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TITULO DA TESE: Identificagdo de marcadores moleculares ligados a um gene mutado de

resisténcia ao oidio (Erysiphe pisi Syd.) em ervilha (Pisum sativum L.)

Resumo

Este estudo teve como objectivos a obten¢do de mutantes de ervilha (Pisum sativum L.) com
interesse agrondmico € o mapeamento genético de algumas muta¢des de maior relevancia.
Duas mutacdes conferindo resisténcia ao oidio (Erysiphe pisi Syd.) foram induzidas por
tratamento das variedades Frilene e Solara com o agente mutagénico quimico etilnitrosoureia.
Os estudos realizados sobre o mecanismo genético da resisténcia apresentada pelos dois novos
mutantes permitiram confirmar tratar-se de duas mutacdes recessivas que afectaram o mesmo
locus, e que, por outro lado, verificimos corresponder ao locus erl determinante das
resisténcias naturais até hoje identificadas em ervilha. Com base na descendéncia F, do
cruzamento entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante foi construido um mapa
genético preliminar. O locus mutado erl aparece integrado num grupo de ligamento de 17
marcadores, flanqueado a 5 cM por um marcador AFLP e por um marcador RAPD, ambos
transformados em marcadores SCAR. Estes marcadores poderdo ser uteis nos programas de
selec¢do assistida de plantas resistentes ao oidio e irdo ser utilizados em trabalhos futuros para
refinar a procura de marcadores moleculares fortemente ligados ao locus de resisténcia,
permitindo avancar no isolamento do gene de resisténcia por clonagem baseada em mapas

genéticos.

Palavras chave: Pisum sativum L., mutagénese, Erysiphe pisi Syd., resisténcia, marcadores

moleculares
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Abstract

Identification of molecular markers linked to a mutated gene conferring

resistance to powdery mildew (Erysiphe pisi Syd.) in pea (Pisum sativum L.)

Abstract

The objectives of this study were to obtain novel mutant forms of pea (Pisum sativum L.) with
agronomic interest and to localize the most relevant mutated genes in the pea genome. Two
mutations conferring resistance to powdery mildew (Erysiphe pisi Syd) were induced via
ethylnitrosourea treatments of cultivars Frilene and Solara. The genetic analysis of the two new
mutant lines confirmed that resistance to powdery mildew in pea is monogenic and recessive. The
two recessive mutations have shown to affect the same locus, erl, which determines all natural
sources of powdery mildew resistance identified so far. The molecular analysis carried out on
the F, progeny, arising from a Solara x Frilene mutant cross, permitted the construction of a
preliminary genetic map. The locus erl is incorporated in a linkage group of 17 markers
flanked at 5 ¢cM by an AFLP and RAPD marker (converted into SCAR markers). These
markers will be extremely useful for marker assisted selection in plant breeding programs and
will be used to refine the search for molecular markers tightly linked to the resistance locus,

paving the way for the isolation of the resistance gene via map based cloning.

Key-words: Pisum sativum L., mutagenic treatments, Erysiphe pisi Syd., resistance, molecular

markers
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Introducgdo

I. Introducao

A actividade de Melhoramento de Plantas comecou ha cerca de dez mil anos, com o
inicio da agricultura. Nessa época, o Homem comegou a seleccionar as plantas mais
favoraveis para a sua alimentagdo e para o seu vestudrio. Vavilov definiu o Melhoramento de
Plantas como “a evolucao comandada pelo Homem”. Outros consideram esta actividade uma
arte em vez de uma ciéncia. Em qualquer dos casos, o Melhoramento de Plantas envolve a
accdo humana e tem como finalidade a obtencdo de variedades que possam satisfazer as
exigencias dos utilizadores (Harten, 1998). Em geral, as etapas fundamentais de um programa
de melhoramento consistem na obtencdo de variabilidade genética, na selec¢do de gendtipos e
na realizacdo de testes comparativos para demonstracdo da superioridade dos materiais
vegetais seleccionados (Simmonds, 1981).

E reconhecido que o éxito de um programa de melhoramento est4 fortemente dependente
da variabilidade genética que o melhorador tem a sua disposi¢do (Allard e Hansche, 1964). Os
melhoradores recorrem a diversos meios para gerar variagdo genética nos materiais vegetais
que estdo a ser sujeitos ao processo de selec¢do. Podem aproveitar a variagdo natural ja
presente nas populagdes locais ou nos materiais exoticos introduzidos nas suas colecgdes de
germoplasma. Quando a variabilidade genética natural € reduzida podem incrementé-la
através de vdrias técnicas. Entre elas, a realizacdo de hibridacdes artificiais para a obtencao de
novas combinagdes genéticas e a indu¢do de mutacdes para obtencao de novas formas alélicas

sdo as mais frequentemente utilizadas.
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No programa de melhoramento de ervilha (Pisum sativum L.) que se encontra a decorrer
na Estacdo Nacional de Melhoramento de Plantas (ENMP), a variabilidade existente nesta
espécie resulta essencialmente da introducdo de material proveniente de outras instituicdes de
investigacdo e da realiza¢do de cruzamentos artificiais entre genétipos pertencentes a espécie
P. sativum. Mais recentemente, incluiu-se a mutagénese induzida como fonte alternativa para
produzir variabilidade genética nos materiais de ervilha.

A eficicia do processo de seleccio de plantas superiores é um factor da maior
importancia no sucesso de um programa de melhoramento. Tradicionalmente, os melhoradores
elegem as plantas com base no fenétipo apresentado pelos individuos. Esta estratégia é
adequada para as caracteristicas cuja expressao € independente das condi¢des ambientais. Uma
vez que a maioria das caracteristicas sujeitas ao processo de melhoramento sio influenciadas
pelo ambiente, os materiais vegetais tém que ser avaliados durante varios anos. A utilizacdo de
marcadores moleculares durante a fase de eleicdo de plantas pode constituir uma ferramenta
valiosa para os melhoradores. Contudo, a implementacdo de um programa de seleccio
assistida por marcadores s6 € possivel apos a identificagcdo de marcadores fortemente ligados
aos genes que controlam as caracteristicas de interesse agronémico.

No melhoramento de plantas, os marcadores moleculares podem também ser utilizados
para estudar a variabilidade genética existente nas colec¢des de germoplasma. Este
conhecimento pode ser aplicado no planeamento de cruzamentos artificiais de forma a permitir
a seleccdo de progenitores geneticamente mais afastados. Outra drea de aplicacdo dos
marcadores moleculares consiste na identificacdo varietal, importante na protec¢do de

variedades comerciais. Em muitos casos, a identificagdo de variedades € feita com base em
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descritores morfoldgicos. Nas espécies que possuem uma base genética estreita, como € o caso
da soja, as variedades tendem a ser muito semelhantes dificultando a distingdo entre as novas
variedades e as jd existentes, utilizando apenas caracteristicas morfoldgicas. As técnicas
moleculares poderdo constituir nestes casos ferramentas importantes para fornecer a
informacao necessdria para a distin¢@o e o registo de variedades (Camlin, 2001).

O presente estudo insere-se no ambito dos trabalhos de mutagénese experimental que se
encontram a decorrer na ENMP em colaboracdo com a Universidade do Algarve e teve como
objectivos centrais:

1. A obten¢ao de formas mutantes de Pisum sativum L. com interesse agrondmico.

2. O mapeamento genético de algumas das mutagdes de maior relevancia.

No decorrer do trabalho experimental pretendeu-se:

a) Definir a duragdo mais adequada dos periodos de exposi¢do das plantulas aos agentes
mutagénicos (etilnitrosoureia e metilnitrosoureia) para obtencdo de uma eficiéncia
mutagénica elevada e paralelamente, avaliar a influéncia das diferentes fases do ciclo
celular no efeito mutagénico do etilnitrosoureia.

b) Estudar do ponto de vista genético a resisténcia ao fungo E. pisi apresentada por dois
dos mutantes induzidos e analisar as relagdes alélicas entre os genes mutados.

¢) Mapear geneticamente o locus de resisténcia ao oidio e identificar marcadores
moleculares fortemente ligados ao locus de resisténcia para utilizagdo na selec¢do assistida
por marcadores moleculares e que permitam avangar no isolamento do gene mutado por

clonagem baseada em mapas genéticos.
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II. Estado Actual dos Conhecimentos

I1.1. A Mutagénese Experimental no Melhoramento de Plantas

Hugo de Vries, professor de Botanica em Amsterddo, foi o primeiro a sugerir a
inducgdo artificial de mutagdes, no inicio do século XX. No entanto, s6 em 1927, apds os
trabalhos de H. J. Muller com Drosophila, é que ficou provado que as mutagdes podiam ser
induzidas artificialmente (Micke, 1999). Os resultados das experiéncias de Muller com raios-
X demonstraram que era possivel obter variantes genéticas diferentes daquelas que ocorriam
naturalmente. Esta descoberta constituiu o inicio dos estudos sobre mutagénese e foi recebida
com muito interesse pela comunidade cientifica. Em 1928, L. J. Stadler comprovou que os
raios X aumentavam a frequéncia das mutagdes em cevada. No entanto, a aplicagdo da
mutagénese induzida no Melhoramento de Plantas ndo ocorreu de imediato, tendo sido
necessdrio cerca de 30 anos para o desenvolvimento desta técnica até a fase em que podia ser
utilizada com uma boa taxa de sucesso (Sigurbjornsson, 1977).

Em 1950, apenas era conhecida uma variedade comercial obtida por mutagénese, a
variedade de tabaco ‘“Chlorina”, seleccionada pelo investigador holand€s Tollenaar, na
Indonésia. No inicio dos anos 60, o nimero de variedades registadas continuava ainda a ser
reduzido, verificando-se apenas a existéncia de 15 variedades obtidas por este método
(Sigurbjérnsson, 1977). A partir de 1964, ap6s a formagdo da “Joint FAO/IAEA' Division”, a
mutagénese induzida passou a ser utilizada com mais frequéncia nos programas de

melhoramento de plantas e o lancamento de novas variedades comecou a progredir

' Food and Agriculture Organization / International Atomic Energy Agency
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rapidamente. Em 1970 existiam 72 variedades e em 1975 eram ja 133. Em 2000, a informacao
mantida na base de dados da FAO/IAEA mostra que existem 2252 variedades obtidas com
recurso a mutagénese experimental, metade das quais foram obtidas nos ultimos 15 anos
(Maluszynski et al., 2000). A China € o pais que mais tem contribuido para o lancamento de
novas variedades (605), seguido da India (259), da ex-URSS/Russia (204), da Holanda (176),
da Alemanha (138) e dos EUA (125). Em Portugal, apenas existe o registo de uma variedade
de arroz (Salir), obtida em 1983 por tratamento com raios .

A distribui¢do das variedades comerciais pelos principais grupos de plantas cultivadas
evidencia a posi¢do predominante dos cereais em relacdo as restantes culturas (Figura 1). De
facto, verifica-se que neste grupo estdo incluidas 48% do total de variedades obtidas por
mutagénese induzida, reflectindo este nimero a relevancia das culturas cerealiferas, a nivel

mundial.

Horticolas
Industriais (66) Oleaginosas
(81) (59)

Outras
(111)

Leguminosas
(311)

Cereais
(1072)

Ornamentais
(552)

Fonte: Maluszynski et al., 2000

Figura 1 - Numero de variedades obtidas por mutagénese induzida
em diferentes grupos de cultura



Estado Actual dos Conhecimentos

A importancia da mutagénese experimental no melhoramento de plantas traduz-se ndo
sO através do nimero de variedades langadas mas também mediante o valor qualitativo destes
materiais. Em muitos casos, o material vegetal seleccionado proporcionou a obtengdo de
niveis de produtividade mais elevados em vérias espécies agricolas e como consequéncia, a
sua utilizacdo na agricultura teve um forte impacto na economia de diversos paises
(Ahloowalia et al., 2004). Por exemplo, a introducdo das variedades de cevada Diamant e a de
arroz Calrose 76 conduziram a acréscimos de produgdo superiores a 15% em relagdo as
variedades tradicionais (Bouma e Ohnoutka, 1991; Rutger, 1991). Além disso, muitos
gendtipos de cevada e de arroz obtidos posteriormente cont€ém na sua constitui¢do genética
informacao proveniente destas duas variedades.

Os trabalhos de mutagénese também tém contribuido para a obtenc¢do de variedades
que apresentam caracteristicas superiores relacionadas com a qualidade das sementes e com a
resisténcia das plantas a stresses bidticos. Assim, foram obtidas sementes de cevada com
teores mais elevados de lisina (Jensen, 1991), sementes de vdrias espécies oleaginosas com
teores mais altos de Oleo e com percentagens mais baixas de factores antinutricionais
(Robbelen, 1991; Bathia et al., 1999), plantas pertencentes a varias espécies com niveis mais
elevados de resisténcia a doencas e a pragas (Jgrgensen, 1991; MacDonald et al., 1991; Nakai,
1991; Pathak, 1991).

As mutagdes induzidas ocorrem aleatoriamente no genoma. Na maioria dos casos, as
mutacdes afectam apenas um dos alelos de um locus e sdo recessivas, sendo necessario
encontrarem-se em homozigose para apresentarem expressdo fenotipica (Micke, 1999). Por

esta razdo, € nas espécies autogdmicas que se observa uma maior eficiéncia mutagénica,
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devido a maior facilidade em serem obtidos gendtipos homozigéticos € consequentemente em
serem identificadas as mutacdes. No entanto, tétm sido publicados diversos estudos que
provam o interesse da mutagénese induzida nas espécies alogdmicas como sejam por exemplo,
os trabalhos que envolvem a esterilidade citoplasmatica masculina em girassol (Jan e Rutger,
1988; Jan, 1992) ou a qualidade das sementes de espécies oleaginosas (Robbelen, 1991;
Vranceanu e Iuoras, 1991). Também nas espécies de propagacdo vegetativa tem-se obtido
bons resultados, principalmente em plantas ornamentais (Datta, 1991). Nestas ultimas,
qualquer alteracdo que ocorra ao nivel da cor e da forma da flor ou da folha tem valor
comercial, podendo as plantas mutadas serem utilizadas directamente como novas variedades,
sem ser necessario muito trabalho de selec¢@o adicional. Alids, este € o grupo de culturas que
mais se tem expandido nos ultimos anos, com o contributo forte da Holanda (Maluszynski et

al., 2000).

I1.2. Agentes mutagénicos

Nos trabalhos de mutagénese experimental, os agentes mais utilizados podem ser
classificados em dois grandes grupos: os agentes fisicos e os agentes quimicos (Briggs e
Constantin, 1977; Heslot, 1977). Ao longo dos anos t€ém sido testados outros agentes para
induzir mutacdes, como seja a aplicacdo de choques térmicos e o envelhecimento de sementes.
No entanto, estes métodos demonstraram possuir uma baixa eficicia relativamente aos
mutagénicos fisicos e quimicos, sendo por isso utilizados em pequena escala (Harten, 1998).

Os agentes fisicos incluem as radia¢des ionizantes (raios X, raios vy, neutrdes, protoes,

particulas a e B) e as radiacdes ndo ionizantes (ultravioletas). A nivel molecular, as radiag¢des
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ionizantes provocam numa primeira fase a quebra das ligacdes covalentes das moléculas
originando a produgdo de i0es positivos e electrdes livres. Em solugdes aquosas, as radiagdes
polarizam as moléculas de 4gua, dando origem a formacdo de radicais livres de H,O", H' e
OH'. Estes radicais reagem entre si, produzindo H; e H,O,. Na presenca de oxigénio, também
se formam radicais HO,. Estes radicais e o peréxido de oxigénio reagem com as moléculas
presentes nas solucdes provocando alteragdes quimicas. No caso do DNA, podem ser
observadas perdas de bases e de grupos fosfato, quebras de uma ou das duas cadeias de DNA e
ligacdes ilegitimas entre moléculas de DNA. Por outro lado, a radia¢do ultravioleta embora
ndo possua energia suficiente para ionizar a molécula de DNA também causa danos, sendo o
mais frequente a formacdo de dimeros de pirimidina (Ahnstrom, 1977).

Os raios y e os raios X, sdo os agentes fisicos mais usados nos trabalhos de
mutagénese, tendo sido utilizados na obtencdo de 86% das variedades comerciais originadas
por radiacdes (Maluszynski et al., 2000).

Segundo Heslot (1977), existe um numero elevado de compostos quimicos que
possuem actividade mutagénica e que podem ser distribuidos por 7 grupos de acordo com o
seu modo de acc¢do (Quadro 1). Os compostos mais utilizados para induzir mutagdes nas
plantas pertencem na sua maioria ao grupo dos agentes alquilantes. Entre estes, destacam-se o
etilmetanossulfonato (EMS), a etilenimina (EI), o metilnitrosoureia (MNU) e o etilnitrosoureia
(ENU).

Os agentes alquilantes s@o constituidos por um ou dois grupos funcionais e tém a
capacidade de reagir com as cadeias de DNA através da alquilacdo dos grupos fosfato ou das

bases purinas e pirimidinas. A situacdo mais frequente envolve a formagdo da 7-alquil-
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guanina. A alquilacdo do oxigénio na posicdo 6 da guanina vai contribuir para a ocorréncia de
erros durante a replicacdo, verificando-se o emparelhamento da guanina com a timina em vez
da citosina, dando esta alteracdo origem a uma mutacdo do tipo transicdo. Se o agente
mutagénico possuir ac¢cdo despurinizante podem ser observadas mutagdes do tipo transversao.
Neste caso, verifica-se a eliminacdo de bases purinas da cadeia do DNA, podendo o espago

deixado vago ser preenchido por qualquer das quatro bases.

Quadro 1 - Classificagdo de alguns agentes mutagénicos quimicos segundo o seu modo de ac¢do

Grupo Composto
1. Anélogos de bases 5-bromouracilo, 5-bromodesoxiuridina, 2-aminopurina, 8-
etoxicafeina, metil acido drico

2. Antibidticos azaserina, mitomicina, estreptonigrina, actinomicina D

3. Compostos alquilantes
3.1. Mostardas de enxofre gds mostarda

3.2. Mostardas nitrogenadas
3.3. Epoxidos
3 4. Etilenimina etilenimina, acetil etilenimina

3.5. Sulfatos e Sulfonatos dimetilsulfato, dietilsulfato, metilmetanosulfonato, etilme-
tanosulfonato, propilmetanosulfonato, isopropilmetanosul-
fonato, butilmetanosulfonato

3.6. Diazoalcanos diazometano, diazoetano
3.7. Compostos nitrosos metilnitrosoureia, etilnitrosoureia, metilnitrosouretano, etil-
nitrosouretano, metilnitronitrosoguanidina
4. Acridinas laranja de acridina, ICR-170
5. Azida azida
6. Hidroxilamina hidroxilamina
7. Acido nitroso acido nitroso

Fonte: Heslot, 1977

Os resultados das experi€ncias mutagénicas com compostos quimicos dependem de

varios factores, tais como a concentragao do agente mutagénico, a duracdo e as condi¢cdes em

10
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que sdo realizados os tratamentos (temperatura, pH, ...). Nos dltimos anos, os melhoradores
verificaram que, para atingirem os seus objectivos, ndo precisam observar frequéncias de
mutacdo elevadas mas sim obter um nimero razodvel de mutagdes uteis. Desta forma, evita-se
a ocorréncia de alteragdes drasticas na base genética dos materiais vegetais. Por esta razdo,
actualmente os tratamentos sdo realizados com doses mais baixas relativamente ao que era
recomendado no passado, assim como, sdo utilizados periodos de tratamento mais reduzidos

(Kamra e Brunner, 1977; Harten, 1998).

I1.3. A mutagénese experimental nas espécies de leguminosas grao

As leguminosas para grio pertencem a familia Fabaceae e incluem um ndmero
elevado de espécies. Apresentam como caracteristica comum a capacidade de fixarem azoto
atmosférico através da relacdo de simbiose que estabelecem com a bactéria Rhizobium. As
sementes apresentam um elevado valor nutritivo devido aos altos teores de proteina (20-40%),
assim como de hidratos de carbono (Bressani e Elias, 1988). Muitas destas espécies sdao
cultivadas desde a antiguidade, estando relacionadas com o desenvolvimento de civilizagdes
antigas. Sementes carbonizadas encontradas nos locais de origem da lentilha, da ervilha e do
grao de bico revelam que estas culturas ja eram utilizadas desde os anos 6000-7000 A.C.
(Ladizinsky e Adler, 1976; Muehlbauer, 1992).

Nos ultimos anos, as técnicas de mutagénese t€m sido aplicadas com sucesso em quase
todas as espécies cultivadas pertencentes a familia Fabaceae. Como resultado deste processo,
em 1986 encontravam-se registadas 100 variedades de 17 espécies cultivadas (Quadro 2). Em

1999, este nimero ja tinha aumentado de forma significativa, verificando-se a existéncia de

11
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265 variedades, em 32 paises. Destas variedades, 147 foram obtidas directamente a partir dos
mutantes induzidos. As restantes, foram desenvolvidas depois de ter sido realizada a selec¢ao
de materiais nas descendéncias provenientes de hibridagdes artificiais em que os novos
mutantes foram incluidos como progenitores (Bhatia et al., 2001). A espécie que tem
contribuido com o maior nimero de variedades é a soja, seguindo-se o feijao, o amendoim e a

ervilha.

Quadro 2 - Numero de variedades mutantes obtidas em diversas espécies pertencentes a
familia Fabaceae, apds tratamentos mutagénicos

Espécie Até 1986 Até 1999
Arachis hypogaea L. 13 44
Cajanus cajan Millsp. 5 5
Cicer arietinum L. 6 10
Dolichos lablab 1 1
Glycine max L. 23 58
Lathyrus sativus L. - 1
Lens culinaris Medik. 1 1
Lupinus albus L. 3 12
Lupinus angustifolius L. 1 1
Lupinus cosentini Guss. 1 1
Lupinus luteus L. 1 4
Phaseolus coccineus L. - 1
Phaseolus vulgaris L. 12 50
Pisum sativum L. 13 32
Vicia faba L. 2 13
Vicia sativa L. - 3
Vigna angularis Willd. 1 1
Vigna mungo L. 2 4
Vigna radiata (L.) Wil. 8 14
Vigna unguiculata Walp. 7 9
Total 100 265

Fonte: Bathia et al., 2001

A selec¢do de gendtipos com producdes unitérias elevadas € uma das principais metas
que se pretende atingir em qualquer programa de melhoramento. Este facto reflecte-se no

nimero elevado de variedades lancadas a partir de materiais sujeitos a tratamentos

12
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mutagénicos que apresentam caracteristicas superiores relacionadas com os componentes do
rendimento (Quadro 3). A arquitectura da planta € reconhecida também como um dos
principais factores que influencia a produtividade das leguminosas para grao (Huyghe, 1998).
Plantas com porte prostrado ou com tendéncia para acamar originam quebras de produgdo
elevadas devido as perdas de semente que ocorrem durante a colheita mecanica. Dai que, se
tenha procedido a selec¢do de plantas no sentido de encontrar materiais com estatura baixa e

com porte erecto.

