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RESUMO

LACANALLO, Giselly Figueiredo, D. Sc. Universidade Estadual de Maring4,
dezembro de 2008. Identificacdo e mapeamento de marcador RAPD
associado ao gene Co-13 de resisténcia a antracnose em feijoeiro comum.
Professora Orientadora: Maria Celeste Goncgalves-Vidigal. Professores
Conselheiros: Pedro Soares Vidigal Filho e Adriana Gonela

A cultivar Jalo Listras Pretas (JLP) € uma importante fonte de resisténcia a
antracnose, doenca ocorrente no feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) causada
pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.) Scrib. Esse cultivar apresenta
um dos trés genes andinos de resisténcia (Co-13) identificados até o momento.
Neste estudo, foi avaliada a populacdo F, derivada do cruzamento entre JLP
(resistente a raca 73) e Cornell 49-242 (suscetivel a raca 73). A Analise de “Bulk”
Segregante (BSA) foi utilizada para identificar marcadores moleculares RAPDs
ligados ao gene de resisténcia a antracnose Co-13, presente em JLP. Dentre os
primers RAPD utilizados, o OV20 (5’CAGCATGGTC3’) amplificou uma banda
heteromérfica em 700 pb, em fase de acoplamento, ligada ao gene de resisténcia
andino Co-13. Na genotipagem da populacdo F, com o marcador OV20y,
observou-se uma frequéncia de recombinacdo de 1,72%. A utilizacdo deste
marcador na andalise de segregacdo da resisténcia na populacdo de linhagens
endogamicas recombinantes (RIL’S) ajustou-se a razdo de 1:1. Estes resultados
demonstraram que o marcador OV20;y, esta ligado ao gene de resisténcia Co-13
a uma distancia de 1,8 cM, mapeado no grupo de ligagdo B3 do mapa consenso
do feijoeiro comum Jalo EEP558 x BAT 93. Assim, percebe-se que marcadores
moleculares ligados a genes de resisténcia Andinos consistem em uma valiosa
ferramenta de obtencdo de cultivares com amplo e duravel espectro de
resisténcia, favorecendo assim, programas de melhoramento genético do

feijoeiro.

Palavras-chave: Antracnose, mapeamento genético, marcador molecular
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ABSTRACT

LACANALLO, Giselly Figueiredo, D. Sc. Universidade Estadual de Maring4,
december, 2008. Identification and mapping of RAPD marker associated with
the Co-13 gene of resistance to anthracnose in common bean. Adviser: Maria
Celeste Goncalves-Vidigal. Committee Members: Pedro Soares Vidigal Filho and
Adriana Gonela

The cultivar Jalo Listras Pretas (JLP) is an important source of resistance to
anthracnose, disease of great occurrence in common bean (Phaseolus vulgaris L.)
caused by the fungus Colletotrichum lindemuthianum. This common bean cultivar
presents the Co-13, one of the three Andean resistant genes currently identified.
In this study, the F, population derived from the crossing between JLP (resistant to
race 73) and Cornell 49-242 (susceptible to race 73) were evaluated. Bulked
Segregant Analysis was utilized to identify Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) markers linked the gene Co-13 present in JLP. Within the RAPD primers
utilized, the OV20 (5’CAGCATGGTC3’) amplified a heteromorphic band in 700 pb,
at coupling phase, linked to the Andean resistant gene Co-13. The F, population
genotyping with the OV20,¢0 marker showed a recombination frequency of 1.72%.
The use of this marker in the segregation analysis of resistence in the population
of the recombinant endogamic lines (RIL’s) fitted a ratio of 1:1. These results
showed that the marker OV20y, is linked to the resistant gene Co-13 at a distance
of 1.8 cM, mapped on B3 linkage group of the consensus map of common bean
Jalo EEP558 x BAT 93. Thus, the use of molecular markers linked to Andean
resistant genes consists in a valuable source to obtain cultivars with wide and
durable resistance spectrum, therefore, assisting common bean breeding

programs.

Key-words: Anthracnose, gene mapping, molecular marker.



1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario internacional como maior produtor mundial
de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), contribuindo com cerca de 17,3% da producao
mundial (FAO, 2008). O feijoeiro comum € cultivado em todo territorio nacional, e
a regido Sul, compreendida pelos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parand, constitui a maior regido produtora, contribuindo com aproximadamente
34,5% da producao nacional, seguida pela regido Sudeste e Nordeste. Dentre
estes estados, o Parana é o principal produtor nacional, contribuindo com cerca
de 24% da producao brasileira em uma area total de 563.300 hectares, onde sao
produzidas 795.300 toneladas de feijao (Conab, 2008).

Embora o Brasil, seja o maior produtor mundial do feijoeiro, sua
produtividade ainda é considerada baixa (Assis, 2005). De acordo com dados da
FAO (2008), quando comparado com os Estados Unidos, que apresenta uma
area plantada 15,3% inferior, o Brasil apresenta-se com uma produtividade 44%
menor que a desse pais. Essa baixa produtividade é atribuida a varios fatores,
como a incidéncia de doencas, a ocorréncia de pragas, as deficiéncias
nutricionais e periodos de estiagens (Vieira, 1983).

Dentre esses fatores o que mais se destaca é a ocorréncia de
enfermidades, onde a antracnose é apontada como uma das mais importantes.
Essa doenca tem como agente causal o fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc.) Scrib., sendo que sua transmissibilidade tem sido observada,
principalmente por meio do uso de sementes infectadas, que proporcionam
significativas perdas econdmicas (Rey et al., 2005).

O controle da antracnose pode ser atingido por meio de um conjunto de
medidas culturais, quimicas e genéticas, executadas de forma integrada e com
carater preventivo. Assim, o plantio de cultivares resistentes demonstra ser o meio
mais efetivo e econémico, uma vez que reduz o uso de produtos agroquimicos
(Mahuku e Riascos, 2004). Entretanto, a alta variabilidade genética do patdgeno
dificulta esse controle, pois com o tempo, tornam as cultivares resistentes em
suscetiveis, indicando necessidade de introducdo de novos alelos de resisténcia
(Pastor-Corrales, 1995; Young e Kelly, 1996a).



Desta forma, torna-se perceptivel a extrema importancia da identificacdo
constante desses novos alelos, que poderéo ser incorporados nas cultivares, por
meio de programas de melhoramento genético, ampliando o espectro de
resisténcia e aumentando assim, a estabilidade de producao desta cultura.

Em todo o mundo, foram identificados cerca de 114 patotipos ou racas do
C. lindemuthianum (Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004). Atualmente,
s6 no Brasil, ja foram identificadas mais de 57 racas desse patdgeno (Rava et al.,
1994; Andrade et al., 1999; Thomazella et al., 2002; Alzate-Marin e Sartorato,
2004; Talamini et al., 2004; Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo, 2007).

Até o presente momento 13 genes de resisténcia a antracnose foram
caracterizados e identificados no feijoeiro comum (Kelly e Young, 1996; Bassett,
2004; Kelly e Vallejo, 2004, Goncalves-Vidigal et al., 2008; Goncgalves-Vidigal et
al., 2009). Os genes e seus alelos foram nomeados como Co-1 (Mc Rostie, 1919),
Co-1? (Melotto e Kelly, 2000), Co-1* (Melotto e Kelly, 2000), Co-1* (Alzate-Marin et
al., 2003a), Co-1° (Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960),
Co-3, Co-3? (Bannerot, 1965; Fouilloux, 1976 e 1979), Co-4 (Fouilloux, 1976 e
1979); Co-4% (Young et al., 1998); Co-4° (Alzate-Marin et al., 2007), Co-5 (Young
et al., 1998; Alzate-Marin et al., 2007), Co-6 (Schwartz et al., 1982; Goncalves-
Vidigal, 1994; Kelly e Young, 1996), Co-7 (Pastor-Corrales et al., 1994; Young et
al., 1998), co-8 (Alzate-Marin et al., 1997), Co-9 recentemente renomeado Co-3°
(Geffroy et al., 1999; Rodriguez-Suarez et al., 2004, Mendez-Vigo et al., 2005;
Alzate-Marin et al., 2007), Co-10 (Alzate-Marin et al., 2003b), Co-11 (Gongalves-
Vidigal et al., 2007a), Co-12 (Gongcalves-Vidigal et al., 2008) e Co-13 (Gongalves-
Vidigal et al., 2009)

Dos genes de resisténcia identificados em P. vulgaris, somente trés deles
(Co-1, Co-12 e Co-13) sdo de origem andina, 0os quais estdo presentes nas
cultivares Michigan Dark Red Kidney, Jalo Vermelho e Jalo Listras Pretas,
respectivamente (McRostie, 1919, Goncgalves-Vidigal et al., 2008 e Goncalves-
Vidigal et al., 2009).

Desse modo, pode-se ressaltar a importancia do estudo com fontes de
resisténcia andina ja que somente o gene Co-1, tém sido valorizado no

melhoramento de feijdes mesoamericanos, de tal forma que as cultivares a serem



obtidas possam alcancar amplo espectro de resisténcia. Uma vez que 0s
hospedeiros de origem Andina sdo mais resistentes as racas Mesoamericanas e
hospedeiros mesoamericanos sdo mais resistentes as ragas Andinas do C.
lindemuthianum. Conforme Young e Kelly (1997) e Melotto e Kelly (2000), o gene
Co-1 de origem Andina confere resisténcia a raca 73 de origem Mesoamericana,
engquanto o gene Co-2, de origem Mesoamericana confere resisténcia a raca 7,
cuja origem é Andina. A combinacdo dos genes Co-1 e Co-2 em uma mesma
cultivar é a melhor estratégia para o desenvolvimento de uma cultivar resistente a
essas duas racas (Young e Kelly, 1997).

