € sugerido que a instabilidade de resisténcia perante aos gendtipos ocorra
pelo uso de cultivares com resisténcia em diferentes areas de cultivo que estédo
submetidas a outras ragas do patdgeno (Urashima et al., 2014, Castroagudin et
al., 2016).

Assim, em acordo com Vales et al. (2018) alguns elementos devem ser
considerados para elaborar um programa de melhoramento bem sucedido como
namero de genes envolvidos, tipo de dominéncia da resisténcia, nivel de
resisténcia pra cada nivel de observacdo (campo, casa de vegetacao, etc...),
interacdo especifica e durabilidade da resisténcia. Portanto, as tecnologias
atuais devem ser amplamente utilizadas na descoberta de novas fontes de
resisténcia, dentre elas plataformas de fenotipagem e métodos de melhoramento

avancados, como speed breeding (Cruz et al., 2017).
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3. Objetivo

Revisar a dindmica da moléstia da brusone no trigo e elucidar
caracteristicas genéticas deste cereal, que possam ser Uteis ao melhorista
durante o processo de selecdo de constituicbes genéticas com resisténcia a

brusone.

3.1. Objetivo especifico

Realizar uma meta-analise para estimar Locos de Caracteres
Quantitativos de resisténcia a Magnaporthe oryzae em trigo com intervalo de
confianca de 95% considerando o numero de linhagens e a variacéo fenotipica

explicada individualmente pelos QTL de cada estudo.
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4. Materiais e métodos

4.1. Pesquisa e coleta de QTL de resisténcia a brusone

Uma extensiva revisao bibliogréfica foi realizada em diversas plataformas
em busca de publicacdes referentes a QTL mapeados de resisténcia a brusone
do trigo. No total foram revisados 30 QTL de linhagens unicas, obtidos de trés
anicos e recentes artigos publicados (Ferreira et al., 2020; Goddard et al., 2020;
He at al., 2020), onde incluem-se experimentos a campo em diferentes paises e
outros conduzidos em casa de vegetacdo com fotoperiodo e temperatura
controlados.

As constituicBes genéticas utilizadas nos estudos variam entre cultivares,
linhagens de programas de melhoramento mexicanos, brasileiros, asiaticos e
selvagens. Os QTL encontrados referem-se a populagcdes bipaternas
abrangendo duplo-haploides (DH) e linhagens isogénicas recombinantes (RILS).
Para cada um destes QTL foram coletadas as seguintes informacdes, baseado
na tabela sugerida por Venske et al 2019: a) gendtipo fonte de resisténcia; b) tipo
de populacdo (RIL ou DH); ¢) numero de linhas derivadas do cruzamento das
populacdes; d) marcador (es) (Unico ou flanqueadores); e) cromossomo; f)
posicdo em centimorgans; g) Logaritmo da probabilidade (LOD Score) e h)
porcentagem da variancia fenotipica explicada pelo QTL (R?).

4.2. Desenvolvimento do Mapa Consensual

O desenvolvimento do Mapa Consensual foi feito a partir da unido de
diversos e distintos mapas para a projecdo dos QTL coletados, uma vez que
estes usam diferentes tipos de marcadores. Para a escolha dos cinco mapas
utilizados, foram avaliados os que apresentassem a melhor cobertura dos
marcadores usados para mapear os QTL.

Desta forma, os mapas obtidos, todos ja consensuais, provieram de
diferentes fontes sendo elas: a Diversity Arrays (www.diversityarrays.com) que
detém a tecnologia de marcadores DArT adquiridos com o mapa “Wheat
consensus map 4.0”; os mapas da publicacdo de Wang et al. (2014) e a de
Cavanagh et al (2013) para marcadores SNP avaliados pela plataforma
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lllumina® 9K iSelect Beadchip Assay and lllumina® iSelect 90K SNP Assay além
dos mapas dos estudos de Goddard et al. (2020) e He et al. (2020) para alguns
marcadores SSR e SNP usando dois arranjos Axiom, “The Breeders' 35K
Axiom® Array” e “Axiom Wheat HD Genotyping Array”. Para construgdo do mapa
consensual foi utilizado o programa R aplicando o pacote LPmerge (Endelman
and Plomion, 2004).