Quadro 3 - Caracteristicas modificadas nas variedades mutantes obtidas em diversas espécies
de leguminosas para grao

Tipo de caracteristica Caracteristicas melhoradas N° de variedades
Producdo de semente elevada 57
N° elevado de vagens 12

Rendimento Sementes de calibre elevado 9
Vagens indeiscentes 2
Sementes de calibre pequeno 1
Maior capacidade de fixacdo de azoto 1
Plantas anas 17

Tipo de planta Resisténcia a acama 17
Plantas erectas 8
Indice de colheita elevado 2

Maturacéo precoce
Duragdo do ciclo Maturagdo uniforme
Insensibilidade ao fotoperiodo

Qualidade Teores mais elevados de proteina
Teores baixos em alcaldides

39
4
2
Qualidade das sementes 7
4
3
Teores elevados em 6leo 2

Resisténcia a doencas 26
Resisténcia Resisténcia a afideos
Resisténcia a nematodos

Tolerancia Tolerancia ao frio
Tolerancia a solos acidos, alcalinos e salinos

3
1
Tolerancia a secura 7
3
2

Fonte: Micke, 1995

13
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Também, a duracido da fase vegetativa e da fase reprodutiva sdo duas caracteristicas
que tém sido modificadas em diversas variedades de grao de bico, soja e feijao (Bathia et al.,
2001), permitindo a sua adaptacdo a diversas condi¢des ambientais. Outras caracteristicas
melhoradas nas novas variedades estdo relacionadas com a qualidade das sementes, a
eficiéncia de fixacdo de azoto atmosférico e a tolerancia das plantas a varios factores bioticos

e abidticos.

I1.4. Inducao de mutantes em Pisum sativum L.

A ervilha (Pisum sativum L.) é uma das poucas leguminosas para griao que ¢é
amplamente utilizada na agricultura e simultaneamente é considerada como uma planta
modelo em diversas dreas da Biologia. Esta planta apresenta determinadas caracteristicas que
permitiram a Mendel o desenvolvimento do seu modelo genético e que em diversos trabalhos
de investigagdo fosse eleita como material de estudo, durante varias décadas. Entre as vdrias
caracteristicas destacamos uma clara dicotomia na variacdo de caracteristicas morfoldgicas,
tais como flor branca vs flor violeta, semente lisa vs semente enrugada, semente de cor verde
vs semente de cor amarela; a facilidade em realizar cruzamentos artificiais devido ao tamanho
das flores que sdo emasculadas sem dificuldade, a capacidade de obter com sucesso
descendéncias F; e a existéncia de elevada variabilidade genética quer de origem natural quer
induzida (Ellis, 1993; SWiQCicki etal.,2001).

O género Pisum pertence a tribo Vicieae da familia Fabaceae. Presentemente,

considera-se que este género € constituido por apenas duas espécies (Hoey et al., 1996): a

espécie cultivada Pisum sativum L. e a espécie selvagem Pisum fulvum Sibth. e Sm., ambas
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diploides, com 2n=14. A espécie P. sativum engloba as variedades sativum e arvense, sendo
tanto uma como outra utilizadas na agricultura. Apesar da elevada variabilidade morfoldgica
presente na espécie P. sativum, a ervilha pode ser descrita como uma planta anual, de
crescimento indeterminado que apresenta caules herbaceos, angulosos e ocos, com uma altura
varidvel entre os 25 cm e os 3 metros. As folhas sdo alternas, parifolioladas, com estipulas
maiores que os foliolos e terminadas em gavinhas. Os foliolos podem ser inteiros ou
ligeiramente dentados, apresentando forma oval ou eliptica (Gritton, 1986). A ervilha é uma
planta autogdmica com flores tipicamente papiliondceas. A cor da corola pode ser branca ou
violeta. Cada né reprodutivo tem usualmente duas flores que originam duas vagens. Estas
apresentam cor amarela ou acastanhada e cont€tm em média 4 a 8 sementes dependendo da
variedade e das condi¢cdes ambientais. As sementes podem ser lisas ou rugosas (Franco, 1971).

A variabilidade genética na ervilha € conhecida desde longa data e a obtencdo de
mutantes nesta espécie tem fornecido a base experimental para o desenvolvimento da genética
moderna. O nimero de mutantes morfoldgicos ja descritos excede os 400, podendo estes ser
agrupados de acordo com o processo bioldgico que influenciam: a forma da folha, o
alongamento dos entre-nds, a floragdo, o tipo de ramificacao, o desenvolvimento das sementes
e a senescéncia (Murfet e Reid, 1993).

Existe um nimero elevado de muta¢des que influenciam a forma e a estrutura da folha
(Quadro 4). Em 1912, foi descrito o primeiro destes mutantes que apresentava folhas do tipo
acdcia (Murfet e Reid, 1993). Neste tipo de mutag@o, observa-se a substituicdo das gavinhas
que estdo presentes nas plantas de folha normal por foliolos. Assim, as plantas com este tipo

de mutacgao possuem folhas constituidas apenas pelas estipulas e pelos foliolos.
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Quadro 4 — Algumas das mutacdes que influenciam a morfologia da planta de ervilha

Mutacdo | Fenétipo Mutacdo | Fenétipo
tl acdcia, gavinhas transformadas em foliolos Iy entre-nés longos
st estipulas muito reduzidas Iw entre-nds curtos
td estipulas e foliolos com margens dentadas na planta ana
uni unifoliata, folhas s6 com um foliolo que coch estipulas substituidas por foliolos com
substitui os pares de foliolos e as gavinhas peciolo
af afila, foliolos transformados em gavinhas veg-1 | plantas sem nds reprodutivos
sil foliolos e estipulas com margens onduladas | fnfrna | planta com mais de 3 flores por né
cri foliolos e estipulas enrugados det planta do tipo determinado
apu foliolos com peciolo rms nimero elevado de ramos
sin ramos com espessura reduzida gap ramificagdes nos nds basais e superiores
separados por uma zona sem ramos

Fonte: Murfet e Reid, 1993

Outra mutagdo que afecta a estrutura da folha € a do tipo af que transforma todos os
foliolos da folha em gavinhas, originando plantas semi-dfilas. A nivel agrondmico, a
incorporagdo deste gene nas variedades comerciais tem uma importincia significativa. Embora
se observe uma reducdo da drea fotossintética nas plantas, a producdo de sementes ndo é
afectada negativamente. Dados experimentais mostram que a superficie foliar encontra-se
correlacionada negativamente com o rendimento (Cousin et al., 1985). A competicdo pela
reparticdo de assimilados entre a parte vegetativa e a parte reprodutiva das plantas € maior
quando a producdo de biomassa é elevada, conduzindo a um decréscimo no rendimento em
semente. O gene af estd também directamente relacionado com a resisténcia das plantas a
acama. Com efeito, nas variedades semi-dfilas, as plantas apoiam-se umas nas outras através
das gavinhas e conseguem manter a posicao vertical até ao fim do ciclo vegetativo, com maior

facilidade. As plantas semi-dfilas resistentes a acama permitem a realizacdo da colheita
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mecanica e proporcionam acréscimos de rendimento que podem atingir valores proximos de
20% em relacdo aos geno6tipos de folha normal (Cousin, 1997).

Outro tipo de mutacdo que estd bem estudado refere-se a mutacdo st que reduz
drasticamente o tamanho da estipula da folha devido a perda ou ao ndo funcionamento dos
meristemas responsaveis pela sua formacdo (Murfet e Reid, 1993). A presenca simultanea do
gene af e st da origem a folhas apenas com gavinhas como se observa nas variedades éfilas.

A mutagénese experimental também tem fornecido mutantes interessantes para os
estudos que tém como objectivo analisar a relacdo de simbiose que ocorre entre o Rhizobium e
a ervilha (Sagan et al., 1991; Sidorova, 1991). A utilizacdo destes mutantes ja permitiu a
identificacao de 30 genes especificos que controlam o desenvolvimento e o funcionamento dos
nédulos presentes nas espécies leguminosas (Brewin et al., 1993; Sagan et al., 1993; Men et
al., 1999; Schneider et al., 2002).

Além dos materiais que tém sido obtidos e utilizados nos estudos genéticos
(Gottschalk, 1965; Wellensiek, 1965; Molchova et al., 1987; Smirnova, 2002), a mutagénese
induzida tem proporcionado a seleccdo de mutantes com rendimentos elevados (Vassileva et
al., 1987; Mehandjiev et al., 1998b), com alteragdes no grau de precocidade da floracdo e da
maturacdo (Mehandjiev e Mihov, 1995), com resisténcia a doencas (Bathia et al., 2001) e com
teores mais elevados de proteina (Mehandjiev et al., 1998a). No Quadro 5, apresentam-se
algumas variedades de ervilha obtidas directamente apds a aplicacdo de tratamentos
mutagénicos e as suas principais caracteristicas. Muitas outras variedades tém sido obtidas a
partir da descendéncia de mutantes que foram incluidos como progenitores nos esquemas de

hibridacgoes artificiais desta espécie (Bathia et al., 2001; Sidorova et al., 2002).
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Quadro 5 - Variedades de ervilha obtidas directamente por mutagénese experimental e suas
caracteristicas principais

Variedade | Ano de obtencdo| Pais Tratamento mutagénico Caracteristicas melhoradas

Stral-art 1954 Suécia | Raios-X 15 krad; sementes Rendimento

Moskovsky 1974 Russia | Dietil sulfato (DES) 0,03% Tamanho da semente e teor de proteina
Hans 1979 India Etilenimina (EI) Rendimento

Wasata 1979 Pol6nia | Raios-X, 50 krad Precocidade, producio, resisténcia a acama
Esedra 1980 Italia Raios-X 7,5 Gy; pélen Porte adequado para a colheita mecénica
Caoyuan 10 1980 China Raios-X 200 Gy; sementes Tamanho das folhas, espessura do caule
Navona 1980 Italia Raios-X 7,5 Gy; pélen Nuimero de vagens, altura da planta
Streletski 11 1985 Russia | EL 0.01%, 12 horas; sementes | Resisténcia a acama, precocidade

Pirro 1988 Italia Raios gama 100 Gy; sementes | Tipo , vagens grandes

Priamo 1988 Itélia Raios gama 100 Gy; sementes | Tipo determinado, rendimento

Paride 1988 Italia Raios gama, 100 Gy, sementes| Tipo determinado, precocidade, producio
Kwestor 1991 Polénia | Raios gama, 100 Gy, sementes| Nimero de vagens

Fonte: Bathia et al., 2001

IL.5. Inducio de mutantes para resisténcia a doencas

Segundo diversas estimativas, aproximadamente um ter¢o da producao total agricola é
perdida devida a pragas e a doengas (Harten, 1998). A aplicacdo de pesticidas pode proteger
de forma eficaz as culturas mas a sua utilizacdo pode ficar comprometida se for realizada em
condi¢des ambientais adversas ou se surgirem novas racas de patogéneos. Por isso, a obtencao
de variedades resistentes € a melhor alternativa para controlar as doengas, sendo esta uma das
metas que o melhoramento de plantas pretende atingir nas vérias espécies cultivadas (Ranalli e
Cubero, 1997; Tavares-de-Sousa, 1999).

As mutagdes induzidas podem ser uma fonte importante de variabilidade adicional em
caracteres para os quais a variabilidade existente € reduzida ou inexistente. Este pode ser o
caso da resisténcia a diversos patogéneos. A primeira referéncia a indu¢do de mutantes para a

resisténcia a doencgas deve-se ao trabalho de Freisleben e Lein que em 1942 isolaram um
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mutante de cevada resistente a trés racas de oidio (Favret et al., 1977). A partir desta data,
principalmente apds os anos 50, muitos mutantes resistentes a doencas foram seleccionados
em diversas espécies (Quadro 6).

Ainda hoje, a selec¢do dos mutantes de cevada resistentes ao oidio (Erysiphe graminis
f.sp. hordei), apds tratamento com raios X, continua a ser um dos casos de maior sucesso da
mutagénese induzida aplicada a resisténcia a doengas. A resisténcia manifestada por estes
mutantes é controlada por um gene recessivo, mlo, cuja presenga confere resisténcia a
praticamente todos os isolados do fungo e parece ser durdvel apesar da utilizagdo intensiva das
variedades resistentes em varios paises da Europa. Presentemente, muitos materiais cultivados
de cevada possuem o locus mlo na sua constituicdo genética (Jgrgensen, 1991; Schulze-Lefert

e Vogel, 2000).

Quadro 6 — Resisténcias a doengas obtidas em vérias culturas, por mutagénese experimental

Cultura Patogéneo Ano

Amendoim Sclerotium rolfsii 1956

Arroz Piricularia oryzae 1960

Aveia Puccinia graminis 1954, 1955, 1956
Puccinia coronata 1956, 1959, 1960
Helminthosporium victoriae 1956, 1961

Cevada Erysiphe graminis 1942, 1951, 1956
Puccinia hordei 1960
Puccinia graminis 1954
Ustilago nigra 1961

Linho Melampsora lini 1956

Milho Sclerospora maydis 1958

Tabaco Virus y 1962

Tomate Phytophthora infestans 1961

Trigo Puccinia graminis 1955, 1956, 1959
Puccinia recondita 1956, 1960

Fonte: Favret et al., 1977
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Presentemente, as variedades resistentes que tém origem em descendéncias de plantas
que foram sujeitas a tratamentos mutagénicos continuam a desempenhar um papel importante
na agricultura (Quadro 7). Por exemplo, a variedade de grao de bico CM 88, desenvolvida a
partir de radiacdes v, ocupa 70% da 4rea dedicada a esta cultura na India (Hagq ez al., 2001), a
variedade Zhefu 802 ocupa 30% da area total de arroz cultivada na Costa Rica e ocupou 10.6

milhdes de hectares na China durante o periodo compreendido entre 1986-1994 (Ahloowalia

et al., 2004).

Quadro 7 — Variedades resistentes a diversas doencas obtidas por mutagénese experimental utilizadas

na agricultura

Cultura Variedades Patogéneo

Amendoim MH-2 Cercospora personata
Arroz Camago 8, PNR-381, Zhefu 802, Pyricularia grisea

Cevada Florida 500, Florida 501 Helminthosporium victoriae
Colza Abasin-95 Peronospora parasitica
Feijao Ouray Virus do mosaico do tabaco
Feijao-frade Cowpea 88 Virus do mosaico amarelo
Grio de bico CM-88, CM-98, Nifa-95 Ascochyta rabiei

Soja Liadou 3 Sclerophotora macrospora
Trigo Soghat 90 Puccinia recondita

Vigna radiata L. Wilczek MUM 2 Virtds do mosaico do tabaco

Vigna mungo L. Hepper

Vamban 2, Sarla B-14-4

Virts do mosaico do tabaco

Fonte: Maluszynski et al., 2000; Ahloowalia et al., 2004

I1.6. Mecanismos de resisténcia a doencas

Os estudos sobre a genética da resisténcia manifestada pelas plantas cultivadas

parecem indicar que esta € transmitida na maioria dos casos como uma caracteristica

7z
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dominante. No entanto, nas populagdes naturais verifica-se que a resisténcia é herdada com
frequéncia como uma caracteristica recessiva. O predominio de genes de resisténcia
dominantes nas espécies cultivadas pode ser consequéncia da actividade de melhoramento que
tende a favorecer a seleccdo de resisténcias dominantes ou codominantes (de Witt, 1992). Esta
situacdo ocorre porque os genes de resisténcia dominantes sdo facilmente detectados na
geracdo Fj, enquanto que, os genes de resisténcia recessivos so sdo detectados em fases mais
avancadas dos programas de melhoramento, em genoétipos homozigéticos (Simmonds, 1981).
Na maioria das resisténcias controlada por genes dominantes, a resposta das plantas
face ao ataque dos agentes patogénicos estd de acordo com o modelo cldssico gene-a-gene
proposto por Flor (1971). Este autor ao estudar a infeccdo de plantas de linho (Linum
usitatissimum L.) ocasionada pelo fungo da ferrugem (Melampsora lini), constatou existir uma
interaccao genética entre o hospedeiro e o agente patogénico. Segundo esta teoria, a cada gene
que condiciona a resisténcia no hospedeiro corresponde um gene que condiciona a
patogenicidade no parasita. Neste modelo, os produtos dos genes dominantes de resisténcia
actuam como receptores para os produtos dos genes de aviruléncia e muitas vezes as medidas
de defesa traduzem-se no desenvolvimento de respostas de hipersensibilidade. Estudos
realizados por van der Biezen e Jones (1998), sugerem a existéncia de um outro modelo que
pode explicar o desenrolar da reac¢ao de resisténcia nas plantas. Segundo este modelo (“guard
hypothesis”), nas células vegetais existem proteinas que funcionam como ‘“‘sentinelas”. Os
genes de resisténcia sé sdo activados quando os produtos dos genes de aviruléncia interagem
com estas “sentinelas”, ndo se observando assim uma acg¢ao directa entre o produto do gene de

resisténcia e o produto do gene de aviruléncia (McDowell e Woffenden, 2003). Este € o
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mecanismo que descreve a resisténcia da Arabidopsis thaliana a Pseudomonas syringae
(Mackey et al., 2002). O gene RPM1 confere resisténcia a esta bactéria mas para ser activado
necessita da presenca da proteina RIN4. A redugdo dos niveis de RIN4 conduz a inibi¢do da
resposta de hipersensibilidade, permitindo o desenvolvimento do agente patogénico.

Entre as vdrias respostas de defesa desencadeadas pelas plantas face ao ataque de
agentes patogénicos, a reaccdo de hipersensibilidade e a resisténcia sistémica adquirida (SAR)
sdo aquelas que ocorrem com maior frequéncia (Frye e Innes, 1998).

A reac¢do de hipersensibilidade caracteriza-se por uma morte localizada de células do
hospedeiro, desencadeada em resposta a infec¢do. Foi identificada pela primeira vez por
Stakman em 1915 ao estudar a resisténcia do trigo a Puccinia graminis (Kombrink e
Schmelzer, 2001). Nas interac¢des com organismos patogénicos obrigatdrios, caso dos fungos
responsaveis pelo oidio nas plantas, a morte das células constitui um processo eficaz para
inibir o crescimento destes organismos que necessitam de células vivas para a obtencdo de
nutrientes. Nas interaccdes com outros tipos de agentes patogénicos, a desagregacdao dos
tecidos vegetais leva a libertacdo das substincias antimicrobianas que se encontram
armazenadas nos vacuolos das células e que se acumulam nos locais de infec¢do impedindo o
desenvolvimento dos organismos invasores (Osbourn, 1996). Com efeito, a resposta de

hipersensibilidade pode ocorrer como consequéncia da activagdo de varios mecanismos

bioquimicos que levam a formacao de radicais livres e outros compostos toxicos. Assim, nas
células atacadas, pode-se observar a acumulagdo de peréxido de hidrogénio, de ides O, e OH,

a perda de ides de potdssio, a sintese de fitoalexinas e de proteinas relacionadas com a
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patogenicidade (proteinas PR?), como as 1,3-B-glucanases e as quitases (Staskawicz et al.,
1995; Hammond-Kosack e Jones, 1996). No local de infec¢do também pode ocorrer deposi¢ao
de lenhina e de glicoproteinas contendo hidroxiprolina, responsaveis pelo fortalecimento das
paredes celulares (Hammond-Kosack e Jones, 1996).

A resisténcia sistémica adquirida é observada apds a formacgdo localizada de lesdes
necrdticas nos tecidos vegetais, provocadas pela presenca de agentes patogénicos. Foi
observado que as plantas podiam adquirir resisténcia apds tratamento com formas atenuadas
de agentes patogénicos ou com indutores quimicos. As plantas tratadas apresentavam um
crescimento limitado da doenca e consequentemente, uma diminuicdo da extensdo e
severidade dos sintomas (Ryals et al., 1996; Oostendorp et al., 2001). Esta resposta envolve
em muitos casos a presenga de dcido salicilico. Estudos realizados em tabaco e em
Arabidopsis indicam que as plantas que nao t€m a capacidade de acumular este dcido também
ndo sdo capazes de induzir este tipo de resisténcia (Delaney et al., 1994). O 4cido jasmoénico e
o etileno também estdao associados a regulacdo de respostas de resisténcia em plantas contra
doencas, sendo responsdveis pelo aumento da produgdo de compostos antimicrobianos, como
sejam as fitoalexinas e as proteinas PR (Clarke et al., 2000). O 4cido jasmoénico é essencial nas
respostas de defesa da Arabidopsis contra varios fungos, como seja Phythium mastophorum
(Reymond e Farner, 1998). O tratamento de plantas de cevada com metil jasmonato também
conduziu a um aumento do nivel de resisténcia contra o oidio (Walters et al., 2002).

O isolamento de genes de resisténcia tem revelado que estes partilham motivos
estruturais semelhantes (Staskawicz et al., 1995; Hammond-Kosack e Jones, 1997; Dixon et

al., 2000; Richter e Ronald, 2000). Assim, com base nestes motivos, a maioria dos genes

? Pathogenesis related proteins
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podem ser divididos nos seguintes grupos: serina-treonina quinase, LZ-NBS-LRR®, TIR-NBS-

LRR?, eLRR’, eLRR-quinase (Quadro 8).

