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Resumo

Estudo genéticos entre diferentes espécies relacionadas evolutivamente, permitem
determinar a variabilidade genética e uso posterior para o desenvolvimento de novas
cultivares de interesse agronémico. Neste sentido, as espécies Aegilops tauschii e
Triticum durum se destacam como reservatorio de genes importantes para os
programas de melhoramento da Embrapa Trigo. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a similaridade genética existente entre acessos de Ae. tauschii, T. durum e
os hibridos do cruzamento entre as duas espécies. Foram utilizados 14 acessos de
Ae. tauschii, cinco de T. durum, e nove dos hibridos obtidos na Embrapa Trigo. Para
a obtengao do DNA gendmico total, foram coletadas folhas jovens, sendo que a
extragao foi feita pelo método CTAB, usado como rotina na Embrapa Trigo. A
quantificacao foi feita em espectrofotdmetro e as amostras diluidas para 50 ng/ul. Os
ciclos de PCR foram: 3 minutos a 94°C; 45 vezes de 1 minuto a 94°C; 1 minuto a
60°C (temperaturas de anelamento dos primers 50°C, 55°C ou 60°C) e 2 minutos a
72°C; 10 minutos a 72°C. Estas reac¢des foram migradas em gel de agarose 2% e
visualizadas pelo método de coloracido com brometo de etidio. A similaridade
genética foi determinada pelo coeficiente de Jaccard e os agrupamentos foram
realizados por UPGMA através do programa computacional NTSYS-pc. Para os 15
primers polimorficos obtidos, foi observado no dendrograma trés grupos distintos,
sendo um grupo formado pelos parentais de Ae. Tauschii, outro pelos parentais de
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T. durum e o terceiro pelos hibridos. Além disso, detectou-se variabilidade intra-
especifica em cada grupo, sendo que o coeficiente de maior similaridade foi de 0,92.

Abstract

Genetic studies between related species can be used to determine their genetic
variability and their use in the development of new varieties. Aegilops tauschii and
Triticum durum are two important species, used as genetic resources in the wheat
breeding program at Embrapa. The objective of the present study was to evaluate
the genetic similarity between 14 accesses of Ae. tauschii, five of T. durum and nine
of the resulting hybrids originated from the crossing between the two species. Total
genomic DNA was extracted by CTAB method, from young leaves, as protocol used
at Embrapa Trigo. DNA was quantified using a spectrophotometer and it was diluted
to 50 ng/ul. PCR amplification cycles were performed as follow: 94°C/3 minutes, 45
cycles of 94°C/1 minute, 60°C/1 minute (primers annealing temperatures were 50°C,
55°C or 60°C), 72°C/2 minutes and finally 72°C/10 minutes. The amplification
products were separated on 2% agarose gel and visualized by ethidium bromide
staining method. The genetic similarity was determined using NTSYS-pc software
and a dendrogram was generated using UPGMA cluster analysis. The dendrogram
derived from UPGMA analysis were based on 15 polymorphic primers and generated
three distinct groups: a group formed by Ae. Tauschii, another one for T. durum and
the third for their hybrids. Moreover, intra-specific variability in each group was
detected, and the highest similarity coefficient was 0,92.

Introducao

O trigo € uma das espécies mais estudadas mundialmente, tanto sob o ponto de
vista cientifico e tecnolégico quanto econémico. Os grandes avangos no
desenvolvimento de cultivares de alta produtividade sdo, em parte, resultados da
exploragao pelo homem dos tragos ancestrais das cultivares. A preservacao e a
expansao do conjunto génico, isto €, conservagao e ampliagdo da biodiversidade
utilizavel para os programas de melhoramento, podem ser analisadas por meio do
seu papel no desenvolvimento de uma agricultura auto-sustentavel (Brammer,
2002).

O trigo de panificagao, Triticum aestivum L. € uma espécie alohexapléide
(2n=6X=42, AABBDD), produto da hibridagao entre o trigo tetrapléide T. turgidum L.
(2n=4X=28, AABB) e a espécie dipldide Aegilops tauschii (= Ae. squarrosa, T.
tauschii, 2n=2X=14, DD) (Gupta et al., 2008). Estimativas sobre a
similaridade/diversidade genética das espécies afins ou de diferentes espécies
domesticadas, através de marcadores moleculares, apresentam-se como uma
técnica importante aos programas de melhoramento genético (Pestova et al., 2000;
Walsh, 2008), bem como pelo uso de tais espécies para aumentar a variabilidade
genética, incorporando genes agronomicamente importantes, cruzando estes com
seus parentes silvestres. Nesse sentido, o Aegilops tauschii e o Triticum durum se
destacam oferecendo genes de resisténcia e/ou tolerancia a estresses bioticos e
abidticos para melhoria genética. O estudo genético destas espécies oferece
conhecimento sobre transferéncia de genes e variabilidade genética para o
desenvolvimento de cultivares de interesse agronémico.

Recursos genéticos sao conceituados como materiais genéticos portadores de
genes que possuem valor real ou potencial, sendo considerados a base para o



desenvolvimento de variedades e cultivares. Dentro dos recursos genéticos, um dos
principais requisitos de valoragao € a diversidade genética presente (Bonow, 2007).

