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RESUMO 

 

 

 
PELLIZZARO, K. M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, fevereiro de 2010. 
Validação de marcadores moleculares associados ao g ene RB-1 em trigo 
e relação com a tolerância à germinação na espiga. Professor orientador: 
Dr. Alessandro de Lucca e Braccini. Professores conselheiros: Dr. Ivan 
Schuster e Dr. Carlos Alberto Scapim. 
 
 
Para identificar marcadores moleculares ligados ao gene que confere a cor do 

grão em trigo, foram utilizadas duas populações F2, derivadas dos cruzamentos 

CD0666 x PFAU, que segrega para um gene de cor do grão e CD0559 x 

PFAU, que segrega para dois genes. Para as análises com marcadores 

moleculares microssatélites foi realizado um screening entre os pais, para 

identificar os primers polimórficos localizados nas regiões de localização dos 

genes RA-1, RB-1 e RD-1. Na população PFAU x CD0666 foram analisados 44 

loci, e 38 deles não apresentaram polimorfismo. Os seis marcadores 

polimórficos estão no cromossomo 3A (Xgwm247), 3B (Xbarc229, Xgwm108, 

Xbarc344 e Xgwm247) e 3D (Xwmc631 e Xbarc323). A segregação 

mendeliana foi confirmada pelo teste de qui-quadrado (χ2), com exceção dos 

marcadores Xbarc229 e Xgwm108 que apresentaram distorção de segregação. 

A análise de ligação entre os marcadores moleculares e a cor do grão foi 

realizada com auxílio do programa GQMOL, utilizando as funções de 

mapeamento de Kosambi. O marcador Xbarc344 foi identificado como ligado 

ao gene de cor a uma distância de 26,1 cM e apresentou eficiência de seleção 

de 83,25%. Não houve associação deste marcador com a tolerância à 

germinação na espiga e também não houve associação da cor de grão com a 

tolerância à germinação na espiga. Na população PFAU x CD0559 que 

segrega para dois genes R, foram avaliados 48 marcadores moleculares, dos 

grupos de ligação 3A, 3B e 3D. A segregação mendeliana dos marcadores 

polimórficos (Xbarc164, Xgwm631 e Xbarc77) foi confirmada pelo teste de qui-

quadrado. Uma função de máxima verossimilhança foi utilizada para estimar a 

frequência de recombinação, considerando que a população segrega para dois 
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genes independentes para cor de grão. Porém, não foi detectada ligação de 

nenhum dos marcadores com a cor vermelha do grão de trigo nesta população. 

Palavras-chaves:  Triticum aestivum L., sementes, germinação na espiga, 

dormência. 
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ABSTRACT 

 
 

 
 
PELLIZZARO, K. M.Sc. Universidade Estadual de Maringá, fevereiro de 2010. 
Validation of molecular markers associated with the  RB-1 gene in wheat 
and its relationship with tolerance to sprouting.  Teacher Advisor: Dr. 
Alessandro de Lucca e Braccini. Teachers councilmen: Dr. Ivan Schuster e Dr. 
Carlos Alberto Scapim. 

 

To identify molecular markers linked to the gene that gives the color of 

the grain in wheat, we used two F2 populations derived from crosses PFAU x 

CD0666, which secretes a gene for grain color and PFAU x CD0559, 

segregating for two genes. For the analysis with microsatellite markers was 

carried out a screening of the parents, to identify polymorphic primers located in 

regions of localization of genes RA1, RB1 and RD1. In the population PFAU x 

CD0666 it was analyzed 44 loci, and 38 of them did not show polymorphism. 

The six polymorphic markers are on chromosome 3A (Xgwm247), 3B 

(Xbarc229, Xgwm108, Xgwm247 and Xbarc344) and 3D (Xwmc631 and 

Xbarc323). Mendelian segregation was confirmed by the chi-square (χ2), with 

the exception of the markers Xgwm108 and Xbarc229 that had a distorted 

segregation. Linkage analysis between molecular markers and color of the grain 

was performed with the program GQMOL using the mapping function of 

Kosambi. The marker Xbarc344 was identified as linked to the gene of color at 

a distance of 26.1 cM and an efficiency of selection of 83.25%. There was no 

association of this marker with the tolerance to sprouting and there was no 

association of grain color with tolerance sprouting. In the population PFAU x 

CD0559 segregating for two color genes were evaluated 48 molecular markers 

of linkage groups 3A, 3B and 3C. The Mendelian segregation of polymorphic 

markers (Xbarc164, Xgwm631 and Xbarc77) was confirmed by the chi-square 

test. A maximum likelihood function was used to estimate the frequency of 

recombination, whereas the population segregates for two independent genes 

for grain color. However, it wasn’t detected linkage of any markers for the red 

color of the wheat grain in this population. 

Key words:  Triticum aestivum L., seed, sprouting, dormancy.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Um dos graves problemas que atinge a triticultura brasileira e de várias 

regiões produtoras de trigo no mundo é a germinação na espiga, também 

conhecida como PHS, sigla da expressão, em inglês “Pre-Harvest Sprouting”. 

O problema se agrava nas áreas mais quentes quando ocorrem chuvas no 

período que precede a colheita. A germinação na espiga causa diminuição no 

peso hectolítrico e afeta a qualidade da farinha, que pode se tornar inviável 

para o consumo humano em virtude da degradação das reservas de proteínas 

e de amido na semente.  

O pigmento vermelho no grão de trigo é determinado pelos alelos R 

dominantes dos três genes controladores da cor do grão (R-A1, R-B1 e R-D1). 

Cultivares de trigo com grãos vermelhos são consideradas mais resistentes à 

germinação na espiga do que cultivares com grãos brancos. Porém, nem todas 

as cultivares de trigo com grão vermelho são tolerantes à germinação na 

espiga. Isso sugere que essa relação entre cor de grão e tolerância à 

germinação na espiga, se existe, não é para todos os genes R. Por outro lado, 

a cor branca é um atributo desejável pela indústria por permitir maior taxa de 

extração de farinha que trigos vermelhos. 

Uma vez que existem evidências de que o incremento da tolerância a 

germinação na espiga e a cor vermelha são herdados como efeitos 

pleiotrópicos dos alelos R dominantes, a cor vermelha dos grãos é utilizada 

como marcador de seleção para tolerância à germinação na espiga, pelos 

programas de melhoramento genético de trigo. Neste caso, a possibilidade de 

variar a dose dos alelos R dominantes em um programa de melhoramento 

pode aumentar a tolerância à germinação na espiga em trigos de grãos 

vermelhos. Contudo, há incertezas quanto a esta associação da cor do grão 

com a tolerância à germinação na espiga. O mapeamento genético dos genes 

R pode auxiliar no entendimento desta associação. 

Recentemente, os genes RA1, RB1 e RD1 foram mapeados nos 

cromossomos 3A, 3B e 3D do genoma do trigo. Os marcadores mais 

proximamente ligados aos genes R mapeados são de propriedade privada, da 
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empresa Trait Genetics, e seu uso para selecionar estes genes é restrito. Este 

trabalho teve como objetivos validar marcadores públicos ligados aos genes R, 

avaliar outros marcadores nas mesmas regiões genômicas, quanto à 

associação aos genes R, e verificar a associação de marcadores moleculares e 

do fenótipo cor do grão, com a tolerância do trigo à germinação na espiga.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Classificação botânica e caracterização genômic a do trigo 

 

O trigo pertence à família Poaceae, tribo Triticeae, subtribo Triticinae 

(FEDERIZZI et al., 1999). É  uma espécie autógama e a fecundação cruzada 

ocorre em baixa frequência e em condições especiais de ambiente (FEDERIZZI 

et al., 2005).  

As diferentes espécies formam uma série poliplóide, com número 

básico de cromossomos igual a sete e três níveis de ploidia: têm-se trigos 

diplóides (2n = 2x = 14, AA), tetraplóides (2n = 4x = 28, AABB) e hexaplóides 

(2n = 6x = 42 AABBDD) (FEDERIZZI et al., 1999). O trigo para pão (Triticum 

aestivum L.), é hexaplóide (2n = 6x = 42) com os três genomas A, B e D. 