Quadro 8 — Classes de genes de resisténcia (Martin et al., 2003)

Classe de genes Gene | Planta Agente patogénico
Serina-treonina quinase Pto Tomateiro Pseudomonas syringae pv. tomato
12 Tomateiro Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
LZ-NBS-LRR Mla Cevada Blumeria graminis
RPS2 | Arabidopsis Pseudomonas syringae pv. tomato
RPM1 | Arabidopsis Pseudomonas syringae
L6 Linho Melampsora lini
TIR-NBS-LRR N Tabaco Viras do mosaico do tabaco
RPP5 | Arabidopsis Peronospora parasitica
Cf-2
eLRR Cf-4 | Tomateiro Cladosporium fulvum
Ccf-5
Cf-9
eLRR-quinase Xa2l | Arroz Xanthomonas oryzae pv. oryzae
Outras Hml Milho Cochliobolus carbonum
mlo Cevada Blumeria graminis

LZ — “leucine zipper”; LRR — “leucine rich repeats™; NBS — “nucleotide binding site”; TIR — “toll/interleukin1 receptor”

Por exemplo, o gene Xa2l que confere resisténcia em arroz contra Xanthomonas

oryzae pv. oryzae codifica uma proteina da membrana celular com um dominio LRR

extracelular e um dominio quinase intracelular. Os genes Cf-2, Cf-4, Cf-5 e Cf-9 que conferem

resisténcia ao tomate contra o fungo Cladosporium fulvum, codificam também uma proteina

da membrana que apresenta apenas um dominio extracelular LRR. O gene Ptro, que confere

resisténcia ao tomate contra Pseudomonas syringae pv. tomato, codifica uma proteina serina-

? leucine zipper-nucleotide binding site-leucine rich repeats
* toll/interleukin1-nucleotide binding site-leucine rich repeats
> leucine rich repeats extracellular
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treonina quinase intracelular enquanto que na Arabidopsis o gene RPS2, que confere
resisténcia a0 mesmo agente patogénico, codifica uma proteina localizada no citoplasma que
apresenta o dominio LZ-NBS-LRR. O gene L6 do linho, que confere resisténcia a ferrugem,

codifica uma proteina intracelular TIR-NBS-LRR.

I1.7. Resisténcias ao oidio

N

Os fungos responsdveis pelo oidio sdo ascomicetas que pertencem a ordem
Erysiphales. Esta ordem contém apenas a familia Erysiphaceae que € constituida por 5 tribos:
Erysipheae, Golovinomycetinae, Cystotheceae, Phyllactinieae e Blumerieae (Hiickelhoven,
2005). Estes fungos sdo parasitas obrigatérios que invadem apenas as células da epiderme.
Apés o aparecimento dos esporos na superficie dos tecidos vegetais, os fungos precisam
penetrar a cuticula e a parede celular do hospedeiro. Para tal, formam apressorios que
penetram na parede celular, desenvolvendo mais tarde dentro da célula epidérmica os
haustorios. Estas estruturas transferem os nutrientes necessarios do hospedeiro para o fungo.

Na cevada o mecanismo de resisténcia ao oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei)
conferida pelo gene dominante Mla estd de acordo com o modelo gene a gene proposto por
Flor (1971). No entanto, a resisténcia controlada pelo gene recessivo mlo aos isolados
conhecidos deste fungo ndo segue este modelo. A proteina MLO localizada na membrana
citoplasmética ndo possui nenhum dos motivos estruturais presentes nas proteinas-R que
conferem resisténcia especifica para um dado agente patogénico (Piffanelli et al., 2002).

Fraser (1992) propds um modelo que tenta explicar o funcionamento das resisténcias

recessivas observadas nas plantas. Segundo este autor, a resisténcia resulta de um mecanismo
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passivo que torna o hospedeiro resistente devido a falta de algum factor especifico na planta
necessdrio para que o agente patogénico se desenvolva nos tecidos vegetais. A resisténcia
recessiva reflectiria assim, uma falta de interacc@o entre o hospedeiro e o gene responsavel
pela viruléncia do agente patogénico, resultando no insucesso do estabelecimento da doenca,
tal como se observa na resisténcia da ervilha ao PSbMV® (Johansen et al., 2001). Estudos
realizados em tabaco demonstraram que a resisténcia ao virus PVY’ conferida pelo gene va é
devido a delecdes no locus Va que controla a susceptibilidade a este virus (Noguchi et al,
1999).

As resisténcias recessivas também podem envolver um mecanismo activo de defesa, tal
como se observa em algumas resisténcias que envolvem fungos responsaveis pelo oidio. Os
estudos sobre a interaccdo entre plantas e fungos do oidio tém sido realizados principalmente
nos cereais e na Arabidopsis. Nos cereais, o oidio € causado pelo fungo Blumeria graminis
que possui vérias formae speciales como f. sp. tritici no trigo e f. sp. hordei na cevada. Na
Arabidopsis ja foram isolados e caracterizados varios mutantes resistentes a varias espécies da
familia Erysiphaceae e cuja resisténcia € controlada por genes recessivos (Frye e Innes, 1998;
Dewdney et al., 2000; Schulze-Lefert e Vogel, 2000; Vogel e Somerville, 2000; Vogel et al.,
2004).

A resposta de defesa manifestada a infeccao destes fungos € caracterizada muitas vezes
pela acumulacdo de calose (Eckardt, 2002) que constitui uma barreira mecanica contra a
penetracdo das hifas. Com efeito, um dos mecanismos envolvido na resisténcia da cevada ao

fungo B. graminis f. sp. hordei controlada pelo gene mlo consiste na formacao de papilas no

® Pea seed-borne mosaic potyvirus
7 Potato Virus Y
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local de penetracdo do agente patogénico (Heitefuss, 2001). Nos gendtipos resistentes
observa-se também acumulacio de teores elevados da fitoalexina p-coumaroyl-
hidroxiagmatina em resposta a inoculacdo do fungo. Esta fitoalexina tem actividade
antifingica sobre o oidio, contribuindo para a paragem do crescimento deste agente
patogénico (von Ropenack et al., 1998). Adicionalmente, verifica-se o aumento da
lenhificacdo e acumulagdo de peréxido de oxigénio (Hiickelhoven et al., 1999).

Em Arabidopsis, a resisténcia ao fungo Erysiphe cichoracearum observada no mutante
edrl® estd associada 2 acumulacdo de calose nas folhas e 4 morte das células nos locais de
infeccao (Frye e Innes, 1998), tal como se verifica nas plantas de cevada que possuem o gene
mlo. No entanto, nos mutantes edrl, as respostas de defesa s6 sao detectadas trés dias apds a
inoculagdo do fungo permitindo esta situacdo o desenvolvimento de hifas secunddrias nas
células do mesofilo. Nas plantas que contém o gene mlo, a resisténcia estd associada a
formacao ripida de papilas que bloqueiam imediatamente a penetracdo do fungo nas células
vegetais, inibindo a infeccao logo nas fases iniciais.

Vogel e Somerville (2000) identificaram também vérios mutantes de Arabidopsis
resistentes ao fungo E. cichoracearum (pmrl, pmr2, pmr3, pmr4) que contrariamente ao
observado no mutante edr/ nao formam lesdes necréticas como resposta ao ataque do fungo.
Estes mutantes pmr’ podem ser divididos em trés grupos de acordo com as respostas de defesa
observadas. Num grupo estd incluido o mutante pmr2 que ndo apresenta como resposta de
resisténcia a formacdo de papilas, a morte de células ou a expressdo de proteinas PR. Os

resultados obtidos indicam que a impossibilidade do fungo E. cichoracearum crescer neste

8 Enhanced disease resistant 1
® Powdery mildew resistant
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mutante € devido a perda de um factor de susceptibilidade, tal como foi sugerido por Fraser
(1992). O fungo consegue penetrar nas paredes celulares mas € incapaz de continuar o seu
crescimento. O segundo grupo € constituido pelos mutantes pmrl e pmr4 e a resposta de
resisténcia parece estar associada ao aumento da expressdao do gene PR1, sugerindo que neste
caso o 4cido salicilico desempenha a funcdo de mediador da resisténcia. No entanto, o
aumento dos niveis de PR1 é modesto, deixando em aberto a possibilidade de existir outro
mecanismo responsavel pela resposta de resisténcia. No terceiro grupo, representado pelos
mutantes pmr3, a resisténcia pode estar dependente de outra via ainda ndo conhecida e que
deve activar a resposta de resisténcia. Nestes mutantes observam-se apenas microlesdes e a
acumulacao de teores reduzidos de proteina PR1 (Schulze-Lefert e Vogel, 2000).

Mais tarde, foram identificados em Arabidopsis mais dois mutantes, pmr5 e pmr6,
resistentes aos fungos E. cichoracearum e E. orontii (Vogel et al., 2002; Vogel et al., 2004).
Nestes mutantes, também ndo se verifica a activacdo da produgdo de 4cido salicilico, acido
jasmoénico ou de etileno. No entanto, observam-se alteracdes ao nivel da composi¢do das
paredes celulares. Verifica-se a acumulagao de pectinas devido a perda de actividade de PMRS
e PMR6 que apresentam similaridade com as pectinases. Esta situacdo provoca uma
diminuicdo da disponibilidade de nutrientes da planta para o patogéneo e esta ideia é

consistente com o crescimento lento do fungo que é observado nestes mutantes.

I1.8. Resisténcia ao oidio em Pisum sativum L.

Na ervilha, o oidio é causado pelo fungo Erysiphe pisi Syd. A resisténcia parece estar

associada a dificuldade apresentada pelo fungo em formar haustérios nos gendtipos
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resistentes. Com efeito, nestes materiais apenas se observa o desenvolvimento de um ndmero
reduzido de haustorios e hifas (Singh e Singh, 1983). Estudos bioquimicos realizados por
Kalia e Sharma (1988) revelaram que a resposta de resisténcia das plantas a infec¢do do fungo
E. pisi estd relacionada com a actividade da peroxidase. As plantas resistentes apresentam
niveis mais elevados de peroxidases relativamente as plantas susceptiveis assim como teores
elevados de fendis.

A resisténcia ao oidio apresentada pelas plantas de ervilha tem sido referida, na maioria
dos estudos realizados, como sendo controlada por um ou dois genes recessivos. Harland
(1948) descreve que a resisténcia apresentada pelos genétipos analisados origindrios do Peru é
conferida por um gene recessivo, que denominou por er. Cousin (1965) também demonstrou
que a resisténcia apresentada pelas variedades Mexique 4 e Stratagem é controlada apenas por
um gene recessivo. Mais tarde, Heringa ef al. (1969) apds estudarem varias linhas resistentes
provenientes de diferentes regides geograficas, em condi¢des de campo e de ambiente
controlado, concluiram que a resisténcia encontrada nas plantas podia ser conferida por dois
genes recessivos, que designaram por er; € erp. A presenca do gene recessivo er; originava
resisténcia completa nas plantas enquanto que o gene er, apenas conferia resisténcia ao nivel
das folhas. Conclusdes semelhantes foram obtidas nos trabalhos realizados por Tiwari et al.
(1997a). Por outro lado, Kumar e Singh (1981) apds analisarem as descendéncias F;, e F; de
diferentes cruzamentos realizados entre linhas susceptiveis e resistentes, chegaram a conclusio
que era necessdrio a presenga simultanea de dois genes recessivos (erl e er2) para que os
materiais vegetais apresentassem resisténcia ao oidio. Existem também alguns trabalhos sobre

a natureza genética da resisténcia ao oidio que revelaram ser necessdrio a presenca de um
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sistema poligénico para controlar o oidio. Hammerlund (1925) realizou um estudo exaustivo
sobre os diversos tipos de oidio e analisou a resposta das plantas de vdrias espécies a esta
doenca, tendo incluido neste trabalho a ervilha e o fungo E. pisi. O padrdo de segregacdo que
obteve nas descendéncias F, de ervilha levou este autor a afirmar que a resisténcia era
controlada por 4 genes com efeitos cumulativos. Também, Gupta et al. (1995) referem que a
resisténcia é controlada por um sistema poligénico. Trabalhos mais recentes confirmam que a
resisténcia das plantas de ervilha ao oidio € conferida por apenas um gene recessivo (er). Vaid
e Tyagi (1997) analisaram, em ambiente controlado, oito variedades resistentes de ervilha,
entre as quais se encontrava a Mexique 4, que foram inoculadas com isolados de E. pisi
provenientes de 5 zonas geograficas distintas. Verificaram que no mecanismo de controlo da
resisténcia ao oidio apenas estava envolvido um gene recessivo. Liu et al. (2003) avaliaram 21
gendtipos resistentes e 8 susceptiveis e os resultados obtidos suportam também a hipétese de
que a resisténcia é controlada por um gene recessivo. Conclusdes idénticas foram obtidas nos
estudos realizados por Sharma (2003), Janila e Sharma (2004) e Ek et al. (2005).

As diferengas observadas nos diversos trabalhos realizados sobre a natureza genética
da resisténcia ao oidio em ervilha podem ser explicadas através da diversidade de gendtipos
utilizados assim como na possibilidade de existir variabilidade nas populagdes do fungo

Erysiphe pisi (Tiwari et al., 1997b).
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II1. Material e Métodos

II1.1. Material vegetal

Nos estudos realizados no ambito desta tese utilizaram-se as variedades comerciais
Frilene e Solara que se caracterizam, respectivamente, por apresentarem folha do tipo normal
e sementes amarelas de calibre médio e folhas semi-éfilas e sementes verdes de calibre grande.

No decorrer do trabalho de investigagdo, foram também utilizadas duas linhas
mutantes obtidas a partir das duas variedades comerciais e a linha E835, cedida pelo INRA-
Versailles, Franca. Analisaram-se ainda descendéncias F, e F, de cruzamentos realizados entre

as linhas mutantes e entre estas e as variedades Frilene, Solara e a linha E835.

I11.2. Sincronizacao das células dos meristemas apicais

Para estudar a influéncia da fase do ciclo celular no processo de mutagénese, procedeu-
se a sincronizagdo das células dos meristemas apicais das plantulas da variedade Frilene. As
células foram sincronizadas com hidroxido de ureia de acordo com o método descrito por
Leitdao et al. (1986). As plimulas permaneceram em contacto com uma solucao de hidréxido
de ureia a 0,015% e as raizes ficaram imersas numa solucdo a 0,03%, durante 24 horas a
temperatura de 24°C. Apds este periodo, as plantulas foram sujeitas a vdrias lavagens durante

30 minutos com dgua da torneira previamente aquecida a temperatura de 24°C.

I11.3. Tratamentos mutagénicos

Para a obtencdo de plantulas para tratamentos mutagénicos, foram seleccionadas

sementes com o calibre caracteristico de cada uma das variedades em estudo, eliminando-se
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aquelas que apresentavam sintomas de doengas ou de ataque de pragas. As sementes foram
desinfectadas com uma solug@o a 10% de lixivia comercial e 0,5% de SDS (dodecil sulfato de
s6dio) durante 5 minutos e apds lavagem em édgua corrente foram imersas em dgua durante 3
horas, a temperatura ambiente. Em seguida, foram colocadas a germinar em placas de petri,
numa estufa sem iluminagdo, a 24°C, durante 3 dias. Apds este periodo, as plantulas
apresentavam a plimula com o desenvolvimento necessdrio para iniciar os tratamentos
mutagénicos.

Como agentes mutagénicos foram utilizados dois compostos quimicos alquilantes, o
etilnitrosoureia (ENU, Sigma Chemical Co) e o metilnitrosoureia (MNU, Sigma Chemical
Co). Apds pesagem da quantidade requerida de ENU e de MNU, os agentes mutagénicos
foram dissolvidos respectivamente, em sulféxido de dimetilo (DMSO) e em etanol a 100%, e
levados a concentragdo pretendida (SmM ENU e ImM MNU) com dgua destilada,
imediatamente antes do inicio dos tratamentos.

Durante os tratamentos mutagénicos, apenas as plimulas ficaram imersas na solugdes
de ENU e de MNU. Para o efeito, as plantulas foram colocadas, em posicdo invertida, em
copos de vidro que, apds a adicao da solucdo mutagénica foram tapados com parafilme.

Nos ensaios de tempo de exposicdo aos agentes mutagénicos, as plimulas das
plantulas da variedade Solara permaneceram imersas nas solu¢des de ENU e de MNU durante
periodos de 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas. Nos ensaios em que foi estudada a influéncia da
fase do ciclo celular no efeito mutagénico final, as plantulas da variedade Frilene, cujos
meristemas apicais caulinares tinham sido sujeitos a sincronizac¢ao prévia, foram submetidas a

imersao na solucdo de ENU durante 1 hora. Os tratamentos referentes as fases S, G2, M e G1
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foram realizados, respectivamente, 2, 7, 8.30 e 13 horas apds a conclusdo do periodo de
sincronizacgao.

Terminado o periodo de tratamento mutagénico, as plantulas foram imersas numa
solucdo de tiossulfato de s6dio a 1% durante 5 minutos, seguindo-se 3 lavagens em 4gua
corrente, durante 30 minutos, para eliminagdo dos residuos mutagénicos. As plantulas foram
transplantadas directamente para o campo. Como controlo utilizaram-se plantulas imersas
apenas em agua destilada.

Na geracdo M;, efectuou-se a contagem do numero total de plantas adultas e do
numero de plantas com vagens e sem vagens. A partir destes valores, determinou-se a taxa de
sobrevivéncia e da percentagem de esterilidade observada em cada tratamento. As plantas M;
foram colhidas individualmente, tendo sido cada uma avaliada em relacdo as seguintes
caracteristicas: altura total, nimero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem e
comprimento da vagem. A descendéncia de cada planta M originou uma familia M.

Registaram-se as mutagdes morfoldgicas e clorofilicas apresentadas pelas plantas M,
de modo a calcular a percentagem de familias com mutagdes e a percentagem de familias com
mutacdes mualtiplas. Procedeu-se a seleccdo de plantas mutantes que apresentavam

caracteristicas interessantes para serem integradas no programa de melhoramento da ervilha.

I11.4. Avaliacao dos mutantes resistentes ao oidio

Para estudar o mecanismo genético da resisténcia ao oidio (Erysiphe pisi Syd.)
apresentada pelos mutantes, realizaram-se vdrios tipos de cruzamentos artificiais entre 5

progenitores (Solara, Solara mutante, Frilene, Frilene mutante e linha E835). A técnica de

33



Material e Métodos

hibridagcdo consistiu na emasculacdo das flores do progenitor feminino e na transferéncia
imediata para o estigma destas flores de pdlen proveniente de anteras maduras de flores
pertencentes ao progenitor masculino. As anteras das flores do progenitor feminino tinham
que estar completamente fechadas, de modo a que o processo de autofecundagdo ainda nao
tivesse ocorrido. As flores polinizadas artificialmente foram identificadas com uma etiqueta
que continha a informagao sobre os progenitores utilizados.

Apés a maturagdo, as vagens foram colhidas e cada vagem originou uma linha de
plantas F;. As plantas F; no final do ciclo foram colhidas individualmente tendo a
descendéncia de cada planta originado uma populacgao de plantas F.

As descendéncias F; e F, foram sempre instaladas no campo experimental da
Universidade do Algarve, Gambelas, em sementeira de Primavera. Esta época de sementeira
proporciona condi¢des de temperatura e de humidade favordveis para o desenvolvimento da
infeccdo, em condi¢des naturais. Para facilitar o aparecimento da doenga e aumentar a
quantidade de inéculo, semeou-se também material sensivel entre as descendéncias. Dado que
no local do ensaio, os niveis de infec¢do foram sempre muito elevados, ndo foi necessario
proceder a inoculacdes artificiais.

Nas descendéncias F; e F,, observou-se a reac¢io das plantas ao oidio e registou-se o
tipo de folha de cada planta. As plantas foram classificadas individualmente como resistentes
ou susceptiveis, no final da frutificacdo. A partir desta fase as plantas sensiveis ficam
fortemente atacadas pelo fungo, permitindo uma diferenciacdo clara entre os 2 tipos de

materiais. Utilizou-se o teste x* para verificar se a segregacio observada do tipo de folha e da
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reaccdo das plantas ao oidio nas descendéncias F, estava de acordo com o padrao de

segregacdao mendeliano monogénico de 3:1.

IIL.5. Identificacado de marcadores moleculares ligados ao gene
mutado de resisténcia ao oidio

No estudo de identificacdo de marcadores moleculares ligados ao gene de resisténcia
ao oidio, procedeu-se, numa primeira fase, a comparagdo dos perfis de amplificacdo de cada
linha mutante com a respectiva linha susceptivel. As linhas resistentes mutantes foram
consideradas como linhas quase isogénicas (NILs - “near isogenic lines”) das suas formas
originais (susceptiveis). Mais tarde, quando ja se dispunha de uma populacdo F, segregante,
efectuaram-se também andlises moleculares utilizando a metodologia BSA (“bulked segregant
analysis”) descrita por Michelmore et al. (1991). Para o efeito, um “bulk” de DNA genémico
de 15 individuos resistentes e um “bulk” de DNA gendmico de 15 individuos susceptiveis

foram comparados entre si.

I11.6. Extraccao e quantificacao de DNA

O DNA genémico foi extraido de folhas recém-expandidas de plantas jovens que
estavam em avaliagdio no campo experimental da Universidade do Algarve. De cada
progenitor, colheu-se material vegetal de 6 individuos. Foi igualmente extraido DNA de 255
plantas individuais pertencentes a descendéncia F, do cruzamento Solara x Frilene mutante.

As folhas foram maceradas em azoto liquido até a obtencdo de um péd fino. Ao

macerado obtido adicionou-se 900 pl de tampao de extraccdo (200mM Tris-HCI pH 8,0;
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250mM NaCl; 25mM de EDTA pH 8,0 e 0,5% de SDS) e 10 ul de Rnase A (10 mg/ml). As
amostras foram incubadas a 37°C, durante 30 minutos para digestio do RNA. Em seguida,
procedeu-se a uma extrac¢do com fenol-cloroférmio, e a duas extrac¢des com cloroférmio. O
DNA presente na fase aquosa foi precipitado com isopropanol 100%, lavado com etanol 80%
e ressuspenso em 50 pl TE (10mM Tris-HCI pH 8,0 e ImM EDTA).

A quantificacdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por comparacio
visual de cada amostra com padrdoes de DNA de concentragdo conhecida em gel de 1% de
agarose e por espectrofotometria, por leitura da absorvancia a 260 nm (Sambrook et al., 1987).
As amostras de DNA de trabalho foram obtidas por diluicdo com &4gua destilada até a

concentracdo final de 20 ng/pul.

II1.7. Analise de marcadores moleculares

I11.7.1. Marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”)

A técnica de RAPD permite a amplificacdo de fragmentos de DNA a partir de um
unico “primer” com sequéncia de nucleétidos arbitraria, constituido por 10 bases (Williams et
al., 1990).

