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RESUMO

COSTA, Marcia Regina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2007. Melhoramento de feijoes preto e vermelho visando a resisténcia
a antracnose, ferrugem e mancha-angular, como o auxilio de
marcadores moleculares. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros. Co-
orientadores: José Eustaquio de Souza Carneiro e Maurilio Alves Moreira.

Antracnose, ferrugem e mancha-angular, incitadas, respectivamente, por
Colletotrichum lindemuthianum, Uromyces appendiculatus e Pseudocercospora
griseola, sao importantes doengas que causam seérios prejuizos a cultura do
feijoeiro. O programa de melhoramento do feijoeiro do BIOAGRO/UFV
desenvolveu uma linhagem com graos carioca (Ruda “R”) contendo os
seguintes genes de resisténcia: Co-4, Co-6 e Co-10 (antracnose); Ur-ON
(ferrugem) e Phg-1 (mancha-angular). Para transferir tais genes para feijao de
grao preto, foi conduzido um programa de retrocruzamentos, auxiliado por
marcadores moleculares, envolvendo Ruda “R” e o cv. Diamante Negro (genitor
recorrente). A partir da autofecundagéo de 32 plantas RCsF4, foram obtidas 40
linhagens com gréos pretos que possuiam combinagbes de, no minimo, trés
marcas ligadas aos genes mencionados. As linhagens foram avaliadas quanto
a resisténcia a diferentes ragas de C. lindemuthianum, U. appendiculatus e P.
griseola. As linhagens DNR14 e DNR16 foram resistentes a todas as racgas
avaliadas de C. lindemuthianum, com excegado da raga 2047. As linhagens
DNR12, DNR31, DNR36 e DNR38 foram resistentes as duas racas de U.
appendiculatus avaliadas. As linhagens DNR3, DNR4, DNRS5, DNR7, DNRS,
DNR10, DNR12, DNR24, DNR30, DNR33 e DNR34 foram resistentes a todas
racas de P. griseola avaliadas. O potencial produtivo das 40 linhagens também
foi avaliado nas safras de “inverno” em 2006 e de “seca” em 2007. Todas as
linhagens apresentaram rendimento estatisticamente igual ou superior a Ruda
“‘R” e Diamante Negro. Para incrementar a piramide de genes no background
preto, plantas RC3F2 (Diamante Negro x Ruda "R”) contendo os genes Co-6,
Co-10, Ur-ON e Phg-1 foram cruzadas com a isolinha carioca Ruda “R1”,
portadora dos genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1. A partir deste
cruzamento e selecdo com marcadores moleculares, foram obtidas 35 familias
F4 com graos pretos e com, no minimo, cinco marcas de resisténcia. Plantas F;
[RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”], contendo os genes Co-4?,
Co-5, Co-6, e Phg-1, foram cruzadas com individuos de familias F».3, contendo

viii



os genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11, para transferéncia de genes Ur para a piramide.
Foi possivel obter oito familias F3 com, no minimo, cinco marcas associados a
genes de resisténcia, porém, duas delas apresentaram grados carioca e as
demais, graos fora dos padrdes aceitaveis para os grupos carioca e preto.
Plantas [RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”], contendo os genes
Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1 foram cruzadas com o cv. MAR 2
(Phg-MAR 2) e as que continham os genes Co-42, Co-5, Co-6, Co-10 e Ur-ON
foram cruzadas com o cv. Cornell 49-242 (Phg-3). Plantas RCsF, (Diamante
Negro x Ruda "R”) contendo os genes Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1,
foram cruzados com individuos RC3F; (Ruda x BAT 332), que possuiam o gene
Phg-62. Nos trés cruzamentos, a cada geragdo as plantas obtidas foram
selecionadas com marcadores moleculares ligados a cada gene envolvido nos
cruzamentos além dos marcadores para os genes / e bc-3. A partir do primeiro
cruzamento foram obtidas 16 plantas com, no minimo, oito genes, sendo que
nove delas geraram sementes de cor preta. No segundo, obteve-se 13 plantas
com oito ou nove genes que geraram somente sementes F3 pretas, mas com
brilho. No terceiro, dez familias F4 foram obtidas com, no minimo, dois genes e
todas com gréos pretos. Para transferir genes de resisténcia para feijdes de
grao vermelho, cruzamentos e ciclos de retrocruzamentos entre o cv.
Vermelhinho (genitor recorrente) e Ruda “R” foram conduzidos, bem como
entre Ouro Vermelho (genitor recorrente) e Ruda “R1”. Nesses cruzamentos as
selegdes também foram realizadas por marcadores moleculares ligados aos
genes envolvidos e no padrao de cor dos graos. Para o cruzamento entre
Vermelhinho e Ruda “R” foram obtidas 19 familias RC,F3; contendo no minimo
dois genes e com graos vermelhos. No outro cruzamento, 29 familias RC,F3 de
graos vermelhos e com quatro marcas, no minimo, foram selecionadas. Diante
dos resultados podé-se concluir que a selegcdo assistida por marcadores
moleculares no processo de obtencdo de linhagens com varios genes de
resisténcia é eficiente, que os marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia devem ser altamente especificos para que possam auxiliar no
processo de transferéncia de genes para outros backgrounds genéticos e que a
transferéncia de genes entre cultivares de grupos de cor de grao diferentes é
demorado, exigindo a realizagdo de um maior numero de retrocruzamentos

para a recuperacéo do tipo de grao original.



ABSTRACT

COSTA, Marcia Regina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August 2007.
Improvement of red and black beans for resistance to anthracnose,
rust and angular leaf spot with the aid of molecular markers. Adviser:
Everaldo Gongalves de Barros. Co-advisers: José Eustaquio de Souza
Carneiro and Maurilio Alves Moreira.

Anthracnose, rust, and angular leaf spot incited by Colletotrichum
lindemuthianum, Uromyces appendiculatus and Pseudocercospora griseola,
respectively, are important diseases causing serious damages to the common
bean crop. The common bean breeding program of BIOAGRO/UFV developed
a line with carioca type grains (Ruda "R") containing the following resistance
genes: Co-4, Co-6 and Co-10 (anthracnose); Ur-ON (rust) and Phg-1 (angular
leaf spot). To transfer those genes to a black bean background, a backcrossing
program was conducted with the aid of molecular markers, by involving Ruda
"R" (donor genitor) and cultivar Diamante Negro (recurrent genitor). By selfing
32 BCsF4 plants, 40 black grained lines were obtained that possessed
combinations with at least three markers linked to those genes. The lines were
evaluated for resistance to the different races of C. lindemuthianum, U.
appendiculatus and P. griseola. Lines DNR14 and DNR16 were resistant to all
evaluated races of C. lindemuthianum, except for race 2047. Lines DNR12,
DNR31, DNR36 and DNR38 were resistant to two races of U. appendiculatus.
Lines DNR3, DNR4, DNR5, DNR7, DNR8, DNR10, DNR12, DNR24, DNR30,
DNR33 and DNR34 were resistant to all races of P. griseola tested. The yield
potentials of all 40 lines were evaluated during the “winter” season of 2006 and
the “dry” season of 2007. The yield potentials of all lines were statistically equal
to or higher than those of Ruda “R” and Diamante Negro. To increase the gene
pyramid in the “black-type” background BCsF, plants (Diamante Negro x Ruda
"R") containing the genes Co-6, Co-10, Ur-ON and Phg-1 were crossed with the
carioca line Ruda "R1" carrying the genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON and
Phg-1. From this crossing and selection with molecular markers, 35 F4 families
with black grains and at least five resistance markers were obtained. F, plants
[BCsF, (Diamante Negro x Ruda "R") x Ruda "R1"] containing the genes Co-4?,
Co-5, Co-6, and Phg-1 were crossed with plants of the F,.3 families containing
the genes Ur-ON, Ur-5 and Ur-11 for transfering the Ur genes to the black bean

pyramid. It was possible to obtain eight F3 families with at least five markers



associated to resistance genes; however, two of them showed carioca type
grains, whereas the grains of the other ones did not present the grain patterns
acceptable for either the groups carioca or black. Plants [BCsF, (Diamante
Negro x Ruda "R") x Ruda "R1"] containing the genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-
10, Ur-ON and Phg-1 were crossed with the cultivar MAR 2 (Phg-MAR 2) and
those with the genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10 and Ur-ON were crossed with
the cultivar Cornell 49-242 (Phg-3). BCsF» plants (Diamante Negro x Ruda "R")
containing the genes Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON and Phg-1 were crossed with
BCsF, individuals (Ruda x BAT 332) harboring the Phg-62 gene. In the three
crossings and at each generation, the plants obtained were selected with
molecular markers linked to each gene involved into crossings and also with
markers for the genes / and bc-3 which confer resistance to the Bean Common
Mosaic Virus. From the first cross, 16 plants with at least eight genes were
obtained, and nine out of the 16 plants generated black-colored seeds. From
the second cross, 13 plants with eight or nine genes generating only black F3
seeds were obtained, but they were all shiny. From the third cross, ten F4
families with black grains and at least two resistance genes were obtained. To
transfer resistance genes to red-grained beans, crossings and backcrossing
cycles were conducted between the cv. Vermelhinho (recurrent genitor) and
Ruda "R", as well as between cv. Ouro Vermelho (recurrent genitor) and Ruda
"R1". In those crossings, selection were also based on molecular markers
linked to the genes of interest and on the grain color pattern. For the crossing
between cv. Vermelhinho and Ruda "R", BC,F3 19 families containing at least
two resistance genes and red grains were obtained. In the other crossing, 29
BC,F; families with red grains and at least four markers were selected.
According to the results, the following conclusions were drawn: the selection
assisted by molecular markers in the process for obtaining lines with several
resistance genes is efficient; the molecular markers should be tightly linked to
the resistance genes; and transferring the genes between cultivars from
different grain groups is slow, and requires a high number of backcrossings for
recovering the original grain type.
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1. INTRODUGAO GERAL

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos alimentos basicos da
populagdo mundial, e € a leguminosa mais consumida mundialmente. O feijao
€ uma importante fonte de proteinas (22% de sua constituicdo), vitaminas
(folatos) e minerais (Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn), especialmente em paises em
desenvolvimento (MIKLAS et al. 2006). No Brasil, o feijao representa 18,5% da
proteina consumida pela populagdo, chegando a representar, na regido
Nordeste do pais, 34% do ferro consumido (LAJOLO et al., 1996). Além da
grande importancia na dieta do brasileiro, o feijdo € um produto agricola de
relevancia econbmica e social, por ser cultivado tanto por agricultores de
subsisténcia como por produtores que utilizam alta tecnologia.

O Brasil ocupa a posi¢cao de maior produtor e consumidor mundial de
feijao. Na safra 2005/2006, a produgao brasileira foi de 3,265 milhdes de
toneladas, ocupando uma area de 4,2 milhdes de hectares. O consumo per
capita de feijao no Brasil estd em torno de 16 kg/ano, sendo a que a
preferéncia é regionalizada e diferenciada principalmente quanto a cor e ao tipo
de gréao (CONAB, 2007). O feijao preto € consumido principalmente no Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Rio de Janeiro. Ja nas demais
regides do pais, o consumo € quase exclusivo de feijao do tipo carioca. No
caso do feijao vermelho, seu consumo é bastante restrito a determinadas
regides, como € o caso da Zona da Mata Mineira.

Apesar da produtividade ter aumentado nos ultimos anos, a média
nacional, de apenas 808 kg/ha, ainda € pouco expressiva (CONAB, 2007).

A baixa produtividade é atribuida a varios fatores, como o cultivo em
consorcio, o plantio com baixo nivel tecnolégico, a desorganizagdao do
mercado, a falta de integracdo dos diversos elos na cadeia produtiva e a alta
incidéncia de doengas. O feijoeiro-comum €& suscetivel a um grande numero de
doencgas de origem fungica, bacteriana e virética. As doengas fungicas mais
importantes da parte aérea da planta sdo a antracnose, a ferrugem e a
mancha-angular, incitadas, respectivamente, por Colletotrichum
lindemuthianum, Uromyces appendiculatus e Pseudocercospora griseola. Entre

as bacterioses, a de maior importancia € o crestamento-bacteriano-comum,



incitado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e, entre as viroses, 0
mosaico-comum do feijoeiro (BCMV).

O uso de cultivares resistentes € uma das estratégias mais eficientes no
controle das doencgas, pois, além de diminuir o custo de producédo, reduz os
impactos negativos ao ambiente pela aplicagdo de agrotoxicos. Nesse sentido,
o desenvolvimento de cultivares com resisténcia duradoura e de amplo
espectro é objetivo constante dos programas de melhoramento. Porém, muitos
fungos que atacam a cultura apresentam grande variabilidade patogénica, o
que dificulta a obtencao de cultivares com resisténcia mais duravel. Além disso,
ha grande dificuldade de associar em um mesmo cultivar, pelos meétodos
convencionais de melhoramento, genes de resisténcia a varias ragas de
diferentes patégenos. Dessa forma, marcadores moleculares vém sendo
usados como ferramenta para auxiliar no processo de selegdo de gendtipos
contendo simultaneamente multiplos alelos de resisténcia (KELLY e MIKLAS,
1998; YU et al., 2000; ALZATE-MARIN et al., 2005).

Em trabalhos do programa de melhoramento do feijoeiro
BIOAGRO/UFV, com o auxilio de marcadores moleculares, RAGAGNIN et al.
(2003) piramidaram genes de resisténcia a antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10),
ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) nos cultivares cariocas Ruda e
Pérola, de graos tipo carioca. A isolinha derivada do Ruda, contendo estes
genes de resisténcia piramidados, foi denominada de Ruda “R”. ARRUDA
(2005) substituiu o alelo Co-4 pelo Co-4° e introduziu o alelo Co-5 na piramide
ja presente em Ruda, com o intuito de tornar a piramide de resisténcia a
antracnose mais eficaz, obtendo a isolinha “Ruda R1”. O alelo Co-4?
introduzido é o mais efetivo entre os ja caracterizados, sendo o Unico capaz de
conferir resisténcia a raca 2047 de C. lindemuthianum. Novos trabalhos estao
sendo conduzidos para que estas piramides de genes de resisténcia sejam

transferidas para cultivares do tipo preto e vermelho.



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter linhagens e populagdes de feijao do tipo
preto e vermelho com genes de resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-
angular com auxilio de marcadores moleculares.

Os objetivos especificos foram:
1) Para o feijao preto:

1.1) Obter linhagens a partir de individuos RCsF¢ (Diamante Negro x Ruda

“‘R”) contendo genes de resisténcia a antracnose (Co-4 e Co-6), ferrugem

(Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1);

1.2) Caracterizar as linhagens obtidas quanto a resisténcia a diferentes

racas de C. lindemuthianum, U. appendiculatus e P. griseola;

1.3) Avaliar, em condi¢bes de campo, o comportamento das linhagens

contendo os genes de resisténcia ja piramidados;

1.4) Incorporar novos genes de resisténcia a antracnose, ferrugem e

mancha-angular para as poulagdes de feijao preto ja piramidados.
2) Para o feijao vermelho:

2.1) Incorporar os genes de resisténcia a antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10),

ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) no cultivar Vermelhinho;

2.2) Incorporar os genes de resisténcia a antracnose (Co-42, Co-5, Co-6 e

Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) no cultivar Ouro

Vermelho.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Doencgas do feijoeiro e fontes de resisténcia

A produtividade do feijoeiro € altamente comprometida pela ocorréncia
de diversas doencas e pragas. VIEIRA (2004) citou mais de 40 doengas que
podem acometer o feijoeiro, das quais cerca de quinze sdo de maior
importancia. As demais, apesar de menor importancia, podem causar danos
severos em condi¢des especificas.

No territorio nacional, as doengas do feijoeiro de maior relevancia sao a
antracnose, a ferrugem, a mancha-angular, o mofo-branco e a murcha-de-
fusarium, todas de origem fungica. Entre as bacterioses, a de maior
importancia é o crestamento-bacteriano-comum e, entre as viroses, 0 mosaico-
comum.

Os fungos apresentam grande numero de formas patogénicas
especializadas denominadas racgas fisiologicas. Nao é possivel dizer ao certo
quantas ragas de Uromyces appendiculatus, agente causal da ferrugem do
feijoeiro, ocorrem no pais € nem a sua distribuicdo geogréfica. Este fungo é um
parasita obrigatério que se caracteriza por apresentar alta variabilidade, o que
dificulta o trabalho de melhoramento visando a resisténcia. MORA (1986)
identificou 53 ragas de U. appendiculatus a partir de 80 isolados
monopustulares coletados em oito estados brasileiros (SC, PR, SP, RJ, MG,
ES, GO e PE) e apenas quatro dessas ragas foram encontradas em mais de
um estado. FALEIRO et al. (1999) identificaram 13 racas a partir de 15 isolados
coletados em diferentes municipios de Minas Gerais e demonstraram a
existéncia de racas diferentes em uma mesma folha, confirmando a alta
variabilidade genética do patdgeno. Portanto, pode-se dizer que, em cada
regido produtora de feijdo, ocorre grande numero de ragas, e, além disso, nem
sempre sdo as mesmas de ano para ano (VIEIRA, 1972).

Dependendo das ragas que prevalecem em certa regido, um cultivar de
feijao pode se comportar como resistente ou suscetivel. Muitas vezes, um
cultivar tido como resistente comporta-se como suscetivel porque foi infectado
por uma raga nova do patdgeno. Isso aconteceu com os cultivares de feijao

preto Milionario 1732 e Rico 1735, lancados em 1983: além de muito



produtivos, eram resistentes a ferrugem (VIEIRA, 1983); contudo, poucos anos
depois de distribuidas as sementes, passaram a ser infectados.

A ferrugem incitada € uma importante doencga do feijoeiro, especialmente
nos plantios da “seca” e do “inverno”, quando as condi¢des para o seu
desenvolvimento (temperaturas moderadas, 17-22°C) sdo mais favoraveis.
Estudos genéticos tém evidenciado que a resisténcia a U. appendiculatus é
controlada por gene dominante unico (ou bloco génico) e que existem muitos
genes de efeito menor atuando na determinacao desse carater (CARVALHO et
al.,, 1978; MEINERS, 1981; STAVELY, 1984a; STAVELY, 1984b; GRAFTON et
al., 1985; STAVELY e GRAFTON, 1985; WEBSTER e AINSWORTH, 1988;
FALEIRO, 1997). FALEIRO (1997), estudando a heranca da resisténcia do
cultivar Ouro Negro a quatro patoétipos de U. appendiculatus, mostrou que um
gene "maior", possivelmente associado a genes "menores", seria responsavel
pela resisténcia a ferrugem deste «cultivar. No entanto, dois genes
independentes parecem estar envolvidos na resisténcia aos patotipos 44 e 52
no cruzamento entre os cultivares Olathe e Aurora (GRAFTON et al., 1985).
Além disso, estes Uultimos autores demonstraram que o cultivar Olathe
apresenta gene que tem comportamento complementar a outro presente na
linhagem T-39, que confere resisténcia ao patétipos 44 de U. appendiculatus.

Nove genes de resisténcia a ferrugem foram identificados: Ur-3, Ur-4,
Ur-5, Ur-6 (PARK et al., 2004), Ur-7 (PARK et al., 2003), Ur-9, Ur-11, Ur-12
(JUNG et al., 1998) e Ur-13 (MIENIE et al., 2005). Pelo menos outros quatro
ainda nao foram nomeados, um na linhagem BAC 6 (JUNG et al., 1996), um do
cultivar Ouro Negro (CORREA et al., 2000) e dois no cultivar Dorado (MIKLAS
et al., 2000). No mapa integrado do feijoeiro, segundo KELLY et al. (2003) e
KELLY e VALLEJO (2004), podem ser observados genes de resisténcia a
ferrugem organizados em clusters com alguns genes de resisténcia a
antracnose. No grupo de ligagdo B1, por exemplo, os genes Ur-9 e Co-1 estédo
ligados. No grupo B4 sdo observados os genes Ur-5 com o Co-3/Co-9 e o Ur-
ON ligado ao Co-10. Ja o Ur-3 encontra-se ligado ao gene Co-2 no grupo de
ligagdo B11.

Entre as fontes de resisténcia a ferrugem encontram-se os cultivares
Aurora (gene Ur-3), México 235 (gene Ur-4), México 309 (gene Ur-5), Golden
Gate Wax (gene Ur-6), GN 1140 (gene Ur-7), US 3 (gene Ur-8), Pompadour
Checa (gene Ur-9), Pl 181996 (alelo Ur-3°) e Belmidak RR-11 (gene Ur-11)



(BASSETT, 2004). As principais fontes de resisténcia a ferrugem utilizadas pelo
Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV sao os cultivares
Ouro Negro (gene Ur-ON), México 309 (gene Ur-5) e Belmidak RR-11 (gene
Ur-11).

Outra importante doenga que ataca o feijoeiro € a antracnose, cujo
agente é o fungo Colletotrichum lindemuthianum. Esse patégeno também
apresenta racgas fisiolégicas, mas em numero inferior ao apresentado pela
ferrugem. O levantamento feito por RAVA et al. (1994) mostrou a ocorréncia de
25 diferentes ragas de C. lindemuthianum no territorio brasileiro.