Possui um genoma muito grande de 16 x 109 pb (por genoma haplóide), que é 

cerca de seis vezes o tamanho do genoma do milho e 35 vezes maior do que o 

do arroz (BENNETT; SMITH, 1976). A complexidade é um problema relevante 

quando se pretende realizar mapeamento genético, desenvolvimento de 

marcadores moleculares, sequênciamento de genes funcionais e transferência 

de genes, pois muitos genes presentes no genoma A podem estar repetidos 

nos genomas B e D, tornando mais complexo os padrões de segregação 

mendeliana e dificultando as análises genéticas (MORAES-FERNANDES, 

1982). 

 

2.2 Importância econômica 

 

Segundo Federizzi et al. (2005), a área geográfica de distribuição e 

domesticação do cereal coincide com a da civilização do homem e início da 

agricultura. O trigo foi extensamente cultivado pelas civilizações da Babilônia, 

Grécia, Creta e Roma e era base da economia nestas regiões.Tais ocorrências 

datam de cerca de 10.000 anos, momento em que a civilização, 

essencialmente nômade e extrativista, torna-se gradativamente sedentária e 

agrícola.  
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Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 

2009), entre os anos de 1986 e 1990 quando o governo comprava todo o trigo 

produzido no Brasil por um preço de garantia, a produção própria em média 

anual de 5,5 milhões de toneladas garantia 76% do consumo interno, que era 

de 7,2 milhões de toneladas. Após este período, a produção diminuiu e o 

consumo continuou aumentando a cada ano. Entre os anos de 1991 e 1995, a 

produção (2,8 milhões de toneladas) atendeu em 38% o consumo interno (7,4 

milhões de toneladas) de trigo. Nos anos de 2001 a 2005 e 2006 a 2009, o 

aumento da produção foi proporcional ao aumento no consumo e a produção 

nacional manteve 40% de participação no consumo nos dois períodos. A 

adoção de novas tecnologias é um importante fator no aumento da produção 

por meio da maior produtividade. A área semeada foi de 2.361,8 mil ha em 

2005/2006, 1.757,5 em 2006/2007, 1.851,8 mil ha em 2007/2008, 2.236,2 mil 

ha em 2008/2009 e 2.446,8 mil ha na safra de 2009/2010. A produtividade 

média para a safra de 2009/2010 foi estimada em 2.082 kg/ha-1, nas safras 

anteriores em 2005/2006, 2006/2007, 2007/2008 e 2008/2009 a produtividade 

foi de 2.063, 1.271, 2.212 e 2.456 kg/ha-1, respectivamente. 

De acordo com Fanan et al. (2006), o Brasil possui elevado potencial 

para a produção de trigo, por apresentar clima e solos favoráveis. Existe 

interesse sócio-econômico em aumentar a produção de trigo no Brasil, 

atendendo ao mercado interno. Com as novas cultivares, o país tem condições 

técnicas para produzir a maior parte do trigo necessário para suprir o consumo 

interno (FEDERIZZI et al., 2005).  

O Brasil tem se voltado para a opção da importação, por questões 

econômicas, no entanto, seria mais viável incentivar a adoção de tecnologias e 

adotar um modelo de profissionalização da agricultura brasileira com o objetivo 

da eficiência técnica e econômica. Para isso, a cadeia produtiva deverá se 

reestruturar de maneira a buscar interesses comuns para aumentar a 

participação do produto nacional e reduzir as importações (BRUM; MÜLLER, 

2008) 
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2.3 Cor do grão de trigo 

 

A cor do grão em trigo é controlada por 3 genes homólogos e 

independentes localizados nos cromossomos 3A, 3B e 3D. Os alelos que 

controlam a cor vermelha são denominados de R-A1b, R-B1b, e R-D1b e os 

que conferem a cor branca são: R-A1a, R-B1a e R-D1a (McINTOSH et al., 

1998). A cor vermelha do tegumento apresenta caráter dominante. Sendo 

assim, é necessário que apenas um loco contenha o alelo dominante para 

resultar na cor vermelha (METZGER; SILBAUGH, 1970). Soper et al. (1989), 

relatam que em Triticum durum, a cor âmbar é devida a sua translucidez e 

presença de xantofila e pigmentos de luteína, mas o trigo duro com grão 

vermelho não é aceitável pela indústria de massas devido aos seus rigorosos 

padrões. No entanto, o trigo branco duro é de interesse do mercado por 

apresentar maiores vantagens na moagem e na qualidade final (TAYLOR et al., 

2005), e por proporcionar maior taxa de extração de farinha (McCAIG; 

DePAUW, 1992).  

Freed et al. (1976) relatam que a presença dos genes que controlam a 

cor vermelha estão relacionados com a dormência pós-colheita mas, nem 

todos os trigos vermelhos são dormentes. Os trigos de grãos brancos têm nível 

de dormência menor que os vermelhos, indicando que grãos de cor vermelha 

são portadores de genes de dormência adicionais aos brancos (FLINTHAM, 

1993). Dyck et al. (1986) comprovaram que trigos com grãos vermelhos, são 

geralmente mais resistentes à germinação pré-colheita (PHS) que trigos de cor 

branca. Sendo assim, estes têm sido utilizados nos programas de 

melhoramento como marcador para a germinação pré-colheita (pre-harvest 

sprouting – PHS). Bassoi e Flintham (2005) avaliaram o efeito de dosagem dos 

genes R na germinação pré-colheita em uma população de descendência por 

semente única e relataram que a seleção pela cor do grão é eficaz, mas que a 

seleção baseada na intensidade da cor pode não ser eficiente.  

Segundo Kuraparthy et. al (2008), embora diferentes cultivares de trigo 

possuam os genes R variando de zero a três cópias, todas as espécies 

selvagens possuem alelos R funcionais, sugerindo forte pressão de seleção 
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para a cor vermelha do grão nestas espécies, o que indica que os loci R estão 

envolvidos na evolução do trigo selvagem.  

 

2.4 Cor do grão e germinação na espiga 

 

Um grave problema que os agricultores enfrentam com a cultura do 

trigo durante a fase de colheita, quando as condições ambientais são 

favoráveis à germinação das sementes, é a germinação na espiga, que causa 

diminuição do peso hectolítrico e do rendimento de grãos. Pode causar 

também danos à qualidade da farinha, pelo desencadeamento de reações 

enzimáticas iniciais no processo de germinação.  A germinação na pré-colheita 

em trigo atinge áreas tritícolas de várias regiões produtoras no mundo, 

principalmente Norte e Oeste da Europa, Noroeste dos Estados Unidos da 

América, Norte da Austrália, Oeste da Nova Zelândia, Canadá, África do Sul, 

Chile, Argentina e Brasil (CUNHA et al., 2004). A ocorrência de chuvas em 

períodos de alta temperatura durante a maturação da cultura provoca a 

germinação dos grãos ainda na espiga, afetando a qualidade do trigo e 

inviabilizando parte da produção para consumo. Os danos de germinação na 

espiga estão diretamente relacionados à temperatura, chuva na colheita, seca 

no período de maturação dos grãos e interação entre estes com fatores 

fisiológicos e genéticos (FLINTHAM, 2000; BASSOI, 2004).  

A expressão da germinação na espiga ocorre pela contribuição de 

muitos fatores, externos e internos. A maioria deles é controlado por um fator 

genético, que determina a morfologia das espigas, sensitividade hormonal e 

inibidores de alfa-amilase (BERNARD et al., 2005). A germinação na espiga 

pode ser influenciada por fatores físicos e fisiológicos. Físicos quando estão 

relacionados à taxa de infiltração de água no grão e dependem de 

características como: dureza, conteúdo de fibra e proteínas do grão, espessura 

da testa, posição da espiga, glumas que cobrem os grãos, presença de aristas 

e a forma do caráter da espiga. 

Sabe-se que a tolerância a PHS está associada com a dormência das 

sementes. São dois sistemas geneticamente distintos de dormência nas 

sementes, um nível de controle opera por meio de efeitos maternos e a 
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dormência é imposta pelo revestimento da semente. Em contraste, os efeitos 

zigóticos são relacionados com fatores do embrião. A dormência imposta pelo 

tegumento ocorre quando o embrião se mantém fechado na estrutura (MIURA 

et al., 2002). Para Castro et al. (2004), a superação da dormência está 

relacionada a fatores internos e externos à semente. Quando são empregadas 

todas as condições necessárias à germinação, e mesmo assim esta não 

ocorre, existe uma forte possibilidade de haver algum tipo de bloqueio.  

