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HERANCA GENETICA E MAPEAMENTO MOLECULAR DO CARATER NUDA
EM AVEIA HEXAPLOIDE?

Autor: Itacir de Pierri Ubert
Orientador: Itamar Cristiano Nava

RESUMO

A aveia nuda apresenta a formacao de grdos com lema pouco lignificada.
Esta caracteristica facilita a separacdo dos graos da lema e da péalea durante o
processo de trilha. Embora, estudos sobre o carater nuda iniciaram
aproximadamente um século atras, o controle genético deste carater ainda ndo é
totalmente compreendido em aveia. Os objetivos deste estudo foram avaliar o
carater nuda em duas populagdes de linhagens de aveia, determinar o niumero de
genes e mapear regides gendmicas associadas a este carater. Linhagens obtidas
dos cruzamentos simples ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura
x UFRGS 017004-2’, foram avaliadas nas geracoes Fs:6 € Fs:7. Os genitores de cada
populacdo sédo contrastantes para a formacédo de grdos com casca e sem casca.
Com base nos resultados fenotipicos observados, as linhagens foram classificadas
em nuda, parcialmente nuda, parcialmente casca e casca. As hipéteses genéticas
de quatro e cinco genes controlando o carater foram testadas. A analise de QTL foi
realizada através do mapeamento por intervalo simples, utilizando os dados
fenotipicos e o mapa genético de ligacdo desenvolvido para cada populacédo. Nas
duas populacdes e geracdes avaliadas, um grande numero de linhagens
apresentou expressividade variavel, sendo que o maior percentual de grdos sem
casca foi observado no terco superior da panicula. Com base no modelo genético
proposto, o carater nuda deve ser controlado por um gene principal N1 com atuacéo
de genes modificadores, os quais desempenham um papel importante no grau de
lignificacdo da lema. A andlise de QTL detectou uma Unica regido genémica com
grande efeito sobre o carater nuda nas populacbes de mapeamento. O marcador
‘GMI_ES14 ¢19259 657’ apresentou efeito significativo nas duas populacbes e
geracbes de autofecundacdo avaliadas. Estudos complementares seréo
necessarios para confirmar a associacdo deste marcador com o carater nuda em
diferentes germoplasmas e investigar o potencial de uso deste marcador no
melhoramento genético de aveia nuda.

IDissertacao de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (112f.) Marco, 2016.
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GENETICS AND MAPPING OF THE NAKED TRAIT IN HEXAPLOID OAT!

Author: Itacir de Pierri Ubert
Adviser: Itamar Cristiano Nava

ABSTRACT

Naked oat presents the formation of grains with a less lignified lemma. This
feature allows the grain to be easily separated from palea and lemma during the
thresh process. However, studies regarding the formation of naked grains began
approximately a century ago; genetic control of this characteristic is not yet fully
understood in oats. The objectives of this study were to evaluate the naked trait in
two populations of oat lines, to determine the number of genes and to map genomic
regions associated with this trait. Lines obtained from the simple crosses ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ and ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ were
evaluated at the Fss and Fs:7 generations. Parents of each population show the
contrasting phenotypes hulled and naked grains. Based on the phenotypic data
observed in this study, oat lines were classed as naked, partially naked, partially
hulled and hulled. The genetic hypothesis of four and five genes controlling the trait
were tested. QTL analysis was performed through simple interval mapping, using
the phenotypic data and the genetic linkage map developed for each population. In
both populations and generations, a great number of lines exhibited variable
expressivity, with the highest percentage of naked grains observed in the upper third
of the panicle. Based on the proposed genetic models, the formation of naked grains
must be controlled by a principal or major gene (N1) acting with modifier genes,
which plays an important role in the degree of lemma lignification. QTL analysis
detected a unique genomic region with high association with the naked trait in the
mapping populations. The SNP marker ‘GMI_ES14 ¢19259 657 presented a
significant effect in both populations and generations analyzed. Further studies are
needed in order to confirm the association of this marker with the formation of naked
grains in different germplasm and to investigate the potential of use this marker in
breeding naked oat varieties.

IMaster dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (112p.) March, 2016.
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1 INTRODUCAO

A aveia cultivada (Avena sativa L.) apresenta elevada qualidade nutricional
de seus graos, os quais proporcionam diversos beneficios para a saide humana.
Entre os principais aspectos nutricionais, destacam-se a composicédo adequada de
aminoacidos essenciais, de lipideos e os altos niveis de B-glicana. A B-glicana é
uma fibra solGvel que auxilia na reducdo da glicemia, colesterol sanguineo,
prevencao de doengas cardiovasculares, diabetes, hipertensdo e obesidade.

Por outro lado, os graos de aveia possuem uma elevada proporgéo de casca,
sendo constituida essencialmente por celulose e hemicelulose. A presenca da
casca nos graos de aveia é um fator limitante do ponto de vista industrial, uma vez
qgue reduz a qualidade nutricional e limita a utilizacdo na alimentacdo animal,
especialmente de monogastricos. Além disso, a presenca da casca aumenta o
custo final do produto pela necessidade de descasque industrial, menor eficiéncia
no transporte e maior volume de armazenagem, uma vez que a casca confere baixa
densidade ao gréo.

A fim de minimizar os efeitos limitantes ocasionados pela presenca da casca
e melhorar a qualidade nutricional dos gréos, a utilizacdo de cultivares de aveia
nuda representa uma alternativa promissora. A aveia nuda (Avena sativa L. subsp.
nudisativa) caracteriza-se como uma subespécie da aveia hexaploide cultivada. A
principal diferenca da aveia nuda em relacdo a aveia cultivada consiste na

facilidade de separacao dos graos da lema e da palea durante o processo de trilha.
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Além disso, a aveia nuda apresenta algumas vantagens em relacdo a aveia com
casca, incluindo: (i) maior eficiéncia logistica e industrial, reduzindo custos
operacionais, (i) utilizacdo direta dos grdos na alimentacdo de animais
monogastricos e, (iii) utilizacdo em processos de malteacao.

Todavia, a aveia nuda também apresenta alguns fatores que limitam a sua
exploracdo em larga escala no Brasil e no mundo. Dentre eles, a expressividade
variavel do carater assume grande importancia. A expressividade variavel é
observada pela presenca de grdos com e sem casca em uma mesma panicula.
Esta expressividade variavel esta presente na maioria dos genaétipos de aveia nuda.
Uma estratégia para superar esta limitacéo € a selecao de gendtipos mais estaveis,
guanto a expressao de graos nuda pelos programas de melhoramento genético. No
entanto, os fatores genéticos e ambientais envolvidos com a expressividade
variavel do carater nuda ndo séo totalmente compreendidos em aveia, resultando
em uma baixa eficiéncia de selec¢éao.

Estudos genéticos envolvendo o carater nuda em aveia iniciaram a mais de
um século. Entretanto, os resultados obtidos até 0 momento ndo permitem concluir
de forma precisa sobre o nimero de genes que efetivamente controlam este
carater. Muitos dos estudos sugerem que o carater nuda seja governado por um
unico gene de grande efeito. Outros trabalhos descrevem a presenca de até trés
genes modificadores, além do gene principal.

Recentemente, a regulacdo epigenética do carater nuda em aveia foi
proposta, onde moléculas pequenas de RNA néo codificante, denominadas
microRNAs ou RNAs de interferéncia participam na modulacdo deste carater.
Portanto, o entendimento dos fatores ambientais, genéticos e moleculares
envolvidos na expressao do carater nuda em aveia € de extrema importancia para

a adocédo de estratégias eficcientes pelos programas de melhoramento. Para que
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iSso seja possivel, os avancos cientificos e tecnoldgicos alcancados pela biologia
molecular nas ultimas décadas serdo fundamentais para promover um maior
entendimento dos mecanismos que controlam o carater nuda em aveia.

Desta forma, os principais objetivos deste trabalho foram:
i) avaliar fenotipicamente o carater nuda em duas populacbes de linhagens
recombinantes de aveia, derivadas do cruzamento entre genitores contrastantes
para este carater;
i) comparar a formacao de grdos sem casca em cada terco da panicula e em
paniculas inteiras, em duas populacdes de linhagens de aveia;
iii) determinar o numero de genes envolvidos no controle do carater nuda,;
iv) estimar os componentes da variacao fenotipica e o coeficiente de herdabilidade
no sentido amplo para o carater nuda;
v) identificar marcadores moleculares associados com regides gendmicas que
controlam o carater nuda em duas populacbes de mapeamento de aveia através

da andlise de QTLs.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e evolugao da aveia

O centro de origem da aveia (Avena sativa L.) ainda ndo esta completamente
esclarecido. Alguns autores propdem a regido Norte da Africa (Malzev, 1930),
enguanto estudos mais recentes sugerem a parte ocidental da regido mediterranea
como provavel centro de origem e diversidade (Loskutov, 2005). A partir destas
regibes, a aveia migrou para a Asia Menor e para o Norte da Europa como uma
espécie invasora na cultura do trigo. Nestas regifes, caracterizadas por baixas
temperaturas e clima Umido, a aveia apresentou um nivel de adaptacao superior
em relacdo aos demais cereais cultivados, sendo favorecida pela selecao natural
e, posteriormente, domesticada pelos agricultores locais (Tiwari, 2009).

Historicamente, a aveia foi cultivada por diversas razdes, desde a producéo
de grdos para consumo humano e animal, até a utilizagdo para pastoreio e
producdo de forragem (Coffman, 1977). A aveia também foi empregada como
complemento de alfafa na dieta de cavalos e na alimentac&o de outras espécies de
animais (Hoffman & Livesey, 1987).

A aveia pertence a familia Poaceae, subfamilia Poideae, tribo Aveneae e ao
género Avena, com o numero basico de cromossomos igual a sete. O género Avena
pode ser classificado em trés grupos, conforme o nivel de ploidia: (i) diploide (2n =
2x = 14), incluindo as espécies A. canariensis, A. clauda, A. pilosa, A. longiglumis,

A. strigosa e A. ventricosa,; (ii) tetraploide (2n = 4x = 28), sendo este grupo
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representado pelas espéceis A. abyssinica, A. barbata, A. insularis, A. vaviloviana
e A. wiestti e, (iii) hexaploide (2n = 6x = 42) com as espécies A. fatua, A. sativa, A.
sativa L. subsp. nudisativa, A. sterilis, A. byzantina, A. orientalis e A. ludoviciana.
Destas, a Avena sativa L. é a espécie que apresenta maior importancia econémica
no mundo (Loskutov, 2005).

A Avena sativa L. € uma espécie alohexaploide, originada a partir da
agregacdo dos genomas AA, CC e DD. Os progenitores ancestrais que
contribuiram para a formacao da aveia hexaploide ainda ndo sdo completamente
conhecidos (Loskutov, 2008). Evidéncias morfolégicas indicam a espécie Avena
canariensis como provavel doadora do genoma AA, enquanto resultados
citologicos apontam a espécie Avena longiglumis (Jellen & Leggett, 2006). A
espécie Avena ventricosa é sugerida como a doadora do genoma CC, j& a espécie
tetraploide Avena insularis é indicada como a doadora de ambos os genomas CC
e DD (Loskutov, 2008). Porém, estudos citogenéticos recentes demonstraram que
a espécie Avena insularis é a provavel doadora dos genomas AA e CC (Jellen &
Leggett, 2006).

Atualmente, o cultivo de aveia vem perdendo espaco para outros cereais,
como milho, trigo e cevada. Entretanto, a aveia ainda € amplamente cultivada em
diversas regides do mundo, adaptando-se melhor em paises de clima frio e tmido
(de Mori et al., 2012). Atualmente, a aveia é cultivada em regides localizadas entre
19° (México) e 61° (Suécia) de latitude Norte e 20° (Brasil) e 40° (Nova Zelandia)
de latitude Sul. A producao da aveia tem maior destaque em regides do Hemisfério
Norte, sendo que a maior producdo se situa nos paises pertencentes a Unido
Européia, América do Norte e antiga Unido Soviética. Atualmente, a cultura da
aveia é utilizada como adubacéao verde, pastoreio e, principalmente, para consumo

humano e animal, devido a sua elevada qualidade nutricional.



2.2 Composicao quimica dos gréos de aveia

A aveia cultivada é reconhecida pela elevada qualidade nutricional de seus
graos, apresentando vantagens para o consumo humano em relacdo aos demais
cereais. Dentre os componentes nutricionais, a aveia destaca-se pela excelente
composicdo de aminoacidos, de lipideos e altos niveis de -glicana. A p-glicana é
uma fibra soltvel que auxilia na diminuicdo da glicemia e dos niveis de colesterol
sanguineo (Ma et al., 2012).

O teor de proteina dos gréos descascados varia de 12 a 24%. O teor de
lipideos se concentra entre 3 e 11%, sendo superior aos teores encontrados no
trigo (2 a 4%), arroz (2 a 2,5%), milho (4 a 6%), cevada (3 a 5%) e centeio (2 a
3,5%) (Peterson, 1992). Além disso, o teor de &cidos graxos insaturados também
€ elevado na aveia (Sa et al., 2000), enquanto o teor de carboidratos € considerado
baixo em comparacdo com outros cereais, como trigo, cevada e centeio, devido a
elevada concentracdo de lipideos, fibras e proteinas. O amido € o componente
encontrado em maior quantidade nos graos de aveia, variando de 43,7 a 61%
(Weber et al., 2002).

Os gréos de aveia contém cerca de 3,9 a 6,8% de B-glicana, uma molécula
linear composta de ligagcdes B (1-3) e B (1-4) entre as unidades D-glicopirasonil, que
sdo constituintes das fibras sollveis. Além disso, os grdos de aveia contém a
presenca de pectinas, mucilagens, hemicelulose e amido resistente (carboidrato
ndo digerivel pelas enzimas gastricas) (Aspinal & Carpenter, 1984). Estes
elementos possuem grande importancia para a alimentacédo humana, pois reduzem
o colesterol sanguineo, doencas cardiovasculares, diabetes, hipertensdo e
obesidade (S& et al., 2000). A cariopse da aveia € constituida por aproximadamente

21 a 41% de casca, dependendo do gendtipo (Ronald et al., 1999).
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As cascas sdo constituidas basicamente por parede celular (83%), com
teores semelhantes de celulose e hemicelulose (30 a 35%) (Welch et al., 1983).
Devido a isso, a casca da aveia € um elemento de baixa qualidade nutricional,
sendo constituida por apenas 1,6 a 5% de proteinas e 1,0 a 2,2% de lipideos (Salo
& Kotilainen, 1970). A quantidade de amido situa-se em torno de 2% e nao
ultrapassa 1% de carboidratos sollUveis em agua (Welch et al., 1983). No entanto,
a composicao quimica pode variar de genotipo para genotipo, dependendo das
condi¢cbes edafoclimaticas, como, por exemplo, temperatura, disponibilidade de
agua e nutrientes (Kirkkari, 2008).

Considerando que a casca possui baixa qualidade nutricional, a sua
presenca nos graos de aveia representa uma desvantagem nutricional, impedindo
gue os mesmos sejam fornecidos diretamente aos animais. Além disso, outra
desvantagem é o aumento no custo final de producéo, pela diminui¢éo da eficiéncia
de transporte e armazenagem, j que a casca condiciona baixa densidade ao gréo
(Burrows, 1986; Cabral et al., 2000). Neste sentido, a utilizacdo de gendtipos de
aveia nuda representa uma alternativa viavel para superar estes entraves
ocasionados pela presenca de casca nos grédos. Os grédos da aveia nuda
apresentam a separacao facilitada da palea e da lema, durante o procedimento de

trilha.

2.3 Origem e evolugéo da aveia nuda

Estudos buscando compreender o local de origem e 0s principais aspectos
evolutivos da aveia nuda sédo escassos na literatura. A aveia nuda (Avena sativa L.
subsp. nudisativa) € uma espécie alohexaploide, caracterizada como uma
subespécie da aveia cultivada (Avena sativa L.). Os provaveis centros de origem e

de diversidade da aveia nuda sdo a Mongolia e o Noroeste da China. Registros
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arqueoldgicos evidenciam que a aveia nuda ja era explorada na China a
aproximadamente 500 anos d.C (Vavilov, 1926, apud Valentini, 2012).

Em meados do século VI, a aveia nuda expandiu-se do seu centro de origem
para a Europa como uma espécie invasora. De acordo com escavacles
arqueoldgicas recentes, a aveia nuda foi cultivada na Gra-Bretanha em torno do
seculo XVI (Valentine, 1995). Nos Estados Unidos, a cultivar de aveia nuda
‘Chinese’ foi introduzida na primeira metade do século IX, sendo que diversas
introducbes como esta foram realizadas posteriormente (Stanton, 1995). A aveia
nuda, referida como ‘pilcorn’, ‘peelcorn’, ‘piley’ ou ‘pillas’ era conhecida como uma
aveia diploide. A principal caracteristica desta aveia era o tamanho reduzido dos
graos, os quais eram semelhantes aos graos de gramas. Esta espécie se adaptou
bem a regibes marginais de cultivo da Gra-Bretanha, sendo cultivada na Irlanda até
1930 (Biffen, 1937).

Na Cornualha (condado localizado ao Sudoeste da Inglaterra), a aveia nuda
foi utilizada essencialmente para a alimentacéo de vitelos, fortificante para o malte,
enquanto a palha era utilizada para tecer chapéus (Valentine, 1995). Atualmente, a
aveia nuda ainda continua sendo cultivada em algumas regiées da China, em uma

area superior a 800 mil hectares (Peltonen-Sainio et al., 2004).

2.4 Caracteristicas morfolégicas da aveia nuda

A principal diferenca entre a aveia nuda e a aveia com casca esta na
facilidade com que os grdos sdo separados da lema e da péalea durante o
procedimento de trilha. Em ambos oas tipos de aveia, o acumulo de lignina na palea
€ uniforme. A lignificacdo da lema também ocorre de maneira semelhante nos
estadios avancados de desenvolvimento da panicula. No entanto, na aveia nuda, a

deposicdo de lignina na lema é mais restrita ao redor dos feixes vasculares,
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resultando em uma lema com menor espessura e rigidez para acondicionar o grao,
favorecendo a debulha livre (Ougham et al., 1996).

As espiguetas da aveia nuda sdo morfologicamente diferentes da aveia com
casca (Valentine, 1995). Na aveia com casca, o numero de flosculos (antécios)
férteis por espigueta varia de um a trés e raramente quatro flosculos séo
observados na mesma espigueta. Ja na aveia nuda, a espigueta é composta por
quatro a sete flésculos férteis, sendo que a ocorréncia de até 12 flosculos férteis
por espigueta ja foi descrita na literatura (Burrows, 1986; Valentine, 1995). Além
disso, as raquilas da aveia nuda sdo mais compridas e mais espessas no ponto de
unido com a lema em comparacdo com a aveia com casca. Esta diferenciacdo
ocorre nas fases iniciais de desenvolvimento da espigueta (Ougham et al., 1996).

A aveia nuda, na maioria das vezes produz uma pequena quantidade de
espiguetas por panicula. Em contrapartida, ha uma compensacdo no niamero de
gréos por espigueta na aveia nuda, em comparagdo a aveia com casca, 0 que
poderia resultar em um maior potencial produtivo (Peltonen-Sainio, 1994).
Entretanto, o elevado nimero de flosculos por espigueta tem um efeito prejudicial
no tamanho dos gréos. Os primeiros grédos formados em cada espigueta
apresentam melhor desenvolvimento e maior tamanho, quando comparados com
os ultimos graos a serem formados (Moudry, 2003). Embora, a diferenciacdo dos
estames e pistilos ocorra em quase todos os flésculos, a frequéncia de flosculos
inférteis e pequenos, a partir do segundo flésculo da espigueta € elevada em
gendtipos de aveia nuda (Bonnett, 1937). Desta forma, a aveia nuda apresenta
menor potencial de rendimento de graos, em comparacao a aveia com casca.

Por outro lado, a aveia nuda apresenta maior qualidade nutricional de gréos,
sendo atraente para o agricultor, para a industria e para o consumidor final (Ren et

al., 2007; Valentine, 1995). Outra vantagem proporcionada pela aveia nuda é a
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reducado consideravel do trabalho e do custo de beneficiamento, uma vez que néo
h& necessidade de realizar o descasque industrial (Batalova et al., 2010). Neste
sentido, devido a auséncia de casca, 0s graos da aveia nuda podem ser fornecidos
diretamente na alimentacdo de animais monogastricos. Os grdos da aveia nuda
apresentam aproximadamente 12% a mais de energia verdadeira metabolizavel,
em comparacdo com o0s graos de trigo, resultado decorrente dos efeitos
combinados da auséncia de casca e do elevado conteddo de lipideos. A
digestibilidade dos demais elementos é similar a encontrada no trigo (Macleod et
al., 2008).