A alta umidade relativa do ar e temperatura entre 13 e 26 °C favorecem
a ocorréncia dessa doenca. Entre os fatores que contribuem para a
disseminagao do patdégeno, encontram-se as chuvas moderadas freqlientes
acompanhadas de ventos e, na disseminagao a curta distancia, o salpico de
chuva sobre os residuos de colheita (PASTOR-CORRALES, 1985). A
disseminagdo a longas distancias realiza-se, principalmente, por meio de
sementes (SINGH, 1991; PASTOR-CORRALES, 1985), de insetos e do préprio
homem (PASTOR-CORRALES, 1985).

As perdas causadas pela antracnose podem chegar a 100% quando séo
empregadas sementes contaminadas em regides onde prevalegcam condi¢des
ideais para o desenvolvimento da doenga (PELOSO, 1992).

Varios genes que conferem resisténcia a antracnose ja foram
caracterizados em diversos cultivares. KELLY e YOUNG (1996) propuseram
uma nomenclatura para designar os genes de resisténcia a antracnose, usando
o simbolo Co (de Colletotrichum). Até o momento, foram identificados dez
genes independentes de resisténcia a antracnose (Co-1 a Co-10); no entanto,
MENDEZ-VIGO et al. (2005) relataram que os genes Co-3 e Co-9 sdo alelos de
um mesmo loco. Com excecao do alelo de resisténcia do loco co-8, todos os
outros sdo dominantes e nos locos Co-1, Co-3 e Co-4 existe uma série alélica
(MIKLAS et al., 2006).

O gene Co-2, presente no cultivar Cornell 49-242, foi intensivamente
utilizado como fonte de resisténcia a antracnose. Outros genes de resisténcia
estdo presentes nos cultivares Michigan Dark Red Kidney (gene Co-1), México
222 (gene Co-3), TO (gene Co-4), TU (gene Co-5), AB 136 (genes Co-6 e co-
8), G 2333 (genes Co-4% Co-5 e Co-7) e Ouro Negro (gene Co-10) (BASSETT,
2004; ALZATE-MARIN et al., 2003). Varios outros alelos foram identificados e



estdo presentes nos cultivares Kaboon (Co-1?), Perry Marrow (Co-1°), AND 277
(Co-1%), Widusa (Co-1°), México 227 (Co-3?), Sel 1308 (Co-4?) e Pl 207.262
(Co-4%) (BASSETT, 2004). Todas estas fontes tém sido utilizadas em diversos
programas de melhoramento. O gene Co-2, entretanto, ndo fornece protecao
contra diversas ragas encontradas no Brasil (MENEZES & DIANESE, 1988),
inclusive a raga 89, predominante em Minas Gerais (RAVA et al., 1994). Entre
as principais fontes de resisténcia a antracnose utilizadas pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV encontram-se os cultivares TO
(gene Co-4), AB 136 (gene Co-6), G2333 (genes Co-4°, Co-5 e Co-7 ). O
cultivar Ouro Negro (Honduras 35), que é utilizado como fonte de resisténcia a
ferrugem nesse programa, também tem se mostrado uma boa fonte de
resisténcia a antracnose. Possuidor do gene Co-70, confere resisténcia a 14
dos 15 principais patétipos de C. lindemuthianum encontrados no Brasil
(ALZATE-MARIN et al., 2003).

A mancha-angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola, era
considerada de pequena importancia no passado, pois aparecia no final do
ciclo da cultura, ndo causando grandes perdas. Entretanto, hoje é considerada
de grande importancia, uma vez que aparece logo no inicio do ciclo da cultura,
principalmente nos plantios “da seca” ou safrinha nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (SARTORATO, 2001), podendo causar reducédo de até 70% na
producgao.

Temperaturas entre 16 e 28 °C, com 6timo em 24 °C, e alta umidade s&o
condigdes favoraveis ao desenvolvimento de P. griseola. Uma vez formados os
esporos, a baixa umidade favorece a sua disseminagao (CARDONA-ALVAREZ
e WALKER, 1956).

Pensava-se, inicialmente, que o numero de ragas de P. griseola fosse
baixo (ALVAREZ-AYALA e SCHWARTZ, 1979). Entretanto, estudos
posteriores indicam que essa conclusido estava incorreta. Foram identificados
26 racgas de P. griseola a partir de 72 isolados coletados no Brasil (NIETSCHE,
2000).

Quase todos os cultivares plantados no pais s&do, em maior ou menor
grau, suscetiveis a mancha-angular. Entretanto, fontes de resisténcia tém sido
encontradas (VIEIRA et al., 1999).

NIETSCHE et al. (1997) avaliaram diversas fontes potenciais de
resisténcia no estado de Minas Gerais, sendo México 54, AND 277 (possuidor



do gene Phg-1), MAR 2 e Cornell 49-242 identificadas como as mais
promissoras fontes de resisténcia as principais ragas do Estado. SARTORATO
et al. (1999) identificaram um gene de resisténcia no cultivar México 54, o qual
foi denominado Phg-2. Em estudo realizado por NIETSCHE et al. (2000), foi
verificado que os genes Phg-1 e Phg-2 conferiram resisténcia a 17 e 16 ragas,
respectivamente, de 25 racas avaliadas. CORREA et al. (2001) também
estudaram a heranca da resisténcia as ragas 63.23 e 63.39 e encontraram um
gene dominante no cultivar Ouro Negro controlando esta caracteristica.
CAIXETA et al. (2005), em seus estudos de alelismo, concluiram que México
54 apresenta, além de Phg-2, os genes Phg-5 e Phg-6; BAT 332 possui o alelo
Phg-62, MAR 2 apresenta o gene Phg-4 e um alelo Phg-52 e o cultivar AND 277
possui os alelos Phg-22, Phg-3° e Phg-4, além de Phg-1, e o cultivar Cornell
49-242, o gene Phg-3. De todos estes genes, somente Phg-2 foi mapeado no
grupo de ligacado B8 (MIKLAS et al., 2006). A localizagdo no mapa integrado do
feijoeiro para os demais genes ainda nao é conhecida.

Além dos genes de efeito maior, a resisténcia a mancha-angular também
foi correlacionada a cinco regides de quantitative trait loci (QTL) identificadas
em uma populacdo oriunda do cruzamento entre os cultivares DOR 364 e G
19833 e mapeadas nos grupos de ligacao B4 e B10 (LOPEZ et al., 2003).

Segundo OLIVEIRA (2002), os cultivares Antioquia 8, CAL 143, Equador
299 e Meéxico 235 também sado potencialmente uteis aos programas de
melhoramento, apresentando resisténcia as ragas 63.19, 31.17, 63.55 e 63.23
de P. griseola. Dentre as principais fontes de resisténcia a mancha-angular
utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV
encontram-se os cultivares AND 277, Cornell 49-242, MAR 2, BAT 332, Ouro
Negro e México 54.

O crestamento-bacteriano-comum, incitado por Xantomonas axonopodis
pv. phaseoli, ocorre em quase todas as regides produtoras de feijao,
apresentando grande importéncia no norte do Parana, no Rio de Janeiro, no
Brasil Central e na Zona da Mata de Minas Gerais. Esta doenca ocorre
principalmente nas areas de menor altitude e, portanto, mais quentes,
sobretudo por ocasidao do plantio das aguas (RAVA e SARTORATO,1994).
Altas temperaturas e umidade favorecem o desenvolvimento da doenca. A
penetracdo da bactéria ocorre por aberturas naturais, como estébmatos ou por

ferimentos.



O controle quimico desta doenga nao tem sido eficiente (WELLER e
SAETTLER, 1976). Desta forma, o uso de sementes sadias e a incorporagéo
de resisténcia genética a cultivares adaptados e produtivos € a alternativa mais
eficiente e econbmica de controle. A resisténcia a essa doenga apresenta
alguns problemas que dificultam o sucesso dos trabalhos, como por exemplo, a
variabilidade do patdgeno, a metodologia de inoculagéo e a avaliagdo, além da
reacao diferencial entre folhas e vagens, podendo, em uma mesma planta,
ocorrer suscetibilidade nas vagens e resisténcia nas folhas e vice-versa (RAVA,
1985).

A resisténcia genética ao crestamento-bacteriano-comum é complexa e
ja foram identificados 22 QTLs associados a resisténcia distribuidos nos 11
grupos de ligacao do feijoeiro (KELLY et al., 2003). Muitas variedades podem
apresentar grau moderado de resisténcia durante o seu desenvolvimento
vegetativo, mas mostram-se suscetiveis durante a sua fase reprodutiva. O
cultivar Pl 207.262 apresentou reagdo altamente resistente nas folhas e
ligeiramente suscetivel nas vagens, enquanto GN 1140 apresentou folhagem
altamente suscetivel e vagens moderadamente suscetiveis, e a Bush Roma n°
4 foi moderadamente suscetivel nas folhas e altamente suscetivel nas vagens.
Esses fatos indicam que as reacbes nesses cultivares se devem a
recombinagdes de genes que controlam as respostas de partes distintas da
planta a infecgao bacteriana (COYNE e SCHUSTER,1974).

KOBAYASTI et al. (1999) avaliaram 35 cultivares de feijao quanto a
resisténcia a crestamento-bacteriano-comum, nas condi¢des de casa-de-
vegetacdo e campo. Os cultivares H 4-22, H 4-9, Cl 164-2, Cl 257-1, IAPAR 14,
Cl 107-4, Cl 140, Cl 164-4, RELAV 37.19 e Cl 107-6 foram classificadas pela
reacao foliar como resistentes em campo e LP 91-22, Cl 257-1 e Cl 107-4,
como resistentes em casa-de-vegetagdo. Os cultivares Carioca, ANPAT 8.12,
ANLAYV 8.28 e Ouro Negro foram classificados como suscetiveis em campo, e
Cl 257, ANPAT 8.12, Milionario, Carioca MG, CI 128, Cl 164-3, H 4-22 e ClI
257-2, como suscetiveis em casa-de-vegetacdo. SILVA et al. (1999)
classificaram as linhas CB 511687-1, CB 733753 e o cultivar Diamante Negro
como resistentes e os cultivares Rosinha G-2 e Compuesto Chimaltenango 2,
como suscetiveis. O Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV vem utilizando o cultivar Diamante Negro como genitor
recorrente para obtencdo de linhagens de grdos pretos com genes de



resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-angular piramidados em seu
background. Dentro desse processo, tem-se o0 objetivo da manutencao dos
genes para resisténcia ao crestamento-bacteriano-comum.

O mosaico-comum (BCMV, Bean Common Mosaic Virus) encontra-se
amplamente disseminado nas regides produtoras de feijdao do Brasil. No
campo, essa doenca € transmitida por meio de afideos (pulgdes). Em altas
temperaturas (acima de 30 °C) ocorre o aparecimento dos sintomas de
necrose, conhecida também como “raiz negra” ou “necrose-do-topo” (GROGAN
e WALKER,1978). Quando os sintomas de necrose aparecem, a virose passa a
ser denominada de BCMNV (Bean Common Mosaic Necrosis Virus). A necrose
sisttmica € uma reacdo de hipersensibilidade das plantas resistentes a
infeccdo causada pelo virus.

A resisténcia do BCMV é condicionada por uma série multialélica. Varios
genes ja foram caracterizados, dentre eles um alelo dominante denominado / e
outros trés de carater recessivo (bc-3, bc-12, be-2%), todos mapeados em
grupos de ligacao diferentes.

A resisténcia dominante ao BCMV e BCMNV condicionada pela presenca
do gene [ tem sido uma estratégia para o controle destas doengas por longo
tempo (KELLY, 1997). Entretanto, a presenga da necrose-induzida por
temperatura insensivel (TINI) causando a BCMNV, na presenga do gene /,
pode apresentar um problema, pois a sua presenga causa uma resposta de
hipersensibilidade resultando em necrose vascular e, consequentemente, na
morte das plantas infectadas. Desta forma, a piramidagado do gene dominante /
e dos genes especificos, tornam uma estratégia eficiente, estavel e duravel
para o controle da BCMV e BCMNV (KELLY et al.,1995).

Interagdes epistaticas ocorrem entre os diferentes genes de resisténcia
quando plantas sao inoculadas com algumas estirpes especificas que causam
BCMV e BCMNV. Por causa do efeito epistatico entre os genes bc-3 e I, o
efeito do gene / ndo pode ser detectado fenotipicamente na presenga do bc-3.
O gene bc-3 confere resisténcia a todas as estirpes que causam BCMV e
BCMNYV na presenca do gene dominante /.

Atualmente, o BCMV tem diminuido sua importancia devido as novas
variedades recomendadas possuirem o gene [, o que I|hes conferem
resisténcias a varias estirpes do virus. Porém, deve-se ter o cuidado em manter

este gene nos programas de melhoramento para que a doenga nao volte a ser
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um problema para a cultura. O cultivar Diamante Negro possui resisténcia a
esta doenca e esta sendo utilizado no Programa de Melhoramento do Feijoeiro
do BIOAGRO/UFV como genitor recorrente para a obtencdo de linhagens de
graos pretos resistentes a antracnose, ferrugem e mancha-angular piramidados
em seu background. Porém, ndo se sabe qual gene tal cultivar possui.
SANTANA (2006), utilizando marcadores moleculares especificos para cada
gene, sugeriu que a resisténcia do cultivar Diamante Negro & devido a
presenga do gene bc-3. Dentro desse processo, tem-se o objetivo da

manuntengado do seu gene para resisténcia ao BCMV.

3.2. Uso de marcadores moleculares e piramidagao de genes de

resisténcia a patogenos no melhoramento do feijoeiro

Com o avanco na utilizacdo de marcadores moleculares, as informacdes
a respeito da diversidade genética do germoplasma das grandes culturas vém
ganhando importantes aplicagdes nos programas de melhoramento, uma vez
que a determinagdo precisa do grau de parentesco entre linhas ou populagdes
pode auxiliar os melhoristas na obtengdo de combinagbes genéticas mais
favoraveis. Os marcadores moleculares tém sido utilizados no estabelecimento
de filogenia, determinagcdo de similaridade genética, estudos evolucionarios,
mapeamento, piramidacdo de genes, entre outros (FU et al., 1993). Os
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tém sido utilizados
em diversos programas de melhoramento do feijoeiro para a marcagéao de
genes especificos e para estudos de caracterizagédo de cultivares (variabilidade
genética) (YOUNG et al., 1998; ALZATE-MARIN et al., 2000; ALZATE-MARIN
et al., 2003b). As informagdes geradas com o uso dos marcadores RAPD,
juntamente com informagdes de caracteristicas agronémicas, podem ser
usadas no direcionamento de cruzamentos em programas de melhoramento.

A possibilidade de introduzir no mesmo cultivar um conjunto de genes de
resisténcia para um ou mais patégenos (piramidacdo de genes) tem
despertado grande interesse dos melhoristas. A piramidacdo de genes de
resisténcia para diferentes ragas de um mesmo patdogeno é geralmente muito
dificil ou mesmo impraticavel utilizando somente técnicas do melhoramento
convencional, por causa da necessidade de realizagdo de inoculagdes
multiplas e devido a interagcbes epistaticas entre os diferentes genes de

resisténcia, especialmente quando o cultivar ja possui um gene que confere
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resisténcia a varias ragcas do patogeno (SINGH et al., 2001). Trabalhos
demonstraram que o acumulo de genes confere maior resisténcia ao cultivar do
gue a soma da resisténcia observada nas linhagens parentais (YOSHIMURA et
al., 1995; HUANG et al., 1997; SINGH et al., 2001; RAGAGNIN et al., 2003).

A piramidacdo de genes de resisténcia tem sido sugerida como uma
estratégia para proporcionar resisténcia duravel a diferentes ragas de um
mesmo patogeno (NELSON, 1979). Apesar da piramidagdo de genes nao ser
uma idéia nova, ndo ha muitos exemplos na literatura de suas aplicagées no
melhoramento de plantas. Uma possivel explicagdo para este fato € a
dificuldade encontrada no processo de combinagdo de diferentes genes de
resisténcia via meétodos tradicionais de melhoramento. Entretanto, marcadores
de DNA ligados a genes de resisténcia possibilitam a identificagdo precisa dos
gendtipos contendo os genes de resisténcia desejados permitindo que eles
sejam facilmente acumulados em um unico gendtipo via selegdo assistida por
marcadores moleculares (MILACH e CRUZ, 1997).

De acordo com JOHNSON (1984), a resisténcia duravel a doencgas é
aquela que permanece efetiva durante seu uso prolongado e amplo, em
ambiente favoravel ao desenvolvimento do patogeno. Segundo SCHAFER e
ROELFS (1985), a probabilidade de um patdgeno superar a resisténcia de uma
piramide com quatro ou seis genes € muito baixa. Para que isso ocorra,
mutantes que surgem independentemente devem ser combinados, ou eles
devem surgir simultaneamente ou sequencialmente no mesmo isolado.
NELSON (1979) argumenta que a resisténcia, decorrente dos efeitos parciais
de numerosos genes na planta, exerce menor pressao de selecdo sobre o
patdogeno e, assim, deve ser mais duravel. Apesar desse conceito nédo ser
universalmente aceito, ha evidéncia experimental que da suporte a existéncia
desses efeitos parciais de resisténcia em alguns sistemas hospedeiro/parasita
(BRONDY et al., 1986; PEDERSEN e LEATH, 1988). De acordo com essa
teoria, a durabilidade de um cultivar piramidado dependera do numero de
genes de resisténcia a ser vencido pelo patégeno, ou seja, quanto maior o
numero de genes piramidados mais dificil sera vencer a resisténcia.

Visando auxiliar os programas de melhoramento, os marcadores
moleculares do tipo RAPD e SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions) estdo sendo usados no mapeamento de genes de resisténcia a

importantes patdégenos que causam doencgas no feijoeiro. A identificagdo de
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marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia viabiliza a piramidacao
de genes de resisténcia em um unico cultivar sem a necessidade de
inoculagdes multiplas (MICHELMORE et al., 1991). Segundo KELLY e MIKLAS
(1999), a selegao assistida por marcadores (MAS) € a melhor estratégia no
desenvolvimento de gendtipos com resisténcia mais duravel por meio da
piramidacao de genes em combinagao com QTL de efeito maior.

Os progamas de melhoramento tém utilizado principalmente a resisténcia
raca-especifica para o desenvolvimento de cultivares resistentes. Quando o
patdégeno apresenta alta variabilidade, a combinagcdo de diferentes genes
especificos para cada raga em um mesmo background genético representa
uma eficiente alternativa de controle.

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV foram
desenvolvidas linhas quase isogénicas (NILs, Near Isogenic Lines), com graos
do tipo carioca, contendo os genes de resisténcia a ferrugem provenientes do
cultivar Ouro Negro (FALEIRO et al.,1997), os genes de resisténcia a
antracnose Co-10, Co-6 e Co-4, dos cultivares Ouro Negro, AB 136 e TO,
respectivamente (ALZATE-MARIN et al., 1999; ALZATE-MARIN et al., 2003), e
o0 gene de resisténcia a mancha-angular, gene Phg-1, da linhagem AND 277
(CARVALHO et al.,1998). As NILs foram utlizadas para piramidar estes genes
em um so cultivar.

Varios marcadores RAPD foram identificados e primers SCARS
construidos. RAGAGNIN et al. (1998) identificaram, no cultivar Ouro Negro, o
marcador OPX114304 ligado ao gene de resisténcia a ferrugem a uma distancia
de 5,8 cM. CORREA (1999) desenvolveu, também em Ouro Negro, dois
marcadores SCAR mapeados a 4,3 cM (SCARF10471 ) e 6,0 cM
(SCARBAO08s53p) do gene que confere resisténcia a ferrugem. ARRUDA (1998),
trabalhando com populagdes F, do cruzamento de Ruda x TO, verificou que o
marcador OPY20g3y encontrava-se ligado ao gene Co-4, ndo apresentando
recombinantes. MENARIM et al. (1998), trabalhando com uma populagao
oriunda do cruzamento de AB 136 x Ruda, identificaram o marcador OPAZ20g4
ligado ao gene Co-6 a uma distancia de 7,4 cM. CARVALHO et al. (1998)
verificaram que o marcador OPH13499 esta ligado em acoplamento ao gene
Phg-1 de resisténcia a mancha-angular presente na linhagem AND 277, a uma
distancia de 5,5 cM. Os marcadores OPNO02g90, OPAC142400 € OPE04650 estao
ligados em acoplamento, respectivamente, a 5,9, 6,6 e 11,8 cM de distancia do
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gene de resisténcia de P. griseola presente em México 54. Os marcadores
OPNO02g90 € OPE0445 também estdo ligados ao gene de resisténcia presente
em Cornell 49-242 a uma distancia de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente
(NIETSCHE et al., 2000). CAIXETA et al. (2003) relataram que os marcadores
OPAAQ0795 € OPAO12950 estdo ligados a 5,1 e 5,8 cM, respectivamente, do
gene de resisténcia de P. griseola do cultivar BAT 332. Muitos dos marcadores

RAPD foram transformados em marcadores SCAR, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Marcadores SCAR ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-comum
(Phaseolus vulgaris L.) a ferrugem, antracnose e mancha-angular,
desenvolvidos no Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV.