As amplificacdes foram realizadas num volume de 25 pl contendo 1x tampao de
reaccdo (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 1,5 mM MgCl, e 50 mM KCI); 1 unidade de Tag DNA
polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia); 0,16 mM de cada dNTP; 0,4 uM de
“primer” (Operon Technologies Inc., Alameda) e 20 ng de DNA. As reaccoes de amplificagdo

efectuaram-se num termociclador Biometra UNO II, programado do seguinte modo: um ciclo
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inicial de 94°C durante 90s, seguido de 35 ciclos de 30s a 94°C, 60s a 36°C, 120s a 72°C,
finalizando com 10 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram separados por
electroforese em gel de agarose a 2%, em tampao TBE 0,5X, corados com brometo de etidio e
fotografados sob luz ultravioleta. Para determinar o tamanho das bandas de DNA
amplificadas, utilizou-se um marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Gene Ruler
DNA ladder, MBI, Fermentas).

Foram testados 500 “primers” (Quadro 9) utilizando a estratégia por NILs e 160

“primers” (Quadro 10) utilizando a metodologia BSA.

Quadro 9 — “Primers” RAPD testados nas andlises por NILs

Kits*
OPA OPF OPK OPP OPU
OPB OPG OPL OPQ 0)4Y
OPC OPH OPM OPR OPX
OPD OPI OPN OPS OPY
OPE OPJ OPO OPT opPzZ

*- Cada kit é constituido por 20 “primers”

Quadro 10 — “Primers” RAPD testados nas analises por BSA
Kits*

OPAA OPAC OPAE OPAM
OPAB OPAD OPAK OPAO

*- Cada kit € constituido por 20 “primers”

Os marcadores encontrados foram denominados pelas letras que compdem o nome dos

“primers” seguidas pelo nimero do “primer” e dimensdo do fragmento amplificado. Assim,
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por exemplo, o fragmento de 850 pares de bases obtido com o “primer” OPNO2 foi designado

por NO2_850.

I11.7.2. Marcadores ISSR (“Inter Simple Sequence Repeats’)

A técnica ISSR requer a utilizagdo de um tnico “primer” composto por uma sequéncia
repetitiva e/ou por uma sequéncia arbitrdria de 1 a 3 nucledtidos, numa das extremidades
(Zietkiewicz et al., 1994).

As reaccoes de amplificagdo foram realizadas num volume de 20 pl contendo 1x
tampao de reac¢do (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 1,5 mM MgCl,; 50 mM KCl); 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia); 0,2 mM de cada dNTP; 0,5 uM
de “primer” e 40 ng de DNA. As condi¢des de amplificacdo foram as seguintes: um ciclo a
94°C durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 30s a 94°C, 45s a 48-56°C (temperatura
dependente do “primer” em andlise), 2 minutos a 72°C, finalizando com 7 minutos a 72°C. Tal
como na técnica RAPD, os produtos amplificados foram separados por electroforese em gel de
2% de agarose, corados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

No total, foram testados 32 “primers” ISSR, encontrando-se as suas sequéncias
nucleotidicas no Quadro 11. Os marcadores obtidos foram denominados pelas letras IS
seguidas pelo nimero do “primer” e dimensdo do fragmento amplificado. Assim, por
exemplo, o fragmento de 490 pares de bases obtido com o “primer” ISSR04 foi designado por

IS04_490.
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Quadro 11 — Sequéncias nucleotidicas dos “primers” utilizados na andlise de ISSR

“Primer” Sequéncia (5°- 3’) T (°C) “Primer” Sequéncia (5°- 3”) T (°C)
ISSR 01 (CA)%RG 52 ISSR 17 (GA)T 52
ISSR 02 (CA)%RY 52 ISSR 18 (GA)C 52
ISSR 03 (GA)RYT 52 ISSR 19 (GA)A 48
ISSR 04 (GA)YC 51 ISSR 20 (GT)sC 52
ISSR 05 (GA)RYG 56 ISSR 21 (TC)C 56
ISSR 06 (AG)KYT 52 ISSR 22 (TC):G 52
ISSR 07 (AG)YC 56 ISSR 23 (CT)RC 52
ISSR 08 (AC)YA 52 ISSR 24 (CT)sRG 52
ISSR 09 (AC)YG 52 ISSR 25 (TG)sRC 52
ISSR 10 (GT)YC 52 ISSR 26 (CT)s 52
ISSR 11 (GT)YG 54 ISSR 27 BDB(CA), 52
ISSR 12 (AG)RYG 54 ISSR 28 DBD(AC), 52
ISSR 13 (AC)YT 54 ISSR 29 VHV(GT), 52
ISSR 14 (AG)T 52 ISSR 30 HVH(TG), 52
ISSR 15 (AG)C 56 ISSR 31 (AG)RVC 52
ISSR 16 (AG)G 52 ISSR 32 CCC(GT), 52

B=T ou G ou C; D=A ou T ou G; H=A ou T ou C; R=purina; Y=pirimidina; V=A ou C ou G

I11.7.3. Marcadores AFLP (‘“‘Amplified Fragment Length Polymorphisms’’)

Na técnica AFLP, tal como as anteriores, nao € necessdrio ter informagao prévia sobre
a sequéncia de DNA que vai ser amplificada. Os AFLPs baseiam-se na amplificagdao de
fragmentos obtidos apds a digestdo das amostras de DNA por duas enzimas de restricdo, uma
de corte mais frequente e outra de corte mais raro e posterior ligacio de adaptadores de
sequéncia conhecida a cada uma das extremidades coesivas dos fragmentos gerados (Vos et
al., 1995).

As andlises foram realizadas utilizando o kit fornecido pela Life Technologies
“AFLP™ Analysis System I” (Invitrogen, EUA), seguindo o protocolo indicado no manual e
de acordo com o procedimento descrito por Vos et al. (1995).

As amostras de DNA foram cortadas com as enzimas de restricdo EcoRI (corte raro) e

Msel (corte frequente), e ligadas a adaptadores especificos (Quadro 12). Na pré-amplificagao,
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usaram-se “primers”’, complementares aos adaptadores, com um nucleétido selectivo. Nesta
etapa, as amostras de DNA foram amplificadas durante 30 ciclos programados do seguinte
modo: 30s a 94°C, 60s a 56°C e 60s a 72°C. O resultado do corte e da pré-amplificacdo foram
verificados através de electroforese em gel de agarose 2%. As amostras pré-amplificadas
foram diluidas 50x. A partir desta diluicdo efectuaram-se as amplificacOes selectivas. Estas
reac¢Oes foram realizadas com “primers” constituidos por 3 nucleétidos, num volume de 10 pl
contendo 1x tampao de reac¢do (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 1,5mM MgCl,. 50 mM KCI); 0,25
unidades de Tag DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia); 2,5 ng de
“primer” EcoRI, 15 ng de “primer” Msel e 2,5 pl de amostra diluida de DNA pré-amplificada.
As amplificacOes foram programadas para um ciclo inicial de 30s a 94°C, 30s a 65°C e 60s a
72°C, seguidos de 12 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 65°C e 60s a 72°C e em que a temperatura de
“annealing” decresce 0,7°C em cada ciclo. A amplificacdo continua com 23 ciclos de 30s a

94°C, 30s a 56°C e 60s a 72°C.

Quadro 12 —Adaptadores e “primers” EcoRI e Msel

Sequéncia
Adaptador EcoRI 5’- CTCGTAGACTGCGTACC
CATCTGACGCATGGTTAA-5’
Adaptador Msel 5’- GACGATGAGTCCTGAG
TACTCAGGACTCAT-5’
“Primer” EcoRI 5’-GACTGCGTACC AATTC NNN
“Primer”” Msel 5’-GATGAGTCCTGAG TAA NNN
N — Nucleotideo Fonte: Vos et al., 1995

Os “primers” EcoRI foram marcados com [ySSP]—ATP (Amersham Biosciences,

Uppsala, Suécia). Por cada amostra, 0,09 ul de “primer” EcoRI (27,8 ng/ul) foram incubados
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com 0,1 unidade de T4 quinase, 1x tampao de reaccao (350 mM Tris-HCI pH 7,6; 50 mM
MgCly; 500 mM KCl e 5 mM 2-mercaptoetanol); 0,05 ul de [y P]-ATP (370 MBg/ml), num
volume final de 0,25 ul, durante 1 h a 37°C. Para inactivar a enzima, o “primer” marcado foi
colocado a 70°C durante 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados em géis desnaturantes de 6% de
poliacrilamida (19:1 acrilamida:bisacrilamida; 8,3 M de ureia, 1x TBE, 300 ul APS 10%, 32ul
de TEMED). A electroforese foi realizada em tampao 1x TBE. Como padrdao das dimensdes
das bandas de DNA amplificadas, utilizaram-se dois marcadores de dimensdes moleculares:
“30-300 bp AFLP DNA Ladder” (Life Technologies, Invitrogen) e “Gene Ruler DNA Ladder
Mix” (MBI, Fermentas), previamente marcados com [73 3 P]-ATP. Para o efeito, a cada 2 pl de
marcador adicionou-se 1 pl de [733P]—ATP (370 MBg/ml) e 10 unidades de T4 quinase. A
reaccdo € feita a 37°C durante 10 minutos e € parada por inactiva¢do da enzima a 65°C durante
15 minutos. No final, adicionou-se 5 ul de TE (10mM Tris-HCI pH 8 e 0,1mM EDTA) e
2,5 pl de formamida e incubou-se 5 minutos a 70°C.

ApOs a corrida, os géis foram secos a 80°C, sob vicuo (secador GD40/50, Gibco, Life
Technologies) e autoradiografados (Hyperfilm™ MP, Amersham Bioscience), 4 temperatura
ambiente. O tempo de exposicao variou em funcao da intensidade do sinal de radioactividade.
A chapa fotografica foi revelada de acordo com as instru¢des do fabricante (Kodak GBX).

Os marcadores AFLP foram designados pelas letras que compdem a combinacdo de
“primers” seguidas do tamanho do fragmento amplificado. Assim, por exemplo o fragmento
de 235 pares de bases obtido com a combinacdo de “primers” E-AAC/M-CAG foi designado

por AAC/CAG_235.
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I11.7.4. Marcadores SCAR (“‘Sequence Characterized Amplified Region”)

Nesta técnica, utilizam-se pares de “primers” que amplificam fragmentos gendmicos
de DNA especificos previamente isolados e sequenciados.

As reaccoes de amplificagdo foram realizadas num volume de 25 pl contendo 1x
tampao de reac¢do (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 1,5 mM MgCl,; 50 mM KCl); 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia); 0,16 mM de cada dNTP; 0,4 uM
de cada “primer” e 20 ng de DNA. As condicdes de amplificacdo foram as seguintes: um ciclo
inicial de 90s a 94°C, seguido de 30 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 55°C, 60s a 72°C, finalizando
com 5 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram separados por electroforese em gel de

2% de agarose, visualizados com brometo de etidio e fotografados sob luz ultravioleta.

II1.8. Conversao de marcadores RAPD e AFLP em marcadores SCAR

Para conversao de um marcador RAPD, a banda de DNA que se pretende isolar é
excisada do gel de agarose (2%) e purificada com o kit “Concert™ Gel Extraction Systems”
(Life Tecnologies™) seguindo as indica¢des do fornecedor. Apés purificacdo, o DNA obtido
foi novamente amplificado com o mesmo “primer” e analisado em gel de agarose, de modo a
confirmar as dimensdes da banda polimoérfica.

Para isolamento de marcadores AFLP, apds a revelacdo da chapa fotografica, esta foi
novamente colocada sobre o gel de poliacrilamida seco, na mesma posi¢ao em que tinha sido
exposta e procedeu-se ao corte do fragmento seleccionado com um bisturi. Para a eluicdo do

DNA correspondente a banda cortada, os fragmentos do gel foram submersos em 100ul de TE
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a 37°C, durante a noite. Apds este periodo de difusdo, procedeu-se a uma centrifugacio a
13000 rpm durante 1 minuto, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o
DNA precipitado com 3 volumes de etanol a 100%, durante 4 horas, a —20°C. Realizou-se
nova centrifugacdo a 13 000 rpm durante 10 minutos, a 4°C e ressuspendeu-se 0 DNA em
10 pl de TE.

O DNA obtido foi amplificado novamente com a enzima Pfu DNA polimerase
(Stratagene). A reacc¢do de amplificagdo foi realizada num volume 50 pl, contendo 1x tampao
de reacc¢do (20 mM Tris-HCI pH 8,8; 2 mM MgSO4; 10 mM KCI; 10 mM (NHy), SOg4; 1%
Triton® X-100; 0,1 mg/ml nuclease-free BSA); 2,5 unidades de Pfu DNA polimerase;
0,24 mM de dNTP’s; 0,4 uM de “primer” EcoRI e de “primer” Msel e 2 ul de amostra de
DNA. O produto da reac¢ao de amplificacdo foi separado através de electroforese em gel 2%
de agarose. Cortou-se a banda e seguiu-se 0 mesmo procedimento utilizado para purificar o
fragmento RAPD. Apdés a purificacdo das amostras, adicionaram-se adeninas na extremidade
3’ para garantir bons resultados na fase seguinte de clonagem. Para o efeito, incubou-se as
amostras de DNA com uma unidade de Tag polimerase (Amersham Biosciences, Uppsala,
Suécia) a 72° durante 10 minutos.

Os fragmentos purificados foram clonados utilizando o “TOPO TA Cloning® kit for
sequencing” (Invitrogen-Life Technologies). Os produtos de PCR foram ligados ao vector
pCR 4-TOPO e bactérias competentes de Escherichia coli TOP 10 foram transformadas por
choque térmico. A seleccdo das coldnias transformadas que apresentavam o fragmento
desejado foi realizada por PCR utilizando os “primers” universais M13. As reaccdes de

amplificacdo foram efectuadas num volume de 20 pl contendo 1x tampao de reaccdo (10 mM
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Tris-HC1 pH 9,0; 1,5 mM MgCl,, S0mM KCl); 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia); 0,32 mM de cada dANTP; 0,4 uM de cada “primer”.
Os produtos amplificados foram separados por electroforese em gel de 1,5% de agarose. As
colonias que amplificaram um fragmento com o tamanho pretendido foram seleccionadas e
preparadas para a sequenciacdo. Os plasmideos foram extraidos com o kit “Wizard® Plus
Minipreps DNA purification System” (Promega, EUA).

Os fragmentos foram sequenciados no Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia
(ICAT) utilizando os “primers” universais M13. As sequéncias obtidas foram alinhadas com o
auxilio do programa BioEdit (Hall, 1999). Com base na andlise dos dados de sequencia¢io
desenharam-se dois “primers” especificos (“forward” e “reverse”) para cada um dos

fragmentos em andlise. Os “primers” foram sintetizados pela Invitrogen.

ITI1.9. Construcio de um mapa genético e mapeamento do gene de
resisténcia ao oidio

Para constru¢do de um mapa genético contendo o locus de resisténcia ao oidio e o
locus do tipo de folha, analisou-se a segregacdo do fenotipo resistente e de marcadores
dominantes RAPD, ISSR e AFLP em 94 individuos duma populagdo segregante F, obtida do
cruzamento entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante, com cujos resultados se
construiu uma matriz bindria. A auséncia de um determinado marcador molecular e a presenca
dos fendtipos recessivos (resisténcia ao oidio e folha semi-dfila) foi codificada com o
algarismo “0”. A presenca de um marcador molecular e dos fendétipos dominantes

(susceptibilidade ao oidio e folha normal) foi codificada com o algarismo “1”. O teste de x* foi
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utilizado para determinar a concordancia do padrio de segregacdo observada em cada
marcador e o padrdo de segregacdo mendeliana 3:1.

A andlise de ligamento factorial e a constru¢do dos respectivos grupos foi realizada
com o auxilio do programa JoinMap 3.0 (Van Ooijen e Voorrips, 2001). As distancias entre
marcadores estdo expressas em centiMorgans (cM) e foram calculadas utilizando a funcdo de
Kosambi a partir dos valores de frequéncia de recombinacdo. A cobertura do mapa foi
estimada como a fraccdo entre a soma das distancias abrangidas por todos os grupos de
ligamento aos quais foram adicionados, em ambas as extremidades, a distancia média entre

dois marcadores adjacentes (Marques et al., 1998).
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IV. Resultados e Discussao

IV.1. Mutagénese induzida

IV.1.1. Efeito do tempo de exposicao aos compostos mutagénicos

Neste conjunto de ensaios pretendeu-se comparar os efeitos mutagénicos dos
compostos quimicos metilnitrosoureia e etilnitrosoureia e estudar o efeito do tempo de
exposicao das plantulas da variedade Solara a estes dois agentes mutagénicos, de modo a
determinar a duracao mais adequada dos periodos de tratamento.

Em qualquer dos tratamentos efectuados, verificou-se que as percentagens de
sobrevivéncia foram sempre muito elevadas, proximas de 100% (Quadro 13), tal como foi
verificado por Leitdo et al. (1987b). Estes valores diferem dos resultados obtidos em
experiéncias anteriores realizadas por Leitdo et al. (1987a) que observaram taxas de letalidade
proximas de 50% nos materiais de ervilha tratados com ENU. No entanto, nestes dltimos
trabalhos foram utilizadas sementes como material de partida para os tratamentos
mutagénicos, assim como, tempos de exposi¢do aos compostos mutagénicos mais elevados.
No presente estudo, também foi observado um nimero reduzido de plantas estéreis em todos
os tratamentos que envolveram o composto ENU. O agente mutagénico MNU apenas originou
percentagens elevadas de esterilidade nos periodos de exposi¢do superiores a 3 horas. Estes
resultados confirmam que nesta espécie, a utilizacdo de plantulas recém germinadas como
material de partida para a realizagdo dos tratamentos mutagénicos, aliada ao procedimento de
imergir apenas as plimulas nas solu¢des mutagénicas, constitui uma metodologia eficaz para

obter uma taxa elevada de sobrevivéncia das plantas M; e um baixo valor de esterilidade.
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Em relacdo a capacidade reprodutiva das plantas, os valores registados nos tratamentos
com o etilnitrosoureia € com o metilnitrosoureia revelam que existem diferencas entre a ac¢ao
destes dois agentes. O composto MNU provocou um efeito mais depressivo sobre a producao
de semente relativamente ao composto ENU. Este resultado estd de acordo com diversos
trabalhos que indicam que os agentes alquilantes metil sdo mais reactivos do que os compostos
etil (Kamra e Brunner, 1977). Estes tultimos sdo menos téxicos, tolerando as plantas doses
mais elevadas, tal como aconteceu no nosso estudo. Embora se tivesse utilizado uma
concentracdo de ENU (5mM) cinco vezes superior a concentracdo de MNU (ImM), o efeito
depressivo exercido pelo etilnitrosoureia sobre a capacidade reprodutiva das plantas foi mais

baixo.

Quadro 13 - Efeito do tempo de exposicdo aos agentes mutagénicos etilnitrosoureia (ENU) e
metilnitrosoureia (MNU) na geracao M, utilizando plantulas da variedade Solara

Taxa de .. Altura das N° de N°de N° de
Composto .. | Esterilidade
. Tratamento | sobrevivéncia plantas vagens sementes sementes
mutagénico (%)
(%) (cm) por planta | por planta | por vagem
Controlo 100 0,0 37,8 ¢ 21,8 a 82 a 3,8a
1 hora 99 0,0 39,4 bc 18,3 ab 59b 3,2b
ENU 2 horas 91 0,0 42,3 ab 20,2 ab 44 ¢ 22¢
(5 mM) 3 horas 100 2,1 38,5¢ 18,3 ab 62 b 3,3b
4 horas 100 5,0 43,6 a 17,2b 31d 1,8d
1 hora 100 0,0 40,4 b 15,0 30 a 2,0
MNU 2 horas 100 2,9 41,0b n.d. 21b n.d.
(1 mM) 3 horas 92 20,8 3940 n.d. 15¢ n.d.
4 horas 89 30,8 41,6 b n.d. 11¢c n.d.

a, b, ¢, d — agrupamentos obtidos através do teste de Duncan (a=0,05)
n.d. — ndo disponivel

Resultados semelhantes foram observados noutro ensaio preliminar em que se
utilizaram plantulas da variedade Frilene (Quadro 14). Também, nesta variedade, o tratamento

com metilnitrosoureia, realizado durante uma hora, provocou uma maior redugcdo da
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fertilidade das plantas, que se traduziu numa diminuicdo dristica do nimero de vagens e de

sementes obtidas por cada planta.

Quadro 14 — Efeito dos compostos mutagénicos etilnitrosoureia (ENU) e metilnitrosoureia
(MNU) na geracido M1, utilizando plantulas da variedade Frilene, apds uma hora de tratamento

. Composto N° de vagens por | N°de sementes N° de sementes
Variedade P
mutagénico planta por planta por vagem
Controlo 8.8a 38,3 a 43 a
Frilene ENU (5 mM) 8,7a 20,7b 24D
MNU (1 mM) 54b 73¢ 1,3¢

a, b, ¢ — agrupamentos obtidos através do teste de Duncan (a=0,05)

Em relagdo a durac@o dos tratamentos efectuados com os compostos ENU e MNU, os
resultados obtidos indicam que o efeito destes compostos sobre a capacidade reprodutiva das
plantas varia em func¢do do tempo de exposi¢ao. Nos tratamentos que envolveram o composto
MNU, verificou-se que o aumento do tempo de exposi¢do conduziu a uma reducdo
progressiva e acentuada do nimero de sementes por planta. Os tratamentos que incluiram o
composto ENU, originaram uma resposta diferente. Neste caso, observou-se que a accio
toxica exercida sobre a capacidade de produgdo de vagens foi semelhante, quer os tempos de
exposicdo tenham sido 1 hora, 2 horas ou 3 horas. S6 se verificou uma redugdo drastica do
nimero total de sementes por planta no tratamento correspondente a 4 horas, devido ao
nimero reduzido de sementes existente em cada vagem.

Embora a reducdo da estatura das plantas apdés um tratamento mutagénico seja um
fendmeno frequente em muitas espécies (Ozbek et al., 1991; Vranceanu e Iuoras, 1991), neste

estudo, o tamanho das plantas de ervilha ndo foi afectado de forma negativa. Alids, registou-se
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um ligeiro aumento da altura das plantas tratadas relativamente as plantas pertencentes ao
controlo, em qualquer dos tratamentos realizados.