Bered (1999) descreve que existem diferentes formas de caracterizar ou conhecer o
germoplasma de uma espécie. Destaca que, através da variabilidade existente, o
melhorista pode escolher como genitores de um cruzamento, individuos distantes
geneticamente, o que contribui para a ampliagado da variancia genética em
populacdes segregantes.

Contudo, a similaridade/diversidade genética, estimada através da avaliagao de
caracteres morfologicos, apresenta uma série de limitagdes, uma vez que se tem a
influéncia do ambiente, ndo é considerada a similaridade genética total entre os
individuos, além de haver, em muitos casos, erros de estimativas. Como forma de
minimizar tais erros, atualmente emprega-se os marcadores de DNA de modo
preciso e eficiente nos diferentes acessos dos bancos de germoplasma,
principalmente para o uso posterior desses recursos genéticos em programas de
melhoramento. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a similaridade
genética existente entre acessos de Ae. tauschii, T. durum e os hibridos do
cruzamento entre as duas espécies, por meio de marcadores microssatélites.

Materiais e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia — area de genética
molecular - do Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Cereais de Inverno da Embrapa
Trigo (Passo Fundo — RS). Foram utilizados 14 acessos de Ae. tauschii, cinco de T.
durum e nove de hibridos destes cruzamentos, provenientes do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Trigo (Tabela 1).

Para a extragcdo do DNA gendmico foram coletadas folhas jovens obtidas de
sementes germinadas em papel germitest. Extraiu-se o DNA pelo método de CTAB,
segundo protocolo descrito por Bonato (2008) e utilizado como rotina no Laboratério
de Biotecnologia da Embrapa Trigo, sendo que a quantificacao foi feita em
espectrofotdbmetro. As amostras de DNA foram diluidas a 50 ng/ul e mantidas a —
20°C até o momento de uso. Foram testados inicialmente 31 primers de
microssatélites (Tabela 2).

Os ciclos de PCR foram: 3 minutos a 94°C; 45 vezes de 1 minuto a 94°C; 1 minuto a
60°C (temperaturas de anelamento dos primers 50°C, 55°C ou 60°C) e 2 minutos a
72°C; 10 minutos a 72°C. Estas reac¢des foram migradas em gel de agarose 2% e
visualizadas com brometo de etidio.

Para a analise da similaridade genética, primeiramente foram construidas matrizes
de dados, codificando-se a presencga (1) ou auséncia (0) das bandas visualizadas
nos géis. A auséncia de amplificagdo num individuo foi considerada como dado
perdido (9). A similaridade genética entre os diferentes acessos foi estimada pelo
coeficiente de Jaccard (1901), uma vez que esse indice é utilizado para fenétipos
nao interpretaveis em nivel de locos e alelos por ser proprio para dados do tipo
presencga/auséncia (dados binarios). Os acessos foram agrupados usando o
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Averages), desenvolvido
por Sokal & Michener (1958) ou método de agrupamento aos pares usando médias
nao ponderadas, sendo que os acessos foram considerados as unidades
taxondmicas operacionais (OTUs) e os caracteres (binarios) foram as bandas
obtidas por microssatélites. Estas analises foram realizadas com o programa
computacional NTSYS-pc - Numerical Taxonomy System of Multivariate Analysis
System (Rohlf, 1998).



Tabela 1. Acessos de Aegilops tauschii, Triticum durum e hibridos obtidos dos
cruzamentos entre estes parentais.

Aegilops tauschii Hibridos Triticum durum
NE 20190-Z PF964001 Duilio
NE 20165-A PF964002 Peleo
NE 20194-Y PF964003 Latinio
NE 20201-X PF964004 Ulisses
NE 20201-A PF964005 Hercules
NE 20195-X PF964006
NE 20165-Y PF964009
NE 20165-X PF964010
NE 20190-X PF964011
NE 20195-B
NE 20194-X
NE 20201-Y
NE 20195-C

NE 20190-A




Tabela 2. Primers empregados nas analises moleculares por microssatélites e temperatura de anelamento.