Distancia Gene de Fonte de

Marcador s en Doenga PP Referéncia
(cM) resisténcia resisténcia

SCARY20? 1,2 Co-4 antracnose TO QUEIROZ et al. (2004a)
SCARC08*® 7,8 Co-4 antracnose TO QUEIROZ et al. (2004a)
SCARAZ20° 71 Co-6 antracnose AB136 QUEIROZ et al. (2004a)
SCARZ04°® 2,9 Co-6 antracnose Michelite QUEIROZ et al. (2004a)
SCARAA19° 10,1 Phg-ON man. ang. Ouro Negro QUEIROZ et al. (2004b)
SCARBA16° 71 Phg-ON man. ang Ouro Negro QUEIROZ et al. (2004b)
SCARMO02? 53 Phg-ON man. ang Ouro Negro QUEIROZ et al. (2004b)
SCARH13* 5,6 Phg-1 man. ang AND277 NIETSCHE et al. (2000)
SCARNO02? 59 Phg-2 man. ang México 54 SARTORATO et al. (2000)
SCARAE19° 1,0 Ur-11 ferrugem Belmidak RR-3 QUEIROZ et al. (2004c¢)
SCARF10° 4,3 Ur-ON ferrugem Ouro Negro CORREA et al. (2000)
SCARBA08?® 6,0 Ur-ON ferrugem Ouro Negro CORREA et al. (2000)

a= fase de acomplamento

Em outros programas de melhoramento do feijoeiro, varios marcadores
moleculares foram identificados para genes de resisténcia a doencgas,

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-
comum (Phaseolus vulgaris L.) a antracnose, ferrugem, mancha-
angular, crestamento-bacteriano-comum e BCMV.

Marcador G?mf de_ Doenga Referéncia
resisténcia
SCARBC420 QTL Crestamento-bacteriano YU et al. (2000)
SCARBC409 QTL Crestamento-bacteriano ARIYARANTHE et al. (1999)
SCARAPG6 QTL Crestamento-bacteriano MIKLAS et al. (2000)
PV- tttc 001 QTL Crestamento-bacteriano YU et al. (2004)
SCARW13 / BCMV MELLOTO et al. (1996)
SCARC11 bc-3 BCMV JOHNSON et al. (1997)
EacaMcae bc-3 BCMV MUKESHIMANA et al (2005)
SCARBD5 bc-1° BCMV MIKLAS et al. (2000)
SCARAB3 Co-5 Antracnose VALLEJO e KELLY (2001)
SCARAS13 Co-4° Antracnose YOUNG et al. (1998)
SCARI19 Ur-5 Ferrugem MIKLAS et al. (2000)
PV- atct 001 Phg-Esal Mancha-angular SILVA et al. (2002)
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Trabalhos com genes de resisténcia ja piramidados em algum gendtipo
de interesse vém sendo mostrados. KELLY et al. (1995) conseguiram piramidar
os genes [, bc-1, bc-12, bc-2, bc-2° e bc-3 com o uso de marcadores
moleculares e fazendo testes de progénie para os genes que nao possuiam
marcas ligadas. MIKLAS e KELLY (2002) langaram dois cultivares, USCR-7 e
USCR-9, que possuem os genes | e bc-3 que conferem resisténcia a todas as
estirpes do BCMV e BCMNV, além de possuirem resisténcia a algumas ragas
de ferrugem e de antracnose (possuem o gene Co-17).

O United States Department of Agriculture (USDA), em colaboragdo com
as Estagdes de Experimentagdo Agricola de Michigan, Nebraska e North
Dakota, EUA, ja desenvolveram 51 linhagens com genes para BCMV e
ferrugem piramidados em diversos backgrounds (PASTOR-CORRALES, 2003).
Em Honduras, linhas de feijdo carregando o gene de resisténcia Ur-11 de
origem mesoamericana foram infectadas por uma raga de U. appendiculatus
recém identificada. Porém, outras linhas que possuiam o gene Ur-11 associado
com o gene Ur-4 (de origem andina) se mostram resistentes a tal raga
(STAVELY et al., 1997). Outras linhagens de feijoeiro, com genes piramidados
para resisténcia a uma ou mais doencas foram citadas por BEAVER et al.
(2003), COYNE et al. (2003) e KELLY et al. (2003).

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV,
RAGAGNIN et al. (2003) piramidaram genes de resisténcia a antracnose (Co-4,
Co-6 e Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) no genitor dos
cultivares Ruda e Pérola, de grdos do tipo carioca. COSTA et al. (2006)
utilizaram a piramide de genes no background carioca como genitor doador em
retrocruzamentos com o cultivar Diamante Negro que possui grao preto, além
da resisténcia ao crestamento-bacteriano-comum e ao mosaico-comum.
Posteriormente, ARRUDA (2005) substituiu o alelo Co-4 pelo Co-4? e introduziu
o alelo Co-5 na piramide do background Ruda, com o intuito de tornar mais
eficiente a piramide de resisténcia & antracnose. O alelo Co-4? introduzido é o
mais efetivo entre os ja caracterizados, sendo o unico capaz de conferir
resisténcia a ragca 2047 de C. lindemuthianum. SOUZA (2005) piramidou os
genes de resisténcia Ur-5 (México 309), Ur-11 (Belmidak RR-3) e Ur-ON (Ouro
Negro) também no background carioca, utilizando o cultivar Ruda como genitor

recorrente.
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CAPITULO 1

OBTENGAO, CARACTERIZAGAO FENOTIPICA E AVALIAGAO DO
COMPORTAMENTO DE LINHAGENS DE FEIJAO PRETO RESISTENTES A
ANTRACNOSE, MANCHA-ANGULAR E FERRUGEM

1. INTRODUGAO

O Brasil € o pais que mais consome feijdo-comum no mundo. O consumo
per capita chega em torno de 16 kg/ano e 17,5 kg/ano considerando o
consumo de feijdo-comum e de caupi. O consumo varia conforme a regiao,
condigao financeira e o tipo do grdo. O grdo do tipo preto, por exemplo, é
consumido preferencialmente nos Estados da regido sul, Rio de Janeiro e
Espirito Santo. Ja o consumo do grao vermelhinho € bem regionalizado, sendo,
principalmente, consumido na Zona da Mata Mineira. O feijao carioca, por outro
lado, é o tipo mais consumido em todo o pais, atingindo 79% da preferéncia
(WANDER, 2005 e WANDER, 2007).

Apesar de o Brasil ser classificado como o maior produtor mundial de feijao,
com uma producao de 3,265 milhdes de toneladas, ainda n&o é suficiente para
abastecer o mercado interno em relagdo ao feijao do tipo preto. Apesar do
constante aumento da producgéo do feijado preto ao redor de 30% no decorrer
dos ultimos anos, o Brasil ainda apresenta uma grande demanda por este tipo
de feijdo, que € suprida por importagdes, principalmente da Argentina. O
volume de importagbes anual de feijdao preto adquirido da Argentina tem
variado entre 80 e 100 mil toneladas (FNP/SECEX, 2007).

Além disso, de um modo geral, a produtividade € baixa, com apenas 808
kg/ha (CONAB, 2007). Uma das principais razbes para esta baixa
produtividade € a alta incidéncia de doengas. VIEIRA (2004) citou mais de 40
doencgas que podem acometer o feijao e comprometer a sua produtividade. A
antracnose  (Colletotrichum  lindemuthianum), a ferrugem (Uromyces
appendiculatus), a mancha-angular (Pseudocercospora griseola) e o mofo-
branco (Sclerotinia sclerotiorum), podem ser citadas como as principais
doencas fungicas da parte aérea da planta. Entre as bacterioses, a de maior

importancia € o crestamento-bacteriano-comum, incitado por Xanthomonas
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axonopodis pv. phaseoli e, entre as viroses, o mosaico-comum do feijoeiro
(BCMV) e o mosaico-dourado do feijoeiro (BGMV).

Varios cultivares de gréos pretos tém sido langados recentemente, como
Valente, Grafite, Campeiro e Supremo. Porém, todos eles sdo suscetiveis as
principais doengas da cultura (EMBRAPA, 2007). O cultivar Ouro Negro
(Honduras 35), desde 1991 é um dos cultivares desse grupo que tem se
mantido no mercado por varios anos, além de ser um cultivar com ampla
aceitagao pelos produtores e consumidores, apresenta resisténcia a varias
ragas de C. lindemuthianum e de U. appendiculatus, e a algumas racas de P.
griseola. Outro cultivar de grdos pretos que tem se destacado desde o seu
langamento em 1991, € o Diamante Negro. Ele possui alto potencial de
produtividade, resisténcia ao crestamento-bacteriano-comum e ao mosaico
comum, além de excelentes qualidades comerciais e culinarias (EMBRAPA,
1991). Entretanto, Diamante Negro € altamente suscetivel a varias racas de C.
lindemuthianum, P. griseola e U. appendiculatus (COSTA, 2004).

Em trabalhos do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, assistido por marcadores moleculares, foram obtidas
linhagens avangadas contendo, individualmente, genes de resisténcia a
antracnose (Co-10, Co-6 e Co-4), a ferrugem (Ur-ON) e a mancha-angular
(Phg—-1). Simultaneamente, foram identificados marcadores moleculares
ligados a esses genes. Em seguida, essas linhagens foram intercruzadas e
isolinhas contendo estes genes de resisténcia foram desenvolvidas
(RAGAGNIN et al., 2003). O gendtipo recuperado nas isolinhas foi o do cultivar
Ruda, com graos do tipo carioca, nos quais foram denominadas Ruda “R’.
COSTA et al. (2006) usou Ruda “R” como genitor doador em retrocruzamentos
com o cultivar Diamante Negro, para transferir para este a piramide de genes
de resisténcia contida em Ruda “R”, obtendo plantas RCs;F4. Para o
prosseguimento do processo, o objetivo do presente trabalho foi obter
linhagens de graos pretos, a partir de plantas RC3F1 (Diamante Negro x Ruda
“R”), caracteriza-las quanto a reacao a diversas ragas de C. lindemuthianum, P.

griseola e U. appendiculatus, além de avaliar o seu comportamento no campo.

17



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencgao de linhagens de grao tipo preto

O material genético recorrente utilizado no trabalho foi o genitor
Diamante Negro, cultivar pertencente ao grupo comercial preto, originario de
cruzamentos realizados no Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),
na Colébmbia, e selecionado pela EMBRAPA Arroz e Feijdo. E recomendado
para as regides Sul, Centro-Oeste e para os estados de Minas Gerais e Sao
Paulo. Apresenta habito de crescimento indeterminado e porte ereto. Possui
alto potencial de produtividade, € bem aceito pelos produtores e consumidores,
possui resisténcia ao crestamento-bacteriano-comum e ao mosaico-comum
(EMBRAPA, 1991).

A obtengcdo de linhagens de grao tipo preto contendo genes de
resisténcia aos patogenos de ferrugem (Ur-ON), antracnose (Co-4, Co-6 e Co-
10) e mancha-angular (Phg-1) foi por meio de autofecundagdes de sementes
RC3F1 (Diamante Negro x Ruda “R”) obtidas por COSTA (2004). A cada ciclo
de autofecundacéo a selecgao foi realizada por marcadores moleculares ligados
aos genes de resisténcia, juntamente com o aspecto comercial do grao (graos
semelhantes ao cultivar Diamante Negro).

As plantas RCsF1 foram autofecundadas e conduzidas até RCsFs em
casa de vegetagao localizada no Campus da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vicosa-MG. As plantas RC3Fs foram conduzidas em campo para

obtencado de maior numero de sementes.

2.2. Extracao e amplificacdo de DNA e selegdao por meio de

marcadores moleculares

As analises e selegcao por meio de marcadores moleculares a cada ciclo
da cultura foram realizadas no laboratério de Genética Molecular de Plantas do
BIOAGRO/UFV.

2.2.1. Extragcao de DNA

A cada geragao, folhas das plantas foram coletadas e armazenadas a

"80°C até serem utilizadas para extragao do DNA. A extracao foi realizada de
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acordo com o protocolo de DOYLE e DOYLE (1990), com algumas
modificagdes propostas por ABDELNOOR et al. (1995).

2.2.2. Amplificagao de DNA com marcadores SCAR

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de SCAR
em uma mistura de 15 ul, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM,
MgCl; 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 5 picomoles de cada primer especifico, uma unidade da enzima Taq
polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador Perkin-Elmer Cetus, modelo 9600, programado
para uma etapa inicial de 94 °C por 3 min; 35 ciclos de 94 °C por 15 s, 1 min e
30 s para a temperatura de pareamento (especifica para cada par de primers,
como descrito na Tabela 1), 72 °C por 1 min e 30 s; e uma etapa final de 72 °C
por 7 min.

Apds a amplificagao foram adicionados, a cada amostra, 3 ul do corante
tipo 1V (0,25% de azul-de-bromofenol e 60% de glicerol). Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), contendo brometo de etidio (0,5 ng/ml) e
submerso em tampao SB 1X (hidroxido de sédio 10 mM, pH 8,5 ajustado com
acido bdrico - BRODY e KERN (2004)). A separagao eletroforética foi realizada
durante um periodo de 3h, aproximadamente, a 100 volts. Ao término da
corrida, os géis foram fotodigitalizados sob luz ultravioleta, no sistema de
fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). O resultado da
amplificagdo do primer SCARAZ20 foram aplicadas em gel de poliacrilamida
nativo a 7%/TAE 1X (tris-acetato 40 mM, 1mM EDTA).

2.2.3. Selegao por meio de marcadores moleculares

A selecdo para a presenga dos genes de resisténcia de interesse a cada
ciclo foi realizada somente por meio de marcadores moleculares ligados a
esses genes (MAS - Selecgéo Assistida por Marcadores). Os primers utilizados

no processo de seleg¢ao estao descritos na Tabela 1.

As plantas selecionadas a cada ciclo foram aquelas que possuiam o
maior numero de genes de resisténcia e que apresentavam tipo de grao
semelhante ao de Diamante Negro. A selecédo foi realizada com base em

individuos e n&o por familias.
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Tabela 1 - Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-
comum a ferrugem, antracnose e mancha-angular usados durante a

selecao
Marcador Distancia Gene de Doenga Temperatura ge Referéncia
(cM) Resisténcia ¢ Pareamento ("C)
SCARY20g30z" 1,2 Co-4 Antracnose 65 QUEIROZ et al. (2004a)
SCARAZ20g45a 7,1 Co-6 Antracnose 60 QUEIROQOZ et al. (2004a)
SACRF10:050a 4,3 Ur-ON Ferrugem 65 CORREA et al. (2000)

SCARH134904 5,5 Phg-1 Mancha-angular 62 NIETSCHE et al. (2000)

* a — Fase de Ligagdo em acoplamento

2.3. Caracterizagao fenotipica das linhagens obtidas

Doze sementes de Diamante Negro, de Ruda “R”, das linhagens obtidas
e de uma testemunha suscetivel, para cada raga avaliada foram semeadas em
vasos contendo 3 kg da mistura de solo e esterco curtido (4:1) e adubada com
NPK, conforme as necessidades da cultura. As plantas foram mantidas em

casa-de-vegetagao até o momento da inoculagao.

2.3.1. Inoculagdo e avaliacdo da reacao a Colletotrichum

lindemuthianum

A caracterizagdo quanto a resisténcia da reacao a C. lindemuthianum foi
realizada utilizando as racas 55, 64, 65, 73, 81, 89, 117, 337, 458, 1033 e 2047
de C. lindemuthianum. O preparo do indéculo e a inoculagdo seguiram a
metodologia adaptada de PIO-RIBEIRO e CHAVES (1975). O in6culo de cada
raca foi reproduzido em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e
parcialmente imersas em meio agar-agua. Os tubos com o in6culo foram
incubados por 10 dias a 23 °C para a produgédo dos conidios utilizados na
inoculagao. A inoculagao foi realizada 10 dias apés o plantio, utilizando-se uma
suspensdo contendo 1,2 x 10° conidios/mL, a qual foi aplicada em ambas as
superficies das folhas primarias, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss
n>15 acionado por um compressor elétrico. Apds a inoculagdo e rapida
secagem ao ar, as plantas foram incubadas por sete dias em céamara de
nevoeiro (20 + 1 °C e >95% de umidade relativa), sob fotoperiodo de 12 horas.
ApoOs esse periodo, foram novamente transferidas para a casa-de-vegetacgao,
onde permaneceram até a avaliagao.

A avaliacdao dos sintomas da antracnose foi realizada 10 dias apés a

inoculagdo, com base na escala de 1 a 9 descrita por PASTOR-CORRALES
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(1992). 1- auséncia de sintomas; 2- até 1% das nervuras apresentando
manchas necroticas, perceptiveis somente na face inferior das folhas; 3- maior
frequéncia dos sintomas foliares descritos no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas; 4- até 1% das nervuras apresentando manchas necrdticas,
perceptiveis em ambas as faces das folhas; 5- maior freqliéncia dos sintomas
foliares descritos no grau anterior, até 3% das nervuras afetadas; 6- manchas
necroéticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das folhas, presenca
de algumas lesbes no caule, ramos e peciolos; 7- manchas necréticas na
maioria das nervuras e em grande parte do tecido do mesdfilo adjacente que se
rompe, presenca de abundantes lesées no caule, ramos e peciolos; 8-
manchas necréticas na quase totalidade das nervuras, ocasionando ruptura,
desfolhamento e redugdo do crescimento das plantas, lesbes abundantes
lesdes no caule, ramos e peciolo; e 9- maioria das plantas mortas. As plantas
que apresentaram graus de reagdo 1 a 3 foram consideradas resistentes e

aquelas com grau 4 ou maior, suscetiveis.
2.3.2. Inoculagao e avaliacao da reagcao a Uromyces appendiculatus

Para avaliar a reacgao a U. appendiculatus, foram utilizadas as racas 21.3
e 29.15 de U. appendiculatus classificadas por SOUZA (2005). As culturas
monopustulares, armazenadas a 5 °C e 50% de umidade relativa, foram
multiplicadas no hospedeiro suscetivel US Pinto 111 antes da inoculagao,
visando recuperar a viabilidade dos uredésporos. A inoculacao foi realizada
quando as folhas primarias apresentaram aproximadamente 2/3 do seu
desenvolvimento completo, cerca de 10 dias apdés a semeadura. Os
ureddsporos, na concentragao de 2,0 x 10* esporos/mL, foram suspensos em
agua destilada contendo 0,05% de Tween 20 e aspergidos em ambas as
superficies foliares, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n® 15, acionado
por um compressor elétrico. Apds a inoculagdo e rapida secagem ao ar, as
plantas foram transferidas para camara de nevoeiro (20 + 1 °C e umidade
relativa >95%), onde permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo de 12
horas. Apos esse periodo, foram novamente transferidas para a casa-de-
vegetacdo (20 + 5 °C), onde permaneceram até a avaliag&o.

Aproximadamente quinze dias apds a inoculacdo, foi realizada a
avaliacdo dos sintomas considerando-se seis graus de reagdo, segundo a
escala descrita por (STAVELY et al.,, 1983): 1- auséncia de pustulas; 2-
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manchas necréticas sem esporulagéo; 3- pustulas esporulando com didmetro <
300 um; 4- pustulas esporulando com diametro de 300 a 499 um; 5- pustulas
esporulando com didmetro de 500 a 800 um; e 6- pustulas esporulando com
didmetro > 800 um. As plantas que apresentaram graus 1 a 3 foram

consideradas resistentes e as com grau 4 ou maior, suscetiveis.

2.3.3. Inoculagcdao e avaliacado da reagcdao a Pseudocercospora
griseola

A caracterizagao da resisténcia a mancha-angular foi realizada utilizando
as ragas 63-19, 63-23 e 63-31, classificadas por NIETSCHE (1997 e 2000). O
in6culo de cada raga foi reproduzido em placas de Petri contendo meio a base
de polpa de tomate. A inoculacao foi realizada na primeira folha trifoliolada, em
ambas as superficies da folha, com uma suspenséo do patdégeno previamente
preparada e ajustada para a concentragdo de 2 x 10* conidios/mL. Os
procedimentos de inoculacéo e transferéncia para a camara de nevoeiro e para
a casa-de-vegetacdo foram idénticos aos realizados no ensaio de ferrugem.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 18 e 21 dias apds
a inoculagéo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade proposta
por PASTOR-CORRALES e JARA (1995): 1- plantas sem sintomas da doencga;
2- presenca de até 3% de lesbes; 3- presenca de até 5% de lesdes foliares,
sem esporulagdo do patdgeno; 4- presencga de lesdes esporuladas, cobrindo
10% da area foliar; 5- presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 e 3 mm,
cobrindo 10-15% da area foliar; 6- presenca de numerosas lesdes esporuladas
maiores que 3 mm, cobrindo entre 15 a 20% da area foliar; 7- presenca de
numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 20 a 25% da
area foliar; 8- presenga de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm,
que cobrem entre 25 a 30% da area foliar, associadas a tecidos; e 9- sintomas
severos da doenca, resultando em queda prematura de folhas e morte da
planta. Neste trabalho, as plantas que apresentaram graus 1 a 4 foram

consideradas resistentes e as com grau 5 ou maior, suscetiveis.