Na geracdo M,, a percentagem de familias com mutacdes atingiu o valor maximo nos
tratamentos correspondentes a duas horas de exposicao quer utilizando o etilnitrosoureia quer
o metilnitrosoureia (Quadro 15). No entanto, para cada um dos periodos de exposi¢ao (1 hora,
2 horas, 3 horas e 4 horas), os tratamentos realizados com o composto ENU apresentaram
sempre frequéncias mutagénicas mais elevadas relativamente aos tratamentos realizados com
o composto MNU. Também, o maior nimero de familias com mutagdes multiplas foi
registado nos tratamentos em que as plantulas estiveram expostas durante 2 horas as solugdes
mutagénicas. Periodos de exposi¢do mais longos provocaram a reducao do nimero de familias
com mutacdes assim como de familias com muta¢des multiplas. Estes resultados indicam que
nesta variedade os tratamentos mutagénicos nao devem ter duragcdo superior a 2 horas, uma

vez que a eficiéncia mutagénica decresce nos tratamentos mais prolongados.

Quadro 15 - Efeito do tempo de exposi¢do de plantulas da variedade Solara aos agentes
mutagénicos etilnitrosoureia (ENU) e metilnitrosoureia (MNU), na geragdo M,

Composto N° de familias % de familias % de familias com
P Tratamento . ~ ~ P
mutagénico analisadas com mutagdes mutacdes miiltiplas
1 hora 79 20,2 2,6
ENU 2 horas 76 39,3 13,5
(5 mM) 3 horas 60 20,8 1,8
4 horas 60 22,3 0,0
1 hora 36 16,6 0,0
MNU 2 horas 32 374 4,7
(1 mM) 3 horas 34 14,6 2,9
4 horas 34 11,6 0,0
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Em todos os tratamentos realizados foram encontradas plantas que apresentavam

alteracoes clorofilicas e morfolégicas (Quadro 16). Verificou-se também que foi no periodo de

2 horas de exposi¢do das plantulas as solu¢des mutagénicas que se obteve um espectro

mutagénico mais alargado, quer nos tratamentos com o composto ENU quer com o composto

MNU. Para cada um dos periodos de exposicdo estudados, o etilnitrosoureia proporcionou

sempre o aparecimento de um maior nimero de mutacdes diferentes relativamente ao

metilnitrosoureia.

Quadro 16 — Espectro mutagénico observado nas familias M, provenientes da variedade Solara,
apos diferentes periodos de exposicdo aos agentes mutagénicos etilnitrosoureia (ENU) e

metilnitrosoureia (MNU)

Tipo de mutagdo

ENU (5 mM)

MNU (1 mM)

1 hora

2 horas | 3 horas

4 horas

1 hora

2 horas

3 horas

4 horas

Clorofilicas
Clorina
Clorética
Xanta
Albina
Costata

Morfolégicas
Incerata

Entre-nés longos
Entre-nds curtos
Flores anormais
Plantas anis

Habito determinado

Resisténcia a doencas
Oidio

ANENEN

v
v

AN NI NN

v

ASANENE NN

AN

<<

v
v

v

IV.1.2. Influéncia da fase do ciclo celular no efeito mutagénico

O ciclo celular compreende os processos que ocorrem desde a formagao de uma célula

até a sua propria divisdo em duas células filhas. A fase de divisdo denominada por mitose ou

fase M ¢ separada da divisdo seguinte pela interfase. A observacdo de que a duplicacdo dos
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cromossomas ocorre durante um periodo especifico da interfase originou a sua divisdo em trés
etapas. O periodo de sintese do DNA foi denominado por fase S, o periodo que o antecede por
fase G1 e o periodo entre a fase S e a mitose seguinte por fase G2 (Howard e Pelc, 1953).

Neste conjunto de ensaios, pretendeu-se avaliar o efeito mutagénico do composto
etilnitrosoureia ao longo das diferentes fases do ciclo celular. Os tratamentos mutagénicos
foram realizados apds a sincronizagdo das células dos meristemas apicais caulinares das
plantulas da variedade Frilene com hidréxido de ureia de acordo com o protocolo descrito por
Leitao et al. (1986). Realizaram-se 4 tratamentos nos periodos correspondentes as quatro fases
do ciclo celular, ou seja, 2 horas (Fase S), 7 horas (Fase G2), 8 horas e 30 minutos (Fase M) e
13 horas (Fase G1), ap6s a conclusdo do processo de inibi¢do da sintese de DNA. As plimulas
foram expostas a solu¢do mutagénica de etilnitrosoureia durante 1 hora. Trabalhos prévios
realizados com esta variedade (Leitdo ef al., 1998), indicavam que periodos de exposi¢do das
plantulas a solucdo de ENU, durante 1 hora, originavam taxas suficientemente elevadas de
mutacdes na geracdo M, tendo-se optado por efectuar tratamentos com este periodo de
duracdo.

Tal como no estudo anterior, a taxa de sobrevivéncia das plantas na geracao M; foi
sempre muito elevada, independentemente da fase do ciclo celular em que decorreu o
tratamento mutagénico (Quadro 17). A esterilidade também apresentou valores muito baixos
(0-2,9%) e, contrariamente ao que foi observado por Leitdo et al. (1987b), ndo se detectou
uma fase que apresentasse valores mais elevados relativamente as restantes. Estes autores
tinham verificado que a percentagem de esterilidade era mais elevada quando as células da

zona axial do meristema apical caulinar eram tratadas com o composto ENU durante a fase S
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em comparacdo com as restantes fases. Neste estudo apenas foram encontradas plantas estéreis

no tratamento realizado durante a fase G2.

Quadro 17 - Influéncia das diferentes fases do ciclo celular sobre a ac¢do mutagénica do
composto etilnitrosoureia (5 mM), na geragdo M, utilizando plantulas da variedade Frilene

Taxa de - Alturada| N°de N°de |Comprimento
. . ~_ . |Esterilidade
Variedade Tratamento sobrevivéncia plantas | vagens |sementes | das vagens
(%)
(%) (cm) |por planta|por planta (cm)
Controlo 100 0,0 370a 25,3 a 109,6 a 5,8a
Hidréxido de ureia 100 0,0 36,2 a 252a | 107,6a 59a
Frilene Fase S 100 0,0 35,1a 17,70 69,1b 59a
Fase G2 100 2,9 30,6 b 159b 54,5 be 5.8a
Fase M 94 0,0 35,0a 18,4b 66,1 b 5.8a
Fase G1 100 0,0 30,0b 119¢ 47,7 ¢ 59a

a, b, ¢ — agrupamentos obtidos através do teste de Duncan (a=0,05)

Os tratamentos mutagénicos provocaram sempre uma redu¢do do nimero de vagens e
de sementes obtido por cada planta relativamente ao tratamento controlo. Os valores mais
baixos foram observados no tratamento realizado durante a fase Gl. De acordo com os
resultados obtidos, ndo se observou uma reducao continua do nimero de vagens e do nimero
de sementes a medida que avancou o ciclo celular. Verificou-se uma diminui¢do do nimero de
vagens e do nimero de sementes da fase S para a fase G2, um aumento da fase G2 para a fase
M, e novamente uma diminuicao da fase M para a fase G1.

O hidréxido de ureia, composto utilizado para sincronizar as células, ndo afectou os
parametros analisados na geracdo M;. Os valores encontrados nas plantas que apenas foram
sujeitas a sincronizag¢do nao diferiram estatisticamente dos valores apresentados pelas plantas
pertencentes ao controlo.

Na geracdo M;, o nimero de familias com mutagdes variou em fungio da fase do ciclo

celular em que se realizou o tratamento mutagénico. A percentagem mais elevada de familias
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com mutagdes e com mutagdes multiplas foi observada na fase G2, seguida pela fase M
(Quadro 18). Os valores mais baixos foram obtidos nos tratamentos efectuados durante a fase
G1. Nesta fase, obteve-se aproximadamente apenas metade da percentagem de familias com
mutacdes em relagcdo as que foram observadas na fase G2 e na fase M.

O hidréxido de ureia também demonstrou possuir efeito mutagénico sobre as plantas,

embora este seja de reduzida intensidade relativamente ao etilnitrosoureia.

Quadro 18 - Influéncia das diferentes fases do ciclo celular sobre a ac¢do mutagénica do
etilnitrosoureia, utilizando plantulas da variedade Frilene, na geracao M,

. N° de familias % de familias % de familias com
Variedade Tratamento . ~ ~ P
analisadas com mutacoes mutacdes multiplas
Hidroxido de ureia 70 6,0 0,0
Fase S 75 39,8 6,8
Frilene Fase G2 79 57,9 15,0
Fase M 80 53,2 11,4
Fase G1 85 27,1 0,1

O composto ENU originou em todas as fases do ciclo celular o aparecimento de plantas
com alteragdes clorofilicas ou com alteragdes morfologicas (Quadro 19). O espectro
mutagénico mais alargado foi observado no tratamento realizado durante a fase G2.

Os resultados observados neste estudo indicam que a intensidade do efeito mutagénico
do composto etilnitrosoureia depende nao sé da duracdo dos tratamentos mutagénicos, como
foi verificado anteriormente, mas também da fase do ciclo celular em que se encontram as
células meristemdticas no momento do tratamento mutagénico. Por outro lado, os dados
obtidos parecem sugerir que a fase G2 constitui a fase do ciclo celular mais sensivel aos

tratamentos mutagénicos com ENU. Com efeito, foi nesta fase que se obteve o maior nimero
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de familias com mutagdes, o maior nimero de familias com mutacdes multiplas e o espectro

mutagénico com o maior ndmero de tipos diferentes de mutagoes.

Quadro 19 — Espectro mutagénico observado nas familias M, provenientes dos tratamentos realizados

ao longo do ciclo celular na variedade Frilene, utilizando etilnitrosoureia

ase do ciclo celular

Tipo de mutagdo

Hidréxido
de ureia

Fase S

Fase G2

Fase M Fase G1

Clorofilicas
Clorina
Clorética
Xanta
Albina

Morfolégicas
Incerata
Entre-nds longos
Entre-nds curtos
Folhas acacias
Plantas anis
Flores anormais

Resisténcia a doencas
Oidio

v

ANANENEN

AN

SNRENEN

ANANEN
ANANENEN

ANANEN
ANRANEN

IV.1.3. Seleccao de plantas mutantes

IV.1.3.1. Plantas mutantes com caracteristicas morfoldgicas interessantes

para o Melhoramento

O éxito de um programa de melhoramento de plantas estd fortemente dependente da

variabilidade genética que se encontra disponivel nas primeiras etapas do processo de

seleccdao. Neste sentido, os trabalhos de mutagénese experimental tiveram como objectivo

inicial originar maior variabilidade genética nos materiais de ervilha que est@o a ser utilizados
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no programa de melhoramento desta espécie, na Estacdo Nacional de Melhoramento de
Plantas (ENMP). Nesta leguminosa para grdo, os principais objectivos do trabalho de
melhoramento consistem na obtencdo de variedades semi-precoces com elevado potencial
produtivo. As plantas devem apresentar porte erecto a semi-erecto, 60 a 70 cm de altura e
resisténcia a acama.

Como resultado dos tratamentos mutagénicos realizados nas plantulas das variedades
Frilene e Solara, foi possivel seleccionar vérias plantas nas descendéncias M, que
apresentavam pelo menos uma das seguintes caracteristicas, consideradas importantes para o
desenvolvimento de novas variedades de ervilha (Tavares-de-Sousa, 1999): entre-nds curtos,
caules espessos, porte erecto, estatura reduzida, nimero elevado de nds reprodutivos e nimero
elevado de vagens.

A nivel agronémico, a acama € uma problema grave que dificulta a realizacdo da
colheita mecanica das plantas e provoca quebras significativas de produgao de semente. Dai a
importancia em seleccionar plantas que se mantenham erectas até ao final do ciclo vegetativo,
evitando a ocorréncia de perdas de semente durante a colheita. As plantas com entre-nds mais
curtos (Figura 2) ou caules mais espessos tém menor tendéncia para acamar. Por isso, plantas
com estas caracteristicas foram seleccionadas na geracdo M, e as suas descendéncias foram
avaliadas nas geragdes seguintes quanto a resisténcia a acama.

As plantas que na geracdo M, mostraram ter um nimero elevado de vagens (Figura 3),
foram observadas nos anos seguintes e aquelas que mantiveram estas caracteristicas e
simultaneamente exibiram porte erecto, passaram para a fase seguinte do programa de

melhoramento, que consiste na realizacio de ensaios preliminares de producao.
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Presentemente, estes mutantes estdo em avaliagdo nos ensaios experimentais que se encontram

a decorrer na ENMP.

Figura 2 - Planta mutante com entre-nés curtos  Figura 3 - Planta mutante com niimero elevado

induzida por tratamento com MNU (1 mM) na de vagens e com porte erecto induzida por

variedade Solara tratamento com ENU (5 mM) na variedade
Frilene

As plantas ands (Figura 4) sdo progenitores interessantes para os esquemas de
cruzamentos artificiais que t€ém como principal objectivo a redugdo da altura total apresentada
pelas plantas que, embora com boa capacidade produtiva, tém tendéncia para acamar devido a
possuirem entre-nds longos.

Também foi seleccionada uma planta mutante na geracdo M, proveniente do
tratamento de plantulas da variedade Solara com o composto MNU (ImM) que apresenta
como atributo interessante ser de hdbito determinado (Figura 5). A incorporacdo desta
caracteristica nos genétipos em fase avancada de seleccdo ird permitir que o processo de

maturacdo das vagens decorra de forma sincronizada.
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Figura 4 - Planta and induzida por tratamento de ~ Figura § - Planta de crescimento determinado
plantulas de Frilene com MNU (1 mM) seleccionada apds tratamento de plantulas de
Solara com MNU (1 mM)

IV.1.3.2. Plantas mutantes resistentes ao oidio

Uma das linhas de trabalho do programa de melhoramento de ervilha (Pisum sativum
L.) a decorrer na Estacdo Nacional de Melhoramento de Plantas (ENMP) envolve também a
seleccdo de gendtipos tolerantes as principais doengas que atacam esta espécie, nas condi¢cdes
edafo-climédticas em que a cultura vai ser instalada. Entre estas, destacamos o oidio, causado
pelo fungo Erysiphe pisi Syd., responsdvel por perdas elevadas de producdo, em particular nos
casos em que se utilizam variedades de ciclo vegetativo longo ou se instala a cultura em
épocas de sementeira mais tardias. A infec¢do pode ocorrer em qualquer fase do ciclo
vegetativo das plantas, porém quanto mais cedo se verificar o inicio da doenga, maior serd o
efeito negativo sobre a producdo e a qualidade das sementes. O oidio é um parasita obrigatério
que se desenvolve na parte aérea das plantas, podendo os sintomas ser observados nos caules,

folhas e vagens (Smith ez al., 1996). As zonas afectadas apresentam uma fina camada branca
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constituida por micélio e esporos (Kaiser et al., 2000). O desenvolvimento da doenca é
favorecido por dias quentes seguidos de noites frias que permitem a formagdo de orvalho.
Estas condic¢des climatéricas podem ocorrer com frequéncia durante a Primavera. O controlo
do oidio pode ser realizado através da aplicacdo de fungicidas (Warkentin et al., 1996). No
entanto, por razdes econdmicas e ambientais, a utilizacdo de variedades resistentes € a melhor
estratégia para controlar esta doenca (Porta-Puglia e Aragona, 1997).

Um severo ataque de oidio que ocorreu durante o ciclo vegetativo e reprodutivo das
plantas pertencentes as gera¢des M, instaladas no campo experimental da Universidade do
Algarve, permitiu que fossem detectadas e seleccionadas duas plantas mutantes resistentes a
este fungo. Uma das plantas foi seleccionada na descendéncia da variedade Solara tratada com
etilnitrosoureia durante 2 horas, tendo sido designada por Solara mutante (Figura 6). A outra
planta, denominada por Frilene mutante (Figura 7), foi obtida apds plantulas da variedade

Frilene terem sido tratadas com etilnitrosoureia durante a fase G2 do ciclo celular.

Figura 6 - Plantas de Solara e de Solara mutante ~ Figura 7 — Plantas de Frilene e de Frilene
mutante
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A Frilene mutante é uma planta morfologicamente semelhante a variedade original
Frilene. Tal como a Frilene, apresenta folha do tipo normal, 2 a 3 ramos basais, sementes de
cor amarela e boa capacidade produtiva. A duracdo do ciclo vegetativo € semelhante em

ambos os materiais (Quadro 20).

Quadro 20 - Caracteristicas das variedades e dos mutantes resistentes ao oidio

. Altura | N°de dias |Comprimento| N°de |Pesode 100 ~

Variedade ou Cor da N Reaccdo ao

. total até a davagem | sementes | sementes 2
Linha mutante | semente - oidio

(cm) | maturagdo (cm) por vagem (2)

Frilene Amarela | 57,8 167 5,7 5,3 20,0 Susceptivel
Frilene mutante | Amarela | 62,2 170 6,3 5,0 21,3 Resistente
Solara Verde 50,0 162 6,8 6,0 31,3 Susceptivel
Solara mutante | Verde 53,8 180 5,9 3,3 23,1 Resistente

A Solara mutante além de diferir da variedade Solara em relacdo a reac¢do ao oidio,
também apresenta diferengas ao nivel da morfologia, duracdo do ciclo vegetativo e capacidade
reprodutiva. E uma planta que apresenta um maior nimero de ramos basais (4 a 5) e que
necessita de um maior nimero de dias para iniciar a floracdo e atingir a maturacido. Além
disso, € uma planta que produz um ndmero reduzido de sementes de calibre mais pequeno
relativamente as sementes da variedade original. Este mutante € interessante para o programa
de melhoramento da ervilha apenas como fonte de resisténcia ao oidio.

Nos anos seguintes, das duas plantas mutantes foram obtidas linhas uniformes e
homogéneas. Estas linhas constituiram o material de partida para os estudos realizados nas

etapas seguintes do presente trabalho.
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IV.2. Estudo da natureza genética da resisténcia ao oidio

IV.2.1. Reaccao dos progenitores ao oidio

Ao longo do ciclo vegetativo, as plantas das variedades comerciais Solara e Frilene
exibiram um ataque muito severo de oidio quer nas folhas quer nas vagens. O oidio provocou
o abortamento das vagens jovens e a interrupcdo do processo de desenvolvimento das
sementes. Como consequéncia, a maioria das plantas produziu um ndmero reduzido de
sementes e estas apresentaram um calibre pequeno.

As plantas das linhas Solara mutante e Frilene mutante mostraram um comportamento
completamente distinto em relagdo ao material original. Até ao inicio da fase de maturagdo, as
plantas ndo apresentaram sintomas de ataque de oidio. Nestas plantas, s6 foi observado o
aparecimento do micélio branco tipico deste fungo, nas folhas basais que ja estavam a entrar
em senescéncia, no final do ciclo vegetativo. As plantas da linha resistente E835, entretanto
solicitada ao INRA (Franca) para ser utilizada como controlo, apresentaram um

comportamento semelhante ao verificado nas linhas mutantes resistentes.

IV.2.2. Natureza genética das resisténcias induzidas

Para estudar a natureza genética das mutacdes resistentes, realizaram-se cruzamentos
artificiais entre os materiais susceptiveis (Solara e Frilene) e os materiais resistentes (Solara
mutante e Frilene mutante).

A reac¢do ao oidio das descendéncias F; e F, provenientes destes cruzamentos pode

ser analisada no Quadro 21 e no Quadro 22. Verificou-se que todas as plantas F; mostraram
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ser susceptiveis ao oidio, indicando este resultado que a susceptibilidade é dominante em
relacdo a resisténcia. As plantas F; originaram plantas F, que segregaram apenas em dois
grupos distintos, constituidos por plantas susceptiveis ou por plantas resistentes, ndo se tendo

observado casos intermédios que indiciem a presen¢a de um sistema poligénico como foi

observado por Hammerlund (1925) e Gupta et al. (1995).

Quadro 21 — Reacgao das plantas F; e F, ao fungo E. pisi nos diferentes cruzamentos realizados

Reac¢do ao oidio

Tipo de cruzamento Progenitores
P g Plantas F, Plantas F,
Frilene x Frilene mutante
Susceptivel x Resistente Solara x Frilene mutante Susceptiveis Susceptiveis e

Frilene x Solara mutante Resistentes

Solara x Solara mutante

Quando se compara o nimero de plantas susceptiveis e o nimero de plantas resistentes
obtida nas descendéncias F,, verifica-se que o padrdo de segregacdo obtido ndo € idéntico em
todos os cruzamentos efectuados (Quadro 22). A proporcdo observada varia em funcdo do

progenitor resistente utilizado.

Quadro 22 — Reacg¢do das plantas F, ao fungo E. pisi nos diferentes cruzamentos realizados

N° total de | N° de plantas | N° de plantas | Propor¢do | Propor¢ao 2
Cruzamento P . X p
plantas susceptiveis resistentes observada | esperada
F x FM 246 187 59 3:1 3:1 0,086 | 0,90-0,95
S xFM 569 438 131 3:1 3:1 1,080 | 0,25-0,50
S x SM 66 55 11 5:1 3:1 2,020 | 0,10-0,25
Fx SM 80 67 13 5:1 3:1 3,520 | 0,05-0,10

S-Solara; F-Frilene; FM- Frilene mutante; SM-Solara mutante
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Nas descendéncias F, do cruzamento Frilene x Solara mutante e Solara x Solara
mutante verificou-se que o padrio de segregacdo apresenta um desvio significativo
relativamente a propor¢do esperada 3:1, mas esta hipétese ndo pode ser rejeitada. O reduzido
tamanho das populagOes analisadas, devido ao baixo indice de fertilidade apresentado pela
linha Solara mutante, pode ser a explicacdo para esta discrepancia.

Nas descendéncias F, derivadas dos cruzamentos Frilene x Frilene mutante e Solara x
Frilene mutante constatou-se que a relacdo entre o nimero de plantas susceptiveis e de plantas
resistentes estd de acordo com o padrio de segregacdo correspondente a 3:1
(susceptiveis/resistentes). Este padrao de segregacao indica que a resisténcia apresentada pela
linha Frilene mutante é regulada por um gene recessivo, tal como ja tinha sido verificado
anteriormente, em outros materiais resistentes (Harland, 1948; Heringa et al., 1969;
Dirlewanger et al., 1994; Tiwari et al., 1997a; Vaid e Tyagi, 1997; Liu et al., 2003; Sharma,
2003).