As caracteristicas quimicas e nutricionais de duas cultivares de aveia nuda
e de duas cultivares de aveia com casca foram avaliadas por Givens et al. (2004).
Os autores detectaram teores mais elevados de energia, lipideos, acido linoléico e
aminoacidos essenciais nas cultivares de aveia nuda em comparacéo as cultivares
de aveia com casca. Por possuir elevado teor de proteina, a aveia nuda poderia
substituir parcialmente a soja e outras espécies vegetais utilizadas como fonte de
proteinas na dieta de animais (Valentine et al., 1995).

Apesar da aveia nuda apresentar caracteristicas nutricionais desejadas,
diversos fatores restringem a sua exploracao comercial em grande escala no Brasil
e no mundo, entre eles: (i) maior suscetibilidade do grédo a danos mecanicos e,
consequentemente, maior sensibilidade a patégenos, como fungos do género
Fusarium; (ii) maior quantidade de sementes para o estabelecimento das lavouras
em uma densidade adequada, devido a baixa germinacdo ocasionada pela
presenca de fungos e a danos mecéanicos ao embrido durante a trilha; (iii) as
linhagens atualmente em teste pelos programas de melhoramento genético
apresentam menor potencial produtivo em comparacéo a aveia com casca, devido

a elevada infertilidade das espiguetas multiflora; (iv) ocorréncia da rancificacdo dos
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graos durante o armazenamento, devido a atividade da enzima lipase e, (V)
expressividade variavel do carater nuda, que consiste na presenca de grdos com
casca e grdos sem casca em uma mesma panicula (Peltonen-Sainio et al., 2004).

A ocorréncia de ambos os fendtipos, grdos com casca e grados sem casca
em uma mesma panicula, ndo deve estar associada somente a presenca de locos
génicos em heterozigose. Isto foi demonstrado em um estudo recente desenvolvido
por Valentini et al. (2014), onde gendtipos homozigotos para o carater nuda
produziram graos com casca e graos sem casca na mesma panicula. A
expressividade variavel do carater nuda ndo representa um entrave quando o
produto final € utilizado para a alimentacdo de animais ruminantes. Todavia,
guando a aveia nuda € destinada para a alimentacdo humana, a presenca de graos
com casca representa uma grande limitacdo, uma vez que a industria e 0s
consumidores finais ndo toleram a presenca de casca junto com a aveia
processada (Kirkkari et al., 2004; Peltonen-Sainio et al., 2004).

Uma estratégia para superar estas limitacdes existentes no cultivo da aveia
nuda consiste na selecdo de gendtipos estaveis (com o fenétipo 100% dos graos
sem casca) pelos programas de melhoramento genético. O entendimento de como
os fatores ambientais, genéticos e moleculares alteram a expressdo do carater
nuda em aveia ira contribuir para o aumento na eficiéncia da selecdo e no
desenvolvimento de genoétipos com expressividade completa deste carater.
Todavia, estes fatores ainda néo estéo totalmente compreendidos. Neste sentido,
estudos genéticos e moleculares complementares sdo indispensaveis para a

elucidacao do carater nuda em aveia.
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2.5 Estudos genéticos do carater nuda em aveia

Os primeiros estudos realizados com o objetivo de compreender a heranca
genética do carater nuda em aveia iniciaram a mais de um século. No entanto, os
resultados obtidos até o momento ndo permitem uma conclusdo precisa sobre a
heranca genética deste carater, uma vez que diferentes modelos genéticos foram
descritos na literatura. A auséncia de um modelo genético consenso até o
momento, pode estar associada as diferentes metodologias empregadas na
avaliacdo do carater nuda, ao germoplasma utilizado em cada estudo ou devido a
expressividade variavel do caréater (Valentini et al., 2014).

Muitos dos estudos genéticos desenvolvidos até 0 momento sugerem que o
carater nuda em aveia seja controlado por um gene de grande efeito. Esse modelo
genético foi inicialmente proposto por Zinn & Surface (1917), ao avaliar uma
populacao derivada do cruzamento entre uma cultivar de Avena sativa L. subsp.
patula var. Victor (grdos com casca e com coloracdo escura), € uma cultivar de
Avena sativa L. subsp. nudisativa (grdos sem caca e com coloracdo clara). Os
resultados obtidos neste estudo demonstraram que os caracteres nuda e coloracao
do grédo apresentaram heranca monogénica e segregaram de maneira
independente.

Ao avaliar duas populacdes segregantes desenvolvidas a partir do
cruzamento entre genitores com casca e sem casca, Love & McRostie (1919),
observaram que as proporc¢des fenotipicas observadas se ajustaram as proporcdes
fenotipicas esperadas de 3:1 (sem casca:.com casca) na geracao F2. Estes
resultados indicaram que o carater nuda em aveia hexaploide apresenta heranca
monogénica. Quando 0s mesmos autores estudaram diversas populacdes
derivadas do cruzamento entre genitores de aveia nuda com as cultivares de aveia

com casca “Swedish Select” e “Sixty Days” e genitores de Avena fatua, os
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resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados no estudo anterior. No
entanto, neste trabalho, a forma de avaliacdo das populacfes foi aperfeicoada,
onde os fendtipos foram classificados em grdos sem casca, mosaico (graos sem
casca e grdos com casca na mesma panicula) e grdos com casca. A propor¢ao
fenotipica observada se ajustou a proporcéo fenotipica esperada de 1:2:1 (sem
casca:mosaico:com casca) na geracado F2, em todas as populagbes avaliadas,
indicando um modelo de heranca monogénica.

Além dos estudos descritos acima, Simons et al. (1978) também
demonstraram que o carater nuda em aveia é governado por um gene maior, o qual
atua na lignificacdo da lema, denominado N1. Posteriormente, Kibite & Taylor
(1994), ao avaliar populacdes segregantes de aveia derivadas do cruzamento entre
genitores sem casca e com casca, observaram a proporcéao fenotipica de 3:1 (sem
casca:.com casca) na geracdo F2 e a proporcao fenotipica de 1:2:1 (sem casca:
mosaico:com casca) em familias da geracdo Fz:3. A partir destes resultados, 0s
autores sugeriram que o carater nuda deve ser controlado por um Unico gene, com
acdo génica de dominancia completa, onde o carater nuda (N1N1 ou N1nl) é
dominante sobre o carater graos com casca (nlnl).

Ao estudar a heranca do carater nuda em uma populacdo segregante nas
geracoes F2 (avaliada no ano de 2005) e F2:3 (avaliada no ano de 2006), Brenner
(2007) concluiu que o carater nuda € governado por um unico gene de grande efeito
sobre o fen6tipo. Todavia, ao observar a presenca de casca nos graos produzidos
pelo genitor UFRGS 995080-1 (linhagem nuda) no ano de 2005, o autor considerou
que fatores ambientais devem ter contribuido para a expressividade variavel do
carater nuda.

Apesar do grande numero de estudos genéticos indicarem a existéncia de

um gene maior controlando o carater nuda em aveia, a participagcdo de genes
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modificadores influenciando a expressao deste carater ja foi descrita por outros
autores. Um modelo genético incluindo genes modificadores foi descrito por Cabral
et al. (2000), onde os autores reportaram a acdo independente de genes
modificadores e do gene de efeito principal. Proteinas sintetizadas a partir da
expresséo dos genes modificadores devem interferir na acdo do gene N1 e,
consequentemente, modificar o grau de lignificacdo da lema. Assim, genaotipos que
produzem graos com casca podem apresentar niveis variaveis de lignificacdo da
lema, favorecendo a manifestacdo da expressividade variavel do carater nuda
(Cabral et al., 2000).

Em um experimento conduzido por Boland & Lawes (1973), avaliando as
geracgOes Fi, F2 e F3, derivadas de um cruzamento entre genitores com casca (BO
1/11) e sem casca (Caesar), 0s autores constataram que o carater nuda é
controlado por um gene principal com influéncia de genes modificadores. Os
autores ndo descreveram a forma ou em qual nivel de regulagdo os genes
modificadores influenciaram a agdo do gene principal. No entanto, 0s genes
modificadores influenciaram na lignificacdo da lema, tanto nos gendtipos
heterozigotos quanto nos gendtipos homozigotos. Estes genes (modificadores)
devem apresentar efeito epistatico sobre o gene principal, no genétipo com loco
génico em homozigose dominante (grdos sem casca), mascarando a acao deste

gene, uma vez que graos com e sem casca foram observados na mesma panicula.

2.6 Relacao dos caracteres nuda e espiguetas multiflora em aveia

Os resultados obtidos a partir de diversos estudos envolvendo o carater nuda
em aveia indicam a existéncia de uma forte associacao fenotipica com o carater
espiguetas multiflora. Espiguetas normais apresentam de um a trés flosculos férteis

e raquila curta, enquanto espiguetas multiflora sdo constituidas por pelo menos
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quatro flosculos na mesma espigueta, com a presenca de raquila alongada. Alguns
estudos consideraram que o gene N1 além de controlar o carater nuda, apresenta
efeitos pleiotrépicos sobre outras caracteristicas, como espiguetas multiflora e
raquila alongada (Jenkins & Hanson, 1976; Ougham, 1996). No entanto, Burrows
et al. (2001) concluiram que o carater tamanho da raquila é herdado de forma
independente dos caracteres nuda e espiguetas multiflora.

A caracteristica espiguetas multiflora esta presente tanto em aveia com
casca, como em aveia sem casca na fase inicial de desenvolvimento da panicula.
Nas fases mais avancadas de desenvolvimento da espigueta normal (grédos com
casca), mecanismos genéticos atuam inibindo a formacao de flosculos superiores
que ja haviam sido iniciadas nas espiguetas (Bonnett, 1937). Estudos
microscépicos, conduzidos por Ougham et al. (1996), confirmaram que a
diferenciagdo da espigueta normal ocorre na fase inicial de desenvolvimento da
panicula, onde o meristema floral que originaria um maior numero de flésculos na
espigueta torna-se determinado. Pesquisas recentes sugerem que moléculas
pequenas de RNA n&do codificante, denominadas microRNAs, regulam a
determinacao floral em espécies modelo e de interesse agronémico (Aukerman &
Sakai, 2003; Zhu et al., 2009).

A ligacao entre genes envolvidos no controle dos caracteres nuda (N1) e
espiguetas multiflora (Mfl) em aveia também foi analisada por Kibite & Taylor
(1994). A partir dos resultados da frequéncia de recombinagdo, os autores
estimaram que os genes N1 e Mfl estdo localizados a uma distancia genética
aproximada de 10,5 cM. No entanto, ao avaliar milhares de progénies resultantes
de cruzamentos entre genitores de aveia com casca e sem casca, Ougham et al.
(1996) ndo encontraram plantas com espiguetas normais apresentando gréaos

completamente sem casca. Da mesma forma, grdos com casca em espiguetas
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multifiora ndo foram observados, sugerindo que 0s genes gque controlam estas
caracteristicas devem estar ligados a uma distancia genética inferior a 10,5 cM.
Fatores como a constituicdo genética ou a classificacéo fenotipica incorreta podem
ter contribuido para a elevada distancia genética entre os genes N1 e Mfl estimada
anteriormente por Kibite & Taylor (1994).

A formacdo de espiguetas multiflora representa uma caracteristica
importante da espécie Avena sativa L. subsp. nudisativa. No entanto, a formagéo
de espiguetas multiflora também pode ocorrer em outras espécies, como Avena
strigosa subsp. nudibrevis e Avena byzantina subsp. denudata, que teriam dado
origem a Avena sativa L. subsp. nudisativa (Germeier, 2008). Desta forma, graos
sem casca sdo produzidos em espiguetas multiflora, enquanto grdos com casca

sao produzidos em espiguetas normais.

2.7 Expressividade variavel do carater nuda em aveia

A expressividade variavel é definida como a manifestagdo desuniforme de
um determinado carater entre os individuos que apresentam o genoétipo adequado
para expressa-lo de forma uniforme (Snustad & Simmons, 2012). InUmeros
trabalhos conduzidos com gendtipos de aveia nuda relataram a ocorréncia da
expressividade variavel. A partir da andlise genética do carater nuda realizada por
Jenkins & Hanson (1976), com plantas da geracédo Fi1 derivadas do cruzamento
entre genitores com e sem casca, a expressdo do carater nuda ndo ocorreu de
maneira uniforme na panicula. Neste estudo, grdos sem casca foram observados
na porcao superior da panicula, enquanto a prevaléncia de grdos com casca
ocorreu na base da panicula. Ja na segunda geracéo filial (F2), o carater nuda

apresentou dominancia incompleta, constatada a partir da presenca de plantas com
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producdo de 100% dos gréaos nuda, plantas com o fenétipo 100% dos grédos com
casca e plantas apresentando o fenoétipo intermediario (mosaico).

A variacdo na expressao do carater nuda também foi observada por Brenner
(2007), onde o autor observou que mesmo em genotipos homozigotos para o
carater nuda, a expressao do carater foi variavel, ocorrendo a presenca de graos
com casca, principalmente na base da panicula. Estudando a formacéo de gréos
sem casca ao longo da panicula, Valentini et al. (2014) observaram que a maior
expressao deste carater ocorreu no terco superior das paniculas. Resultado
semelhante foi obtido por Kirkkari et al. (2004), onde os autores observaram uma
variacdo de 9,84% a 29,59% de grdos com casca em genétipos nuda. A
expressividade variavel observada foi atribuida principalmente a fatores

ambientais.

2.8 Fatores ambientais envolvidos na expressao do carater nuda

As dificuldades na elaboracdo de um modelo genético preciso, capaz de
definir o padrdo de heranca genética do carater nuda em aveia, indicam que o0s
fatores ambientais exercem um papel importante na expressao deste carater. Em
um grande numero de estudos, a influéncia de fatores ambientais na expressao do
carater nuda em aveia foi atribuida como a principal causa de distorcdo da
segregacao fenotipica observada (Boland & Lawes, 1973; Jenkins & Hanson, 1976;
Kirkkari et al., 2004; Lanoie et al., 2010; Valentini et al., 2014). Todavia, os fatores
ambientais e a magnitude com que estes influenciam a expressividade variavel do
carater nuda em aveia ainda ndo sao compreendidos (Valentini et al., 2014).
Fatores ambientais como fotoperiodo, temperatura, condicbes do solo e

intensidade luminosa devem ser considerados (Lawes & Boland, 1974).
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Com o propoésito de compreender o efeito da temperatura na expressao do
carater nuda, Lawes & Boland (1974) avaliaram oito cultivares de aveia nuda e uma
cultivar controle (com casca), em duas épocas de semeadura. As nove cultivares
foram conduzidas durante todo o ciclo em camara de crescimento sob trés
condicOes de temperatura: 15, 20 e 25°C e fotoperiodo de 16 horas. Diferencas
significativas entre os genétipos, ambientes e interacdo genodtipo x ambiente foram
observadas. Na temperatura de 25°C, todas as cultivares nuda expressaram o0
fendtipo 100% dos graos sem casca. Quando a temperatura foi reduzida para 20°C,
a maioria das cultivares apresentou niveis variaveis de expressao para o carater
nuda, enquanto na condicdo de 15°C, a expressado do carater nuda foi reduzida
drasticamente em sete das oito cultivares nuda avaliadas. Apenas uma das
cultivares (Cc 6301 NOS Nackthafer) produziu o fenétipo 100% dos grdos sem
casca em todas as temperaturas.

Resultados similares foram obtidos por Lanoie et al. (2010), onde os autores
observaram o efeito da temperatura sobre a expresséo do carater nuda, porém em
menor intensidade quando comparado aos resultados de Lawes & Boland (1974).
Ao avaliar oito cultivares de aveia nuda, em dois locais e dois anos de cultivo, um
aumento no numero de grdos com casca de 1,4% foi observado no ano que
apresentou temperaturas mais baixas (Lanoie et al., 2010). No entanto, neste
estudo, a temperatura nao foi considerada um fator determinante para a expresséo
do carater nuda entre os gendtipos avaliados. Uma das possiveis justificativas
sugere que ndo ocorreu grandes diferencas na temperatura média entre 0os anos
avaliados (1,1°C). Os autores observaram que genotipos com percentual de graos
com casca superior a 5% apresentaram maior variacao entre os locais avaliados,
enquanto os genotipos com menor percentual de grédos com casca (2,3 a 5%)

apresentaram menor variagéo (Lanoie et al., 2010).
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2.9 Expressdao do carater nuda em outras espécies cultivadas

O carater nuda ja foi relatado em outras espécies cultivadas de cereais como
trigo, arroz e cevada. Em trigo tetraploide (Triticum durum L.), dois QTL
(Quantitative Trait Loci) de grande efeito foram associados a producdo de gréos
sem casca (Jantasuriyarat et al., 2004). Um dos QTL explicou 44% da variacéo
fenotipica observada para a formacéo de graos sem casca. Este QTL abriga o loco
génico tg (tenacious glume), o qual estéa localizado no braco curto do cromossomo
2B. O outro QTL identificado explicou 10% da variacéo fenotipica observada para
o carater nuda, sendo que neste QTL esta abrigado o loco génico Q, que esta
localizado no cromossomo 5A (Jantasuriyarat et al., 2004). Estes locos interagem
de forma epistatica, sendo que, quando os alelos do gene tg encontram-se em
homozigose recessiva e 0s alelos do gene Q em homozigose dominante (QQtgtg),
o fenotipo graos sem casca € observado (Matsuoka, 2011). O gene Q de trigo
apresenta efeito pleiotropico sobre outras caracteristicas, incluindo o comprimento
da espiga, numero de espiguetas por espiga e formacao de gluma se raquis pouco
lignificada.

A partir da clonagem e do sequenciamento do gene Q em trigo, os resultados
demonstraram que a sequéncia de nucleotideos deste gene apresenta elevada
similaridade com a sequéncia de nucleotideos do gene APETALA2 (AP2) de
Arabidopsis thaliana (Simons, 2005). O alinhamento de sequéncias entre 12
genatipos de trigo evidenciou seis regifes polimérficas entre os alelos Q e q. Quatro
destes polimorfismos incluem um microsatélite variavel presente nos introns e outro
na regiao 3’ ndo traduzida (3’ UTR) (Simons, 2005).

Um SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) também foi identificado entre

os alelos do gene Q de trigo, envolvendo a substituicdo de uma base nitrogenada
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adenina nos gendtipos que possuem o alelo Q, por uma base nitrogenada guanina
nos genaotipos que possuem o alelo q (Matsuoka, 2011). Este SNP proporciona uma
alteracdo no codon a ser especificado e, consequentemente, no aminoacido a ser
inserido na posicao 329 (éxon 8 do gene) da sequéncia de aminoacidos. O alelo Q
contém o codon ATC na posicdo 329, o qual especifica para o aminoacido
isoleucina, enquanto o alelo g apresenta o cédon GTC nesta mesma posi¢ao, o
qual especifica para o aminoécido valina (Sormacheva et al., 2015).

Recentemente, outra modificagdo na sequéncia de aminoacidos foi
detectada nas espécies de trigo poliploide. O alelo dominante Q possui a sequéncia
TTT enquanto o alelo g possui a sequéncia TTC no cédon 418 do éxon 10
(Sormacheva et al., 2015). Esta modificacdo na sequencia de nucleotideos ndo
altera o aminoacido a ser especificado (fenilalanina), entretanto, esta regiao
compreende um provavel sitio de ligagcdo do miR172, o qual pode regular em nivel
pos-transcricional a expressao do gene Q (Sormacheva et al., 2015). Com base na
arvore filogenética desenvolvida com base nas sequéncias do gene Q, a partir de
42 gendtipos de trigo diploides e poliploides, os autores sugeriram que ambos os
SNPs (na posicdo 329 do éxon 8 e na posicdo 418 do éxon 10), tiveram origem
monofilética e, portanto, foram originadas a partir de um Unico evento evolutivo.