A temperatura é um fator que tem influência na expressão da 

dormência nas sementes de trigo. Em trabalho desenvolvido para avaliação da 

dormência, Belderock (1976) encontrou correlação positiva entre a baixa 

dormência e a alta temperatura após a maturação. Baixas temperaturas 

durante o período de enchimento de grãos induz a dormência; contudo, a baixa 

temperatura também é efetiva para romper a dormência na maturação (REDDY 

et al., 1985). A germinação pré-colheita está associada com a dormência 

inadequada das sementes e a cor vermelha é considerada como marcador nos 

programas de melhoramento de trigo para a resistência à germinação na 

espiga. Geralmente, trigos de cor branca têm sido relatados como mais 

suscetíveis que os vermelhos, no entanto, existe variação para ambos 

(BASSOI; FLINTHAM, 2005).  

A germinação na espiga ocorre esporadicamente em todas as 

variedades comerciais vermelhas indicando que genótipos de cor vermelha 

nem sempre garantem resistência à germinação na espiga (FLINTHAM, 2000). 

Além da cor do tegumento, outros efeitos genéticos estão envolvidos no 

controle da dormência em trigo branco e vermelho (FLINTHAM, 2000; WU; 

CARVER, 1999).  Huang et al. (1983) sugerem ainda que a taxa de embebição 

pode ser um dos fatores que afetam a dormência nos grãos de trigo e que 

grãos vermelhos embebem água mais lentamente que grãos brancos. 

A associação da cor do grão com a dormência foi proposta 

primeiramente por Nilson-Ehle (1914) e confirmada por vários autores 

(FLINTHAM; GALE, 1988; FLINTHAM; HUMPHREY, 1993; FLINTHAM; GALE, 

1996). Esta associação existente entre a PHS e a cor do grão pode ser devido 

a uma forte ligação entre os genes ou devido ao efeito pleiotrópico dos genes 

da cor do grão (McCAIG; DePAUW, 1992). A dormência nas sementes de trigo 
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é uma característica poligênica controlada por um conjunto de 3 genes R que 

controlam também a pigmentação vermelha do tegumento. Além destes, há 

outros genes que controlam a dormência nas sementes (BASSOI; FLINTHAM, 

2005). Entre estes, o gene Phs, parece exercer efeito no embrião (dormência 

imposta pelo embrião); já a expressão do gene R se dá no tecido materno 

(dormência imposta pelo tegumento). Desta forma, são distintas funções 

genéticas baseadas em mecanismos fisiológicos diferentes (FLINTHAM, 2000). 

Dormência nos grãos e a cor da testa são herdados como efeito pleiotrópico de 

alelos dominantes R e representam uma série de genes funcionalmente 

equivalentes, os loci homólogos que estão localizados nos cromossomos 3A, 

3B e 3D em trigo hexaplóide (SOPER et al., 1989; GALE et al., 1995; 

FLINTHAM; GALE, 1996; FLINTHAM et al., 1999; FLINTHAM, 2000).   

O primeiro caso de efeito de gene principal, com herança mendeliana 

para a dormência associado à coloração vermelha do grão, controlado pelo 

fator R triplicado, localizado no braço longo dos cromossomos homólogos do 

grupo 3, foi detectado por Flintham e Gale (1996). A obtenção do valor máximo 

da dormência vai depender do mecanismo genético de acúmulo de múltiplos 

dominantes, com pequenos efeitos individuais, ou da predominância de um 

pequeno número de genes com maior efeito. Flintham et al. (1999), 

apresentaram algumas evidências de efeitos dos cromossomos do grupo 3 

independente da cor do grão e concluíram que no mínimo dois genes 

localizados no braço longo e braço curto do cromossomo 3A estão associados 

com a dormência.  

Muitos trabalhos têm sido realizados com o intuito de identificar QTLs 

(Quantitative trait loci), que controlam a dormência e a tolerância a PHS em 

trigo (ANDERSON et al., 1993; FLINTHAM et al., 2002; GROOS et al., 2002; 

KATO et al., 2001; MARES; MIRVA, 2001; ROY et al., 1999; ZANETTI et al., 

2000). Em trigo para pão, com exceção do cromossomo 1D, 20 são conhecidos 

por  carregar QTLs para a tolerância a PHS/dormência. De todos, os 

cromossomos 3A, 3B, 3D e 4A têm sido considerados com maior importância 

para estudos genéticos para tolerância a PHS/dormência (BAILEY et al.,1999; 

ZANETTI et al., 2000; FLINTHAM et al., 2002). Diversos destes QTLs que 
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afetam a dormência das sementes foram mapeados utilizando marcadores 

moleculares. 

Andreoli et al. (2006), em trabalho realizado em linhas F2 derivadas de 

cruzamento entre Frontana  x OR1, obtiveram resultados que indicam que a 

dormência parece ser recessiva, controlada por dois genes de grande efeito, 

envolvidos no controle de dormência das sementes. Observaram que somente 

o genótipo homozigoto aabb é dormente. Esta característica quantitativa é 

influenciada pelo ambiente bem como pela interação genótipo x ambiente 

(ANDERSON et al., 1993).  

Kulwal et al. (2005), em trabalho realizado com trigo para panificação 

com RILs desenvolvidas de cruzamento entre SPR8198 (tolerante a PHS) e 

HD2329 (suscetível a PHS), identificaram um QTL de efeito maior (QPhs.ccsu-

3A.1) no cromossomo 3AL . Os autores não detectaram associação entre o 

marcador Xgwm155, que está associado com o QTL identificado e a cor do 

grão sugerindo que nesta população os alelos que conferem a cor do grão, 

podem estar localizados nos cromossomos 3B e 3D. Franco (2008) identificou 

o marcador microssatélite Xbarc170 que está ligado a um gene recessivo, no 

cromossomo 4AL, responsável pela dormência das sementes. Foi utilizada 

uma população de 258 famílias F2:3, derivada do cruzamento entre as cultivares 

Frontana (tolerante) e OCEPAR 18 (sensível). 

Efeitos genéticos adicionais, independentes da cor dos grãos, têm sido 

implicados no controle da dormência em trigos brancos e vermelhos (DePAUW; 

McCAIG, 1983; CLARKE et al., 1984; FLINTHAM, 1993; FLINTHAM, 2000). A 

germinação na pré-colheita é considerada um caráter quantitativo, dependente 

da base genética da cultivar, das condições de colheita, secagem e 

armazenamento, região de cultivo e das interações das cultivares com o 

ambiente (ANDERSON et al. 1993; FLINTHAM, 2000; FLINTHAM et al., 2002). 

Flintham (2000) indica que a dormência pode ser um excelente mecanismo 

para seleção com auxílio de marcadores genéticos.  
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2.5 Marcadores moleculares 

 

Marcador molecular é definido como todo e qualquer fenótipo molecular 

oriundo de um gene expresso, podendo ser isoenzimas ou um segmento 

específico de DNA (correspondente à região do genoma expressa ou não). Os 

marcadores izoenzimáticos são também conhecidos como marcadores 

bioquímicos. A sequência de nucleotídeos e a função de um marcador de DNA 

pode ou não ser conhecida. Ao se verificar seu comportamento de acordo com 

as leis básicas de herança de Mendel, um marcador molecular é 

adicionalmente definido como marcador genético (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1996). 

 O primeiro grupo de marcadores moleculares que surgiu foi o RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980), 

baseado nas diferenças de comprimento de fragmentos de DNA por meio da 

hibridização. Esta técnica é limitada pelo uso intensivo de mão-de-obra e 

tempo para análise. Novas classes de marcadores moleculares surgiram com o 

uso da reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR). 

Consiste na amplificação de pequenas sequências específicas de nucleotídeos 

em quantidades acessíveis à análise, a partir de mínima quantidade de DNA. 