Em relacdo ao tipo de folha, o padrio de segregacdo apresentado pelas plantas F,
provenientes do cruzamento entre Solara e Frilene mutante confirma que esta caracteristica ¢é
controlada por um gene, sendo o tipo folha normal dominante relativamente a folha do tipo
semi-afila. Observou-se que todas as plantas F; apresentavam folhas do tipo normal e a
descendéncia F, era constituida por plantas que segregavam na propor¢ao 3:1 (folha
normal/folha semi-éfila), tal como era esperado (Quadro 23).

Quando as plantas susceptiveis e as plantas resistentes foram classificadas em fungdo
do tipo de folha (Quadro 24), verificou-se que tanto os materiais resistentes como os materiais

susceptiveis segregaram na propor¢do 3:1 no que se refere a segregacdo da forma da folha
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(folha normal/folha semi-éfila). Estes resultados confirmam a independéncia da resposta das
plantas ao oidio em relacdo ao tipo de folha, tal como ja tinha sido constatado por Kumar e

Singh (1981).

Quadro 23 - Segregacdo do tipo de folha observada nas descendéncias F, provenientes do
cruzamento Solara (folha semi-afila) x Frilene mutante (folha normal)

N° total N° de plantas o ~ ~
N° de plantas com | Propor¢do | Proporgdo 2
Cruzamento de com folha e X p
folha semi-afila | observada | esperada
plantas normal
S x FM 314 237 77 3:1 3:1 0,016 | 0,90

S-Solara; FM- Frilene mutante

Quadro 24 - Segregacdo observada em relacdo ao tipo de folha e a reaccdo ao oidio na
descendéncia F, proveniente do cruzamento Solara x Frilene mutante

Tipo de folha |N° de plantas com| N° de plantas com | Propor¢do | Propor¢do 2
Reaccdo ao oidio folha normal folha semi-dfila | observada | esperada X P
N° de plantas susceptiveis 170 52 3:1 3:1 0,22 10,5-0,75
N° de plantas resistentes 56 18 3:1 3:1 0,00 0,99

IV.2.3. Relacoes alélicas entre os genes de resisténcia

Para estudar as relacdes alélicas dos genes de resisténcia presentes nas linhas Solara
mutante, Frilene mutante e E835 efectuaram-se cruzamentos artificiais entre estes materiais.

Verificou-se que todas as descendéncias F; provenientes do cruzamento Solara
mutante e Frilene mutante mostraram ser resistentes ao oidio e que estas originaram
descendéncias F, também resistentes (Quadro 25). Obtiveram-se resultados idénticos nas

descendéncias F; e F, dos cruzamentos realizados entre cada uma das linhas mutantes e a linha
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controlo resistente E835 (INRA, Franca). Como ndo se verificou um efeito de
complementaridade entre os genes de resisténcia em estudo, pode-se concluir que se estd na
presenca de um s6 locus que confere resisténcia as duas linhas mutantes e que este locus é o

mesmo que confere resisténcia a linha E835.

Quadro 25 — Reacgao das plantas F; e F, ao fungo E. pisi nos diferentes cruzamentos realizados

Reaccdo ao oidio
Plantas F, Plantas F,

Tipo de cruzamento Progenitores

Solara mutante x Frilene mutante
Resistente x Resistente Solara mutante x E835 Resistentes Resistentes
Frilene mutante x E835

Como a linha E835 teve a sua origem na variedade Mexique 4 e esta dltima contém o
gene er; (Tiwari et al., 1997a; Vaid e Tyagi, 1997), pode-se deduzir que a resisténcia que as
linhas mutantes apresentam se deve a mutagdes recessivas no mesmo locus er;. De facto,
segundo vérios autores (Heringa et al., 1969; Tiwari et al., 1997a) o grau elevado de
resisténcia ao oidio apresentado pelas plantas é devido ao gene er;, tal como foi observado nas
linhas mutantes e nas suas descendéncias.

E de salientar, por outro lado, que os resultados obtidos parecem indicar que na ervilha
existem poucas fontes de variabilidade para a resisténcia ao oidio, confirmando os resultados
de Sakr e Muehlbauer (1996) e de Liu et al. (2003). Estes autores apds analisarem varios
gendtipos resistentes provenientes de diversas origens, chegaram a conclusao que a resisténcia

era sempre controlada pelo mesmo gene recessivo. Também, os resultados obtidos neste
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estudo, indicam que as duas mutagdes induzidas terdo afectado o funcionamento do mesmo
gene que confere a resisténcia natural aos materiais de ervilha.

Segundo Fraser (1992), a resisténcia a doengas controlada por genes recessivos pode
ser explicada através da auséncia de algum receptor na planta que € essencial para iniciar a
infeccdo, conferindo as resisténcias recessivas imunidade completa a planta. Esta parece ser a
situacdo que se verifica nos dois mutantes de ervilha. De facto, as plantas resistentes ao oidio
das linhas Frilene mutante e Solara mutante mostraram possuir um grau muito elevado de
resisténcia ao ataque do fungo E. pisi. Provavelmente, as plantas tornaram-se resistentes
porque algum factor requerido para a infec¢do foi eliminado ou a sua funcdo alterada,

impedindo o processo de reconhecimento do hospedeiro pelo fungo.

IV.3. Identificacao de marcadores moleculares ligados ao gene de
resisténcia ao oidio

Neste estudo pretendeu-se identificar marcadores moleculares ligados ao locus de
resisténcia ao oidio presente nas duas linhas mutantes. Numa primeira etapa, a identificacdo de
marcadores foi realizada através da comparacdo das variedades originais e as respectivas
linhas mutantes, consideradas como linhas quase isogénicas (NILs — “Near Isogenic Lines”).
Apés a obtengdo da populacido segregante F,, proveniente do cruzamento realizado entre a
variedade Solara e a linha Frilene mutante, passou-se a utilizar a metodologia BSA (“bulked
segregant analysis”), descrita por Michelmore er al. (1991), para identificar marcadores

moleculares ligados ao locus da resisténcia ao oidio.
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IV.3.1. Linhas quase isogénicas

A andlise comparativa de linhas quase isogénicas é uma estratégia eficaz para
identificar marcadores ligados a um determinado gene, uma vez que os polimorfismos
encontrados apresentam uma probabilidade elevada de estarem ligados ao gene em estudo
(Muehlbauer et al., 1988 e Young et al., 1988).

A variedade Solara e a linha Solara mutante assim como a variedade Frilene e a linha
Frilene mutante foram comparadas entre si através de marcadores RAPD, ISSR e AFLP.

Na ervilha, a técnica de RAPD tem sido utilizada com sucesso em estudos sobre as
relagdes filogenéticas dos materiais pertencentes ao género Pisum (Hoey et al., 1996), em
andlises de diversidade genética (Baranger et al.,, 2004), em trabalhos relativos a
caracterizacdo de variedades comerciais (Samec et al., 1998) e em estudos de mapeamento de
genes relacionados com caracteristicas morfoldgicas de interesse agronémico (Rameau et al.,
1998; Cheghamirza et al., 2002; Weeden et al., 2002; Tar’an et al., 2003) e de genes de
resisténcia a doencas (Hunter et al., 2001; Okubara et al., 2002; Timmerman-Vaughan et al.,
2002; Vijayalakshmi et al., 2005), area onde se insere o presente trabalho.

No total foram testados 500 “primers” RAPD nas quatro amostras de DNA. Destes
“primers”, 79 ndo originaram produtos de amplificacdo ou originaram amplificacdes fracas.
Os restantes 421 “primers” produziram 2805 fragmentos na variedade Solara e 2848
fragmentos na variedade Frilene. O nimero de fragmentos obtidos por “primer” variou entre 2
e 11, sendo a média de bandas amplificada por “primer” de 6,7 na Solara e de 6,8 na Frilene.

O tamanho dos produtos de amplificacdo variou entre 250 e 3000 pares de bases.
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Ainda que o numero de fragmentos obtido através desta técnica tenha sido elevado,
esta ndo gerou marcadores polimérficos entre a variedade Solara e a respectiva linha mutante,
tal como era pretendido. De facto, observou-se que todos os fragmentos amplificados na
amostra de DNA de Solara também estavam presentes na amostra de DNA da Solara mutante.

Em relacdo a variedade Frilene e a linha Frilene mutante, a comparagdo dos perfis de
amplificacdo obtidos nestes dois materiais permitiu a identificacdio de um fragmento
polimérfico, com tamanho aproximado de 950 pares de bases. Este marcador foi obtido com o
“primer” OPL 13 (5’-ACCGCCTGCT-3") e esta presente na amostra de DNA da variedade

Frilene e ausente na amostra de DNA da linha Frilene mutante (Figura 8).

!

———

==8%
. e | — Figura 8 — Padrdes de amplificacdo da variedade
—_— - = <o comercial Frilene (F) e respectivo mutante (FM)
T == 800 obtidos com os “primers” RAPD OPL 13, OPM 04 e

FM F FM F FM F OPM 11. A seta indica. o marcador polimér.fico
presente na variedade Frilene e ausente na linha
mutante

OPL13 OPM(04 OPM11 M

Este fragmento foi isolado, clonado e sequenciado. Apds sequenciagdo, verificou-se
que este marcador € constituido por 993 pares de bases (Figura 9) e foi denominado por

L13_993. As primeiras e as tultimas 10 bases do fragmento correspondem a sequéncia do

“primer” OPL13.

68



Resultados e Discussao

10 20 30 40 50 &0 70 g0 90 100
= T T T T T L T (o R |
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S T T [ R P |
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TAAGTTCTAC CCTCATTACA GTGAGGCGAC TGCTGAGTTC TCAAAGTGTA TCAAATTCGA GAATAGTTTG CGTCCTGAGA TTm GGI{

Figura 9 — Sequéncia de nucleétidos do fragmento OPL13_993 amplificado na variedade Frilene

Com base na anélise dos dados de sequencia¢do foi desenhado e sintetizado um par de
“primers” especifico para amplificar o fragmento L.13_993. Estes “primers” sdo constituidos
por parte da sequéncia original do “primer” RAPD e mais 8 nucledtidos adicionais (Quadro
26). O par de “primers” SCAR desenhado foi testado nas amostras de DNA genémico da
variedade susceptivel Frilene e da linha resistente Frilene mutante. Contrariamente ao

pretendido, este par de “primers” ndo originou um fragmento polimérfico entre a variedade
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susceptivel e a linha resistente. Este marcador SCAR revelou ser também monomorfico nas

amostras de DNA da variedade Solara e Solara mutante (Figura 10).

Quadro 26 - Sequéncia de nucledtidos do par de “primers” SCAR especifico para o fragmento
L13_993

SCAR L13_993 Sequéncia (5°-3") N° de bases
“Forward” ACC GCC TGC TCT GAT GTG 18
“Reverse” CGC CTG CTT AAT CTC AGG 18

Figura 10 — Padrdes de amplificacdo do SCAR L13_993 nas
variedades comerciais e respectivos mutantes (F-Frilene, FM-
Frilene mutante, S-Solara, SM-Solara mutante)

Os fragmentos amplificados na variedade Frilene e na linha Frilene mutante foram
novamente isolados a partir de um gel de agarose, clonados e sequenciados. Apds a obtencao
das sequéncias, estas foram alinhadas e verificou-se que os dois fragmentos apresentavam
sequéncias de nucledtidos idénticas. Como ndo se detectaram diferencas, ndo foi possivel
construir um novo par de “primers” especifico que permitisse diferenciar estes dois tipos de
material. Em trabalhos futuros serd interessante testar o primer OPL13 numa descendéncia F,
proveniente do cruzamento entre a variedade Frilene e a linha Frilene mutante.

As amostras de DNA genémico da variedade Solara e da linha Solara mutante e as
amostras de DNA gendémico da variedade Frilene e da linha Frilene mutante também foram

comparadas entre si, utilizando 32 “primers” ISSR. Todos os “primers” analisados originaram
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produtos de amplificacdo, tendo sido observado um total de 297 bandas nas amostras de DNA

de Solara/Solara mutante e um total de 288 bandas nas amostras de DNA de Frilene/Frilene

mutante. O nimero de bandas obtido variou entre 3 e 13, em fun¢do do “primer” utilizado. Em

média cada “primer” originou 9,3 fragmentos nos materiais Solara/Solara mutante e 9,0

fragmentos nos materiais Frilene/Frilene mutante. Os “primers” ISSR 01, ISSR 06, ISSR 15,

ISSR 16, ISSR 17 e ISSR 23 foram aqueles que originaram um maior nimero de fragmentos

amplificados (Quadro 27).

Quadro 27 — Numero de fragmentos obtidos apds a amplificacio das amostras de DNA de
Solara/Solara mutante (S/SM) e das amostras de DNA de Frilene/Frilene mutante (F/FM), utilizando
diferentes “primers” ISSR

N° de fragmentos

N° de fragmentos

N° de fragmentos

“Primer” amplificados “Primer” amplificados “Primer” amplificados

S/ISM F/FM S/SM F/FM S/ISM F/FM
ISSR 01 12 11 ISSR 12 8 7 ISSR 23 12 12
ISSR 02 10 10 ISSR 13 7 6 ISSR 24 8 8
ISSR 03 10 11 ISSR 14 10 9 ISSR 25 10 9
ISSR 04 9 8 ISSR 15 12 11 ISSR 26 9 9
ISSR 05 9 7 ISSR 16 13 12 ISSR 27 11 11
ISSR 06 12 12 ISSR 17 12 12 ISSR 28 8 8
ISSR 07 9 9 ISSR 18 3 3 ISSR 29 7 7
ISSR 08 11 11 ISSR 19 11 10 ISSR 30 6 6
ISSR 09 9 9 ISSR 20 11 11 ISSR 31 7 7
ISSR 10 11 11 ISSR 21 8 8 ISSR 32 6 6
ISSR 11 6 8 ISSR 22 10 9

Esta técnica permitiu a obtencao de um nimero superior de bandas por cada reac¢do de

amplificacdo efectuada relativamente a técnica RAPD, tal como ja tinha sido verificado em

diversos trabalhos referentes a andlise de materiais vegetais através da utilizacdo destas duas

técnicas (Iruela et al., 2001; Qian et al., 2001; Fernandez et al., 2002 ; Reddy et al., 2002).
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Neste trabalho, ndo se verificou qualquer relagdo entre a constitui¢do da sequéncia
repetitiva do “primer” e a quantidade ou qualidade dos fragmentos obtidos, contrariamente ao
observado em varios estudos (Reddy et al., 2002; Rubeena et al., 2003). Alguns autores
referem que a sequéncia repetitiva (AT), € a mais frequente no genoma das plantas (Wang et
al., 1994). No entanto, os “primers” construidos com base nestes nucleétidos tendem a ligar-se
entre si, ndo dando origem a amplificacdes. Os “primers” constituidos por sequéncias (AG),
(GA), (CT), (TC), (AC) e (CA) também originam niveis elevados de polimorfismos em varias
espécies (Ratnaparkhe et al., 1998; Reddy et al., 2002). Neste estudo, a média de fragmentos
amplificados foi semelhante em qualquer tipos de sequéncias utilizadas.

A anélise dos perfis de amplificacdo obtidos com os “primers” ISSR, tendo em vista a
deteccdo de marcadores ligados ao locus de resisténcia ao oidio nao revelou fragmentos
polimérficos entre as variedades comerciais e as respectivas linhas mutantes. Com efeito, os
fragmentos amplificados na amostra de DNA da Solara estdo também presentes na amostra de
DNA da Solara mutante assim como os fragmentos amplificados nas amostras de DNA da
variedade Frilene estdo presentes na amostras de DNA da linha Frilene mutante. Assim, esta
técnica nao revelou ser mais eficaz na deteccdo das alteracdes ocorridas no genoma devido a
accdo do agente mutagénico quimico etilnitrosoureia relativamente a técnica RAPD. Apesar
dos resultados obtidos neste estudo nao terem permitido a identificacdo de marcadores
polimérficos entre as variedades originais e os respectivas linhas mutantes, a utilizacdo desta
técnica na espécie Pisum sativum tem originado bons resultados em diversas dreas tais como
sejam em trabalhos sobre diversidade genética (Baranger et al., 2004) ou na construcdo de

mapas de ligamento (Irzykowska et al., 2002; Pilet-Nayel, 2002).
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Nas andlises por AFLPs, as amostras de DNA da Solara, Solara mutante, Frilene e
Frilene mutante foram amplificadas em duplicado. As combinacgdes de “primers” EcoRI e
Msel originaram 3375 fragmentos nas amostras de DNA da Solara/Solara mutante e 3229
fragmentos nas amostras de DNA da variedade Frilene/Frilene mutante. A combinacdo de
“primers” que produziu o maior nimero de bandas por reaccdo de amplificagdo foi a E-
AAC/M-CAA que permitiu a obten¢ao de 114 bandas nas amostras de DNA de Solara /Solara
mutante e 107 bandas nas amostras de DNA de Frilene/Frilene mutante.

Tal como se verificou na técnica ISSR, os marcadores obtidos revelaram ser
monomorficos entre as variedades comerciais e as respectivas linhas mutantes.

No presente trabalho de identificagdo de marcadores moleculares ligados a resisténcia
ao oidio, confirmou-se a dificuldade em encontrar marcadores polimdrficos entre os materiais
originais e os respectivos mutantes. De facto, experiéncias anteriores sugerem que a utilizacao
de agentes quimicos nos trabalhos de mutagénese induzida, tal como € o caso do nosso estudo
em que os mutantes seleccionados foram obtidos apds plantulas recém-germinadas terem sido
tratadas com o composto etilnitrosoureia, tendem a provocar na maioria das situacdes apenas
pequenas delecgdes, inferiores a 50 pares de bases ou a substitui¢do de pares de bases (Coté et
al. 1986; Pastink et al., 1989). Estas alteracdes sdo dificeis de detectar através das técnicas
utilizadas. Por outro lado, os agentes mutagénicos fisicos, tais como raios X e raios y causam
alteracoes maiores nos materiais tratados (IAEA, 2001) que podem ser mais facilmente

detectadas, por exemplo utilizando a técnica de RAPD (Riesselmann e Jacobsen, 1995).
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1V.3.2. Bulked Segregant Analysis (BSA)

O método de andlise por BSA (“bulked segregant analysis™) facilita a identificacdo de
marcadores moleculares localizados numa determinada regido do genoma a partir de uma
populacdo segregante (Michelmore et al., 1991). Esta andlise baseia-se na constitui¢do de dois
grupos (“bulks”) de amostras de DNA de individuos F,. Os individuos que constituem cada
grupo diferem entre si em relacdo a uma determinada caracteristica para a qual se pretende
identificar marcadores. Os marcadores polimérficos identificados t€m uma forte probabilidade
de se encontrarem ligados ao gene que controla a caracteristica de interesse.

Nas andlises por BSA foram utilizados 160 “primers” RAPD que ainda ndo tinham
sido testados na anélise por NILs. Procedeu-se a comparacdo dos perfis de amplificacdo das
amostras de DNA de um “bulk” constituido por 15 plantas F, resistentes e de um “bulk”
constituido por 15 plantas F, susceptiveis ao oidio, provenientes do cruzamento realizado
entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante. Destes “primers”, 30 nio originaram
produtos de amplificagdo ou originaram amplificacdes fracas. Os restantes 130 “primers”
geraram 657 fragmentos, sendo a relacdo de produtos amplificados por “primer” semelhante
ao obtido anteriormente nas andlises por NILs.

A andlise dos perfis de amplificagdo correspondentes aos dois progenitores e aos dois
“bulks” permitiu seleccionar apenas um fragmento de 580 pares de bases gerado pelo “primer”
OPAA 04 (5’-AGGACTGCTC-3’) que encontrando-se presente nas amostras de DNA do
progenitor susceptivel e do “bulk” de DNA de plantas susceptiveis, poderd localizar-se na

zona em que se encontra o locus de resisténcia (Figura 11). Por esta razdo, o “primer”
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OPAAO04 foi um dos “primers” RAPD seleccionado para a etapa seguinte deste trabalho,

correspondente ao mapeamento do locus de resisténcia.

TE
—
! g B B e Figura 11 - Padrio de amplificacdo gerado pelo
' p “primer” RAPD OPAAO4, utilizando a variedade
' ‘_- ! = - Solara (1), a linha Frilene mutante (2), o “bulk” de
= B = DNA de plantas susceptiveis (3) e o “bulk” de DNA de
o e plantas resistentes (4). As setas indicam o marcador
1 2 3 4 M polimérfico AA04_580 presente na variedade Solara e

“bulk” de DNA de plantas susceptiveis

O “bulk” de DNA de plantas F, resistentes e o “bulk” de DNA de plantas F,
susceptiveis também foram comparados entre si pela amplificacdo com os 32 “primers” ISSR
que j4 tinham sido utilizados previamente na andlise por NILs. Os perfis de amplificacao
obtidos em ambos os “bulks” foram idénticos entre si, confirmando-se os resultados obtidos
utilizando a estratégia por NILs em que ndo foi possivel identificar marcadores ligados quer a

resisténcia quer a susceptibilidade ao oidio.

IV.4. Mapeamento do locus de resisténcia ao oidio

O mapeamento do locus de resisténcia ao oidio foi efectuado utilizando uma populagdo
F,, constituida por 94 individuos, proveniente do cruzamento entre a variedade Solara e a linha
resistente Frilene mutante. Esta populacdo foi avaliada para a segregacdo do fenétipo de

resisténcia ao oidio, do tipo de folha e de marcadores RAPD, ISSR e AFLP. Os marcadores
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moleculares que ficaram localizados préximo do locus de resisténcia ao oidio foram

confirmados e aferidos com maior precisdo utilizando 255 individuos da mesma populagdo F,.

IV.4.1. Seleccao de marcadores moleculares

A comparagido dos perfis de amplificacdo das amostras de DNA da variedade Solara e
da linha Frilene mutante obtidos nas andlises moleculares realizadas na etapa anterior deste
trabalho, permitiu identificar “primers” RAPD, ISSR e AFLP que geraram marcadores
polimérficos entre estes dois gendtipos. Com base nesta informacdo, seleccionaram-se
“primers” para a constru¢ao de um mapa genético de Pisum sativum L. que englobasse o locus
da resisténcia ao oidio induzido na variedade Frilene.