Em cevada (Hordeum vulgare L.), o carater nuda € resultante de uma
mutacdo do gene nud (nudum). Estudos recentes demonstraram que a cevada
nuda surgiu de maneira independente na Asia e nos paises Nordicos (Gustafsson,
2013). O caréater nuda em cevada é controlado por um unico gene (nud), o qual esta
localizado no cromossomo 7H (Kikuchi et al., 2003; Mezaka et al., 2011;
Gustafsson, 2013). O gene nud ja foi clonado e caracterizado, sendo que
marcadores moleculares estdo disponiveis para serem empregados na selecao

assistida em programas de melhoramento de cevada.
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A clonagem posicional do gene nud em cevada demonstrou que o gene nud
pertence a familia génica AP2/ERF (Ethylene Response Factor). Estes genes
regulam a via de biossintese de lipideos e a producéo do fendtipo grdos com casca
ou sem casca (Taketa et al., 2008). O sequenciamento de um fragmento de DNA,
obtido a partir de trés gendtipos nuda, identificou uma delecao de 16.680 pares de
bases. Esta delecéo incluiu todo o gene ERF, 0 qual altera a composi¢éo e diminui
0 acumulo de lipideos na epiderme (Taketa et al., 2008). O gene nud é constituido
por dois éxons e um intron, codificando uma proteina de 227 aminoacidos. O gene
nud apresenta similaridade de sequéncia de nucleotideos ao gene ERF
(OsO6ERF), localizado no cromosomo 6 de Oryza sativa L., o qual possui uma
funcdo importante na rota de biossintese de lipideos especiais (Taketa et al., 2008).

O gene nud também apresenta homologia ao fatores de transcricao
WIN1/SHN1 (Wax Inducer 1/Shinel) de Arabidopsis, 0os quis atuam na regulacéo
de uma via de biossintese de lipideos (Taketa et al., 2008). Estes lipideos formam
uma camada lipidica entre o pericarpo e o tegumento e podem ser detectados em
até 10 dias ap0s o florescimento. A presenga da camada lipidica proporciona a
aderéncia da cariopse ao tegumento. A delecdo do gene Nud e do loco génico ERF
promoveu a ndo formacédo desta camada lipidica e, consequentemente, a formacao
de cariopses de cevada ndo aderidas a casca (Taketa et al., 2008; Kakeda et al.,
2011; Yu et al., 2015).

Ao avaliar 98 linhagens de cevada nuda, Choo et al., (2001) identificaram a
associagdo do carater nuda com a reducado na densidade de plantas (17%), menor
estatura de plantas (11-18%) e menor peso de sementes (15-19%). Os genaotipos
nuda também apresentaram reducdo no rendimento de gréos, de 21 a 36%.
Considerando o peso da casca em torno de 15 a 19%, os genoétipos nuda ainda

apresentam um menor potencial produtivo, quando comparados com genotipos que
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produzem grdos com casca (Choo et al.,, 2001). Além disso, o fendétipo nuda
contribuiu com 47 a 57% da variacao total para a produtividade e com 85 a 95%
para a variacao total no peso do hectolitro. Das 98 linhagens estudadas, 48 eram
nuda e produziram de 82 a 100% de graos sem casca (Choo et al., 2001).

A mutacdo nud também apresentou associacao significativa com o teor de
beta-glicana nos grédos de cevada. Em um estudo de mapeamento associativo
realizado com 89 acessos de cevada de origem Letd, incluindo 22 gendtipos sem
casca, o loco nud foi determinante no teor de beta-glicana em cevada. O contetudo
de beta-glicana foi significativamente superior em genétipos de cevada sem casca,
quando comparado com genétipos de cevada com casca. Trés SNPs
significativamente associados ao teor de beta-glicana foram identificados na
mesma regido gendmica contendo o loco nud (Mezaka et al., 2011). No entanto,
esta associacéo pode ter ocorrido ao acaso, uma vez que o melhoramento genético
da cevada com casca busca genoétipos com baixo teor de beta-gicana visando a
aptidao para a industria cervejeira.

Recentemente, o loco nud foi re-sequenciado em 162 gendtipos de cevada,
compreendendo 72 genétipos com casca e 83 gendtipos sem casca. Os resultados
obtidos permitiram a identificacdo de um novo alelo do gene nud, denominado
nudl.g, o qual foi encontrado em trés genotipos de cevada coletados no Tibete (Yu
etal., 2015). O Tibete e seus arredores Sao ricos em recursos genéticos de cevada,
sendo considerado um dos centros de domesticacdo da cevada cultivada (Dai et
al., 2012). Os gendtipos de cevada nuda originados no Tibete possuem como
caracteristica principal a elevada adaptacdo a ambientes altamente estressantes,
encontrados em altas altitudes (Yu et al., 2015).

Uma andlise comparativa do transcriptoma realizado entre a cultivar de

cevada Tibetana sem casca “Dulihuang” e a cultivar com casca “Morex” foi
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realizada por meio da tecnologia de sequenciamento de RNA (RNA-Seq) (Wang et
al., 2009). Trés semanas ap0s a antese, 4031 genes foram diferencialmente
expressos, sendo que na cultivar Morex, o gene nud foi superexpresso, enquanto
outros 16 genes relacionados a formacao da cuticula foram suprimidos (Duan et
al., 2015). Desta forma, o gene Nud (em gendtipos que apresentam graos com
casca) pode suprimir genes relacionados a formacéo da cuticula, originando uma
cuticula permeavel sobre o pericarpo. Esta cuticula permeéavel é responsavel pela
fusdo da casca com a cariopse, originando grdos com casca. Ja a cuticula
funcional, que cobre o pericarpo do grdo sem casca, € o resultado de eliminagéo
ou baixo nivel de expressdo do gene Nud, esta cuticula funcional é capaz de
separar a cariopse do tegumento (Duan et al., 2015).

Em arroz, o mutante bhl (Brown Hull 1) apresentou desenvolvimento
anormal da lema e da palea, as quais apresentaram formato assimétrico e
curvilineo. Neste mutante, uma delecdo de 55 mil pares de bases foi identificada
no braco longo do cromossomo 2 (Wei et al., 2013). No mutante bh1, houve uma
supresséao da expressao de genes da classe A do modelo ABCDE de florescimento
(OsMADS14, OsMADS15, OsMADS18), os quais sdo responsaveis pelo
desenvolvimento da palea e da lema. Além disso, a supressao de genes da classe
E (OsMADS), responsaveis pelo desenvolvimento de o6rgéos florais multiplos e
também pela determinacédo do meristema floral também foi observada (Wei et al.,
2013). Adicionalmente, o mutante bh1 apresentou uma menor expressao dos genes
REP1 (Retarded Palea 1), CFO1 (Chimeric Floral Organs 1) e DL (Drooping Leaf),
envolvidos no desenvolvimento da palea e da lema (Wei et al., 2013). Os efeitos no
mutante bh1l somente apareceram apos o estadio sp7 (évulo em desenvolvimento),

em que a curvatura e elongacéo da palea tornaram-se evidentes.
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Estudos na cultura do arroz também demonstram a atuacdo de um
microRNA (miR172), o qual estd associado com anomalias no desenvolvimento do
sistema reprodutivo e com a producdo de grédos sem casca (Zhu et al., 2009).
Maiores niveis de expressdo do gene miR172 foram encontradas em plantas com
grandes anormalidades fenotipicas (espiguetas estéreis, palea e lema alongadas e
degeneradas). Em geral, as espiguetas eram férteis, mas anormais, apresentavam
graos parcialmente nus. Os grdos sem casca encontrados foram decorrentes da
falha ou da degeneracao da lema e da palea apos o florescimento (Jung, 2012).
Em arroz, Peng et al. (2011) realizaram a analise de expressao de miRNAs,
por meio da tecnologia de sequenciamento de alto rendimento. Foram encontrados
351 miRNAs sendo expressos nas espiguetas localizadas na parte superior da
panicula e 312 miRNAs sendo expressos has espiguetas localizadas na parte
inferior da panicula. Destes, 189 miRNAs foram diferencialmente expressos entre
as partes inferior e superior da panicula. Aproximadamente 82,4% dos miRNAs
sequenciados, encontram-se em maiores niveis de expressdo em espiguetas
localizadas no terco superior da panicula. Esta maior expressao dos miRNAs nas
espiguetas no terco superior das paniculas de arroz pode estar relacionada a maior

expressao do carater nuda observado em espiguetas neste terco.

2.10 Regulacéo epigenética do carater nuda em aveia

Recentemente, a regulacdo epigenética do carater nuda em aveia foi
proposta. O miR172 foi um dos primeiros microRNAs identificados em plantas, o
qual é composto por uma sequéncia de 21 nucleotideos (Park et al., 2002). Este
microRNA é responsavel por regular a expressao de varios genes da familia AP2
em Arabidopsis thaliana (Aukerman & Sakai, 2003; Chen, 2004), Nicotiana tabacum

L. (Mlotshwa et al, 2006) e Zea mays L. (Lauter et al, 2005).
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Em Arabidopsis thaliana, o aumento da expressdo do miR172 e a sua
regulacdo sobre genes especificos promove o florescimento (Aukerman & Sakai,
2003; Chen, 2004, Jung et al., 2007). Neste estado, 0 miR172 induz o gene FT
(Flowering Locus T), o qual media sinais de temperatura através da via
termosensorial (Chen, 2004; Jung et al., 2007). A expressédo do miR172 é mediada
pelo gene promotor do florescimento FCA (Flowering Time Control), o qual promove
0 processamento de transcritos do miR172 primarios (pri-miR172) em resposta as
alteracOes na temperatura. A abundancia de transcritos do miR172 foi menor em
temperaturas de 16°C, em comparagdo com temperaturas de 23°C (Jung et al.,

2012).

2.11 Bases moleculares do carater nuda em aveia

Estudos moleculares visando o entendimento do carater nuda em aveia sao
escassos na literatura. Ao avaliar 101 linhagens provenientes do cruzamento entre
as cultivares ‘Terra’ (sem casca) x ‘Marion’ (com casca), o gene N1 foi identificado
a partir da estratégia de mapeamento de genes Unicos. Este gene foi localizado no
grupo de ligacdo TM_5, homologo ao grupo de ligacdo KO_24 26 34 na populacéo
base de estudos moleculares em aveia ‘Kanota x Ogle’. Esta regido no mapa
genético de ligacdo de Kanota x Ogle é candidata a conter genes envolvidos no
controle do carater nuda em aveia (de Koeyer et al., 2004).

Regides gendmicas (QTL) associadas com caracteres de composicao
quimica, como B-glicana, concentracdo de 6leo e de proteina foram localizados
préximos a regido cromossémica que contém o gene N1 (de Koeyer et al., 2004).
O gene N1 também apresentou associagdo com outras caracteristicas
agrondmicas, como produtividade, estatura de plantas, rendimento industrial e peso

de hectolitro. A identificacdo de marcadores moleculares fortemente ligados a
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genes que controlam o carater nuda possibilitaria a utilizacdo destes marcadores
na selecdo assistida em programas de melhoramento genético de aveia. No
entanto, os autores recomendaram a realizacdo de pesquisas complementares,
com populacdes maiores, a fim de validar o marcador ligado ao gene N1.

Os caracteres graos sem casca e espiguetas multiflora apresentam elevada
associacdo fenotipica. O primeiro conjunto de dados com marcadores SNP
associados ao carater espiguetas multiflora em aveia hexaploide foi identificado por
Pellizzaro (2014). O marcador SNP GMI_ES17 ¢5923 221 foi mapeado no grupo
de ligacdo 32, do mapa genético de ligacdo desenvolvido para a populacdo de
mapeamento molecular UFRGS 01B7114-1-3 (com espiguetas normais) X UFRGS
006013-1 (com espiguetas multiflora). O segmento de DNA do marcador
GMI_ES17 ¢5923 221 €é composto por 120 nucleotideos, sendo que o
polimorfismo genético neste marcador é caracterizado por um SNP envolvendo a
substituicdo do nucleotideo timina no genitor UFRGS 01B71114-1-3, pelo
nucleotideo citosina no genitor UFRGS 006013-1 (Pellizzaro, 2014).

Com o objetivo de compreender os mecanismos genéticos envolvidos na
producdo de grdos sem casca (nuda), diversos estudos genéticos e moleculares
foram desenvolvidos em diferentes espécies. Em espécies como o trigo e a cevada,
a compreensao do carater nuda encontra-se em niveis avancados, incluindo o
mapeamento e a clonagem de genes especificos que controlam este carater. No
entanto, 0s mecanismos genéticos e moleculares envolvidos no controle do carater
nuda em aveia ainda ndo sao totalmente compreendidos. Os avancos cientificos e
tecnolégicos proporcionados pela biologia molecular serdo fundamentais para
auxiliar no entendimento dos fatores ambientais, genéticos e moleculares

envolvidos na expressao do carater nuda em aveia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Duas populacbes de linhagens de aveia hexaploide cultivada foram
avaliadas neste estudo. As populacdes foram obtidas a partir de cruzamentos
contrastantes para o carater nuda entre os genitores ‘UFRGS 01B7114-1-3 (graos
com casca) Xx UFRGS 006013-1 (graos sem casca) e ‘URS Taura (grdos com
casca) x UFRGS 017004-2 (graos sem casca)’. Os genitores foram desenvolvidos
pelo Programa de Melhoramento Genético de Aveia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS). As populacfes foram constituidas por 144 e 191
linhagens para os cruzamentos UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1 e URS
Taura x UFRGS 017004-2, respectivamente. As linhagens de cada populacdo
foram avaliadas nas geracdes de autofecundacgéo Fs:6 no ano de 2013 e Fs.7no ano
de 2014. A genealogia dos genitores esta apresentada na Tabela 1. Os
cruzamentos foram realizados no ano de 2008, seguindo o método de hibridacéo

“flor aberta”, descrito por Bertagnolli & Federizzi (1994).

TABELA 1. Genealogia e tipo de grédos quanto a presenca ou auséncia de casca dos
genitores utilizados no desenvolvimento das populagbes de linhagens de
aveia avaliadas.

Genitores Genealogia Gréo
UFRGS 01B7114-1-3 (PC68/5*Starter F4) / UFRGS 10 Com casca
UFRGS 006013-1 (Cocker 492/Starter-1 Fs) / UFRGS 10 Nuda
URS Taura UFRGS 970216-2 / UFRGS 970461 Com casca

UFRGS 017004-2 (Cocker 492/Starter-1 Fs) / UFRGS 8 Nuda
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As sementes da primeira geracéo filial (F1) derivadas dos cruzamentos
artificiais foram semeadas no campo em uma linha Unica, no ano de 2009. No
estadio de maturacéo de colheita, todas as paniculas produzidas pelas plantas F1
foram colhidas em bulk, dando origem as sementes F2. O avanco de geracoes foi
conduzido a partir da geragdo F2 até a geracao Fs pelo método SSD (single-seed
descent) modificado. O avanc¢o de geragfes consistiu no cultivo de uma panicula
da geracao anterior ao invés de uma Unica semente de cada planta. Esta estratégia
foi adotada com o proposito de reduzir a deriva genética nas populacdes em estudo,
uma vez que a aveia nuda em geral apresenta um percentual de germinacao inferior
aos genotipos com casca. A menor germinacdo pode estar associada com: i)
ocorréncia de danos mecéanicos durante a colheita, beneficiamento e semeadura,
i) maior quantidade de lipideos nas sementes, ocasionando a rancificacdo das
mesmas e, iii) ataque de patdgenos presentes no solo durante o periodo da

semeadura até a emergéncia das plantas.

3.2 Conducéao dos experimentos em condi¢gdes de campo

Os experimentos foram conduzidos nas estacdes de crescimento de 2013
(Fs:6) € 2014 (Fs:7), na Estacédo Experimental Agrondmica (EEA) da UFRGS. A EEA
esta localizada no municipio de Eldorado do Sul, RS, situada nas coordenadas 30°
05' 27" latitude Sul e 51° 40" 18" longitude Oeste, com altitude de 46 m acima do
nivel do mar (Bergamaschi & Guadagnin, 1990). O solo é classificado como

argissolo vermelho distrofico tipico (Embrapa, 1999).

3.2.1 Obtencéao de paniculas na geracéao Fs:
Paniculas dos genitores e das linhagens derivadas dos cruzamentos

‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’
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foram obtidas a partir de um experimento conduzido na estacao de crescimento de
2013. O experimento foi conduzido de acordo com os procedimentos descritos por
Pellizzaro (2014). Brevemente, uma panicula de cada gendtipo foi coletada ao
acaso na geracgéo anterior (Fs) e suas sementes foram utilizadas para compor a
geracgao Fs:6. A panicula coletada foi trilhada individualmente e as sementes foram
semeadas de forma mecanizada no dia 18 de junho de 2013. Cada unidade
experimental foi constituida por duas linhas de dois metros de comprimento,
espacadas 0,20 m entre si e 0,40 m entre parcelas. No estadio de maturacdo de
colheita, duas ou trés paniculas foram coletadas de 10 plantas de cada unidade
experimental. A partir das paniculas coletadas, 6 paniculas de diferentes plantas
foram utilizadas para a avaliacdo fenotipica do carater nuda, sendo que o restante

das paniculas foi armazenado.

3.2.2 Obtencdo de paniculas na geracao Fs:7

As sementes utilizadas para a semeadura da geragcao Fs:7 foram originadas
da geracao anterior (Fs:6). Paniculas de cada genitor e linhagem foram trilhadas
individualmente e, posteriormente, as sementes foram tratadas com inseticida a
base de Imidacloprido na dose de 60 mL 100 kg de sementes™. Como o nimero de
sementes produzido por uma panicula de aveia geralmente € pequeno,
aproximadamente 7 gramas de arroz descascado foram adicionados as sementes
de aveia em cada parcela pré-semeadura, a fim de permitir uma distribuicdo
uniforme das sementes durante a semeadura mecanizada.

A semeadura foi realizada no dia 18 de junho de 2014. O experimento foi
conduzido no sistema de plantio direto, com a cultura da soja como espécie

antecessora. Cada unidade experimental foi constituida por duas linhas de dois

metros de comprimento, espacadas 0,20 m entre si e 0,40 m entre parcelas. Os
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genitores de cada populacdo foram semeados no inicio e no fim de cada repeticao
da populacédo correspondente.

O experimento foi conduzido no delineamento de blocos casualisados, com
duas repeticdes. A adubacédo de base foi de 300 kg ha* da férmula 5-30-15 (N-P-
K). A adubacao nitrogenada em cobertura foi realizada na forma de uréia e dividida
em duas aplicacdes de 75 kg halde uréia em cada aplicacdo, quando as plantas
apresentavam aproximadamente trés e sete folhas completamente expandidas. O
controle quimico de pragas e doencas foi realizado sempre que necessario. O
controle das plantas invasoras foi realizado de forma manual por meio de capinas.
No estadio de maturacdo de colheita, aproximadamente 15 paniculas de cada
unidade experimental foram coletadas ao acaso. A partir das paniculas coletadas,
quatro paniculas por parcela de diferentes plantas foram utilizadas para a avaliacao

fenotipica do carater nuda, sendo que o restante das paniculas foi armazenado.

3.3 Dados meteoroldgicos

Durante o periodo de conducao dos experimentos, a estacdo meteorolégica
localizada na Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS ndo estava em
funcionamento. Desta forma, os dados da estacdo meteoroldgica de Porto Alegre
(estacdo meteorolégica mais préoxima) foram utilizados. Dados de temperatura
média diaria, correspondentes ao periodo de cultivo das estacfes de crescimento
de 2013 e 2014, foram obtidos do Banco de Dados Meteorologicos para Ensino e
Pesquisa (BDMEP), disponivel em

http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=bdmep/bdmep.


http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=bdmep/bdmep
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3.4 Andlise fenotipica do carater nuda em aveia
Paniculas individuais de cada genitor e das linhagens das duas populacfes
foram avaliadas em laboratério para o carater nuda. Um total de seis paniculas por
genotipo foi analisado no ano de 2013 (geracao Fs:). Ja no ano de 2014 (Fs:7), oito
paniculas por genotipo foram analisadas, sendo quatro paniculas por repeticao. A
avaliacao fenotipica das paniculas foi conduzida em duas etapas principais. Na
primeira etapa, as paniculas foram dividas em trés tercos, sendo eles: terco inferior
(TI), terco médio (TM) e terco superior (TS), por meio da observacédo dos dois
entrends mais longos, conforme ilustrado na Figura 1A. Na segunda etapa, todas
as espiguetas produzidas no mesmo terco da panicula foram trilhadas
manualmente. A partir disso, determinou-se o niumero de grdos com casca (Figura
1B), o numero de grdos com ambos os fendtipos com e sem casca ha mesma
espigueta (Figura 1C) e o numero de grdos sem casca (Figura 1D), nos tercos
inferior, médio e superior da panicula. O fen6tipo com 100% dos gréos com casca
foi produzido em espiguetas normais, com até trés flésculos férteis por espigueta e
lema totalmente lignificada. O fendtipo variavel foi produzido em espiguetas
mosaico (graos com e sem casca em uma mesma espigueta). Por outro lado, o
fenétipo com 100% dos graos sem casca foi produzido em espiguetas multiflora e

lema pouco liginificada.
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FIGURA 1. Avaliagéo fenotipica do carater nuda em linhagens de aveia. A) Panicula inteira
apresentando os ter¢os: infeiror (TI), médio (TM) e superior (TS). B) Fenotipo
100% dos graos com casca. C) Fendtipo variavel com graos com e sem casca
na mesma espigueta. D) Fendtipo 100% dos grédos sem casca produzidos em
espiguetas multiflora.