Nesse contexto, a utilizacdo de marcadores moleculares tem facilitado a
identificagdo de genes de resisténcia a antracnose (Adam-Blondon et al., 1994,
Freyre et al., 1998; Alzate-Marin et al., 1999a; Faleiro et al., 2004; Kelly e Vallejo,
2004). A identificacdo de marcadores ligados a genes associados ao conjunto
génico Andino e Mesoamericano e a genes de resisténcia a antracnose sera um
avanco diretamente aplicavel na caracterizacdo e manutencdo de recursos
genéticos para disponibiliza-los aos programas de melhoramento da cultura.

Assim, o gene andino Co-13 que confere resisténcia a oito racas de C.
lindemuthianum destaca-se como uma relevante fonte de resisténcia passivel de
ser utilizada em programas de melhoramento. Porém, até o presente momento
nao foi identificado nenhum marcador molecular ligado a este gene. Assim, urge a
necessidade de identificar marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia
andinos e a realizacao de trabalhos de mapeamento genético.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou identificar marcadores
moleculares RAPD ligados ao locus de resisténcia a antracnose Co-13, presente

na cultivar andina Jalo Listras Pretas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos mais importantes
constituintes da dieta do brasileiro, ndo somente por ser uma fonte rica em
proteinas, mas também pelo alto teor de lisina, carboidratos, sais minerais, fibras
alimentares e a presenca de vitaminas do complexo B (Del Peloso et al., 2003).
Além da sua relevancia na dieta do brasileiro, o feijjdo é um dos produtos
agricolas de maior importancia socioecondmica, por ser cultivado em grandes
areas e por empregar elevada méo de obra durante seu ciclo (Vieira et al., 1999).

O feijoeiro comum é classificado como uma espécie predominantemente
autdgama, domesticada ha mais de sete mil anos em dois centros de origem: a
Mesoamérica (México e América Central) e a regido Andina (Ansari et al., 2004).
Porém, de acordo com dados sobre caracteristicas morfoldgicas, tipo
eletroforético da faseolina (proteina de reserva em sementes dos feijoeiros
cultivados e selvagens), isoenzimas e marcadores RFLP (Gepts, 1988; Singh et
al., 1991a; Haley et al., 1994), o feijoeiro foi agrupado em trés centros de origem.
Um na regido central das Américas (Mesoamericano) e dois na América do Sul.
No centro de origem mesoamericano, predominam germoplasmas de gréos
pequenos (< 20g/100 sementes) e faseolina do tipo ‘S’. No Sul dos Andes
(Andinos) encontram-se os feijdes de sementes graudas (> 40g/100 sementes) e
faseolina do tipo ‘T’ (e possivelmente também as dos tipos ‘A’, ‘C’ e ‘H’). E o outro
centro, de menor importancia, no Norte dos Andes (Colémbia), com feijdes de
sementes pequenas e faseolina do tipo ‘B’.

Por meio de estudos realizados por Singh et al. (1991a), Beebe et al.
(2000), constata-se que o0 conjunto génico Mesoamericano apresenta maior
variabilidade genética quando comparado ao conjunto génico Andino.

No Brasil, essa cultura apresenta uma ampla adaptacdo edafocliméatica, o
gue permite o seu cultivo durante todo ano, em quase todos os Estados da
Federacéo, destacando-se como maior produtor mundial de feijoeiro, contribuindo
com 17,3% da producao mundial (FAO, 2008).

Dentre os Estados que cultivam Phaseolus vulgaris o Parana destaca-se
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como principal produtor nacional, contribuindo com cerca de 24% da producao
brasileira, atingindo uma producdo de 795.300 toneladas em uma area de
563.300 hectares, resultando em uma produtividade de 1.412 kg ha™ (Conab,
2008).

Embora o Brasil, seja o maior produtor mundial de feijdo, sua
produtividade ainda € considerada baixa (Assis, 2005). Essa baixa produtividade
€ atribuida a vérios fatores, como a incidéncia de doencas, a ocorréncia de
pragas, as deficiéncias nutricionais e periodos de estiagens (Schwartz e Pastor-
Corrales, 1989). Dentre esses fatores a ocorréncia de enfermidades destaca-se
entre 0s mais importantes, sendo a antracnose cujo agente causal € o fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.) Scrib, uma das doengcas de maior

importancia desta cultura.

2.2. Antracnose do feijoeiro

2.2.1. Agente causal e sintomas

A transmissibilidade do patégeno, por meio das sementes, as perdas
econdmicas proporcionadas por essa doenca e a ocorréncia nas trés épocas de
cultivo qualificam a antracnose como uma das doencas fungicas foliares mais
importante do feijoeiro (Carbonell et al., 1999; Rey et al., 2005). A antracnhose do
feijoeiro comum, cujo agente causal é o fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. et Magn.) Scrib., € uma doenca de carater cosmopolita que ocorre, em
todo o mundo, nas cultivares suscetiveis, adaptadas as regides subtropical e
temperada, especialmente sob condicbes de baixa a moderada temperatura e
umidade elevada (Pastor-Corrales, 1988; Kelly et al., 1994; Kimati et al., 1997).
Em temperaturas superiores a 25°C e inferiores a 18°C limitam tanto a infec¢ao
quanto o desenvolvimento do fungo. Além disso, a esporulacdo é abundante em
temperaturas de 14 a 18°C nas vagens (Zaumeyer e Thomas, 1957).

O fungo C. lindemuthianum, foi descrito em 1878 por Saccardo e Magnus,

como Gloeosporium lindemuthianum, com base em coletas feitas por Lindemuth
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em Bonn, na Alemanha (Zaumeyer e Thomas, 1957). Scribner (1888), ao verificar
a presenca de setas, estruturas filamentosas produzidas entre os conidiéforos e
as margens dos acérvulos, transferiu-o para o género Colletotrichum (Barrus,
1921).

Este fungo pertence a classe dos Deuteromicetos (fungos imperfeitos),
ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae (Kimati, 1980; Rava et al., 1994).
Apresenta duas fases reprodutivas: uma assexuada ou imperfeita e outra sexuada
ou perfeita. Reproduz-se assexuadamente produzindo 0s conidios ou esporos
assexuais, em um corpo de frutificacdo que recebe o nome de acérvulo (Sutton,
1992). O seu estado sexual é conhecido como Glomerella cingulata f. (Stonem
Spaulde & V. Schrenk) sp. Nesta fase o fungo produz peritécio e ascos, dentro
dos quais origina-se os esporos, denominados de ascosporos (Kimati, 1980).

O C. lindemuthianum é um patdégeno necrotrofico, sobrevivendo de uma
safra para outra como micélio dormente no interior das sementes ou em restos
culturais na forma de esporos. As sementes contaminadas externamente por
conidios, ou internamente pelo micélio dormente, constituem a mais importante
via de disseminacdo a longa distancia (Kimati, 1980). Respingos da agua de
chuva ou de irrigacdo podem disseminar 0s esporos a curtas distancias (Costa e
Rava, 2004). Outras formas de disseminacdo também podem ocorrer através de
insetos, bem como de animais e do homem, durante os tratos culturais e
implementos agricolas (Kimati, 1980; Vieira et al., 1993).

Os sintomas podem ser observados em todos os 6rgdos aéreos da planta
e em todos os estadios fenoldgicos (Sartorato et al., 2003), sendo eles
visualizados no hipocotilo, peciolo, caule, folhas, vagens e sementes (Kimati,
1980). Além de diminuir o rendimento da cultura, a antracnose deprecia a
qualidade do produto por ocasionar manchas nos graos, tornando-os improprios
para o consumo (Alzate-Marin et al., 2003c).

O patoégeno pode afetar as sementes e, ao atravessar o tegumento,
produzir desde uma leve descoloracdo até lesdes nos tecidos dos cotilédones. As
lesBes sdo cancros ligeiramente deprimidos e de tamanho variado. As sementes
infectadas sao geralmente descoloridas, podendo apresentar cancros cuja
coloracéo varia de amarela a café-escura a negra (Zaumeyer e Thomas, 1957;



Chaves, 1980). Por outro lado, nas sementes que possuem tegumento negro,
estes sintomas sdo mais dificeis de serem observados.

Por sua vez, nas folhas, a formagcédo de lesGes necréticas de coloracao
marrom-escura sdo primeiramente visualizados nas nervuras primarias da face
abaxial. Estas lesdes, ao se desenvolverem, dao origem a regides cloroticas,
fazendo com que as folhas se curvem para baixo (Kimati,1980), diminuindo a area
foliar da planta.

A antracnose € mais facil de ser reconhecida nas vagens, onde as lesfes
que caracterizam os sintomas se apresentam de forma arredondada, deprimida,
de tamanho variavel e com o centro claro sendo delimitadas por um anel negro,
um pouco saliente, rodeado por um bordo de cor café avermelhado (Chaves,
1980; Kimati, 1980; Pastor-Corrales e Tu, 1989).

As lesdes produzidas no caule e nos peciolos sdo alongadas, escuras e
as vezes deprimidas, podendo apresentar cancros. As plantulas, provenientes de
tais sementes, geralmente apresentam cancros escuros nos cotilédones
(Chaves,1980; Kimati, 1980).