2.4. Avaliagcao do potencial produtivo das linhagens obtidas em

condi¢oes de campo

Para avaliar o potencial produtivo das linhagens obtidas, dois
experimentos foram montados e conduzidos na Estacdo Experimental da UFV
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em Coimbra/MG (690 m de altitude, 20°45°S de latitude e 42°51'W de
longitude). Um experimento foi montado na safra de “inverno” em 2006 e o
outro, na safra da “seca” em 2007. No primeiro, utilizando o sistema de plantio
direto e no segundo, o sistema convencional em que o solo foi previamente
limpo, arado e gradeado. Em ambos, durante os periodos de deficiéncia
hidrica, o suprimento de agua foi mantido por irrigagdes suplementares. As
adubacdes e outras praticas culturais foram realizadas de acordo com a
recomendacgao para a cultura. O controle de mofo-branco foi realizado somente
no segundo experimento, devido a elevada incidéncia de mofo-branco durante
o periodo de permanéncia da cultura no campo. As pragas foram controladas
nos dois experimentos antes que atingissem os niveis de dano econémico.

O delineamento utilizado para os dois experimentos foi o latice 7 x 7,
com trés repeti¢cdes e parcelas de duas linhas de dois metros de comprimento,
espacadas de 0,5 m para o primeiro e de 0,6 m para o segundo, com
densidade de 15 sementes por metro. Os tratamentos constituiram das 40
linhagens obtidas pela MAS e nove testemunhas, sendo duas linhagens (Ruda
‘R” e Vi 10.2.1) e sete cultivares (Diamante Negro, Ouro Negro, Supremo,
Meia-Noite, Campeiro, Valente e Ouro Vermelho).

Os dados de produtividade de grdaos foram submetidos a analise de
variancia por experimento, considerando todos os efeitos como fixos, exceto o
erro. O modelo estatistico adotado foi o descrito abaixo:

Yik = M + ti + rj + byj) + e , em que:

Yik = Observagdo referente ao tratamento i dentro do bloco k, na
repeticao j;

M = média geral do experimento;

n

t, =0

1

t; = efeito do tratamento i (i = 1,2,...,49), admitindo =
r; = efeito da repeticdoj (j =1, 2 e 3);
bk; = efeito do bloco k dentro da repeti¢éo j (k = 1,2,...,7);

2
eii = erro efetivo associado & observago Yix com ejx ~ NID (0, < ).

ApOs as analises de variancia individuais, foi realizada a analise de
variancia conjunta das duas safras para verificagdo de interagdo. Novamente,
todos os efeitos foram considerados fixos, com excecdo do erro médio, de

acordo com o modelo estatistico:
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Yis) = M *+ ti + as + (r/a)is) + (ta)is + ejs) , em que:

Yis) = Valor observado do tratamento i (i =1, 2,...,49) nablocoj (j =1, 2,
3), na safra s (s = 1,2);

M = média geral do experimento;

t; = efeito do tratamento i;

as = efeito da safra s;

(r/a)js) = efeito do bloco j dentro da safra s;

(ta)is = efeito da interagéo entre o tratamento i e a safra s;

2
eiis) = erro aleatdrio associado & observagao Yjs com js ~ NID (0, %< ).

Com os dados de médias também foi realizado o teste de Dunnett
(VIEIRA, 1999), para comparar as médias de produtividade de graos. As
analises de variancias individuais e conjunta foram realizadas utilizando-se o
programa MSTAT-C (1991) e o teste de média foi realizado, utilizando o
programa GENES (CRUZ, 2006).

Durante a condugdo dos experimentos em condicdbes de campo, a
avaliacdo da severidade de ferrugem e mancha-angular também foi efetuada.
As avaliagdes dos sintomas de ferrugem e mancha-angular foram de acordo
com os itens 2.3.2 e 2.3.3 deste capitulo, respectivamente. A avaliagdo da
severidade de antracnose nao foi realizada devido o n&do aparecimento dos

sintomas dessa doenga durante a condugao do experimento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencao de linhagens de grao tipo preto

A partir da autofecundagdo de 32 plantas RCsF4 (Diamante Negro x
Ruda “R”), com pelo menos trés marcas ligadas a genes de resisténcia, foi
possivel obter 40 linhagens RC3Fs. A cada ciclo de autofecundagao a selegao
foi realizada em plantas que possuiam pelo menos trés marcas ligadas a genes
de resisténcia e tipo de graos semelhantes ao do cultivar recorrente Diamante
Negro. A genealogia, denominagdes e a presenga dos genes de resisténcia,
inferida pela presenga do marcador correspondente, das 40 linhagens
selecionadas estdo descritas na Tabela 2. Todas as linhagens obtidas
possuem graos pretos e com padrdo semelhante aos de Diamante Negro.

3.2. Analise da reagao a C lindemuthianum, U. appendiculatus e P.

griseola

Para cada raga de C lindemuthianum, U. appendiculatus e P. griseola
testada, dez a doze plantas das 40 linhagens do cruzamento Diamante Negro x
Ruda “R” (DNR), dos genitores Diamante Negro e Ruda “R” e uma testemunha
suscetivel, o Vermelhinho, foram avaliadas.

Os resultados das avaliagbes das linhagens DNR quanto a reagao as

racas de C. lindemuthianum estao apresentados na Tabela 3.

25



Tabela 2 - Linhagens obtidas pela selecdo com base nos marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia

Genealogia (RC3Fs) Denominagao Genes de resisténcia*
93.15.1.1.1 DNR1 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
93.15.1.1.15 DNR2 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
93.15.5.8.3 DNR3 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
93.15.5.8.7 DNR4 Co-4, Co-6, Phg-1
93.15.5.8.10 DNR5 Co-4, Co-6, Phg-1
93.15.5.8.14 DNR6 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
93.15.5.8.15 DNR7 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.34.1.5 DNR8 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.34.1.6 DNR9 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.34.1.9 DNR10 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.34.1.11 DNR11 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.34.1.16 DNR12 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.11 DNR13 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.1.2 DNR14 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.1.3 DNR15 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.1.5 DNR16 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.1.7 DNR17 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.1.10 DNR18 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.1.14 DNR19 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.1.15 DNR20 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.1.18 DNR21 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.1.19 DNR22 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.2.2 DNR23 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.3 DNR24 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.4 DNR25 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.7 DNR26 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.40.5.8 DNR27 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.9 DNR28 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.10 DNR29 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.11 DNR30 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.5.12 DNR31 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.5.13 DNR32 Co-4, Co-6, Phg-1
101.4.40.5.14 DNR33 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
101.4.40.7.4 DNR34 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON

101.4.40.10.13 DNR35 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.8.1.8 DNR36 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.8.2.1 DNR37 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.8.2.3 DNR38 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.8.2.4 DNR39 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
101.4.8.2.6 DNR40 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1

* A presenca dos genes foi inferida pela presenga do marcador correspondente.
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Tabela 3 — Caracterizagéo fenotipica das linhagens oriundas do cruzamento entre Diamante Negro e Ruda “R” quanto a
reacao a diferentes ragas de Colletotrichum lindemuthianum

Genoétipos Genes de resisténcia* Racas de Colletotrichum lindemuthianum

55 64 65 73 81 89 117 337 458 1033 2047
DNR1 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R RS R R R R R R/S R S
DNR2 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R RS R R R R R R R S
DNR3 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R RS R R/S SR R R S
DNR4 Co-4, Co-6, Phg-1 R R RS R R R R/S R R R S
DNR5 Co-4, Co-6, Phg-1 R R/S R R R R R R/S R R S
DNR6 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R RS RIS R R R R/S S/R R R/S S
DNR7 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R R R R S/R R R S/IR
DNR8 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R RIS R R R R R/S R/S R S/IR
DNR9 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R R R R R R/S R R/S
DNR10 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R R R R R/S R/S R R/S
DNR11 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R RS RIS R R R R R/S R R S
DNR12 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R RS R R R R R R R S
DNR13 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R R R R R R R S/R
DNR14 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R R R R R R R R S
DNR15 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R RS R RIS R R R R R S
DNR16 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R R R R R R R R R S
DNR17 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R RS R R R R R R R S
DNR18 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R R R R R R R R R/S S
DNR19 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R RIS R R R R R R R S
DNR20 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R RS R R/S R R R R R S
DNR21 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R RIS R R R R R/S R R S
DNR22 Co-4, Co-6, Phg-1 R R RS R RS R RIS R R/S R S
DNR23 Co-4, Co-6, Phg-1 R RS RIS R R R R R/S R R S
DNR24 Co-4, Co-6, Phg-1 R R RIS R R R R R/S R R S
DNR25 Co-4, Co-6, Phg-1 R R RS R R R R R R R S
DNR26 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R RIS RS RIS R R R R R S

Continua...
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Tabela 3. Continuagéo

Genotipos Genes de resisténcia* Racas de Colletotrichum lindemuthianum
55 64 65 73 81 89 117 337 458 1033 2047
DNR27 Co-4, Co-6, Phg-1 R R/S S R RIS R R R R R S
DNR28 Co-4, Co-6, Phg-1 R R S R R R R R R R S
DNR29 Co-4, Co-6, Phg-1 R R S R R R R R R R S
DNR30 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R/S S R/S R R R R/S R R S
DNR31 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R/S S R R R R R R R S
DNR32 Co-4, Co-6, Phg-1 R R/S R/S R/S R R R R R R S(4)?
DNR33 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R S R R R R R R R S(4)
DNR34 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R/S S/R R R R R R R R S(4)
DNR35 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S/IR R R R R R R R S(4)
DNR36 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S R R R R R R R S
DNR37 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R R/S R R R R R R/S R S
DNR38 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R SR R R R R R R R S
DNR39 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R SR R R R R R R R S
DNR40 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R/S RIS R R R R R R R S
Diamante Negro™* R R/S S S S R/IS R/S S S/IR S S
Ruda “R™* Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R/S R R R R R R R R S/R
Vermelhinho*** S S S S S S S S S S S

* A presenga dos genes foi inferida pela presenga do marcador correspondente; ** Genitores das linhagens; *** Testemunha suscetivel; R= Resistente; S= Suscetivel;
R/S= mistura de mais plantas resistentes do que suscetiveis; S/R= mistura de mais plantas suscetiveis do que resistentes; a= valores entre parénteses correspondem a
nota de avaliagdo. Em negrito, linhagens que apresentaram resisténcia a todas as ragas avaliadas.

28



Observando os resultados da Tabela 3, verifica-se que o genitor Ruda
“R” foi resistente a dez ragas de C. lindemuthianum e segregante em relagao a
resisténcia a raga 2047, como encontrado por RAGAGNIN et al. (2003). O
cultivar Diamante Negro comportou-se como resistente a raga 55, segregante
para reagao as ragas 64, 81, 89, 117 e 458 e suscetiveis as demais. As
linhagens DNR14 e DNR16 foram resistentes a dez das 11 racas avaliadas,
apresentando suscetibilidade somente a raca 2047. Essas duas linhagens
apresentaram marcas para os genes Co-4, Co-6 e Co-10, mostrando a
eficiéncia dos marcadores usados no processo de selegao. Todas as linhagens
apresentaram resisténcia a raca 89, uma das mais freqUentes no estado de
Minas Gerais (ARRUDA, et al., 2007).

As reagdes das linhagens frente a ragca 65 merecem destaque. Grande
parte das linhagens (24) segregou com relacdo a reagdo a essa raga,
apresentando plantas resistentes e suscetiveis. Sete delas (DNR27, DNR28,
DNR29, DNR30, DNR31, DNR33 e DNR36) foram suscetiveis, e em todas elas
ha pelo menos a presenca de duas marcas ligadas aos genes de resisténcia a
antracnose. Uma explicacdo para tal situagcdo seria a selegcdo de plantas
recombinantes, ou seja, que apresentam a marca para o gene de interesse,
mas nao o proprio gene. Porém, esse evento deve ter ocorrido somente para
um dos genes, visto que estas linhagens apresentaram um bom espectro de
resisténcia em relacao as outras racas avaliadas.

Algumas das linhagens (DNR7, DNR8, DNR9, DNR10 e DNR13)
apresentaram-se como segregantes, com plantas resistentes e suscetiveis a
raga 2047, assim como o genitor Ruda “R”. Ja outras (DNR32, DNR33, DNR34
e DNR35) foram classificadas como suscetiveis, mas com um grau menos
severo, todas apresentando nota 4. A resisténcia a esta raga s6 & conferida
pela presenca do alelo Co-4?, presente no cultivar G2333. Este resultado indica
que houve complementagéo entre os genes piramidados nas linhagens. Nota-
se que todas essas linhagens, a excecdao da DNR33, apresentaram a
combinagao das marcas ligadas aos genes Co-4 e Co-10.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos por RAGAGNIN
et al. (2003), que mostraram que linhagens com genes piramidados
apresentaram maior nivel de resisténcia do que a soma da resisténcia
observada nas linhagens parentais. Outros autores também verificaram que o

acumulo de genes pode conferir maior resisténcia ao cultivar derivado do que a
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soma da resisténcia observada nas linhagens parentais (YOSHIMURA et al.,
1995; HUANG et al., 1997; SINGH et al., 2001).

Os resultados das avaliagbes das linhagens quanto a reagdo a duas
racas de U. appendiculatus estao descritas na Tabela 4.

O genitor Ruda “R” foi resistente as duas ragas e o Diamante Negro
comportou-se como suscetivel a raga 21.3 e como segregante a 29.15.
Verificou-se que as linhagens DNR12, DNR31, DNR36 e DNR38 foram
resistentes e a DNR28 foi suscetivel as duas racas avaliadas. Novamente,
observa-se a presenca de linhagens recombinantes (20%), que apresentaram a
marca do gene Ur-ON, mas foram suscetiveis, principalmente para a raga 21.3.
O contrario também foi observado, linhagens que n&o apresentaram a marca,
mas comportaram-se como resistentes a raga 29.15, porém, neste caso néo se
pode descartar a hipotese destas linhagens terem herdado algum gene de
resisténcia presente no Diamante Negro, visto que este cultivar comportou-se
como segregante frente a esta raga.

O resultado da avaliagao das linhagens quanto a reacao a trés ragas de
P. griseola estao apresentados na Tabela 5.

O genitor Diamante Negro foi suscetivel a trés ragas avaliadas, enquanto
o Ruda “R”, resistente. Onze linhagens (DNR3, DNR4, DNR5, DNR7, DNRS,
DNR10, DNR12, DNR24, DNR30, DNR33 e DNR34) foram resistentes a todas
racas. Nenhuma delas comportou-se como suscetivel as trés ragas.

Assim como nas avaliagbes frente a C. lindemuthianum e U.
appendiculatus, linhagens recombinantes estavam presentes. Treze linhagens
nao apresentaram a marca para o gene Phg-1, mas mostraram resisténcia para
pelo menos uma das ragas. Por outro lado, 25 delas, apresentaram a marca,
mas nao foram resistentes as trés ragas.

Os dados de avaliagdao frente a raca 63.55 de P. griseola foram
contraditérios em relagdo aos obtidos por RAGAGNIN et al. (2003). Naquele
trabalho, a linhagem Ruda “R”, bem como o cultivar AND 277, foram
classificados como suscetiveis a raga 63.55. Como no presente trabalho a
isolinha Ruda “R” e algumas linhagens comportaram-se como resistentes,
torna-se necessario a reclassificagdo da ragca 63.55, para verificar se nao

houve contaminacdo da mesma.

30



Tabela 4 — Caracterizagao fenotipica das linhagens oriundas do cruzamento
entre Diamante Negro e Ruda “R” quanto a reacao a diferentes
racas de Uromyces appendiculatus

Genoétipos Genes de resisténcia* Racas de Uromyces
appendiculatus

21.3 29.15
DNR1 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R
DNR2 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
DNR3 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S/R R
DNR4 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR5 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR6 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S/R R
DNR7 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
DNR8 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
DNR9 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R/S
DNR10 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
DNR11 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S/R R
DNR12 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R
DNR13 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S/R R
DNR14 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R
DNR15 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R
DNR16 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R
DNR17 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R
DNR18 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R
DNR19 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R
DNR20 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R
DNR21 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R
DNR22 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR23 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR24 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR25 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR26 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R
DNR27 Co-4, Co-6, Phg-1 S S
DNR28 Co-4, Co-6, Phg-1 S R
DNR29 Co-4, Co-6, Phg-1 S/R R
DNR30 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R
DNR31 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R
DNR32 Co-4, Co-6, Phg-1 R/S R
DNR33 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
DNR34 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S/R R
DNR35 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R
DNR36 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R
DNR37 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S/R R
DNR38 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R
DNR39 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R
DNR40 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R/S R
Diamante Negro** S R/S
Ruda “R™* Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R
Vermelhinho*** S S

* A presenga dos genes foi inferida pela presenca do marcador correspondente; ** Genitores das
linhagens; *** Testemunha suscetivel; R= Resistente; S= Suscetivel; R/S= mistura de mais plantas
resistentes do que suscetiveis; S/R= mistura de mais plantas suscetiveis do que resistentes. Em negrito,

linhagens que apresentaram resisténcia a todas as ragas avaliadas.
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Tabela 5 — Caracterizagdo fenotipica das linhagens oriundas do cruzamento
entre Diamante Negro e Ruda “R” quanto a reacao a diferentes
ragas de P. griseola

Genétipos Genes de resisténcia* Racas de Pseudocercospora griseola
63.55 63.21 63.23
DNR1 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R S
DNR2 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R S/R
DNR3 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR4 Co-4, Co-6, Phg-1 R R R
DNRS Co-4, Co-6, Phg-1 R R R
DNRG6 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R S R
DNR7 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR8 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR9 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R R
DNR10 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR11 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R R
DNR12 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR13 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R S S
DNR14 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R S S
DNR15 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R R/S
DNR16 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R S S
DNR17 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S
DNR18 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S
DNR19 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R S S
DNR20 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S R S
DNR21 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R S
DNR22 Co-4, Co-6, Phg-1 R/S S S
DNR23 Co-4, Co-6, Phg-1 S R R
DNR24 Co-4, Co-6, Phg-1 R R R
DNR25 Co-4, Co-6, Phg-1 S R R
DNR26 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON S R R
DNR27 Co-4, Co-6, Phg-1 R S R
DNR28 Co-4, Co-6, Phg-1 S R R
DNR29 Co-4, Co-6, Phg-1 S R R
DNR30 Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR31 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 S R R
DNR32 Co-4, Co-6, Phg-1 S R R
DNR33 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
DNR34 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R R
DNR35 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S
DNR36 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R/S S
DNR37 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S
DNR38 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R R S
DNR39 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON R/S S R/S
DNR40 Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R S
Diamante S S S
Negro**
Ruda “R™* Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 R R R
Vermelhinho*** S S S

* A presenga dos genes foi inferida pela presenca do marcador correspondente; ** Genitores das
linhagens; *** Testemunha suscetivel; R= Resistente; S= Suscetivel; R/S= mistura de mais plantas
resistentes do que suscetiveis; S/R= mistura de mais plantas suscetiveis do que resistentes. Em negrito,

linhagens que apresentaram resisténcia a todas as ragas avaliadas.
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Nenhuma das isolinhas obtidas por RAGAGNIN et al. (2003),
apresentou-se como recombinantes. Porém, no processo utilizado pelos
autores, a selecdo foi efetuada por uma combinacdo de inoculagdes e
marcadores moleculares. Somente as isolinhas tidas como resistentes eram
amplificadas com os marcadores, o que eliminava possiveis recombinantes.
KELLY et al. (1995) e MIKLAS e KELLY (2002) também usaram durante o
processo de obtencdo de linhagens com genes de resisténcia piramidados,
inoculagbes e marcadores moleculares ligados aos genes envolvidos na
piramidagao para realizar a selecgéo.

Segundo FALEIRO et al. (2003), varios estudos de heranga tém
mostrado o envolvimento de genes de efeito maior e genes de efeito menor no
controle genético da resisténcia a diversos patégenos. Em um processo de
selegcdo assistida por marcadores moleculares, a selegdo é feita por marcas
ligadas a genes de efeito maior. Assim, a selegéo feita somente com base nos
marcadores pode levar a “perda” de genes de efeito menor presentes nas
linhagens parentais. A resisténcia a algumas ragas pode ser governada pela
interacdo entre os genes de efeito menor com os genes de efeito maior. Este
fato pode explicar porque algumas linhagens apresentando a marca de um
determinado gene, ndo mantiveram o espectro de resisténcia apresentada pela
isolinha doadora, Ruda “R”. Como RAGAGNIN et al. (2003) selecionaram as
isolinhas também por inoculagdes, esses genes de efeito menor foram
mantidos, principalmente em relagdo a resisténcia a ferrugem, uma vez que
para avaliar a reagcao a U. appendiculatus os autores usaram uma mistura de
racas do patdgeno.