O numero de grdos com casca produzido em cada um dos trés tercos da
panicula foi somado, a fim de mensurar 0 numero total de grdos com casca
produzido na panicula inteira. Da mesma forma, o nimero total de grédos sem casca
produzido na panicula inteira foi mensurado a partir do somatério do numero de
graos sem casca produzido em cada um dos trés tercos da panicula.

Posteriormente, o numero de grdos com casca foi somado ao nimero de
gréos sem casca dentro de cada terco da panicula, a fim de determinar o nimero
total de grdos produzido nos tercos inferior, médio e superior. A partir destes
resultados, o niumero de graos com casca e o numero de gréos sem casca em cada
terco da panicula foram convertidos para porcentagem. O numero total de graos

(com casca e sem casca) por panicula foi determinado a partir do somatorio do
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namero total de graos produzido em cada um dos trés tercos. Estes resultados
permitiram estimar o percentual de graos sem casca produzido na panicula inteira.
O proposito desta conversao foi padronizar o numero de gréos produzido em cada
terco da panicula e na panicula inteira dos genaétipos avaliados, uma vez que estes
apresentaram ampla variacdo fenotipica para o numero total de graos produzido

por panicula.

3.5 Analises estatisticas

Os resultados obtidos na avaliacdo fenotipica do carater nuda foram
submetidos a analise de distribuicdo de frequéncias, considerando os resultados
obtidos a partir da avaliacdo de paniculas inteiras. O numero de classes fenotipicas
foi determinado considerando os critérios propostos por Truman (1923), pois foi 0
método que melhor se adequou a natureza dos dados. O intervalo entre classes foi
determinado pela divisdo da amplitude total observada para o carater nuda pelo
namero estimado de classes fenotipicas (Morettin, 2010). As linhagens que
apresentaram o fenétipo 100% dos graos com casca e as linhagens que produziram
100% dos grédos sem casca foram apresentadas em classes distintas, sem
considerar o intervalo de classes. Esta estratégia foi adotada para facilitar a
localizacdo das linhagens estaveis para o carater nuda, nas duas populacdes
avaliadas.

Além da analise qualitativa descrita acima, analises de variancia foram
conduzidas para as duas geracdes de autofecundacéo, avaliadas nos anos de 2013
e 2014. Estas analises foram realizadas a fim de identificar diferencas na expressao
do carater nuda entre os anos, entre as linhagens de cada populacdo, bem como
para a interacdo ano x linhagens, considerando toda a panicula. O modelo linear

foi utilizado para todas as analises de variancia. As causas de variagao do carater
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nuda foram ‘ano’, ‘repeticdo (ano)’, ‘linhagem*ano’ e ‘linhagem*repeticao (ano)’.
Também foi realizada a analise de variancia entre os tercos da panicula, entre os
genitores e entre as linhagens avaliadas na geracdo Fs7. Para a analise de
variancia entre os tercos da panicula, as causas de variagdo foram ‘gendétipo’,
‘repeticao’, ‘terco’ e ‘interacdo gendtipo x tergco’. A comparagdo de médias do
carater nuda foi realizada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. O
programa estatistico SAS 6.1 foi empregado na realizacdo das analises de

variancia e testes de comparacdo de médias.

3.6 Andlise genética do carater nuda em aveia

A partir dos resultados fenotipicos obtidos para o carater nuda em aveia, um
estudo de heranca genética foi realizado para este carater. O numero de genes
controlando o carater nuda foi estimado para as populagdes genéticas ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, nas duas
geracoes avaliadas. As linhagens de cada populacao foram agrupadas em quatro
classes fenotipicas distintas, de acordo com o percentual de grédos com casca e
sem casca produzido na panicula inteira. Sendo que as classes fenotipicas
formadas foram: (i) linhagens nuda, as quais apresentaram 100% dos graos sem
casca ha mesma panicula; (ii) linhagens parcialmente nuda, onde a expressividade
variavel do carater foi observada, porém com maior frequéncia de grdos sem casca
na mesma panicula (= 50% dos graos sem casca); (iii) linhagens parcialmente com
casca, também apresentando expressividade variavel para o carater, porém com
uma maior frequéncia de grados com casca na mesma panicula (> 50% dos gréos
com casca) e, (iv) linhagens com casca, com 100% dos graos revestidos por lema

e palea bem lignificadas na mesma panicula.
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Apos a classificacdo das linhagens, as frequéncias fenotipicas observadas

e as frequéncias fenotipicas esperadas, para cada uma das quatro classes

fenotipicas foram comparadas pelo teste de Qui-quadrado (x?). As hip6teses de

trés, quatro e cinco genes controlando o carater nuda foram testadas para as duas

populacdes genéticas analisadas. A hipétese de nulidade foi aceita quando o nivel

de probabilidade calculado foi igual ou superior a 5%. O teste de Qui-quadrado (x?)

foi realizado conforme descrito por Steel & Torrie (1980):

X = (Fo—E)*/F.

Com n -1 graus de liberdade
Onde:

F, = NUumero de linhagens observadas para uma determinada classe fenotipica;

F, = Numero de linhagens esperadas para uma determinada classe fenotipica;

n = numero de classes fenotipicas.

3.7 Herdabilidade do carater nuda em aveia

A estimativa da herdabildade do carater nuda no sentido amplo foi realizada
com base na andlise de variancia dos dados de plantas individuais, avaliadas em
dois anos e em duas repeticdes, de acordo com o0 modelo descrito por Vencovsky
& Barriga (1992). A partir deste método, foi possivel decompor a variacéo fenotipica

nos componentes genotipico e ambiental, conforme apresentado abaixo:



hZ — O.Zg/o_Zp

Sendo que:

0%, =0%q+ 0% + 0%+ 0%y;

Uzd = QM,;

QMe—QMg,
O_Ze — e d,
n
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Onde:

h? = Coeficiente de herdabilidade;

0?4 = variancia genética;

o, = variancia fenotipica;

0?4 = variancia dentro da parcela;

o2, = variancia ambiental;

o%,, = variancia da interacdo genétipo x
ambiente;

QM, = quadrado médio dos gendtipos;

QM, = quadrado médio do erro;

QM, =quadrado médio dentro da parcela;

QM,4 = quadrado médio da interagdo genotipo x
ambiente;

r = numero de repeticdes;

n = numero de plantas;

a = nimero de anos.

3.8 Analise molecular do carater nuda em aveia

3.8.1 Analise genotipica

As populagdes de linhagens de aveia derivadas dos cruzamentos ‘UFRGS

01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e ‘URS Taura x UFRGS 017004-1" foram

incluidas no estudo de mapeamento molecular do carater nuda. Os genitores e 94

linhagens de cada populagédo foram analisadas genotipicamente na geragao Fs,

conforme descrito por Pellizzaro (2014). A analise genotipica foi realizada no

Biosciences Research Laboratory, United States Department of Agriculture (USDA)

/Agricultural Research Service (ARS), localizado em Fargo, Dakota do Norte, EUA.

A plataforma de genotipagem ‘GoldenGate Genotyping Assay” foi utilizada, a qual

€ composta por 6.000 marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

desenvolvidos para a cultura da aveia, conforme descrito por Tinker et al. (2014).
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3.8.2 Desenvolvimento do mapa genético de ligacao

O mapa genético de ligacao para as populacdes de mapeamento molecular
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ foi
desenvolvido com auxilio do programa computacional JoinMap versdo 4.0 (Van
Ooijen, 2006). Com base nos resultados genotipicos obtidos na etapa anterior,
marcadores polimérficos entre os genitores de cada populacdo foram identificados
e empregados no mapeamento molecular.

Os dados genotipicos foram convertidos de acordo com o sistema de
codigos requerido pelo programa JoinMap. Desta forma, linhagens que
apresentaram alelos iguais aos genitores UFRGS 01B7114-1-3 e URS Taura (graos
com casca) foram identificadas pelo cddigo “a”. Ja as linhagens que apresentaram
alelos iguais aos genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 (graos sem
casca) receberam o codigo “b”. As linhagens de cada populagédo que apresentaram
locos génicos em heterozigose receberam o cédigo “h”. Apdés a conversdo dos
dados genotipicos em cdodigos de mapeamento, foi possivel identificar os
marcadores que apresentavam distor¢cdo de segregacdo Mendeliana. Esta etapa
foi realizada com auxilio do programa JoinMap. Marcadores com distor¢do de
segregacao Mendeliana acima de 5% de probabilidade de acordo com o teste de
Qui-quadrado foram excluidos da andlise, bem como marcadores que
apresentaram elevada similaridade com outros marcadores.

Os grupos de ligacéo foram formados utilizando LOD (Logarithm of the odds)
igual a 7.0, com frequéncia méaxima de recombinacéo de 40%. As frequéncias de
recombinacdo foram convertidas em distancias genéticas (centiMorgans - cM)
através da funcdo Haldane disponivel no proprio software de mapeamento. A
funcdo de Haldane considera a possibilidade de multiplos eventos de crossing-over

ao longo do par de cromossomos homologos. Esta fungéo considera a auséncia de
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interferéncia (C=1) e distribuicdo de Poisson dos eventos de crossing-over. Para a
obtencdo das estimativas de recombinacdo e ordenacdo dos marcadores, 0
algoritmo de mapeamento de méxima verossimilhanca (Maximum Likelihood) foi

utilizado.

3.8.3 Andlise de QTL

A identificacdo de marcadores moleculares associados a genes que
governam o carater nuda em aveia foi realizada por meio da andlise de QTL
(Quantitative Trait Loci). Esta analise foi realizada utilizando o mapa genético de
ligacdo desenvolvido para cada populacdo de mapeamento, conforme descrito
anteriormente. Para a identificacdo de QTLs associados com o carater nuda em
aveia, os resultados fenotipicos das geracdes Fs: s e Fs7, de cada populagéo de
linhagens, foram associados com os resultados genotipicos, utilizando o programa
‘MQTL” (Mapping of Quantitative Trait Loci), desenvolvido por Tinker & Mather
(1995). Neste estudo, o modelo de mapeamento de QTL por intervalo simples foi
utilizado, o qual consiste em testes estatisticos para detectar a presenca de um
QTL a cada 5 cM, entre cada par de marcadores adjacentes.

Para estimar o efeito principal de um QTL, foram realizados testes
estatisticos que determinaram a razdo de probabilidade de um determinado QTL
estar localizado entre marcadores adjacentes ligados. A localizacdo de um QTL no
mapa genético de ligacdo foi determinada pelos valores maximos do teste
estatistico. Um QTL foi declarado como real ou verdadeiro quando o valor maximo
estimado para o teste estatistico foi superior ao nivel de significancia estabelecido.
O nivel de significancia do teste estatistico de Haley & Knott foi calculado por meio
de testes de permutacdes aleatorias. O valor do teste estatistico obtido foi

convertido para LOD score, pela multiplicacéo por 0.2171. Esta converséo facilita a
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interpretacdo, pois o valor de LOD possui base 10 (Xu, 2013). Com a realizacao
destes testes, as associacOes entre os valores fenotipicos (obtidos conforme
descrito no item 3.3.1) e os marcadores moleculares foram permutadas 10000
vezes. Com isso, foi possivel realizar a analise de QTL para estimar a probabilidade
de rejeitar uma hipotese nula verdadeira (taxa de erro tipo I) em que se testa a ndo
existéncia de QTL associado ao marcador. Os QTLs foram considerados
significativos quando os valores estimados foram superiores ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

3.8.4 Ancoragem dos grupos de ligacdo ao mapa consenso da aveia

Os grupos de ligacdo desenvolvidos no mapa genético de ligacdo de cada
populacdo de mapeamento foram ancorados no mapa genético de ligacao
consenso de aveia, conforme descrito por Tinker et al. (2014). A ancoragem foi
realizada por meio do programa Excel, a partir da busca dos marcadores
moleculares de cada grupo de ligagdo, com os marcadores correspondentes a cada
um dos 21 cromossomos do mapa consenso da aveia. O mapa consenso da aveia
foi desenvolvido a partir de 109 cultivares e 309 linhagens recombinantes
provenientes de seis populacdes de mapeamento (Oliver et al., 2013).
Posteriormente, 5743 marcadores SNP provenientes de 595 gendtipos oriundos de
17 programas de melhoramento de aveia, incluindo Estados Unidos (397), Canada
(133), Europa (32) e Brasil (12) foram adicionados ao mapa genético de ligacédo
consenso da aveia (Tinker et al., 2014). A ancoragem dos grupos de ligacao
possibilita obter a localizagdo cromossdmica dos marcadores associados ao
carater nuda em aveia, apos a analise de QTL. A sequéncia de nucleotideos dos
marcadores SNP ligados ao carater nuda também foi comparada com sequéncias

de nucleotideos disponiveis no banco publico de dados moleculares GenBank,
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disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov. A comparacéo entre as sequéncias de
nucleotideos foi realizada por meio da ferramenta computacional BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool).



4 RESULTADOS

As populagdes ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura X
UFRGS 017004-2’ foram avaliadas para o carater nuda neste trabalho. Os
resultados obtidos serdo apresentados na seguinte ordem: i) dados meteorol6gicos
ocorridos durante a conduc¢ao dos experimentos, ii) avaliacdo fenotipica do carater
nuda, iii) anélise genética do carater nuda, iv) estimativa da herdabilidade do carater
nuda, v) desenvolvimento do mapa genético de ligacdo para as populacdes de
mapeamento molecular ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e ‘URS Taura
x UFRGS 017004-2’ e, vi) identificacdo de regides gendmicas associadas ao

carater nuda em aveia através da andlise de QTL.

4.1 Dados meteoroldgicos

Com base nos dados meteorolégicos obtidos no Banco de Dados
Meteoroldgicos para Ensino e Pesquisa (BDMEP), a temperatura média diaria
durante o periodo de conducao dos experimentos foi determinada. Na geracao Fs:s,
avaliada no ano de 2013, a temperatura média diaria foi de 15,41°C, enquanto na
geracdo Fs:7 avaliada no ano de 2014, a temperatura média diaria foi de 16,90°C
(Figura 2). A temperatura média diaria foi determinada considerando os 120 dias
apos a data de semeadura dos experimentos. Este periodo representa o ciclo
médio das principais cultivares de aveia cultivadas no Sul do Brasil. A determinacéo

da temperatura meédia teve como objetivo avaliar a influéncia deste sinal ambiental
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sobre a expressao do carater nuda em aveia, conforme sera descrito ao longo deste

trabalho.

Temperatura média diaria °C

30

—— 2013 y=0,045x + 12,65
2014 y=0,051x + 13,82

40 50 60 70 80 90 100 110 120

Dias ap6s a semeadura

FIGURA 2. Temperatura média diaria observada no ano de 2013 (geragéo Fs¢) € no ano

de 2014 (geragéo Fsy).

4.2 Anélise fenotipica do carater nuda em aveia

4.2.1. Populagcdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1

A distribuicdo de frequéncias das linhagens recombinantes para o carater

nuda, expresso pelo percentual de grdos sem casca produzido na panicula inteira,

nas geracdes Fs:s (2013) e Fs:7 (2014) esta apresentada na Figura 3. Do total de

144 linhagens avaliadas na geracdo Fss, 69 linhagens (47,92%) produziram o

fendtipo 100% dos grdos com casca, quatro linhagens (2,78%) produziram o

fendtipo 100% dos graos sem casca e 71 linhagens (49,30%) produziram ambos

os fenotipos, graos com casca e grados sem casca ha mesma panicula. Quando
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avaliadas na geracéo Fs:7, 72 linhagens (50%) apresentaram o 100% dos graos com
casca, cinco linhagens (3,47%) produziram 100% de graos sem casca e 67
linhagens (46,53%) produziram ambos os fendétipos, grdos com casca e sem casca
na mesma panicula (Figura 3). As linhagens que apresentaram os fenotipos 100%
dos gréos com casca e 100% dos graos sem casca foram apresentadas na Figura
3 em classes distintas, sem o intervalo de classes. Esta estratégia foi adotada para
facilitar a apresentacdo das linhagens estaveis para o carater nuda na figura. Por
outro lado, as classes fenotipicas que variaram de percentuais superiores a 0% e
inferiores a 100%, representam as linhagens com expressividade variavel para o
carater nuda na populacdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

A média da populagéo de linhagens para a variavel observada “percentual
de grdos sem casca” produzido na panicula inteira foi similar entre as geracées
avaliadas. Todavia, um percentual superior de graos sem casca foi observado na
geracao Fs:7(2014) em comparacdo a geracao Fs:6(2013). Na geracao Fs:6, a média
das linhagens foi de 26,41% de grdos sem casca, enquanto na geracao Fs.za média
foi de 28,36% de grédos sem casca, com desvios padrdo de 31,90% e 29,5%,
respectivamente. Os elevados desvios padrao estimados neste estudo podem ter
resultado do grande numero de linhagens que produziram 100% dos grdos com
casca (Figura 3).

Nas duas geracOes de autofecundacdo avaliadas, o genitor UFRGS
01B7114-1-3 apresentou o fenédtipo 100% dos grdos com casca. JA4 0 genitor
UFRGS 006013-1 produziu graos com casca e sem casca ha mesma panicula, nos
dois anos avaliados, indicando a sua expressividade variavel para o carater nuda.
No ano de 2013, o genitor UFRGS 006013-1 produziu paniculas com o percentual
de gréos sem casca variando de 34,37 a 79,24%, enquanto no ano de 2014 esta

variacéo foi de 52,19% a 73,91%. Na& média, o genitor UFRGS 006013-1 produziu
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63,10% de gréos sem casca na geracao Fs:s e 64,60% na geragao Fs:7. Desta forma,
um acréscimo de 1,5% no namero de grdos sem casca na geracdo Fsz foi

observada em comparacéo a geragéo Fs:s para o genitor UFRGS 006013-1.

g0 - UFRGS 01B7114-1-3

70 A
mmmm Geragédo F_, - 2013
60 - wm Geragdo F, - 2014
50 +

40 ~

30 ~

Numero de linhagens

20 UFRGS 006013-1

10 A

O A S a9
IS I 2 :
OF 0¥ 0¥ 0¥ 0¥ o @ o ¥ V¥

% Gréos sem casca (nuda)

FIGURA 3. Distribui¢éo de frequéncias das linhagens de aveia avaliadas nas geracoes Fs
(2013) e Fs7 (2014) para o percentual de grdos sem casca produzido em
paniculas inteiras. O percentual de grédos sem casca produzido pelos genitores
UFRGS 01B7114-1-3 e UFRGS 006013-1 nas duas geragfes avaliadas esta
indicado pelas setas.

A andlise de variancia indicou diferencas significativas entre os anos,
linhagens e para ainteracdo ano x linhagem, para o percentual de graos sem casca
produzido em paniculas inteiras (Tabela 2). A diferenca existente entre 0s anos
indica que a producdo de grdos sem casca pelas linhagens desta populacéo é
influenciada pelo ambiente. As diferencas observadas entre as linhagens sugerem
a existéncia de variabilidade genética para o carater nuda nesta populacdo. A
existéncia de variabilidade genética, por sua vez, é essencial para que estudos

genéticos e moleculares do carater nuda possam ser conduzidos nesta populacao.
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TABELA 2.  Andlise de variancia para as linhagens derivadas do cruzamento UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1, considerando a variavel observada
percentual de graos sem casca em paniculas inteiras.

