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RESUMO

SOUSA, Lorenna Lopes de, M. Sc., Universidade Estadual de Maringa, Dezembro
de 2008. Caracterizagao da resisténcia genética da linhagem MSU-7 a
Antracnose. Professora orientadora: Maria Celeste Gongalves-Vidigal.

Professores Conselheiros: Pedro Soares Vidigal Filho.

A antracnose causada pelo Colletotrichum lindemuthianum é uma das mais
importantes doengas fungicas do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.),
afetando as cultivares suscetiveis. O método de controle mais eficiente e
econdmico dessa doenga é a utilizacdo de cultivares resistentes ao patégeno.
Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a resisténcia genética a
antracnose em MSU 7-1 em relagao aos genes Co-12, Co-2, Co-3/Co-9, Co-4°,
Co-5, Co-6, Co-9, Co-10, Co-11, Co-12 e Co-13. As geragbes F{ e F, foram
obtidas dos cruzamentos entre MSU-7 e as cultivares Michigan Dark Red Kidney
(MDRK), Widusa, Cornell 49-242, México 222, Pl 207262, e TU, AB 136, G2333,
linhagem H1, Ouro Negro, Michelite, Jalo Vermelho (JV) and Jalo Listras Pretas
(JLP). A inoculagao foi realizada com uma suspensé&o ajustada a concentragdo de
1,2 x 108 esporos/mL. Aproximadamente 10 dias apos a inoculacdo procedeu-se a
avaliacdo de sintomas. As plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas
resistentes e, aquelas com notas 4 a 9, foram consideradas suscetiveis. Os
resultados dos cruzamentos entre MSU 7-1 e as cultivares JV e JLP
apresentaram segregacbées de 15R:1S, indicando a acdo de dois genes
dominantes, estando um deles presente em MSU 7-1. As populagdes F, dos
cruzamentos entre MSU 7-1 e as cultivares Widusa, Cornell 49-242, AB136, Ouro
Negro e Michelite, ajustaram-se a razdo de 63R:1S, indicando a presenca de trés
genes independentes entre si, dois deles presente na linhagem MSU 7-1.
Adicionalmente, a auséncia de segregacdes nas geragdes F, dos cruzamentos
entre MSU 7-1 e as cultivares México, Pl 207262, TU, G 2333 e a linhagem H1,
comprovou que o gene (Co-7) presente em MSU 7-1 e o gene Co-3 em México

222 é um alelo no loco Co-3/Co-9, ou seja, pertencem ao mesmo loco.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum, teste de
alelismo.
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ABSTRACT

SOUSA, Lorenna Lopes de, M. Sc., Universidade Estadual de Maringa,
December, 2008. Characterization of genetic resistance of MSU-7 to
Anthracnose. Adviser. Maria Celeste Gongalves-Vidigal. Committee members:

Pedro Soares Vidigal Filho.

Anthracnose caused by Colletotrichum lindemuthianum is one of the most
important fungal disease in common bean (Phaseolus vulgaris L.), affecting
susceptible cultivars. The control method most efficient and economic of this
disease is to utilize cultivars resistant to the pathogen. The objective of this work
was to characterize the anthracnose resistance in MSU 7-1 line in relation to the
genes Co-1?, Co-2, Co-3/Co-9, Co-4°, Co-5, Co-6, Co-9, Co-10, Co-11, Co-12 e
Co-13. The generations F1and F, were obtained from the crosses between MSU-
7 and the cultivars Michigan Dark Red Kidney (MDRK), Widusa, Cornell 49-242,
Mexico 222, Pl 207262, e TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro Negro,
Michelite, Jalo Vermelho (JV) and Jalo Listras Pretas (JLP).The inoculation was
made using a spore suspension adjusted concentration of 1.2 x 10° spores/mL in
distilled and sterilized water. After the inoculation, the plants were kept in a
chamber for 96 hours at 20 + 2°C temperature and controlled luminosity. Visual
assessment for symptoms was carried out ten days later after inoculation using a
scoring scale from 1 to 9. The plants with score of 1 and 3 were considered
resistant, whereas the others were susceptible (scores 4 to 9). The results of
crosses between MSU 7-1 and the JV and JLP cultivars had segregation of 15R:
1S, indicating the action of two dominant genes, one of them being present in
MSU 7-1. F, populations from crossing between MSU 7-1 and Widusa, Cornell 49-
242, AB136, Ouro Negro and Michelite cultivars were adjusted to a ratio of
63R:1S, indicating the presence of three independent genes among themselves,
two alleles present in MSU7-1 lineage. The absence of segregation in F;
generations from crosses among MSU 7-1 lineage with Mexico 222, Pl 207262,
TU, G 2333 cultivars and H1 line, showed that the gene (Co-7) present in MSU 7-1
is an allelic in the locus Co-3/Co-9 that is belong to the same locus.

Key words: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum alelism test.
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1.INTRODUGAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de grande
expressdo econdmica, sendo uma das leguminosas mais consumidas no Brasil
(Vieira, 1983). O Brasil destaca-se como o maior produtor e consumidor de feijao,
contribuindo com 17,53% da produgdo mundial (FAO, 2007). A produgéo
brasileira no ano agricola de 2007/08 foi de aproximadamente 3,51 milhdes de
toneladas, em uma area cultivada de 4,17 milhées de hectares (CONAB, 2008).

Esta leguminosa é uma cultura que se adapta a diferentes condigbes
edafoclimaticas, o que permite seu cultivo em varias épocas do ano, em quase
todos os estados brasileiros (Yokoyama, 1996; Vieira et al.,, 1999). Entretanto,
esta ampla adaptabilidade tem favorecido a ocorréncia de pragas e de doencgas
que afetam a produtividade da cultura (Vieira et al., 1998).

Dentre as doengas do feijoeiro, a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Saccardo & Magnus) Lams.- Scriber, € uma das
mais severas ocasionando perdas de até 100%, se as condi¢des ambientais
forem favoraveis (umidade relativa do ar acima de 95% e temperaturas
moderadas, entre 13°C a 27°C, com um 6timo de 17°C) para o desenvolvimento
da doenca (Sartorato, 1996; Castro et al., 2007). Diminuindo assim o rendimento
da cultura e depreciando a qualidade do produto, tornando-o indesejavel para o
consumo (Chaves, 1980).

Diferentes estratégias podem ser utilizadas para diminuir a incidéncia da
antracnose como, conjunto de medidas culturais, quimicas e genéticas,
executadas de forma integrada e com carater preventivo. Embora o plantio de
cultivares resistente seja a medida de controle mais importante, sua aplicagédo
pode ser dificultada em vista da grande variabilidade patogénica dos isolados do
fungo (Pastor-Corrales et al., 1993; Sicard et al., 1997).

Estudos sobre a variabilidade do patdégeno, bem como da co-evolugao
patdgeno-hospedeiro se tornaram, portanto primordiais em programas que visam
a obtencédo de variedades resistentes a antracnose (Mahuku et al., 2002).

As racas de C. lindemuthianum sao virulentas tanto para hospedeiros
Mesoamericanos quanto para os Andinos, mostrando grande diversidade
patogénica (Balardin et al., 1997). Entretanto, racas virulentas a hospedeiros

andinos sdo mais patogénicas ao germoplasma do mesmo conjunto génico
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(Balardin et al., 1997; Balardin e Kelly, 1998; Melotto e Kelly, 2000). Portanto,
para obter-se cultivares que possuam ampla base genética de resisténcia a
antracnose do feijoeiro comum deve-se efetuar a piramidagdo de genes de origem
Andina e de origem Mesoamericana em uma mesma cultivar (Young e Kelly,
19964, b).

Atualmente ja foram identificados treze genes e cinco alelos que conferem
resisténcia a antracnose no feijoeiro comum, os quais foram designados pelos
simbolos Co-1 (Barrus, 1911; McRostie,1919), Co-12 (Melotto e Kelly, 2000), Co-
1° (Melotto e Kelly, 2000), Co-1¢, (Alzate-Marin et al., 2003a), Co-1° (Goncalves-
Vidigal and Kelly, 2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-3, Co-3? (Bannerot, 1965;
Fouilloux, 1976, 1979), Co-4 (Fouilloux, 1976, 1979), Co-4? (Young et al., 1998);
Co-4° (Alzate-Marin et al., 2007), Co-5 (Bannerot, 1965; Fouilloux, 1979; Young et
al., 1998; Alzate-Marin et al., 2007) Co-6 (Schwartz et al., 1982; Gongalves
Vidigal, 1994; Young e Kelly 1996b), Co-7 (Pastor-Corrales, et al., 1994a; Young
et al., 1998), co-8 que confere resisténcia recessiva (Alzate-Marin et al., 1997),
Co-9 originalmente descrito como Co-3° (Geffroy et al., 1999; Rodriguez-Suarez et
al., 2004, Mendez-Vigo et al., 2005; Alzate-Marin, 2007), Co-10 (Alzate-Marin et
al., 2003a), Co-11 (Gongalves-Vidigal et al., 2007), Co-12 (Gongalves-Vidigal et
al., 2008a) e Co-13 (Vidigal Filho et al. 2006; Gongalves-Vidigal et al., 2008b)
presentes respectivamente, nas cultivares Michigan Dark Red Kidney, Cornell 49-
242, México 222, TO, TU, AB 136, MSU 7-1, AB-136, BAT 93, Ouro Negro,
Michelite, Jalo Vermelho e Jalo Listras Pretas.

Entretanto, o uso de cultivares resistentes passa a ser uma estratégia
mais eficaz e econbmica para o controle da antracnose e, portanto, se faz
necessario a busca por novos genes de resisténcia para que nao ocorra a
utiizacdo de genes especificos a uma ou poucas ragas, O que
consequentemente, levaria a concentragcado de alelos de viruléncia no patégeno.
Além do mais, a obtencdo de cultivares com resisténcia duradoura requer uma
base genética ampla, ja que isso evitaria o esgotamento da variabilidade genética
disponivel no hospedeiro.

Para facilitar o uso de MSU 7-1 como fonte de resisténcia a antracnose, a
caracterizagao genética com relagao as ragas 7 e 64 de C. lindemuthianum é de
fundamental importancia, pois além da caracterizagdo dos genes de resisténcia

presentes na referida cultivar, a obtengdo de marcadores moleculares ligados a
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tais genes de resisténcia pode auxiliar nos programas de melhoramento do
feijoeiro comum que visam a resisténcia a antracnose.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar os
genes responsaveis pela resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum presentes

em MSU 7-1 de feijoeiro comum.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1.Importéancia do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)

O Brasil destaca-se como o maior produtor e consumidor de feijao, sendo
responsavel por 17,53% da produgdo mundial (FAO, 2007), qual seja 3,44
milhdes de toneladas, em 4,02 milhdes de hectares resultando numa
produtividade de 855,54 kg ha™', o que o colocou como o maior produtor mundial
dessa cultura (FAO, 2007).