O pacote LPmerge usa programacao linear para criar o mapa consensual.
O importante em relacdo a este pacote é que em caso de inconsisténcia entre
0S mapas, principalmente relacionadas a ordenagcdo dos marcadores, o
LPmerge resolve o conflito sem diminuir o comprimento do mapa. Entre os
possiveis mapas desenhados pela estatistica, foram escolhidos os que
apresentavam a menor meédia e desvio padrdo para o desvio padrao dos

residuos.

4.3. Projecado dos QTL e Meta Analise

Ap0s a geracdo do mapa consensual, a partir dos marcadores presentes
nele, foi possivel projetar 29 dos 30 QTL coletados. O intervalo de confianca de
95% (CI) para cada loco foi calculado para a projecdo dos QTL, utilizando as

equacdes seguintes para cada situacdo envolvendo as diferentes populacdes

mapeadas,
. _, 163
RILS: Cl =)
L _, 287
Duplo Haploides: Cl= ((NXRZ))

sendo N o numero de linhagens na populagdo mapeada e R? a percentagem de
variagcado fenotipica explicada pelo QTL. As informacdes dos valores de CI
encontram-se na tabela 2 juntamente a seus respectivos QTL.

A partir da obtencdo de todos os dados das etapas relatadas
anteriormente, sendo posicao original em cM, LOD score original, R? original, ClI
calculado e posicdo no mapa consensual calculada foi possivel projetar os QTL

diretamente no mapa consensual desenvolvido usando o software BioMercator
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v4.0 (Arcade et al. 2004). A meta-analise foi realizada individualmente por
cromossomo, onde o software mencionado atua na mistura dos mapas genéticos
através de um processo de projecdo homotética dos locos em comum como
descrito por Arcade et al. (2004) e aplicado por Liu et al. (2009).

Para a classificacdo dos Locos de Carateres Quantitativos, foi
estabelecido que os QTL pertenceriam a diferentes clusters se nenhuma das
regides com CI estimado se sobrepusesse, ou se estivessem a mais de 20 cM
de distancia entre eles, ou ainda se apenas um QTL fosse identificado na
determinada regiao (Liu et al. 2009).

5. Resultados

Dos cinco mapas genéticos utilizados, apods aplicada a metodologia do
pacote LPmerge, um total de 86.912 locos foram apresentados originados de
marcadores DArT, SSR e SNPs. Houve uma variagdo no comprimento entre 0os
cromossomos, onde o maior comprimento foi identificado no cromossomo 4A
com 461,73 cM e a menor no 4D com 170,42 cM, apresentando uma média de
304,17 cM. Em relacdo ao niamero de marcadores, 0 CromosSsomo com maior
namero destes foi 0 2B, apresentando 16.847 e o com menor numero foi o 4D

com 1.426, com uma média total de 7.901 marcadores (Tabela 1).

Tabela 1. NUmero de marcadores e comprimento de cada grupo de ligacdo onde

foi identificado pelo menos um QTL.

Grupo de Ligacéo

(Cromossomo) Comprimento (cM) NUmero de marcadores
1A 319,13 7.307
2A 385,46 8.910
2B 271,47 16.847
3A 238,72 6.842
4A 461,73 7.812
4B 270,41 4.062
4D 170,42 1.426
5A 312,94 6.390
5B 219,77 10.632
6A 370,43 8.004

7B 325,34 8.680
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MEDIA 304,17 7.901
TOTAL 3345,82 86.912