Baseia-se na síntese enzimática in vitro de um segmento específico de DNA na 

presença da enzima DNA polimerase e de primers específicos ou não. Estes 

primers delimitam a sequência de DNA de fita dupla a ser amplificada, 

resultando em milhões de cópias idênticas (MULLIS; FALOONA, 1987; WHITE 

et al., 1989). 

Outros marcadores surgiram a partir do descobrimento desta técnica 

como: RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) ou AP-PCR (Arbitrarily 

Primed - Polymerase Chain Reaction). Nesta classe de marcadores os primers 

possuem sequência arbitrária, mas a amplificação ocorre em lugares 

específicos do genoma. Marcadores STS (Sequence Tagged Sites), consistem 

na conversão de RFLP em marcadores baseado em PCR. Marcadores SCAR 

(Sequence Characterized Amplified Regions) consistem na conversão de 

marcadores RAPD, em marcadores de sequência específica (CAIXETA et al., 

2009). Outra classe de marcadores que faz uso da técnica de PCR são os 
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marcadores SSR (Simple Sequence Repeats), denominados também de 

microssatélites (LITT; LUTY, 1989), frequentemente encontradas nos genomas 

eucariotos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996). Marcadores microssatélites 

consistem de sequências curtas de nucleotídeos repetidas na mesma ordem, 

cujo nível de polimorfismo produzido é devido à variação no número de 

unidades de repetição em um determinado locus (MORGANTE; OLIVIERI, 

1993). Marcadores SSRs são obtidos com o uso de primers que flanqueiam 

regiões contendo os microssatélites. Os primers para SSR são desenhados a 

partir do sequenciamento de fragmentos de DNA, obtidos de bibliotecas 

genômicas, onde os microssatélites foram previamente localizados. São 

facilmente encontrados no genoma, altamente polimórficos, de fácil 

visualização, estáveis e co-dominantes (AKKAYA et al., 1992). 

Os marcadores microssatélites têm sido desenvolvidos em várias 

espécies de plantas cultivadas e estão substituindo rapidamente outros 

marcadores em vários estudos genéticos, devido a sua reprodutibilidade, 

simplicidade técnica, pequena quantidade de DNA requerida, baixo custo, 

grande poder de resolução e altos níveis de polimorfismo. O alto nível de 

diversidade alélica possibilita a obtenção de polimorfismo em populações 

multiparentais e em populações derivadas de híbridos de genótipos 

relacionados, além de distinguir acessos de germoplasma intimamente 

relacionados. Esta hipervariabilidade dos microssatélites os torna marcadores 

ideais para o mapeamento genético (CAIXETA et al., 2009). Por serem 

multialélicos os marcadores microssatélites têm alto potencial para uso em 

estudos evolutivos (SCHLOETTERER et al. 1991; BUCHANAN et al. 1994) e 

estudos sobre relações genéticas. 

Diferentes espécies de plantas tiveram seus mapas de ligação 

desenvolvidos ou saturados por marcadores microssatélites, como soja 

(CREAGAN et al., 1999), aveia (LIU et al., 1996), milho (SENIOR et al., 1996), 

trigo (RÖDER et al., 1998), eucalipto (BRONDANI et al., 1998), maçã 

(GIANFRANCESCHI et al., 1998), feijão (YU et al. ,2000) e arroz (TEMNYKH et 

al., 2001; McCOUCH et al., 1997, 2002). Em trigo hexaplóide, os marcadores 

microssatélites representam um nível muito mais elevado de polimorfismo e 
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informatividade do que qualquer outra classe de marcador (PLASCHKE et al., 

1995; RÖDER et al., 1995). 

O mapeamento dos genes no pré melhoramento é etapa importante, 

pois auxilia o melhorista na tomada de decisões importantes. Com o uso de 

marcadores moleculares podem-se mapear tanto os genes associados a 

caracteres qualitativos quanto quantitativos. No caso de caracteres 

quantitativos, que são controlados por vários genes, o uso de marcadores 

permite a identificação e análise de cada um dos genes envolvidos na 

característica. Além do mapeamento, é possível o estudo dos efeitos gênicos e 

da ação dos genes de maneira isolada, interativa e cumulativa (PEREIRA et al., 

2009).  

 

2.6 Marcadores moleculares para a cor do grão 

 

Muitos esforços têm sido feitos para identificar QTLs (Quantitative Trait 

Loci) que controlam a dormência das sementes e a tolerância à germinação na 

espiga em trigo (ANDERSON et al., 1993). Os loci R da cor do grão são os 

principais de interesse agronômico, e os três genes ortólogos são funcionais 

mesmo depois de 10.000 anos de evolução do trigo poliplóide (FLINTHAM; 

HUMPHREY, 1993). Embora se saiba pouco sobre a relação exata entre a 

dormência de sementes e a PHS, a influência da cor do grão na dormência de 

sementes foi representada de forma inequívoca em trigo (WATANABE; 

IKEBATA, 2002; TORADA; AMANO, 2002; FLINTHAM; HUMPHREY, 1993; 

FLINTHAM, 2000). 

Segundo Flintham e Humphrey (1993), em trabalho realizado com 

mapeamento utilizando RFLP indicaram que os loci R foram mapeados em um 

intervalo de 8-12 cM flanqueado por alelos ortólogos de marcadores RFLP 

Xbcd131 e Xabc174 no braço do cromossomo homólogo 3L de trigo. Em 

trabalho com três populações segregantes, apenas um de cada um dos três 

loci de respectiva cor e homozigotos recessivos com os outros dois, foram 

identificados marcadores microssatelites ligados ao gene que confere a cor do 

grão nos cromossomos 3A, 3B e 3D, sendo Xgwm155, Xgwm4010 e 

Xgwm4306, respectivamente (SHERMAN et al., 2008). 
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A cor vermelha do grão de trigo é utilizada pelos programas de 

melhoramento genético, como marcador de seleção para tolerância à 

germinação na espiga. Existem evidências de que o incremento da tolerância à 

germinação na espiga e a cor vermelha são herdados como efeitos 

pleiotrópicos dos alelos R dominantes. Desta forma, a possibilidade de variar a 

dose dos alelos R dominantes, pode aumentar esta tolerância em trigos de 

grãos vermelhos. Entretanto, há muitas incertezas quanto esta associação. No 

Brasil, a maioria das variedades de trigo possuem grãos vermelhos, porém, 

nem todas são tolerantes à germinação na espiga, indicando que não são 

todos os genes que estão associados a este problema. O mapeamento 

genético dos genes R pode auxiliar no entendimento desta associação entre os 

genes R da cor do grão e a tolerância à germinação na espiga. 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi realizado no Núcleo de Biotecnologia da Cooperativa 

Central de Pesquisa Agrícola – COODETEC, em Cascavel, Estado do Paraná 

no período de fevereiro de 2009 a fevereiro de 2010.  

 

3.1 Material genético  

 

Para a validação/identificação de marcadores moleculares associados 

à cor do grão de trigo, foram utilizadas duas populações de plantas F2 obtidas a 

partir dos seguintes cruzamentos: CD0666/3/PFAU/SERI.1B//AMAD, que 

segrega para um gene de cor de grãos e CD0559/3/PFAU/SERI.1B//AMAD, 

que segrega para dois genes de cor de grãos. No decorrer deste trabalho estas 

populações serão denominadas de PFAU x CD0666 e PFAU x CD0559, 

respectivamente.  Os dados fenotípicos como nota de germinação e cor de 

grão destas populações foram obtidos anteriormente nas plantas F2 (SANTOS, 

2009). Para a cor atribuiu-se fenótipo de cor vermelha ou branca dos grãos 

para as espigas de cada planta F2, e as notas de germinação na espiga foram 
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atribuídas por meio de leituras pela escala de notas de 1 a 11 de McMaster e 

Derera (1976).  

