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Resumo — O objetivo deste trabalho foi validar marcadores moleculares previamente associados a genes que
conferem resisténcia a ferrugem-da-folha, em gendtipos brasileiros de trigo. Cinco marcadores STS e SCAR,
identificados como associados aos alelos de resisténcia dos genes Lrl, Lr9, Lr10 e Lr24, foram avaliados por
PCR, em 25 genotipos de trigo com conhecida presenga ou auséncia desses alelos. O marcador STS, associado
ao alelo de resisténcia do gene Lr/, ndo foi eficiente em identificar gendtipos brasileiros que possuem este alelo
de resisténcia. Os marcadores STS e SCAR, associados a Lr9, Lr10 e Lr24, foram eficientes na identificagdo
de plantas que possuem o alelo de resisténcia desses genes, e podem ser utilizados na sele¢do por marcadores
da resisténcia a ferrugem-da-folha, em genoétipos brasileiros de trigo.

Termos para indexacao: Puccinia triticina, Triticum aestivum, SCAR, STS.

Validation of molecular markers associated to leaf rust
resistance genes in wheat

Abstract — The objective of this work was to validate molecular markers previously associated to leaf rust
resistance genes in Brazilian wheat genotypes. Five STS and SCAR markers identified as associated to the
resistance alleles of the genes Lr/, Lr9, Lr10 and Lr24 were tested by PCR in 25 Brazilian wheat genotypes with
known presence or absence of these alleles. The STS marker associated to L/ was not efficient in identifying
Brazilian genotypes carrying its resistance allele. The STS and SCAR markers associated to Lr9, Lr10 and
Lr24 are efficient in identifying plants carrying the resistance alleles for these genes, and therefore, can be used

for marker-assisted selection of leaf rust resistance in Brazilian wheat genotypes.

Index terms: Puccinia triticina, Triticum aestivum, SCAR, STS.

Introducao

A ferrugem-da-folha é uma das moléstias que mais
causa prejuizos a ftriticultura brasileira. A melhor
estratégia de controle dessa doenga é o uso da
resisténcia genética (Barcellos et al.,, 2000). Até o
momento, foram identificados aproximadamente
50 genes de resisténcia a ferrugem-da-folha (genes Lr)
em trigo (Mclntosh et al., 2007). Esses genes podem
expressar a resisténcia em fase de plantula ou em
planta adulta. Os que expressam resisténcia, em fase
de plantula, sdo geralmente de efeito maior no fenotipo
e herdados de forma simples. Por outro lado, os que
expressam resisténcia em fase de planta adulta sdo de
efeito menor no fenotipo ou, quando de efeito maior,

dependem da interacdo com outros genes para haver
boa expressdo da resisténcia.

A cultivar brasileira de trigo Frontana tem sido a
mais usada mundialmente como fonte de resisténcia
a ferrugem-da-folha. Além de possuir os genes Lri3,
Lr34 e T3, identificados como responsaveis, em
conjunto, pela maior parte dessa resisténcia, outros
genes de menor efeito parecem estar envolvidos
(Roelfs et al., 1992). No Brasil, tornou-se evidente a
importancia econdmica dessa doenga quando a cultivar
Frontana e outras cultivares portadoras do mesmo
tipo de resisténcia foram substituidas por cultivares
suscetiveis, principalmente pela introducdo de
germoplasma do Centro Internacional de Mejoramiento
de Maiz y Trigo. A resisténcia a essa doenca, entdo,
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passou a receber atencdo especial nos programas de
melhoramento de trigo (Brammer, 2000).