Do total de “primers” RAPD testados nas andlises por NILs, 44 “primers” geraram

marcadores polimérficos entre os dois progenitores (Quadro 28).

Quadro 28 — “Primers” RAPD que originam fragmentos polimérficos entre a variedade Solara e a
linha Frilene mutante

N°de N° de N° de N° de
“Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos
polimérficos polimdrficos polimdrficos polimdrficos
OPA20 1 OPKO08 1 OPO19 1 OPV12 1
OPBO6 1 OPK14 2 OPP02 2 OPV18 1
OPBO08 1 OPL0O7 1 OPP0O4 2 OPX04 1
OPB11 1 OPM14 1 OPPO5 1 OPXO06 2
OPCO5 1 OPNO02 1 OPP08 3 OPX12 1
OPCO07 2 OPN16 1 OPP17 1 OPYO02 1
OPC09 1 OPO04 2 OPS12 1 OPY04 1
OPC10 1 OPO06 1 OPS13 1 OPY05 1
OPD16 1 OPO07 1 OPTO06 1 OPYO06 1
OPE16" 1 OPO09 1 OPTO07 1 OPY11 1
OPF13 1 OPO16 1 OPV04 2 OPY15 1

*- Os “primers” que se encontram a negrito foram seleccionados para a constru¢do do mapa genético de ervilha
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A maioria originou apenas um fragmento polimoérfico, indicando este resultado a
existéncia de um grau elevado de similaridade genética entre a variedade Solara e a linha
Frilene mutante. Com efeito, o indice de similaridade entre estes dois materiais calculado
através dos dados obtidos com estes marcadores tem o valor de 0,97.

Dos “primers” RAPD que originaram polimorfismos entre a variedade Solara e a linha
Frilene mutante, seleccionaram-se os “primers” (Quadro 28 e Quadro 29) que geraram
marcadores fortes e bem definidos entre os progenitores e que segregavam na populacdo F,,
tal como pode ser observado na Figura 12 que representa o padrao de amplificagdo obtido com
o “primer” OPN0O2. Também se incluiu neste estudo, o “primer” AA04 detectado nas anélises
por BSA que originou um marcador potencialmente associado com a susceptibilidade ao
oidio.

Quadro 29 — “Primers” RAPD utilizados na analise da descendéncia F, Solara
x Frilene mutante e dimensdo dos fragmentos polimérficos amplificados

e ’ Dimensao do fragmento Designagao
Primer .
polimérfico (pares de bases) do marcador
OPEl6 650 E16_650
OPF13 750 F13_750
OPKO08 650 KO08_ 650
OPK14 980 K14_980
1150 K14_1150
OPNO2 850 NO02_850
OPN16 1050 N16_1050
OPO07 1220 007_1220
OPP02 1160 P02_1160
1300 P02_1300
OPP08 650 PO8_ 650
750 PO8_ 750
1100 PO8_1100
OPTO06 480 TO6_ 480
OPTO7 1200 T07_1200
OPY11 2500 Y11_2500
AA04* 580 AA04_580

*- Marcador seleccionado nas andlises por BSA
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Figura 12 - Amplificacdo com o “primer” RAPD OPNO2. A seta indica o
marcador polimérfico OPNO2_850 entre os dois progenitores (S-Solara e
FM-Frilene mutante) e que segrega na descendéncia F,

Dos 32 “primers” ISSR testados, 15 “primers” originaram fragmentos polimérficos
entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante (Quadro 30). Verificou-se, tal como na
técnica RAPD, a obten¢do de um numero reduzido de fragmentos polimdrficos por cada
“primer” utilizado. O indice de similaridade calculado através dos marcadores ISSR foi de

0,95, confirmando a elevada semelhanga genética que estes dois materiais vegetais apresentam

entre si.

Quadro 30 — “Primers” ISSR que originam marcadores polimérficos entre a variedade Solara e a
linha Frilene mutante

N° de N° de N° de N° de
“Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos | “Primer” | fragmentos
polimdrficos polimdrficos polimérficos polimérficos
ISSRO1 1 ISSRO7 2 ISSR14 1 ISSR19 1
ISSR0O3 1 ISSR11 2 ISSR15 1 ISSR22 1
ISSR04 1 ISSR12 1 ISSR16 1 ISSR25 1
ISSRO05 3 ISSR13 1 ISSR17 2

* - Os “primers” que se encontram a negrito foram seleccionados para a construcdo do mapa genético de ervilha

Para o mapeamento do locus erl, seleccionaram-se os “primers” ISSR que originaram

marcadores polimorficos fortes e bem definidos entre os progenitores e que segregavam na

populacdo F, (Quadro 31).
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Em média, os “primers” ISSR amplificaram 1,5 marcadores polimoérficos por reacgao,
variando as dimensdes dos fragmentos obtidos entre 450 e 2000 pares de bases. A Figura 13
representa o padrdo de amplificacdo obtido com o primer ISSR 14, nos progenitores Solara e

Frilene mutante e em 15 individuos F.

Quadro 31 - “Primers” ISSR utilizados na analise da descendéncia F, Solara x
Frilene mutante e dimensao dos fragmentos polimoérficos amplificados

“Primer” Sequéncia Dimensio do marcador Designagdo do
5°-3) (pares de bases) marcador
ISSR0O4 (GA)RYC 490 1S04_ 490
1150 I1S05_1150
ISSRO5 (GA)RYG 1200 1S05_1200
2000 1S05_2000
ISSR11 (GT)YG 1000 IS11_1000
1300 IS11_1300
ISSR12 (AG)YG 1220 I1S12_1220
ISSR13 (AC)KYT 500 I1S13_500
ISSR14 (AG)T 650 1S14_ 650
ISSR17 (GA)T 450 1S17_450
1000 IS17_1000
ISSR19 (GA); 800 1S19_800

Figura 13 - Amplificacio com o “primer” ISSR 14. A seta indica um
marcador polimérfico entre os dois progenitores e que segrega na
descendéncia F,

A maioria das combinacgdes de “primers” AFLP originaram marcadores polimérficos
entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante (Quadro 32). O nimero de fragmentos

polimérficos obtidos por cada combinacdo variou entre 1 e 17. Esta técnica apresentou uma
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maior capacidade discriminatéria para diferenciar os

relativamente as duas técnicas anteriores, devido ao maior nimero de marcadores gerados por
reaccdo de amplificagdo. Com efeito, o indice de similaridade calculado através dos
marcadores AFLP foi de 0,94, sendo este valor menor em relagdo aos obtidos utilizando os
dados dos marcadores RAPD e ISSR. A utilizacdo da técnica AFLP permitiu aumentar de
forma significativa o nimero de marcadores polimérficos encontrados por cada reac¢do de
amplificacdo realizada, sendo por isso considerada como uma ferramenta util para os trabalhos

de mapeamento, tal como € referido em varios estudos (Coyne et al., 2000; Irzykowska et al.,

2001).

dois progenitores

em estudo

Quadro 32 — Niimero de marcadores polimdrficos gerados pelas combinagdes de “primers” AFLP
entre a variedade Solara e a linha Frilene mutante

“Primer” M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG  M-CIT
E-AAC 7 5 5 4 - 8 4 -
E-AAG 3 4 8 5 - 5 7 3
E-ACA 5 5 4 1 11 8 - 5
E-ACC - - - 7 2 11 6 -
E-ACG 5 3 1 5 - 5 1 4
E-ACT 5 2 5 5 - 4 4 1
E-AGC 5 6 9 2 3 3 - 7
E-AGG 17 5 6 6 3 5 4 3

*- Os marcadores que se encontram a negrito foram seleccionados para a constru¢do do mapa genético de ervilha

tamanhos dos fragmentos polimdrficos obtidos encontram-se indicados no Quadro 33.
Seleccionaram-se para andlise da populacdo F, as combinagdes que originavam um ndmero

elevado de marcadores polimérficos € em simultaneo amplificavam marcadores fortes entre os

As combinacdes de “primers” AFLP utilizadas no estudo da populagdo F, e os
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dois progenitores (Figura 14). As 14 combinagdes utilizadas permitiram a identificagdo de 99

marcadores, com tamanhos compreendidos entre 75 e 750 pares de bases.

Quadro 33 — Combinagdes de “primers” AFLP utilizadas na andlise da descendéncia F, proveniente
do cruzamento Solara x Frilene mutante e dimensdo dos fragmentos polimdrficos analisados

“Primer” E | “Primer” M Designacdo dos | Dimensdo do marcador polimérfico
marcadores (pares de bases)
AAC CAG AAC/CAG 235, 380, 450, 480
CTC AAC/CTC 188, 215, 220, 230, 260, 350, 400, 420
AAG CAG AAG/CAG 150, 180, 210, 280, 410, 500, 740, 750
CTG AAG/CTG 125, 158, 160, 195, 225, 255, 380
ACA CTA ACA/CTA 95, 113, 128, 155, 223, 225, 238, 256, 330, 560, 580
CTT ACA/CTT 380, 520
ACC CTC ACC/CTC 75, 138, 158, 170, 232, 260, 340, 350, 400, 550, 630
ACG CAT ACG/CAT 130, 330, 350, 400, 500
CTC ACG/CTC 115, 143, 152, 200, 210
ACT CAA ACT/CAA 138, 180, 330, 480
CAT ACT/CAT 250, 360, 380
AGC CAG AGC/CAG 145, 148, 182, 195, 205, 212, 218, 580, 750
122, 125, 145, 200, 202, 210, 248, 252, 270, 300, 340, 350, 370, 380,
AGG CAA AGG/CAA 420, 440, 450
CAG AGG/CAG 180, 205, 265, 380, 480

Figura 14 - Amplificacdes obtidas com a
combinacgdo de “primers” E-AAC/M-CTC.
As setas indicam alguns marcadores
polimérficos  observados  entre  os
progenitores Solara e Frilene mutante e que
segregam na descendéncia F,
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No total, os 13 “primers” RAPD, os 8 “primers” ISSR e as 14 combinacdes de
“primers” AFLP originaram 128 marcadores polimérficos (Quadro 34). Os “primers” RAPD
contribuiram com 17 marcadores, os “primers” ISSR com 12 marcadores e as combinagdes de
“primers” AFLP com 99 marcadores. Do total dos marcadores obtidos, 70 estdo presentes na
variedade susceptivel Solara e 58 estdo presentes na linha resistente Frilene mutante. Na
matriz de dados incluiu-se também a informacao referente ao tipo de folha apresentado pelas

plantas da populagdo segregante (folha normal vs folha semi-afila).

Quadro 34 - Numero de “primers” RAPD, ISSR e AFLP testados na populagido F,
proveniente do cruzamento Solara x Frilene mutante e nimero de marcadores obtidos

0 1. - ’ N° total de N° de marcadores | N° de marcadores
(o N° de “primers .
Técnica . marcadores presentes na presentes na linha
ou combinacdes o . .
polimdrficos variedade Solara Frilene mutante

RAPD 13 17 13 4
ISSR 8 12 9 3
AFLP 14 99 48 51
Total 35 128 70 58

A partir da informagdo existente em trabalhos anteriores realizados no ambito de
identificar marcadores moleculares ligados ao locus de resisténcia ao oidio em ervilha
pretendeu-se integrar no mapa o marcador SCAR PD10_650 obtido por Timmerman et al.
(1994) que utilizando uma populacdo F, proveniente do cruzamento entre a variedade
resistente Almota e a linha sensivel 88V1.11, localizaram este marcador a uma distancia de
2 cM do locus erl. Utilizando o par de “primers” que amplifica 0 marcador SCAR PD10_650
publicado por estes autores (Quadro 35), procedeu-se a amplificacio do DNA gendémico da

variedade susceptivel Solara e da linha resistente Frilene mutante. Este par de “primers”
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originou o fragmento de 650 pares de bases previsto. No entanto, observou-se a sua presenca

em ambos os progenitores (Figura 15), pelo que ndo foi possivel mapea-lo.

Quadro 35 - Sequéncia de nucleétidos dos “primers” SCAR especificos para amplificar o
fragmento PD10_650

SCAR PD10_650 Sequéncia (5°-3") N° de bases T de a(l(r)lg;aahng
“Forward” GGTCTACACCTCATATCTTGATGA 24 65
“Reverse” GGTCTACACCTAAACAGTGTCCGT 24

Fonte: Timmerman et al. (1994)

Figura 15 - Amplificagio do SCAR
PD10_650 (Timmerman et al., 1994) nos
progenitores Solara (S) e Frilene mutante (FM)

Tiwari et al. (1998) também identificaram dois marcadores RAPD, OPE16_1600 e
OPO18_1200, ligados ao gene de resisténcia ao oidio presente na variedade Highlight. No
entanto, estes dois “primers” ndo amplificaram os marcadores indicados por estes autores nas
amostras de DNA de Solara e de Frilene mutante, ndo tendo sido por isso possivel utiliza-los
no presente estudo.

Jamila e Sharma (2004) analisaram também materiais de ervilha resistentes e
susceptiveis ao fungo E. pisi e identificaram dois marcadores RAPD, OPO 02_1400 e OPU

17_1000 localizados, respectivamente, a 4.5 cM e a 10.3 cM do locus er. No entanto, estes
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“primers” também ndo amplificaram os dois marcadores indicados ndo tendo sido possivel
também a sua inclusdo no nosso estudo.
Estes resultados confirmam a dificuldade que existe em integrar dados provenientes de

diversos cruzamentos artificiais, como foi também observado por Laucou et al. (1998).

IV.4.2. Conversao dos marcadores RAPD e AFLP que flanqueam o locus de
resisténcia em marcadores SCARs

A andlise de segregacdo dos marcadores moleculares revelou que os fragmentos
T06_480 ¢ AGG/CAA_125 apresentavam uma forte ligacdo com o gene de resisténcia ao
oidio (Figura 16). A frequéncia de recombinacdo entre estes marcadores e o locus erl € baixa,

tal como pode ser observada no Quadro 36.

Quadro 36 — Frequéncia de recombinagdo entre o locus erl e 0s
marcadores T6_480 e AGG/CAA_125

Locus Frequégcia Ele LOD
recombinacio

erl —T6_480 0,0488 41,45

erl — AGG/CAA_125 0,0512 16,48

T6_480 — AGG/CAA_125 0,1252 9,85

De modo a ultrapassar os problemas associados aos marcadores RAPD (Paran e
Michelmore, 1993) e a simplificar o processo de deteccio dos marcadores AFLP em

populagdes com um numero elevado de individuos, o marcador T06_480 e o marcador
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AGG/CAA_125 foram transformados em marcadores do tipo SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region). Para o efeito, os fragmentos de DNA correspondentes a estes dois

marcadores foram isolados, clonados e sequenciados.

IV.4.2.1. Conversao do marcador AFLP em marcador SCAR

Procedeu-se ao isolamento, clonagem e sequenciacio do marcador AFLP
AGG/CAA_125, presente na variedade Solara. Este fragmento foi totalmente sequenciado e
verificou-se que € constituido por 102 pares de bases (Figura 16), correspondendo as primeiras
9 bases e as dultimas 7 bases a sequéncias do “primer” EcoRI e do “primer” Msel,
respectivamente. A comparacdo da sequéncia do fragmento AGG/CAA_125 com outras
sequéncias incluidas em bases de dados internacionais, utilizando o programa BLAST
(Altschul et al., 1997) revelou um grau baixo de homologia em relacdo as sequéncias

existentes.

10 z0 20 40 &0 &0
R = T T e [ T O e I
GRATTCAGGR ACATAGCTTC AGTTTTCAAC TTAGAGATEG TTTTCACATE GTCTGCCTTC

7o 20 a0 100

B T T T T
TCACTCTCCA BCTGTGCTAT CTTCTGACTT TTAGC

Figura 16 — Sequéncia do marcador AGG/CAA_125, presente no progenitor
susceptivel Solara
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Com base na sequéncia do marcador AGG/CAA_125 foi desenhado e sintetizado um
par de “primers” para amplificar especificamente o fragmento AGG/CAA_125. Estes
“primers” apresentam na sua constituicdo nucledtidos da sequéncia original dos “primers”

EcoRI e Msel e mais 8 a 10 nucleétidos adicionais (Quadro 37).

Quadro 37 - Sequéncia de nucledtidos do par de “primers” SCAR AFLP_125 especificos para
amplificar o fragmento AGG/CAA_125

SCAR AFLP 125 Sequéncia (5°- 3") N° de bases
“Forward” GAATTCAGGAACATAGCTTC 20
“Reverse” CAAGCTAAAAGTCAGAAG 18

Numa primeira fase, o par de “primers” SCAR desenhado foi testado apenas nas
amostras de DNA genémico da variedade susceptivel Solara e da linha resistente Frilene
mutante. Contrariamente ao pretendido, este par de “primers” ndo originou um fragmento
polimérfico entre os dois progenitores. De facto, observou-se no perfil de amplificacdo a

existéncia de uma banda com cerca de 100 pares de bases, em ambos os materiais (Figura 17).

Figura 17 — Padrio de amplificacio
obtido com o par de “primers” SCAR
AFLP_125 utilizando a variedade Solara
e a linha Frilene mutante (FM)

Os fragmentos amplificados na variedade susceptivel e na linha resistente foram

novamente isolados a partir de um gel de agarose, clonados e sequenciados. Apds a obtenc¢ao
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das sequéncias dos fragmentos, estas foram alinhadas com o auxilio do programa BioEdit e

identificaram-se as diferencas existentes entre estes dois fragmentos. Como pode ser

observado na Figura 18, as sequéncias apresentam uma percentagem elevada de homologia,

diferenciando-se apenas em quatro nucleétidos.

Solara
Frilene mmtante

Solara
Frilene mmtante

10 20 20 40 50
T T T T T e
GAATTCAGGA ACATAGCTTC AGTTTTCAAC TTAGAGATGG TTTTCACATG
GAATTCAGGA ACATAGCTTC AGTTTTCAAC TTAGAGATGG TTTTCACATG

&0 70 20 a0
S R I AN [N ENSNPRU DI IS P I
GTCTGCCTTC TCACTCTCCA GCTGTGCTAT CTTCTGACTT TTAGCTTG
GTCTTGCTTC TCATTCTCCA ACTGTGCTAT CTTCTGACTT TTAGCTTG

Figura 18 — Comparacdo das sequéncias nucleotidicas do SCAR AGG/CAA_125 na
variedade Solara e na linha Frilene mutante. Os asteriscos representam as zonas de
homologia entre os dois fragmentos

Tendo em conta as diferencas encontradas nas duas sequéncias foi desenhado um novo

par de “primers” (Quadro

38) para amplificar o fragmento na amostra de DNA da linha

Frilene mutante. Este par de “primers” foi testado novamente nas amostras de DNA genémico

da variedade Solara e da linha Frilene mutante.

Quadro 38 - Sequéncia de nucleétidos do par de “primers” SCAR AFLP_2 especifico para o

fragmento AGG/CAA_125

“Primer” SCAR AFLP_2 Sequéncia (5°-3”) N° de bases
“Forward“ GAATTCAGGAACATAG 16
“Reverse* TAGCACAGTTGGAGAA 16
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As reacgdes de amplificacdo geraram duas bandas de 95 e 210 pares de bases presentes
em ambos os materiais (Figura 19). Varias temperaturas de “annealing” foram testadas (50°C-
65°C), mas nenhum polimorfismo foi identificado, pelo que ndo foi possivel transformar o

marcador AGG/CAA_125 num marcador SCAR polimérfico.

Figura 19 — Padrio de amplificacdo obtido com
o par de “primers” SCAR AFLP_2 utilizando a
variedade susceptivel Solara e a linha resistente
Frilene mutante

A perda de polimorfismo que se observa quando se converte um marcador AFLP num
marcador SCAR € um resultado que tem sido verificado por vdrios autores quer em trabalhos
realizados em Pisum sativum L. (Stackelberg et al., 2003) quer em outras espécies (Shan et al.,
1999; Evans e James, 2003). De acordo com Stackelberg et al. (2003), a seleccao incorrecta de
fragmentos de DNA que migram juntamente com a banda polimérfica de interesse pode ser a
causa que explica a perda de polimorfismo revelada pelos marcadores SCAR. Shan et al.
(1999) referem também que a perda de polimorfismo que se verifica apds a transformacio de
um marcador AFLP em um marcador SCAR se deve a perda de especificidade que ocorre
quando se desenham “primers” SCAR a partir das sequéncias internas dos “primers” AFLP.
Quaisquer destas situacdes podem ter ocorrido no processo de conversao do fragmento

AGG/CAA_125 num marcador SCAR.
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1V.4.2.2. Conversao do marcador RAPD em marcador SCAR

O fragmento de DNA correspondente ao marcador TO6_480, presente na variedade
susceptivel Solara, foi excisado de um gel de agarose a 2%. Ap6s o processo de purificagdo, o
DNA obtido foi novamente amplificado com o “primer” RAPD OPT06, tendo-se confirmado
o tamanho da banda isolada.

Foram extraidos plasmideos de 5 coldnias para proceder a sequenciacdo do fragmento
polimérfico. O fragmento T0O6_480 foi totalmente sequenciado nas 5 amostras. Verificou-se
que este fragmento € constituido por 474 pares de bases (Figura 20). As primeiras e as ultimas

10 bases do fragmento correspondem a sequéncia do “primer” OPTO06.