A obtencdo de linhagens com combinacbes de diferentes genes de
resisténcia por métodos de melhoramento convencional seria impraticavel ou
até mesmo impossivel, dependendo da combinagcdo de genes, devido a
interagdes génicas entre os alelos de resisténcia. Além disso, considerando
que cada gene de resisténcia € independente, faz-se necessario trabalhar com
uma populagdo grande a cada geracdo, devido a falta de um método de
selecdo simultanea, por inoculagbes, para todos os genes de resisténcia.
Apesar de no processo de piramidagcdo de genes de resisténcia a antracnose,
ferrugem e mancha-angular com graos pretos, nem todas as linhagens obtidas
apresentarem completa resisténcia a todas as ragas de cada patogeno e ter

ocorrido o aparecimento de linhagens recombinantes, a selegdo somente com
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base em marcadores moleculares mostrou-se eficiente, pois a condugao desta

populagdo, sem o uso de marcadores moleculares, nao seria possivel.

3.3. Avaliacao do potencial produtivo das linhagens obtidas no

campo

As 40 linhagens RC3sFg obtidas foram submetidas a um ensaio de
competi¢cdo para avaliar o seu potencial produtivo em duas safras, “inverno” de
2006 e “seca” de 2007. O resumo da analise de variancia da caracteristica

produtividade de graos (kg/ha) dessas linhagens esta apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Resumo das analises de variancia da produtividade de graos
(kg/ha), safras de “inverno” 2006 e “seca” de 2007 da avaliagao
das linhagens DNR (Diamante Negro x Ruda “R”). Coimbra-MG

Quadrado Médio

Fonte de Variacao

GL Inverno 2006 Seca 2007

Tratamentos 48 335965,2* 379221,1*

Linhagens(L) 39 142574 1™ 313133,5™

Testemunhas (T) 8 899461,6 695076,6**

LvsT 1 3370799,9** 429481,9"
Erro 78 110958,7 240846,3
CV(%) 11,7 15,3
Média Geral 2837,4 3208,5
Média Linhagens 2909,2 3182,9
Média Testemunhas 2518,2 3322,5
Eficiéncia do latice 102,9 108,5

" ** * N&o significativo, significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.

Pode-se observar que o coeficiente de variacdo tiveram valores baixos,
11,7% e 153%, nas safras “inverno de 2006 e “seca de 20077
respectivamente, indicando boa precisdo experimental. Estes valores estéo
dentro dos recomendados para a cultura segundo MARQUES JUNIOR (1997).
A eficiéncia do latice comparada ao delineamento de blocos ao acaso foi baixa
(2,9% e 8,5%) para as duas safras avaliadas, indicando boa uniformidade da
area experimental utilizada.

Observou-se diferengas significativas nas safras “inverno de 2006”
(P<0,01) e “seca de 2007” (P<0,05) para a fonte de variagdo tratamentos.
Porém, na decomposi¢gdo dos tratamentos, ndo observou-se diferenca

significativa considerando somente as linhagens. Isso significa que ndo houve
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variabilidade entre as mesmas. O fato de as linhagens obtidas apresentarem
genealogias comuns nas primeiras gerag¢des da selegao (tabela 2) diminuiu a
variabiliade entre as linhagens. O contraste entre linhagens e testemunhas foi
significativo (P<0,01) na safra “inverno de 2006”, indicando que existe diferenca
entre as médias das linhagens e das testemunhas.

Considerando a analise conjunta das duas safras (Tabela 7) verificou-se
efeito significativo a 1% de probabilidade para as fontes de variagédo
tratamentos e testemunhas e a 5% para o contraste linhagem vs testemunha.
Novamente, nao foi possivel observar diferenga significativa considerando as
linhagens. Ja as fontes interagédo tratamento x safras, testemunhas x safra e
linhagens vs testemunhas x safra foram significativos a 1% de probabilidade
pelo teste F. A interacao linhagens x safra nao foi significativa, indicando que o

comportamento das linhagens foi semelhante nas duas safras.

Tabela 7 — Resumo das analises de variancia conjunta da produtividade de
graos (kg/ha), referente as safras “inverno” de 2006 e “seca” de
2007 da avaliacdo das linhagens DNR (Diamante Negro x Ruda
“‘R”). Coimbra-MG

Fonte de Variagcéo GL Quadrado Médio
Safra (S) 1 10128860,2
Tratamento (T) 48 310471,1**

Linhagem (L) 39 201981,3™

Testemunha (Te) 8 790986,1**

LvsTe 1 697450,7*
Tratamento x Safra 48 404753,9**

LxS 39 253687,8 ™

TexS 8 803627,3**

LvsTexS 1 3105342,6**

Erro 156 175902,5

CV(%) 12,5

Média Geral 3022,9

Média Linhagens 3046,0

Média Testemunhas 2920,3

" ** * NZo significativo, significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.

O desempenho médio das linhagens e testemunhas, avaliadas na safra
“‘inverno” de 2006, esta apresentado na Tabela 8 A média geral nesta safra foi
de 2.837,4 kg/ha. Todas as linhagens, com excegdo da DNRS5, apresentaram
producao estatisticamente igual a do cultivar Diamante Negro. Elas também
apresentaram produgdo estatisticamente igual as dos cultivares Meia-Noite,

Campeiro e Ouro Negro, os quais sdo recomendadas. Dezoito das linhagens
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apresentaram produgao superior em relagao aos cultivares Supremo, Valente e
Ouro Vermelho e as linhagens Vi 10.2.1 e Ruda “R” (Tabela 8).

Na safra “inverno” de 2006, as linhagens obtidas e as testemunhas
foram também avaliadas em relagao a incidéncia das doencas durante o ciclo
da cultura. Trinta e cinco linhagens foram suscetiveis a mancha-angular.
Apenas cinco comportaram-se como resistentes, e destas, somente duas
possuiam a marca para o gene Phg-1. As demais, mesmo possuindo a marca
para este gene, foram suscetiveis, inclusive a linhagem doadora do gene, Ruda
‘R” (Tabela 8). Este resultado mostra que o gene Phg-1 nao conferiu
resisténcia as ragas que ocorreram no campo. Algumas linhagens néo
possuiam a marca, mas foram resistentes, indicando que pode haver algum
outro gene envolvido no processo que nao tenha sido previamente identificado.

Quanto a avaliagdo para a ferrugem, oito linhagens foram suscetiveis,
sendo que sete delas comportaram-se como linhagens recombinantes, visto
que possuiam a marca para o gene Ur-ON, mas foram suscetiveis. Nas outras
32 linhagens resistentes, oito ndo possuiam a marca para o gene, mas foram
resistentes, mostrando-se também como recombinantes (Tabela 8). Nao houve
avaliacdo para resisténcia a antracnose por nao terem sido observados
sintomas da doenga em nenhuma linhagem ou testemunha.

As dez linhagens que apresentaram os melhores desempenhos no
campo, na safra “inverno” de 2006, foram as DNR21, DNR37, DNR25, DNR19,
DNR12, DNR38, DNR1, DNR33, DNR31 e DNR17. Em casa de vegetacao,
todas essas foram suscetiveis somente a raca 2047 de C. lindemuthianum,
com excecgao das linhagens DNR31 e DNR33, que também foram suscetiveis a
raca 65. Com relagao as racas de U. appendiculatus, sete foram resistentes as
duas ragas, DNR12, DNR31, DNR1, DNR33, DNR36, DNR37 e DNR38. As
demais foram suscetiveis a raga 21.3. Quanto as avaliacdes para as ragas de
P. griseola, somente as linhagens DNR12 e DNR33 foram resistentes as trés
racas. Das demais, cinco foram resistentes a duas ragas e trés resistentes
somente a uma das trés ragas avaliadas.

A produtividade média das linhagens e testemunhas, avaliadas na safra
“seca” de 2007, esta apresentada na Tabela 9. A média geral nesta safra foi de
3.208,5 kg/ha. Somente a testemunha Ouro Vermelho apresentou
produtividade estatisticamente superior a isolinha Ruda “R”. Os demais
tratamentos, nado diferiram dos genitores Diamante Negro e Ruda “R”. Todas as
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linhagens tiveram suas produtividades estatisticamente iguais aos cultivares
comerciais usados como testemunhas. Nesta safra ndo houve incidéncia de
doengas no campo.

As dez linhagens que apresentaram os melhores desempenhos, na safra
“seca” de 2007, foram as DNR18, DNR15, DNR14, DNR21, DNR23, DNR33,
DNR26, DNR35, DNR19 e DNR9. Em casa de vegetacgdo, todas essas foram
suscetiveis somente a raga 2047 de C. lindemuthianum, com exceg¢ao das
linhagens DNR33, mas que apresentou suscetibilidade a ragca 65. Para a
avaliagdo as ragas de U. appendiculatus, as linhagens DNR9, DNR26, DNR33
e DNR35 foram resistentes as duas racas avaliadas e a demais foram
suscetiveis a raga 21.3. Nas avaliagdes para as ragas de P. griseola, somente
a linhagem DNR33 apresentou resisténcia as trés ragas. Das demais, seis
foram resistentes a duas racgas e trés resistentes somente a uma das trés racas
avaliadas.

A produtividade média das linhagens e testemunhas, avaliadas nas duas
safras, esta apresentada na Tabela 10. Somente a testemunha Ouro Vermelho
e a linhagem DNR21 apresentaram produtividade estatisticamente superior a
isolinha Ruda “R”. Os demais tratamentos, ndo diferiram dos genitores
Diamante Negro e Ruda “R”. Todas as linhagens tiveram suas produtividades
estatisticamente iguais aos cultivares comerciais usados como testemunhas.

Como a interagao linhagens x safra nao foi significativa, as médias da
analise conjunta (Tabela 10) torna-se mais interessante. As dez linhagens que
apresentaram as maiores médias foram DNR21, DNR18, DNR33, DNR15,
DNR19, DNR17, DNR12, DNR35, DNR14 e DNR37. Entre essas, destacam-se
a DNR33 e DNR12 que apresentaram resistentes homozigotas a todas as
racas testadas, dos trés patdégens, com excecdo da raga 2047 de C.
lindemuthianum. Todas as dez linhagens poderao ser incluidas em ensaios de
Valor de Cultivo e Uso (VCU) 2007/2009, onde serdo complementados os
dados de produtividade e resisténcia a doengcas em uma rede de ensaio
nacional. Além disso, poderdo ser utilizadas como genitores doadoras de
genes de resisténcia em outros programas de melhoramento, visto que as
mesmas apresentam caracteristicas comerciais, além do espectro de

resisténcia.
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Tabela 8 — Médias da produtividade de graos (kg/ha), marcadores dos genes
e notas atribuidas as reagdes a ferrugem (F) e a mancha-angular
(MA) das linhagens e testemunhas avaliadas na safra “inverno”

2006. Coimbra, MG.

Tratamento Média(Kg/ha) Genes de resisténcia** F*** MA***
DNR21 3348,6 a' Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 4(S) 5(S)
Meia-Noite* 32457 A 1(R) 4 (R)
DNR37 3211,3 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 2 (R) 4 (R)
DNR25 3187,4 A Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 6 (S)
DNR19 3122,8 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 2 (R) 5(S)
DNR12 3108,5 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR38 3107,6 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 2 (R) 5(S)
Campeiro* 3105,0 A 2 (R) 6 (S)
DNR1 3099,1 A Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON 4 (S) 4 (R)
DNR33 3079,8 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 6 (S)
DNR31 3075,6 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 6 (S)
DNR17 3063,1 A Co-4, Co- Co-10,6, Ur-ON 4 (S) 6 (S)
DNR24 3063,0 A Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 4 (R)
DNR18 3036,9 A Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON 2 (R) 5(S)
DNR13 3036,5 A Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1 5(S) 5(S)
DNR6 3026,2 A Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1 2 (R) 6 (S)
DNR39 3018,3 A Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON 3 (R) 5(S)
DNR34 3000,9 A Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 1(R) 6 (S)
DNR32 3000,4 A Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 6 (S)
DNR8 29874 A Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR20 2959,3 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 3(R) 5(S)
DNR30 29495 Ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1 1(R) 5(S)
DNR16 2939,8 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 4(S) 5(S)
DNR9 2913,9 Ab Co-4, Ur-ON, Phg-1 1(R) 4 (R)
DNR29 2893,1 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR28 2883,7 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR15 2882,9 Ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 5(S) 5(S)
DNR35 28784 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 3 (R) 5(S)
DNR7 2867,7 Ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 6 (S)
DNR10 2858,1 Ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 5(S)
DNR36 2856,5 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON 2 (R) 6 (S)
Ouro Negro* 28254 Ab 1(R) 6 (S)
DNR22 2758,3 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 5(8) 5(S)
DNR40 27414 Ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR2 2736,7 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 3 (R) 5(S)
DNR27 2682,6 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR14 2673,9 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 4 (S) 6 (S)
DNR26 2671,3 Ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON 3 (R) 4 (R)
DNR23 2666,1 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 3 (R) 5(S)
DNR3 2663,0 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 2 (R) 5(S)
DNR4 2645,8 Ab Co-4, Co-6, Phg-1 1(R) 6 (S)
DNR11 24840 Ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 5(S)
Vi10.2.1* 2226,5 B 1(R) 4 (R)
DNR5 2190,0 B Co-4, Co-6, Phg-1 2 (R) 5(S)
Supremo* 2148,1 B 2 (R) 3(R)
Ouro Vermelho* 2089,5 B 4 (S) 5(S)
Valente* 1758,3 B 6 (R) 3(R)
Diamante Negro* 3091,4 A 6 (S) 6 (S)
Ruda “R™ 2173,6 B Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1 1(R) 6 (S)

T

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Dunnett (P<0,01); R= plantas

resistentes; S = plantas suscetiveis; DNR = linhagens desenvolvidas neste trabalho; * testemunhas; ** A
presenga dos genes foi inferida pela presenga do marcador correspondente; *** Notas referentes a
avaliagao de ferrugem (F) e mancha-angular (MA). Em negrito, as dez linhagens com melhor desempenho.
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Tabela 9 — Médias da produtividade de graos (kg/ha) e marcadores dos genes,
das linhagens e testemunhas avaliadas na safra “seca” de 2007.

Coimbra, MG.
Tratamento Média (Kg/ha) Genes de resisténcia™*
Ouro Vermelho* 4027,0 a
Meia-Noite* 3899,9 ab
Supremo* 3892,1 ab
DNR 18 3820,4 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR 15 3712,5 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 14 3701,8 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 21 3674,0 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 23 3634,8 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 33 3575,9 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 26 3548,3 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR 35 3500,0 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 19 3417,1 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 9 3407,9 ab Co-4, Ur-ON, Phg-1
DNR 17 3397,4 ab Co-4, Co- Co-10,6, Ur-ON
DNR 5 3380,9 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 12 33245 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 3 3317,6 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 30 3302,0 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR 4 3300,7 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 10 3288,7 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 8 3288,2 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR 7 32242 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
Ouro Negro* 3204,8 ab
DNR 37 3138,7 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 16 3134,6 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 28 3132,6 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 6 3116,0 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR 27 3109,8 ab Co-4, Co-6, Phg-1
Vi.10.2.1* 3107,2 ab
Valente* 3039,0 ab
DNR 34 3038,1 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 20 30274 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 38 3021,3 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 29 3019,0 ab Co-4, Co-6, Phg-1
Campeiro* 3005,8 ab
DNR 11 3004,7 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 31 2952 4 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 13 2931,6 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR 39 29276 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR 40 2926,8 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR 2 29247 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR 36 2788,7 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR 25 2752,6 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 22 27291 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 24 2627,3 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR 1 2606,0 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR 32 2590,0 ab Co-4, Co-6, Phg-1
Diamante Negro* 2998,9 a
Ruda "R"* 27277 b Co-4, Co-6, Ur-ON, Phg-1

" Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Dunnett (P<0,01); DNR = linhagens
desenvolvidas neste trabalho; * testemunhas; ** A presenca dos genes foi inferida pela presenga do

marcador correspondente. Em negrito, as dez linhagens com melhor desempenho.
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Tabela 10 — Médias da produtividade de grdos (kg/ha) das linhagens e
testemunhas pela analise conjunta e os marcadores dos genes.

Coimbra, MG.
Tratamento Média (Kg/ha) das duas safras avaliadas Genes de resisténcia**
Meia-Noite* 3572,8 a
DNR21 3511,3 a Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR18 3428,65 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR33 3327,85 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR15 3297,7 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR19 3269,95 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR17 3230,25 ab Co-4, Co- Co-10,6, Ur-ON
DNR12 3216,5 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR35 3189,2 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR14 3187,85 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR37 3175, ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR9 3160,9 ab Co-4, Ur-ON, Phg-1
DNR23 3150,45 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNRS 3137,8 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR30 3125,75 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR26 3109,8 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR10 30734 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR6 3071,1 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR38 3064,45 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
Ouro Vermelho* 3058,25 ab
Campeiro* 3055,4 ab
DNR7 3045,95 ab Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DN16 3037,2 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
Supremo* 3020,1 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DN34 3019,5 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
Ouro Negro* 3015,1 ab
DNR31 3014, ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR28 3008,15 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR20 2993,35 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR3 2990,3 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR13 2984,05 ab Co-4, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR4 2973,25 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR39 297295 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR25 2970, ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR29 2956,05 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR27 2896,2 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR1 285255 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON
DNR24 2845,15 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR40 2834,1 ab Co-4, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1
DNR2 2830,7 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR36 28226 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON
DNR32 2795,2 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR5 2785,45 ab Co-4, Co-6, Phg-1
DNR11 2744,35 ab Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1
DNR22 27437 ab Co-4, Co-6, Phg-1
Vi10.2.1* 2666,85 ab
Valente® 2398,65 ab
Diamante Negro* 3045,15 a
Ruda "R™ 2450,65 b

' Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Dunnett (P<0,01); DNR = linhagens
desenvolvidas neste trabalho; * testemunhas; ** A presenga dos genes foi inferida pela presenga do marcador
correspondente. Em negrito, as dez linhagens com melhor desempenho.
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4. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Com o objetivo de fobter linhagens de gréos pretos, a partir de plantas
RCsF; (Diamante Negro x Ruda “R”), caracteriza-las quanto a reagdo a
diversas racas de C. lindemuthianum, U. appendiculatus e P. griseola, além de
avaliar o seu comportamento no campo, foi possivel obter os seguintes
resultados:

- 40 linhagens RC3F5 (Diamante Negro x Ruda “R”) de graos pretos
contendo combinagdes de no minimo, trés das cinco marcas dos genes
envolvidos (Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1);

- das 40 linhagens obtidas, duas (DNR14 e DNR16) foram resistentes a
dez ragas de C lindemuthianum avaliadas, apresentando suscetibilidade
somente a raga 2047; as linhagens DNR12, DNR31, DNR36 e DNR38 foram
resistentes as racas 21.3 e 29.15 de U. appendiculatus; onze linhagens (DNR3,
DNR4, DNR5, DNR7, DNR8, DNR10, DNR12, DNR24, DNR30, DNR33 e
DNR34) apresentaram resisténcia as ragas 63.55, 63.23 e 63.21 de P. griseola.

- pela avaliagdo do potencial produtivo das 40 linhagens nas safras
‘inverno” de 2006 e “seca” de 2007, nao verificou-se diferenga significativa
entre as linhagens nas duas safras e, na analise conjunta, a interagéo linhagem
x safra também ndo foi significativa. Na primeira safra, todas as linhagens, com
excegao da DNRS, apresentaram produtividade estatisticamente igual ao
Diamante Negro e superior ao Ruda “R”. Elas também apresentaram produgao
estatisticamente igual as dos cultivares Meia-Noite, Campeiro e Ouro Negro e
18 apresentaram producdo superior em relacdo aos cultivares Supremo,
Valente e Ouro Vermelho e as linhagens Vi 10.2.1 e Ruda “R”. Na segunda,
todas as linhagens tiveram suas produtividades estatisticamente iguais ao
Diamante Negro e Ruda “R”. As linhagens que apresentaram as maiores
médias nas duas safras foram DNR21, DNR18, DNR33, DNR15, DNR19,
DNR17, DNR12, DNR35, DNR14 e DNR37.

Diante dos resultados pdde-se concluir que é possivel a transferéncia de
varios genes de resisténcia para um mesmo genotipo com auxilio dos

marcadores moleculares.
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CAPITULO 2

OBTENGAO DE POPULAGOES SEGREGANTES CONTENDO GENES DE
RESISTENCIA A ANTRACNOSE, FERRUGEM E MANCHA-ANGULAR

1. INTRODUGAO

A produtividade média do feijdo-comum no Brasil, de 808 kg/ha
(CONAB, 2007) € pouco expressiva, apesar do pais ser o maior produtor do
mundo. A baixa produtividade € atribuida a varios fatores, entre eles a grande
suscetibilidade do feijoeiro ao ataque de pragas e doengas. Entre as 40
doencgas citadas por VIEIRA (2004) que podem atingir o feijoeiro, 15 se
destacam como de maior importancia.