Varios fatores estdo relacionados com a quebra da
resisténcia a ferrugem-da-folha. Esses fatores podem
ser ambientais, inerentes ao préprio patdgeno, a
cultivar e a interagdo entre eles (Chaves & Barcellos,
2006). Atualmente, para o controle da ferrugem-
da-folha, deve-se empregar combinagdes de genes,
independentemente de serem de efeito maior ou menor
no fendtipo. Exemplos de combinacdes efetivas sdo as
presentes na cultivar Frontana— Lr13 + Lr34 + T3 e mais
genes de efeitos menores — e a combinagdo entre os genes
Lr9 e Lr24 (Roelfs et al., 1992). A combinagdo de genes
de resisténcia por métodos classicos de melhoramento
tem sido limitada, devido a presenca de um gene na planta
mascarar o efeito de outro, o que torna dificil a avaliagao
fenotipica da presenca individual de cada gene (Milach
& Cruz, 1997). Assim, o uso de marcadores moleculares,
associados a genes que confiram resisténcia a ferrugem-
da-folha em trigo, pode aumentar a eficiéncia da selecao,
e possibilita a selecdo de caracteres de interesse com base
no genotipo.

Marcadores PCR-especificos, tais como STS
(“Sequence Tagged Site”) ou SCAR (“Sequence
Characterized Amplified Region”), estdo disponiveis
para muitos genes Lr (Silva, 2002). No entanto, esses
marcadores foram desenvolvidos em gen6tipos que nao
sdo os utilizados hoje em programas de melhoramento
de trigo no Brasil. Para possibilitar o uso deles na
selecdo assistida, é necessario fazer sua validagdo para
genotipos a ser utilizados como fontes de resisténcia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de cinco marcadores PCR-especificos, associados
aos genes Lrl, Lr9, Lr10 e Lr24, para uso na selecdo
assistida para resisténcia a ferrugem-da-folha, em
programas de melhoramento de trigo no Brasil.

Material e Métodos

Para as andlises moleculares foram utilizadas
25 genotipos de trigo, tendo sido 23 cultivares e
duas linhagens (OC 9511 ¢ PF 9099) com conhecida
presenga ou auséncia dos alelos de resisténcia dos
genes Lrl, Lr9, Lri0 e Lr24 (Tabela 1). A postulagdo

Tabela 1. Genealogia ¢ postulacdo de presenca ou auséncia de alelos de resisténcia a ferrugem-da-folha, para quatro genes
Lr, em 23 cultivares e duas linhagens de trigo, utilizadas neste trabalho.

Cultivar/ Cruzamento Postulagio” dos genes
linhagem Lr analisados
Lrl Lr9 Lrl0 Lr24

Anahuac 75 11 12300//LERMA ROJO 64/8156/3/NORTENO 67 + - + -
BR 15 IAS 54*2/TOKAI 80//PF 69193 + - + -
BR 18 D 6301/NAINARI 60//WEIQUE/RED MACE/3/CIANO*2/CHRIS,ALD SIB + - + -
BR 23 CORRE CAMINOS/ ALONDRA SIB/3/IAS 54-20/COTIPORA//CNT 8 + - - -
BR 38 IAS 55*4/AGENT//IAS 55*%4/CI 14123 - - +
BR 119 PF82252/BR35//IAPAR17/PF8550 + - + -
CEP 11 PF 6968*2/HADDEN + - + -
CEP 14 PEL 72380/ARTHUR 71 + o+ - -
CEP 24 BR3/CEP7887//CEP7775/CEP11 + o+ + +
CEP 27 CEP 8057/BUTUI//CEP 8324 + o+ + +
EMBRAPA 16 HULHA NEGRA/CNT 7//AMIGO/CNT 7 - - +
EMBRAPA 52 HULHA NEGRA/CNT 7//AMIGO/CNT 7 - - - +
IACS FRONTANA/KENYA 58//PG 1 - - - -
IAPAR 6 DESCONHECIDO + - + -
IAPAR 17 JUPATECO 73/BLUE JAY SIB + - + -
TAPAR 29 BLUE JAY SIB/JUPATECO 73, OPATA 85 + - + -
TAPAR 60 BJY”S”/JUP//TAN”S” + - + -
0Co9511” PG 864/10C 856 + - + -
OCEPAR 14 IAS 64/ALDAN SIB/6/COC 75/5/PICHON/4/KT 54*2/N 10B//K 54B/3/NAR 59 + - + -
OCEPAR 16 SISKIN SIB/VEERY SIB + - + -
OCEPAR 21 CEP 11/4/KALYAN/BLUEBIRD//CAJEME SIB/3/ALONDRA SIB + - + -
OCEPAR 23 IAC 5/ALDAN SIB//CEP 7780 + - + +
Peladinho DESCONHECIDO - - - -
PF 9099 PF 82252/BR 35//IAPAR 17/PF 8550 + - + -
Rubi PF 869107/KLH 3450 C 3131 + - + +