Na safra de 2007/2008, a estimativa € de que tenham sido plantados no
Brasil 3,92 mil hectares, com uma produtividade média de 946 kg ha™ (CONAB,
2008). Na primeira e segunda safra de 2008 houve um decréscimo na produgao
em decorréncia de estiagens e baixas temperaturas, mas na terceira safra esta
sendo esperado um crescimento nessa produgao (CONAB, 2008). A regido Sul é
a maior produtora nacional de feijao, com producéo de 629,4 mil toneladas, sendo
o Estado do Parana o maior produtor, representando 26% da producgao brasileira,
com o cultivo de 286,4 mil hectares e 413,4 mil toneladas; em segundo lugar esta
a regiao Sudeste, com 314,2 mil toneladas, o terceiro lugar € da Nordeste, com
201,5 mil toneladas, o quarto lugar fica com a regido Centro-Oeste, com 112,5 mil
toneladas, e em quinto e ultimo lugar a regidao Norte, com 2,6 mil toneladas
produzidas (CONAB, 2008).

Os graos do feijoeiro comum constituem-se em um dos produtos agricolas
de maior expressdo econémica e social do Brasil (Ramalho et al., 1993), sendo
reconhecidamente uma importante fonte protéica e energética da populagao
brasileira (Vieira, 1983; Borém e Carneiro, 1998). Além disso, os graos do feijoeiro
comum apresentam alguns componentes que tornam seu consumo vantajoso do
ponto de vista nutricional, tais como: o elevado teor de lisina, fibra alimentar, alto
conteudo de carboidratos e a presenga de vitaminas do complexo B (Soares,
1996).

A ampla adaptagdo edafoclimatica apresentada pela planta do feijoeiro
comum permite seu cultivo durante todo o ano, em quase todos os Estados
brasileiros, possibilitando constante oferta do produto no mercado (Yokoyama,
1996; Vieira et al., 1999).



Nos ultimos anos a cultura do feijoeiro comum vem sofrendo alteragdes
em seu sistema de producdo, deixando de ser uma cultura apenas de
subsisténcia desenvolvida por pequenos produtores, e se transformando em uma
cultura de alta tecnologia, com colheita mecanizada, uso de irrigacédo e insumos
balanceados (Borém, 1997).

Embora o Brasil se destaque como o maior produtor mundial de feijao,
sua producdo nao € suficiente para atender a demanda interna, que € de
aproximadamente 13 kg habitante ano™ (Cipriano, 2006), sendo que nos
primeiros nove meses de 2007 foram comprometidos aproximadamente 20
milhdes de délares com a importagao de feijao (CONAB, 2007).

Em geral, o feijoeiro € afetado por fatores abioticos e bidticos, que
resultam em perda de produtividade. Entre os fatores bidticos, podemos citar a
antracnose, que é causada pelo fungo C. lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Scrib.,
a qual é uma das principais doengas do feijoeiro comum ( Bianchini et al., 2005).

O controle da antracnose é efetuado de diversas formas, mas a utilizacao
de cultivares resistentes é uma das estratégias mais eficientes, principalmente por
nao onerar o custo de producao desta cultura. Embora o controle quimico propicie
resultados eficientes, ele pode ser inviavel devido ao elevado custo (Paradela
Filho et al., 1981).

2.2. Antracnose do feijoeiro comum

A antracnose do feijoeiro comum, cujo agente etiologico € o fungo C.
lindemuthianum (Sacc. et Magnus) Lams.-Scrib., € uma das doengas de maior
importancia em todo o mundo, sendo especialmente prejudicial em regides
tropicais e subtropicais, onde temperaturas apresentam-se moderadas e frias e
alta umidade relativa (Méndez-Vigo et al., 2005).

Esta doenca apresenta carater cosmopolita, com ocorréncia mais severa
em locais onde predominam temperaturas baixas, com um 6timo de 17°C e
umidade elevada (Walker, 1952; Vieira, 1967). Temperaturas superiores a 30°C e
inferiores a 13°C limitam tanto a infeccdo quanto o desenvolvimento do patdégeno.
Além disso, a esporulagdo € abundante nas vagens em temperaturas entre 14 e
18°C (Zaumeyer e Thomas, 1957; Pastor-Corrales e Tu, 1989).



O agente causal da antracnose foi primeiramente descrito em 1878 por
Saccardo e Magnus, como Gloeosporium lindemuthianum, com base em coletas
feitas por Lindemuth em Bonn, na Alemanha (Zaumeyer e Thomas, 1957).
Posteriormente, Scribner, ao verificar a presenca de setas transferiu-o para o
género Colletotrichum. Portanto, este fungo pertence a classe dos
Deuteromicetos  (fungos  imperfeitos), ordem  Melanconiales, familia
Melanconiaceae (Kimati, 1980), e apresenta duas fases reprodutivas, uma
assexuada ou imperfeita e outra sexuada ou perfeita.

Na fase assexuada, o C. lindemuthianum produz conidios num corpo de
frutificacdo denominado acérvulo (Sutton, 1992). As hifas no micélio apresentam-
se septadas e ramificadas, com coloragdo variando de hialina a quase negra
(Walker, 1959). Os conidios séo hialinos, unicelulares, podendo ser oblongos,
circulares. A esporulagdo €& abundante quando em condicbes favoraveis a
ocorréncia da doenca, formando uma massa de conidios de coloragao rosada
(Chaves, 1980). Por ocasido da germinag&o, um conidio pode emitir um ou mais
tubos germinativos ou continuar crescendo, proporcionando a formagao de hifas e
micélio (Roca, 2002).

Os conidios, quando em condi¢cdes favoraveis, germinam seis a nove
horas apds o contato inicial com o hospedeiro. O tubo germinativo é formado, em
seguida o apressorio e, subsequentemente, penetram mecanicamente pela
cuticula e epiderme do mesmo. O aparecimento de sintomas pode ser observado
a partir do sexto dia apds o inicio da infecgao (Kimati et al., 1997).

A fase sexuada Glomerella cingulata f. (Stonem Spaulde & V. Schrenk)
sp. phaseoli, € muito dificil de ser encontrada na natureza, entretanto Damasceno
e Silva et al. (2007) identificaram pela primeira vez a forma sexual na natureza no
Estado de Minas Gerais. Por sua vez, a forma sexual ja foi obtida tanto por
indugdo quanto por desenvolvimento espontaneo (Roca, 1997; Camargo Junior,
2004; Mendes-Costa e Souza, 2005). Os esporos sexuais ou ascOsporos sao
resultantes dos processos de plasmogamia (fusdo celular), seguido de cariogamia
(fusdo nuclear) e divisdao meidtica, os quais sao produzidos dentro de uma
estrutura em forma de saco conhecida como asco. Os ascos localizam-se nos
corpos de frutificacdo denominados peritécios, os quais possuem formato

aproximadamente arredondado (Kimati et al., 1997).



Conforme McDonald e Linde (2002), patdégenos que apresentam os dois
ciclos sexuais possuem uma vantagem sobre os patdgenos que tem somente o
ciclo sexual ou assexual. Durante o ciclo sexual, muitas combina¢des novas de
alelos sao produzidas e as mutacdes podem ser recombinadas em muitos
arranjos genéticos diferentes.

O C. lindemuthianum é um patégeno necrotréfico, que sobrevive de uma
safra a outra como miceélio dormente no interior das sementes ou na forma de
esporos em restos culturais, promovendo assim sua disseminagdo a longas
distdncias e as geracbes seguintes (Vieira, 1983). Na disseminagdo a curta
distancia, destaca-se os respingos de agua da chuva, vento, insetos, animais,
homem e implementos agricolas que entram em contacto com as plantas
infectadas (Kimati, 1980).

Os sintomas da antracnose sdo de facil identificacdo e podem ser
observados em qualquer 6rgédo da parte aérea da planta, dependendo da
intensidade da infec¢do e da fonte do indculo, sendo visualizados nas folhas, nos
caules, nas vagens e nas sementes (Sartorato, 2004).

Nas folhas, as infec¢gées ocorrem no peciolo e ao longo das nervuras, na
face inferior da lamina, escurecendo-os. Pode ser atingida a maioria das nervuras
ou apenas algumas delas e quando o ataque é forte, formam-se manchas
necrosadas nos tecidos adjacentes, diminuindo a area foliar da planta
responsavel pela elaboracao de fotossintese (Kimati,1980; Vieira, 1983; Sartorato,
1988).

No caule e no peciolo sdo, normalmente, em formato eliptico, deprimidas
e escuras, podendo aprofundar-se no tecido infectado quando as condi¢des séo
favoraveis (Paula-Junior e Zambolim, 2006).

Nas vagens, as lesdes sao circulares, inicialmente de coloragdo marrom-
clara, evoluindo, posteriormente, para lesdes deprimidas e escuras, com o centro
mais claro (Paula-Junior e Zambolim, 2006). Da vagem, o patdgeno pode atingir
as sementes, provocando-lhes as manchas (Vieira, 1983; Sartorato, 1988).

Ja nas sementes atacadas, apresentam lesdes deprimidas, de tamanhos
variaveis, isto €, desde pequenos pontos até manchas que cobrem a metade do
grao. O patégeno pode atravessar o tegumento e atingir os cotilédones. No

hipocdtilo das plantulas recém nascidas podem surgir pequenas lesdes escuras,



que gradualmente se estendem ao longo e em volta do caule, atingindo, por
vezes, consideravel tamanho (Vieira, 1983; Sartorato, 1988).

Esse patdogeno sobrevive no interior das sementes, o que possibilita sua
transmissao para longas distancias, ou de um plantio para outro (Paula-Junior e
Zambolim, 2006).

Uma vez que o patdégeno sobrevive no interior das sementes, a sua
disseminagdo pode ocorrer por longas distancias e as perdas podem ser da
ordem de 100%. Aliado a isso os restos da cultura também podem ser fonte de
inéculo no campo, além de ventos, respingos de chuvas e irrigagdo também
favorecerem essa disseminacgao (Costa e Rava, 2004).