A pesquisa realizada com as publicacdes de estudos de QTL em brusone
do trigo resultou na caracterizacdo de QTL presentes em pelo menos um
subgenoma por cromossomo (Tabela 2). Entre todos os subgenomas o que
ocorreu com maior frequéncia foi o subgenoma A com 20 QTL, correspondendo
a dois tercos do total de QTL, seguido pelo subgenoma B com nove e D com
apenas um QTL. Em relagdo aos cromossomos, 0 cromossomo 2 teve o maior
namero de QTL mapeados, com um total de 16, sendo 13 destes no subgenoma
A, seguidos pelo cromossomo 4 com cinco QTL onde trés destes estdo

presentes no subgenoma B.
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Tabela 2. Base de dados de QTL coletados para o estudo contento niumero do QTL (QTL), fonte do QTL de resisténcia (Fonte),
populagéo (Pop), numero de linhas (Lin), marcador da direita (Marc D), marcador da esquerda (Marc E), cromossomo (Cr), posicéo
(Pos), variacao fenotipica (R2), referéncia (Ref), intervalo de confianca original do QTL em cM (QTL CI), posi¢cao do QTL em cM no

mapa consensual (M. Con), intervalo de confianca inicial 95% (CI-I), intervalo de confianca final 95% (CI-E).

QTL Fonte Pop Lin Marc D Marc E Cr Pos LOD R2 Ref QTL ClI M. Con Cl-1 Cl-F
1 Anahuac  RIL 188 o, S0 1A 524 30 104 CodEdetal g 0.00 0.0 4.17
2 Caninde#l RIL 298 1043336 5370345 1A 11  >2 4  Heetal2020 1367  7.59 0.75  14.43
3 C?E'T““ngfzm DH 107 g, 4'?;3,’26 Barc212 2A 075 50 323 Fe”zeggoet al g3 2346 1931 2761
g CBRuSEM pyogo7 A . Bac212  2A 075 58 204 OSreA g315 2346 1689 30,03
5 CORUSAMM by 107 g pveo.  Barc2l2  2A 075 227 29 oS go4 2346 2184 25.08
6  CBRUSMUM oy a7 AT . Barc2i2z  2A 075 220 822 ORI 3a6 2346 2183 25.00
7 CBRUSSMM oy a7 AT . Barc2i2z  2A 075 155 573 L oola A 4 2346 2112 25.80
g CORUSAMM oy a07 M0 wms208(3) 2A 2 362 ss2  oelafd s 2.42 0.85 3.99
9 Cii”fgggm DH 107 952A0>§'120 o 43'2))(;656 2A 3 200  66.3 Ferrgggoet al 4.05 5.23 3.20 7.25
10 CBRUSMMM oy 107 e osaeeise 2A 6 40 280  ereRaetal g4 7.10 231 1188
11 C?ET\I”TSg;gm DH 107 ﬁ)é_saa Bsoogsese A 9 64 296 Ferrgggoet al 906 8.08 4.45 13.51
12 C?;\I“ngggm DH 107 4@3?172 o 47A1>;'890 A 12 101 416 Fe”gggoa al s45 1179 856 1501
13 O Tesa DH 107 oo l0 ouseoss 2A 3 73 s24 DRSS g2 523 109 936
14 CBRUSAUM - p g e - 2A 13 103 4ss remeraetal 555 4573 998 1548

ENTO025 95138903 94451172 2020
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QTL Fonte Pop Lin Marc D Marc E Cr Pos LOD R2 Ref QTL CI M. Con Cl-1 Cl-F

15 Caninde#1 RIL 298 3958902 1209870 2A 4.2 >3 32.03 He et al 2020 1.71 12.22 11.36 13.07
BR Terena AX- Goddard et al

16 18 RIL 188 94797910 2B 83.8 35 4.6 2020 18.85 114.00 104.58 123.42
BR Terena AX- Goddard et al

17 18 RIL 188 94484517 2B 98.8 3.4 19.6 2020 4.42 115.28 113.07 117.49

18 Alondra RIL 298 3064531 2269494 2B 306.9 >2 3.82 He et al 2020 14.32 88.95 81.79 96.11

19 Alondra RIL 298 1088469 1242936 3A 37.45 >2 4.1 He et al 2020 13.34 138.49 131.82 145.16
BR Terena AX- Goddard et al

20 18 RIL 188 94475087 4A 15.8 4.4 17.8 2020 4.87 207.23 204.79 209.67
BR Terena AX- Goddard et al