Postulagdo de acordo com Zoldan (1998): +, presenca e -, auséncia de alelos de resisténcia para os respectivos genes Lr.
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desses alelos de resisténcia nesses genotipos foi
realizada por Zoldan (1998). As sementes dos
genotipos foram germinadas em placas de Petri com
papel germinador umedecido e mantidas no escuro em
camara de germinagdo. Apods os coleoptilos atingirem
aproximadamente 6 cm, eles foram macerados em
nitrogénio liquido e mantidos a -20°C, até o momento
da extracao do DNA.

O DNA foi extraido de acordo com o protocolo
proposto por Murray & Thompson (1980), com as
seguintes modifica¢des: aproximadamente 50 mg de
tecido foram macerados em nitrogénio liquido e, em
seguida, foi adicionado 600 uL de tampao de extragdo
(CTAB 1% (m V'), NaCl 1,4 mM, EDTA 20 mM,
Tris-HCI 100 mM pH 8,0) pré-aquecido a 65°C.
O tecido foi incubado a 65°C no tampao de extracdo
por 60 min. O DNA foi separado dessa solugdo
com fenol-cloroférmio: alcool-isoamilico (24:1) e
centrifugacdo. O DNA foi precipitado com etanol a
-20°C, e ressuspenso em TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 1 mM), e tratado com RNase A. Depois de seco, o
DNA foi solubilizado em &gua ultrapura e quantificado
em espectrofotometro (Spectronic Genesys).

Para as analises moleculares, foram sintetizados
primers para os marcadores STS-Lrl, STS-Lr9,
STS-Lr10, STS-L124 e SCAR-Lr24 (Tabela 2). Esses
primers foram utilizados para amplificagdo por PCR
(“Polymerase Chain Reaction” — reacdo em cadeia da
polimerase) do DNA de 25 genotipos de trigo, com
conhecida presenga ou auséncia dos alelos deresisténcia
dos genes Lri, Lr9, Lri0 e Lr24. Para a PCR, foi
preparada solucdo com 25 ng de DNA, tampao (Tris
HCI 20 mM, KCI 50 mM), MgCl, (1,5 mM), dNTP
(0,8 mM de cada), primer direto (20 ng), primer reverso
(20 ng), Taq DNA polymerase (1 U) e dgua ultrapura
até completar um volume de 25 puL. As amplificagdes
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foram conduzidas em termociclador de acordo com o
protocolo estabelecido na literatura para cada marcador
(Tabela 2). Os produtos das amplificagdes foram
resolvidos em gel de agarose a 1,4%, e corados com
brometo de etidio, e visualizados sob luz ultravioleta.
As amostras de cada genotipo foram aplicadas no
gel em ordem aleatoria, e foram feitas trés repeticdes
independentes no tempo.