2.2.2. Variabilidade patogénica do Colletotrichum lindemuthianum

O controle da antracnose inclui o emprego de sementes livres da doencga,
0 uso das cultivares resistentes, os tratamentos quimicos e as praticas culturais,
como a rotacdo de culturas e a eliminacdo dos restos culturais (Zambolim e
Chaves, 1978; Sartorato, 1985). Dentre essas medidas, o emprego de cultivares
resistentes é a mais eficiente e econémica, uma vez que reduz o uso de insumos
agricolas, acarretando consequentemente menores danos ambientais, € menor
custo final de producdo da lavoura (Mahuku e Riascos, 2004). Porém, um fator
que dificulta o controle dessa doenca é a variabilidade genética do patégeno.

Em todo o mundo, foram identificados cerca de 114 patétipos ou racas do
C. lindemuthianum (Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004). Atualmente,
s6 no Brasil, j& foram identificadas mais de 50 racas desse patdégeno (Rava et al.,
1994; Andrade et al., 1999; Thomazella et al., 2002; Alzate-Marin e Sartorato,
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2004; Talamini et al., 2004; Damasceno e Silva et al., 2007). No Estado do
Parand, Sansigolo (2007), identificou sete novas racgas (10, 11, 17, 26, 27, 75 e
83) elevando o numero de racas descritas no Parana para 40.

O sucesso do desenvolvimento das cultivares resistentes a antracnose
depende da compreensdo dos niveis de variabilidade entre e dentro das
populacdes do patdgeno (Rodriguez-Guerra et al., 2003). Para tanto, o estudo da
variabilidade é de fundamental importancia para a realizacdo de trabalhos que
visem o controle da doenca.

O estudo da variabilidade genética de C. lindemuthianum, iniciou-se em
1911, por Barrus, o qual identificou duas racas distintas do patégeno, que
posteriormente foram denominadas Alfa e Beta, iniciando assim, a utilizacdo das
letras gregas para identificar as racas fisiolégicas do patdgeno. Apos esse
trabalho, em todo mundo foram identificadas varias racas, demonstrando a sua
ampla variabilidade patogénica. Até pouco tempo, esta variabilidade era
representada, por grupos de ragcas denominados Alfa, Beta, Gama, Delta,
Mexicano |, Mexicano I, Brasileiro, Brasileiro Il e ragas fisiolégicas pertencentes a
estes grupos (Carbonell et al., 1999).

Em todo mundo, grupos diferentes de pesquisadores estudavam a
variabilidade patogénica, o que gerava uma grande dificuldade na troca de
informagdes devido a diferencas nas metodologias e nomenclaturas utilizadas
para a caracterizacdo do patogeno (Alzate-Marin et al., 2001a). Desta forma,
surgiu-se a necessidade de utilizar uma metodologia padréo para a identificacdo e
denominacéo das racas.

Pastor-Corrales (1991) propss a utilizacdo de um grupo de cultivares em
uma ordem pré-estabelecida, e de um sistema binario proposto por Habgood
(1970) que facilitasse o trabalho para a designacédo das racas, como forma de
padronizar a nomenclatura das mesmas. Para C. lindemuthianum foi proposto o
uso de 12 cultivares diferenciadoras pelo Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), em 1990. Para tanto, cada cultivar diferenciadora recebeu um
valor binario, qual seja, 2"*. O valor 2 representa o nimero de classes de reacées
consideradas (resistente ou suscetivel) e n € funcdo da ordem das
diferenciadoras. As reacdes de resisténcia ou suscetibilidade apresentadas pelas



cultivares recebem respectivamente os valores zero e um (Quadro 1).

A obtencdo do nome de uma nova raca se faz pela soma dos valores
numéricos (2°"%) de cada cultivar diferenciadora que é suscetivel ao isolado do
patdégeno. Tal sistema tem sido utilizado em todo o0 mundo até os dias atuais.

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

Cultivares diferenciadoras Valor binario  Valor numérico (2"
1. Michelite 2° 1
2. Michigan Dark Red Kidney 2! 2
3. Perry Marrow 22 4
4. Cornell 49-242 23 8
5. Widusa 2* 16
6. Kaboon 2° 32
7. México 222 2° 64
8. Pl 207262 2’ 128
9. TO 28 256
10. TU 2° 512
11. AB 136 210 1024
12. G 2333 2t 2048

Depois de varios anos de estudos sobre o fungo C. lindemuthianum,
pode-se verificar sua ampla variabilidade patogénica e a dificuldade que essa
representa para o controle da doenca através da resisténcia genética. Uma vez
que dentre as estratégias de manejo integrado de doencas, a resisténcia genética
€ considerada uma importante alternativa, por ser ecologicamente segura, além

de contribuir para a manutencao da qualidade de vida (Costa e Rava, 2004).



2.3. Fontes de resisténcia

Uma vez que a obtencdo das cultivares resistentes € a maneira mais
eficaz e econdmica para o controle da antracnose (Mahuku et al., 2002), o estudo
de novas fontes de resisténcia e o estudo dos genes envolvidos no processo da
resisténcia vem sendo ha muito tempo estudado.

Até o presente momento 13 genes de resisténcia a antracnose foram
caracterizados e identificados no feijoeiro comum (Kelly e Young, 1996; Bassett,
2004; Kelly e Vallejo, 2004, Goncalves-Vidigal et al., 2008; Goncalves-Vidigal et
al., 2009). Os genes e seus alelos foram nomeados como Co-1 (Mc Rostie, 1919),
Co-1% (Melotto e Kelly, 2000), Co-13 (Melotto e Kelly, 2000), Co-1* (Alzate-Marin et
al., 2003a), Co-1° (Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960),
Co-3, Co-3? (Bannerot, 1965; Fouilloux, 1976 e 1979), Co-4 (Fouilloux, 1976 e
1979); Co-4% (Young et al., 1998); Co-4° (Alzate-Marin et al., 2007), Co-5 (Young
et al., 1998; Alzate-Marin et al., 2007), Co-6 (Schwartz et al., 1982; Goncalves-
Vidigal, 1994; Kelly e Young, 1996), Co-7 (Pastor-Corrales, et al., 1994; Young et
al., 1998), co-8 (Alzate-Marin et al., 1997), Co-9 recentemente renomeado 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., 2003b), Co-11 (Gongalves-Vidigal
et al., 2007a), Co-12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008) e Co-13 (Gongalves-Vidigal
et al., 2009) (Quadro 2).

Dos genes de resisténcia a antracnose identificados em P. vulgaris, 10
sao de origem mesoamericana (Co-2, Co-3/Co-9, Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, co-8,
Co-10, Co-11) e trés de origem andina (Co-1, Co-12 e Co-13).

Os genes de resisténcia (R) sao considerados componentes do
mecanismo de resisténcia gene-a-gene proposto por Flor (1953). De acordo com
esse mecanismo, para cada gene que condiciona uma reacao de resisténcia no
hospedeiro, existe um gene complementar no patdégeno que condiciona
viruléncia. As plantas possuem muitos genes raca-especificos, 0s quais sao
mapeados em poucos locos, e que tais locos podem ser constituidos por genes
isolados, por genes ligados e organizados de forma sequencial e por genes que
contém diferentes alelos (Pryor e Ellis, 1993).
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Quadro 2 — Genes de resisténcia e seus respectivos simbolos novos e originais, fontes genéticas, grupo génico dos principais genes de resisténcia, marcadores
moleculares, mapeamento dos genes maiores que condicionam resisténcia a antracnose (Kelly e Vallejo, 2004), com modificacbes

Simbolos dos genes Fontes dos Conjunto génico Marcadores Localizacdo Referéncias
Novos Original genes genéticos no mapa
Co-1 A MDRK Andino OF10s30 Bl McRostie (1919); Vallejo e Kelly (2002)
Co-1° Kaboon SEact/Mcen Melotto e Kelly (2000)
Co-1° Perry Marrow Melotto e Kelly (2000)
Co-1* AND 277 Alzate-Marin et al. (2003a)
Co-1° Widusa OA18;500 Gongalves-Vidigal e Kelly (2004)
Co-2 Are Cornell 49-242 MA 0OQ4 1440 B11 Mastenbroek (1960)
OH20459 Adam-Blondon et al. (1994)
B3551000 Young e Kelly (1996b)
Co-3 Mexique 1  México 222 MA NA NA Bannerot (1965)
Co-32 México 227 Fouilloux (1979)
Co-3° BAT 93 SB12 B4 Geffroy et al. (1999)
Co-4 Mexique2 TO MA SAS13, SH18 B8 Fouilloux (1979); Awale e Kelly (2001);
Co-4° SEL1308 SBB14, OC8 Young et al. (1998)
Co-4° Pl 2072627 0Y20 de Arruda et al. (2000)
Co-5 Mexique3 TU MA OAB3,s0 NA Young et al. (1998); Vallejo e Kelly (2001);
SEL1360 SAB3 Young e Kelly (1996a)
Co-6 Q AB 136 MA OAH1.g B7 Gongalves-Vidigal (1994)
OAK20g99 Young e Kelly (1996b, 1997)
Co-7 NA* MSU-7 MA NA NA Young et al. (1998)
G 23337
co-8 NA AB 136 MA OPAZ20 NA Alzate-Marin et al. (2001b)
Co-10 NA Ouro Negro MA OF10 B4 Alzate-Marin et al. (2003b)
Co-11 NA Michelite MA NA Goncalves-Vidigal et al. (2007a)
Co-12 NA Jalo Vermelho Andino NA Gongalves-Vidigal et al. (2008)
Co-13 NA Jalo Listras Andino NA Gongalves-Vidigal et al. (2009)
Pretas

MDRK = Michigan Dark Red Kidney;
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Tais genes agrupados sdo chamados de “clusters” ou blocos génicos e
podem conferir resisténcia a diferentes patégenos (fungos, bactérias, virus,
nematoéides) ou a diferentes racas do mesmo patdégeno, o que tém sido
descritos em muitas espécies (Michelmore e Meyers, 1998), incluindo o
feijoeiro comum (Creusot et al., 1999; Geffroy et al., 1999; Ferrier-Cana et al.,
2003). Em P. vulgaris, existem relatos de existéncia de regides genbmicas que
concentram resisténcia a varios patégenos (Kelly et al., 2003).