Como forma de controle da antracnose a obtencdo de -cultivares
resistentes por meio do melhoramento genético vem auxiliar na solugdo deste
problema, diminuindo assim, os custos de produgédo (Paula-Junior e Zambolim,
2006).

No Brasil, as maiores areas produtoras desta leguminosa apresentam
condigdes muito favoraveis ao desenvolvimento e a dispersdo do agente causal
da antracnose. Assim, a incorporacdo da resisténcia a esta enfermidade em
materiais agronomicamente bem adaptados € uma fase muito importante em

qualquer programa de melhoramento (Sartorato, 1988; Vieira, 1983).

2.3. Variabilidade patogénica do Colletotrichum lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum possui ampla variabilidade patogénica em
relacdo a capacidade de causar doenga em varias cultivares, o que justifica o
elevado numero de racgas fisiolégicas existentes, aumentando assim a dificuldade
no emprego da resisténcia genética (Rava et al., 1994; Sartorato, 2002).

Tal variabilidade pode ser devida a mutacdo, recombinacdo sexual,
heterocariose, parassexualidade, transposons, fatores citoplasmaticos e
polimorfismos cromossOmicos (Sartorato, 2002).

O ciclo parassexual, aparentemente, tem importancia na ampliacdo da
variabilidade patogénica, entretanto, o relato e a demonstragdo desse mecanismo
nao tem tido sucesso em C. lindemuthianum (Roca, 1997; He et al., 1998).

Na forma assexual, a ampliacao da variabilidade é muitas vezes realizada

por meio de anastomoses entre hifas. Anastomoses sao fusdes entre as células,



onde ocorre a transferéncia de citoplasma e, consequentemente, material
genético. Essas fusdes sdo encontradas em muitos estagios do ciclo de vida do
C. lindemuthianum (Glass et al., 2004).

Desta forma, esta ampla capacidade de variacdo do C. lindemuthianum,
resulta no aparecimento de um grande numero de ragas, 0 que reduz a vida util
de uma cultivar com apenas um gene de resisténcia. Isso porque, esse gene que
confere resisténcia apenas a algumas ragas do patdégeno, pode ser facilmente
quebrado com o aparecimento de novas ragas (Mahuku e Riascos, 2004).

Desde a descoberta da primeira raga por Barrus (1911, 1918), diversos
trabalhos realizados por varios autores confirmam que o C. lindemuthianum
possui ampla variabilidade patogénica (Burkholder, 1923; Andrus e Wade, 1942;
Yerkes Jr. e Ortiz, 1956; Yerkes Jr., 1958; Goth e Zaumeyer, 1965; Cruickshank,
1966; Oliari et al., 1973; Schnock et al., 1975; Fouilloux, 1975; Pio Ribeiro e
Chaves, 1975; Hubbeling, 1976; Krager et al., 1977; Fouilloux, 1979; Menezes et
al., 1982; Paradela Filho et al., 1991; Tu, 1994).

A antiga classificagdo da variabilidade patogénica de C. lindemuthianum
era representada pelos grupos Alfa, Beta, Gama, Delta, Mexicano |, Mexicano II,
Brasileiro | e Brasileiro Il, e as racas fisioldgicas dentro destes grupos de Alfa, Alfa
BR, Epsilon, Eta, Gama, Delta, Teta, Lambda, Capa, Mu, Mexicano |, Mexicano I,
Brasileiro |, Zeta, Brasileiro Il e Sigma.

Até 1990, por ndo haver um sistema oficial de nomenclatura para as
ragas, comegou a existir grande confusao, pois ndo havia uma forma de comparar
resultados de avaliagdo de cultivares de diferentes regides, sem a possibilidade
de verificar a real dindmica populacional do patégeno.

Diante desse fato, Pastor-Corrales (1991) propés a utilizagdo de um grupo
de cultivares em uma ordem pré-estabelecida, baseado no sistema binario
proposto por Habgood (1970), o qual sdo utilizadas 12 cultivares diferenciadoras
(proposto pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical -CIAT, 1990) (dn), as
quais sao identificadas com os nimeros de 1 a 12 (Quadro 1).

A obtencdo do nome de uma nova raga se faz pela soma dos valores
numéricos (2°™") de cada cultivar diferenciadora que é suscetivel ao isolado do
patdgeno. O valor 2 representa o numero de classes de reagdes consideradas
(resistente ou suscetivel), enquanto n é fungdo da ordem das diferenciadoras

Pastor-Corrales (1991). Por exemplo, a raga 7 (1 + 2 + 4) vence a cultivar
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Michelite (2°) a cultivar Michigan Dark Red Kidney (2) e a cultivar Perry Marrow
(2%).

Estudos desenvolvidos por Rava et al. (1994) demonstraram a
equivaléncia do sistema de denominacdo classica das racas e do sistema de
classificagcdo binario. A adocado deste processo de padronizagdo permitiu a
comparagao dos dados de diferentes grupos de pesquisa (Mahuku e Riascos,
2004).

A partir do momento da adogao do sistema de padronizagao, diversos
autores passaram a utilizar esta metodologia na identificagdo de racas e
caracterizagao de genes de resisténcia, o que permitiu até o momento, a
identificacdo de aproximadamente 118 ragas de C. lindemuthinanum nas diversas
regides produtoras do mundo (Rava et al., 1993; Rava et al., 1994; Kelly et al.,
1994; Balardin et al., 1997; Gonzélez et al., 1998; Thomazella et al. 2000; Mahuku
e Riascos, 2004; Talamini et al. 2004; Damasceno e Silva et al. 2007; Sansigolo
et al., 2008).

Quadro 1 — Cultivares diferenciadoras utilizadas na classificacédo de ragas de C.
lindemuthinanum em feijoeiro comum utilizando o sistema binario
proposto por Habgood (1970)

Cultivares Pool aénico Valor binario Valor numérico

diferenciadoras 9 (29
1. Michelite Mesoamericanos 20 1
2. Mlchlgap Dark Red Andinos of o

Kidney

3. Perry Marrow Andinos 22 4
4. Cornell 49-242 Mesoamericanos 23 8
5. Widusa Andinos 24 16
6. Kabbon Andinos 2° 32
7. México 222 Mesoamericanos 26 64
8. Pl 207262 Mesoamericanos 27 128
9. TO Mesoamericanos 28 256
10. TU Mesoamericanos 2° 512
11. AB 136 Mesoamericanos 210 1024
12. G 2333 Mesoamericanos 2™ 2048

A frequéncia das racas de C. lindemuthianum nas diversas regides em

que a cultura do feijoeiro comum ¢é afetada pelo patégeno no mundo varia,
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havendo predominancia em paises como Nicaragua, México e Estados Unidos
das racas tais como, a 264, 320, 1608, 1545.

Cerca de 53 racas do patogeno ja foram identificadas no Brasil (0,1, 4, 5,
7,8,17, 23, 31, 52, 55, 64, 65, 67, 69, 71, 72, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 86, 87,
89, 93, 95, 96, 97, 101, 102, 105, 109, 111, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 137,
193, 217, 249, 320, 321, 337, 339, 343, 453, e 585) (Andrade et al. 1999;
Thomazella et al., 2002;; Alzate-Marin e Sartorato, 2004, Bonett et al., 2008;
Sansigolo et al., 2008; Gonela et al., 2008), os patétipos mais frequentes sdo os
65, 73, 81 e o 87, ocorrentes principalmente nos estados do Parana, Santa
Catarina, Goias e Distrito Federal.

No Estado do Parana apresentou a maior variabilidade de racas de C.
lindemuthianum (29 racgas), seguido por Goias (17 ragas), Santa Catarina (16
racas) e o Rio Grande do Sul (14 ragas) (Alzate-Marin e Sartorato, 2004).

Enquanto que, no Brasil ha um predominio de ragas como, por exemplo,
as racas 65, 73, 81 e 87 (Alzate-Marin e Sartorato, 2004). Este comportamento
reflete provavelmente as diferengas nos germoplasmas utilizados e também nas
praticas agricolas de cada regido (Gonzélez et al., 1998). Pesquisas realizadas no
Estado do Parana, fizeram com que identificassem 42 ragas de C.
lindemuthianum, sendo as duas ultimas as ragas 4 e 8 (Araujo, 1973; Menezes e
Dianese, 1988; Rava, 1994; Thomazella et al., 2002; Bonett et al., 2008;
Sansigolo et al., 2008; Gonela et al., 2008).

O atual sistema de nomenclatura de ragas de C. lindemuthianum tem
facilitado a troca de informagdes entre pesquisadores de regides distintas, assim
como na identificagdo de fontes de resisténcia de cultivares de diferentes regides
e da dindmica populacional do patégeno. Entretanto, ainda ndo € um sistema
ideal, pois as 12 cultivares diferenciadoras dificiimente representam todos os
genes do hospedeiro, dificultando a classificagdo precisa das ragas (Damasceno
e Silva et al., 2007).

Araya (2003) afirmou que as implicagdes genéticas da co-evolugao em
cada ambiente estdo relacionadas aos diferentes mecanismos de patogenicidade
(genes) apresentados pelas populagdes nativas ou emergentes do patégeno, uma
vez que seus respectivos hospedeiros oferecem uma diversidade similar quanto a
genes de resisténcia. Sendo assim, torna-se relativamente complexo combater

esta doenca.
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Apos varios anos de estudos sobre o fungo C. lindemuthianum, pbde-se
verificar sua ampla variabilidade patogénica e a dificuldade que essa representa
para o controle da antracnose quando se utiliza a resisténcia genética.

Portanto, dentro das estratégias do sistema integrado de controle a
doencgas, a resisténcia genética é considerada uma importante alternativa, por ter
a necessidade de estudos de cultivares resistentes que se tornam suscetiveis
devido a alta variabilidade do patogeno (Pastor-Corrales et al., 1995; Young e
Kelly, 1996a).

2.4. Fontes de Resisténcia

A estabilidade e a longevidade da variabilidade da resisténcia dependem
da variacao genética de C. lindemuthianum, representada pela sua especializagao
fisiologica e pela habilidade dos isolados apresentarem patogenicidade
diferenciada para cada variedade de feijoeiro (Baurus, 1911).

A resisténcia genética ao C. lindemuthianum foi observada pela primeira
vez na cultivar Wells Red Kidney (Barrus, 1911; Barrus, 1918), governada por um
unico gene andino dominante, inicialmente designado gene A, que confere
resisténcia as ragas alfa e beta (Burkolder, 1918; McRostie, 1919). Atualmente,
esse gene é conhecido como Co-1, constatado pela primeira vez na cultivar
Michigan Dark Red Kidney por McRostie (1919). Esse gene andino foi o primeiro
utilizado para desenvolver cultivares de feijoeiro resistente.