Primer Primer esquerda Primer direita Temperatura
anelamento
WMS 106 CTGTTCTTG CGT GGC ATT AA AAT AAG GAC ACA ATT GGG ATG G 60
WMS 455 ATT CGG TTC GCT AGC TAC CA ACG GAG AGC AAC CTG CC 55
WMS 311 TCA CGT GGA AGA CGC TCC CTA CGT GCACCACCATITTG 60
WMS 608 ACATTG TGT GTG CGG CC GAT CCC TCT CCG CTA GAA GC 60
WMS 624 TTGATATTAAAT CTCTCT ATG TG [AAT TTT ATT TGA GCT ATG CG 50
WMS 205 CGA CCC GGT TCA CTT CAG AGT CGC CGT TGT ATA GTG CC 60
WMS 55 GCA TCT GGT ACA CTA GCT GCC TCA TGG ATG CAT CAC ATC CT 60
WMS 325 TITCTTCTGTCGTTCTCT TCC C TTT TTA CGC GTC AAC GAC G 60
WMS 295 GTG AAG CAG ACC CAC AACAC GAC GGC TGC GAC GTA GAG 60
WMS 437 GAT CAACACTTT TGT ATCTCT C GAT GTC CAACAG TTAGCT TA 50
WMS 642 ACG GCG AGA AGG TGC TC CAT GAA AGG CAA GTT CGT CA 60
WMS 232 ATC TCA ACG GCA AGC CG CTG ATG CAAGCAATC GAC C 55
WMS 341 TTC AGT GGT AGC GGT CGA G CCG ACA TCT CAT GGA TCC AC 55
WMS 271 CAA GAT CGT GGA GCC AGC AGC TGC TAG CTT TTG GGA CA 60
WMC 166 ATA AAG CTG TCT CTTTAGTTC G GTT TTA ACA CAT ATG CATACC T 55
WMC 175 GCT CAGTCAAACCGCTACTTCT |CACTACTCCAATCTATCGCCGT 55
WMC 181 TCCTTG ACC CCTTGC ACT AACT [ATG GTT GGG AGC ACT AGCTTG G 50
WMC 245 GCT CAG ATC ATC CACCAACTTC |AGATGCTCT GGG AGAGTCCTTA 60
WMC 25 TCT GGC CAG GAT CAATATTACT |[TAA GAT ACATAGATCCAACACC 60
WMC 331 CCTGTTGCATACTTGACCTITTT |GGA GTT CAATCT TTC ATC ACC AT 55
WMC 41 TCC CTC TTC CAA GCG CGGATAG |GGAGGAAGATCT CCCGGAGCAG 55
WMC 43 TAG CTC AAC CAC CACCCTACT G [ACTTCAACATCCAAACTGACCG 55
WMC 48 GAG GGT TTCTGAATGTTITTGC C |ACG TGC AGG GAG GTATCTTTGC 55
WMC 52 TCC AAT CAATCA GGG AGGAGT A |GAACGC ATC AAGGCATGAAGTA 55
WMC 167 AGT GGT AAT GAG GTG AAAGAA G |TCG GTC GTATAT GCATGT AAAG 55
WMS 102 TCT CCC ATC CAA CGC CTC TGT TGG TGG CTT GAC TAT TG 55
WMS 349 ATC GGT GCG TAC CAT CCT AC GGC TTC CAG AAA ACA ACA GG 55
GDM 62 GAA AGC CGT CCACTG CC GAT CTT GAAGCACTCTTG GT 55
GDM 107 AGCAACAAACGCGAGAGC TGACACCCGGTTGTTGG 55
GDM 8 TTCTCCAACGCACGTTAGC CCCAAATGATGGCAGCTACT 55
GDM 93 AAAAGCTGCTGGAGCATACA GGAGCATGGCTACATCCTTC 55




Resultados e discussao

Dos 31 primers microssatélites testados, apenas 15 foram polimérficos. A Fig. 1
apresenta o dendrograma gerado, destacando-se trés grupos distintos: um grupo
formado pelos parentais de Ae. tauschii; outro pelos parentais de T. durum e o
terceiro pelos hibridos. Considerando-se os acessos individualmente, pode-se
detectar variabilidade intra-especifica em cada grupo, sendo que o coeficiente de
maior similaridade foi de 0,92.

A partir dos resultados obtidos, ficou evidente a eficiéncia do método empregado,
bem como da escolha do marcador, pois os agrupamentos obtidos foram de acordo
com o esperado, embora dentro de cada sub-grupo pode-se também detectar os
acessos mais similares entre si, o que serédo de grande valia na escolha dos
genotipos para posterior uso em cruzamentos.

De acordo com Roder et al. (1998) e Varshney et al. (2005), marcadores
microssatélites apresentam um maior nivel de polimorfismo e por serem multialélicos
sao altamente informativos, podendo ser usados em estudos de evolugao e
similaridade/diversidade genética. Além do mencionado, os marcadores moleculares
exibem neutralidade fenotipica, geralmente sdo herdados co-dominantemente, como
€ 0 caso dos microssatélites e raramente exibem interagdes epistaticas ou
pleiotrépicas, podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos
(Brammer, 2000).

Dentre os diferentes estudos com microssatélites em trigo, inumeros trabalhos séo
realizados para estimar a similaridade/diversidade genética, seja exclusivamente em
T. aestivum, como nas demais espécies, analisadas individualmente ou em conjunto
(Ahmad, 2002; Huang, et al., 2002; Bandopadhyay et al., 2004; Song et al., 2005;
Akhunov, et al., 2005; Liu et al., 2007).
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Fig. 1. Dendrograma baseado nos coeficientes de similaridade de Jaccard entre 14
acessos de Ae. tauschii, cinco de T. durum e nove hibridos, construido por analise
de agrupamento (UPGMA) com base nos dados de microssatélite.

Conclusoes

e O emprego de marcadores microssatélites foi eficente para estimar a
similaridade genética entre os acessos analisados;



e As informagdes obtidas servem como subsidio na escolha dos acessos para
realizacao de futuros cruzamentos em programas de melhoramento genético
de trigo, que buscam ampliar a variabilidade genética.
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