No manejo de doengas, o uso de cultivares resistentes € uma estratégia
bastante eficiente, pois além de diminuir o custo de produgado, reduz os
impactos negativos ao ambiente, uma vez que evita a aplicagao exagerada de
agrotoxicos. Neste sentido, o desenvolvimento de cultivares com maior
espectro de resisténcia € uma busca constante dos programas de
melhoramento. A piramidagdo de genes de resisténcia € uma estratégia que
tem sido sugerida para proporcionar resisténcia duravel e de amplo espectro
(NELSON, 1978). Pelos métodos convencionais de melhoramento, ha uma
grande dificuldade no processo de combinacdo de diferentes genes de
resisténcia, demandando a realizagao de inoculagdes multiplas ou sequenciais
em uma mesma populagcdo (MICHELMORE, 1995). Além disso, interagdes
epistaticas entre os diferentes genes de resisténcia também dificultam o
reconhecimento de alelos em um mesmo gendtipo (SINGH et al.,, 2001).
Entretanto, marcadores de DNA ligados a genes de resisténcia possibilitam a
identificacdo dos gendtipos contendo os genes de resisténcia desejados,
permitindo que eles sejam acumulados em um unico gendtipo via selegao
assistida por marcadores moleculares (MILACH e CRUZ, 1997; KELLY e
MIKLAS, 1998; YU et al., 2000; ALZATE-MARIN et al., 2005).

Varios genes de resisténcia ja foram identificados em diferentes

cultivares, que sao indicados como fontes de resisténcia. O cultivar Ouro
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Negro, por exemplo, apresenta um amplo espectro de resisténcia a U.
appendiculatus  (ferrugem) e a C. lindemuthianum  (antracnose)
(FALEIRO,1997; ALZATE-MARIN et al., 2003). Além de Ouro Negro, outras
fontes de resisténcia a antracnose também foram caracterizadas, entre elas os
cultivares TO (gene Co-4), AB136 (gene Co-6) e G2333 (Co-4%, Co-5 e Co-7).
Para a ferrugem, além do Ouro Negro (Ur-ON), os cultivares México 309 (Ur-5)
e Belmidak RR-11 (Ur-11) também sao indicados como excelentes fonte de
resisténcia (BASSETT, 2004). A linhagem AND 277 (Phg-1) e os cultivares
MAR 2 (Phg-4 e Phg-5°), BAT 332 (Phg-6%) e Cornell 49-242 (Phg-3) s&o
algumas das fontes de resisténcia para a mancha-angular (CAIXETA et al.,
2005). Marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia tém sido
identificados e usados na selecéo assistida por marcadores (SARTORATO et
al., 2000; FERREIRA et al., 2000; NIETSCHE, et al., 2000; CAIXETA et al.,
2003).

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV,
RAGAGNIN et al. (2003) piramidaram genes de resisténcia a antracnose (Co-4,
Co-6 e Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) nos genomas dos
cultivares Ruda e Pérola, os quais possuem graos do tipo carioca. As linhagens
provenientes de Ruda contendo os alelos de resisténcia Co-4, Co-6, Co-10, Ur-
ON e Phg-1 foram denominadas de Ruda “R”. Porém, os autores relataram que
apenas a introgressao do gene Phg-1 nao foi suficiente na piramide nao foi
eficiente no controle da mancha-angular em condicbes de campo.
Posteriormente, ARRUDA (2005) substituiu o alelo Co-4 pelo Co-4? e introduziu
o alelo Co-5 na piramide presente em Ruda, com o intuito de tornar mais
eficente a piramide de resisténcia a antracnose. Paralelamente, SOUZA (2005)
piramidou os genes de resisténcia Ur-5 (México 309), Ur-11 (Belmidak RR-3) e
Ur-ON (Ouro Negro) também no background carioca, utilizando o cultivar Ruda
como genitor recorrente. COSTA et al. (2006), utilizaram a linhagem Ruda “R”
como genitor doador para a obtencdo de linhagens com graos pretos em
retrocruzamentos com o cultivar Diamante Negro. O presente trabalho
objetivou ampliar a base da piramide introduzida no background preto a partir
de cruzamentos com outras fontes de resisténcia contendo genes distintos

daqueles presentes na piramide original.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Escolha de novas fontes de resisténcia a antracnose, ferrugem

e mancha-angular

Para incrementar a piramide com outros genes de antracnose, foram
escolhidos os alelos Co-5 e Co-4?, pelo fato destes ja estarem sendo utilizados
pelo Programa de piramidagao do BIOAGRO/UFV e pelo fato de Co-4? ser o
mais eficiente alelo de resisténcia caracterizado, até o momento, contra as
racas de C. lindemuthianum.

Em trabalhos recentes conduzidos pelo Programa de Melhoramento do
Feijoeiro do BIOAGRO/UFV, a isolinha Ruda “R” foi cruzada com duas
linhagens carioca, G-19-1-1-7 e G-1-46-7, possuidoras dos genes Co-4° e Co-
5, respectivamente. Sementes F4 contendo os genes Ur-ON, Phg-1, Co-6, Co-
10, Co-4? (da linhagem G-19-1-17) e Co-5 (da linhagem G-1-46-7), obtidas por
ARRUDA (2005), neste trabalho foram denominadas de Ruda “R1” (Figura 1).

Ruda ‘R” x G-19-1-1-7 Ruda “‘R” x G-1-46-7
F'I.'I\A ‘/F'I.Z
F1- Ruda “R1”

Figura 1: Esquema dos cruzamentos realizados para a obtengéo das sementes

Ruda “R1” utilizadas como fonte doadora de genes de resisténcia.

SOUZA (2005) trabalhando com outras fontes de resisténcia a ferrugem
além do Ouro Negro (Ur-ON), utilizou os cultivares México 309 e Belmidak RR-
3 como fontes dos genes de resisténcia Ur-5 e Ur-11, respectivamente. Neste
trabalho obteve-se isolinhas com o background carioca contendo cada gene
separadamente, que posteriormente foram intercruzadas obtendo familias F2:3
contendo os genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11. As sementes dessas familias
utilizadas como fonte de resisténcia para incrementar a piramide de genes de

resisténcia a ferrugem para o background preto.
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Para aumentar o espectro de resisténcia a mancha-angular, novas
fontes de resisténcia foram utilizadas. Os cultivares BAT 332, MAR 2 e Cornell
49-242 por apresentarem amplo espectro de resisténcia, como mostra a Tabela
1, foram escolhidos como fontes doadoras de genes de resisténcia para os

cruzamentos.

Tabela 1. Reagao dos cultivares AND 277, MAR 2, Cornell 49-242 e BAT 332 a
Pseudocercospora grioseola e seus respectivos genes de

resisténcia
Cultivares Genes* Ragas de P. griseola’

63.23 63.39 63.19 31.17 61.41 61.31

AND 277 Phg-1, Phg-2°, Phg-3° e R S R R R R

Phg-4°

MAR 2 Phg-4 e Phg-5° R R R R R R

Cornell 49-242 Phg-3 R S R R S R

BAT 332 Phg-6° S R S S R S
* Estudo de alelismo conduzido por CAIXETA et al. (2003); 'Racas caracterizadas por NIETSCHE et al.

(2001).

2.2. Validagcao de marcadores moleculares ligados a genes de

resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-angular e selegao

Para possibilitar o uso dos marcadores ligados aos genes de resisténcia
identificados e testados em feijdes do tipo carioca, todas as marcas foram
testadas no cultivar Diamante Negro. Além disso, as marcas também foram

verificadas nos gendtipos que serviram como genitores doadores.

Os marcadores moleculares testados nos genitores estdo descritos na
Tabela 2.

Para o processo de selecdo, os marcadores citados acima que se
mostraram uteis, ou seja, que discriminaram os genitores, foram utilizados
juntamente com os marcadores usados na selegcdo com os genes da piramide

do Ruda “R”, descritos na Tabela 3.

Os marcadores SCARBC420 (YU et al, 2000) e SCARBC409
(ARIYARANTHE et al.,, 1999), ligados a QTLs associados a resisténcia ao
crestamento-bacteriano-comum também foram testados para o seu eventual
uso no monitoramento desses QTLs presentes no cultivar Diamante Negro,

usado como genitor recorrente.
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Com o mesmo objetivo, foram testados os SCARW13 (MELLOTO et al.,
1996) e SCARC11 (JOHNSON et al., 1997) ligados aos genes | e bc-3, que

conferem resisténcia ao mosaico-comum.

Tabela 2. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-

comum a ferrugem, antracnose e mancha-angular

Marcador Distancia (cM) Gene de Doenca Fonte de Temperatura de
Resisténcia ¢ Resisténcia pareamento (°C)
SCARAS 139504 11,3 Co-4? Antracnose G2333 69
SCARABO03400a 16,4 Co-5 Antracnose G2333 65
SCARI19460a 3,3 ur-5 Ferrugem México 309 53
SCARAE 19390 1,0 ur-11 Ferrugem Belmidak RR-3 58
SCARNO2590a 59 Phg-Mex Mancha-angular México 54 65
OPE04500a 5,8 Phg-Mar 2 Mancha-angular MAR 2 35
OPAO129504 5,8 Phg-Bat332 Mancha-angular BAT 332 35
OPX11550a 5,8 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro 35
SCARBC420, QTL Crestamento- XAN 159 45
bacteriano
SCARBC409, QTL Crestamento- XAN 159 56
bacteriano
SCARW13690a 1,0 / BCMV N84004 68
SCARC11420r 1,0 bc-3 BCMV BAT 93 56

a = fase de ligacdo em acoplamento; r = fase de ligagdo em repulséo

Tabela 3. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-

comum a antracnose, mancha-angular e ferrugem.

Marcador  Distanda (M) peciinc,  Doenca  pcdieid. oo O
SCARY20s302 1,2 Co-4 Antracnose TO 65
SCARAZ20940a 7.1 Co-6 Antracnose AB 136 60
SCARH134904 55 Phg-1 Mancha-angular AND 277 62
SCAR F101050a 6,9 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro 65

a = fase de ligagdo em acoplamento; r = fase de ligagdo em repulsido

A cada ciclo de autofecundacgédo, a selegcao dos gendtipos de interesse
foi efetuada somente com base na presencga da marca do gene de resisténcia e

no padrao de grao preto semelhante ao de Diamante Negro.

46



2.3. Cruzamentos e obtengao de populagées

Para substituir o alelo Co-4 pelo Co4? e adicionar o alelo Co-5, plantas
RCsF, (Diamante Negro x Ruda "R”) contendo os genes Co-6, Co-10, Ur-ON e
Phg-1, obtidas por COSTA et al. (2005), foram cruzadas com plantas F¢- Ruda
“‘R1”. Apds a confirmagao da obtencao de plantas F4, essas foram conduzidas
por autofecundagdes em casa de vegetacdo até a geragdo F4. A cada ciclo
houve selegcdo com base nos marcadores moleculares ligados a cada gene de
resisténcia. As sementes F5 foram levadas a campo para multiplicagédo e
obtencdo de sementes em numero suficiente para a condugao posterior de
experimentos de avaliagdo de potencial produtivo (Figura 2A).

ApOs a obtengao de plantas F, [RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x
Ruda “R1”] contendo os genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10 e Phg-1, estas foram
cruzadas com individuos de familias F2.3 que continham os genes Ur-ON, Ur-5
e Ur-11 e background carioca. Apds a verificagcdo da obtencado de plantas F4
oriundas deste cruzamento, as mesmas foram conduzidas por
autofecundacgdes em casa de vegetacao até a obtencédo de familias F3 (Figura
2B).

Os cruzamentos com as fontes doadoras de genes de resisténcia a
mancha-angular foram conduzidos separadamente. Plantas Fz [RCsF;
(Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”] contendo os genes Co-4°, Co-5,
Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1 foram cruzadas com MAR 2 e Cornell 49-242.
Estes cultivares s&do de origem mesoamericana e apresentam gréos de cor
creme e preto, respectivamente. Ciclos de autofecundacgdes foram conduzidos
para a obtengdo das populagdes F, dos dois cruzamentos (Figura 2 C e D).
Uma terceira populagdo também foi conduzida, derivada do cruzamento entre
plantas RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”), contendo os genes Co-4, Co-6,
Co-10, Ur-ON e Phg-1, e plantas RCsF, (Ruda x BAT 332) obtidos por
OLIVEIRA (2002), com background carioca (Figura 3).

2.4. Extracao e amplificagao de DNA

As analises de selecdo por meio de marcadores moleculares a cada
ciclo da cultura foram realizadas no laboratério de Genética Molecular de
Plantas do BIOAGRO/UFV.
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RC;F, (Diamante Negro x Ruda “R”) X Ruda “R1”
[Co-6; Co-10; Ur-ON; Phg-1] ; [Co-4%; Co-5; Co-6; Co-10; Ur-ON; Phg-1] A

F1

y

F2 *
v

F3 **’

Y

F4

*%k*

Multiplicagdo em campo

*
F, [RC3F, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”"] x Fa:3 B
[Co-4% Co-5; Co-6; Co-10; Phg-1] l [ Ur-ON, Ur-5; Ur-11]
51
F2
F3
*%
F3 [RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”] x MAR 2 C
[Co-42; Co-5; Co-6; Co-10; Ur-ON; Phg-1] l [ Phg-4 elou Phg 52]
51
*%k% F2
F3 [RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”] x  Cornell 49-242 D
[Co-42; Co-5; Co-6; Co-10; Ur-ON ] l [ Phg-3]
51
F2

Figura 2: Esquema dos cruzamentos realizados para a obtencdo das
populagdes segregantes. A- Esquema para incorporagao dos genes
de resisténcia, Co4?> e Co-5, a antracnose; B- Esquema para
incorporagao dos genes de resisténcia, Ur-11 e Ur-5, a ferrugem; C e
D- Esquema para incorporagao dos genes de resisténcia a mancha-
angular dos cultivares MAR 2 e Cornell 49-242, respectivamente.
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RC;F; (Diamante Negro x Ruda “R”) x RCsF; (Ruda x BAT 332)
[Co-6; Co-10; Ur-ON; Phg-1] [Phg-67]

|

F1

|

F2

F3

|

F4

!

Multiplicacdo em campo

Figura 3: Esquema do cruzamento realizado para incorporagédo do gene de

resisténcia a mancha-angular do cultivar BAT 332.
2.4.1. Extragcao de DNA

Em cada geracao, folhas das plantas foram coletadas e armazenadas a
~ 80°C até serem utilizadas para extragao do DNA. A extracao foi realizada de
acordo com o protocolo de DOYLE e DOYLE (1990), com algumas
modificagdes propostas por ABDELNOOR et al. (1995).

2.4.2. Amplificagao de DNA com marcadores SCAR

Este processo foi descrito no item 2.2.2 do capitulo 1 deste trabalho. As
temperaturas de pareamento especificas para cada par de primers estao

descritas nas Tabelas 2 e 3.
2.4.3. Amplificagcao de DNA com marcadores RAPD

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de RAPD
em uma mistura de 25 ul, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM,
MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 4 uM do primer, uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 30 ng de DNA. As amplificacdes foram efetuadas em

termociclador Perkin-Elmer Cetus, modelo 9600, programado para 40 ciclos de
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94 °C por 15 s, 35 °C por 30 s e 1 min a 72 °C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma
etapa de extensao final de 7 min.

Apods a amplificagao foram adicionados, a cada amostra, 3 ul do corante
tipo 1V (0,25% de azul-de-bromofenol e 60% de glicerol). Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), contendo brometo de etidio (0,5 ng/ml) e
submerso em tampao SB 1X (hidroxido de sédio 10 mM, pH 8,5 ajustado com
acido bdrico - BRODY e KERN (2004)). A separagao eletroforética foi realizada
durante um periodo de 3h, aproximadamente, a 100 volts. Ao término da
corrida, os géis foram fotodigitalizados sob luz ultravioleta, no sistema de
fotodocumentacao Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Validagcao de marcadores moleculares ligados a genes de

resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-angular

Os resultados obtidos para a validagdo dos marcadores moleculares
ligados aos genes de resisténcia que foram incorporados na nova piramide de
genes estédo descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Resumo dos resultados obtidos das possiveis novas fontes de
resisténcia doadoras de genes de resisténcia a ferrugem,
antracnose e mancha-angular

Genotipos
Marcador Gefnehde.
Resisténcia [Diamante]Cornelll AND | Ruda |México|Belmidak| Ouro | BAT
Negro [49-242 277 | “rq* | 309 | RR-3 [Negro| 332 [MAR?
SCARAS13gs50s|  Co-4° - +
SCARABO3400a|  Co-5 - +
SCARI19460, Ur-5 - - +
SCARAE19g00r|  Ur-11 - ] -
SCARNO02s90a | Phg-Cornell - v i -
OPE04500a Phg-Mar 2 - - +
OPAO120s0a  |Phg-Bat332| - - +
OPX11550a Ur-ON + + +
SCAR F1010s0a|  GoCry . * . +
SCARW 136902 / - + N N -
SCARC11420r bc-3 - T 3 : N

a = fase de ligagdo em acoplamento; r= fase de ligagdo em repulséo; + = presenga da marca; - = auséncia
da marca. Em cinza, marcadores que ndo poderdo ser usados para a selegdo assistida do gene de
resisténcia com o qual ele esta ligado durante o processo de piramidagao.

Os marcadores moleculares SCARAS13 e SCARABO3, ligados aos
genes Co-4? e Co-5, respectivamente, ndo amplificaram o DNA do cultivar
Diamante Negro, podendo desta forma, serem utilizados na selegéo assistida
durante o processo de piramidacgao.

Com relagao aos genes de ferrugem, nem todos podem ser utilizados na
selegao assistida. O marcador SCARAE19, ligado em repulsdo ao gene Ur-11
nao foi polimérfico quando comparado ao cultivar Diamante Negro (Figura 4B).
Da mesma forma, o OPX11 também nao diferenciou os genitores (Figura 4A).
Ja o marcador SCARI19 ndao amplificou o DNA de Diamante Negro. Portanto,

somente o marcador SCARI19 podera ser utilizado na selecao assistida. Cabe
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ressaltar que o marcador SCARF10 esta ligado aos genes Ur-ON e Ur-5, ndo
tendo como discriminar, pelo marcador, os dois genes no processo de
piramidagao. Como os genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 conferem, individualmente,
resisténcia a todas as ragas de ferrugem encontrados na micoteca do
BIOAGRO, tornou-se impraticavel a piramidagao dos trés genes no background

do Diamante Negro.

M1 2 3 M 423 M 2356

Figura 4: Produtos de amplificagdo do DNA com os primers OPX11ss (A),
SCARAE19s, (B) e SCARNO02: (C). Os cultivares Ouro Negro,
Rud4a, Diamante Negro, Belmidak RR-3, Cornell 49-242 e AND 277,
estado representados nas colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente.
A coluna M em (A) contém DNA de fago lambda digerido com
EcoRI, BamHl e Hindlll; em (B) e (C) contém marcadores de
tamanho de 100pb DNA /adder Promega. As setas indicam as
bandas de tamanho especifico, correspondentes ao marcadores

ligados aos genes de resisténcia.

Para os genes de resisténcia a mancha-angular, os marcadores
SCARNO02, OPAO12 e OPEO04 ligados aos genes Phg-3, Phg-62 e Phg-Mar 2,
respectivamente, foram polimérficos ao amplificar o cultivar Diamante Negro.
Porém, o SCARNO2 também amplifica o gene Phg-1, ficando dessa forma
impossibilitado piramidar os genes Phg-1 e Phg-3, em um mesmo genétipo, por
selecao assistida.

Para os primers SCARBC42040 € SCARBC409409, ligados a QTLs
associados a resisténcia ao crestamento-bacteriano-comum, nao foi possivel

ajustar uma condicdo de reacdo que permitisse amplificar as bandas
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caracteristicas dos marcadores moleculares no cultivar Diamante Negro.
Assim, tais marcadores ndo puderam ser utilizados no processo de selecao
assistida, visando a manutencdo da resisténcia ao crestamento-bacteriano-
comum proveniente do Diamante Negro.

Os marcadores moleculares ligados aos genes / e bc-3 também foram
validados para serem usados no processo de piramidagcdo. Como o marcador
SCARC11 ligado em repulsado ao gene bc-3 ndo amplifica o DNA do Diamante
Negro, conclui-se que a resisténcia ao BCMV presente em tal cultivar, é devida
ao gene bc-3. Quanto ao marcador SCARW13, ligado ao gene [, ndo foi
possivel detectar produto de amplificacdo, o que permite concluir que o
Diamante Negro n&o deve possuir esse gene. No Brasil ndo ha estirpes do
BCMV que diferenciam a presenca dos dois genes. Portanto, pelas
informagdes moleculares, acredita-se que o gendtipo do Diamante Negro
quanto a presenga do gene recessivo bc-3 e o dominante /, seja bc-3bc-3, .
Segundo SANTANA (2006), o cultivar Ruda também apresenta resisténcia ao
BCMV e apresenta gendtipo provavel, de acordo com os marcadores
moleculares dos respectivos genes, Bc-3Bc-3, II. Como a maioria dos
gendtipos doadores de genes de resisténcia sdo linhagens que possuem
background carioca do cultivar Ruda, durante o processo de piramidagdo dos
genes de resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha-angular, também é
possivel que se faga a piramidagao dos genes bc-3 e [, 0 primeiro proveniente
do cultivar Diamante Negro e o segundo das linhagens com background de
Ruda.

MILACH e CRUZ (1997) citaram que a identificagcdo precisa de
gendtipos contendo genes de resisténcia desejados, usando marcadores de
DNA ligados a genes de resisténcia, permite que eles sejam facilmente
acumulados em um unico genotipo via selegcdo assistida por marcadores
moleculares. Entretanto, os marcadores moleculares devem ser bem
especificos para cada gene, permitindo que o mesmo possa ser transferido a
varios outros cultivares modernos ou linhagens elite utilizando-se somente o
marcador molecular (STAVELY, 2000).