A maioria dos genes R apresenta uma regido rica em leucina que
codifica uma proteina, conhecida com LRR (Leucine Rich Repeats), que estaria
ligada a evolucdo do gene (Hammond-Kosack e Jones, 1997; Geffroy et al.,
1998; Michelmore e Meyers, 1998). Essa seqiéncia em varios “clusters” de
genes R foram descritas no arroz (Song et al., 1997), tomate (Parniske et al.,
1997), alface (Meyers et al., 1999), Arabidopsis spp. (Noél, et al., 1999) e feijao
(Geffroy et al, 1999) e estdo associadas a evolucdo dessas espécies (Lopez et
al., 2003).

2.4. Genes de resisténcia ao patégeno da antracnose do feijoeiro comum

Locus Co-1

O gene Co-1, conhecido anteriormente, como gene ‘A’, esta presente
na cultivar diferenciadora Michigan Dark Red Kidney e foi descoberto por Mc
Rostie (1919). Apresenta uma série alélica denominada: Co-1? (Melotto e Kelly,
2000), Co-12 (Melotto e Kelly, 2000), Co-1* (Alzate-Marin et al., 2003a) e Co-1°
(Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006), presente respectivamente nas cultivares
Kaboon, Perry Marrow, AND 277 e Widusa. Por muito tempo, esse gene foi a
Unica fonte de resisténcia andina a antracnose.

Para o loco Co-1, somente dois marcadores RAPD foram descritos.
Young e Kelly (1997) identificaram o marcador OF-10s53, em fase de repulséo
ligado a 1,9 cM do gene Co-1. Goncalves-Vidigal e Kelly (2004) identificaram o
marcador OA18;:50 em fase de repulsdo ligado a 1,2 cM, presente na cultivar
diferenciadora Widusa (Co-1°). Outro marcador dominante foi encontrado por

Mendoza et al. 2001. Esses autores identificaram trés marcadores AFLP
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ligados em fase de repulsao, na linhagem A193, possuidora Co-1.

O loco andino Co-1 foi mapeado (Kelly et al., 2003) no grupo de ligagao
Bl (Freyre et al., 1998) utilizando o marcador SEact/Mcca e€m linhagens
endogamicas recombinantes Jalo EEP 558 x BAT 93, populacdo de

mapeamento.

Locus Co-2 (Are)

Esse gene esta presente na cultivar diferenciadora mesoamericana
Cornell 49-242 (Mastenbroek, 1960). O gene Co-2 foi mapeado (Adam-Blondon
et al., 1994) no grupo de ligacdo Bll (Freyre et al., 1998). Este gene
representa uma das maiores fontes de resisténcia a antracnose nas areas
tropicais (Adam-Blondon et al., 1994).

Adam-Blondon et al. (1994), encontraram um marcador RAPD (OH-
20450) fortemente ligado ao gene. O marcador encontrado foi transformado em
um marcador SCAR. Ao marcador SCAR foi dado o nome de SH20 Esse
marcador esté localizado a 0,5 cM do gene e se mostrou altamente especifico,
podendo assim ser utilizado na selecao plantas portadoras ou ndo do gene de
resisténcia. Young e Kelly (1996b) identificaram o marcador RAPD OQ-41440
flanqueando o gene Co-2. Awale et al. (2008) converteram o marcador RAPD
em SCAR, denominando-o0 SQ41440. ESse marcador encontra-se ligado ao
cluster génico Co-2/Ur-11, presente no grupo de ligacdo B1l. Esse foi o
primeiro registro no feijoeiro comum de marcador ligado a genes que conferem

resisténcia a diferentes patdégenos

Locus Co-3/ Co-9 (Mexiquel)

Gene descoberto por Bannerot (1965) foi encontrado na cultivar
mesoamericana México 222. Apresenta série alélica denominada Co-32
(Fouilloux, 1979) e Co-3° (Geffroy et al., 1999), presente respectivamente nas
cultivares México 227 e BAT 93. Previamente, o alelo Co-3*, fora nomeado
como gene Co-9 e subsequentemente encontrado como sendo alelo do Co-3
(Goncalves-Vidigal et al., 2008; Rodriguez-Suarez et al., 2004; Mendéz-Vigo et

al., 2005). Esse alelo também esta presente na cultivar diferenciadora PI
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207262 (Alzate-Marin et al., 2003d).

O gene Co-3 e o alelo Co-3° foram mapeados e estdo localizados no
grupo de ligacao B4 (Rodriguez-Suérez et al., 2004; Geffroy et al., 1999). Para
esse loco foram encontrados os marcadores SW12;90 (Miklas et al., 2000;
Singh et al., 2000; Rodriguez-Suarez, et al., 2008) e SB12350 (Mendéz-Vigo et
al., 2002).

Locus Co-4 (Mexique 2)

Esse gene foi identificado por Bannerot, 1969 (Fouilloux, 1976, 1979), é
encontrado na cultivar diferenciadora mesoamericana TO, e esta localizado
(Kelly et al., 2003) no grupo de ligacdo B8 (Freyre et al., 1998). Apresenta dois
alelos: Co-4% (Young et al., 1998) e Co-4° (Alzate-Marin et al., 2002).

O gene Co-4 tem recebido um grande destaque, pois apresenta ampla
base genética de resisténcia. Esse gene esta presente na cultivar
diferenciadora TO e sua série alélica Co-4° (presente em G 2333 e Selecéo
1308) e Co-4° (Pl 207262). Dentre esses, o0 alelo Co-4?, destaca-se como um
dos mais valiosos genes de resisténcia a antracnose. Esse gene, presente na
linhagem Sel 1308, controla cerca 97% de todas as racas do patdgeno
identificadas e quando presente na cultivar diferenciadora G 2333, em
combinagcdo com os outros dois genes existentes, Co-5 e Co-7, confere
resisténcia a todas as racas descritas (Young et al., 1998). Além de sua grande
importancia no melhoramento genético esse locus tem sido geneticamente
caracterizado e véarios marcadores moleculares ligados ao mesmo ja foram
identificados (Young et al., 1998; Melotto e Kelly, 2000).

Apresenta dois marcadores SCAR ligados diretamente ao gene Co-4
(SY20g30 € SC8g10; Kelly et al., 2003; Queiroz et al., 2004). Também apresenta
trés marcadores ligados ao alelo Co-4% SAS13gs, (Young et al., 1998; Kelly et
al., 2003); SH181100 (Awale e Kelly, 2001; Kelly et al., 2003) e SBB141150/1050
(Awale e Kelly, 2001; Kelly et al., 2003).

Locus Co-5 (Mexique 3)
Esse gene de resisténcia a antracnose, identificado por Bannerot em

1969 (Fouilloux 1976, 1979) € encontrado nas variedades diferenciadoras
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mesamericanas TU e G 2333, SEL 1360 (Young et al., 1998). Vallejo e Kelly
(2001) identificaram o marcador SAB34g ligado a 12,98 cM do gene Co-5 em
fase de acoplamento. Campa et al. (2005) mapearam esse gene no grupo de
ligacdo B7. Os autores verificaram uma ligacao forte entre o gene Co-v e
faseolina, ambos presente no grupo de ligacdo B7, sugerindo assim uma

possivel alelismo ou uma ligacao forte entre os genes Co-v e Co-5.

Locus Co-6

Descoberto por Schwartz et al. (1982), o locus Co-6 foi identificado na
cultivar diferenciadora AB 136. Esse gene esta localizado (Kelly et al., 2003;
Mendéz-Vigo et al., 2002) no grupo de ligacdo B7 (Freyre et al., 1998).
Apresenta os marcadores SZ4sq; € SAZ20g45 ligado em fase de repulséo e

acoplamento, respectivamente (Kelly et al., 2003; Queiroz et al., 2004).

Locus Co-7
Encontrado na cultivar diferenciadora G 2333, na qual apresenta mais

dois genes independentes (Co-42, Co-5) (Young et al., 1998).

Locus co-8

Descrito por Alzate-Marin et al. (1997), o locus co-8 encontra-se
presente na cultivar diferenciadora AB 136. Dos genes de resisténcia a
antracnose identificados até o momento, somente 0 gene co-8 € recessivo.

Esse locus apresenta o marcador OPAZ20gs0, ligado a 2.2cM do gene.

Locus Co-10

Descrito por Alzate-Marin et al. (2003b) na cultivar Ouro Negro, o locus
Co-10 foi mapeado e esta localizado no grupo de ligacdo B4 (Freyre et al.,
1998). Apresenta o marcador SF10i972 ligado em fase de acoplamento, e
encontra-se distante aproximadamente 6.0 +1,3cM desse gene (Corréa et al.,
2000; Alzate-Marin et al., 2003b).

Locus Co-11
O locus Co-11 encontra-se presente na cultivar diferenciadora Michelite
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(Goncalves-Vidigal et al., 2007a).