Mastenbroek (1960) determinou que a cultivar Cornell 49-242 originaria
da Venezuela, possuia um gene dominante, denominado Are, que conferia
resisténcia a todas as racas conhecidas na época (alfa, beta, gama e delta),
sendo este de extrema importancia para muitos programas de melhoramento
genético. Posteriormente, Menezes e Dianese (1988) relataram que esse gene
conferia resisténcia também as racas epsilon, zeta, eta, teta, lambda e mu.

Na década de 1960, o éxito alcangcado no controle da antracnose do
feijoeiro comum em paises do continente Europeu, com a incorporagdo do gene
Are (Co-2), demonstrou a viabilidade e a eficiéncia da resisténcia vertical no
controle da doenga (Fouilloux, 1979).

Vieira (1983) relatou que o uso do gene Are (Co-2), em programas de

melhoramento, forneceu resultados satisfatorios na obtencdo de cultivares
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resistentes. Porém o autor afirmou que a ampla utilizacdo do gene Are (Co-2),
conduziu a uma situagao perigosa, uma vez que essa resisténcia € governada por
somente um gene e, consequentemente, seria facilmente superado pelo
aparecimento de alguma nova raga. Conforme o autor, esse fato levou os
pesquisadores europeus a procurarem novas fontes de resisténcia. Este fato
ocorreu com o aparecimento das ragas 31 e 89, as quais venceram a resisténcia
apresentada pela cultivar Cornell 49-242 (Menezes e Dianese, 1988; Rava et al.,
1994).

Em 1969, na Europa, utilizando as linhagens mexicanas Mexico 222 e
México 227, identificou um gene dominante e designou-o como Mexique 1, sendo
este diferente e independente do Are. Em 1976, Hallard e Trebuchet, citados por
Vieira (1983) demonstraram a existéncia de uma série alélica no loco Mexique 1:
o alelo Mexique 1a. Esse alelo confere resisténcia a todas as ragas, com excecao
da raca alfa-Brasil (Bannerot, 1985).

A resisténcia do alelo Mexique 1a € dominante sobre Mexique 1b para a
raca capa (Fouilloux, 1979). Além disso, 0 mesmo autor verificou que a cultivar
TO apresentava um gene dominante e independente dos demais conhecidos
anteriormente, e o denominou de Mexique 2. Este gene confere resisténcia as
ragas alfa, beta, gama, delta, epsilon, lambda, capa e alfa-Brasil. Outro gene
descrito pelo autor, presente na cultivar TU foi denominado de Mexique 3
(Fouilloux, 1976).

A cultivar AB 136 consiste numa das fontes de resisténcia para o agente
causador da antracnose, C. lindemuthianum. Essa cultivar foi avaliada em relacéo
a isolados provenientes da Coldbmbia e apresentou reacdo intermediaria a um
isolado, sendo resistente a quatro isolados (Schwartz et al., 1982). Contudo, esse
gene foi denominado de Q por Gongalves-Vidigal (1994).

No Estado do Parana, Menezes e Dianese (1988) avaliaram o
comportamento das cultivares comerciais e as linhagens de feijao: Rio Negro,
lapar 20, Taruma, Evolutie, AB 136, A 321, A 373, A 381, G 2338, G 2641 e G
3367. Deste modo, neste estudo verificaram que as mesmas eram resistentes as
racas alfa, delta, epsilon, zeta, eta, teta, capa, lambda e mu.

Balardin e Pastor-Corrales (1990) utilizando as ragas alfa, alfa-Brasil, teta,
capa, lambda, delta, zeta, C 236 e epsilon kenia, verificaram que Cornell 49-242

foi suscetivel as racas alfa-Brasil e capa. Por sua vez, Kaboon foi suscetivel a
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raca lambda e, as cultivares Pl 207262 e TO apresentaram resisténcia
intermediaria a raca zeta. Em relacdo as racas inoculadas, verificou-se que as
cultivares TU, AB 136 e G 2333 foram resistentes a todas.

A cultivar AB 136 foi estudada por Rava et al. (1994), e mostrou-se uma
excelente fonte de utilizacdo, pois demonstrou-se resistente a 25 racas de C.
lindemuthianum coletadas no Brasil. Pastor-Corrales et al. (1994a), concluiram
que somente a cultivar G 2333 foi resistente a todos 380 isolados do patdgeno
utilizados no estudo. Em estudos recentes, foi relatado que a cultivar G 2333
possui trés genes de resisténcia, quais sejam: Co-4?, identificado por Young et al.
(1998) e Silvério et al. (2002); o gene Co-5, descrito por Young e Kelly (1996a); e
o gene Co-7 relatado, por Young et al. (1998) e Poletine et al. (2000).

Kelly e Young (1996a) divulgaram uma nova nomenclatura dos genes de
resisténcia as ragas da antracnose. As cultivares de feijoeiro comum Cornell 49-
242, Mexico 222, TO e TU, as quais possuem, respectivamente, os genes Are,
Mexique 1, Mexique 2 e Mexique 3, de acordo com a nova nomenclatura foram
renomeados: Co-2, Co-3, Co-4 e Co-5, respectivamente.

O Quadro 2 apresenta os simbolos novos e originais dos genes, fonte de
resisténcia e Marcadores moleculares ligados aos genes que conferem
resisténcia a antracnose de resisténcia a antracnose, no qual o simbolo Co refere-
se ao Colletotrichum.

Diversos estudos sobre a caracterizagao de genes de resisténcia foram
conduzidos utilizando o conjunto de cultivares diferenciadoras de ragas do C.
lindemuthianum. Sendo assim, novos genes e alelos de resisténcia foram
identificados tanto no conjunto génico Andino quanto Mesoamericano: Co-1
(Barrus, 1911; McRostie,1919), Co-1? (Melotto e Kelly, 2000), Co-1° (Melotto e
Kelly, 2000), Co-1* (Alzate-Marin et al., 2003a), Co-1° (Gongalves-Vidigal and
Kelly, 2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-3, Co-3? (Bannerot, 1965; Fouilloux,
1976, 1979), Co-4 (Fouilloux, 1976, 1979), Co-4° (Young et al., 1998); Co-4°
(Alzate-Marin et al., 2007), Co-5 (Bannerot, 1965; Fouilloux, 1979; Young et al.,
1998; Alzate-Marin et al., 2007) Co-6 (Schwartz et al., 1982; Gongalves Vidigal,
1994; Young e Kelly 1996b), Co-7 (Pastor-Corrales, et al., 1994a; Young et al.,
1998), co-8 que confere resisténcia recessiva (Alzate-Marin et al., 1997), Co-9
originalmente descrito como Co-3° (Geffroy et al., 1999; Rodriguez-Suarez et al.,
2004, Mendez-Vigo et al., 2005; Alzate-Marin, 2007), Co-10 (Alzate-Marin et al.,
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2003a), Co-11 (Gongalves-Vidigal et al., 2007), Co-12 (Gongalves-Vidigal et al.,
2008a) e Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2008b). Os programas de
melhoramento genético do feijoeiro comum tanto do Brasil quanto do exterior tém
constantemente realizado pesquisas na busca de novas fontes de resisténcia a
antracnose. Até o presente momento foram identificados 10 genes de resisténcia
de origem Mesoamericana e trés de origem Andina. Dentre esses ultimos, estdo
os genes Co-12, presente em Jalo Vermelho e o Co-13, presente em Jalo Listras
Pretas (Vidigal Filho et al. 2006; Gongalves-Vidigal et al., 2008 a,b).

Além desses genes, também foram caracterizados os genes Co-11
(mesoamericano), presente na cultivar Michelite (Gongalves-Vidigal et al., 2007) e
o alelo Co-1°, de origem andina, presente na cultivar Widusa (Gongalves-Vidigal e
Kelly, 2006). O gene Co-9 foi primeiramente descrito por Geffroy et al. (1999) na
variedade BAT93 e posteriormente esse gene foi denominado de alelo Co-3°
(Gongalves-Vidigal et al. dados nao publicados; Rodriguez-Suarez et al. 2004;
Mendéz-Vigo et al. 2005), estando presente também na cultivar diferenciadora Pl
207262 (Alzate-Marin et al. 2003c).

O gene Co-4 foi primeiramente identificado no gendtipo TO como
Mexicano Il por Fouilloux (1979). Um segundo alelo desse gene, o Co-4° esta
presente no genodtipo SEL 1308, derivado da cultivar diferenciadora G 2333,
considerado o mais resistente a antracnose (Young et al., 1998). Este alelo
apresenta um espectro de resisténcia superior ao do gene Co-4 original e é o
mais importante dentre os genes resisténcia descritos no feijoeiro (Balardin e
Kelly, 1998; Silvério et al., 2002).

As cultivares diferenciadoras que possuem o gene Co-4 e seus alelos
(Co-4? e Co-4%), e os genes Co-5 e Co-6 atuando individualmente ou em conjunto
com outros genes, sao aquelas que conferem maior espectro de resisténcia a
antracnose no Brasil (Silva e Santos, 2001).