  

3.2 Extração de DNA 

 

 A extração de DNA foi realizada a partir de uma amostra de 10 

sementes de cada planta F2, e baseada no protocolo de extração descrito por 

McDonald et al. (1994), com algumas modificações. Em microtubos de 1,5 mL, 

contendo cerca de 50 mg de sementes moídas, foi adicionado 500 µL de 

tampão de extração contendo 0,1 M Tris HCl (pH 7,5), 5 M NaCl, 5 M EDTA e  

10% SDS. Em cada tubo foi colocado uma esfera de vidro de 3 mm de 

diâmetro para facilitar a homogeneização. Os tubos foram agitados em um 

grinder (ACS, Goiânia) na velocidade 7 ou 8 por dois minutos. Em seguida, foi 

adicionado a cada amostra mais 600 µL de tampão de extração, 

homogeneizado em vortex por 30 segundos e centrifugado por 10 minutos a 

13.200 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo 

devidamente identificado, e em cada amostra foi adicionado 10 µL de 

Proteinase K (10 mg mL-1), para eliminação das proteínas. Os tubos foram 

incubados em banho-maria a 37ºC por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 

500 µL de isopropanol gelado para a precipitação do DNA. Os microtubos 

foram centrifugados novamente por 10 minutos a 13.200 rpm. A força 

centrífuga promove a deposição do DNA no fundo do tubo, chamada de pellet. 

O sobrenadante foi retirado e o pellet secado por 15 minutos.  

Para a eliminação do RNA, foi acrescentado 300 µL de TE contendo 40 

µg µL-1 de RNAse, incubando-se os microtubos por 30 minutos em banho-

maria a 37ºC. Em seguida, foi adicionado 500 µL de isopropanol gelado e 

deixado precipitar por 2 minutos e novamente centrifugado por 10 minutos a 

13.200 rpm. O sobrenadante foi descartado novamente e depois de seco, o 

pellet de DNA foi ressuspendido em 300 µL de TE. 

A concentração do DNA de cada amostra foi estimada 

espectrofotometricamente por absorbância a 260 nm em Nanodrop1000, sendo 

cada unidade de absorbância correspondente à concentração de 50 µg mL-1 de 

DNA de fita dupla (SAMBROOK et al., 1989). A integridade do DNA foi 
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determinada em gel de agarose 0,8%, fotografado sob luz ultravioleta em 

equipamento de fotodocumentação Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, Cedex 1 – 

France). Após a quantificação e confirmação da qualidade do DNA, cada 

amostra foi diluída com TE, para concentração de 15ng µL-1. 

 

3.3 Amplificação dos locos SSR e eletroforese 

 

Primeiramente foi realizado um screening entre os pais PFAU, CD0666 

e CD0559, para identificar primers polimórficos nas populações utilizadas e que 

estivessem localizados nas regiões de interesse, nos cromossomos 3A e 3B.  

As reações em cadeia de polimerase (PCR) foram realizadas em 

volume total de 20 µL, que continha: 99 ng de DNA, 1,5 mM de MgCl2, tampão 

1x (2 mM de Tris e 5 mM de KCl), 300 µM de cada um dos deoxinucleotídeos 

(dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,8 µM de cada iniciador (senso e antisenso), e 

uma unidade de Taq DNA Polimerase. As amplificações foram realizadas em 

termociclador Thermo Hybaid (Ashford, Middlesex, Reino Unido), programado 

para um ciclo de 94ºC por 3 min., 45 ciclos de 94ºC por 1 min., 55ºC por 1 min., 

72ºC por 2 min., e um ciclo final de 72ºC por 10 min.  

Após a amplificação, os fragmentos foram separados em gel 

desnaturante de poliacrilamida 7% e, em seguida, foram corados com nitrato 

de prata e submetidos à revelação com hidróxido de sódio e após o processo 

de revelação foram escaneados para armazenamento dos resultados. Um dos 

primers utilizados era marcado com fluorescência, para este foi pipetado 1 µL 

de reação de PCR pronta e diluído em 50 µL de água ultra-pura. Em seguida, 1 

µL foi transferido para outra placa de PCR e adicionado um mix composto por 

8,85 µL de formamida (hi-di) e 0,15 µL do padrão de peso molecular (size 

standard) 500LIZ de coloração laranja (Applied Biosystems). Os fragmentos 

amplificados foram separados em gel capilar, utilizando-se o sequênciador 

automático ABI 3130xl, de acordo com a recomendação do fabricante.  
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3.4 Análise dos dados 

 

A análise de ligação entre marcadores moleculares e locos de cor de 

grão de trigo foi realizada com auxílio do programa GQMOL (CRUZ; 

SCHUSTER, 2006), utilizando a função de mapeamento de Kosambi (1944). 

Para estimar a recombinação entre marcadores moleculares e um gene R, na 

população que segrega para dois genes R, foi utilizada uma função de máxima 

verossimilhança, obtida conforme descrito por Schuster e Cruz (2008). A 

análise de segregação dos marcadores foi realizada pelo teste de qui-quadrado 

(χ2). As associações entre o marcador molecular e a cor do grão, marcador 

molecular e a germinação na espiga, e cor do grão e a germinação na espiga 

foram analisadas por meio da tabela de contingência utilizando-se o programa 

GENES (CRUZ, 2001).  

A eficiência de seleção (E.S.), expressa em percentual, foi obtida pela 

expressão:  

100x
avaliadasplantasdetotalNúmero

marcadorocomtecorretamenasselecionadplantasdeNúmero
E.S.=  

 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 População PFAU x CD 0666 

 

Em trabalho anterior (SANTOS, 2009) foi identificado, pelo estudo de 

herança, que a população F2 derivada do cruzamento entre PFAU x CD 0666 

segregou para um gene R, que controla a característica cor de grão. Para 

identificar marcadores moleculares ligados ao gene da cor do grão, os estudos 

foram direcionados nos cromossomos 3A, 3B e 3D, nos quais anteriormente 

foram identificados marcadores ligados a genes da cor do grão (SHERMAN et 

al., 2008). Os marcadores identificados por estes autores não foram utilizados 

neste trabalho por serem de propriedade particular da empresa Trait Genetics, 

e a sequência dos marcadores não é pública. A exceção é o marcador 

Xgwm155, que é público. A posição dos primers microssatélite utilizados no 
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screening dos parentais PFAU e CD 0666 está apresentada nas Figuras 1, 2 e 

3.  Entre os 44 loci analisados, 38 foram monomórficos e somente 6 

apresentaram polimorfismo. Os marcadores polimórficos estão no cromossomo 

3A (Xgwm247), 3B (Xbarc229, Xgwm108, Xbarc344 e Xgwm247) e 3D 

(Xwmc631 e Xbarc323).  
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Figura 1- A - Fragmento do cromossomo 3A, contendo o gene RA1 (SHERMAN 
et al., 2008). B - Localização dos primers no cromossomo 3A utilizados no 
estudo de mapeamento do gene da cor do grão de trigo, nas populações PFAU 
x CD 0666* e PFAU x CD 0559#. 

87 

A B 

Xgwm155 – Monomórfico* # 

Xwmc173 – Monomórfico* # 

Xwmc505 – Monomórfico* 

Xwmc153 – Monomórfico* # 

Xwmc559 – Monomórfico* # 

Xwmc169 – Monomórfico* # 

Xgwm494 – Monomórfico* # 

Centrômero  

Xwmc215 – Polimórfico# 

99 

89 

83 

85 

81 

42 

66 

Xgwm391 – Monomórfico* # 135,6 

Xwmc169 – Monomórfico* # 73 

Xgwm247 – Polimórfico* # 125 

Xgwm4 – Monomórfico* # 45 
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Figura 2- A - Fragmento do cromossomo 3B, contendo o gene RB1 (SHERMAN 
et al., 2008). B - Localização dos primers no cromossomo 3B utilizados no 
estudo de mapeamento do gene da cor do grão de trigo, nas populações PFAU 
x CD 0666* e PFAU x CD 0559#. 
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Xbarc73 – Monomórfico* # 
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Xgwm131 – Monomórfico* # 

Xbarc344 – 26,1 cM – Polimórfico* # 

Xbarc164 – Polimórfico# 

Xgwm108 – Polimórfico* 

Xbarc84 – Monomórfico* # 

Xbarc77 – Polimórfico# 

Xgwm77 – Monomórfico* 

Xgwm376 – Monomórfico* # 

Xgwm285 – Monomórfico* # 

Xgwm284 – Polimórfico# 

Xgwm566 – Polimórfico# 

Xgwm299 – Monomórfico* ** 

Xgwm114 – Monomórfico* ** 

Xgwm340 – Polimórfico# 

Xgwm547 – Polimórfico# 

Xbarc229 – Polimórfico* 

Cfd283 – Monomórfico* # 

Xbarc206 – Monomórfico* # 

Xbarc145 – Monomórfico * # 

Xgwm247 – Polimórfico* # 

Xgwm4 – Monomórfico* # 

Xgwm383 – Monomórfico* # 

Xbarc7 – Monomórfico* # 

Centrômero  

Xwmc291 – Monomórfico* # 

Xwmc505 - Monomórfico* 

Xgwm644 – Monomórfico* # 

85,3 

Xgwm72 – Monomórfico* # 
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Figura 3- A - Fragmento do cromossomo 3D, contendo o gene RD1 
(SHERMAN et al., 2008). B - Localização dos primers no cromossomo 3D 
utilizados no estudo de mapeamento do gene da cor do grão de trigo, nas 
populações PFAU x CD 0666* e PFAU x CD 0559#. 