3.2. Cruzamentos e obtencgao de populagdes

Plantas RCsF; (Diamante Negro x Ruda "R”) contendo os genes Co-6,

Co-10, Ur-ON e Phg-1(sem a marca para o gene Co-4), foram cruzados com
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individuos Ruda “R1” (Co-4%, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1) obtendo-se
40 plantas F4. Devido a incerteza da homozigose dos locos de resisténcia dos
genitores, todos os marcadores (SCARAS13, SCARABO03, SCARAZ20,
SCARF10 e SCARH13) ligados a genes de resisténcia foram testados. Destas
40 plantas, cinco foram selecionadas com todas as marcas e conduzidas por
autofecundagdo. Quinze sementes de cada uma das cinco plantas F, foram
plantadas e tiveram seu DNA testado com os mesmos marcadores citados
acima além dos marcadores para os genes bc-3 e I. Nesta geracao (F3) foi
possivel selecionar oito plantas com todas as marcas, porém, somente seis
delas foram conduzidas para a proxima geragao por possuirem graos pretos.
De um total de 95 plantas F4, 35 foram selecionadas e multiplicadas no campo
para a obtengdo de numero de sementes suficiente para posterior montagem
de um ensaio de competicdo para verificagdo do potencial produtivo das
familias selecionadas. Na Tabela 5, estdo descritas as genealogias e as
marcas presentes nas 35 plantas selecionadas. Todas elas apresentaram
graos pretos semelhantes aos do cultivar Diamante Negro, porém, somente
duas apresentaram todas as marcas.

Na geracdo F, [RCsF, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”]
plantas contendo os genes Co-4?, Co-5, Co-6, e Phg-1 (sem a marca para o
gene Ur-ON) foram cruzadas com individuos de familias F2.3 oriundas do
intercruzamento de linhagens que continham os genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 e
background carioca. Como o marcador SCARAE19 ligado ao gene Ur-11 néo
pdde ser usado na selecdo e o SCARF10 marca os genes Ur-5 e Ur-ON, as
plantas foram selecionadas somente para a marca ligada ao gene Ur-5 com
relacédo a resisténcia a ferrugem, juntamente com as marcas ligadas aos genes
Co-4?, Co-5, Co-6, Phg-1, | e bc-3. As plantas F4 oriundas deste cruzamento,
selecionadas com base nas marcas, foram conduzidas por autofecundacgdes e
foram obtidas 66 plantas F,, das quais 17 foram selecionadas com pelo menos
cinco marcas. A partir dessas plantas F, selecionadas, 75 plantas F3 foram
geradas. Como na geragao anterior, estas plantas foram selecionadas com
base nos marcadores moleculares. Oito familias F3 apresentaram pelo menos
cinco marcas (Tabela 6), porém, nenhuma delas apresentou graos pretos. O
padrdao de grao carioca, com cor de fundo creme claro e rajas marrons, foi
observado em duas familias (familia 29.4 e 27.3) e que poderao ser utilizadas
no melhoramento. Nas demais, os gréos apresentaram padrdes distintos dos
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desejaveis, ou seja, pretos e cariocas. O objetivo do presente trabalho foi obter
linhagens de grdos pretos, porém, nenhuma das familias obtidas com as
marcas desejadas apresentou tal padréao de cor. Para a obtenc&o de linhagens
pretas, seria necessario realizar pelo menos um retrocruzamento com uma
linhagem de grédo preto contendo os genes Co-4°, Co-5, Co-6, Phg-1, | e bc-3
para aumentar a probabilidade de obtencdo de linhagens com todos os estes

genes e mais o Ur-5, além da cor de gréo preto.

Tabela 5 — Familias F4 [RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R17]
selecionadas com base nos marcadores moleculares ligados aos
genes de resisténcia e no tipo de gréo

Genotipos Genes de resisténcia**

F4 [RC3F2 (DN* x Ruda "R”) x Ruda “R1”]2.2.4 Co- 4' Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, I, bc-3

F4 [RCsF2 (DN x Ruda”’
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Rud ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RC3F2 (DN x Rud ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Rud ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Rud ”
F4 [RCsF2 (DN x Rud ”

'R”) x Ruda “R17 2.2.7
x Ruda “R17 2.2.9
x Ruda “R17] 2.2.14
x Ruda “R1”] 2.5.4
x Ruda “R1”] 2.5.5

x Ruda “R1”] 2.5.5

x Ruda “R17 5.8.5
x Ruda “R17] 5.8.6
x Ruda “R17 5.8.15
x Ruda “R17] 5.8.16
x Ruda “R1”"] 5.8.19
x Ruda “R1”] 8.4.1
x Ruda “R1”]1 8.4.2
x Ruda “R1"]1 8.4.4
x Ruda “R17] 8.4.5
x Ruda “R17] 8.4.8

x Ruda “R17 8.4.10
x Ruda “R1"] 8.4.11
x Ruda “R1”] 8.4.12
x Ruda “R1"] 8.14.1
x Ruda “R1”] 8.14.2
x Ruda “R17] 8.14.5
x Ruda “R17] 8.14.6
x Ruda “R17] 8.14.9

x Ruda “R1”] 5.14.12

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, |
Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, I, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, bc-3

Co4 Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, I,bc-3

Co- 4. Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4z, Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, I, bc-3

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, I, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, I, bc-3

Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3

Co- 4' Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3

Co4 Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1
Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, |, bc-3
Co-4*,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, bc-3
Co-4f, Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, bc-3
Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, bc-3
Co4 Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co- 4. Co-10,Ur-ON, Phg-1

Co-4f, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4%, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4%, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4%, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3

F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”
F4 [RCsF2 (DN x Ruda ”

x Ruda “R17] 8.14.10
x Ruda “R17] 8.14.11
x Ruda “R1”] 8.14.12
x Ruda “R1”] 8.14.13
x Ruda “R1”] 8.14.14
x Ruda “R17] 21.14.1

Co-4%, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co4 Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co4 Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1
Co4 Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
Co-4°, Co-6, Co-10,Ur-ON, Phg-1, I, bc-3
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R17 21.14.2 Co-4°,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, bc-3

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
") x Ruda “R1”] 8.4.9
)
)
)
)
)
)
)
)
)
")
")
")
")
)
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R’) x Ruda “R1”] 21.14.5__ Co-4°,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, I, bc-3

* DN= Diamante Negro; ** A presenga dos genes foi inferida pela presenga do marcador correspondente.

Plantas [RCsF2 (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”] contendo os
genes Co-42, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1 foram cruzadas com o cultivar
MAR 2 (Phg-MARZ2) gerando 23 plantas F4, das quais 5 foram selecionadas
com pelo menos cinco marcas. Destas, foram geradas 67 plantas F», das quais

17 plantas também foram selecionadas com pelo menos cinco marcas. Na
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Tabela 7 estdo descritas as genealogias e as marcas dos genes de resisténcia

que as plantas selecionadas possiam. Sete plantas geraram sementes F3 de

cor preta.

Tabela 6 — Familias F3 [(RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x
F2.3 (Ur-5, Ur-11, Ur-ON) selecionadas com base nos marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia e no tipo de grao.

Genotipos

Genes de resisténcia***

F3 [(RC3F2 (DN* x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F2:3** 46.1.2] 29.2

( (
Fs [(RCaF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F2:3 46.1.2] 29.4
Fs [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F2:3 46.1.2] 27.3
Fs [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F23 44.1.1) 67.7
Fs [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F23 44.1.1) 67.8
Fs [(RCaF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F2:3 44.1.1) 59.2
F3 [(RCsF2 (DN x Ruda "R’) x Ruda “R1”) x F23 44.1.1) 59.5
Fs [(RC5F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x F2 46.1.2) 46.2

Co-4°,Co-5, Ur-5, I, bc-3
Co-4°,Co-5, Co-6, Ur-5, I, bc-3
Co-4°,Co-5, Co-6, Ur-5, I, bc-3
Co-4°,Co-5, Ur-5, bc-3
Co-4°,Co-5, Co-6, Ur-5, I, bc-3
Co-4*,Co-5, Ur-5, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-6, Ur-5, I, bc-3
Co-4%,Co-5, Ur-5, bc-3

*DN= Diamante Negro; ** Familias F2:3 contendo os genes Ur-5, Ur-11, Ur-ON; *** A presencga dos genes

foi inferida pela presenga do marcador correspondente.

Tabela 7 — Familias F, [(RCsF, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x

MAR 2]

selecionadas com base nos marcadores moleculares

ligados aos genes de resisténcia e no tipo de grao

Genotipos

Genes de resisténcia***

F2 [(RC3F2 (DN* x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 3.2
F, [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 3.5
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 3.7
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R’) x Ruda “R1”) x MAR 2] 3.7
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R’) x Ruda “R1”) x MAR 2] 3.8
F [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 6.6

F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 11.3**
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 11.6**

F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 11.9

F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 11.13**
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 11.23**
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 12.17
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 12.18**
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 12.19**
F [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 15.9

F [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 15.23**

F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x MAR 2] 15.24

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4% Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, Phg-
, MAR2, bc-3
Co-4% Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2,
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4% Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, Phg-
, MAR2, I, bc-3
Co-4% Co-5, Co-6, Co-10, Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, I, bc-3
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-
, MAR2, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON, Phg-1, Phg-
MAR?2, bc-3

*DN= Diamante Negro; ** Plantas que geraram sementes F3 de cor preta; *** A presenca dos genes foi

inferida pela presenga do marcador correspondente.
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Plantas [RC3F;, (Diamante Negro x Ruda “R”) x Ruda “R1”] contendo os
genes Co-42, Co-5, Co-6, Co-10 e Ur-ON foram cruzadas com o cultivar Cornell
49-242 (Phg-3) gerando 26 plantas F4. Seis plantas foram selecionadas com
pelo menos cinco marcas. As 59 plantas F, oriundas das plantas F;
selecionadas geraram 13 plantas que possuiam pelo menos cinco marcas.
Suas genealogias e marcas dos genes de resisténcia presentes em cada uma
delas estado apresentadas na Tabela 8. Todas as plantas selecionadas geraram
sementes F; pretas, porém brilhantes, o que ndo é de interesse comercial.
Desta forma, torna-se necessario que se fagam ciclos de retrocruzamentos
para obter grédos desejaveis de cor preta e sem brilho.

Observou-se que as plantas utilizadas no cruzamento ndo possuiam o
gene Phg-1, pois o marcador molecular ligado ao gene de resisténcia a
mancha-angular, SCARNO02, presente no cultivar Cornell 49-242 também
marca o gene Phg-1, impossibilitando que os dois sejam piramidados em um
mesmo genotipo por meio de marcadores moleculares. O cultivar AND 277 é
resistente ao patoétipo 61-41 de P. griseola, caracterizado por NIETSCHE et al.
(1997), e o Cornell 49-242 ¢ suscetivel. Desta forma, este patotipo poderia ser
usado no processo de piramidagao, selecionando assim, o gene do Cornell 49-
242 via inoculagdo, enquanto que o gene do AND 277 poderia ser selecionado
via marcador molecular. Porém, este patétipo ndo existe mais na micoteca do
BIOAGRO e por isso nao foi possivel introgredir os dois genes de resisténcia
em um mesmo gendtipo. Recentemente, BALBI (2007) caracterizou isolados de
P. griseola coletados em regides produtoras de feijdgo em Minas Gerais e
identificou isolados que causam reacao de compatibilidade e incompatibilidade
diferenciada entre os dois cultivares utilizados no presente trabalho. Desta
forma, em uma etapa futura, isolinhas contendo os genes Phg-1 e Phg-3
separadamente, poderao ser intercruzadas para piramidar, desta forma, os dois
genes.

Plantas RCsF; (Diamante Negro x Ruda "R”) contendo os genes Co-4,
Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1, foram cruzados com plantas RCsF, (Ruda x BAT
332), que possuiam o gene Phg-62. Das 15 plantas F¢ obtidas, apenas duas
apresentaram quatro marcas. Estas duas plantas foram autofencundadas
gerando plantas F, das quais, somente duas apresentavam a marca do gene
Phg-62. Mesmo o numero de plantas selecionado tenha sido muito pequeno,

deu-se continuidade ao processo e elas geraram 20 plantas F3, das quais 10
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foram selecionadas com base nas marcas e na cor dos graos, para terem suas
sementes F4 multiplicadas em campo. Na Tabela 9 encontram-se as
genealogias e as marcas dos genes de resisténcia das dez familias F4
selecionadas. Todas as familias apresentaram padrao de grao preto aceito

comercialmente.

Tabela 8 — Familias F, [(RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x
Cornell 49-242] selecionadas com base nos marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia e no tipo de grao

Gendtipos Genes de resisténcia™*

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN* x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 3.2 ) bc-3

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 3.6 , I, bc-3

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 3.13 , I, bc-3

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.3 ) I, bc-3

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.7 ) bc-3

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3sF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.11 , bc-3

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.12 , I, bc-3

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.13 ) bc-3

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 41.3 ) /

Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 41.13 , I, bc-3

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.16 /

Co-4%,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F» [(RC3F2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 4.17 , !
Co-4°,Co-5, Co-6, Co-10,Ur-ON,Phg-1, Phg-3,
F2 [(RCsF2 (DN x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x Cornell] 8.3 1, bc-3

*DN= Diamante Negro; ** A presenca dos genes foi inferida pela presenca do marcador correspondente.

Tabela 9 — Familias F4 [RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”) x RCsF, (Ruda x
BAT 332)] selecionadas com base nos marcadores moleculares
ligados aos genes de resisténcia e no tipo de grao

Genotipos Genes de resisténcia**
F4 [RCsF2 (DN* x Ruda "R”) x RC3F, (Ruda x BAT 332)] 1.5.1 Phg-1, Phg-()‘Z, 1, be-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF2 (Ruda x BAT 332)] 1.5.3 Phg-6z,, /
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF2 (Ruda x BAT 332)] 1.5.7 Phg-1, Phg-6f, 1, be-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF2 (Ruda x BAT 332)] 1.5.8 Phg-1, Phg-6f, 1, be-3
F4 [RC3F2 (DN x Ruda "R”) x RC3F2 (Ruda x BAT 332)] 1.5.10 Phg-1, Phg-6", 1, bc-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF, (Ruda x BAT 332)] 1.6.1 Phg-1, Phg-6°, I, be-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF;, (Ruda x BAT 332)] 1.6.2 Phg-1, Phgf6‘, /
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF, (Ruda x BAT 332)] 1.6.4 Phg-1, Phg-(;“, bec-3
F4 [RCsF2 (DN x Ruda "R”) x RCsF2 (Ruda x BAT 332)] 1.6.5 Phg-1, Phg-6°, I, bc-3

F4 [RC3F2 (DN x Ruda "R”) x RC3F> (Ruda x BAT 332)] 1.6.6 Phg-1, Phg-67, |

*DN= Diamante Negro; ** A presenca dos genes foi inferida pela presenca do marcador correspondente.

A presenca dos genes Co-4°, Co-5, Co-6, Co-10 em um mesmo
gendtipo, torna-o resistente a todas as ragas de C. lindemuthianum, ja
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caracterizadas no Brasil, inclusive a raca 2047. Essa raca ainda nao foi
encontrada no Brasil, mas tem ocasionado elevadas perdas de producédo nos
Estados Unidos, sendo importante obter cultivares resistentes a ela.

Segundo SOUZA et al. (2005), os genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON,
individualmente, conferem resisténcia a 12 isolados de U. appendiculatus
caracterizados por eles, além de apresentarem amplo espectro de resisténcia
no Brasil

NIETSCHE et al. (2001), avaliando diversos cultivares quanto a reagao
de resisténcia/suscetibilidade as racas 31.17, 61.31, 61.41, 63.19, 63.23 e
63.39 de P. griseola, verificaram que o cultivar AND 277 foi suscetivel somente
a raca 63.39 e o MAR 2 apresentou resisténcia a todas essas racas. Cornell
49-242 foi suscetivel as ragcas 63.39 e 61.41, enquanto que BAT 332 foi
resistente as ragcas 63.39 e 61.41. Assim, a combinagcdo dos genes de
resisténcia presentes nos cultivares AND 277, MAR 2, Cornell 49-242 e BAT
332 promoveria resisténcia a todas as racgas avaliadas no Brasil. BALBI (2007)
caracterizou 17 isolados coletados em diversas regides do estado de Minas
Gerais. Na avaliagao destes isolados, os cultivares Cornell 49-242 e BAT 332
apresentaram resisténcia a 9 e 8 racas, respectivamente. Considerando as
fontes de resisténcia AND 277 e MAR 2, houve reacdes diferenciadas quando
inoculadas com as 12 ragas de P. griseola caracterizadas por BALBI (2007),
mostrando-se resistentes a 8 e 9 racgas, respectivamente. Neste estudo, a
combinagcdo dos genes de resisténcia presentes nos quatro cultivares,
promoveria uma resisténcia a 15 isolados, sendo que somente dois isolados da
raga 63.63 causaram uma reagao compativel nos quatro cultivares.

A piramidacdo de genes de resisténcia tem sido sugerida como uma
estratégia para proporcionar resisténcia duravel a diferentes ragas de um
mesmo patdégeno e a patogenos distintos. NELSON (1979) argumenta que a
resisténcia decorrente dos efeitos parciais de numerosos genes na planta,
exerce menor pressdo de selegcdo sobre o patdgeno e, assim, deve ser mais
duravel. Estudo realizado por THRALL e BURDON (2003) indica que o
surgimento de gendtipos do patdgeno capazes de suplantar uma piramide de
genes de resisténcia no hospedeiro, cuja probabilidade € inversamente
proporcional ao numero de genes piramidados, ndo implicara diretamente em
aumento da taxa de progresso da doenga, uma vez que estes novos patétipos
apresentardo menor agressividade. Esse fato é positivo dentro do ponto de
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vista epidemioldgico, pois indica que esta estratégia devera manter a doenga
em nivel abaixo do dano econémico, além de limitar sua rapida disseminacgao.

Desta forma, todas as populacbes desenvolvidas neste trabalho,
apresentando piramides com diversas combinagdes de genes de resisténcia a
diferentes patdégenos e diferentes ragas de um mesmo patdgeno, apresentam
alta potencialidade de uso nos programas de melhoramento. Além disso, se
apresentarem alta produtividade, poderao ser langadas como novos cultivares
resistentes a diversas ragas de antracnose, ferrugem e mancha-angular e
estirpes do mosaico-comum.

Uma dificuldade encontrada, porém, na obtencdo dessas populagoes, é
o grande numero de genes envolvidos na selegdo. Quanto maior o numero de
genes de resisténcia envolvidos no processo de piramidagdo, maior tera que
ser a populacado de trabalho para aumentar a chance de obteng¢ao de plantas
com todos os genes de interesse. Além disso, apds o encontro de tais genes
ainda ha a preocupagdo com o aspecto dos grdos. Outra dificuldade
encontrada, em alguns casos, ¢ a falta de especificidade de alguns marcadores

moleculares, impossibilitando o uso dos mesmos em diferentes populagoes.
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4. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Com o objetivo de ampliar a base da piramide introduzida no background
preto a partir de cruzamentos com outras fontes de resisténcia contendo genes
distintos daqueles presentes na piramide original, as seguintes populag¢des
foram geradas:

- 35 familias F4 [RCsF, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”] com
graos pretos, contendo no minimo, quatro marcas dos genes Co-4°, Co-5, Co-
6, Co-10, Ur-ON, Phg-1, I, bc-3;

- oito familias F3 [(RC3sF, (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x
Fo.3 (Ur-5, Ur-11, Ur-ON) contendo, no minimo, quatro marcas dos genes Co-42,
Co-5, Co-6, Ur-5, I, bc-3, sendo que duas delas apresentaram graos carioca e
nenhuma grao preto;

- 17 familias F, [(RCsF2 (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x
MAR 2] com, no minimo, oito marcas dos genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-10, Ur-
ON, Phg-1, Phg-MAR?2, |, bc-3, sendo que sete delas geraram sementes de cor
preta;

- 13 familias F, [(RCsF2 (Diamante Negro x Ruda "R”) x Ruda “R1”) x
Cornell 49-242] com, no minimo, oito marcas dos genes Co-4?, Co-5, Co-6, Co-
10, Ur-ON, Phg-3, Phg-MAR?2, |, bc-3, sendo que todas geraram sementes de
cor preta com brilho;

- 10 familias F4 [RC3F, (Diamante Negro x Ruda "R”) x RCsF, (Ruda x
BAT 332)], contendo as marcas dos genes Phg-1, Phg-62, I, bc-3, todas com
graos pretos.

Para ampliar uma piramide de genes de resisténcia, os marcadores
moleculares ligados a cada um dos genes devem ser altamente especificos
para que possam auxiliar no processo de transferéncia de genes para outros

backgrounds genéticos
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CAPITULO 3

PIRAMIDAGAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE,
FERRUGEM E MANCHA-ANGULAR EM VARIEDADES DE FEIJAO
VERMELHO

1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor mundial de feijao comum (Phaseolus vulgaris
L.). Minas Gerais é um dos estados que mais contribuem para que o Brasil
mantenha tal posi¢do, sendo segundo maior produtor nacional de feijao,
contribuindo com mais de 15% da producéo nacional (FNP/SECEX, 2007).