Somade Quadrado

Causas de variacao GL Teste F P

quadrados médio

Ano 1 2194,023 2194,023 15,67 <0,0001**

Rep(Ano) 1 350,137 350,137 2,5 0.114"

Linhagem 143 2012080 14070,49 100,52 <0,0001**

Ano*Linhagem 143 135321,1 946,302 6,76 <0,0001**

Linhagem*Rep(Ano) 143 198828,6 1390,41 9,93 <0,0001**

Erro 1581 221308,6 139,98

CV % 42,88

**Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F; " N&o significativo.

Na analise de variancia realizada para a geracao Fs:7 (2014), considerando
os tercos da panicula, diferencas significativas para o percentual de graos sem
casca foram identificadas entre as linhagens avaliadas. Todavia, ndo foram
detectadas diferencas significativas para repeticéo, terco e interacdo linhagem x
terco (Tabela 3). Considerando a compara¢ado de médias realizada apenas para a
geracdo Fs:7, verificou-se que as linhagens néo diferiram quanto ao percentual de
grdos sem casca hos tercos inferior, médio e superior da panicula. Para os
genitores UFRGS 01B7114-1-3 e UFRGS 006013-1, a interacdo genitor x terco foi
significativa (Tabela 3). A comparacao de médias realizada para o genitor UFRGS
006013-1 nao indicou diferencas significativas entre os tercos inferior e médio.
Porém, diferencas significativas foram detectadas entre os tercos inferior e médio
em comparac¢ao com o ter¢o superior da panicula (Tabela 4).

Ao avaliar o percentual de grdos sem casca nos tercos inferior, médio e
superior da panicula, entre as linhagens da populagdo UFRGS 01B7114-1-3 X

UFRGS 006013-1, foi possivel observar que o maior percentual de graos sem
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casca foi produzido no terco superior da panicula, em ambas as geracdes de
autofecundacgéo. Na geracédo Fss, 0 percentual de grdos sem casca produzido no
terco inferior, médio e superior foi de 24,89%, 25,11% e 29,22%, respectivamente
(Tabela 4). E importante observar que a diferenca entre as médias do percentual
de grdos sem casca dos tercos inferior e médio foi de apenas 0,22%, enquanto a
diferenca entre os tercos inferior e superior da panicula foi de 4,33%. O desvio
padrdo estimado para o terco inferior, médio e superior foi 30,55%, 32,37% e
33,26%, respectivamente.

Ao avaliar a geracdo Fs7, resultados similares a geracdo Fsi foram
observados. O percentual de graos sem casca produzido nos tercgos inferior, médio
e superior da panicula foi de 27,28%, 27,97% e 30,57%, respectivamente. Assim,
a diferenca entre as médias de graos sem casca entre os tercos inferior e médio foi
de 0,69%, enquanto a amplitude entre os tercos inferior e superior da panicula foi
de 3,29% (Tabela 4). Da mesma maneira que a média, o desvio padrao apresentou
um aumento gradual em direcdo ao 4pice da panicula, com 28,16%, 32,83%,

34,70% nos tercos inferior, médio e superior, respectivamente.

TABELA 3. Resumo da andlise de variancia dos genitores e da populagéo de linhagens
recombinantes provenientes do cruzamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1 para a variavel percentual de grdos sem casca, no ano de 2014.

Causas de variacio Linhagens Genitores

QM Prob. QM Prob.
Genotipo 5512,40 <0,0001** 20122,76 <0,0001**
Repeticéo 1003,60 0,1459" 180,56 0,4539 "
Terco 97,82 0,6644 253,34 0,303"s
Genotipo*Terco 295,76 ins 1024,42 0,0189*
Erro Experimental 518,98 195,75
CV (%) 80,7 42,2

**Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F; *Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo
teste F; " N&o significativo.
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Para o percentual de grdos sem casca produzido pelos genitores, nos
diferentes tercos da panicula, verificou-se que o genitor UFRGS 01B7114-1-3
produziu 100% dos grdos sem casca em todos os tercos da panicula, tanto na
geracdo Fs: quanto na geracéo Fs:7. Por outro lado, o genitor UFRGS 006013-1
apresentou variacdo quanto ao percentual de grdos sem casca entre 0s tergos e
entre as geracoes avaliadas. Na geracao Fse, 0 percentual de grédos sem casca
produzido por este genitor nos tercos inferior, médio e superior da panicula foi de
52,67%, 64,33% e 76,38%, respectivamente.

Na geracéo Fss, a diferenca no percentual de grdos sem casca entre os
tercos inferior e médio foi de 11,66% e a diferenca entre o terco inferior e o terco
superior foi de 23,71%. Resultados semelhantes foram obtidos na geracéao Fs:7,
onde o genitor UFRGS 006013-1 apresentou o percentual de graos sem casca de
49,30%, 57,62% e 80,12% entre os tergos inferior, médio e superior da panicula,
respectivamente. Nesta mesma geracao, a diferenca no percentual de grdos sem
casca entre os tercos inferior e médio da panicula foi de 8,32%, enquanto a

diferenca entre o terco inferior e superior foi de 30,82% (Tabela 4).

TABELA 4. Percentual de grédos sem casca produzido em cada terco da panicula nas
linhagens recombinantes e no genitor nuda da populagdo UFRGS 01B7114-1-
3 x UFRGS 006013-1, nas geracdes Fs¢ e Fs7.

Populagdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1

Linhagens UFRGS 006013-1
Terco da
] 2013 2014 2013 2014
panicula : : : :
Média DP Média DP Média  DP Média DP

Inferior 24,89 30,55 27,28™ 28,16 52,67 14,00 49,30a 18,50
Médio 25,11 32,37 27,97 32,83 64,33 2051 5762a 10,56
Superior 29,22 33,26 30,57 34,70 76,38 11,68 80,12 b 4,85
Média 26,41B 31,52 2836A 30,2 63,1 15,75 64,6 15,89

Letras diferentes na coluna indicam diferencas significativas entre os ter¢os da panicula; Letras distintas na
mesma linha indicam que as linhagens diferiram entre os anos quanto ao percentual de gréos sem casca pelo
teste de Tukey, considerando 5% de probabilidade de erro.



48

4.2.2 Populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2

A distribuicdo de frequéncias das linhagens para o carater nuda expresso
pelo percentual de grdos sem casca produzido na panicula inteira, nas geracdes
Fs:6 (2013) e Fs:7 (2014) esta apresentada na Figura 4. Do total de 191 linhagens
avaliadas na geracéo Fss, 91 linhagens (47,64%) apresentaram o fenétipo 100%
dos gréos com casca, 14 linhagens (7,33%) produziram o fenétipo 100% dos graos
sem casca e 86 linhagens (45,03%) produziram ambos os fenétipos, grdos com
casca e grdos sem casca na mesma panicula. Quando as linhagens foram
avaliadas na geracéao Fs:7, 97 linhagens (50,79%) apresentaram 100% dos graos
com casca, 17 linhagens (8,90%) produziram 100% dos grdos sem casca e 77
linhagens (40,31%) produziram ambos os fenoétipos, grdos com casca e sem casca
na mesma panicula (Figura 4). Da mesma forma que apresentado para a populacao
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, as linhagens que apresentaram 0sS
fenétipos 100% dos grdos com casca ou 100% dos grdos sem casca ha mesma
panicula foram apresentadas em classes fenotipicas distintas, desconsiderando o
intervalo de classe (Figura 4). As classes fenotipicas com percentual entre 0% e
100% representaram as linhagens da populacdo com expressividade variavel para
o0 carater nuda.

A média da populagéo de linhagens, para o percentual de grdos sem casca
produzido na panicula inteira foi similar entre as geracdes avaliadas. Todavia, um
percentual superior de grédos sem casca foi observado na geragédo Fs:7 (2014) em
comparacao a geracao Fs: (2013). Na geracdo Fs:6, a média das linhagens foi de
23,30% de graos sem casca, enquanto na geracao Fs.7a média foi de 24,19%, com
desvio padréo de 25,56% e 35,50%, respectivamente. Nesta populagéo, o elevado
desvio padrao estimado também pode ter resultado do grande namero de linhagens

que produziram o fenotipo 100% dos graos com casca (Figura 4).
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Quando os genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 foram considerados na
andlise fenotipica, uma elevada estabilidade fenotipica foi observada para o carater
nuda em ambos os genitores. O genitor URS Taura apresentou o fenétipo 100%
dos grédos com casca nas duas gera¢fes avaliadas. De maneira similar, porém com
fendtipo contrastante, o genitor UFRGS 017004-2 apresentou 100% dos graos sem
casca nas duas geracdes avaliadas. Os resultados obtidos para a populagao ‘URS
Taura x UFRGS 017004-2’ demonstraram uma elevada variagdo fenotipica entre
as linhagens avaliadas e uma elevada estabilidade fenotipica entre os genitores
para o carater nuda. Estes resultados sugerem que a populacdo ‘URS Taura X
UFRGS 017004-2’ deve se ajustar melhor aos estudos genéticos e moleculares do
carater nuda em aveia, em comparacdo com a populacédo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x

UFRGS 006013-1".

URS Taura

100 - /

90
mmm Geragéo F. - 2013
wzzz Geragéo F ., - 2014

80 -
70 A
60 -
50 A

40 A
UFRGS 017004-2

Numero de lihagens

% Gréos sem casca (nuda)

FIGURA 4. Distribuicdo de frequéncias das linhagens recombinantes de aveia avaliadas
nas geracdes Fs6(2013) e Fs7 (2014) para o percentual de grdos sem casca
em paniculas inteiras. O percentual de grdos sem casca produzido pelos
genitores URS Taura e UFRGS 017004-2 nas geracdes avaliadas esta indicado
na figura pelas setas.
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A andlise de variancia indicou diferencas significativas entre as linhagens e

para a interagdo ano x linhagem para o percentual de grdos sem casca, produzido
em paniculas inteiras (Tabela 5). As diferencas observadas nas linhagens sugerem
a existéncia de variabilidade genética para o carater nuda nesta populacdo. A
existéncia de variabilidade genética por sua vez é essencial para que estudos
genéticos e moleculares do carater nuda possam ser conduzidos nesta populagéo.
A auséncia absoluta de variacdo fenotipica dentro de cada genitor dispensa a
necessidade de analise de variancia entre 0s mesmos, uma vez que neste caso 0

erro experimental é igual a zero.

TABELA 5. Andlise de variancia das linhagens recombinantes do cruzamento URS Taura
X UFRGS 017004-2, considerando a variavel observada percentual de gréos
sem casca em paniculas inteiras.

Somade Quadrado

Causas de variacéao GL ) Teste F P
quadrados medio

Ano 1 232,25 232,29 3,34 0,0679"

Rep(Ano) 1 368,50 368,50 5,29 0,0215*

Linhagem 190 3554293 18706,81 268,75 <0,0001**

Ano*Linhagem 190 78196,80 411,56 5,91 <0,0001**

Linhagem*Rep(Ano) 190 157727,60 830,14 11,93 <0,0001**

Erro 2050 142694,60 69,61

CV % 35,93

*Significativo a 5% de probabilidade de erro pelo teste F; **Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo
teste F; " N&o significativo.

Na analise de variancia considerando os tercos da panicula, diferencas
significativas para o percentual de grdos sem caca foi identificado entre as
linhagens avaliadas. Todavia, ndo foram detectadas diferencas significativas para
repeticéo, terco e interacdo linhagem x terco (Tabela 6). Para os genitores URS
Taura e UFRGS 017004-2, nao foi realizada a andlise de variancia, uma vez que

nao foi observada variacéo fenotipica para o carater dentro de cada genitor.
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TABELA 6. Analise de variancia das linhagens recombinantes do cruzamento URS Taura
x UFRGS 017004-2, considerando a variavel observada percentual de graos
sem casca considerando os ter¢os da panicula, no ano de 2014.

Somade Quadrado

Causas de variacgao GL _ Teste F P

quadrados medio
Genotipo 190 1599577,00 8418,82 48,64 <0,0001**
Repeticéo 1 9,86 9,86 0,06 0,8114"
Terco 2 241,88 120,94 0,70 0,4976"
Gendtipo*Terco 380 3892,60 10,24 0,06 1,0000"s
Erro Experimental 566 97962,15 173,08
CV (%) 55,246

** Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F; "N&o significativo.

Ao avaliar o percentual de grdos sem casca nos tercos inferior, médio e
superior da panicula, foi possivel observar a maior formacao de graos sem casca
no terco superior da panicula, porém ndo houve diferenca dos demais tercos. Na
geracao Fs:6, 0 percentual de grdos sem casca produzido nos ter¢os inferior, médio
e superior da panicula foi de 23,37%, 23,18% e 23,57%, respectivamente. A
amplitude de variacdo entre os tercos inferior e médio foi de apenas 0,19%,
semelhante a amplitude entre os tercos inferior e superior que foi de 0,20%. O
desvio padrdo para os tercos inferior, médio e superior da panicula foi 33,22, 37,08
e 37,13%, respectivamente (Tabela 7).

Ao avaliar a geragdo Fs7, resultados similares foram observados. O
percentual de grdos sem casca produzido nos tercos inferior, médio e superior da
panicula foi de 23,24%, 24,32% e 24,46%, respectivamente. A amplitude de
variacdo entre os tercos inferior e médio foi de 1,08%, enquanto a amplitude entre
os tercos inferior e superior da panicula foi de 1,22% (Tabela 7). A variacéo
fenotipica observada entre os tercos da panicula para o percentual de grdos sem
casca foi inferior na populagcdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, quando

comparado com a variagao fenotipica observada na popula¢do ‘UFRGS 01B7114-
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1-3 x UFRGS 006013-1’, nas duas geracoes avaliadas. Da mesma maneira que a
média, o desvio padrdo apresentou um aumento gradual em direcdo ao 4pice da
panicula, com 29,97%, 27,76 %, 37,63% nos tercos inferior, médio e superior da

panicula, respectivamente.

TABELA 7. Percentual de graos sem casca produzido em cada terco da panicula, pelas
linhagens recombinantes e pelo genitor nuda da populacdo URS Taura X
UFRGS 017004-2, nas geracoes Fs¢ e Fs..

Populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2

Linhagens UFRGS 017004-2
Terco da
) 2013 2014 2013 2014
panicula -
Média DP Média DP Média DP Média DP

Inferior 23,37 33,22 23,24 29,97 100 0 100 0
Médio 23,18 37,08 24,32 27,76 100 0 100 0
Superior 23,57 37,13 24,46 37,63 100 0 100 0
Média 23,30 36,84 24,19 34,08 100 0 100 0

"s Nao significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F.

Para o percentual de grdos sem casca produzido pelos genitores, nos
diferentes tercos da panicula, o genitor URS Taura produziu 100% dos gréos com
casca em todos os ter¢os da panicula. O genitor UFRGS 017004-2 produziu 100%
de grdos sem casca em todos os tercos da panicula. Estes resultados foram

constantes entre as estacdes de crescimento, para ambos 0s genitores (Tabela 7).

4.3 Anédlise genética do carater nuda em aveia

A partir dos resultados obtidos na andlise fenotipica do carater nuda, a
analise genética foi conduzida para determinar o nimero de genes que controla
este carater em aveia hexaploide. As populacdes genéticas ‘UFRGS 01B7114-1-3

x UFRGS 006013-1’" e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ foram empregadas neste
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estudo. Hipdteses genéticas foram testadas para as duas populacdes nas geracdes

Fs6 € Fs:7.

4.3.1 Populacdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1

Para as linhagens obtidas a partir do cruzamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x
UFRGS 006013-1" avaliadas na geragao Fss, quatro linhagens (2,78%)
apresentaram o fen6tipo 100% dos grédos sem casca (nuda), 29 linhagens (20,14%)
apresentaram o fenétipo grdos parcialmente nuda, 42 linhagens (29,17%)
apresentaram o fenétipo gréos parcialmente com casca e 69 linhagens (47,92%)
apresentaram o fenotipo 100% dos graos com casca. A partir dos resultados
observados, a hip6tese genética de quatro genes envolvidos no controle do carater
nuda foi a hipotese que melhor se ajustou aos dados desta populagéo. A proporcao
fenotipica esperada para o modelo com quatro genes em gerac¢des avancadas de
autofecundacéo é de 1/16 : 3/16 : 4/16 : 8/16 ou, simplesmente, uma linhagem nuda
: trés linhagens parcialmente nuda : quatro linhagens parcialmente com casca : oito
linhagens com casca.

A partir da frequéncia fenotipica esperada descrita acima, na geracéo Fs:s 0
valor calculado do teste de Qui-quadrado foi igual a 4,05 (p= 0,256). Este resultado
indicou que as propor¢des fenotipicas observadas e esperadas se ajustaram ao
modelo de quatro genes. Sendo assim, a hipGtese genética de quatro genes
controlando o carater nuda na populacao ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-

1’ na geracgao Fs:s, ndo pode ser rejeitada (Tabela 8).
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TABELA 8. Teste de ajustamento das frequéncias fenotipicas observadas e esperadas
para o carater nuda na populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-
1’, avaliada nas geragoes Fs; (2013) e Fs:7 (2014).

Geracao Fs.6(2013)

Fendtipo

Genotipo Fobs'

e

Nuda

NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 4

9 2,78

Parcialmete nuda

NIN1 N2N2 N3N3 n4n4
N1IN1 N2N2 n3n3 N4N4
N1N1 N2N2 n3n3 n4n4 29

27 0,15

Parcialmete casca

NIN1 n2n2 N3N3 N4N4
NIN1 n2n2 N3N3 n4n4
NIN1 n2n2 n3n3 N4N4
NIN1 n2n2 n3n3 n4n4 42

36 1

Casca

nlnl N2N2 N3N3 N4N4

ninl N2N2 N3N3 n4n4

ninl N2N2 n3n3 N4N4

ninl N2N2 n3n3 n4n4

ninl n2n2 N3N3 N4N4

ninl n2n2 N3N3 n4n4

ninl n2n2 n3n3 N4N4

ninl n2n2 n3n3 n4n4 69

72 0,125

Total

144

144 4,05 0,256

Geragéo F5:7 (2014)

Fendtipo

Genotipo Fobs'

Fd 7B

Nuda

NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 5

9 1,78

Parcialmete nuda

NIN1 N2N2 N3N3 n4n4
N1IN1 N2N2 n3n3 N4N4
N1IN1 N2N2 n3n3 n4n4 37

27 3,70

Parcialmete
casca

N1N1 n2n2 N3N3 N4N4
N1N1 n2n2 N3N3 n4n4
NIN1 n2n2 n3n3 N4N4
NIN1 n2n2 n3n3 n4n4 30

36 1

Casca

ninl N2N2 N3N3 N4N4

nlnl N2N2 N3N3 n4n4

ninl N2N2 n3n3 N4N4

ninl N2N2 n3n3 n4n4

ninl n2n2 N3N3 N4N4

ninl n2n2 N3N3 n4n4

ninl n2n2 n3n3 N4N4

ninl n2n2 n3n3 n4n4 72

72 0

Total

144

144 6,48 0,090

fFobs = frequéncia observada de linhagens em cada classe fenotipica; $Fesp = frequéncia esperada de linhagens
em cada classe fenotipica, de acordo com o modelo de quatro genes; p* = probabilidade para o valor calculado
do teste de Qui-quadrado, considerando trés graus de liberdade.
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Na geracgédo Fs:7, cinco linhagens (3,47%) apresentaram o feno6tipo 100% dos
grdos sem casca, 37 linhagens (25,69%) apresentaram o fenétipo parcialmente
nuda, 30 linhagens (20,83%) apresentaram o fenétipo parcialmente com casca e
72 linhagens (50%) apresentaram o fendtipo 100% dos graos com casca. A partir
dos resultados observados, a hipotese que pressupde o modelo de quatro genes
envolvidos no controle do carater nuda foi testada. O valor calculado do teste de
Qui-quadrado foi de 6,48 (p=0,090), indicando que a hipotese de quatro genes néo
pode ser rejeitada nesta geragéo para a populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1’ (Tabela 8).

Os resultados obtidos na geracéo Fs:e demonstraram que 0s maiores desvios
entre as frequéncias observadas e esperadas ocorreram para as classes
fenotipicas nuda e parcialmente casca. Para a classe nuda, obteve-se um nimero
inferior de linhagens em relacdo ao esperado pelo modelo genético, enquanto para
a classe parcialmente casca, obteve-se um nimero superior ao esperado. Para as
classes fenotipicas parcialmente nuda e 100% dos graos com casca, a frequéncia
fenotipica observada situou-se proximo da frequéncia fenotipica esperada pelo
modelo genético (Tabela 8).