21 18 RIL 188 94926956 4B 129.4 4.0 7.9 2020 10.97 53.54 48.05 59.03
AX- Goddard et al

*%
BRS 179 RIL 188 94812592 4B 127.4 13.3 24.8 2020 3.50

22 Alondra RIL 298 1151382 6027240 4B 43.9 >2 4.53 He et al 2020 12.07 76.59 70.55 82.63

23 Caninde#1 RIL 298 1125184 1230255 4D 11.3 >2 3.9 He et al 2020 14.03 95.52 88.51 102.53
BR Terena AX- Goddard et al

24 18 RIL 188 95229410 5A  216.5 5.0 18.8 2020 4.61 34.22 31.91 36.53
AX- Goddard et al

25 BRS 179 RIL 188 94785956 5A 2335 10.4 16.8 2020 5.16 23.00 20.42 25.58
CBFusarium AX- AX- Ferreira et al

26 ENTO26 DH 107 95142453 94457166 5B 82 3.8 11.8 2020 22.73 80.27 68.90 91.64
BR Terena AX- Goddard et al

27 18 RIL 188 94812346 6A 103.1 3.2 5.9 2020 14.70 59.03 51.68 66.38
CBFusarium AX- AX- Ferreira et al

28 ENTO027 DH 107 95222583 94466287 7B 251 3.3 11.8 2020 22.73 257.92 246.55 269.29

29 Alondra RIL 298 1228818 1001752 7B 41.15 >3 5.48 He et al 2020 9.98 16.32 11.32 21.31

** QTL nao projetado
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Entre os artigos utilizados como fonte de QTL, dos 14 obtidos de Ferreira

et al. (2020), 12 estéo localizados no cromossomo 2A, entretanto apresentando
0s maiores Rz e LOD score, como é o caso do QTL5, QTL6, QTL7, QTL8 e QTL9
(Tabela 2). He et al. (2020) teve a maior distribuicdo de QTL entre os

cromossomos, porém com os menores valores de LOD score. Ainda, dos QTL

apresentados pelos autores, o que estd presente no cromossomo 2A,

representado pelo QTL15, explicou até 32,3% da variacao fenotipica. Todas as

cultivares genitoras utilizadas por Goddard et al (2020) proveram alelos de

resisténcia, destacando BR Terena 18 com o QTL17 no cromossomo 2B

explicando 19,6% da variacdo fenotipica, BRS 179 com o QTL25 no

cromossomo 5A explicando 16,8% e BRS Anahuac com o QTL1 explicando

10,4% da variagdo no cromossomo 1A (Tabela 2).
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Figura 2 — Projecéao de QTL no mapa consensual do cromossomo 1A.
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Nos cromossomos que apresentaram mais de um QTL, h& grande
proximidade entre eles, como observado nos mapas consensuais dos
cromossomos 4B e 5A. Em outros cromossomos, pode-se verificar que ha
sobreposicao de alguma regido, como os mapas dos cromossomos 1A, 2B e 2A,
este Ultimo evidenciando varias sobreposi¢ées (figuras 2, 3, 4, 7 € 9).
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Figura 3 — Projecédo de QTL no mapa consensual do cromossomo 2A.
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Figura 4 — Projecédo de QTL no mapa consensual do cromossomo 2B.

Em todos os casos mencionados anteriormente, ndo houve diferenciacao

dos QTL em clusters dentro de um mesmo cromossomo. O (nico cromossomo

com mais de um cluster foi o 7B, onde os dois QTL foram projetados com

aproximadamente 220 cM de distancia, sendo estes divididos (figura 12). Os

demais mapas consensuais, 3A, 4A, 4D, 5B e 6A, apresentaram um Unico QTL,

todavia representando um cluster cada (figuras 4, 6, 8, 9 e 11).
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Figura 5 — Projecdo de QTL no mapa consensual do cromossomo 3A.
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Figura 6 — Projecdo de QTL no mapa consensual do cromossomo 4A.
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Figura 7 — Projecédo de QTL no mapa consensual do cromossomo 4B.
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Figura 8 — Projecédo de QTL no mapa consensual do cromossomo 4D.
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Figura 9 — Projecédo de QTL no mapa consensual do cromossomo 5A.