Na atualidade a utilizagdo de técnicas de biotecnologia tem propiciado a
identificacdo de marcadores moleculares associados aos genes de resisténcia
Co-1, Co-2, Co-4, Co-5, Co-6, co-8, Co-9 e Co-10 (Kelly e Vallejo, 2004). A
identificacdo destes marcadores moleculares tem contribuido para o
desenvolvimento de cultivares resistentes ao C. lindemuthianum mediante a

utilizacao de selegao assistida e da piramidacao destes genes de resisténcia.
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Quadro 2 - Genes e seus respectivos simbolos novos e originais, fonte de
resisténcia e Marcadores moleculares ligados aos genes que
conferem resisténcia a antracnose (Kelly e Vallejo, 2004) modificado

- Fontes dos Marcadores  Localizagao .
Genes Original genes genéticos no mapa Referéncias
Co-1 MDRK McRostie (1919)
Vallejo e Kelly (2002)
Co-1? A Kaboon OF10s30 B1 Melotto e Kelly (2000)
Co-1° Perry Marrow SEact/Mcca Alzate-Marin et al. (2003b)
Co-1* AND 277 Gongalves-Vidigal et al.
Co-1° Widusa (2003)
OQ4+440 Mastenbroek (1960)
OH20450 Adam-Blondon et al. (1994)
Co-2 Are Cornell 49-242 SH201000 B11 :
Young e Kelly (1996b)
B3551000 Geffroy et al. (1998)
SCAFEO”moo y ’
Co-3 » Bannerot, (1965)
, Mexique México 222 B4 Fouilloux, (1979)
Co-3 1 v Rodriguez-Suarez et al.
M 227 ’
exico (2004)
Co-4 TO C08, SC08g19
SAS 13050 \F(owllowf[, (|1 9178%8
Mexique *G 2333 SH181100 - Afrur(;g etal. (2000)
Co-# 2 SEL 1308 SBB1411s0r1050 uda et al. (2000)
SY20830 Awale e Kelly (2001)
Kelly et al. (2003)
Co-4° °P1207262  OY20, Y20s30
TU Young e Kelly, (1996a)
Mexique OAB3450 Young et al. (1998)
Co-5 3 Scéffgg’o SAB3400 B7 Vallejo e Kelly, (2001)
Campa et al.(2005)
OAH1 -
780 Gongalves-Vidigal, (1994)
OAK20g50 Young e Kelly, (1996b
Co-6 Q AB 136 AZ20 B7 ’ ’
SAZ20e;45 1 997.)
SZ0457 Queiroz et al. (2004)
Co-7 °NA G 2333 NA NA Young et al. (1998)
co-8 NA AB 136 OPAZ20 NA Alzate-Marin et al. (2001b)
Geffroy et al. (1999)
BAT 93 SB12 Correa et al. (2000) ; Miklas et
C0-9/Co-3° NA Pl 207262 sw 12350 B4 al., 2000; Singh et al. 2000;
700 Méndez-Vigo et al. (2002);
Rodriguez-Suarez et al., 2008
Correa et al. (2000)
Co-10 NA Ouro Negro F10, SF101072 B4 Alzate-Marin et al. (2003a)
; . Goncalves-Vidigal et al.
Co-11 NA Michelite NA NA (2007)
Jalo Gongalves-Vidigal et al.
Co-12 NA Vermelho NA NA (2008a)
Jalo Listras Gongalves-Vidigal et al.
Co-13 NA V20680 NA (20083)
Pretas

Lacanalo et al., 2008

°NA Nenhum Disponivel; MDRK — Michigan Dark Red Kidney; °PI 207262 possui dois genes, "G2333 possui trés genes
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Um dos mais significativos avancos tecnolégicos da agricultura tem sido
representado pelo uso da resisténcia genética no controle de doengas de plantas
e, a utilizagao de cultivares resistentes € o método de controle mais indicado, por
ser mais barato e de facil utilizacdo (Vieira, 1983). Segundo o mesmo autor, a
resisténcia genética de plantas a fitopatdgenos pode ser classificada com base
em seus numeros de genes envolvidos, ou seja, resisténcia monogénica, quando

a presenga de um unico gene é suficiente para conferir resisténcia.
2.5. Linhagem MSU 7-1

A linhagem MSU 7-1, proveniente da Michigan State University, € uma das
fontes de resisténcia a antracnose que tem despertado o interesse dos
pesquisadores por ser portadora dos alelos Co-5 e Co-7, além de possuir
caracteres desejaveis tais como sementes de tamanho pequeno (semelhantes ao
da cultivar Cornell 49-242), coloragéo preta, habito de crescimento indeterminado
tipo IV (ereto), caule com forte dominancia apical e numero reduzido de ramos
laterais, pouco desenvolvidos.

Em trabalho realizado por Vallejo, 2007 (comunicacao pessoal) testando a
resisténcia de cinco linhagens de MSU 7 de feijoeiro comum derivadas de
G2333, SEL 111 e SEL 1360, a resisténcia da linhagem MSU 7-1 foi avaliado
com trés racgas (7, 73 e 448) de C. lindemuthianum, resultando em resisténcia a
todas elas.

A linhagem MSU 7-1 é oriunda de SEL 111 que carrega o gene de
resisténcia Co-5 e Co-7 a antracnose, genes estes derivados da cultivar
diferenciadora G2333 (Kelly e Vallejo, 2004; Vallejo - comunicagao pessoal).

Gonela et al., 2008 ao estudarem isolados coletados no Estado do Parana,
observaram alta susceptibilidade nas cultivares diferenciadoras Michelite (Co-
11), México 222 (Co-3), MDRK (Co-1), Cornell 49-242 (Co-2), Widusa (Co-1°) e
Perry Morrow (Co-1%), ndo recomendando a utilizacdo destas como fontes de
resisténcia. Ao contrario das cultivares TU (Co-5), AB 136 (Co-6) e G 2333 (Co-4?,
Co-5, Co-7) que se apresentaram resistentes a todos os 49 isolados testados,
demonstrando que sao importantes fontes de resisténcia para a utilizagcao destas
em programas de melhoramento genético do feijoeiro comum que visam o

controle da antracnose.

17



No Quadro - 3 podem ser notadas algumas ragas de C. lindemuthianum
as quais a linhagem MSU 7-1 é resistente, aproximadamente 103 ragas de C.
lindemuthinanum s&o observadas nas diversas regides produtoras do mundo e
53 racas nas regides do Brasil e 49 ragas no Estado do Parana (Rava et al., 1993;
Rava et al., 1994; Kelly et al., 1994; Balardin et al., 1997; Gonzalez et al., 1998;
Thomazella et al. 2000; Mahuku e Riascos, 2004; Talamini et al. 2004;
Damasceno e Silva et al. 2007; Sansigolo, 2008; Gonela et al., 2008).

Quadro 3 — Espectro de resisténcia da a linhagem MSU 7-1 ao c. lindemuthianum

Alelos de Ragas que ocorrem no RagAas _de Numero de
PP ocorréncia no
resisténcia Mundo . racas
Brasil
0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,
10, 11, 15, 17, 19, 23, 26,
27, 31, 36, 38, 39, 47, 55,
64, 65, 73, 81, 87, 89, 121,
128, 129, 132, 133, 137,
139, 192, 193, 201, 209,
256, 257, 261, 264, 320, % 1» 7> & 17,23,
31, 55, 64, 65, 67,
321, 337, 357, 384, 385,
69, 71, 72, 73, 75,
388, 392, 393, 448, 449,
77,79, 81, 83, 85,
453, 457, 465, 469, 513,
86, 87, 89, 93, 95,
515, 517, 521, 523, 525, 96 97 101 102
Co-5 529, 535, 593, 641, 647, 10;5 ’1 09 ’ 111’ 103
651, 653, 833, 905, 1025, 117’ 119’ 121’
1033, 1049, 1088, 1089, ’ ’ ’
123, 125, 127,
1093, 1097, 1153, 1161, 137 193 217
1165, 1217, 1344, 1417, ’ ’ ’
249, 320, 321,
1431, 1433, 1435, 1472, 337 339 343
1473, 1481, 1489, 1497, 453’ ’ ’
. 1545, 1549, 1561, 1600,
Linhagem MSU 7-1 1601, 1609, 1645, 1673,
1677, 1741, 1929, 1945,
1985, 1993, 2001, 2009,
2047
0’ 1’ 2’ 3’ 47 57 67 77 87 97
10, 11, 15, 17, 19, 23, 26,
27, 31, 36, 38, 39, 47, 55,
64, 65, 73, 81, 87, 89, 121,
128, 129, 132, 133, 137,
139, 192, 193, 201, 209,
256, 257, 261, 264, 320,
Co-7 321, 337, 357, 384, 385, 0,1,7,17,55 83

388, 392, 393, 448, 449,
453, 457, 465, 469, 1025,
1033, 1049, 1088, 1089,
093, 1097, 1153, 1161,
1165, 1217, 1344, 1417,
1431, 1433, 1435, 1472,
1473, 1481, 1489, 1497,
3481, 3545
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Segundo Pereira, (2003) as cultivares possuidoras dos genes Co-5 e Co-
7, s6 tém sua resisténcia quebrada por ragas com numero binario superior a
2047, ainda n&o identificada no Brasil.

Inicialmente, o gene Co-5 era conhecido como Mexique 3, foi descrito
inicialmente na cultivar TU originaria do cruzamento entre Tenderette x México e
posteriormente encontrado nas cultivares SEL 1360, G2338 e G 2333 (Co-42, Co-
5 e Co-7) possuidora de trés genes independentes responsaveis pela resisténcia
a todos patétipos de C. lindemuthianum identificados no Brasil (Fouilloux, 1979;
Young e Kelly, 1996; Young et al., 1998).

Pastor-Corrales et al. (1994a) utilizaram a raca 521 da antracnose para a
identificacdo dos genes de resisténcia presentes na cultivar G 2333. Esta cultivar
foi suscetivel a raca 521, demonstrando que o gene Co-5 néo confere resisténcia
a essa raga. Deste modo, os autores concluiram que além do gene Co-7 mais
dois genes de resisténcia estavam presentes nesta cultivar, os quais atuariam de
forma complementar.

Os autores Young et al. (1998), confirmaram que a cultivar G 2333 possuia
trés genes independentes (Co-4%, Co-5 e Co-7) e para a identificagdo deste gene,
foi realizado cruzamento entre SEL 111 (Co-5, Co-7), resistente a raga 521, com
uma cultivar suscetivel a Black Magic. De acordo com Kelly e Vallejo (2004), o
locus Co-7 foi descrito como sendo o terceiro gene independente da cultivar G
2333.

Entretanto, o Co-7, presente na cultivar G2333 (Young et al., 1998) é um
dos alelos mais importantes por conferir resisténcia a todas as ragas identificadas
no Brasil (Quadro — 3) (Rava, et al., 1994).

A linhagem H1 possuidora do gene Co-7 foi utilizada neste trabalho a fim
de auxiliar na caracterizagdo do gene presente na linhagem MSU 7-4. A linhagem
H1 foi obtida por um programa de retrocruzamento da Universidade Federal de
Lavras, que utilizou as linhagens ESAL696 e C1140 como genitores recorrentes e
como genitor doador foi utilizada linhagens resistentes a fim de transferir os alelos
de resisténcia presentes na cultivar G 2333 para linhagens com graos do tipo
Carioca e adaptadas ao Estado de Minas Gerais (Lima et al., 2008).

Mediante o exposto, a linhagem MSU 7-1 é uma alternativa para a
caracterizagdo dos genes responsaveis pela resisténcia ao Colletotrichum

lindemuthianum. Uma vez que visando a busca de solugdes para minimizar a
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incidéncia da antracnose, o emprego da resisténcia genética tem merecido
especial destaque dentro de um sistema integrado de controle a doencgas, pois
nao onera custos de producdo e contribui para evitar o controle quimico. O
desenvolvimento de cultivares resistentes é viavel, pois existem varios genes
independentes que conferem resisténcia a varias ragas do patégeno (Pastor-
Corrales et al., 1994b; Rava et al., 1994; Young e Kelly, 1996).