Considerando uma geracao a mais de autofecundacdo, foi possivel observar
que na geracao Fs:7, 0 numero de linhagens nas classes fenotipicas nuda e casca
(parentais) aumentou de quatro para cinco e de 69 para 72, respectivamente.
Considerando a analise fenotipica realizada na geracéo Fs:s (2013) e Fs:7 (2014),
os resultados sugerem que as condi¢des ambientais interferiram na expressao do
carater nuda na populacédo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’. Entretanto,
fatores genéticos como a heterozigose residual presente no genitor UFRGS
006013-1 e fatores epigenéticos também devem estar envolvidos na expressao do

carater nuda em aveia.
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4.3.2 Populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2
Para as linhagens derivadas do cruzamento ‘URS Taura x UFRGS 017004-
2’ avaliadas na geracao Fs:s, 14 linhagens (7,33%) produziram o fen6tipo 100% dos
grdos sem casca (nuda), 29 linhagens (15,18%) apresentaram o fendtipo
parcialmente nuda, 57 linhagens (29,84%) apresentaram o fendtipo parcialmente
casca e 91 linhagens (47,64%) apresentaram o fenotipo 100% dos grdos com
casca. A partir dos resultados observados, a hipétese genética de cinco genes
envolvidos no controle do carater nuda nesta populacao foi testada. A proporcao
fenotipica esperada para o modelo com cinco genes em geracdes avancadas de
autofecundacao é de 3/32 : 5/32 : 8/32 : 16/32, ou simplesmente, trés linhagem
nuda : cinco linhagens parcialmente nuda : oito linhagens parcialmente com casca
: 16 linhagens com casca. O valor calculado do teste de Qui-quadrado foi de 2,88
(p= 0,410), indicando que a hipdtese genética de cinco genes controlando este
carater na populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2' ndo pode ser rejeitada
(Tabela 9).
Na geracao seguinte (Fs:7), 17 linhagens (8,90%) apresentaram o fenétipo
100% dos graos sem casca (nuda), 25 linhagens (13,09%) apresentaram o fenétipo
parcialmente nuda, 52 linhagens (27,23%) apresentaram o fendtipo parcialmente
com casca e 97 linhagens (50,79%) apresentaram o fenétipo 100% dos grdos com
casca. A partir dos resultados observados, a hipotese que pressupde o modelo
genético de cinco genes envolvidos no controle do carater nuda em aveia foi
testada. O valor calculado do teste de Qui-quadrado foi de 1,23 (p = 0,745),
confirmando a hipétese genética de cinco genes controlando o carater nuda na

populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ (Tabela 10).
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TABELA 9. Teste de ajustamento das frequéncias fenotipicas observadas e esperadas
para o carater nuda na populacao ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, avaliada
na geracao Fse (2013).

Geragéo Fs:7(2014)

Fendtipo

Genétipo Fobs’ Fesp§

Ve p*

Nuda

NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 N5N5 - 14 17,91

NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 n5n5
NIN1 N2N2 N3N3 n4n4 N5SN5

0,85

Parcialmente nuda

NIN1 N2N2 N3N3 n4n4 n5n5 29 29,84

NIN1 N2N2 n3n3 N4N4 N5N5
N1N1 N2N2 n3n3 N4N4 n5n5
N1N1 N2N2 n3n3 n4n4 N5N5
NIN1 N2N2 n3n3 n4n4 n5n5

0,02

Parcialmente casca

NIN1 n2n2 N3N3 N4N4 N5N5 ST 47,75

NIN1 n2n2 N3N3 N4N4 n5n5
N1N1 n2n2 N3N3 n4n4 N5N5
NIN1 n2n2 N3N3 n4n4 n5n5
NIN1 n2n2 n3n3 N4N4 N5N5
NIN1 n2n2 n3n3 N4N4 n5n5
NIN1 n2n2 n3n3 n4n4 N5N5
NIN1 n2n2 n3n3 n4n4 n5n5

1,79

Casca

ninl N2N2 N3N3 N4N4 N5N5 91 955
nlnl N2N2 N3N3 N4N4 n5n5
ninl N2N2 N3N3 n4n4 N5N5
nlinl N2N2 N3N3 n4n4 n5n5
ninl N2N2 n3n3 N4N4 N5N5
nlinl N2N2 n3n3 N4N4 n5n5
ninl N2N2 n3n3 n4n4 N5N5
nlinl N2N2 n3n3 n4n4 n5n5
ninl n2n2 N3N3 N4N4 N5N5
ninl n2n2 N3N3 N4N4 n5n5
ninl n2n2 N3N3 n4n4 N5N5
ninl n2n2 N3N3 n4n4 n5n5
ninl n2n2 n3n3 N4N4 N5N5
ninl n2n2 n3n3 N4N4 n5n5
ninl n2n2 n3n3 n4n4 N5N5
ninl n2n2 n3n3 n4n4 n5n5

0,21

Total

191 191

2,88 0,410

fFobs = frequéncia observada de linhagens em cada classe fenotipica; SFesp = frequéncia esperada de linhagens
em cada classe fenotipica, de acordo com o0 modelo de cinco genes; p* = probabilidade para o valor calculado
do teste de Qui-quadrado, considerando quatro graus de liberdade.
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TABELA 10. Teste de ajustamento das frequéncias fenotipicas observadas e esperadas
para o carater nuda na populacao ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, avaliada
na geracao Fs7 (2014).

Geracéo Fs:7(2014)

Fendtipo

Gendtipo

Fobs,T

F(—:-s,p§

Nuda

NINI1 N2N2 N3N3 N4N4 N5N5

NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 n5n5
NINI1 N2N2 N3N3 n4n4 NSN5

17

17,91

Parcialmente nuda

NIN1 N2N2 N3N3 n4n4 n5n5
NINL1 N2N2 n3n3 N4N4 N5N5
NIN1 N2N2 n3n3 N4N4 n5n5
NIN1 N2N2 n3n3 n4n4 N5N5
NIN1 N2N2 n3n3 n4n4 n5n5

25

29,84

Parcialmente
casca

NIN1 n2n2 N3N3 N4N4 N5N5
NIN1 n2n2 N3N3 N4N4 n5n5
N1IN1 n2n2 N3N3 n4n4 N5N5
NIN1 n2n2 N3N3 n4n4 n5n5
N1N1 n2n2 n3n3 N4N4 N5N5
NIN1 n2n2 n3n3 N4N4 n5n5
N1IN1 n2n2 n3n3 n4n4 N5N5
N1N1 n2n2 n3n3 n4n4 n5n5

52

47,75

0,38

Casca

ninl N2N2 N3N3 N4N4 N5N5
nlnl N2N2 N3N3 N4N4 n5n5
nlinl N2N2 N3N3 n4n4 N5N5
nlinl N2N2 N3N3 n4n4 n5n5
nlinl N2N2 n3n3 N4N4 N5N5
ninl N2N2 n3n3 N4N4 n5n5
ninl N2N2 n3n3 n4n4 N5N5
ninl N2N2 n3n3 n4n4 n5n5
ninl n2n2 N3N3 N4N4 N5N5
ninl n2n2 N3N3 N4N4 n5n5
ninl n2n2 N3N3 n4n4 N5N5
ninl n2n2 N3N3 n4n4 n5n5
ninl n2n2 n3n3 N4N4 N5N5
ninl n2n2 n3n3 N4N4 n5n5
ninl n2n2 n3n3 n4n4 N5N5
nlnl n2n2 n3n3 n4n4 n5n5

97

95,5

0,02

Total

191

191

1,23 0,745

fFobs = frequéncia observada de linhagens em cada classe fenotipica; $Fesp = frequéncia esperada de linhagens
em cada classe fenotipica, de acordo com o0 modelo de cinco genes; p* = probabilidade para o valor calculado

do teste de Qui-quadrado, considerando quatro graus de liberdade.

Em todas as classes fenotipicas, maiores desvios entre frequéncias

observadas e esperadas ocorreram na geracdo Fse. Para as classes nuda e

parcialmente nuda, obteve-se um numero inferior de linhagens daquele esperado
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pelo modelo genético. Para a classe parcialmente casca, um numero superior de
linhagens daquele esperado pelo modelo genético foi observado, enquanto para a
classe 100% dos grdos com casca, obteve-se um numero inferior de linhagens
daquele esperado pelo modelo genético (Tabela 9). Na geracéo Fs:7z, 0 nUmero de
linhagens nas classes fenotipicas nuda e casca aumentou de 14 para 17 e de 91
para 97, respectivamente. Menores desvios entre frequéncias observadas e
esperadas foram obtidos nesta geracao. Para a classe nuda, obteve-se um nimero
inferior de linhagens daquele esperado pelo modelo genético, enquanto que para a
classe parcialmente nuda, obteve-se um numero superior ao esperado. Para as
classes fenotipicas parcialmente casca e casca, um ndmero superior de linhagens
daquele esperado pelo modelo genético foi observado (Tabela 10).

Apesar dos desvios obtidos entre as frequéncias observadas e esperadas, o
modelo genético de cinco genes controlando o carater nuda ajustou-se nas duas
geracOes avaliadas. Da mesma forma que foi observado na populacdo ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, fatores ambientais, genéticos e epigenéticos
podem estar relacionados as variagdes fenotipicas observadas entre as geracgoes.
No entanto, a amplitude de variagdo entre as geragdes foi menor na populagéao
‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, quando comparada com a populacdo UFRGS

01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

4.4 Herdabilidade do carater nuda em aveia

4.4.1 Populacdo UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1

Com base na analise de variancia das linhagens recombinantes avaliadas
nas geracaoes Fsi e Fs7, 0 coeficiente de herdabilidade no sentido amplo foi
estimado. A variacdo fenotipica observada pode ser atribuida a diferencas

genéticas entre linhagens (componentes herdaveis) e a diferencas ambientais
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(componentes ndo herdaveis). A variancia fenotipica calculada foi de 1340,79, a
qual é composta pela variancia genotipica (888,21) e a pela variancia ambiental
(452,58). Desta forma, o coeficiente de herdabilidade estimado para o carater nuda

na populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ foi de 0,66 (Tabela 11).

TABELA 11. Andlise de variancia, particao da variacdo fenotipica total em componentes
da variacao genética e variagdo ambiental e estimativa do coeficiente de
herdabilidade no sentido amplo para o carater nuda na populacdo UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

Causas de variacéao GL Soma de Quadrfado E(QM)
guadrados médio

Ano 1 2194,02 2194,02*

Rep(Ano) 1 350,14 350,147

Linhagem 143 2012080 14070,49* 0%3+N0%e+rN<02,

Ano*Linhagem 143 135321,10 946,30** 0%4+n-0%e+rn+0%,

Linhagem*Rep(Ano) 143 198828,60 1390,41+ 0%¢+n-0%

Erro 1581 221308,60 139,98 0%

CV % 42,88

Variavel 0% 0% 0% h2,

Gréos sem casca 452,58 888,21 1340,79 0,66

**Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F; E(QM) = esperan¢a do quadrado médio; 0% =
variancia genética; 0% = variancia ambiental; 024 = variancia dentro da parcela; 02p = variancia ambiental h%, =
estimativa do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo.

4.4.2 Populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2

Na analise de variancia realizada nas geracgdes Fs:6 € Fs:7 para as linhagens
da populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, diferencas significativas entre as
linhagens foram detectadas. Com base nesta analise, o coeficiente de
herdabilidade no sentido amplo foi estimado. A variancia fenotipica calculada foi de
1557,15, a qual € composta pela variancia genotipica (1296,93) e a pela variancia
ambiental (260,22). O coeficiente de herdabilidade estimado para o carater nuda

na populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ foi de 0,83 (Tabela 12).
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TABELA 12. Analise de variancia, particdo da variacdo fenotipica total em componentes da
variacdo genética e variacdo ambiental e estimativa do coeficiente de
herdabilidade no sentido amplo para o carater nuda na populacdo URS Taura
x UFRGS 017004-2.

Causas de variacao GL soma de Quadr.ado E(QM)
quadrados medio

Ano 1 232,29 232,29

Rep(Ano) 1 368,50 368,50

Linhagem 190 3554293 18706,81* 0%g+N:0%e+r:N:0?p

Ano*Linhagem 190 78196,80 411,56 0%g+N-0%e+rN+0%,

Linhagem*Rep(Ano) 190 157727,63 830,14+ 0%g+n-0%e

Erro 2050 142694,60 69,60 0%

CV % 35,93

Variavel 0% 0% 0% h2,

Graos sem casca 260,22 1296,93 1557,15 0,83

**Significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste F; E(QM) = esperanca do quadrado médio; 02 =
variéncia genética; 0% = variancia ambiental; 024 = variancia dentro da parcela; 0%, = variancia ambiental hZa =
estimativa do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo.

O coeficiente de herdabilidade para o carater nuda variou entre as
populacées genéticas avaliadas, com estimativa de 0,66 para a populagédo ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1" e 0,83 para a populacao ‘URS Taura x UFRGS
017004-2’. Assim como a estimativa da herdabilidade, as variancias fenotipica,
genotipica e ambiental oscilaram entre as populacdes avaliadas. Valores
superiores de variancia fenotipica e genotipica foram detectados na populacdo
‘URS Taura x UFRGS 017004-2’. Enquanto, a maior variancia ambiental foi
detectada na populagdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, sendo que
esta populagcdo possuiu o genitor UFRGS 006013-1, o qual apresenta

expressividade variavel para o caréater nuda.
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4.5 Analise molecular do carater nuda em aveia

4.5.1 Desenvolimento do mapa genético de ligacao

A partir de marcadores moleculares SNP polimérficos entre os genitores, um
mapa genético de ligacdo foi construido para cada populacdo de mapeamento
molecular. Para a populacdo de mapeamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1" foram identificados 939 SNP polimorficos entre os genitores. Destes
marcadores, 738 foram agrupados em 52 grupos de ligacao (Figura 5). Os demais
marcadores polimdérficos ndo apresentaram ligacdo genética a nenhum dos grupos
formados. A auséncia de ligacdo destes marcadores esta associada a exclusao dos
mesmos durante a analise, devido a distor¢céo de segregacao Mendeliana.

O numero de marcadores moleculares em cada grupo de ligacédo variou de
dois, nos grupos de ligacao 46 a 52, até 58 no grupo de ligacdo 1. A distancia
genética de cada grupo de ligacdo variou de 1,7 cM no grupo de ligacdo 46 até
136,2 cM no grupo de ligacdo 3 (Figura 5). O mapa genético de ligacdo completo
para a populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ cobriu uma distancia
genética total de 1699,04 cM. Desta forma, aproximadamente 84,95% e 89,89% do
genoma total da aveia foi representado neste mapa, com base no mapa consenso
desenvolvido por Oliver et al. (2013) e por Wight et al. (2003), respectivamente. Os
maiores grupos de ligagcdo formados foram: 1, 2, 4, 5, 6, 0s quais juntos
representaram uma regido gendmica de 506,11 cM e corresponderam a 29,79% do

mapa genético desenvolvido (Figura 5).
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FIGURA 5. Mapa genético de ligacao desenvolvido com base em marcadores SNP para a
populagdo de mapeamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1".
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Para a populacéo de mapeamento molecular ‘URS Taura x UFRGS 017004-
2’, 904 marcadores SNP polimorficos foram identificados entre os genitores. Destes
marcadores, 588 foram agrupados em 49 grupos de ligacdo. Os demais
marcadores nao apresentaram ligagdo genética a nenhum grupo ou ndo foram
considerados no desenvolvimento do mapa de ligacdo em funcéo da distorgéo de
segregacao Mendeliana.
O numero de marcadores moleculares em cada grupo de ligacédo variou de
2 nos grupos de ligacdo 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49 até 48 marcadores no grupo de
ligacdo 1. A distancia genética de cada grupo de ligacao variou de 0,4 cM no grupo
de ligacdo 49 até 126,6 cM no grupo de ligacdo 3 (Figura 6). O mapa genético de
ligacdo completo para a populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ cobriu uma
distancia genética total de 1450,48 cM. O mapa genético apresentou uma cobertura
aproximada de 72,52% e 76,75% em comparacao ao mapa consenso desenvolvido
por Oliver et al. (2013) e por Wight et al. (2003), respectivamete. Os maiores grupos
de ligacdo formados foram: 1, 2, 3, 4, 5, 0s quais cobriram uma regido genémica

de 496,16 cM e corresponderam a 34,20% do mapa genético.
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FIGURA 6. Mapa genético de ligacao desenvolvido com base em marcadores SNP para a
populagdo de mapeamento molecular ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’.
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continuacdo FIGURA 6. Mapa genético de ligacdo baseado em marcadores SNP para a
populacdo de linhagens recombinantes derivadas do cruzamento
‘URS Taura x UFRGS 017004-2'.
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A partir dos mapas genéticos de ligacdo, variagdo quanto ao numero de
marcadores moleculares e a distancia genética coberta pelos mapas foram
identificadas entre as popula¢des de mapeamento. No mapa genético desenvolvido
para a populacdo de mapeamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, um
namero superior de marcadores foi agrupado, cerca de 150 a mais, em comparacao
ao numero de marcadores na populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’. Da
mesma forma, o mapa genético de ligacdo da populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 X
UFRGS 006013-1’ permitiu uma maior cobertura do genoma, sendo 248,56 cM
superiorem comparagdo com 0 mapa genético de ligacdo da populacdo de

mapeamento ‘URS Taura x UFRGS 017004-2'.

4.5.2 Ancoragem dos grupos de ligacdo no mapa consenso de aveia

Apbs o desenvolvimento do mapa genético de ligacdo para cada populacao
de mapeamento, a localizacdo cromossOmica de cada grupo de ligagdo foi
realizada, com base nos 21 cromossomos do mapa genético de ligacdo consenso
da aveia (Tinker et al., 2014). Os resultados da ancoragem dos grupos de ligacdo
para as populacdes ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura X
UFRGS 017004-2’ estdo apresentados na Tabela 13. A partir da ancoragem dos
grupos de ligacdo no mapa consenso da aveia, uma elevada correspondéncia dos
marcadores de cada grupo de ligacdo com os marcadores do respectivo
cromossomo foi detectada. A Unica excec¢ao observada foi para o grupo de ligacao
1 da populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, o qual possui marcadores
localizados em dois cromossomos, sendo 13 marcadores no cromossomo 14D, 17
no cromossomo 8A e 12 marcadores ainda ndao possuem localizagcéo conhecida no
mapa consenso da aveia. Este resultado se manteve quando alterados os

parametros (LOD) para o desenvolvimento do mapa.
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TABELA 13. Ancoragem dos grupos de ligacdo obtidos do mapa genético para as

popula¢gbes ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura X
UFRGS 017004-2’, com os 21 cromossomos do mapa consenso da aveia.

Grupos de ligacao

UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS URS Taura x UFRGS 017004-

Cromossomo 006013-1 2

1C 6, 13 2,43
2C 16, 32 33

3C 11, 45 6, 17
4C 28, 44 16, 39
5C 2,49 3,7,45
6C 10, 31, 33, 40, 41 25, 30, 37
7C-17A 19, 25, 50, 51 14, 20, 29
8A 23 1

9D 1,7,39 10, 27, 47
10D-F-1 29 11
10D-F-2 34 28
11A 10 13, 32
12D 26, 35 12,41
13A 12, 18, 38 18, 34, 42
14D 5, 15, 42 1,9, 15, 23
15A 21, 22, 36 19, 26, 36
16A 4,9, 37 4, 44
17A-7C 17 -
18D 3 31
19A 8, 14, 20 5,8
20D 24, 30 21, 24, 38
21D 27,43 22
NA* 46, 47, 48, 52 35, 40, 46, 48, 49

NA* = Grupos de ligagdo ndo ancorados aos cromossomos, de acordo com 0 mapa consenso.

4.5.3 Analise de QTL

Por meio do mapeamento por intervalo simples (SIM), com base em modelos

lineares aditivos, QTL associados com o carater nuda em aveia foram detectados

nas duas populagbes de mapeamento. Na populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 X

UFRGS 006013-1' um QTL maior associado ao carater nuda foi identificado. Este
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QTL esta ligado aos marcadores GMI_ES14 ¢c19259 657 e
GMI_ES17_c5923 221, os quais foram mapeados no grupo de ligagdo 47 a uma
distancia de 11,7 cM entre si. No entanto, estes marcadores ndo apresentaram
ligacdo a nenhum outro marcador. O QTL identificado foi significativo nas duas
geracOes avaliadas, explicando 62,10% e 64,83% da variacao fenotipica observada
entre as linhagens nas geracdes Fse e Fs:7, respectivamente. Na média das
geracdes (Fsi € Fs:7), 0 QTL explicou 64,50% da variacdo fenotipica observada

(Tabela 14).

TABELA 14. Resumo da andlise de QTL para o carater nuda na populacdo de mapeamento
UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1.