37

0,00 1046721
ﬁ 0,00 1067819
\ 1,19 1088009
\ 540 2261202
\ 9/77 1094187
X 14,28 1118696
X 18,74 1005933
x 23/25 4408775
\ 27,78  wPt-0419
X 3224 2289413
X 3666 121521
x 41,12 3954510
\ 45,72 1119757
X 50,06 4537782
\ 5459 1352957

59 05 978564
x 63,55 5345419
X 68,01 1041543
\ 7252 3936618
X 76,97 3020378
N
\_\ 90’43 1058396

~— 94,91 oUuUS05Z
\ 9951 2278041
\ 103,83 1767257
x 108,28 1023913
\ 112,79 1093160
\ 117,22 1068215
\ 12221 984788
X 126,18 1112971
\ 130,71 1054614
x 135,15  wPt-2676
= 139,60 1123552
X 145,75 1114164
X 148,64 1129489

— \ 153,04 1218975

158/62 2275597

184,57 AX-95088918

E==— 18536 AX-94706213

(] 18615 AX-94405167

=~ T~—_ 192,64 AX-94503658

g 219,77  Excalibur_c96435_216

5B

QTL26

Vi

89,26
8926
89,84
89,84
90,44
90,64

91,54
91,54
92,11

92,69
92,69

94,41
94,41
95,52
95,52

M A

96,62
96,97
—— 97,38
97,38

97,62
97.99
99.01

99,85
—=__ 99,85

1121712
1671758
1063511
2252721
1205384
wsnp_Ex_c34252_42593715

1126745
2256000
1039997

983487
1012766

1103620
1314689

978449
1091608

Excalibur_c11797_118
D_GBUVHFX02FL2EB_186
BS00064447_51
Kukri_c26670_493

D_F5XZDLFO1DBHUA_161
1682336
Kukri_c50858_171

RAC875_rep_c113382_677
Kukri_rep_c105952_87

Figura 10 — Projecéo de QTL no mapa consensual do cromossomo 5B.
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Figura 12 — Projecao de QTL no mapa consensual do cromossomo 7B.

6. Discusséao

A doenca Magnaporthe oryzae, embora bastante conhecida no cenario

brasileiro, tem grande parte dos estudos de prevencao e tratamento focados

primariamente em controle quimico e cultural, tendo menos de uma dezena de

genes de resisténcia identificados e um baixissimo nimero de QTL mapeados

(vales et al.,

2018). Por outro lado, por ser uma doenca relativamente nova no

cenario mundial, pode-se e deve-se fazer uso de conhecimentos adquiridos ao

longo dos anos com estudos de outras doencas.

O caminho ja tracado para a doenc¢a de Fusarium graminearum no trigo é

um 6timo exemplo e poder ser seguido para a brusone. E sabido que, assim

como a giberela, diversos locos podem influenciar a expressédo da brusone no
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trigo, 0 que torna extremamente importante mapear precisamente essas regides,
saturando-as de marcadores o mais rapido possivel (Piek et al., 2017; Venske et
al, 2019).

E importante rever como as informagdes obtidas por pesquisadores
relacionadas a F. graminearum se apresentam: a) alto numero de QTL
mapeados; b) QTL de diferentes estudos referindo-se a mesma posicdo ou a
diferentes posicées, mas que na verdade representam diferentes locos ou o
mesmo loco; ¢) maioria dos estudos de mapeamento divergem em diferentes
aspectos; d) poucos locos utilizados para desenvolvimento de cultivares
resistentes (baixa aplicacdo pratica) (Venske et al., 2019; Buerstmayr et al.,
2014,).