Locus Co-12
Gene descrito por Gongalves-Vidigal (2008) e identificado na cultivar
andina Jalo Vermelho. Esse gene foi a segunda fonte andina de resisténcia a

antracnose.

Locus Co-13
Gene identificado na cultivar andina Jalo Listras Pretas (Goncalves-
Vidigal et al., 2009), no qual elevou a quantidade de fontes de resisténcia

andina para trés.

2.5. Marcadores moleculares para resisténcia a antracnose do feijoeiro

A utilizacdo de marcadores genéticos tem sido proposta como uma
ferramenta na identificacdo e caracterizacdo de gendtipos, avaliacdo de
germoplasmas e populacbes de melhoramento, sele¢do indireta para o
rastreamento de caracteres de interesse econémico, introgresséo de genes via
retrocruzamento e constru¢cdes de mapas genéticos. Existem trés tipos de
marcadores: morfolégicos, bioquimicos e moleculares, nos quais podem ser
usados para estabelecer ligacdes a caracteristicas agrondémicas de interesse
(Svetleva et al., 2003).

Até a década de 60 os marcadores utilizados em estudos de genética e
de melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres
morfolégicos, com fendtipo de facil identificagdo visual, como cor de sementes,
pétalas e hipocotilo, morfologia floral e foliar, nanismo, deficiéncia clorofitica.

Esses marcadores contribuiram  significativamente para o0
desenvolvimento tedrico da analise de ligacdo génica e para a construcao das
primeiras versbes de mapas genéticos. Entretanto, 0s mesmos sé&o
freqientemente afetados pela acdo génica de dominancia, efeito ambiental,
pleiotropia e epistasia. Assim a possibilidade de encontrar relacbes

significativas entre os marcadores morfolégicos e caracteres agronémicos de
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importancia econdmica era reduzida. Além disso, a disponibilidade de
marcadores morfolégicos era essencialmente restrita as poucas espécies de
plantas utilizadas como sistemas modelo para o estudo da genética, tais como
milho, tomate e ervilha, onde a intensidade de estudos e disponibilidade de
informacfes genéticas eram maiores.

Com o desenvolvimento de marcadores isoenzimaticos, o0 numero de
marcadores genéticos disponiveis e a aplicabilidade da técnica passaram a
incluir potencialmente todas as espécies de plantas. O termo isoenzima define
um grupo de mdultiplas formas moleculares da mesma enzima que ocorre em
uma espécie, como resultado da presenca de mais de um gene codificando
cada uma das enzimas (Moss, 1982). As isoenzimas tém sido utilizadas no
estudo de dispersao de espécies, na andlise de filogenias, no melhoramento de
plantas, na identificacdo de cultivares, na selecdo indireta de caracteres
agrondmicos, introgressao génica e avaliacdo germoplasma. Porém, quando a
investigacdo requer uma cobertura mais ampla do genoma, como no caso de
mapeamento genético ou caracterizacdo detalhada de germoplasma, as
isoenzimas apresentam duas limitacOes basicas: o baixo numero de locos que
podem ser detectados no genoma e o baixo nivel de polimorfismo genético
detectavel em cada loco.

Para modificar esse quadro, surgem as técnicas de biologia molecular,
Ou seja, as técnicas que visam a deteccao de variabilidade genética ao nivel de
sequéncia de DNA. Para tanto, existem ilimitado namero de marcadores
moleculares que cobrem todo o genoma da espécie em estudo. Os marcadores
moleculares podem ser classificados em dois grupos, conforme a metodologia
utilizada para identifica-los: hibridizacdo ou amplificacdo de DNA. Entre os
identificados por hibridizacéo estdo os marcadores RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism; Botstein et al., 1980; Wyman e White, 1980) e
minissatélites ou locos VNTR (Variable Number of Tandem Repeats; Jeffreys et
al., 1985). J4 aqueles revelados por amplificacdo incluem os marcadores do
tipo: RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; Williams et al., 1990); SCAR
(Sequence Characterized Amplified Regions; Paran e Michelmore, 1993); STS
(Sequence Tagged Sites; Paran e Michelmore, 1993); Microssatélite (Litt e

Lutty, 1989); e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; Vos et al.,
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1995). Esses marcadores sugiram nas décadas de 80 e principalmente de 90
e, desde entdo vém gerando importante contribuicio ao melhoramento
genético (Williams et al., 1990; Michelmore et al., 1991; Miklas et al., 2000;
Miklas e Kelly, 2002).

Dentre os marcadores moleculares aplicados na identificacdo de genes
de resisténcia a doencas em feijado, o RAPD, tem sido extensivamente utilizado
(Young e Kelly, 1996a). A técnica de RAPD baseia-se na Reacgdo de
Polimerase em Cadeia (PCR), a qual é caracterizada pela repeticao ciclica de
etapas de desnaturacdo, anelamento e extensao in vitro de muitas copias de
um segmento especifico de DNA. O segmento de DNA é submetido a
diferentes temperaturas, e a “primers” de seqUéncia arbitraria, de
aproximadamente de 9 a 10 pb, resultando em grande quantidade de
segmentos que podem ser facilmente visualizados como bandas em géis de
agarose, sem a necessidade do conhecimento prévio das sequéncias.

As vantagens freqientemente apontadas para a técnica de RAPD, a
simplicidade, rapidez, baixo custo na execucdo, exigéncia de quantidade
minima de DNA para realizacdo das analises, possibilidade de estudo de
espécies sobre as quais ndo se tem nenhum tipo de informacdo genética e
espécies com pouco ou nenhum polimorfismo em locos isoenzimaticos, podem
ser citadas (Lacerda, et al., 2002). J4 entre as limitacbes da técnica, duas
podem ser consideradas as mais importantes. Uma delas se refere a
caracteristica dominante dos marcadores RAPD que ndo permite a
diferenciacédo de individuos heterozigotos e, conseqientemente, a obtencéo de
outras informacBes relevantes para estudos genéticos. Outra limitacao,
bastante avaliada durante os primeiros anos de aplicacdo da técnica de RAPD,
€ a questdo da baixa repetibilidade de algumas bandas (Lacerda et al., 2002).

Porém essa técnica possibilitou o desenvolvimento de muitos trabalhos
na década de 90 e atualmente tem sido amplamente utilizado em estudos de
genética de plantas. Em estudos genéticos com o feijoeiro, a técnica de RAPD
tem sido utilizada para deteccdo de grau de parentesco (Bai et al., 1998), na
divergéncia genética (Haley et al., 1994; Beebe et al., 2000; Franco et al., 2001;
Korzun, 2002; Tar'an et al.,, 2002; Pedrosa et al., 2003); em avaliacdoes de

origem e estrutura genética de populagdes tradicionais (Cattan-Toupance et al.,
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1998; Beebe et al., 2001), na identificacdo de marcadores ligados a genes que
conferem resisténcia a doencas (Adam-Blondom et al., 1994; Young e Kelly,
1996b; Young et al., 1998; Alzate-Marin et al., 1999b, 2001b; De Arruda, et al.,
2000; Faleiro et al., 2000; Melotto e Kelly, 2000; Mendoza et al., 2001; Méndez-
Vigo et al., 2005; Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006); no mapeamento genético
(Vallejos et al., 1992; Nodari et al., 1993; Freyre et al., 1998; Miklas et al., 1998;
Beattie et al., 2003, Rodriguez-Suarez et al., 2007, 2008) e outras aplicacoes.

Nesse contexto, destaca-se a importdncia dessa técnica para o
desenvolvimento de mapas genéticos (Freyre et al., 1998). A grande
guantidade de marcadores RAPD identificados ligados a genes de resisténcia
possibilitou o surgimento de mapas moderadamente densos ou saturados para
espécies como o feijdo.

2.6. Mapeamento genético

O feijoeiro-comum, Phaseolus vulgaris L., apresenta um genoma
relativamente pequeno, contendo 0,66 picograma de DNA por genoma
hapléide, o que equivale a 6,33 x 108 pares de nucleotideos (Arumuganathan e
Earle, 1991). Os trabalhos de mapeamento genético nessa cultura iniciaram-se
na década de 60 por Lamprecht. Porém, muitos autores questionaram e
levantaram duvidas sobre as interpretacdes e a validade de alguns dados
lancados por esse autor e consideram como primeiro mapa de ligacdo o
desenvolvido por Bassett (1991). Esse mapa foi construido usando marcadores
morfoldgicos e isoenziméticos separando os genes em 13 grupos de ligacao.

Vallejos et al. (1992), utilizando marcadores morfolégicos (cor de flor e
semente), bioquimicos (isoenzimas) e moleculares (RFLP e RAPD) agruparam
genes em 11 grupos de ligacdo (Quadro 3). Esse mapa proporcionou uma
cobertura de 960 cM, o que representa 80% do genoma do feijoeiro. No ano
seguinte, Nodari e colaboradores também construiram um mapa bastante
abrangente, no qual proporcionou a cobertura de 827 cM, cerca de 69% do
genoma, com intervalo médio entre os marcadores de 6,5 cM. Diversos
marcadores foram usados na construcdo desse mapa. Os autores analisaram a

segregacao de 152 marcadores, incluindo 115 locos de RFLP, 8 locos RAPD, 7
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locos isoenzimaticos e 19 locos correspondentes a 15 clones de genes
conhecidos, um gene de resisténcia a virus, um gene para cor de flor e um
gene para cor de sementes. Nesse trabalho foram estabelecidos 15 grupos de
ligacéo.