Para facilitar o uso da linhagem MSU 7-1 como fonte de resisténcia a
antracnose, a caracterizagdo genética com relagdo a raca 7 e 64 de C.
lindemuthianum ¢é de fundamental importancia, uma vez que possibilita a

caracterizacao dos genes de resisténcia presentes na referida cultivar.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivares de feijao e ragas fisiolégicas de Colletotrichum

lindemuthianum

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no
laboratério de biotecnologia do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura
(NUPAGRI) pertencente a Universidade Estadual de Maringa.

Com o objetivo de caracterizar os genes de resisténcia a antracnose
presentes na linhagem MSU 7-1, foram desenvolvidas populagbes segregantes F»
derivadas dos cruzamentos com as cultivares MDRK, Widusa, Cornell 49-242,
México 222, Pl 207262, TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro Negro, Michelite,
Jalo Vermelho (JV) e Jalo Listras Pretas (JLP). As populagbes segregantes F;
foram obtidas a partir do cultivo das populagdes Fi, em condicbes de casa de
vegetacao.

As sementes das cultivares foram obtidas no banco de germoplasma do
NUPAGRI e as linhagens MSU 7-1 fornecida por Vallejo e James D. Kelly
(Michigan State University) e a linhagem H1 por Jodo Bosco dos Santos
(Universidade Federal de Lavras, Campus Universitario, Caixa postal 37, Lavras,
MG).

Para a confirmagcdo dos dados coletados foram realizados testes de
alelismo (para os cruzamentos em que ambas cultivares sédo resistentes) e de
herangca da resisténcia (para os cruzamentos onde apresentam reagbes de
resisténcia e suscetibilidade entre as cultivares) ambas foram inoculadas com as
racas 7 e 64 (somente nos cruzamentos envolvendo JV e JLP) de C.

lindemuthianum.
3.2. Obtencgao de geragoes segregantes

As sementes das cultivares utilizadas nesse estudo foram semeadas
em vasos de polietileno com capacidade de 05 dm® contendo solo (Plantmax) e
colocados para crescer em casa de vegetacéao, realizando-se irrigacoes diarias a

fim de manter-se o solo proximo da sua capacidade de campo.
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A fim de estimular o desenvolvimento das plantas, colocou-se adubagao
nitrogenada liquida e pouco antes da floragao (importante para o enchimento dos
graos) adubagao potassica.

Nas adubacgdes nitrogenadas, utilizaram 50 g de sulfato de amdnio, 2
litros de agua™ (2,5%), aplicando-se 250 mg de N em 50 mL de agua. vaso™. A
adubacgao potassica foi realizada na forma de Cloreto de Potassio (14g K2O. 2
litros H,O™"). No experimento também foram efetuados tratamentos fitossanitarios
com duas aplicagdes do inseticida Tamaron Br, na dosagem de 10 mL do produto
para cada 10 litros de calda de pulverizagao para controle de vaquinha (Diabrética
speciosa) e, ainda, duas aplicagdes do fungicida Folicur 200 CE, para controle de
oidio (Blumeria graminis f. sp.tritici) na dosagem de 25 mL para cada 10 litros de
calda de pulverizagao.

No periodo de floracdo foi efetuada hibridacao artificial nos cruzamentos
entre a linhagem MSU 7-1 usada como progenitor masculino e as cultivares
MDRK, Widusa, Cornell 49-242, México 222, TO, Pl 207262, TU, AB 136, G2333,
linhagem H1, Ouro Negro, Michelite, Jalo Vermelho (JV) e Jalo Listras Pretas
(JLP) como progenitores femininos. A partir desses cruzamentos, foram obtidas
sementes F4 e estas posteriormente, semeadas para obtencdo da geracéo F; por
meio de autofecundacdo, resultando em aproximadamente 100 sementes por
cruzamento.

As sementes da geragdo F, foram semeadas em bandejas plasticas
contendo substrato Plantmax. Essas bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo até o surgimento das primeiras folhas trifolioladas, para que se

procedesse a inoculagao.
3.3. Teste de heranc¢a da resisténcia

O teste de heranca da resisténcia foi aplicado nos cruzamentos onde
existiam tanto reagdes de resisténcia quanto de suscetibilidade a fim de adquirir
informacdo de heranca da resisténcia a ragca 7 de C. lindemuthianum. O
cruzamento realizado para obtengdo deste teste foi entre MSU 7-1 (R) e MDRK
(S).
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3.4. Teste de Alelismo

O teste de alelismo foi realizado nos cruzamentos onde ambas cultivares
envolvidas apresentaram reacdo de resisténcia as ragcas 7 e 64 de C.
lindemuthianum. Esse teste teve como objetivo testar a independéncia dos genes
presente em MSU 7-1 dos genes previamente caracterizados. Os cruzamentos
realizados entre MSU 7-1 e as cultivares Widusa, Cornell 49-242, México 222, PI
207262, TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro Negro e Michelite, utilizaram-se

aracga 7 e em Jalo Vermelho e Jalo de Listras Pretas foi utilizada a raca 64.

3.5. Preparo do inéculo

As racas 7 e 64 de C. lindemuthianum usadas neste trababalho, foram
fornecidas por James D. Kelly e Aloisio Sartorato (Embrapa Arroz e Feijao-
CNPAF, Caixa Postal 179, Santo Antbénio de Goias, GO), respectivamente.

Kelly et al. (1994), realizaram um estudo com quatro isolados do C.
lindemuthianum coletados em Michigan e Dakota do Norte, a partir de sementes
produzidas em Michigan no ano de 1993. Apds o estudo, demonstraram que trés
destes isolados eram semelhantes, sendo classificados como raga 73
(semelhante a raga alfa-Brasil encontrada em Ontario) e o outro isolado foi
classificado como a raga 7, sendo semelhante a raga delta. Também encontrada
em Ontario no ano de 1976. Thomazella et al. (2002) utilizaram quarenta e nove
isolados do C. lindemuthianum coletados no Estado do Parana relataram a
ocorréncia da raga 7no interior do Estado do Parana, em Paranavai.

A raca 64 foi originada do isolado, obtido das folhas da cultivar Capixaba,
encontrado principalmente no Espirito Santo — Brasil (Gongalves-Vidigal et al.,
2007) e de acordo com Rava et al., 1994 a raca 64 pertence ao grupo Mexicano I.

O preparo do indculo seguiu a metodologia proposta por Cardenas et al.
(1964), que consiste na multiplicacdo dos esporos de cada isolado de C.
lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens (8 a 10 cm) parcialmente
imersas (1 a 2 cm) em meio agar-agua esterilizadas, em autoclave, por 40
minutos a 120°C. Apds a repicagem do isolado para as vagens, as mesmas foram
incubadas por 14 dias a 20°C, em camara de crescimento (B.O.D.), para

esporulagédo do patogeno.
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3.6. Inoculagao e incubacgao

Decorrido o periodo necessario para o desenvolvimento do fungo, foi
realizada a retirada das vagens dos tubos. A seguir, com o auxilio de uma pinga,
as vagens foram colocadas em um becker contendo agua destilada esterilizada
para obtencido de esporos. Com a finalidade de se obter uma suspenséo liquida
contendo somente esporos, tal suspensao foi filtrada através de uma camada
dupla de gaze.

Na determinacdo da concentracdo de esporos de cada isolado do
patdogeno foram efetuadas cinco contagens em microscopio, com o auxilio do
hematocitometro (camara de Neubauer-Preciss). Apés a contagem, a suspensao
de esporos foi ajustada a concentragdo aproximada de 1,2 x 10° esporos mL™" de
agua destilada esterilizada.

A seguir, procedeu-se a inoculagao de progenitores e plantas F; oriundas
dos cruzamentos. Para tanto, as bandejas contendo as plantas que se
encontravam com a primeira folha ftrifoliolada completamente desenvolvida
(aproximadamente 14 dias apds o plantio), foram transferidas para camara de
nevoeiro com temperatura de aproximadamente 20 £ 2°C, onde se procedeu a
inoculacdo. Esse procedimento foi realizado por meio da utilizacdo de um
automizador De Vilbiss, numero 15, adaptado com um reservatorio para a
suspensio de esporos, nebulizando-se nas faces abaxial e adaxial das folhas, a
partir da adaptagdo do método empregado por Cardenas et al. (1964).

Apds a inoculagao, as plantulas foram mantidas na mesma camara por 72
horas, controlando-se a luminosidade (12 h de iluminagao de 680 lux / 12 h de
escuro) e com aproximadamente 100% de umidade relativa. Apds o periodo de
incubacgao, as plantas foram transferidas para bancadas, em ambiente apropriado,
com temperatura de 20 + 2°C, sob luz artificial, onde permaneceram até

realizacédo das avaliages.

3.7. Avaliagao dos sintomas

A avaliagdo visual dos sintomas em cada plantula foi realizada

aproximadamente 10 dias apds a inoculagao, utilizando-se a escala de severidade
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proposta por Balardin et al. (1990), cujos valores variaram de 1 a 9, em plantas

individuais, conforme descrito abaixo:

1 - auséncia de sintomas;

2 - até 1% da nervura apresentando manchas necroéticas, perceptiveis somente
na face inferior das folhas;

3 - maior frequéncia de sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

4 - até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis em
ambas as faces das folhas;

5 - maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

6 - manchas necroéticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das folhas,
e presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos;

7 - manchas necroticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente, que se rompe. Presenga de abundantes lesbes no talo,
ramos e peciolos;

8 - manchas necréticas em quase todas as nervuras, muito abundante em talos,
ramos, peciolos, ocasionando rupturas, desfolhagao e redugao do crescimento
das plantas;

9 - maioria das plantas mortas.

As plantas que receberam notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes

enquanto plantas com notas de 4 a 9 foram consideradas suscetiveis.
3.8. Analise estatistica dos dados

A partir dos dados obtidos pelas segregagdes nas populagdes F, dos
fendtipos de resisténcia e suscetibilidade, com auxilio do recurso computacional
do Programa Genes (Cruz, 2001), foi realizada a analise genético-estatistica, por

meio da aplicagao do teste do qui-quadrado (xz).
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de Heranga da Resisténcia

O teste de heranca da resisténcia teve por objetivo obter informagéo a
respeito da herancga da resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum no cruzamento
entre a linhagem MSU 7-1 (R) e a cultivar diferenciadora MDRK (S).