Devidos as semelhancas a brusone do trigo, é interessante atentar aos
itens “b” e “c” citados anteriormente. E questionavel a quantidade de trabalhos
gue tém sido realizados na procura de QTL para a F. graminearum e resultado
em repetitividade de informacéo e baixo retorno cientifico (Islam et al., 2020).
Desta forma, para a M. oryzae, ainda ha tempo de evitar estes problemas, pois
quanto mais cedo puder ser elucidado cada QTL numa forma consensual, a
informacé&o sera mais precisa e util ao meio cientifico (Vales et al., 2017).

Em brusone, os genes identificados até agora, um total de oito, ndo
possuem marcadores relacionados ainda, o que cria um senso de urgéncia em
pesquisas nessa questdo (Ferreira et al., 2020). Além disso, alguns autores citam
0 uso de metodologias de baixa qualidade, como exemplo a avaliacdo da doenca
a campo sob baixa pressdo da doenca em estudos de diferenciacdo dos
genomas, como um dos principais fatores para a rapida quebra de resisténcia a
brusone identificada em gendétipos de trigo portadores destes genes (He et al,
2020; Kohli et al., 2011; Duveliller et al., 2016).

Até o presente momento, 0 cromossomo 2A apresenta-se como o de
maior potencial na busca por regides de resisténcia, uma vez que nele ja foi
identificado a translocacdo 2NS/2AS que esta associada a resisténcia a brusone
(Cruz et al., 2016).

Na figura 3 é possivel verificar que todos os QTL projetados no
cromossomo 2A pertencem a um cluster, em um segmento da posi¢ao 1,01 cM
até 29,40 cM. Houve a ocorrénciade 5 QTL (QTL3, QTL4, QTL5, QTL6 e QTL7)

colocalizando no mesmo segmento cromossOmico, indicando a possivel
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presenca de um unico QTL. Os marcadores flanqueadores Barc212 e AX-
94469326 demonstram grande potencial para uso em selecao assistida.

Alguns QTL menores, explicando individualmente uma baixa
porcentagem da variacdo também foram observados no cromossomo 2A,
entretanto, apesar de ndo ser o ideal, & possivel obter niveis aceitaveis de
resisténcia para a brusone pensando na piramidacéo destas regibes de menor
efeito. E importante, contudo, estudos de verificacdes destes QTL, uma vez que
podem estar carregando a translocacgéo e sendo confundidos devido a diferentes
marcadores.

Ha& uma importante observacdo sobre o estadio de desenvolvimento da
planta no qual foram realizadas as inoculacées nestes trabalhos. Apesar de a
literatura citar diferenca na resposta da planta a infeccdo e incidéncia do
patbgeno em relacdo ao estadio de desenvolvimento, diferenciando quanto a
estagio de plantula e florescimento, ndo existe protocolo estabelecido para
inoculacdo quanto a infeccdo nos primeiros estagios, assim apenas Goddard et
al (2020) procuraram abranger QTL no estagio de plantula mesmo que a partir
de inoculac¢des na espiga (Cruz et al., 2016).

Ainda que néo tenha sido abrangido em nenhum estudo o mapeamento
especifico para resisténcia a brusone no estagio de plantula, autores
identificaram que, 0 QTL21 no cromossomo 4B, QTL24 no 5A e QTL27 no 6A
estdo associados ao sintoma no estagio de plantula, estes QTL estéo localizados
entre as posicdes 47,84 cM e 58,98 cM no mapa consensual do cromossomo 4B
(figura 7), posicédo 20,20 cM a 25,98 cM mapa consensual do cromossomo 5A
(figura 9) e entre as posi¢cdes 51,75 cM e 66,03 cM no mapa 6A (figura 11)
(Goddard et al., 2020). Em adicéo a estes QTL, dois genes foram caracterizados
como conferindo resisténcia a fase de plantula, sendo Rmg2 e Rmg3, nos
cromossomos 7A e 6B, respectivamente (Zhan et al., 2008). Estes ultimos
cromossomos nédo tiveram nenhum QTL mapeado, apenas em outros
subgenomas sendo 6A com apenas o QTL27 projetado e 7B com o QTL28 e
QTL29. Para o cromossomo 7B, os QTL apresentaram-se em dois grupos
distintos, e provenientes de diferentes cultivares. Especificamente para o QTL28,
€ importante buscar aumentar o nimero de marcadores para este segmento,
uma vez que abrangeu uma regido bastante grande (245,31 cM a 269,11 cM),