Resultados e Discussao

O gene Lrl que confere resisténcia a ferrugem-
da-folha ¢ originario do proprio genoma do trigo
hexaploide e foi descrito por Ausemus et al. (1946).
Esse gene encontra-se mapeado na regido distal do
brago longo do cromossomo 5D (Somers et al., 2004).
Feuillet et al. (1995) desenvolveram um marcador
STS a partir da conversdo de um marcador RFLP
(“Restriction Fragment Length Polymorphism™) que,
na populagdo desenvolvida, co-segregou com o alelo
de resisténcia desse gene. Ao analisar o marcador
STS, nos 25 genotipos brasileiros de trigo, com
presenca ou auséncia do alelo de resisténcia do gene
Lrl, 19 apresentaram amplificacdo, incluindo os
geno6tipos IAC 5 e Peladinho, que ndo possuem o alelo
de resisténcia (Figura 1). Urbanovich et al. (2006), ao
analisar esse marcador STS, em 68 genotipos oriundos
de varias regides do mundo, exceto Brasil, também
observaram a amplificacdo do fragmento de tamanho
esperado em gendtipos com auséncia do alelo de
resisténcia para esse gene. Chelkowski et al. (2003), ao
analisar esse mesmo marcador em diferentes isolinhas
da cultivar Thatcher, também observaram que ele
ndo era especifico para as linhagens com o alelo de
resisténcia do gene Lrl. Esses dados corroboram os
encontrados neste trabalho, e confirmam que esse

Tabela 2. Marcadores moleculares associados aos genes Lr1, Lr9, Lr10 e Lr24 de resisténcia a ferrugem-da-folha em trigo.

Marcador Primers Fragmento Referéncia

STS-Lrl R 5°- ccttgccageccaaaag -3’ 560 pb Feuillet et al. (1995)
L 5’- gggtcacgtactactata -3’

STS-Lr9 R 5’-ccacactaccccaaagagacg-3’ 1.100 pb Schachermayr et al. (1994)
L 5’- tecttttattccgcacgeegg -3’

STS-Lr10 R 5’- getegteatctccacagg -3’ 850 pb Schachermayr et al. (1997)
L 5’- acctcatgcggatgtag -3’

STS-Lr24 R 5°- agtcgtccccgaagaccegetgga -3° 350 pb Dedryver et al. (1996)
L 5°- tegtecectgatgecatgtaatgt -3°

SCAR-Lr24 R 5’- tctagtctgtacatgggggc -3’ 700 pb Schachermayr et al. (1995)

L 5’- tggcacatgaactccatacg -3’
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marcador nao apresenta potencial de uso em selegédo
assistida para o alelo de resisténcia do gene Lr/ em
populagdes recombinantes diferentes das quais foi
desenvolvido.

O gene Lr9, originario de Aegilops umbellulata,
foi introduzido no trigo hexapldide por Sears (1956) e
encontra-se mapeado no brago longo do cromossomo
6B (Somersetal.,2004). Um marcador STS que segrega
a 8 ¢cM desse gene foi desenvolvido pela conversdo
de um marcador RAPD (“Random Amplification of
Polymorphic DNA”) (Schachermayr et al., 1994).
Pela analise desse marcador nos genotipos brasileiros
de trigo observou-se que, entre os trés genotipos
com conhecida presenca do alelo de resisténcia do
gene Lr9 — CEP14, CEP24 e CEP27 —, o genétipo
CEP14 apresentou amplifica¢do do fragmento de
tamanho esperado de 1.100 pb (Figura 2). Nenhum
dos genotipos com auséncia do alelo de resisténcia
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do gene Lr9 apresentou amplificagdo de fragmento de
tamanho esperado. Blaszczyk et al. (2005) testaram
esse marcador em um grupo de gendtipos com
conhecida presenca e auséncia do alelo de resisténcia
do gene Lr9, em sete diferentes laboratorios europeus.
Em todos, o marcador foi especifico para plantas que
possuem o alelo de resisténcia, o que mostra a robustez
desse marcador. Outros trabalhos t€m relatado a
especificidade do marcador STS em identificar plantas
com o alelo de resisténcia de gene Lr9 (Singh et al.,
2003; Stepienetal.,2003). Nesses trabalhos, o marcador
ndo apresentou amplificagdo em nenhuma planta com
auséncia do alelo de resisténcia. O mesmo ocorreu no
presente trabalho, portanto esse marcador apresenta
grande potencial para uso em selecdo assistida para
o alelo de resisténcia do gene Lr9 em programas de
melhoramento de trigo no Brasil. Porém, antes de
utiliza-lo para a selecdo assistida, ¢ preciso verificar
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Figura 1. Padrdo de amplificagdo do marcador STS-Lrl nos 25 genoétipos brasileiros de trigo analisados.
*Cultivares nas quais o alelo de resisténcia do gene Lr/ foi postulado por Zoldan (1998); a seta a esquerda indica
o fragmento de 560 pb potencialmente associado ao gene Lr/. M, marcador de peso molecular DNA Ladder de
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Figura 2. Padrao de amplificacdo do marcador STS-Lr9 nos 25 gendtipos brasileiros de trigo analisados. *Genotipos
nos quais o alelo de resisténcia do gene Lr9 foi postulado por Zoldan (1998). A seta a esquerda indica o fragmento
de 1.100 pb potencialmente associado ao gene Lr9. M, marcador de peso molecular DNA Ladder de 100 pb.
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se 0 gendtipo que possui o alelo de resisténcia do gene
Lr9 ainda mantém esse marcador em associagdo, pois
essa associagdo pode ter sido quebrada por meio de
recombinagdo, como no caso dos genodtipos CEP 24 e
CEP 27.