Em 1998, Freyre e colaboradores desenvolveram um mapa de ligacéo
contendo 563 marcadores, incluindo 120 RFLPs, 430 RAPDs, além de alguns
locus de isoenzimas e marcadores morfologicos, perfazendo um total 1226¢cM.
No mesmo ano Miklas et al., mapearam 147 marcadores RAPD, 2 SCAR e 2
marcadores fenotipicos, sendo agrupado-os em 10 grupos de ligagdo para um
comprimento total do mapa de 924cM.

No Brasil, Melo (2000) desenvolveu um trabalho empregando RAPD
para identificar QTL's para diversos caracteres de importancia agronémicas.
Esse mapa utilizou 63 marcadores que ficaram dispostos em 7 grupos de
ligacdo abrangendo 785,7 cM do genoma. Beattie e colaboradores (2003)
utilizando 105 marcadores, sendo 99 RAPDs, 3 SSRs e 3 STSs, obtiveram oito
grupos de ligacdo. Esse mapa teve uma cobertura de 641 cM e a média de
distancia entre os marcadores foi de 6,6 cM.

Rodriguez-Suarez et al. (2007) construiram um mapa de ligacéo
utilizando 197 marcadores, incluindo 152 RAPDs, 32 RFLPs, 12 SCARs e 1
marcador morfologico. Esse mapa cobriu 1.401,9 cM do genoma, com uma
média de 7,1 cM entre os marcadores ligados a genes de resisténcia a
antracnose, virus do mosaico-comum, virus do mosaico dourado, mofo branco

e ferrugem.
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Quadro 3 - Populac¢@es de feijoeiro mapeadas e seus caracteres segregantes (modificada de Kelly et al., 2003).

Populacdo (Geracéo)

Caracteres Segregantes

Fonte

XR-235-1' x Calima (RC e F,)
XR235-1-1 x DIACOL Calima
(RC)

BAT93 x Jalo EEP558 (F,)
BAT93 x Jalo EEP558 (RI)

Corel x EO2 (RC)
Midas x G12873 (RI)

BAC6 x HT7719 (RI)
Dorado x XAN176 (RI)

PC-50 x XAN159 (RI)

A55 x G122 (RI)
Belneb-RR-1 x A55 (RI)
Carioca x Flor de Mayo (RI)
BAT93 x Jalo EEP 558 (RI)
Ouro Negro x US Pinto (F»)
Benton x NY6020-4 (RI)

Montcalm x FR266 (RI)
OAC Seaforth x OAC-95-4

BAT93 x Jalo EEP 558 (RI)
Carioca x Flor de Mayo (RI)
Montcalm x California DRK82(RI)

Faseolina
Reacédo a Xanthomonas axonopodis

Reac&do ao virus do mosaico comum (BCMV), X.axonopolis, C.
lindemuthianum, U. appendiculatus, Rhizobium spp, cor do
tegumento

Reacédo ao C. lindemuthianum

Sindromes de domesticacao, habito de crescimento, nimero de
nés e vagens, peso de sementes e dorméncia

Reacao ao crestamento bacteriano comum e ferrugem

Reacdo ao virus do mosaico comum,crestamento bacteriano
comum, ferrugem

Reacdo ao crestamento bacteriano comum , cor do tegumento,
peso sementes, ferrugem e mofo branco

Performance nos cruzamentos andinos x mesoamericanos

Reacdo ao crestamento bacteriano comum , virus do mosaico
comum

Peso de sementes, produtividade de gréos, reacao ao oidio e a
mancha angular e ciclo

Reacdo a ferrugem

Reacdo ao mofo branco

Reacdo a podridao radicular por Fusarium
Reacdo ao crestamento bacteriano
crescimento, dias para
produtividade e peso de 100 sementes
Cor do grao

Epoca de florescimento

Qualidade de enlatamento

comum, habito

florescimento e para maturacgéo,

Vallejos e Chase (1991)
Vallejos et al. (1992)

Gepts et al. (1993), Nodari et al. (1993)
e Freyre et al. (1998)

Adam-Blondon et al. (1994)
Koinange et al. (1996)

Jung et al. (1996)
Miklas et al. (1996) e Miklas et al. (2000)

Jung et al. (1997), Park et al. (2000) e
Park et al. (2001)

Johnson et al. (1997) e Miklas et al.
(2001a)

Ariyarathne et al. (1999)

Melo (2000)

Yu et al. (2000)
Faleiro et al. (2000)
Miklas et al. (2001b)
Schneider et al. (2001)
Tar’an et al. (2002)

Mc Clean et al. (2002)
Melo et al (2002)
Posa-Macalincag et al. (2002)

1 - RI - Linhagens recombinantes;

RC — Retrocruzamentos
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Quadro 3 - Cont.

Populacéo (Geracéo)

Caracteres Segregantes

Fonte

OAC Seaforth x OAC 95-4 (F..4)

DOR364 x G19864 (RI)
Jalo EEP 558 x BAT 93
Belneb RR-1 x A55 (RI)

Ouro Negro x Ruda (RI)

Ouro Negro x Ruda (RI)

Bunsi x Newport (RI)

WO3391 x OAC Speedvale (RI)
Bayo Baranda x G 22837 (F,)
Berna x EMP 419(RI)

Minnuette x OSU 5630 (RI)
HR67 x OAC 95 (RI)

Aztec x ND88-106-04

Bunsi x Raven (RI)

Red Hawk x Negro San Luis
(RC)

Andecha x A321(RC)
Andecha x A493 (RC)
Calima x Jamapa (F»)

Andecha x A252 (F»)
Jalo EEP 558 x BAT 93 (RI)

Andecha x BRB130 (F»)
G5686 x Sprite (Fy)

Rendimento de sementes, componentes de rendimento e

arquitetura da planta

Reacdo a Mancha bacteriana marrom (BBS)

Reacéo a ferrugem, mancha angular e antracnose
Caracteres relacionados ao ciclo da planta e a produtividade

Reacéo ao Mofo branco

Arquitetura da planta e caracteristicas relacionadas ao rendimento
Célcio, ferro, zinco nas sementes, tanino
Reacdo de resisténcia a peste Empoasca fabae, tamanho de

sementes
Caracteristicas de feijao vagem

Reacéo ao crestamento bacteriano comum (CBB)
Reacéo ao Mofo branco, ferrugem, zinco
Reacdo ao Mofo branco, Reacao ao virus do mosaico comum

Podridao radicular

Reacdo a antracnose

Reacdo ao virus do mosaico comum, e alguns outros potivirus

relacionados e um comovirus

Antracnose, virus do mosaico comum, virus do mosaico dourado,
crestamento bacteriano comum e ferrugem

Habito de crescimento
Reacdo a mancha angular

Tar'an et al (2002)
Blair et al. (2003)

Jung et al. (2003)

Faleiro et al. (2003a)

Faleiro et al. (2003b)

Kolkman e Kelly (2003)

Beattie et al. (2003)
Guzman-Maldonado et al (2003)
Murray et al (2004)

Myers et al (2004)

Yu et al (2004)

Miklas et al (2005)

Ender e Kelly (2005)
Roman-Avilés e Kelly (2005)

Méndez-Vigo, et al (2005)
Vallejos et al (2006)
Rodriguez-Suarez et al (2007)
Grisi et al (2007)

Pafieda et al (2008)
Mahuku et al (2009)

1 - RI - Linhagens recombinantes;

RC — retrocruzamentos
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2.7. Cultivar Andina Jalo Listras Pretas

Nos estudos realizados por Vidigal Filho et al. (2007) verificou-se que
dentre os gendtipos andinos que apresentaram maior resisténcia, a cultivar
Jalo Listras Pretas (Figura 1) destacou-se como uma das mais importantes,
apresentando um indice de resisténcia de 67%. Uma vez que, entre as 12
racas fisiologicas de C. lindemuthianum testadas, Jalo Listras Pretas
apresentou resisténcia a oito delas (9, 31, 65, 69, 73, 81, 89 e 95).

o [ o57mm

Fonte: Nupagri

Figura 1 - Cultivar de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) Jalo Listras Pretas.

Os centros de origem Mesoamericano e Andino foram determinados
considerando as diferencas nas caracteristicas morfoldgicas (tamanho e
coloracdo de sementes), tipo de crescimento, padrdes eleforéticos de faseolina
(Tipo R e T), variacdo isoenzimatica e “Restriction Fragment Length
Polymorphism” (RFLP) (Singh et al., 1991b; Sicard et al., 1997). No entanto, o
tamanho das sementes foi uma das caracteristicas primordiais para a
diferenciacéao dos centros de origem.

A cultivar Jalo Listras Pretas (JLP) apresenta sementes graudas com
coloracdo creme com listras pretas, sendo esta uma caracteristica dos feijoes
andinos. Apresenta também um tipo de faseolina caracteristica do centro
andino, denominada de T, determinado pelo método SDS Page (Goncalves-
Vidigal et al., 2007b), apresenta habito de crescimento tipo | e peso de 100

sementes de aproximadamente 40 g (Goncalves-Vidigal, et al., 2009).
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A diferenciacdo das cultivares Andinas e Mesoamericanas é de
extrema importancia para os programas de melhoramento genético do feijoeiro,
uma vez que a medida de controle mais eficaz e econdmica a antracnose € a
utilizacdo das cultivares resistentes (Mahuku et al., 2002). A utilizacdo de
diferentes fontes de resisténcia genética tem sido procurada em diversos
programas de melhoramento (Paradela Filho et al., 1981; Menezes e Dianese,
1988).