Marcador Grupo de Distancia Efeito Variacéo
ligacao cM LOD médio  Fenotipica (%)
Geracao Fs6(2013)
GMI_ES14 19259 657 47 0,0 13,27* -50,2 50,2
Pico do QTL 47 5,0 18,05* -62,10 62,10
GMI_ES17_c5923 221 47 11,7 15,96* -54,72 54,72
Geracgao Fs7(2014)
GMI_ES14 c19259 657 47 0,0 14,66* -53,32 53,32
Pico do QTL 47 5,0 19,11* -64,83 64,83
GMI_ES17_c5923 221 47 11,7 15,68* -55,84 55,84
Média das geracoes (Fse € Fs7)
GMI_ES14 ¢19259 657 47 0,0 14,81* -51,79 51,79
Pico do QTL 47 5,0 19,89* -63,50 63,50
GMI_ES17_c5923 221 47 11,7 16,83* -55,1 55,1

*Significativo a 5% de probabilidade de erro. A taxa de erro tipo | para 0 mapeamento por intervalo simples foi
estabelecida com base em 10.000 permutacdes ao acaso.

Os marcadores agrupados no grupo de ligacdo 47 do mapa genético da
populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, ainda n&o possuem

localizagdo cromossdmica conhecida no mapa consenso da aveia (Tabela 13).
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Estes resultados indicam que os alelos do genitor UFRGS 006013-1 aumentaram
o percentual de grédos sem casca em média 63,50%.

Para a populagéao ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, um QTL maior associado
ao carater nuda foi identificado. Este QTL est4d ligado aos marcadores
GMI_ES14 c19259 657, GMI_ES22 c7478 431 e GMI_GBS_86198, os quais
foram mapeados no grupo de ligacao 35, abrangendo uma distancia genética de 6
cM. O QTL identificado foi significativo nas duas geracdes avaliadas, explicando
52,05%, 52,29% e 52,08% da variacao fenotipica observada entre as linhagens na
geracdo Fss, Fs7 € na média das geracles, respectivamente (Tabela 15). Os
marcadores associados ao QTL na populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2°
apresentaram ligagcdo apenas com o marcador GMI_ES22_c7747_621, o qual esta
localizado a uma distancia de 13,3 cM do marcador GMI_GBS 86198. Os
marcadores agrupados no grupo de ligacdo 35 do mapa genético desta populacao,
ainda ndo possuem localizacdo cromoss6mica conhecida no mapa consenso da
aveia (Tabela 13). Estes resultados indicam que os alelos do genitor UFRGS
017004-2 para o marcador GMI_ES22 ¢7478_431 aumentaram o percentual de
gréos sem casca em média 52,08%.

O marcador GMI_ES17 ¢5923 221, que esta ligado ao QTL na populacao
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, foi excluido do desenvolvimento do
mapa genético da populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ por apresentar
distorcdo de segregacdo Mendeliana (x°= 7,84). JA& os marcadores
GMI_ES22 c7478 431 e GMI_GBS_86198 ligados ao QTL na populagdo ‘URS
Taura x UFRGS 017004-2’, ndo apresentaram polimorfismo entre os genitores

‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1".
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TABELA 15. Resumo da andlise de QTL para o carater nuda na populagéo de mapeamento
URS Taura x UFRGS 017004-2.

Marcador Grupo de Distancia Efeito Variagéo
ligagéo cM LOD médio  Fenotipica (%)
Geracdo Fs6(2013)
GMI_ES14 ¢19259 657 35 0,0 12,72* -51,68 51,68
GMI_ES22_c7478_431 35 0,7 12,66*  -52,05 52,05
GMI_GBS_86198 35 6,0 7,23* -45,32 45,32
Geracgao Fs7(2014)
GMI_ES14 ¢19259 657 35 0,0 12,51* -52,29 52,29
GMI_ES22_c7478_431 35 0,7 12,09+  -52,11 52,11
GMI_GBS_86198 35 6,0 7,95* -47,94 47,94
Média das geracgodes (Fs:s € Fs:7)
GMI_ES14 ¢19259 657 35 0,0 12,79* -51,98 51,98
GMI_ES22 _c7478_431 35 0,7 12,55* -52,08 52,08
GMI_GBS_86198 35 6,0 7,66* -46,63 46,63

*Significativo a 5% de probabilidade. A taxa de erro do tipo | para o mapeamento por intervalo simples foi
baseada em 10.000 testes aleatdrios de permutacgéo.

A sequéncia de nucleotideos do segmento de DNA dos marcadores SNP

associados com regides gendmicas candidatas a conter genes que controlam o

carater nuda nas duas populacdes de mapeamento analisadas esta apresentada

na Tabela 16. Apenas o marcador ‘GMI_ES14 ¢19259 657’ apresentou ligacdo ao

QTL associado ao carater nuda nas duas populacdes de mapeamento avaliadas

neste estudo. Este marcador possui um segmento de DNA constituido por 121

nucleotideos e o polimorfismo genético € caracterizado por um SNP na posicao 61,

envolvendo a substituicdo de um nucleotideo timina nos genitores UFRGS

01B7114-1-3 e URS Taura (grdos com casca), por um nucleotideo citosina nos

genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 (graos sem casca) (Tabela 16).
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TABELA 16. Sequéncia de nucleotideos dos marcadores moleculares ligados a QTL
associados com o carater nuda em aveia.

Marcador Sequéncia de nucleotideos

GMI_ES17_c5923_221 CTCCTTGCTCGCCATCATCATCGGCATGGTTCCCGTGTTCAAGG
CTTTCGTGTTCGAGGC[T/C]GACGCGCCGCTCTCCTTCTTCACC
GACAGTCTGGAGATCCTGGCTGCTGCCGTGGTCCCC

GMI_ES22_c7478_431 GGTTCTCCTAAATTGTGTTGAAGAGGCCAATGGTTCCACCAATT
GGCCTAATTGTTCGCC[A/G]ACATGCAGAAGAGGTTCTCAGAAG
TTTGGAAGGGCAGGATGCCAAATGGAACATCTTTCG

GMI_GBS_86198 TGCAGGGAACGTGCTGTACGATGTGGATGAGTCCACGACGTGC
CTGGCGTTTGCAGCCACCGA[T/C]

GMI_ES14_c19259_657 ACACTGGTCCACTGGGATCATAAGTTGTATGCAGCTCCATATCT
ACACTTGCGAACCGTA[T/CICTGACGGAGACTGAAGGAGCCAGC
ACGGAAATTCTTTGCAGCCACAAGCTTAGCATAAAT

Para as duas popula¢gdes de mapeamento, apenas um QTL foi identificado.
A variacéao fenotipica explicada pelo QTL foi maior na geracao Fs:7, em comparagao
com a geragcao Fss, para as duas populacbes. Ao comparar as populacdes de
mapeamento, a variacao fenotipica explicada pelo QTL foi superior na populacao
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, em comparacdo com a populacédo ‘URS
Taura x UFRGS 017004-2’, nas duas geracbes de autofecundacédo avaliadas
(Tabela 14 e Tabela 15). O QTL identificado neste estudo pode estar associado ao
gene principal (N1) identificado na andlise genética. Este QTL esta localizado em
regibes cromossdmicas homélogas e/ou colineares entre as popula¢cfes avaliadas.
Isto pode ser ilustrado pelo grupo de ligacdo de ambas as populacdes em que o
QTL foi identificado apresentarem o marcador GMI_ES14 ¢19259 657 em comum
(Figura 7). No entanto, ndo foi possivel identificar a localizagdo cromoss6mica deste
QTL, uma vez que o0s marcadores moleculares dos grupos de ligacao

compreendendo o QTL ainda ndo possuem localizacado cromossémica conhecida.
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GL 47 GL 35
0.0 GMI_ES14_c19259_657 0.0 GMI_ES14_c19259 657
0.7 GMI_ES22_c7478_431
6.0 GMI_GBS_86198
11.7 GMI_ES17 ¢5923 221
19.3 GMI_ES22_c7747_621

FIGURA 7. Grupos de ligagédo contendo um QTL de grande efeito associado com o carater
nuda em aveia hexaploide. A) Grupo de ligagdo 47 derivado da populacéo de
mapeamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’. B) Grupo de ligacao
35 derivado da populagdo de mapeamento ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’.
Circulos azuis indicam a localizagao aproximada do QTL.

A sequéncia de nucleotideos do segmento de DNA dos marcadores ligados
ao QTL foi comparada com sequéncias de nucleotideos disponiveis no banco
publico de dados moleculares GenBank. No entanto, nenhuma das sequéncias de
nucleotideos dos marcadores ligados ao QTL apresentaram similaridade de
sequéncias de nucleotideos de genes relacionados ao carater nuda em outras
espécies.

Na populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, o QTL apresentou
ligacdo aos marcadores GMI_ES14 c19259 657 e GMI_ES17 c5923 221. A
sequéncia de nucleotideos do marcador GMI_ES17 ¢c5923 221 apresentou
similaridade com uma sequéncia de nucleotideos de trigo (Triticum aestivum L.),
com a identificacdo HG670306.1. A sequéncia de nucleotideos de aveia e de trigo

apresentaram identidade molecular de 92%. Em trigo, a sequéncia esta localizada
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no cromossomo 3B, o qual é constituido por 774 megabases, e possui 5326 genes,
1938 pseudogenes e 85% de elementos transponiveis (Choulet et al. 2014).

A sequéncia de nucleotideos do marcador GMI_ES14 ¢19259 657
apresentou similaridade com uma sequéncia de cevada (Hordeum vulgare subsp.
vulgare L.), com a identificacdo AK368463.1. A sequéncia de nucleotideos de aveia
e de cevada apresentaram identidade molecular de 97% (Matsumoto et al., 2011).
A sequéncia de nucleotideos do marcador GMI_ES14 c19259 657 também
apresentou similaridade com uma sequéncia do gene LOC100843578 de
Brachypodium distachyon, com identificacdo XM 003573110, o qual esta
localizado no cromossomo 3. A sequéncia de nucleotideos de aveia e de
Brachypodium distachyon apresentaram identidade molecular de 97%. O gene
LOC100843578 codifica uma provavel enzima oligopeptidase citosolica A. Além
disso, a sequéncia de nucleotideos do marcador GMI_ES14 ¢19259 657 de aveia
também apresentou 97% de similaridade com uma sequéncia de nucleotideos de
Brachypodium distachyon, com identificacdo AK426696 (Mochida et al., 2013).

Na populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, o QTL foi flanqueado pelos
marcadores GMI_ES14 ¢19259 657, GMI_GBS 86198 e GMI_ES22 c7478 431.
No entanto, as sequéncias de nucleotideos dos marcadores GMI_GBS 86198 e
GMI_ES22 c7478_ 431, ndo apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia

disponivel no banco de dados do GenBank.



5 DISCUSSAO

A andlise fenotipica demonstrou que os genitores UFRGS 01B7114-1-3 e
URS Taura produziram 100% dos grédos com casca nos dois anos de avaliagédo
(Figura 3 e Figura 4). Para os genitores que apresentam o fenotipo grédos sem
casca, 0 genitor UFRGS 006013-1 produziu grdos com casca e sem casca na
mesma panicula, nos dois anos avaliados, indicando a sua expressividade variavel
para o carater nuda (Figura 3). Por outro lado, o genitor UFRGS 017004-2 exibiu o
fenotipo 100% dos grdos sem casca nos dois anos avaliados, indicando a sua
expressividade completa e/ou estabilidade fenotipica para o carater nuda (Figura
4).

A diferenca entre os genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 quanto
a expressdao do carater nuda, permite aderecar aspectos importantes da
manifestacdo fenotipica deste carater em aveia, entre eles: i) a possibilidade de
obtencéo de individuos com o fendtipo 100% dos grdos sem casca, a partir do
cruzamento entre um genitor com o fendtipo 100% dos grédos com casca € um
genitor apresentando expressividade varidvel para o carater nuda, i) a
possibilidade de obtencéo de individuos com expressividade variavel para o carater
nuda, a partir do cruzamento entre um genitor com o fenétipo 100% dos graos com
casca e um genitor com o fenotipo 100% dos grdos sem casca €, iii) a interferéncia
da expressividade variavel presente no genitor UFRGS 006013-1 na expressao

fenotipica de linhagens obtidas do cruzamento com este genitor.
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Ao avaliar as linhagens obtidas a partir do cruzamento ‘UFRGS 01B7114-1-
3 x UFRGS 006013-1’, um grande namero de linhagens apresentou expressividade
variavel para o carater nuda, sendo classificadas como linhagens parcialmente
nuda e parcialmente casca. Linhagens com o fenétipo 100% dos graos sem casca
foram observadas nas duas geracdes avaliadas, mesmo com a expressividade
variavel presente no genitor UFRGS 006013-1 (Figura 3). Estes resultados
demonstram a possibilidade de obtencéo de linhagens estaveis e/ou fixas para o
carater nuda, a partir de genitores com expressividade variavel, devido a
complementariedade de genes dispersos entre os genitores.

Na populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2', da mesma forma que
descrito para a populacdo anterior, um grande numero de linhagens apresentou
expressividade variavel para o carater nuda. E importante ressaltar que nesta
populacdo, os genitores ndo variaram para o carater nuda (Figura 4). Ao comparar
a proporcao de linhagens que exibiu expressividade variavel entre as populacdes
avaliadas, esta foi superior na populagédo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-
1’. Estes resultados sugerem gque a expressividade variavel deve ser controlada em
algum grau por fatores genéticos. No entanto, a presenca de linhagens com
expressividade variavel na populacédo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, indica que
além dos fatores genéticos, fatores ambientais também devem atuar na expresséo
do carater nuda em aveia.

Na geracgdo Fs7, avaliada no ano de 2014, um aumento no percentual de
graos sem casca foi observado no genitor UFRGS 006013-1 e nas linhagens das
da populagédo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, em comparacdo a
geragdo Fse avaliada no ano de 2013. O aumento no percentual de grdos sem
casca pode estar associado a maior temperatura meédia diaria observada em 2014

(Figura 2). Resultados similares associando a produgao de grdos sem casca com
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a elevacdo da temperatura ja foram reportados na literatura cientifica (Boland &
Lawes, 1973; Lawes & Boland, 1974; Kirkkari et al., 2004; Brenner, 2007; Lanoie et
al., 2010; Pellizzaro, 2014).

Dos trabalhos citados acima, apenas Lanoie et al. (2010) quantificaram o
efeito da temperatura no percentual de graos sem casca no Canada, em condi¢des
de campo e em diferentes anos, da mesma forma que avaliado no presente estudo
no Brasil. Ao comparar os dois estudos, a diferen¢a na temperatura média entre 0s
anos avaliados foi maior nas condi¢cdes brasileiras de cultivo. Nestas condi¢des, um
maior percentual de grdos sem casca foi obtido entre as linhagens da populagéo
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, em comparagdo aos genotipos
avaliados no Canada. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa no
percentual de graos sem casca entre os anos avaliados para as linhagens da
populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2'. Estes resultados demonstraram
claramente que a temperatura exerce um papel importante na expressao do carater
nuda em aveia. No entanto, a magnitude com que este fator ambiental influencia o
carater, depende da constituicdo genética dos individuos avaliados.

A hipétese de que a temperatura exerce influéncia no percentual de graos
sem casca, porém de maneira variavel entre individuos que possuem constituicdo
genética diferenciada, também foi descrita por Lawes & Boland (1974). Ao avaliar
oito cultivares de aveia nuda quando cultivadas em diferentes temperaturas (15, 20
e 25°C), apenas a cultivar Cc 6301 NOS Nackthafer produziu 100% dos graos sem
casca nas trés condicbes de temperatura. As demais cultivares apresentaram
reducdo de 1 a 36,8% no percentual de graos sem casca, quando cultivadas na
temperatura de 15°C (Lawes & Boland, 1974).

Para um maior entendimento da influéncia da temperatura na expressao do

carater nuda em aveia, estudos complementares devem ser conduzidos. Entre
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estes, linhagens com niveis variaveis de producéo de grdos sem casca, deveriam
ser avaliadas em condi¢ées ambientais rigorosamente controladas. As linhagens
poderiam ser expostas a diferentes condi¢cdes ambientais de cultivo, como: i)
diferentes temperaturas durante todo o ciclo de crescimento das plantas, ii)
diferentes temperaturas em diferentes estadios de desenvolvimento das estruturas
florais e, iii) diferentes condi¢cdes de temperatura associadas com alteracbes no
fotoperiodo e intensidade luminosa em diferentes estadios de desenvolvimento das
estruturas florais.

Além da influéncia da temperatura na expressao do carater nuda nas duas
geracoes avaliadas, a proporcao de linhagens com locos génicos em heterozigose
para o carater nuda interferiu na producédo de grédos sem casca. Ao comparar as
geragdes Fs:6 e Fs7, um maior nimero de linhagens estaveis/fixas expressando os
fendtipos 100% dos grédos com casca e 100% dos grdos sem casca foi observado
na geracgao Fs:7, para as duas populacdes avaliadas (Tabela 8, Tabela 9 e Tabela
10). Estes resultados demonstraram uma relacdo positiva entre o namero de
linhagens fixas para o carater nuda e a geracao de autofecundacdo avaliada.
Embora, o presente estudo ndo avaliou as linhagens além da geracédo Fsz7, €
provavel que o numero de linhagens exibindo o fenétipo 100% dos gréos sem casca
aumente em uma propor¢cdo maior do que a propor¢cao tedrica esperada para a
geracao Fs:g e geracdes sucessivas, devido a heterozigose residual.

Recentemente, a expressividade variavel do carater nuda em diferentes
espécies de gramineas tem sido atribuida a regulacdo epigenética, via pequenas
moléculas de RNA nao codificantes, denominadas microRNAs ou RNAs de
interferéncia (Zhu et al., 2009; Sormacheva et al., 2015). Em arroz, 0 aumento na
expressao do miR172 foi associado com anomalias no desenvolvimento do sistema

reprodutivo, produzindo péalea e lema retorcidas, alongadas e degeneradas,
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ocasionando a producao de graos sem casca nesta espécie (Zhu et al., 2009). De
maneira similar, estudos recentes demonstraram que o0 RNA mensageiro maduro
do gene Q, responsavel pela caracteristica grdos sem casca em trigo apresenta um
sitio de ligacdo do miR172 (Sormacheva et al., 2015).

O miR172 é responsavel pela regulacdo pos-transcricional de genes
envolvidos no modelo ABCDE de desenvolvimento floral. Grande parte dos genes
do modelo ABCDE codifica fatores de transcricdo do tipo MADS-box. Estes fatores
de transcricdo atuam como reguladores da identidade dos meristemas reprodutivos
e dos oOrgdos florais em um grande numero de espécies. Pesquisas recentes
demonstraram que estes fatores de transcricdo participam na morfogénese de
quase todos os 6rgdos e durante todo o ciclo das plantas, incluindo a
gametogénese e o0 desenvolvimento da semente (Smaczniak et al., 2012).

Considerando a regulagéo de genes envolvidos no controle do carater nuda
pelos microRNAs, é provavel que a variacdo do percentual de graos sem casca
observada entre as linhagens e geragOes avaliadas neste trabalho, pode estar
associada com a regulacao epigenética, via microRNAs. Neste contexto, 0 miR172
poderia regular a expressdo do gene N1. Para confirmar a atuacdo do miR172 na
regulacdo deste carater em aveia, analises de expressdo deste gene durante o
periodo de desenvolvimento da casca, sob diferentes condi¢cdes de temperatura,
devem ser realizados no futuro.

Além da variagdo na expressdo do carater nuda entre os anos avaliados,
diferencas na expressividade deste carater entre os tercos da panicula também
foram observadas. Nas duas geracdes avaliadas, o genitor UFRGS 006013-1
apresentou maior percentual de graos sem casca no terco superior da panicula, em
relacdo aos demais tercos (Tabela 4). De maneira similar, linhagens obtidas do

cruzamento ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ apresentaram maior
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percentual de grdos sem casca no tergo superior e menor percentual no terco
inferior da panicula. Por outro lado, n&o houve diferenca significativa entre os tercos
da panicula (Tabela 4).

Nas linhagens da populacao ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, o percentual
de grdos sem casca também foi maior no ter¢co superior da panicula. Da mesma
forma que para a poulacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, ndo houve
diferenca significativa entre os tercos avaliados. Nesta populagéo néo foi observada
grande amplitude de variacdo no percentual de graos sem casca entre 0s tergos
avaliados, quando comparado com a populacéo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1". A maior amplitude de variacdo observada na populacdo ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, pode ter sido ocasionada pela constituicdo
genética do genitor UFRGS 006013-1. Este genitor apresentou grande variagdo no
percentual de gréos sem casca entre os tergos avaliados nos dois anos de
avaliacdo (Tabela 4). Os resultados sugerem que mecanismos genéticos e/ou
epigenéticos estdo associados a expressao diferenciada do carater nuda entre os
tercos da panicula.