O gene Lri0 é originario do genoma do proprio
trigo hexapldide e estd mapeado no brago curto do
cromossomo 1A (Feuillet et al., 2004). Um marcador
STS foi desenvolvido pela conversdo de um marcador
RFLP que co-segrega com esse gene (Schachermayr
et al.,, 1997). No presente trabalho, esse marcador
apresentou amplificacdo em 11 dos 18 gen6tipos com
presenga do alelo de resisténcia do gene Lr/0 (Figura 3).
Nenhum dos genotipos com auséncia do alelo de
resisténcia do gene Lr10 apresentou amplificagdo, o
que mostra alto potencial de uso do marcador STS na
selecdo assistida para esse alelo de resisténcia. Stepien
etal. (2003), ao analisar 37 cultivares européias de trigo,
também concluiram que esse marcador foi eficiente
na identificacdo de cultivares que contém o alelo de
resisténcia do gene Lr/0. O teste desse marcador, em
sete diferentes laboratorios europeus, também permitiu
a comprovagao de sua eficacia (Blaszczyk et al., 2005).
Da mesma forma que para Lr9, ¢ preciso verificar se
a associa¢do entre marcador e alelo de resisténcia
permanece efetiva para cada gen6tipo de interesse antes
da implantag¢@o de uma rotina de seleg@o assistida.

O gene Lr24 foi transferido para o trigo hexapléide
do Agropyron elongatum por translocag¢ao de parte do
cromossomo 3D (Smith et al., 1968). Dois marcadores
PCR-especificos foram desenvolvidos associados a
esse gene, sendo um SCAR (Schachermayr et al.,
1995) e um STS (Dedryver et al., 1996). Pela analise

do marcador SCAR nos gendtipos brasileiros de trigo,
observou-se que, entre os sete genotipos nos quais o
alelo de resisténcia do gene Lr24 foi postulado, em trés
ele apresentou amplificagdo (Figura 4 A). O marcador
STS apresentouamplificagdo nos mesmos trés gendtipos
(Figura 4 B). Ambos os marcadores apresentaram
amplificagdo no genotipo IAPAR 60, no qual o gene
nao foi postulado. As analises desses marcadores, em
37 gendtipos europeus de trigo (Stepien et al., 2003),
em um grupo de isolinhas (Chelkowski et al., 2003)
e em genotipos de trigo de varias regides do mundo
(Urbanovich et al., 2006), demonstram a especificidade
desses marcadores em identificar somente plantas que
contém o alelo de resisténcia do gene Lr24. Zoldan
(1998) afirma que IAPAR 60 apresenta outros genes
de resisténcia a ferrugem-da-folha que ndo foram
possiveis postular. Os resultados do presente trabalho
sugerem que o genotipo IAPAR 60 possui o alelo de
resisténcia do gene Lr24. Assim, esses dois marcadores
PCR-especificos tém grande potencial de uso na selegédo
assistida para o gene Lr24 no Brasil.