 A B 

Xwmc529 – Monomórfico* # 

Xbarc125 – Monomórfico * # 

Xgwm383 – Monomórfico* # 

Xwmc631 – Polimórfico* # 

Xgwm645 – Polimórfico# 

Cfd211 – Monomórfico* # 

Centrômero  

Xgwm3 – Monomórfico* # 

44 

43 

39 

35 

36 

34 

20 

Xwmc505 – Monomórfico* 32 

Xbarc71 – Polimórfico# 79 

Xgwm664 – Monomórfico* # 

Xgwm314 – Monomórfico* # 18 

Xbarc42 – Monomórfico* # 23 

Xbarc323 – Polimórfico* # 112 

Xbarc270 – Monomórfico* # 110 
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Os primers que apresentaram polimorfismo foram utilizados para 

amplificar toda a população de 203 plantas F2. O teste de qui-quadrado (χ2), 

confirmou a segregação mendeliana dos marcadores, exceto para os 

marcadores Xbarc229 e Xgwm108 (Tabela 1).  

 
Tabela 1 - Segregação dos marcadores moleculares utilizados para 
mapeamento do gene da cor do grão em trigo na população F2 derivada de 
PFAU x CD0666. 
 

  Valores observados  
Marcador
SSR 

G.L CD 0666 Het PFAU + 
Het. 

PFAU Hipótese χ
2 P% 

Xbarc344 B 66 99  44 1:2:1 5,21 7,39 
Xbarc 229 B 43 88  3:1 4,28 3,86 
Xwmc631 D 39 68  51 1:2:1 4,89 8,69 
Xbarc323 D 27 31  22 1:2:1 4,68 9,66 
Xgwm108 B 123 10  25 1:2:1 42,10 0 

G.L: Grupo de Ligação 
CD 0666: Homozigoto com o genótipo do progenitor de grão vermelho (CD 
0666). 
Het: Heterozigoto 
PFAU: Homozigoto com o genótipo do progenitor de grão branco (PFAU). 
PFAU + Het. Marcador dominante. O genótipo do homozigoto para PFAU e 
Heterozigoto não pode ser distinguido. 
P: Probabilidade 

 
Entre os marcadores polimórficos do grupo 3B, o Xbarc229 somente 

pode ser avaliado como um marcador dominante e, mesmo assim, não 

segregou na proporção esperada; por este motivo, não foi considerado nas 

análises de cosegregação. O marcador Xgwm247 apresentou qualidade de 

amplificação muito ruim e não pode ser utilizado.  O marcador Xbarc344 foi o 

único que segregou na proporção esperada e apresentou qualidade de 

amplificação que permitiu a análise de cosegregação (Figura 4). Este marcador 

está ligado ao gene R, que confere cor do grão em trigo, a uma frequência de 

recombinação de 24,1%, ou seja, a 26,1 cM, pela função de Kosambi (Tabela 

2).  
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Figura 4 – Padrão de amplificação do DNA de plantas da população PFAU x 
CD0666 com o primer microssatélite Xbarc 344.  PF=PFAU; CD=CD0666 
 

Tabela 2 - Marcador localizado no cromossomo 3B identificado como ligado ao 
gene da cor do grão de trigo. 
 

Marcador Recombinação % Desv. Padrão (%) Distância (cM) LOD 
Xbarc344 24,1 3,36 26,1 8,41 

 
Resultados semelhantes foram encontrados por Sherman et al. (2008), 

trabalhando com uma população derivada do cruzamento entre DOLLAR x 

MTHW9904. Os autores identificaram o marcador Xbarc344 ligado ao gene R, 

a uma distância de 8,3 cM.  A maior distância do gene ao marcador, observada 

no presente estudo, deve-se ao background genético, e a diferença no 

tamanho das populações avaliadas, que podem resultar em variação nas 

estimativas de frequência de recombinação. Sherman et al. (2008) estimaram a 

frequência de recombinação em uma amostra de 96 plantas F2, enquanto que 

a população de mapeamento no presente trabalho foi constituída de 203 

plantas F2. 

Sherman et al. (2008) mapearam o gene RB1 no cromossomo 3B do 

trigo. Os autores relataram ligação deste gene com os marcadores Xgwm4010 

e Xgwm980, que são de propriedade privada, e não puderam ser utilizados 

neste estudo. Os autores reportaram, ainda, como ligados ao gene RB1, os 

marcadores Xbarc344 e Xgwm108. O marcador Xgwm108 apresentou 

distorção de segregação nesta população, e não pode ser usado na análise de 

cosegregação. Por este motivo, outros marcadores mapeados no cromossomo 

3B (SONG et al., 2005) foram testados. Embora a maior parte dos marcadores 

tenha sido monomórfica, foi detectada ligação entre o marcador Xbarc344 e a 

cor do grão de trigo. Como esta população segrega para apenas um gene da 

CD PF 
Amostras da população F2 
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cor de grão de trigo, pode-se concluir que a linhagem CD 0666 possui o gene 

RB-1, uma vez que o marcador associado está localizado no cromossomo 3B. 

Os resultados obtidos, especialmente o grande número de marcadores 

monomórficos entre os parentais do cruzamento, reforça a recomendação de 

que a aplicação de marcadores moleculares em populações diferentes 

daquelas em que foram desenvolvidos requer a validação. Nem sempre o 

marcador identificado em uma população, ou em um background genético, 

apresenta resultados satisfatórios nas demais populações. Além disso, não são 

todos os marcadores encontrados na literatura que são públicos, como é o 

caso dos marcadores Xgwm4010 e Xgwm4306, encontrados como 

proximamente ligados aos genes R (SHERMAN et al., 2008).  

Na Tabela 3 está apresentada a análise de contingência, que compara 

a análise fenotípica da cor do grão (vermelho e branco), com o genótipo do 

marcador Xbarc344 na população PFAU x CD 0666. Esta análise também 

confirma a associação entre a cor do grão de trigo e o marcador Xbarc344 

(χ2=57,40, P=0%). A cor vermelha é dominante e pode-se observar que das 

153 plantas de grão vermelho, 90,85% apresentaram genótipo que confirma 

esta característica, ou seja, alelos do parental CD 0666 em homozigose ou 

heterozigose. Das 50 plantas com fenótipo de grão branco, 60% apresentam 

genótipo homozigoto com alelos do parental PFAU. A eficiência de seleção 

(ES) deste marcador em distinguir genótipos de grão branco de grão vermelho, 

nesta população, foi de 83,25% calculada com base no número de acertos (139 

+ 30) divididos pelo número total de indivíduos avaliados (203).  