10 20 30 40 50 &0 70
e e Y |
CAAGGGCAGA| ATCAGCTGAG CTCAGTCATG TTCAGGTTAC AACCACCATG GACCACCGCG CAGGAAATCG

80 30 100 110 120 130 140
T e A T
CTTCCGACGE CGGTGGCCAC CAGAAACAAA AATTTCACCA TTGGAACCAT TTTAACCTCC TCCTGAATCT

150 1&0 170 150 150 200 Z10
T T T T e
CTCCTCAATT TCGACAAATT CTAAGCCTAT CTCACAAACC AAAGTGCAAG CTCCAAGAAC CCTAATCCAC

220 230 240 250 280 270 280
T B e B e B B B i I B I I BRI IR
TCAAACTTAA ACTAAATCCC ACTCTCAARAG AATTAGAGCT TAGAGGATTG GGGTTATGAT TCTCTTACTC

230 300 310 320 330 340 350
T T T e A
CCCTTCTACA TCCTCGGAAC CATTAATTAA ACAAAAGAAR AAGGTTCTCA GAGGTGCCTT ACCAGAGGTG

3&0 370 3E0 330 400 410 4Z0
T T T I
GAAATGACGA TGTCGAAGGA TCAGCTTCCA AGTAAAATGC TTTCAATTCC TCTCTCTTGA TCTTGATTCT

430 440 450 450 470
T I R
TGAAATCCTC TTCTTCTCCT TGTTCTTTTT CTTCTTTGAG TTTATCTGCC CTTG

Figura 20 - Sequéncia apresentada pelo marcador T06_480, presente na variedade
susceptivel Solara
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Tal como foi verificado para a sequéncia do fragmento AGG/CAA_125, a comparacao
desta sequéncia com outras sequéncias incluidas em bases de dados gendmicas, utilizando-se o
programa BLAST (Altschul er al., 1997) revelou que a sequéncia do fragmento T06_480
apresenta um grau baixo de similaridade relativamente as sequéncias disponiveis nas bases de
dados.

Com base na anélise dos dados de sequenciagdo foi desenhado e sintetizado um par de
“primers” para amplificar especificamente o fragmento T06_480. Estes “primers” apresentam
na sua constituicdo nucledtidos da sequéncia original do “primer” RAPD e mais 9 a 10

nucleotidos adicionais (Quadro 39).

Quadro 39 - Sequéncia de nucleétidos do par de “primers” SCAR especifico para amplificar
o fragmento T06_480

“Primer” Sequéncia (5°-3”) N° de bases
SCARTO06

“Forward” GGGCAGAATCAGCTGAGCTC 20
“Reverse” GAACAAGGAGAAGAAGAGG 19

Para testar se o par de “primers” SCAR desenhado originava um marcador polimoérfico
entre os materiais resistentes € os materiais susceptiveis, os “primers” foram inicialmente
testados nas amostras de DNA gendmico do progenitor susceptivel e do progenitor resistente,
utilizando uma temperatura de ‘“‘annealing” de 55°C. Verificou-se que as reacgdes de
amplificacdo com o par de “primers” SCARTO06 originaram uma banda polimorfica entre a
variedade Solara e a linha Frilene mutante e, tal como se observara nas reaccdes de

amplificacdo que envolviam o “primer” OPTO06, o par de “primers” SCAR amplificou o
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fragmento pretendido, na variedade Solara (Figura 21). Analisaram-se os 255 individuos da

populacdo F, e os dados obtidos foram incluidos na matriz de dados.

1

RRLLIINN |

S S .S St SESSEESSSSETRESRESRESSSEESEESEESE ISR R S Sol FMe
Proge-
nitores

Figura 21 — Padrio de amplifica¢do obtido com o par de “primers” SCARTO06 utilizando
individuos susceptiveis (S) e resistentes (R) da descendéncia F, proveniente do
cruzamento Solara (Sol) x Frilene mutante (FM)

IV.4.3. Mapa genético preliminar de Pisum sativum L. e localiza¢ao do locus
de resisténcia

A andlise de segregacdo dos marcadores moleculares e dos marcadores morfoldgicos
(tipo de folha e resisténcia ao oidio) conduziu a construcdo de um mapa genético preliminar
para a espécie Pisum sativum L.

A andlise de segregacdo dos 128 marcadores moleculares revelou que 88 marcadores
apresentavam um padrao de segregacdo concordante com o padriao de segregacdo mendeliano
monogénico de 3:1. Dos restantes, 10 marcadores apresentavam uma segregacao ligeiramente
distorcida (x%0.0s<x’< ¥ 001) € 30 marcadores uma segregacdo muito distorcida (x> y’0.01). O
padrao de segregacao do tipo de folha e do fenétipo de resisténcia estd de acordo com o

padrao de segregacao mendeliano monogénico de 3:1.
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O estabelecimento de grupos de ligamento foi efectuado com o programa JoinMap
(Van Ooijen e Voorrips, 2001). Utilizando um valor de LOD 3, foram mapeados no total 97
marcadores, entre os quais 95 moleculares e dois morfolégicos (er!l e af), que se encontram
distribuidos por 12 grupos de ligamento (Figura 22). O grupo maior possui 104 cM, enquanto

que 0 mais pequeno possui apenas 3 cM.

0 AGG/CAA_122* 0~ AAG/CTG_195 0~ AAG/CAG_500 o af 0 AGC/CAG 182 0—-1S17_450
K%
711 ACT/CAA 480 71T N16_1050
10T AAC/CTC_230 9~ AAC/CAG. 450
T - 11—TT- AGG/CAA_270
1 AeeTE %0 14 AGCICAG 14§, 137 AGG/ICAG_380 - 13T AAG/CAG 180
16T ACT/CAT 250 1511~ P08_1100
19T AAG/CTG_22! 1911 AGG/CAA 145
T AnacTG 225 211 AGC/CAG_212
25 AACICAG 2441505 1150 23 AGG/CAG_265
2511 AGG/CAA_202 L e 25T~ ACATCTA 580 261 ACG/CTC_200
30 HACT/GAT 380 s % 28 TT AGG/CAA_200
ar | PTG AGG/CAA_420 ACG/CAT 400
331~ ACA/CTA 095 - aellaacicTc 215 3394 No2 850 L AGAGIT 380
37T~ AACICAG, 480 B [|TACACTA 28 34 |"AGGICAA 380 ACGIGAT Ki4 980~
39T AGG/ICAA 370™* 40T ACG/CTC 350 s 3 330
¥ T AR 40T AGACTA 25 4011 P02_1300
- 43~ AGG/CTC 400
25 TT~1517_1000
49~H- AAG/CAG 280 H-
50T~ AAG4 580" BITACCOAGZ05 ol pcTicAn 330 5o AGGIGAG 180" AT ACGICAT 500
5217 ACC/CTC_630 11S19 800 = 5270~ 1S04_490
AGATCTA 560
5794 AGACTA 225™* 57| AGGICAA125 55T~ ACG/CAT_350 .
587 T~ ACC/CTC 232 ok 5777~ K08_650 58T AAG/CTG 158
erl 601 F13_750 PO2_1160 60—~ AAG/CAG 150
65 ACC/CTC_260 675~ SCART06 . 64 ACA/CTT_520
681~ ACG/CTC_115 68—~ ACT/CAT 360 L ~
71-H- acoioTo 310 01" AGC/CAG_750 0~ AGC/CAG. 580
A 0—F— AAG/CAG_750
* e _
7 ACG/CTC_550 A R 9T AGGICAA 350 9—TT{ACGICAT 130
077~ AGG/CAG_205 E16_650
841 AGG/CAA_210
s 18T AAGICTG 255
89T ACT/ICAA 180" 979 yqq_ps00™* -
o . 24751514, 650"
P08_750 0 1505 2000™* 27—~ AGG/CAA 300"
- 21—~ ACG/CTC_143 i ¥
3 512 1220** ) 23—5— AAG/CAG_210
1040~ AGG/CAA 252"

Figura 22 — Mapa genético preliminar de Pisum sativum L. obtido a partir da populacio F,
proveniente do cruzamento Solara x Frilene mutante. No lado esquerdo de cada grupo de ligamento
encontra-se o valor da distancia genética em cM, calculado através da funcdo de Kosambi. Os
marcadores identificados com * e ** apresentam uma segregacdo ligeiramente distorcida (%o os<)’<
xzo,m) e muito distorcida (X2> xzo,m), respectivamente
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O presente mapa € constituido por um nimero de grupos superior ao nimero bdasico de
cromossomas apresentado por esta espécie (n=7). A existéncia de grupos adicionais indica que
h4 zonas do genoma que ainda ndo foram mapeadas, eventualmente devido ao nimero ainda
reduzido de marcadores analisados. E muito provavel que a anélise desta populacio segregante
com um numero superior de marcadores, permita a integracdo destes grupos mais pequenos e
origine um mapa com os 7 grupos previstos para a espécie Pisum sativum L. (Weeden et al.,
1998). No total conseguiu-se mapear uma regido correspondente a 670 cM. A versdo do mapa
de ligamento de P. sativum L., designada por “consensus linkage map” abrange 772 cM
(Weeden et al., 1998). Este valor estd de acordo com os resultados obtidos em estudos
citogenéticos realizados por Hall et al. (1997) que estimaram o tamanho do mapa de ervilha, a
partir da frequéncia de quiasmas por meiose, entre 700 e 800 cM. Outros mapas de P. sativum
L. publicados apresentam tamanhos compreendidos entre 1000 cM e 1700 cM (Ellis et al.,
1992; Gilpin et al., 1997; Laucou et al., 1998; Ellis e Poyser, 2002; Loridon et al., 2005).

Apés a andlise da segregacdo dos marcadores observados nos individuos F;
provenientes do cruzamento realizado entre o progenitor sensivel Solara e o progenitor
resistente Frilene mutante foi possivel localizar o locus erl, num dos grupos de ligamento.
Este locus encontra-se integrado num grupo constituido por 17 marcadores e estd flanqueado
pelo marcador SCARTO6 e pelo marcador AFLP AGG/CAA_125. Os marcadores SCART06
e AGG/CAA_125 encontram-se ambos a 5 cM do locus erl. A ligagcao destes trés loci € muito
forte, como foi referido anteriormente.

Nas andlises realizadas utilizando a metodologia BSA (“bulked segregant analysis”)

tinha sido seleccionado para o trabalho de mapeamento o marcador AA04_580 que se
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encontrava presente no perfil de amplificacdo do “bulk” constituido por plantas susceptiveis e
ausente no perfil de amplificacdo do “bulk™ constituido por plantas resistentes. Como seria de
esperar, este marcador ficou integrado no mesmo grupo de ligamento do locus erl, no entanto,
numa posi¢ao mais afastada, a 12 cM daquele locus.

Em outros trabalhos de mapeamento em P. sativum L., o locus responsavel pela
resisténcia ao oidio tem sido identificado no grupo de ligamento 6 (Dirlewanger et al., 1992;
Dirlewanger et al., 1994; Cousin et al., 1995; Weeden et al., 2000). Em estudos préximos
seria interessante mapear marcadores ja analisados neste grupo de modo a ser possivel integrar
os marcadores obtidos neste trabalho.

O locus af responsavel pela transformacdo dos foliolos em gavinhas também foi
mapeado num grupo de ligamento constituido por 15 marcadores e com 64 cM. O marcador
mais préximo deste locus, AFLP AGG/CAA_270, encontra-se a 11 cM de distancia. A
localizacdo do locus af e do locus erl em dois grupos de ligamento distintos, estd de acordo
com as observacdes de campo realizadas nas plantas F, provenientes do cruzamento Solara x
Frilene mutante. Com efeito, nos mapas de ligamento propostos para a ervilha (Weeden et al.,
1998; Ellis e Poyser, 2002) os loci af e erl encontram-se localizados, respectivamente, no

grupo de ligamento 1 e no grupo de ligamento 6.
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V. Discussao Geral

Os trabalhos de mutagénese experimental realizados no ambito desta tese permitiram
pela primeira vez obter mutantes de ervilha (Pisum sativum L.) resistentes ao oidio, doenca
causado pelo fungo Erysiphe pisi Syd.

O oidio € uma doenca importante na cultura da ervilha. Em Portugal nio existe
informacdo sobre as quebras de rendimento resultantes da presenca deste fungo mas estas,
segundo alguns autores (Kumar e Singh, 1981; Tiwari et al., 1997a) podem atingir valores
estimados entre 25 e 50%. O ataque de oidio pode ser controlado através da aplicacdo de
fungicidas, no entanto, a utilizacdo de variedades resistentes constitui 0 método mais
econdémico e eficiente de controlo desta doenca. A obtencdo de materiais geneticamente
resistentes € particularmente importante para zonas em que se verifiquem Primaveras com dias
quentes seguidas de noite frias e himidas, condi¢des estas que permitem o desenvolvimento
de ataques severos de oidio e que ocorrem com frequéncia nas zonas do litoral do Pais.

Em algumas espécies cultivadas, como seja o trigo e a cevada, a resisténcia das plantas
aos fungos responsaveis pelo oidio pode ser conferida por varios alelos diferentes. Até ao
presente momento, ja foram identificados 48 alelos de resisténcia no trigo (Huang e Roder,
2004). Na cevada, foram identificados 32 alelos do locus dominante Mla (Wei et al., 2002 ) e
25 do locus recessivo mlo (Chelkowski et al., 2003). Em ervilha, os trabalhos realizados sobre
o controlo genético da resisténcia ao oidio revelam uma situagdo diferente. O estudo de
gendtipos resistentes provenientes de diferentes origens geograficas (Sakr e Muehlbauer,
1996; Vaid e Tyagi, 1997; Liu et al., 2003) tem indicado que apenas um gene recessivo estd

envolvido no controlo da resisténcia ao fungo E. pisi. E de salientar também que, no nosso
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trabalho as duas mutacdes obtidas em variedades comerciais diferentes, afectaram o mesmo
locus e que, como demonstramos, este locus é o mesmo que determina as resisténcias naturais
identificadas em ervilha.

Harland (1948) denominou o gene de resisténcia ao oidio por er. Mais tarde, Heringa
et al. (1969) identificaram dois genes recessivos que denominaram por er/ e er2. Segundo
estes ultimos autores e Tiwari ef al. (1997), o gene erl confere resisténcia completa as plantas
enquanto o gene er2 confere resisténcia apenas aos caules e as folhas. Mais recentemente,
Sharma (2003) e Sharma e Yadav (2003) referem que apenas estd envolvido um gene
recessivo (er) no mecanismo de resisténcia ao oidio na espécie P. sativum. Consideram que a
referéncia a existéncia do gene er2 se deve a erros de avaliacdo da resposta das plantas ao
oidio. No nosso trabalho, ndo foi possivel confirmar a hipétese de Sharma (2003). Apenas
podemos afirmar que a resisténcia apresentada pelas duas linhas mutantes, Solara mutante e
Frilene mutante, deve-se a mutacdes no mesmo locus que também confere resisténcia a linha
E835 que contém um gene, referido como sendo o gene erl. Estudos adicionais envolvendo
materiais referenciados como tendo na sua constitui¢do o gene er2 poderdo esclarecer esta
questao.

A seleccdo de plantas resistentes € efectuada tradicionalmente no campo ou em
ambiente controlado apds inoculagdo dos materiais com o fungo E. pisi. A identificacdo de
marcadores moleculares ligados ao locus de resisténcia, em particular quando este é recessivo,
constitui um alternativa eficaz a seleccdo convencional. A seleccdo assistida por marcadores

permite que a elei¢do de individuos seja efectuada em qualquer fase de desenvolvimento das
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plantas, ndo sendo necessdrio expor 0s materiais vegetais ao contacto com o agente
patogénico.

No presente estudo, localizdmos o locus erl num grupo de ligamento, estando
flanqueado a 5 cM pelo marcador SCAR T06 e a mesma distancia, do lado oposto, pelo
marcador AFLP AGG/CAA_125.

O locus erl foi mapeado em trabalhos anteriores. Dirlewanger et al. (1994)
identificaram um marcador RFLP, p236, a uma distancia genética de 9,8 cM do locus erl
enquanto que Timmerman et al. (1994) identificaram o marcador RAPD PD10¢s), mais
proximo a 2,1 cM. Tal como no nosso trabalho, Jamila e Sharma (2004) também flanquearam
o locus er a 10,3 cM e 4,5 cM, respectivamente, pelos marcadores RAPD OPU17pp €
OPOO024¢0. Estes marcadores RAPD nao foram utilizados no nosso estudo porque nao foram
amplificados na variedade Solara e na linha Frilene mutante ou porque revelaram ser
marcadores monomorficos nestes dois materiais. Ek et al. (2005) apds analisarem 315
marcadores SSR, seleccionaram 3 marcadores, PSMPSAD60, PSMPSAA374 ¢ PSMPAS,
com ligacdo ao locus de resisténcia, do qual se encontram a 10.4, 11.6 e 14.9 cM de distancia,
respectivamente. Embora, estes dltimos autores considerem que nenhum dos marcadores SSR
deva ser utilizado isoladamente num programa de selec¢do assistida por marcadores, estimam
que quando combinados em pares, estes marcadores permitirdo identificar correctamente as
plantas resistentes apenas com 1,6% de erro. A utilizagdo simultdnea dos dois marcadores
identificados no nosso estudo levaria a erros inferiores 0,3%. No entanto, o marcador AFLP
nao foi transformado num marcador SCAR polimérfico, tornando dificil a sua utilizagdo

quando se pretende realizar andlises de rotina por PCR. Em trabalhos futuros serd necessario
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encontrar um outro marcador que flanqueie o gene de resisténcia e que origine um SCAR
polimérfico entre materiais resistentes e susceptiveis. SO assim os marcadores que estdo a
flanquear o gene poderdo ser considerados como ferramentas udteis para incluir nos programas
de seleccdo assistida de plantas resistentes ao oidio. No entanto, a identificacdo dos
marcadores SCAR T06 e AGG/CAA_125 constitui um passo importante para definir as
estratégias a seguir em trabalhos futuros que visem a clonagem do gene mutado.

O isolamento de genes de resisténcia com base em mapas genéticos (“map-based
cloning”) € uma estratégia que tem sido utilizada com frequéncia em espécies como a
Arabidopsis thaliana, o tomate e a cevada (Jander et al., 2002; Oh et al., 2002; Feuillet et al.,
2003). Os marcadores moleculares identificados como ligados aos genes de interesse sao
utilizados como ponto de partida para a clonagem da regido que contém o gene de interesse.

A relacdo entre a distancia genética e a distancia fisica é muito importante quando se
pretende isolar um gene. Estima-se que o genoma da ervilha possua 3,8-4,8 x 10’ pares de
bases (Ellis, 1993), ou seja 2800 a 6000 Mbp por cM. Como neste trabalho, os marcadores que
flanqueam o locus de resisténcia ainda estdo a uma distancia de 5 cM, serd necessirio
prosseguir com o estudo de identificacdo de novos marcadores que estejam localizados mais
proximos do gene. A seleccdo dos marcadores utilizando a estratégia por BSA (“bulked
segregant analysis”), deverd ser futuramente refinada utilizando “bulks” de amostras de DNA
constituidos por individuos homozigéticos para a susceptibilidade, o que s6 poderd ser
avaliado na geracdo seguinte (F3). Também deve ser confirmado os individuos homozigéticos
para a resisténcia, o que sendo aparentemente Obvio por se tratar de uma caracteristica

recessiva, permite eliminar os sempre possiveis mas de ocorréncia pouco provavel de casos de
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escape a infec¢do. Além disso, o “bulk™ susceptivel deverd conter apenas individuos que
amplifiquem em simultineo os marcadores ja identificados e que limitam uma regido
gendémica de 10 cM que envolve o locus erl. Os novos marcadores deverdo ser avaliados em
populacgdes segregantes constituidas por um nimero elevado de individuos. Procedendo desta
forma, poder-se-a avancar mais rapidamente no processo de deteccdo de novos marcadores
ligados ao locus de resisténcia, utilizando a populacdo segregante derivada da variedade
Solara e linha Frilene mutante. Adicionalmente, poder-se-a4 obter uma outra populagao F,
proveniente da linha Frilene mutante e de outro progenitor com um indice de similaridade
genética menor em relacdo a linha mutante. Este objectivo poderd ser alcancado com a
utilizacdo de progenitores pertencentes a espécie P. sativum var. arvense. Estudos realizados
para determinacao da distancia genética entre genétipos de P. sativum var. sativum e genotipos
de P. sativum var. arvense indicaram que a distancia genética entre estes materiais € igual a
0,81. Este valor é claramente inferior a distancia genética observada entre a Solara e a Frilene
mutante (0,95). A distancia genética entre P. sativum var. sativum e P. sativum var. arvense
permite antever a obtencdo de uma frac¢do mais elevada de marcadores polimorficos entre
estes materiais e consequentemente o aumento da probabilidade de obter marcadores mais

préoximos do locus em estudo.
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VI. Consideracoes Finais

Neste estudo, confirmou-se que na espécie P. sativum L. a inducdo artificial de
mutacdes € uma alternativa vidvel para aumentar a variabilidade genética dos materiais
utilizados em programas de melhoramento desta espécie. Os tratamentos mutagénicos
efectuados nas variedades comerciais Solara e Frilene com os agentes alquilantes
metilnitrosoureia e etilnitrosoureia permitiram obter vdrias plantas mutantes com
caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas interessantes para os trabalhos de melhoramento
de ervilha. Entre estas, destaca-se a selec¢ao de duas plantas que estiveram na origem de duas
linhas resistentes ao oidio (Erysiphe pisi Syd.). Com base nas experiéncias mutagénicas
realizadas pode concluir-se que o tratamento de plantulas recém-germinadas combinada com
exposicoes nao muito longas (1 a 2 horas) ao agente mutagénico constitui uma metodologia
adequada para atingir uma eficiéncia mutagénica elevada. Os resultados indicam também que
a fase do ciclo celular mais prépria a indu¢do de mutagdo é a fase G2. Foi nesta fase que se
obteve o maior nimero de familias com muta¢des e 0 maior nimero de familias com mutagdes
multiplas.

O mecanismo genético da resisténcia ao oidio apresentada pelos dois mutantes
induzidos (Solara mutante e Frilene mutante) indicou que se trata de duas mutagdes recessivas
que afectaram o mesmo locus e que este locus é o mesmo que confere a resisténcia natural aos
materiais de ervilha. As duas linhas resistentes seleccionadas neste estudo, constituem fontes

importantes de resisténcia ao oidio para o programa de melhoramento de ervilha.
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As técnicas moleculares RAPD, ISSR e AFLP revelaram uma eficacia muito baixa
para detectar diferencas entre as variedades originais e os respectivos mutantes. No entanto, a
andlise da populacdo F, derivada do cruzamento realizado entre a variedade Solara e a linha
Frilene mutante permitiu construir um mapa genético preliminar e flanquear o locus erl entre
um marcador SCAR (SCARTO06) e um marcador AFLP (AGG/CAA_125), ambos localizados
a distancia de 5 cM.

A identificacdo de marcadores moleculares mais proximos do locus de resisténcia ao
oidio com vista ao isolamento do gene por clonagem baseada em mapas genéticos, constituird

a etapa seguinte de futuros trabalhos.
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