Em geral, as cultivares de origem Andina sdo mais resistentes as racas
Mesoamericanas, enquanto as mesoamericanas Sao mais resistentes as racas
Andinas do C. lindemuthianum. Conforme Young e Kelly (1997) e Melotto e
Kelly (2000), o gene Co-1 de origem Andina confere resisténcia a raca 73 de
origem Mesoamericana, enquanto o gene Co-2, de origem Mesoamericana
confere resisténcia a raca 7, cuja origem é Andina. A combinacdo dos genes
Co-1 e Co-2 em uma mesma cultivar é a melhor estratégia para o
desenvolvimento de uma cultivar resistente a essas duas racas (Young e Kelly,
1997).

Dos 13 genes que conferem resisténcia a antracnose no feijoeiro
comum, somente trés sao de origem Andina. Esses genes estdo presentes nas
cultivares Michigan Dark Red Kidney (Co-1), Jalo Vermelho (Co-12) e Jalo
Listras Pretas (Co-13). O locus Co-1 apresenta uma série alélica que permitiu a
caracterizacdo de diferentes alelos de resisténcia presentes nas cultivares
Andinas Kaboon (Co-1?), Perry Marrow (Co-1°), AND 277 (Co-1* e Widusa
(Co-1°) (Melotto e Kelly, 2000; Alzate-Marin et al., 2003a; Gongcalves-Vidigal e
Kelly, 2006; Vallejo et al., 2003). Portanto, evidenciando assim a necessidade
da identificacéo de novas fontes de resisténcia Andina.

Goncalves-Vidigal et al. (2009) verificaram que a cultivar JLP apresenta
um gene de resisténcia dominante independente dos genes previamente

identificados, nomeando-o como Co-13.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

As analises genéticas e moleculares foram conduzidas no Nucleo de
Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri), utilizando a populagéo F,, composta
por 116 individuos, derivadas do cruzamento entre Jalo Listras Pretas (JLP) x
Cornell 49-242.

A cultivar andina Jalo Listras Pretas apresenta sementes graudas de
cor creme com listras pretas e resistente a raca 73 de Colletotrichum
lindemuthianum (Vidigal-Filho et al., 2007). J& Cornell 49-242 é uma das doze
cultivares diferenciadoras de origem mesoamericana, que apresenta sementes
pequenas de cor preta, sendo suscetivel a raca 73 do patégeno.

Para o mapeamento do gene Co-13 no mapa consenso do feijoeiro
comum foi utilizado uma populacdo de linhagens endogamicas recombinantes
(RIL’s), constituida por 38 individuos, derivada do cruzamento entre Jalo
EEP558 x BAT93 (Freyre et al., 1998). As sementes desse cruzamento foram
obtidas apds sete geracdes pelo método Single Seed Descent (Brim, 1966) e

foram cedidas pelo Bioagro, Universidade Federal de Vigosa.

3.2. Preparo do in6culo, inoculacao e incubacao

As sementes da populacdo F, foram semeadas em bandejas plasticas
contendo substrato a base de turfa e vermiculita e mantidas em casa de
vegetacao até o surgimento total das folhas trifolioladas (estadio V3). ApOs esse
periodo, um foliolo jovem de cada plantula foi coletado individualmente com
auxilio de tubos plasticos tipo eppendorf, congelado em nitrogénio liquido e
armazenado em freezer (-20 °C) para posterior extracdo de DNA.

AplOs a coleta, as plantulas foram inoculadas com suspensao de
esporos da raca fisiolégica 73 de C. lindemuthianum, a qual foi escolhida por
causar reacOes diferentes nos genitores JLP (resistente) e Cornell 49-242
(suscetivel) e por ser encontrada no Estado do Parana (Thomazella et al.,
2002).
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O preparo do indculo seguiu a metodologia proposta por Cardenas et al
(1964) que consiste na multiplicagdo dos esporos do patétipo de C.
lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e
parcialmente imersas em meio com agar-agua. Apos a repicagem do fungo
para as vagens, as mesmas foram incubadas por 14 dias a 20°C.

Decorrido o periodo necessario para o desenvolvimento do fungo, foi
realizada a retirada das vagens de cada tubo, com o auxilio de uma pinc¢a, para
um becker contendo &agua destilada esterilizada, dando origem a uma
suspensao de esporos, que logo em seguida foi filtrada através de uma dupla
camada de gaze, obtendo-se assim uma suspensao liquida de esporos.

A determinagao da concentracédo de esporos foi efetuada por meio de
cinco contagens em microscopio, com o auxilio de hematocitdmetro (camara de
Neubauer-Preciss). Ap0s a contagem, a suspensao de esporos foi ajustada a
concentracdo aproximada de 1,2 x 10° esporos mL™ de &gua destilada
esterilizada. A inoculacdo do patdgeno foi realizada utilizando-se um
atomizador De Vilbiss, nimero 15.

Apos a inoculagéo, as bandejas contendo as plantulas foram incubadas
em camara de nebulizacdo por 96 horas, a temperatura de 20 + 2 °C,
controlando-se a luminosidade (12 horas de iluminac&o de 680 lux seguida por
12 horas de escuro) e com aproximadamente 90-100% de umidade relativa.
Decorrido esse periodo, as bandejas foram transferidas para bancadas, em
ambiente apropriado, com temperatura de 22 + 2°C, sob luz artificial, onde

permaneceram até o inicio das avaliacdes.

3.3. Método de avaliagdo dos sintomas

As avaliagdes visuais dos sintomas em cada plantula foram realizadas
dez dias ap0s a sua inoculagao, utilizando-se a escala de severidade proposta
por Van Schoonhoven e Pastor-Corrales, 1987). As notas atribuidas as
primeiras folhas trifolioladas, variaram de 1 a 9. As plantas que néo
apresentaram sintomas ou somente poucas lesbes na nervura principal das
folhas receberam notas de 1 a 3 e foram consideradas resistentes. Enquanto

aguelas com notas de 4 a 9 foram consideradas como suscetiveis.
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Apés a avaliacdo as plantas resistentes foram transplantadas e
conduzidas até F,.3. Um total de 37 familias F,.3 (com cerca de 15 plantas por
familia) foram semeadas em bandejas plasticas e inoculadas com a mesma
raca utilizada na populacdo F,. Esse procedimento foi realizado para a
identificacdo de plantas F, homozigotas resistentes para serem utilizadas nas

andlises “Bulked Segregant Analysis” proposta por Michelmore et al., 1991.

3.4. Extracado de DNA e construcao dos bulks

A extracdo do DNA foi efetuada com base na metodologia proposta por
Afanador et al. (1993). O DNA extraido de plantas resistentes e suscetiveis
oriundas das populac¢des F, do cruzamento JLP x Cornell 49-242 foi utilizado
como molde para as reacdes de amplificacao.

Neste procedimento, foram formados dois bulks contrastantes com seis
plantas F, homozigotas dominantes (bulk resistente) e seis plantas
homozigotas recessivas (bulk suscetivel). O DNA de cada amostra utilizada no
bulk e da populacéo utilizada foi padronizado a 10ng.pL™.

Um total de 34 primers (Operon Technologies) foram utilizados nas
analises com os marcadores RAPD (Quadro 4). Cada reacao (25 pL) continha:
50 ng de DNA; 1,25 mM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP); 3,0 mM de MgCl,; 10 mM de Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM de
KCI; 0,4 uM do primer (Operon Technologies) e uma unidade de Taq
polimerase (Invitrogen).

Os ciclos de amplificagdo foram constituidos das seguintes etapas:
uma etapa de desnaturacéo a 94°C por 15 segundos, uma etapa de ligagdo do
primer ao DNA a 35°C por 30 segundos, e uma etapa de elongacéo da fita a
72°C por 60 segundos. Foram realizados 40 ciclos, seguindo mais uma etapa
de elongacéo a 72°C por 5 minutos (Williams et al., 1990).

Concluida a amplificagdo os fragmentos de DNA foram fracionados em
gel de agarose 1,2%, contendo brometo de etidio (0,02%). Os fragmentos
amplificados foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografadas com o
fotossistema Spectroline, e as imagens capturadas em camera digital Canon

Power Shot A620. Utilizou-se como padrao de tamanho o DNA ladder de 100pb
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e a altura da banda encontrada foi determinada pelo programa computacional

GeneLine, versao 2.0.