Os genes Lrl e Lri0 sdo os mais comuns nas
cultivares brasileiras de trigo (Zoldan, 1998). Esses
genes ndo tém sido eficientes na resisténcia quando
sozinhos ou combinados entre si, no entanto parecem
influenciar positivamente na resisténcia quando
combinados com outros genes Lr (Maclntosh et al.,
1995). Embora o gene Lr9 ndo esteja amplamente
distribuido nos gendtipos cultivados, em razdo da
presenca de ligacdes génicas indesejaveis, oriundo
de Aegilops umbellulata, levar a uma diminui¢do no
rendimento (Ortelli et al., 1996), ele tem sido muito
efetivo contra a ferrugem-da-folha nos paises europeus
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Figura 3. Padrao de amplificagdo do marcador STS-Lr10 nos 25 genotipos brasileiros de trigo analisados.
*Genotipos nos quais o alelo de resisténcia do gene Lr/0 foi postulado por Zoldan (1998). A seta a esquerda
indica o fragmento de 850 pb potencialmente associado ao gene Lr/0. M, marcador de peso molecular DNA

Ladder de 100 pb.
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Figura 4. Padrio de amplificacdo dos marcadores associados ao gene Lr24 nos 25 genotipos brasileiros de trigo
analisados. *Genotipos nos quais o alelo de resisténcia do gene Lr/0 foi postulado por Zoldan (1998). As setas a
esquerda indicam os fragmentos de 700 pb (A) e 350 pb (B), potencialmente associados ao gene Lr24. A, padrao
de amplificagdo do marcador SCAR-Lr24; B, padrdo de amplificagdo do marcador STS-Lr24. M, marcador de

peso molecular DNA Ladder de 100 pb.

(Urbanovich et al., 2006). Outro aspecto interessante
desse gene ¢ que, na combinagdo com o gene Lr24,
tem sido altamente efetivo na resisténcia a ferrugem-
da-folha (Roelfs et al., 1992). No Brasil, ele tem
sido pouco explorado, pois estd presente somente em
trés genotipos testados (Tabela 1). O marcador aqui
validado, associado ao alelo de resisténcia do gene Lr9,
facilitard a introdugdo desse gene em novas cultivares
de trigo e sua combinag@o com outros de resisténcia.
Os marcadores validados neste trabalho, associados
aos alelos de resisténcia dos genes Lr9, Lri0 e Lr24,
sd0 especificos para gendtipos que apresentam esses
alelos, no entanto ha genotipos com presenca do
alelo e auséncia do marcador (Tabela 1, Figuras 2, 3
¢ 4). Desta maneira, o uso desses marcadores estdo
limitados aos cruzamentos em que os genotipos sao
contrastantes para o alelo de resisténcia e o marcador.
Em cruzamentos em que os genotipos ndo foram
avaliados, ¢ recomendada uma avalia¢do prévia dos
marcadores para verificar a amplificagdo no genotipo
resistente e auséncia de amplificacdo no gendtipo
suscetivel. O marcador STS-Lr24 apresenta uma banda
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nos genotipos suscetiveis de tamanho muito proximo
ao fragmento associado ao alelo de resisténcia do gene
Lr9 (Figura 4 B). Assim, é recomendado a resolugdo
dos produtos de amplificacdo desse marcador em gel
de agarose no maximo a 1% e, e um tempo de corrida
de, no minimo, duas horas a 110 V.

Os marcadores STS e SCAR validados neste trabalho
representam uma nova ferramenta que podera auxiliar
os programas de melhoramento genético de trigo no
Brasil a combinar varios genes em uma cultivar de
forma répida, precisa e com baixo custo e, assim, obter
novas cultivares com resisténcia a ferrugem-da-folha
de forma mais eficiente.

Conclusoes

1. O marcador STS, associado ao gene Lrl, ndo
apresenta potencial para uso na selecdo assistida em
genotipos brasileiros de trigo.

2. Os marcadores STS e SCAR, associados aos
genes Lr9, Lri10 e Lr24, apresentam potencial para uso
na seleg@o assistida em genotipos brasileiros de trigo.
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