Para uma utilização mais segura dos marcadores para selecionar 

plantas que possuem, ou que não possuem, o gene RB1, é necessário 

identificar marcadores mais proximamente ligados. Brogim (2005), em trabalho 

de mapeamento de genes da ferrugem asiática em soja, obteve eficiência de 

seleção de 91,43, 89,74, 77,50, 88,89 e 87,18 % para os marcadores, Sat_263, 

Satt079, Satt277, Satt307 e Staga001, respectivamente. Uma vez que os 

demais marcadores mapeados nesta região do cromossomo 3B foram 

monomórficos, é necessário mapear novos marcadores, ou utilizar novas 

classes de marcadores, tais como marcadores SNPs (Single Nucleotide 

Polimorphysm), que são mais abundantes do que os SSR. 
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Tabela 3 - Tabela de contingência comparando a análise fenotípica da cor do 
grão e a análise genotípica com o marcador Xbarc344 na população PFAU x 
CD 0666 
 

χ
2= 57,40 

P = 0% 
 

A cor do grão tem uma grande importância por ter uma relação forte e 

significativa com a expressão da tolerância a germinação na pré-colheita 

(BASSOI; FLINTHAM, 2005). Freed et al. (1976), relatam que a presença dos 

genes R que controlam a cor vermelha estão relacionados com a dormência 

pós-colheita. Na Tabela 4 está representada a análise de contingência em que 

se compara o marcador Xbarc 344 com a germinação na espiga nesta 

população. Pelo teste de χ2 observa-se que não há associação entre este 

marcador e a tolerância a germinação na espiga de trigo.  

 
Tabela 4 - Tabela de contingência comparando a análise fenotípica da 
germinação com o marcador Xbarc 344 na população PFAU x CD 0666. 

 

χ
2= 0, 265 

P = 60,65% 
 

A Tabela 5 contém a análise de contingência entre a cor do grão e a 

germinação na espiga. O teste de χ2 também indica não haver associação 

entre cor de grão e tolerância à germinação na espiga de trigo. Das 154 plantas 

com sementes vermelhas, apenas 2 apresentaram resistência à germinação na 

espiga, e das 201 plantas suscetíveis à germinação na espiga, 152 possuíam 

grãos vermelhos. 

 

 Xbarc 344  
Fenótipo Alelo do PFAU Alelo do CD 0666 e 

Heterozigotos 
Total 

Grão Vermelho 14 139 153 
Grão Branco 30 20 50 

Total 44 166 203 

 Xbarc 344  
Fenótipo Alelo de PFAU Alelo CD 0666 e 

Heterozigotos 
Total 

Resistente 1 2 3 
Suscetível 43 161 204 

Total 44 163 207 



25 

 

Tabela 5 - Tabela de contingência comparando a análise fenotípica da 
germinação com a análise fenotípica da cor do grão na população PFAU x CD 
0666. 
 

χ
2 = 0,128 

P = 72,04% 
 

Diferentemente dos dados obtidos neste trabalho, em que não houve 

associação da cor do grão com a germinação na espiga, alguns trabalhos 

realizados sugerem que há ligação relativamente forte ou pleiotropia entre a cor 

do grão e a tolerância à germinação na espiga (FREED et al., 1976; 

FLINTHAM; GALE, 1988; FLINTHAN; HUMPHRAY, 1993). Wu e Carver 

(1999), em trabalhos de campo confirmaram diferenças nos danos por 

germinação na espiga entre cultivares de grãos brancos e vermelhos. 

Cultivares de grãos brancos são consideradas mais suscetíveis, já as de grãos 

vermelhos apresentam grande variação na resistência ao problema. Esta 

relação entre a coloração do grão e a dormência das sementes ainda não está 

clara se é baseada em genes pleiotrópicos ou ligados (BELDEROK, 1975).  

Mesmo que alguns trabalhos indiquem que cultivares de grãos brancos 

são mais sensíveis à germinação na espiga do que as de grãos vermelhos, 

(McCaig; DePAUW, 1992), outros trabalhos apontam que a herança da 

dormência pode ser independente da cor do grão (PATERSON; SORRELS, 

1990). Cunha et al., 2004 relatam que as evidências indicam que o controle da 

dormência e da germinação na espiga envolve mais que os genes da cor. 

Wellington (1956) propõe diferenças morfológicas indicando que grãos de cor 

vermelha tem a casca mais resistente que os grãos brancos.  

A ocorrência de dormência nas sementes na fase pré-colheita é o principal 

fator para conferir resistência ou tolerância à germinação na espiga (MIURA et al., 

1997). No cromossomo 4A, estão mapeados os marcadores Xgwm397, Xbarc170 

e Xbarc343 (SONG et al., 2005). Os genes R são dominantes, e estudos de 

herança da tolerância à germinação na espiga (dormência), identificaram genes 

recessivos controlando esta característica. Franco (2008) identificou no 

Fenótipo Vermelho Branco Total 

Resistente 2 1 3 

Suscetível 152 49 201 

Total 154 50 204 
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cromossomo 4A o marcador Xbarc170 associado com o gene recessivo que 

controla a dormência. 

Com todas estas incertezas relacionadas à cor do grão e sua 

associação com a germinação da espiga, Flintham e Gale (1988), indicam a 

manipulação de alelos da cor vermelha como caminho mais seguro para uma 

dormência de longa duração. Por este motivo, há necessidade de identificar 

marcadores moleculares ligados aos genes R. Embora a cor de grão seja uma 

característica fácil de selecionar em trigo, há necessidade de avaliar se existe 

associação de algum gene R específico e a tolerância a germinação na espiga. 

Isso explicaria o fato de que algumas cultivares de grão vermelho são mais 

tolerantes e outras não apresentam tolerância, enquanto que as cultivares de 

grão branco são suscetíveis. Havendo esta associação de algum gene R 

específico com a tolerância à germinação na espiga, a identificação de 

marcadores moleculares associados à cor do grão de trigo representa uma 

ferramenta promissora no melhoramento genético para selecionar genótipos 

mais tolerantes.  

Devido ao alto nível de marcadores monomórficos encontrados para a 

realização deste estudo, e a busca constante por técnicas que facilitem o 

trabalho dos melhoristas na seleção assistida, menciona-se o uso do 

mapeamento a partir do desequilíbrio de ligação (DL). No mapeamento de 

ligação, por ser amostrada uma fração pequena de todos os possíveis alelos 

em uma determinada espécie, os marcadores moleculares associados a genes 

ou QTLs geralmente só podem ser usados nas populações em que foram 

desenvolvidos (CAHILL; SHMIDT, 2004; HOLLAND, 2004). Por outro lado, o 

mapeamento por desequilíbrio de ligação compreende a associação entre 

genótipos (haplótipos) e avaliação fenotípica, por meio da avaliação do 

polimorfismo genético que foi gerado em diferentes backgrounds por meio de 

muitas gerações de recombinação (DEKKERS; HOSPITAL, 2002; 

NORDBORG; TAVARÈ, 2002). Este tipo de mapeamento detecta e localiza 

QTLs baseados na intensidade da correlação entre marcadores moleculares 

mapeados e as características fenotípicas.  

Após várias gerações de recombinação, em uma população não 

estruturada, apenas correlações entre QTLs e marcadores proximamente 
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ligados devem permanecer, facilitando o mapeamento mais fino (MACKAY; 

POWELL, 2007). Neste tipo de mapeamento, não há necessidade do preparo 

de uma população para o mapeamento, e avalia-se o genoma inteiro para 

identificar regiões associadas a determinado fenótipo.  

 

4.2 População PFAU x CD 0559 

 

A população F2 derivada de PFAU x CD 0559 segrega para dois genes 

(R) de cor do grão (SANTOS, 2009). Os parentais foram também avaliados 

com os marcadores localizados nos cromossomos 3A, 3B e 3D (Figuras 1, 2 e 

3). Dos 48 loci analisados nos três cromossomos, 14 apresentaram 

polimorfismo e estão localizados no cromossomo 3A: Xgwm247, Xwmc215; 

Cromossomo 3B: Xbarc164, Xbarc77, Xbarc344, Xgwm247, Xgwm566, 

Xgwm547, Xgwm284, Xgwm340 e Cromossomo 3D: Xwmc631, Xbarc323, 

Xgwm645 e Xbarc71.  

Uma população F2 derivada do cruzamento entre CD 0559 x CD 0666, 

não segregou para cor de grão, sendo que todas as plantas F2 apresentaram 

sementes vermelhas, como os genótipos parentais. Isso indica que ambos os 

parentais compartilham pelo menos um gene R. Como a linhagem CD 0666 

possui apenas o gene RB-1, pode-se concluir que a linhagem CD 0559 

também possui este gene.  Para avaliar esta hipótese, os marcadores 

Xbarc164 e Xbarc77 foram utilizados em todos os indivíduos da população.  O 

marcador Xbarc344 não foi utilizado em toda a população F2, pois nesta 

população a qualidade de amplificação com este marcador não permitiu a 

correta identificação dos genótipos das plantas. O marcador Xwmc631 também 

foi avaliado na população F2 completa.  