Quadro 4 - Relacdo dos oligonucleotideos utilizados e suas respectivas

sequéncias

Iniciadores Distancia(cM) Gene de Sequéncias Referéncia

(Primers) e orientacdo resisténcia (5’-3")

OA-13 “CAGCACCCAC”

OA-17 “GACCGCTTGT”

OA-18g3 17,4 —rep. Co-4 “AGGTGACCGT” de Arruda et al. (2000)

OA-181500 1,2 —rep. Co-1° Gongcalves-Vidigal e

Kelly (2004)

OA-19 “CAAACGTCGG”

OB-1235 3,4 — acop. Co-9 “CCT TGACGCA” Mendez-Vigo et al.
(2002)

OB-15 “GGAGGGTGTT”

OC-8g¢9 9,7 — acop. Co-4 “TGGACCGGTG” Alzate-Marin et al.
(1999b)

OD-8 “GTGTGCCCCA”

OE-45y 5,8 — acop. Resist a “GTGACATGCC” Ferreira et al. (1999)

63.39

OF-5 “CCGAATTCCC”

OF-7 “CCGATATCCC”

OF-10s39 1,9 —rep. Co-1 “GGAAGCTTGG”  Young e Kelly (1997)

OF-16 “GGAGTACTGG”

0G-5 “CTGAGACGGA’

0G-17 “ACGACCGACA”

0G-19 “GTCAGGGCAA’

OH-183530 9,2 - acop Co-4? “GAATCGGCCA” Alzate-Marin et al.
(1999b)

Ol-13 “CAGAAGCCCA”

OI1-19460 0,0 — acop. Ur-5 “AATGCGGGAG” Haley et al. (1993)

OM-5 “GGGAACGTGT”

OM-12 “GGGACGTTGG”

00-10 “TCAGAGCGCC”

00-16 “TCGGCGGTTC”

0Q-4 1440 5,5 —acop. Co-2 “AGTGCGCTGA” Young e Kelly (1996b)

OR-20 “ACGGCAAGGA”

OV-12 “ACCCCCCACT”

OV-20 “CAGCATGGTC”

OW-7 “CTGGACGTCA”

OX-11 5,8 — acop. Ur-5e Ur-11 “GGAGCCTCAG” Faleiro et al. (2000)

0OY-20g30 Sem recomb. Co-4 “AGCCGTGGAA” Alzate-Marin et al.
(1999a)

0Z-456 2,5 - acop Co-6 “AGGCTGTGCT” Kelly et al. (2003)

OAA-3 “TTAGCGCCCC”

OAD-4 “GTAGGCCTCA”

OAD-17 “GGCAAACCCT”
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O marcador RAPD que apresentou polimorfismo entre os pais e 0s
bulks segregantes foi testado nos individuos de cada bulk antes de testar na
populacdo completa (116 individuos). Apds a identificacdo do marcador e
analise da populacao segregante, o mesmo foi utilizado na populacdo das RILS
a fim de confirmar a ligacdo do marcador ao gene na populacdo base de
mapeamento (Jalo EEP 558 x BAT 93), conforme Freyre et al. (1998).

3.5. Analise estatistica dos dados

As analises de segregacao das bandas heteromorficas encontradas na
populacdo e da resisténcia das plantas F, foram realizadas pelo teste de qui
quadrado (x%). As estimativas das frequéncias de recombinacdo e das
distancias genéticas entre o marcador e o gene de resisténcia & antracnose
(Co-13) foram obtidas com o auxilio do Programa Mapmaker/EXP 3.0 (Lander
et al., 1987). A distancia entre o locus em estudo foi calculada usando a funcéo

de mapeamento Kosambi (Kosambi, 1944).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 365 plantas F, do cruzamento entre Jalo Listras Pretas x
Cornell 49-242, inoculadas com a raca 73 de C. lindemuthianum, propiciou uma
segregacdo de 275 plantas resistentes para 90 plantas suscetiveis, cujo qui-
quadrado foi de y°= 0,023 e o valor de p = 0,88. Este dados, ajustaram-se a
razao de 3:1, evidenciando uma heranca monogénica da presencga de um gene
dominante, caracterizado por Gongalves-Vidigal et al.(2009), como sendo Co-
13.

Dos 34 marcadores analisados, dez apresentaram polimorfismo entre
0s parentais (resistente e suscetivel). Desses, cinco foram polimoérficos entre os
parentais e bulks. Porém, somente o marcador OV-207¢0 (5'CAGCATGGTC3),
manteve o polimorfismo entre os parentais, os bulks e os individuos
constituintes de cada bulk.

O marcador OV-20 gerou uma banda heteromorfica de 700pb, em fase
de acoplamento, estando esta presente no genitor resistente e em todos o0s
individuos do bulk resistente, e ndo amplificando-se no genitor suscetivel e nos
individuos do bulk suscetivel (Figura 2). Apds esse resultado, o mesmo foi
testado nos 116 individuos da populacdo F, (Quadro 5).

Esse marcador mostrou-se intimamente ligado ao gene de resisténcia
andino Co-13, presente em JLP. Na genotipagem de toda a populacdo F, com
o marcador OV-207q0, somente dois individuos recombinantes (individuos 27 e
112) foram observados, determinando uma frequéncia de recombinacdo de
1,72%.

A andlise das linhagens endogamicas recombinantes (Jalo EEP558 x
BAT 93) com o marcador OV207y ajustou-se a razdao monogénica de 1:1,
evidenciando a validacdo do marcador na genotipagem das linhagens
endogamias. Este resultado permitiu a inser¢cdo de mais um marcador no grupo

de ligacéo B3.
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Quadro 5 - Reacgdo de resisténcia dos gendtipos do cruzamento entre Jalo Listras
Pretas x Cornell 49-242 inoculados com a raca 73 de Colletotrichum
lindemuthianum e fenotipagem da populagdo com o marcador molecular
OV207¢0

F, Nota Classificagéo Presenca do marcador
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Quadro 5 - Cont.

F» Nota Classificacéo Presenca do marcador
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Quadro 5 — Cont.

F, Nota Classificagéo Presenca do marcador
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

(R) resistente; (S) suscetivel; (+) presenca do marcador; (-) auséncia do marcador

+ + 4+ + + 4o

+ + 4+ + +
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Marcadores moleculares, principalmente do tipo RAPD, ligados a genes
de resisténcia tém sido identificados, tornando disponivel o desenvolvimento de
cultivares resistentes a doencgas do feijoeiro. Os genes Co-1, Co-2, Co-3, Co-4,
Co-5, Co-6, co-8, Co-9 e Co-10 apresentam diferentes marcadores moleculares
identificados, porém até o presente momento nenhuma pesquisa de
mapeamento dos alelos Co-1% e Co-1* e dos genes Co-7, Co-11 e Co-12 foi
realizada (Kelly e Vallejo, 2004).

O conjunto génico mesoamericano apresenta maior variabilidade
genética quando comparado ao conjunto génico andino Singh et al., (1991a),
Beebe et al. (2000), visto que dos 13 genes identificados 10 sdo de origem
mesoamericana. Desse modo, a identificacdo de genes e de marcadores
moleculares ligados aos mesmos é facilitada. Dos genes de origem andina
somente o Co-1 foi mapeado no grupo de ligagéo B1 (Kelly et al., 2003).

O marcador OV-207¢p Se encontra previamente descrito no grupo de
ligacdo B3 (Kelly e Vallejo, 2004), sendo, portanto, um forte indicativo de que o
gene presente em Jalo Listras Pretas encontra-se neste grupo de ligacéo
(Figura 2). Até o presente momento nenhum dos genes caracterizado de

resisténcia a antracnose foi identificado nesse bloco génico.
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Figura 2 - Amplificacdo do DNA genbmico usando o primer RAPD OV-20:¢ para:
1- Marcador de 100 pb, 2- Jalo Listras Pretas (parental resistente), 3-
Cornell 49-242 (parental suscetivel), 4- bulk resistente, 5- bulk suscetivel, 6-
11 plantas F; resistentes a raca 73, 12 — 17 plantas F, suscetiveis a raca
73. A seta indica a banda em fase de acoplamento ao gene de resisténcia
em Jalo Listras Pretas.

Porém, por meio de andalise do mapa genético do feijoeiro atualizado
nos permite identificar a presenca de cluster envolvendo genes de antracnose
(ANTg,); crestamento bacteriano comum (CBBsgs) € mancha bacteriana
(BBSga), presente nesse grupo de ligacao.

Estudos recentes demonstram a existéncia de regides gendmicas
organizadas para antracnose do feijoeiro. Esses estudos revelaram a
existéncia de familias de genes analogos (RGASs) e/ou genes de resisténcia
organizados em clusters ao redor dos genes Co-2 (Geffroy et al., 1998; Creusot
et al., 1999), Co-4 (Melotto e Kelly, 2001; Melotto et al., 2004), e Co-3/Co-9
(Geffroy et al., 1999; Ferrier-Cana et al., 2003, 2005).

A elucidagéo desse cluster envolvendo diferentes genes de resisténcia
a diferentes pat6tipos podera auxiliar programas de selecdo assistida por
marcadores moleculares. Principalmente para introgressao do gene Co-13 em

cultivares suscetiveis, além de ser utilizado na piramidacdo de genes em
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programas de melhoramento do feijoeiro, visando a obtencao de cultivares com
amplo espectro de resisténcia.
B3
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Figura 2 — Mapa genético parcial (grupo de ligacao B3) do feijoeiro comum, mostrando
a posicao relativa do gene Co-13, construido no cruzamento entre Jalo
Listras Pretas e Cornell 49-242.

A cultivar Jalo Listras Pretas € uma importante fonte de resisténcia a
antracnose do feijoeiro comum causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum, uma vez que apresenta o gene andino Co-13, o qual confere
resisténcia as principais racas que ocorrem no Estado do Parana.

A utilizacdo desse marcador molecular ligado ao gene de resisténcia
andino Co-13 consiste em uma valiosa ferramenta para o0s programas de
melhoramento genético do feijoeiro. Uma vez que esse gene € dominante e o
marcador encontrado co-segregou em fase de acoplamento. Segundo Tingey e
Tufo (1993), marcadores dominantes em fase de repulsdo fornecem pouca
informacé&o para a estimativa da distancia genética, enquanto que marcadores
em fase acoplamento sdo téo eficientes para mapeamento genético como o0s
marcadores co-dominantes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

1 — As andlises moleculares permitiram a identificagdo do marcador OV-207¢0
ligado ao gene andino Co-13, presente na cultivar Jalo Listras Pretas.

2 — O marcador encontrado ligado ao gene esta presente no grupo de ligacéo

B3 do mapa consenso do feijoeiro comum Jalo EEP558 x BAT 93.
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