estando assim suscetivel a possiveis recombinagodes.
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Além dos citados anteriormente, o0 QTL16, presente no cromossomo 2B
estd associado aos dois estagios de sintoma, assim como 0s genes Rmg7
(cromossomo 2A) e Rmg8 (cromossomo 2B), que séo caracterizados pela
literatura como de resisténcia tanto a florescimento quando a estagio de plantula
(Tagle et al., 2015; Anh et al., 2015). Uma importante caracteristica do gene
Rmg8 é conferir continuamente funcionalidade de resisténcia em temperaturas
acima de 24°C (Anh et al., 2015). E importante desmembrar melhor este
cromossomo 2B, bem como o QTL16 (112,79 cM a 117,29 cM) (figura 4), pois
as caracteristicas mencionadas o tornam muito importante, uma vez que pode
ser muito vantajoso a programas de melhoramento voltados a regides mais
guentes, como o centro-oeste brasileiro.

O cromossomo 1D apresenta dois genes que conferem resisténcia a
brusone, Rmgl e Rmg6, os quais aferem resisténcia aos dois estagios de
desenvolvimento (Takabayashi et al., 2002). Apesar disso, nenhum QTL foi
mapeado neste cromossomo, ou mesmo o gene projetado, uma vez que nao ha
marcador desenvolvido para os genes.

A cultivar BR Terena-18 foi responséavel por outro QTL identificado, QTL20
(131,38 cM a 144,82 cM), no cromossomo 4A (figura 6) explicando 17,8% da
variacdo. Esta cultivar esta associada a diversas outras que a utilizaram como
genitora em seus programas de melhoramento e também tem algum grau de
resisténcia relatado. Além disso, este cromossomo possui um gene de
resisténcia identificado chamado Rmg4, sendo referenciado como de resisténcia
a isolados que também atacam espécies da familia Digitaria (Nga et al., 2009).

N&o s6 é muito baixo o niumero de QTL identificados, mas também o
namero de marcadores no genoma do trigo ligados a locos de resisténcia a
brusone. E necessario saturar regides cromossémicas a fim de obter mais
precisdo durante a selecdo, buscando evitar o risco de recombinacéo entre o
QTL e marcador.

Os QTL presentes no cromossomo 2A Sao0 promissores para a
identificacdo precisa de possiveis genes e marcadores que venham auxiliar
melhoristas, devendo desta forma ser melhor elucidados. Ainda, sugere-se a
checagem posterior a fim de verificar se os locos identificados possuem qualquer

acao pleiotrépica principalmente na produtividade do gréo.
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A partir do fato de que existe diferenca de resposta entre estadios da
planta € importante iniciar estudos de mapeamento para caracterizar quais
regides do genoma do trigo estdo atuantes especificamente na resisténcia no
estagio de plantula ou florescimento, além de obter o maior nimero de
marcadores possiveis para as mesmas. Essas informagfes seréo cruciais para
buscar maior abrangéncia genética no controle da doenca durante seu
estabelecimento ao longo dos diferentes estadios do ciclo da cultura, vindo a ser
uma ferramenta extremamente til ao melhorista. Com as tecnologias
disponiveis atualmente, o melhorista terd& em maos um maior leque de regides
cromossOmicas, genes e marcadores moleculares para avaliar em sua
populacdo de estudo a fim de obter uma resisténcia completa, que quando
utilizada em conjunto com outras técnicas acarretard em menor pressao de

selecéao.
7. Concluséo
A meta-analise realizada permitiu identificar 29 QTL consolidados para

resisténcia a brusone. Os QTL com maior significancia foram os QTL 5,6, 7,8 e

9, no cromossomo 2A.
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