A segregação mendeliana dos marcadores foi confirmada pelo teste de 

qui-quadrado (χ2), exceto para o marcador Xbarc164 (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Segregação dos marcadores moleculares utilizados na população 
PFAU x CD 0559 no grupo de ligação 3B para mapeamento do gene da cor do 
grão em trigo. 
 

 Valores observados  
Marcador 

SSR 
HCD0559 Het HPFAU Hipótese χ

2 P% 

Xbarc 164 67 74 53 1:2:1 12,99 0,16 
Xbarc 77 56 91 46 1:2:1 1,66 43,53 

Xwmc 631 18 31 18 1:2:1 0,37 82,98 

HCD 0559: Homozigoto com o genótipo do progenitor com grão vermelho (CD 
0559). 
Het: Heterozigoto. 
HPFAU: Homozigoto com o genótipo do progenitor com grão branco (PFAU). 
P: Probabilidade. 

 

Para características que são controladas por dois genes, como a cor do 

grão de trigo, na população derivada de PFAU x CD 0559, a estimativa da 

frequência de recombinação entre um marcador e um destes genes deve levar 

em conta a segregação independente dos dois genes.  Considerando que a cor 

do grão seja controlada pelos genes A e B, e que a cor vermelha é dominante, 

para estimar a frequência de recombinação entre um marcador M e o gene B, 

por meio do método da máxima verossimilhança, é necessário utilizar as 

frequências apresentadas na Tabela 7. 

 

Tabela 7 – Genótipos, fenótipos e frequências esperadas para um marcador e 
dois genes controlando uma característica fenotípica, considerando a 
possibilidade de ligação genética do marcador com um dos genes. 
 

Genótipo Fenótipo Frequência esperada 
A_B_MM Vermelho 3/16(1-r2) 
A_B_Mm Vermelho 3/8(1-2+r2) 
A_B_mm Vermelho 3/16r(2-r) 
A_bbMM Vermelho 3/16r2 
A_bbMm Vermelho 3/8r(1-r) 
A_bbmm Vermelho 3/16(1-r)2 
aaB_MM Vermelho 1/16(1-r2) 
aaB_Mm Vermelho 1/8(1-2+r2) 
aaB_mm Vermelho 1/16r(2-r) 
aabbMM Branco 1/16r2 
aabbMm Branco 1/8r(1-r) 
aabbmm Branco 1/16(1-r)2 

   r = frequência de recombinação entre o marcador M e o gene B. 
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No entanto, o genótipo dos dois genes não é observado nas plantas F2. 

Considerando apenas as informações observáveis, ou seja, apenas o genótipo 

do marcador e o fenótipo, as frequências esperadas são aquelas apresentadas 

na Tabela 8. Uma vez que se dispõe das freqüências esperadas e de valores 

observados, a frequência de recombinação pode ser estimada por meio do 

método de máxima verossimilhança, conforme descrito por Schuster e Cruz 

(2008).  

 
Tabela 8 – Relação de genótipos de um marcador e fenótipo da cor de grão, 
frequências esperadas, e valores observados para os marcadores Xbarc164, 
Xwmc631, Xbarc77 em uma população F2 de trigo. 

 

 

O valor de r que maximiza a função de máxima verossimilhança obtida 

é r=0,47 para o marcador Xbarc164, e r=0,5 para os marcadores Xwmc631 e 

Xbarc77. Ou seja, nenhum dos marcadores está ligado ao gene que confere 

cor vermelha ao grão de trigo. 

O marcador Xbarc77 localiza-se no cromossomo 3B, e esperava-se 

que estivesse ligado ao gene RB-1, que está presente nesta população. O 

marcador Xwmc631 está no cromossomo 3D. Sherman et al. (2008), relatam 

um gene para cor de grão neste cromossomo (RD-1), na região próxima ao 

marcador Xwmc631. Mas na população derivada de CD 0559 x PFAU, também 

não foi detectada ligação genética deste marcador com o gene de cor.  

Uma vez que a linhagem CD 0559 possui dois genes R (SANTOS, 

2009), deveria ter sido detectada ligação de pelo menos um destes marcadores 

com um gene R de CD 0559. Além disso, como a população derivada do 

cruzamento entre CD 0559 x CD 0666 não segregou para cor de grão 

(SANTOS, 2009), é de se esperar que a linhagem CD 0559 tenha o gene RB-1, 

presente na linhagem CD 0666. Uma das causas desta falta de associação 

Genótipo/fenótipo Frequência 
esperada 

Número 
Observado 

Valores Observados 
 Xwmc631 Xbarc77 

MM / Vermelho 1/16(4-r2) n1 16 50 
Mm / Vermelho 1/8(4-r+r2) n2 25 88 
mm / Vermelho 1/16(3+2r-r2) n3 17 43 

MM / Branco 1/16r2 n4 2 4 
Mm / Branco 1/8r(1-r) n5 6 3 
mm / Branco 1/16(1-r)2 n6 1 1 
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destes marcadores com a cor do grão de trigo na população derivada de CD 

0559 pode ser o tamanho da população estudada. 

Schuster e Cruz (2008) apresentam os estimadores para o tamanho de 

população a ser utilizada em estudos de mapeamento, em função do poder 

estatístico dos estimadores.  Na população derivada de CD 0666 o marcador 

Xbarc344 esta ligado a uma frequência de recombinação de 0,26 do gene 

responsável pela cor do grão de trigo no cromossomo 3B. O tamanho mínimo 

de população necessário para obter uma estimativa de frequência de 

recombinação igual a 0,26 entre um marcador codominante e uma 

característica controladas por 2 genes dominantes, com LOD escore mínimo de 

3,0, é de 429 plantas F2. Ou seja, mais do que o dobro da população utilizada. 

Para uma característica controlada por um gene, na mesma condição 

(marcador codominante e gene dominante), o tamanho mínimo de população 

para obter LOD escore mínimo de 3,0 para frequência de recombinação de 

0,26, é 83 indivíduos. 

O mapeamento genético dos três genes R presentes no trigo, com a 

utilização de marcadores moleculares públicos, é uma necessidade para a 

avaliação da associação específica de cada gene R com a tolerância à 

germinação na espiga em trigo. Este mapeamento é mais facilmente realizado, 

se populações que segreguem para apenas um gene forem utilizadas para o 

mapeamento. Neste caso, populações que segreguem para cada um dos 

genes R devem ser obtidas. Esta tarefa não é trivial, uma vez que não se sabe 

quais genes R cada cultivar possui. 

O mapeamento dos genes R também pode ser realizado em 

populações que segreguem para mais de um gene. No entanto, para ter a 

possibilidade de sucesso na identificação de marcadores moleculares 

associados aos genes R presentes em parentais que possuam dois genes, 

populações F2 maiores deverão ser utilizadas. 

No presente trabalho foi validado o marcador Xbarc 344 ligado ao gene 

RB-1 em trigo. Diversos marcadores moleculares localizados na região 

genômica do gene RB-1 foram monomórficos na população F2 que segrega 

para este gene. Também, diversos marcadores moleculares localizados nas 

regiões que contém os genes RA-1, RB-1 e RD-1 foram monomórficos entre os 
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parentais que contrastam para dois genes R.  Isso demonstra a necessidade 

de validação de marcadores moleculares antes de seu uso em rotinas de 

seleção assistida. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 

- A linhagem CD 0666 possui o gene RB-1 que codifica para cor 

vermelha do grão de trigo. 

- O marcador Xbarc344 está ligado a 26,1 cM do gene RB-1 na 

população PFAU x CD 0666. 

- Para esta mesma população, foi identificado que não há associação 

entre o marcador Xbarc344 e a tolerância à germinação na espiga, e também, 

não há associação entre a cor do grão e a tolerância à germinação na espiga. 

- Não foi detectada ligação de nenhum dos marcadores dos 

cromossomos 3A, 3B e 3D, utilizados na população PFAU x CD 0559, a 

gene(s) que confere(m) a cor vermelha do grão. 
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