O resultado das segregacdes da populagao F,, obtidas do cruzamento
entre MSU 7-1 x MDRK, para a realizagao do teste de heranga da resisténcia esta
representado no (Quadro 4). As proporgdes observadas ajustaram-se a razao de
segregacao de 15R:1S, na populagao F, deste cruzamento, demonstrando que a
resisténcia a ragca 7 é conferida por dois genes dominantes presentes em MSU 7-
1 (Co-5 e Co-7).

Na cultivar Andina MDRK o gene Co-1 (Burkholder, 1918) ndo atua no
processo de resisténcia a antracnose frente a ragca 7, demonstrando
suscetibilidade a essa raca fisiolégica de Colletotrichum lindemuthianum. Logo,
esse resultado indica que dois genes dominantes, presentes na linhagem MSU 7-
1, sdo responsaveis pela resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum nesse
cruzamento. Resultado similar foi obtido por Gongalves-Vidigal et al. (1997), no
estudo da heranca da resisténcia, na populacdo F,, do cruzamento entre PI
207262 x MDRK, inoculada com a raga delta a propor¢céo de segregacao ajustou-
se a uma razao de 15R:1S, demonstrando a presenga de dois genes dominantes
presentes em Pl 207262 e que o gene de MDRK n&o atua nessa reagao.

Por sua vez Pathania et al. (2006), em estudo para avaliagdo de fontes de
resisténcia e heranga em feijoeiro roxo indiano ao C. lindemuthianum, utilizando a
raca 515, nas populagdes F, dos cruzamentos Jawala x G 2333 e Kanchan x G
2333 obtiveram uma propor¢do de segregacdao 15R:1S sugerindo que a
resisténcia em G 2333 a raca indiana 515 é controlada por dois genes dominantes
independentes com efeito idéntico. O gene Co-5 também esta presente na cultivar
TU (Kelly e Vallejo, 2004), a qual é suscetivel a raga 515, demonstrando que o
gene Co-5 teve sua resisténcia quebrada em ambas cultivares.

Embora a resisténcia da cultivar G2333 a antracnose tenha sido testada e

confirmada por Pastor-Corrales (1994a) e Young et al. (1998). A referida cultivar
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apresentou suscetibilidade as racas 3481 e 3545 da Costa Rica e Argentina, as
quais sao virulentas aos genes Co-4?, Co-5 e Co-7. Entretanto, a cultivar TU é
resistente a essas ragas demonstrando interacdo entre estes genes (Mahuku e
Riascos, 2004). Deste modo, alguns trabalhos utilizando G 2333 relatam que
genes duplos sao responsaveis pela resisténcia a antracnose (Cardenas et al.,
1964; Muhalet et al., 1981; Young e Kelly, 1996b).

Quando se compara o resultado obtido dos cruzamentos entre a linhagem
MSU 7-1 com as cultivares Andinas (Michigan Dark Red Kidney, e Widusa), no
teste heranca utilizando a raca 7 de C. lindemuthianum, verificou-se que somente

a cultivar MDRK foi suscetivel (Quadro 4).

Quadro 4 - Heranca da resisténcia — segregacéo 15R:1S na populagdo F, do
cruzamento entre MSU 7-1 x MDRK (racga 7)

Propor¢do  Proporgéo
Observada  Esperada

Cruzamento 2

MSU 7-1 x Raca CGenede . . _ x Probabilidade
(Co-5€e Co-7) ¢ Resisténcia R S R:S

MDRK’ 7 Co-1 81 5 15:1 0,028 0,87

°R = Resistente; °S = Suscetivel; Michigan Dark Red Kidney

A partir dos dados obtidos, pode-se afirmar que os genes presentes na
reacao de resisténcia do cruzamento MSU 7-1 x MDRK frente a raga 7 de C.
lindemuthianum estao presentes na linhagem MSU 7-1 (Co-5 e Co-7).

O resultado do teste do qui-quadrado, aplicado aos dados obtidos desse
cruzamento, comprovaram a hipotese da presenca de dois genes dominantes

presentes nas reacgdes de resisténcia a antracnose.
4.2. Teste de Alelismo

Com o objetivo de testar a independéncia entre os genes previamente
caracterizados presentes na linhagem MSU 7-1 foram realizados testes de

alelismo. Nos cruzamentos obtidos entre MSU 7-1 e as cultivares Widusa, Cornell
49-242, México 222, Pl 207262, TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro Negro e
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Michelite utilizou-se a raca 7 e entre MSU 7-1 x Jalo Vermelho e entre MSU 7-1 x
Jalo de Listras Pretas foi utilizada a raga 64 de C. lindemuthianum.

O teste de alelismo foi realizado nos cruzamentos onde ambas cultivares
envolvidas apresentaram reacdo de resisténcia as ragcas 7 e 64 de C.
lindemuthianum.

Os resultados dos testes de alelismo das doze populagbes F, oriundas
dos cruzamentos entre a linhagem MSU 7-1 e as cultivares Widusa, Cornell 49-
242, México 222, Pl 207262, TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro Negro,
Michelite, Jalo Vermelho (JV) e Jalo Listras Pretas (JLP) estdo apresentados no

Quadro abaixo.

Quadro 5 - Teste de alelismo para caracterizagdo genética da resisténcia em
MSU 7-1. Reagao das treze populagbes F, as ragcas 7 e 64 de
Colletotrichum lindemuthianum

Cruzamentos Gene de Proporgdo  Proporgao

MSU 7-1 x Raga Resisténcia Obgervad;a Esperada % Probabilidade
R S R:S
Widusa 7 Co-I° 140 5 63:1 0,033 0,67
Cornell 49-242 Co-2 118 2 631 0,008 0,93
México 222 7 Co-3 125 0 ] ] ]
Co-9/Co-3°,
PI 207262 7 e 165 0 ] ] ]
TU 7 Co-5 154 0 ] ] ]
AB 136 : Co-6 o4 1 63:1 0,161 0,69
G 2333 : Co-5, Co-7 156 0 ] ] ]
7

HI Co-7 110 0 ] ] ]
Ouro Negro 7 Co-10 166 2 631 0,15l 0,70
Michelite : Co-11 147 6 631 0553 0.20
Ve 64 Co-12 o4 7 151 0,079 0,78
JLP® 64 Co-13 143 9 151 0,028 0.87

R = Resistente; S = Suscetivel; JV = Jalo Vermelho; “JLP = Jalo Listras Pretas
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Nas populagdes F, oriundas dos cruzamentos entre MSU 7-1 x Widusa,
Cornell 49-242, México 222, Pl 207262, TU, AB 136, G2333, linhagem H1, Ouro
Negro, Michelite, Jalo Vermelho (JV) e Jalo Listras Pretas (JLP) quando
inoculadas, separadamente, com a raga 7 apresentaram segregacao ajustada a
razao de 63R:1S, em todos os cruzamentos, evidenciando a presenca de trés
genes dominantes independentes para cada cruzamento, sendo dois genes
presentes em MSU 7-1 (Co-5 e Co-7) e um gene em cada cultivar utilizada: Co-1°
(Widusa), Co-2 (Cornell 49-242), Co-6 (AB 136), Co-70 (Ouro Negro) e Co-11
(Michelite), indicando a independéncia desses genes.

Resultados semelhantes foram observados por Alzate-Marin et al. (2007)
nos cruzamentos entre Pl 207262 x Cornell 49-242 e Pl 207262 x TU, os quais
indicaram que os genes de resisténcia Co-2 de Cornell 49-242 e Co-5 de TU séo
independentes dos dois genes presentes em Pl 207262.

De acordo com o exposto os resultados observados neste trabalho
corroboram com os dados encontrados por Vidigal (1994) em estudos de
alelismo, nas populacdes derivadas dos cruzamentos entre Pl 207262 x MDRK e
Pl 207262 x Cornell 49-242 onde a segregacgao, também, ajustou-se a razao de
63R:1S.

Por sua vez, os testes de alelismo realizados nas duas populagdes F;
derivadas dos cruzamentos entre MSU 7-1 e as cultivares Jalo Vermelho (JV) e
Jalo Listras Pretas (JLP), quando inoculadas com a raga 64 de C.
lindemuthianum, apresentaram segregacg¢des que se ajustaram a uma razao de
15R:1S. Fato que indica a presencga de dois genes de resisténcia, sendo um deles
o gene Co-5 em MSU 7-1 e o outro o Co-72 em Jalo Vermelho ou Co-73 em Jalo
Listras Pretas. E importante ressaltar que neste cruzamento a linhagem MSU 7-1
demonstrou a presenca de apenas um gene, uma vez que a resisténcia do gene
Co-7/Co-3 é superada pela raga 64 (Gongalves-Vidigal, 2008c).

De modo semelhante, Young et al. (1998) obtiveram uma segregacao de
15R:1S quando inocularam uma populacéo F, derivada do cruzamento entre SEL
1360 e G2333, ambas portadoras do gene Co-5, com a raga 1545 de C.
lindemuthianum demonstrando que dois alelos independentes controlam a
resisténcia a estas racas.

Melotto e Kelly (2000) verificaram a propor¢ao de segregacao de 15R:1S

na populacdo F, derivada do cruzamento entre Cornell 49-242 x Kaboon,
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utilizando a raca 7 de C. lindemuthianum e nos cruzamentos Kaboon x MDRK,
FM M38 x Kaboon, Perry Marrow x Kaboon, MDRK x Perry Marrow usando a raga
73 de C. lindemuthianum. A proporgado 15R:1S sugeriu a presenga de dois genes
independentes, sendo um o gene Co-2 de Cornell 49-242 e o outro gene alélico
ao Co-1 de MDRK, denominado Co-1? em Kaboon.

Assim como Gongalves-Vidigal et al. (2008c) ao analisarem populagdes
F», inoculadas com a raga 7, afirmaram que MSU 7-1, México 222, Pl 207262, e
BAT 93 possuem um mesmo locus de resisténcia a raga 7 de C. lindemuthianum.

No presente trabalho os resultados observados no cruzamento entre a
linhagem MSU 7-1 com as cultivares México 222, Pl 207262, TU, G 2333 e a
linhagem H1, inoculadas separadamente, com a raca 7 de C. lindemuthianum
apresentaram auséncia de segregacao indicando a presenga de alelismo.
Consequentemente, nas 125 plantas F, do cruzamento entre MSU 7-1 x México
222 e nos 105 individuos F, do cruzamento MSU 7-1 x Pl 207262, inoculados
com a raga 7 os dados sugerem que o gene Co-7 presente em MSU 7-1 é alélico
ao locus Co-3.