Resultados similares aos descritos acima foram observados por diversos
autores, 0s quais constataram maior ocorréncia de grdos sem casca no terco
superior, em comparacdo aos tercos médio e inferior da panicula em aveia
(Brenner, 2007; Pellizzaro 2014; Valentini et al., 2014). O menor percentual de
gréos sem casca no terco inferior da panicula pode estar associado ao periodo de
formacao da estrutura floral. Espiguetas do terco inferior sdo formadas por ultimo
e, portanto, possuem um menor potencial de desenvolvimento quando comparadas
ao restante da panicula (Rajala & Peltonen-Sainio, 2004).

Como as estruturas florais entre os tercos sdo formadas em momentos

diferentes do desenvolvimento da panicula, alteracbes nas condicdes ambientais
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também podem influenciar na formacéo de grdos sem casca entre 0s tercos da
panicula (Bonnett, 1937). Além do ambiente, o transporte de fotoassimilados para
a panicula via floema, bem como o balanco hormonal, também podem contribuir
para a diferenca no percentual de grdos sem casca entre 0s tercos da panicula
(Rajala & Peltonen-Sainio, 2011).

Em arroz, onde o genoma foi completamente sequenciado e anotado,
andlises do perfil de expressdo dos microRNAs foram realizadas durante o
desenvolvimento da inflorescéncia. Estas analises permitiram a identificacdo de
351 microRNAs expressos em espiguetas localizadas no terco superior da panicula
e 312 microRNAs expressos em espiguetas localizadas no terco inferior da panicula
(Peng et al., 2011). As diferencas na expressao de microRNAs em espiguetas do
terco superior em comparacgado ao terco inferior foi detectada aos 15 dias apés o
florescimento (Peng et al., 2011). A expressividade variavel no percentual de graos
sem casca observada entre os tercos da panicula no presente estudo, também
pode estar associada a maior expressdo de microRNAs no tergo superior da
panicula em aveia.

Apesar dos conhecimentos sobre o desenvolvimento das estruturas florais,
transporte de fotoassimilados, balanco hormonal e expressao diferenciada de
microRNAS contribuirem para a expressividade variavel do carater nuda em outras
espécies, nenhum destes fatores foi validado em aveia até o momento. No entanto,
estes conhecimentos aliados as ferramentas modernas da biologia molecular,
serdo essenciais para o entendimento das variacdes fenotipicas observadas entre
genodtipos de aveia para o carater nuda. Estudos envolvendo a expresséo
diferencial de genes envolvidos no controle do carater nuda e de microRNAs em
aveia representam uma estratégia promissora. A expresséao diferencial de genes

deve ser analisada durante o periodo de desenvolvimento da casca e envolver
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gendtipos de aveia que apresentam expressividade variavel, como UFRGS
006013-1, e gendtipos com expressividade completa, como UFRGS 017004-2. Os
resultados moleculares obtidos poderiam ainda ser comparados com o padrdo de
segregacao fenotipica, determinado a partir de uma populacdo de individuos
gerada do cruzamento entre UFRGS 006013-1 x UFRGS 017004-2.

Com base na genealogia, observa-se que UFRGS 006013-1 e UFRGS
017004-2 possuem o genitor ‘Cocker 492/Starter-1 F3’em comum, o qual apresenta
o fendtipo grdos sem casca. Entretanto, a estabilidade de expressdo do carater
nuda no gendtipo Cocker 492/Starter-1 F3 ndo foi avaliada neste estudo. O genitor
UFRGS 006013-1 possui em sua genealogia o genitor UFRGS 10 (C1217 /
Coronado-BCRA), enquanto o genitor UFRGS 017004-2 possui em sua genealogia
0 genitor UFRGS 8 (OA338 / X268-1) (Tabela 1). Com base na genealogia, 0s
genitores UFRGS 006013-1 e UFRGS 017004-2 compartilham os mesmos alelos
para o carater nuda, uma vez que sao provenientes de uma mesma fonte de
germoplasma. Por outro lado, estes genitores devem apresentar uma combinacao
alélica diferenciada para genes reguladores ou modificadores da expressao do
carater nuda, como genes miRNAs.

A partir dos resultados obtidos na andlise fenotipica, os modelos de quatro
e cinco genes controlando o carater nuda foam propostos para as populacdes
‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’,
respectivamente. Pelo teste de Qui-quadrado, a hip6tese de quatro genes na
populacao ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ ndo pode ser rejeitada (p >
0,05), nas duas geracdes de autofecundacdo avaliadas (Tabela 8). Ja para a
populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2, a hipdétese de cinco genes envolvidos
no controle do carater nuda ndo pode ser rejeitada (p > 0,05), nas duas geracdes

de autofecundacéo avaliadas (Tabela 9 e Tabela 10).
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Até o momento, ndo ha um modelo genético consenso para o carater nuda
tanto nos trabalhos anteriores. Alguns autores sugerem que o carater nuda seja
governado por apenas um gene (Zinn & Surface 1917; Love & McRostie, 1919;
Simons et al., 1978; Kibite & Taylor, 1994; Brenner, 2007), enquanto outros estudos
sugerem um modelo genético constituido por um namero maior de genes (Boland
& Lawes, 1973; Jenkins & Hanson, 1976; Cabral et al. 2000; Kibite, 2002; Valentini
et al., 2014).
A partir dos modelos genéticos estabelecidos para as populagdes avaliadas,
o carater nuda em aveia foi controlado por um gene principal, denominado N1, com
acao de genes modificadores. Para a populagédo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1’, o carater nuda € controlado por um gene principal (N1) e por trés genes
modificadores denominados N2, N3 e N4. Desta forma, linhagens que produziram
o fendtipo 100% dos grédos sem casca possuem alelos em homozigose dominante
para os quatro locos génicos, apresentando o genotipo NIN1 N2N2 N3N3 N4N4.
As linhagens que apresentaram o fendtipo parcialmente nuda devem apresentar 0s
alelos em homozigose dominante para os genes N1 e N2 e alelos em homozigose
recessiva para os locos génicos N3 e/ou N4. As linhagens que apresentaram o
fenotipo parcialmente com casca devem apresentar alelos em homozigose
dominante para os locos génicos N1 e alelos em homozigose recessiva para o loco
génico N2, independentemente da condi¢do alélica dos genes N3 e N4. Por outro
lado, as linhagens que apresentaram o fen6tipo 100% dos grdos com casca devem
apresentar alelos em homozigose recessiva para o loco N1, independente dos
alelos presentes nos locos génicos N2, N3 e N4 (Tabela 8).
Para a populacdo URS Taura x UFRGS 017004-2, o carater nuda é
controlado por um gene principal (N1) e por quatro genes modificadores

denominados N2, N3, N4 e N5. Desta forma, linhagens que apresentaram 100%
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dos grédos sem casca devem possuir alelos em homozigose dominante para os
cinco locos génicos, apresentando o genotipo NIN1 N2N2 N3N3 N4N4 N5N5, ou
os alelos dos genes N1 N2 N3 em homozigose dominante e mais um conjunto de
alelos em condicdo homozigota dominante (N4N4 ou N5N5). As linhagens que
apresentaram o fenotipo parcialmente nuda devem apresentar os alelos em
homozigose dominante para os genes N1 e N2 e no minimo dois genes em
condicdo alelelica recessiva. As linhagens que apresentaram o fendtipo
parcialmente com casca devem apresentar alelos em homozigose dominante para
os locos génicos N1 e alelos em homozigose recessiva para 0 loco génico N2,
independentemente da condicao alélica dos genes N3 e N4. Por outro lado, as
linhagens que apresentaram o fenétipo 100% dos grédos com casca devem
apresentar alelos em homozigose recessiva para o loco N1, independente dos
alelos presentes nos locos génicos N2, N3 e N4 (Tabela 9 e Tabela 10).

A participacdo de genes modificadores na expressédo do carater nuda em
aveia ja foi reportada em outros estudos (Boland & Lawes, 1973; Jenkins & Hanson,
1976; Cabral et al. 2000; Kibite, 2002). Em todos eles, 0s autores constataram que
o carater nuda € governado por um gene principal, com influéncia de genes
modificadores, 0s quais alteram o grau de lignificacdo da lema. Por exemplo, no
trabalho conduzido por Boland & Lawes (1973), os genes modificadores
apresentaram interacfes epistaticas com o gene principal (N1), resultando em
alteracbes no padrao de lignificagdo da lema. No entanto, os autores néo
determinaram o numero de genes modificadores interagindo com o gene principal.
Por outro lado, Kibite (2002) identificou trés alelos modificadores N2, N3 e N4
interagindo com o gene principal (N1). O fenétipo 100% dos grdos com casca foi
observado quando os alelos do gene N1 encontravam-se em homozigose recessiva

(n1nl), independente da condicado alélica dos demais genes. Ja os genotipos N1N1



87
podem apresentar o fenotipo 100% dos grdos sem casca, parcialmente nuda, ou
parcialmente casca, dependendo da condi¢&o alélica dos genes modificadores.

Alguns autores compararam o gene principal envolvido na producao de
graos sem casca em aveia ao mutante agamous de Arabidopsis thaliana, que
apresenta o meristema floral indeterminado. O gene agamous pertence a familia
de genes que codifica fatores de transcricdo do tipo MADS-box. O gene agamous
em Arabidopsis representa uma mutacao recessiva, ao contrario do gene principal
que controla o carater nuda em aveia, que apresenta acao génica de dominancia
(Ougham et al., 1996). Os autores também evidenciaram que falhas na lignificacao
da lema estdo associadas aos membros da familia génica KNOX (KNOTTED-like).
Os genes KNOX codificam fatores de transcricdo com homeodominios, 0s quais
regulam diversos processos no desenvolvimento de 6rgdos em plantas, incluindo a
reducdo da lignificacdo celular, por meio da repressdo dos genes da rota de
biossintese da lignina (Testone et al., 2012).

Neste estudo, um gene principal (N1) e outros genes modificadores (N2, N3,
N4 e N5) foram identificados controlando o carater nuda em aveia. Embora, a
funcdo destes genes ainda ndo é conhecida, € provavel que os mesmos atuem na
rota de lignificacdo da lema (Boland & Lawes 1973; Ougham et al., 1996; Cabral et
al., 2000; de Koeyer et al.,, 2004). Estudos buscando identificar a funcdo das
proteinas sintetizadas a partir da expressao de genes da rota de lignificacdo da
lema sdo escassos. Genes relacionados a lignificagdo da casca em grédos de
abobora (Cucurbita pepo L.) foram identificados (Bezold et al., 2005). Apesar de ser
uma espécie distante geneticamente da aveia, 0s genes associados a rota da
lignificacdo podem ser similares e/ou conservados entre espécies nao

relacionadas.
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A herdabilidade do carater nuda foi estimada com o intuito de quantificar a
proporcdo da variacdo fenotipica, que pode ser atribuida a variagdo genotipica
presente entre as linhagens de cada populacdo. As variancias fenotipicas e
genotipicas apresentaram valores elevados, enquanto a variancia ambiental
apresentou valores baixos (Tabela 11 e Tabela 12). A elevada variancia genética e
a baixa variancia ambiental proporcionaram valores elevados de herdabilidade,
para as duas populacdes. Para a populacdao ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1’, o coeficiente de herdabilidade estimado foi de 0,66, enquanto para a
populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2', o coeficiente de herdabilidade
estimado foi de 0,83 (Tabela 11 e Tabela 12). A elevada herdabilidade observada
para o carater nuda, sugere a possibilidade de selecdo em geracdes iniciais de
autofecundacéo para o fenétipo graos sem casca.

O menor coeficiente de herdabilidade estimado para a populacédo ‘UFRGS
01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, indicou que o0 ambiente exerceu maior influéncia
na expressao do carater nuda nesta populacdo, quando comparada a populacao
‘URS Taura x UFRGS 017004-2’. A elevada herdabilidade associada a distribui¢cao
discreta dos fenétipos, indica que a heranca genética do carater nuda em aveia é
governada por poucos genes, corroborando com os resultados obtidos na andlise
genética conduzida neste estudo. A elevada herdabilidade, também indica que o
ambiente ndo possui grande influéncia no percentual de grdos sem casca.

Além da caracteriza¢ao fenotipica e genética, o desenvolvimento de estudos
moleculares é essencial para avancar o conhecimento sobre o carater nuda em
aveia. Neste sentido, a analise genotipica foi realizada no presente estudo, a fim
de identificar marcadores moleculares associados com regides genbmicas que
controlam o carater nuda nas populacdes de mapeamento molecular ‘UFRGS

01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’ e ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’.
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Para a populagcdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, 738
marcadores SNP foram mapeados em 52 grupos de ligacédo, cobrindo uma
distancia genética total de 1699,04 cM (Figura 5). Para a populacdo ‘URS Taura X
UFRGS 017004-2’, 588 marcadores foram mapeados em 49 grupos de ligacao,
com uma distancia genética total de 1450,48 cM (Figura 6). Estes resultados estéo
de acordo com resultados de mapeamento genético obtidos anteriormente em
aveia hexaploide (O’Donoughue et al., 1995; Zhu & Kaeppler 2003; Wight et al.,
2003; de Koeyer et al., 2004; Ling et al., 2014; Song et al., 2015). Em todos estes
estudos de mapeamento, o numero de grupos de ligacao obtido foi superior ao
namero esperado de 21, correspondente ao numero de pares de cromossomos
existentes na aveia hexaploide.

A ancoragem dos grupos de ligacdo de cada mapa genético desenvolvido
neste estudo ao mapa consenso da aveia, demonstrou que apenas 0 grupo de
ligagéo 1 da populagdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2" apresentou marcadores
localizados em dois cromossomos (Tabela 13). A presenca de marcadores
moleculares de um cromossomo diferente em um mesmo grupo de ligacdo pode
estar associada a translocacdes e relacdes homedlogas entre cromossomos.
Diversos trabalhos relatam a existéncia de elevada taxa de translocacoes
intergendmicas na aveia. Estas transloca¢cdes ocorrem predominantemente na
regido telomérica do braco longo dos cromossomos, a qual € rica em sequéncias
repetidas (Hayasaki et al., 2000). Na cultura da aveia, ja foram relatadas cinco
translocacdes entre os genomas AA/DD com o genoma CC (Hayasaki et al., 2000).

De maneira similar, foram identificados oito segmentos de translocacao
intergendmica em Avena sativa L. (var. Ogle) e ausentes em Avena byzantina L.
(var. Kanota) (Jellen et al., 1994). Outros autores observaram translocagbes

intergendmicas reciprocas entre os cromossomos 3C e 4D (Jellen & Leggett, 2006),
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e entre os cromossomos 7C e 17 Jellen & Beard (2000). Além das translocacdes
intergenémicas, relagbes homedlogas (pareamento alosindético) durante a meiose
também foram associadas com marcadores moleculares provenientes de dois
cromossomos em um mesmo grupo de ligagdo. Marcadores moleculares
provenientes do cromossomo 8A j& foram mapeados no cromossomo 14D por
Oliver et al. (2013).

Em aveia, o desenvolvimento de mapas genéticos de ligacdo é dificultado
por diversos fatores, incluindo a complexidade do genoma, translocacoes (Jellen et
al., 1994; Jellen & Leggett, 2006; Hayasaki et al., 2000; Jellen & Beard 2000) e
pareamentos homedlogos ocasionais durante a meiose (Singh & Kolb, 1991). Estes
fatores podem interferir na ordenacdo correta dos marcadores nos diferentes
grupos de ligacdo, na ancoragem dos grupos de ligacdo ao mapa consenso e na
identificacdo de regibes gendmicas (QTL) associadas aos caracteres de interesse
(Gutierrez-Gonzalez & Garvin, 2011).

A andlise de QTL realizada neste estudo identificou uma regido genémica
com grande efeito sobre o carater nuda nas duas populacdes de mapeamento. Para
a populacdo ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS 006013-1’, o QTL explicou 63,50%
da variacdo fenotipica na média das geracbes Fse € Fs7 (Tabela 14). Para a
populacdo ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’, o QTL explicou 52,08% da variacao
fenotipica na média das geracbes Fse e Fs7 (Tabela 15). Este QTL manteve
elevada significancia nas duas populagdes de mapeamento e nas duas geragcdes
avaliadas, sugerindo que esta regido gendmica estd fortemente associada ao
carater nuda em aveia.

Em um estudo de mapeamento molecular conduzido por de Koeyer et al.
(2004), avaliando o carater nuda e outras 11 caracteristicas, um mapa genético foi

desenvolvido a partir de 429 marcadores polimérficos, envolvendo 242 marcadores
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AFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos de amplificacdo), 160
marcadores RFLP (polimorfismo no comprimento dos fragmentos de restricdo), 26
marcadores RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) e um SCAR
(sequéncia caracterizada de uma regido amplificada). A andlise de QTL realizada
pelos autores identificou um QTL associado ao carater nuda em aveia, o qual foi
mapeado no grupo de ligacdo 5 em uma regido homologa grupo de ligacao
KO_24 26 34, localizado no cromossomo 16A. Esta regido genomica apresentou
ligagéo aos marcadores RFLP cdo482x e act_ctal33.

Os resultados da andlise de QTL realizada neste estudo sugerem que o
QTL identificado nas duas populacdes de mapeamento pode estar ligado ao gene
principal ~ (N1), identificado  na  andlise  genética. O  marcador
GMI_ES14 c19259 657, o qual apresentou efeito significativo nas duas
populacdes de mapeamento e nas duas geracdes de autofecundacédo avaliadas
(Figura 7), pode estar localizado em uma regido codificante (éxon) do gene N1 ou,
localizado em um gene fortemente ligado ao gene N1. E importante ressaltar que a
plataforma de genotipagem empregada neste estudo, foi desenvolvida a partir de
polimorfimos de base Unica (SNPs) detectados em sequéncias de RNA
mensageiros, portanto, de genes expressos. No entanto, a localizacdo
cromossomica do marcador GMI_ES14 ¢19259 657 ainda nao foi determinada.

A conversao do marcador SNP ‘GMI_ES14 ¢19259 657’ em um marcador
KASP (Kompetitive Allele Specific PCR) permitira facilmente a sua discriminagéo
em um grande numero de genoétipos contrastantes para o carater nuda. Desta
forma, o potencial de uso deste marcador na selecdo assisitida em programas de
melhoramento de aveia podera ser validado.

Regides gendmicas (QTL) candidatas a conter genes modificadores nao

foram identificadas neste estudo. A né&o identificagdo destas regides pode estar
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associada com: i) o rigido controle do erro estatistico utilizado na identificagdo de
QTL, o qual ndo permitiu identificar locos com menor efeito principal e significativos
para o caréter e, ii) pequeno numero de linhagens de cada populacao utilizado no
mapeamento molecular. O mapeamento de alta resolucdo e o emprego de
populacbes com maior niumero de individuos permitira no futuro identificar a
localizacdo cromossdmica do gene N1 e dos genes modificadores.

Os resultados obtidos neste estudo representam um avango importante na
identificacdo de fatores genéticos e moleculares envolvidos no controle do carater
nuda em aveia. O presente trabalho também fornece informacdes relevantes para
0 desenvolvimento de estudos complementares, a fim de compreender os fatores
ambientais, genéticos/epigenéticos e moleculares associados com o carater nuda

em aveia.



6 CONCLUSOES

Linhagens de aveia derivadas do cruzamento entre genitores estaveis e
genitores variaveis para o carater nuda apresentam expressividade variavel, porém
em menor propor¢cdo quando avaliadas em ambientes com temperaturas mais
elevadas.

Quando o genitor UFRGS 006013-13 apresenta expressividade variavel
para o carater nuda, a maior expressao do fendtipo grdos sem casca ocorre no
terco superior da panicula em aveia nuda.

Um gene principal e trés genes modificadores controlam a expressédo do
carater nuda nas populacbes de linhagens de aveia obtidas a partir dos
cruzamentos ‘URS Taura x UFRGS 017004-2’ e ‘UFRGS 01B7114-1-3 x UFRGS
006013-1'.

A variacao fenotipica do carater nuda resulta em grande parte da variacao
genética existente entre as linhagens das duas populacdes avaliadas, confirmada
pelos elevados coeficientes de herdabilidade estimados.

As populacbes de mapeamento possuem uma regido gendmica que
compartilha um marcador molecular em comum e fortemente associado com o

carater nuda em aveia.
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