Em Minas Gerais, as regides Noroeste, Sul, Tridngulo e Alto Paranaiba
sdo as principais produtoras de feijao, sendo responsaveis por mais de 70% da
producao estadual desse grdao. O plantio de feijdo nestas regides é
predominantemente comercial, caracterizado pelo alto nivel de tecnologia
empregado nas lavouras. A regido da Zona da Mata mineira contribui com 10%
do feijdo produzido no Estado, porém, o cultivo nesta regido é largamente
dominado por pequenos e médios agricultores, em sua maioria utilizando baixo
nivel tecnolégico. Cerca de 50% da area de cultivo desta regido € ocupada por
feijdes com grao do tipo vermelho. Graos vermelhos brilhantes e uniformes tém
ampla aceitacdo entre os consumidores desta regido, chegando a ser
comercializado por até o dobro do preco de feijdes com graos do tipo carioca e
preto (CARNEIRO et al., 2005). Desta forma, os feijdes vermelhos apresentam
grande importancia socio-econémica para a regidao da Zona da Mata mineira.

Os cultivares de graos vermelhos comumentes plantados na regiao da
Zona da Mata mineira sdo o Vermelhinho e o Ouro Vermelho. O cultivar
Vermelhinho € um cultivar crioulo, comercializado nesta regidao ha varios anos.
Ouro Vermelho € um cultivar recentemente desenvolvido pelo programa de
melhoramento do feijoeiro da Universidade Federal de Vigosa e apresenta alta
produtividade em comparagdo aos demais cultivares do mesmo grupo.
Entretanto, tanto o Vermelhinho como o Ouro Vermelho apresentam alta
suscetibilidade aos patdgenos que mais atacam o feijoeiro, principalmente aos

agentes causadores da antracnose, ferrugem, mancha-angular, crestamento-
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bacteriano-comum e mosaico-comum, o que diminui, em muito, a sua
produtividade e a qualidade dos graos (CARNEIRO et al.,, 2005; ALZATE-
MARIN et al., 2006). Porém, pouca atengédo tem sido dada ao melhoramento
genético visando incorporar genes de resisténcia a doengas nos feijdoes de
graos vermelhos.

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV,
RAGAGNIN et al. (2003) piramidaram genes de resisténcia a antracnose (Co-4,
Co-6 e Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha-angular (Phg-1) utilizando como
genitor recorrente o cultivar Ruda, que possui o background do tipo carioca. A
isolinha obtida com esta piramide foi denominada Ruda “R”. Posteriormente,
ARRUDA (2005) substituiu o alelo Co-4 pelo Co-4? e introduziu o alelo Co-5 na
piramide do background Ruda, com o intuito de incrementar e tornar mais
eficaz a pirdmide de resisténcia a antracnose, denominando a isolinha que
possuia a nova piramide que foi denominada de Ruda “R1”. Considerando a
importancia da resisténcia aos patégenos no feijoeiro e o fato de que os feijées
do tipo vermelho foram muito pouco melhorados nesse aspecto, o objetivo
deste trabalho foi transferir os genes das piramides das isolinhas Ruda “R” e

Ruda “R1” para os cultivares Vermelhinho e Ouro Vermelho, respectivamente.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cruzamentos e sele¢dao com o cultivar Vermelhinho

O genitor doador dos genes de resisténcia no processo de
retrocruzamento foi a isolinha Ruda “R”, desenvolvida pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV, portada de graos do tipo carioca
e dos genes de resisténcia a antracnose (Co-6, Co-10 e Co-4), ferrugem (Ur-
ON) e mancha-angular (Phg —1). O genitor recorrente usado na piramidacao foi
o cultivar Vermelhinho. Esse é considerado um cultivar crioulo, sendo muito
plantado pelos agricultores da regido da Zona da Mata mineira. Este cultivar
apresenta suscetibilidade aos agentes causais da antracnose, ferrugem,
mancha-angular, crestamento-bacteriano e mosaico-comum (ALZATE-MARIN
et al., 2006).

Cruzamentos entre Vermelhinho e Ruda “R” foram realizados obtendo-
se sementes F4. As plantas hibridas confirmadas, por autofecundagédo geraram
sementes F,. As plantas F, obtidas foram genotipadas utlizando marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia (Tabela 1). Sementes F;
oriundas das plantas F, portadoras das marcas de interesse foram plantadas
gerando plantas F3. Da mesma forma que no ciclo anterior, as plantas foram
selecionadas via marcadores moleculares. Aquelas selecionadas foram
retrocruzadas com o cultivar Vermelhinho obtendo sementes RC+F. As plantas
RC1F selecionadas foram utilizadas para o segundo ciclo de retrocruzamento,
gerando sementes RC,F4.

As sementes RC,F4 foram plantadas originando plantas RC,F4, as quais
foram conduzidas por autofecundagdo para a obtengcdo da homozigose dos
genes de resisténcia transferidos.

Em todas as etapas dos cruzamentos e retrocruzamentos, as sementes
foram plantadas em casa de vegetagdo e amostras de DNA das plantas
resultantes foram extraidas e amplificadas com marcadores moleculares
ligados aos genes de resisténcia previamente identificados e testados (Tabela
1), de modo a monitorar o processo de piramidacdo dos genes e permitir a
posterior sele¢cao de plantas portadoras das marcas.
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Tabela 1. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-

comum a antracnose, mancha-angular e ferrugem

Gene de Fonte de

Marcador Distancia (cM) Resisténcia Doenga Resisténcia Referéncia
SCARY20s50, 1.2 Co-4 Antracnose TO QUE('z'nga‘)*t al
SCARH 134902 55 Phg-1  Mancha-angular AND 277 N'ET(Sz%';g)et al.
SCARF101050a 6,9 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro COR(’;OI%%)et al
SCARBAO08s60a 6,0 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro COR(EE(')AO? al.
SCARAZ20640, 7.1 Co-6 Antracnose  AB 136 QUE('z'ggfa‘)*t al

a = fase de ligacdo em acoplamento

2.2. Cruzamentos e selegao com o cultivar Ouro Vermelho

Em trabalhos recentes, conduzidos por ARRUDA (2005), a isolinha
Ruda “R” foi cruzada sucessivamente com duas linhagens carioca, G-19-1-1-7
e G-1-46-7, possuidoras dos genes Co-4° e Co-5, respectivamente. Ambas s&o
oriundas do cruzamento entre Ruda e G2333. Este trabalho foi conduzido por
que cedeu gentilmente sementes F1 contendo os genes Ur-ON, Phg-1, Co-6,
Co-4? (da linhagem G-19-1-17) e Co-5 (da linhagem G-1-46-7) (Figura 1).

Ruda “‘R” x G-19-1-1-7 Ruda “R” x G-1-46-7
F1.1 F1.2
F1- Ruda “R1”

Figura 1: Esquema dos cruzamentos realizados para a obtengédo das sementes
Ruda “R1” utilizada como fonte doadora de genes de resisténcia em

cruzamento com Ouro Vermelho.

As sementes F1 (denominadas aqui como Ruda “R1”) foram utilizadas
como genitor doador para os cruzamentos com o cultivar Ouro Vermelho. Esse
cultivar foi recomendado recentemente pelo convéncio UFV-Epamig-UFLA-
EMBRAPA e foi utilizado como genitor recorrente. Assim como o cultivar
Vermelhinho, o cultivar Ouro Vermelho é suscetivel a antracnose, ferrugem,
mancha-angular, crestamento-bacteriano-comum e mosaico-comum, porém
apresenta um potencial produtivo maior do que o Vermelhinho (CARNEIRO et
al., 2005).
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Cruzamentos entre Ouro Vermelho e Ruda “R1” foram feitos obtendo-se
sementes F4. A selecdo das plantas F; foi feita por meio de marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia. Aquelas plantas selecionadas
foram retrocruzadas com o cultivar Ouro Vermelho obtendo-se sementes
RC1F¢. As sementes foram plantadas e deram origem a plantas RC+F,, as
quais, foram conduzidas a mais um ciclo de retrocruzamento e dois de
autofecundacgao, obtendo-se, entdo, plantas RC,F3. A cada ciclo houve selecéo
com base nos marcadores moleculadres.

Nas etapas de selegdo, amostras de DNA das plantas foram extraidas e
amplificadas com marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia
previamente identificados e testados (Tabela 2), para monitorar o processo de
transferéncia dos genes.

Tabela 2 - Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia do feijoeiro-

comum a antracnose, mancha-angular e ferrugem

Distancia Gene de Fonte de a .
Marcador VAR Doenga YRR Referéncia
(cM) Resisténcia Resisténcia
SCARH13450s 5,5 Phg-1  Mancha-angular  AND 277 N'ET‘?’%’;'SS etal.
SCAR F101050a 6,9 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro COR(';ES‘(’))et al.
SCARBAO08s560a 6,0 Ur-ON Ferrugem Ouro Negro COR(EES‘(’))Gt al.
Co-6 QUEIROZ, et al.
SCARAZ20940a 7.1 Antracnose AB 136 (2004a)
2

SCARAS13950a 113 Co-4 Antracnose G2333 YOL(’{‘E‘;SS"; al.
SCARABO3400s 16,4 Co-5 Antracnose G2333 VALLEJO AND

KELLY, (2001)

a = fase de ligacdo em acoplamento

Além da seleg&o dos genes de resisténcia por marcadores moleculares,
a cada ciclo, o padrao de cor das sementes também foi utilizado como critério
de selegdo. Portanto, foram selecionadas somente as plantas portadoras das

marcas moleculares e com graos vermelho brilhante uniforme.
2.3. Extracao de DNA e amplificagao por SCAR

A extracdo de DNA e amplificagdo por SCAR foram como estéo
descritos nos item 2.2.1. e 2.2.2., respectivamente, no capitulo 1 do presente
trabalho.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selecao nas populagées Vermelhinho e Ruda “R”

Cruzamentos entre Vermelhinho (genitor recorrente) e Ruda “R” (genitor
doador) foram realizados, obtendo-se plantas F, e F;. Em cada geracéo,
amostras de DNA das plantas foram extraidas e amplificadas com os
marcadores SCAR descritos na Tabela 1 de modo a selecionar aquelas que
possuiam pelo menos trés dos cinco genes de resisténcia. Na geragao F;
foram obtidas 203 plantas, das quais 47 possuiam as cinco marcas (Tabela 3).
Destas, apenas quatro produziram sementes com a cor semelhante a do
Vermelhinho, e as demais apresentaram grdos de cores variadas. Sessenta e
oito plantas F; foram obtidas a partir das quatro plantas selecionadas e apenas
8 apresentaram pelo menos quatro marcas. Tais plantas foram retrocruzadas
com o Vermelhinho obtendo-se 46 plantas RCF4. Das 46 plantas RC+F4, sete
possuiam pelo menos quatro marcas. Essas plantas selecionadas foram
retrocruzadas com o cultivar Vermelhinho, obtendo 49 plantas RC,F4. Essas
foram submetidas a selecdo com marcadores moleculares, sendo que quatro
foram selecionadas contendo quatro marcas e 16 contendo trés. As plantas
selecionadas foram conduzidas por autofecundagdo gerando sementes e
posteriormente plantas RC,F,. Essas plantas foram também submetidas a
selecdo, das quais trés foram selecionadas contendo pelo menos trés marcas
(Tabela 3).

As plantas RC,F, selecionadas foram conduzidas por autofecundagao,
gerando plantas RC,F3, as quais foram multiplicadas no campo para produgéo
de sementes para ensaio de competicdo. Para a multiplicagdo em campo foram
selecionadas também plantas contendo uma e duas marcas, devido ao baixo
numero de plantas obtidas na RC,F».

Todas as plantas selecionadas apresentaram grédos vermelhos
brilhantes, semelhantes ao grédo do cultivar Vermelhinho. Na Tabela 4 estéo
descritas as genealogias e os respectivos genes inferidos pela presenca do

marcador molecular correspondente.
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Tabela 3. Numero total

de plantas analisadas e numero de plantas

selecionadas contendo pelo menos trés marcas ligadas a genes de

resisténcia, nas geragodes F,, F3, RC1F{, RC2F1 e RC,F; oriundas do

cruzamento entre Vermelhinho x Ruda “R”

Geragéo Fz F3 RC1F1 RCzF1 RCze
Total de plantas 203 68 46 49 41
N° de plantas com pelo menos trés marcas 47 8 6 20 3

Tabela 4- Genealogia das plantas RCyF;

(Vermelhinho x Ruda

selecionadas e provaveis genes de resisténcia

““ R”)

Genotipos

Genes de resisténcia*

RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 1.3.1
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 1.3.3
RC.F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 1.3.9
RC.F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 3.6.7
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.1.3
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.1.6
RC.F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.1.8
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.7
RCzF3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.3.5

Co-10, Ur-ON
Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-10, Ur-ON
Co-4, Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-10, Ur-ON, Phg-1
Co-10, Ur-ON, Phg-1

( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )

RC,F3 (Vermelhinho x Ruda “R”)
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
( )
(

RC,F3; (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.3.8 Co-10, Ur-ON
7.3.2 Co-10, Ur-ON
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.3.3 Co-10, Ur-ON
RC,F3; (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.3.9 Co-4, Co-10, Ur-ON
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.3.10 Co-10, Ur-ON
RC.F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.1 Co-10, Ur-ON, Phg-1
RC,F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.2 Co-10, Ur-ON
RC,F3; (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.6 Co-10, Ur-ON, Phg-1
RC2F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.8 Co-10, Ur-ON
RC,F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 7.4.10 Co-10, Ur-ON
RC,F3; (Vermelhinho x Ruda “R”) 1.3.3. Co-10, Ur-ON, Phg-1
RC.F3 (Vermelhinho x Ruda “R”) 1.3.9 Co-10, Ur-ON, Phg-1

* A presenca dos genes foi inferida pela presenga do marcador correspondente.

3.2. Sele¢ao na populagdées Ouro Vermelho e Ruda “R1”

Plantas de Ouro Vermelho foram cruzadas com o Ruda “R1” gerando 63
plantas F1. Apos a amplificagdo do DNA destas plantas com os marcadores
listados na Tabela 2, 12 foram selecionadas com pelo menos quatro marcas.

As plantas F; selecionadas foram retrocruzadas com o genitor recorrente
Ouro Vermelho, para a recuperagéo da cor vermelha dos graos, obtevendo-se
assim, 49 plantas RC+F. Tais plantas foram submetidas a sele¢cado por meio de
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marcadores moleculares e 16 plantas foram selecionadas contendo pelo
menos cinco marcas. A autofecundacdo destas plantas deram origem as
RC+F,, as quais foram também submetidas a sele¢do. Vinte plantas RC+F;
foram selecionadas contendo pelo menos quatro marcas. Tais plantas foram
retrocruzadas com o cultivar Ouro Vermelho, originando 94 plantas RCF;.
Como resultado da selecao destas plantas, 28 foram selecionadas com pelo
menos quatro marcas (Tabela 5). Destas 28, apenas as que possuiam graos
vermelhos tiveram suas sementes plantadas e geraram 148 plantas RC,F».

Nao houve selegdo quanto a presenga das marcas dos genes de
resisténcia na geragcdo RC;F,, selecionando-se somente pelo aspecto do grao.
Setenta e oito familias RC,F, possuiam grdaos semelhantes ao do cultivar Ouro
Vermelho. Estas familias serdao multiplicadas no campo para avaliacbes
futuras.

Para tais familias n&o ficarem sem as informag¢des quanto a presenga
das marcas dos genes de resisténcia, uma amostra de duas sementes de cada
familia foram plantadas e tiveram seus DNA extraidos e amplificados com os
mesmos marcadores usados nas sele¢des anteriores mais o marcador
SCARSW13e90. Este marcador esta ligado ao gene / que confere resisténcia ao
mosaico-comum do feijoeiro. Como a linhagem usada neste processo como
doadora de genes, Ruda “R1”, possui a marca para tal gene e o Ouro Vermelho
nao, decidiu-se usar o marcador SCARSW13 também na selecéo, visto que os
feijoes de graos vermelhos da regidao da Zona da Mata Mineira apresentam alta
suscetibilidade ao mosaico-comum. O marcador SROC11439 que esta ligado
em repulsdo ao gene bc-3 ndo pdde ser usado na selegdo devido a banda que
amplifica os gendtipos que ndo possuem tal gene de resisténcia, nao ter sido
detectada no Ouro Vermelho (SANTANA, 2006).

Os gendtipos selecionados com as marcas de interesse (Tabela 6) seréo
usados como genitor doador de genes de resisténcia no programa de
melhoramento de feijdo vermelho por meio de selecdo recorrente, em
desenvolvimento na Universidade Federal de Vigosa.

Mais de 18 genes estédo envolvidos com a cor de fundo, nos padrdes de
manchas e listras e cor de halo no tegumento de feijdo, o que implica em uma
grande complexidade (GEPTS e DEBOUCK, 1993). Pouco se conhece sobre 0
controle genético da cor vermelha do tegumento de feijdo. O que se observou

neste trabalho € que a recuperagdo do padrdo de cor vermelha desejavel foi
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dificil. No cruzamento do cultivar Vermelhinho com o Ruda “R”, por exemplo,
até a geracédo F3 ndo observou-se nenhuma familia contendo as marcas dos
genes de resisténcia com cor vermelha desejavel, necessitando de
retrocruzamentos. Desta forma, ao trabalhar com feijdées de cor, principalmente
vermelho, envolvidos em cruzamentos com genitores de outros tipos de graos,
torna-se necessario a realizacédo de ciclos de retrocruzamentos e condugao de
populagdes grandes para aumentar a probabilidade de se associar genes de

resisténcia e graos de cores desejaveis.

Tabela 5. Numero total de plantas analisadas e numero de plantas
selecionadas contendo ou pelo menos cinco marcas ligadas a
genes de resisténcia, nas geragdes F4, RC4F4, RCiF2 e RC,F4

oriundas do cruzamento entre Ouro Vermelho x Ruda “R1”

Geragéo F1 RC1F1 RC1F2 RCzF1
Total de plantas 63 49 82 94
N° de plantas com pelo 12 16 20 28

menos trés marcas

Os materiais desenvolvidos neste trabalho serdo testados quanto a
produtividade e resisténcia a antracnose, ferrugem, mancha-angular e
mosaico-comum. Aqueles que se destacarem quanto ao desempenho
produtivo serdo incluidas no ensaio de valor de cultivo e uso (VCU) e as que
obtiverem os maiores espectros de resisténcia servirdao de linhagens doadoras

de genes de resisténcia para outros programas de melhoramento.
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Tabela 6- Relagédo das plantas RC,F3; selecionadas e suas respectivas marcas

de resisténcia

Genotipos

Genes de resisténcia*

RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 7.2.2
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.3) 5.11.1
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.3) 5.11.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 5.9.1
RCzF3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 5.9.2
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.25.1) 8.4.1
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.1) 2.12.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 39.6.1) 13.8.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.1) 8.3.1
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.25.1) 8.3.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.1) 2.5.1
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.1) 2.5.2
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 39.6.1) 13.7.2
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 39.6.1) 13.6.1
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 39.6.1) 13.6.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 5.8.1
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 9.5.1
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 5.12.1
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 10.3.1
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 10.3.2
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 12.7.1
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 5.7..1
RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 5.13.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 12.6.1
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.25.1) 5.9.2
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.25.1) 5.1.1
RC,F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.14.2) 5.10.2
RC>F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.28.5) 12.4.1

Co-4°,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, |
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, |
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4°,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, |
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4%,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1
Co-4?,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1

Co-4°,Co-5, Co-10,Ur-ON,Phg-1, |

* A presenca dos genes foi inferida pela presenca do marcador correspondente.

RC2F3 (Ouro Vermelho x Ruda “R1” 31.25.1) 8.8.1
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4. RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Com o objtivo de transferir genes de resisténcia a antracnose, ferrugem
e mancha-angular para os cultivares de graos vermelhos, Vermelhinho e Ouro
Vermelho, as seguintes populagdes foram obtidas:

- 19 familias RCyF3 (Vermelhinho x Ruda “R”), contendo, no minimo,
duas marcas dos genes Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON e Phg-1 e com graos
vermelhos.

- 29 familias RC,F3; (Ouro Vermelho x Ruda “R1”) de graos vermelhos e
com quatro marcas no minimo.

A transferéncia de genes de resisténcia entre cultivares de grupos de
cor de grao diferentes, exige a realizagdo de um maior numero de
retrocruzamentos para a recuperagcao do tipo de grao original, tornando o

processo mais demorado.
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CONCLUSOES GERAIS

A selecdo assistida por marcadores moleculares no processo de
obtencgao de linhagens com varios genes de resisténcia é eficiente;

Os marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia devem ser
altamente especificos para que possam auxiliar no processo de
transferéncia de genes para outros backgrounds genéticos;

A transferéncia de genes entre cultivares de grupos de cor de grao
diferentes € demorado, exigindo a realizagdo de um maior numero de

retrocruzamentos para a recuperagao do tipo de grao original.
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