Bannerot (1965) foi quem primeiro identificou o gene Co-3 de resisténcia
a C. lindemuthianum em feijoeiro comum, originalmente denominado Mexique | no
genotipo México 222. A resisténcia originou-se de germoplasma mexicano, a
origem especifica ndo € conhecida. A resisténcia mostrou independéncia do loco
Co-1 (Young e Kelly, 1997b) e no gene Co-2 (Bannerot et al., 1971; Fouilloux,
1976) e somente dois locos independentes foram identificados nessa época.

Um segundo alelo no loco Co-3, denominado Co-3?, presente no
gendtipo México 227 (agora extinto) foi reportado por (Fouilloux, 1976; Fouilloux,
1979). Este loco Co-3° foi um dos primeiros locos a condicionar resisténcia a
antracnose onde alelos foram descritos. O segundo alelo em México 227 nao foi
totalmente caracterizado. Entretanto, de acordo com (Fouilloux, 1979) este
segundo alelo demonstrou atividade fraca quando comparado ao primeiro. Sendo
superado pela raga 31 (kappa, ebnet), entretanto o gene Co-3 em México 222 foi
resistente (Hallard e Trebuchet, 1976). Outros alelos ao loco Co-3 foram
recentemente caracterizados em BAT 93 e Pl 207262 (Rodriguez-Suarez et al.,
2004). Vale ressaltar que marcadores n&o foram identificados para este loco.

Young et al. (1998) foram os primeiros a descrever o loco Co-7, um

terceiro gene independente na cultivar diferenciadora G 2333, para total
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caracterizagao do gene Co-7, uma linhagem hibrida SEL 111 foi identificada como
resistente & raca 521 (que supera Co-5), mas sem o gene Co-4° (auséncia do
marcador SAS13. Até o presente momento, marcadores genéticos e a localizagao
do alelo Co-7 no mapa genético sdo desconhecidos. O maior gene de resisténcia
entre os trés genes presentes em G 2333 é o Co-4° (Alzate-Marin et al., 2001a;
Silvério et al., 2002; Young et al., 1998), sugerindo que o gene Co-7 pode nao ter
uma ampla eficacia na resisténcia génica. O gene nao € recomendado como fonte
de resisténcia a racas de antracnose.

Os resultados deste trabalho divergem do exposto acima, com relagao ao
espectro de resisténcia conferido pelo gene Co-7, uma vez que nos cruzamentos
entre MSU 7-1 x G 2333 ndo houve segregacao na populagdo F», sugerindo que a
linhagem MSU 7-1 possui os genes de resisténcia independentes Co-5 e Co-7,
por tanto a resisténcia de MSU 7-1 a raga 7 é conferida pelo gene Co-7 de G
2333.

Geffroy et al.,, (1999) descreveram primeiramente o gene Co-9 no
gendtipo BAT 93, o qual confere resisténcia a quatro ragcas de antracnose
incluindo a raga Andina 38, altamente virulenta, adicionalmente, BAT 93 é
resistente a mais de 30 racas de origem colombiana, e também, a raca 89 (alfa-
Brazil), a raga Kappa (raca 31), Jota, Lambda-mutantes oriundas da Europa, mas
€ suscetivel a raca C236 (raca 141). A resisténcia em BAT 93 é provida por um
dos genes de resisténcia a antracnose presentes na cultivar diferenciadora Pl
207242, um dos quatro parentais de BAT 93 (Rodriguéz et al., 1995). A presenca
de um marcador SCAR ligado ao gene Co-9 em BAT 93 e Pl 207242 confirmam a
presenca do gene Co-9 em BAT 93 originado de Pl 207242 (Mendez-Vigo et al.,
2002).

Desta forma, considerando-se que Pl 207262 possui dois genes de
resisténcia, sendo um deles o Co0-9/Co-3°, a auséncia de segregacdo no
cruzamento MSU 7-1 x Pl 207262 reforca a hipdtese de que o gene Co-7 em
MSU 7-1 esteja no mesmo loco do gene Co-3 de México 222 e do gene Co-9/Co-
3% de PI 207262, ou seja, é alélico ao gene Co-3. Estes dados sdo reforcados
devido ao fato que os genes Co-9 e Co-3 foram mapeados por (Freyre et al.,
1998) estando muito proximos e no mesmo bloco de ligagdo B4 no mapa genético
de feijoeiro comum (Rodriguez-Suarez et al., 2004). Os dados do presente

trabalho, sdo semelhantes aos obtidos por Lima et al. (2008) que ao cruzarem a
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linhagem H1 x México 222 concluiram que os genes Co-7 e Co-3 sao alelos do
mesmo gene.

Conforme Kelly e Vallejo (2004), em cruzamento entre Pl 207262 x
México 222, constataram que Pl 207262 carrega somente dois genes de
resisténcia, Co-4 e Co-3/Co-9, e concluiram também, que a resisténcia a raca 23
em México 222 deveria ser conferida por um gene diferente de Co-3/Co-9.
Existem algumas evidencias que México 222 possui dois genes que conferem
resisténcia a raga 7, este fato pode indicar a existéncia de um terceiro locos em PI
207262, conferindo a resisténcia a raca 23.

Rodriguéz-Suarez (2008), testando a resisténcia as racas 19, 31, 38, 65,
73, 102 e 449 de C. lindemuthianum em familias F3 derivadas do cruzamento da
cultivar diferenciadora México 222 (resistente a ragas 19, 31 e 38) e Widusa
(resistente as ragas 38, 65, 73, 102 e 449) os resultados da segregacgao indicaram
que a resisténcia as racas 19, 31 e 38, presente em México 222, é conferida por
um gene simples dominante correspondendo ao locus Co-3/Co-9 previamente
descrito.

A falta de segregacéao evidenciada no cruzamento entre a cultivar TU e a
linhagem MSU 7-1 demonstra que estas possuem alelos de um mesmo locus, ou
seja, ambos possuem o gene Co-5. Dados semelhantes foram encontrados por
Vallejo (2007) (comunicagéo pessoal).

A auséncia de segregacao entre 105 plantas F, do cruzamento entre as
cultivares MSU 7-1 e G 2333, inoculadas com a raca 7 de C. lindemuthianum,
indicou a presenca de alelismo. Evidenciando que a linhagem MSU 7-1 e a
cultivar G 2333 possuem alelos de um mesmo locus, sugerindo que, ambas
possuem os genes Co-5 e Co-7.

A linhagem mexicana G 2333, que apesar de possuir caracteristicas
agrondmicas indesejaveis a condigdes de cultivo do Brasil, possui uma piramide
com trés alelos de resisténcia a C. lindemuthianum (Co-4?, Co-5 e Co-7) que
conferem resisténcia a todas as racas deste patdgeno identificadas no Brasil,
sendo que, por esse motivo, o alelo mais importante € o Co-42( Rava et al., 1994;
Young et al., 1998).

Apesar da grande quantidade de informagéo na literatura sobre diferentes
alelos de resisténcia, sdo raras as referéncias ao gene Co-7 uma dos motivos é

que este alelo foi originalmente identificado na cultivar G 2333 juntamente com
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Co-4?, o qual confere resisténcia ao nuimero muito grande de ragas de C.
lindemuthianum e praticamente encobre o seu efeito (Pastor-Corrales et al.,
1994a).

Embora a cultivar G 2333 n&o seja adequada agronomicamente por ter
caracteristicas fenotipicas indesejaveis, os seus alelos de resisténcia podem ser
eficientemente usados através do seu cruzamento com parentais superiores que
podem ser empregados como recorrentes em um programa de retrocruzamento
(Pereira e Bosco, 2004).

No cruzamento entre MSU 7-1 x H1 foram inoculadas 110 plantas F, com
a raca 7 de C. lindemuthianum cujos resultados observados indicaram presenca
de alelismo. A falta de segregacdo comprovou que a linhagem H1 e a linhagem
MSU 7-1 possuem alelos de um mesmo locus, evidenciando que possuem o gene
Co-7.

Do mesmo modo, no teste de alelismo realizado por Méndez-Vigo (2005)
nao foi observada segregacédo nas populagdes F; derivadas do cruzamento entre
A1220 x A1231, sugerindo que os genes dominantes, nestas duas linhagens,
estdo localizados no mesmo loco. E, a ndo segregagcao também observada, nas
populagdes F, dos cruzamentos: A1220 x México 222, A1220 x Pl 207262, A1220
x BAT93, A1231 x México 222, A1231 x P1 207262 e A1231 x BAT93, indica que o
gene dominante nas linhagens A1220 e A1231 est&o localizados no mesmo locus
dos genes de resisténcia de México 222, Pl 207242 e de BAT 93.

Multiplos alelos foram descritos para Co-1, Co-3 e Co-4 (Kelly e Vallejo,
2004). Um alelo do loco Co-4, denominado Co-4?, é considerado por ter um amplo
espectro de resisténcia quando comparado com outros genes de resisténcia e é
derivado da cultivar diferenciadora G 2333 (Balardin e Kelly, 1998), a qual possui
os genes Co-7 e Co-5 (Alzate-Marin et al., 2001a e Young et al., 1998).

Por sua vez, a auséncia de segregagao observada nas geragdes F, dos
cruzamentos entre MSU 7-1 x México 222 e MSU 7-1 x Pl 207262, quando
inoculadas com a raga 7, evidencia que a linhagem MSU 7-1 possui 0os genes
Co-5 e Co-7/Co-3. O gene Co-7, que esta presente em G 2333 e na linhagem
MSU 7-1, bem como, o gene Co-3 presente em México 222 ndo s&o genes

distintos, portanto, pertencem ao mesmo loco.

33



5.CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, a auséncia de segregacao entre o
cruzamento da linhagem MSU 7-1 x TU inoculadas com a raga 7 de C.
lindemuthianum, conclui-se que a linhagem MSU 7-1 e a cultivar TU possuem
alelos em um mesmo loco, ou seja, ambos possuem o gene Co-5.

Adicionalmente, a auséncia de segregagdes nas geragdes F, dos
cruzamentos entre MSU 7-1 e as cultivares México 222 e Pl 207262, demonstra
que o gene (Co-7) presente em MSU 7-1 e o gene Co-3 em México 222 €& um

alelo no loco Co-3/Co-9, ou seja, pertencem ao mesmo loco.
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