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RESUMO

ARRUDA, Klever Marcio Antunes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2009. Piramidacdo de genes de resisténcia a antracnose, ferrugem e mancha
angular e estudos de alelismos em feijdao comum. Orientador: Maurilio Alves
Moreira. Co-orientadores: Ana Lilia Alzate Marin, Everaldo Goncalves de Barros e
José Eustaquio de Souza Carneiro.

O objetivo deste trabalho foi obter linhagens de feijdo comum do grupo
comercial “carioca” com resisténcia as principais doencas fangicas da parte aérea do
feijoeiro. Para isso, familias F,.3 previamente obtidas e selecionadas por apresentarem
marcas moleculares relacionadas a genes de resisténcia a antracnose (Co-10, Co-6, Co-5
e Co-4?), ferrugem (Ur-ON) e mancha angular (Phg-1) foram avancadas até a completa
fixacdo dos alelos de resisténcia. Em cada geracdo, marcadores moleculares do tipo
SCAR associados aos genes de resisténcia foram utilizados para identificar plantas
contendo todos os genes de interesse. Na geracao Fg, doze linhagens homozigotas foram
identificadas (linhagens Ruda-R1) e utilizadas em cruzamentos com as
cultivares/linhagens elite Péerola, BRSMG Talismd, VC 9, VC 3 e com uma isolinha da
cultivar Ruda, piramidada para os genes Ur-11, Ur-5 e Ur-ON/Co-10 (linhagem Ruda-
R2). Visando a selecdo de familias resistentes, populacdes F, obtidas dos cruzamentos
das linhagens Ruda-R1 com as cultivares/linhagens elite Pérola, BRSMG Talismé, VC
9 e VC 3 foram inoculadas com um pato6tipo de cada um dos agentes causais de
antracnose, ferrugem e mancha angular. J& a populacdo F;, obtida do cruzamento Rudé-
R1 x Ruda-R2 foi genotipada com marcadores moleculares do tipo SCAR estreitamente
ligados aos genes Co-6, Co-5, Co-4> e Ur-5. As plantas F, selecionadas, por
apresentarem resisténcia aos trés patdgenos, tiveram suas sementes multiplicadas, assim
como as plantas selecionadas por apresentarem marcas moleculares relacionadas aos
genes Co-6, Co-5, Co-4 e Ur-5 (cruzamento Ruda-R1 x Ruda-R2). Adicionalmente, as
doze linhagens homozigotas (Ruda-R1) foram avaliadas em dois ensaios de campo,
realizados nas safras do “inverno” de 2007 e da “seca” de 2008, enquanto as familias
F,.4 provenientes dos cinco cruzamentos supracitados foram avaliadas em campo apenas
na safra da “seca” de 2008. O delineamento experimental utilizado nos dois
experimentos foi o latice quadrado triplo. Uma caracterizacdo da resisténcia das
linhagens homozigotas (Ruda-R1) a diferentes pat6tipos de antracnose, ferrugem e
mancha angular, também foi realizada, em casa de vegetacdo. A anélise conjunta das

duas safras evidenciou que a produtividade de graos das linhagens homozigotas obtidas
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(Ruda-R1) é equivalente a produtividade das cultivares modernas. No entanto, para o
carater aspecto de grao, estas linhagens séo significativamente inferiores as testemunhas
comerciais. Em relacdo a antracnose e a mancha angular, as doze linhagens
apresentaram espectro de resisténcia idéntico ao dos genitores doadores G 2333 (Co-4°
e Co-5) e AND 277 (Phg-1). No caso da ferrugem, uma maior variabilidade no espectro
de resisténcia das linhagens foi observada, embora, de modo geral, elas tenham
apresentado resisténcia comparavel a do genitor doador Ouro Negro (Ur-ON). Dos
cinco cruzamentos realizados com as linhagens Ruda-R1, apenas o cruzamento Ruda-
R1 x Ruda-R2 ndo gerou familias com aspecto de grdo similar ao das cultivares
modernas. No entanto, o potencial de extracdo de familias superiores para o caréater
rendimento de grdos foi 0 mesmo para as cinco popula¢des avaliadas. Outro proposito
deste trabalho foi caracterizar os genes que determinam a resisténcia a antracnose nas
cultivares Widusa e AND 277. Para tanto, estas duas cultivares foram cruzadas com
fontes de resisténcia a antracnose ja caracterizadas. As populacfes segregantes obtidas
destes cruzamentos foram avaliadas em relacdo a resisténcia a distintos pat6tipos do
agente causal da antracnose. Como resultado ficou constatado que o0s genes de
resisténcia a antracnose presentes nas cultivares Widusa e AND 277 segregam de forma
independente dos locos de resisténcia Co-4/Co-4%, Co-5, Co-6 e Co-11, mas que néo
segregam em relagdo aos locos Co-1 e Co-3/Co-9. Como conclusdo destes trabalhos,
pode-se dizer que os marcadores moleculares empregados no processo de obtencdo das
linhagens Ruda-R1 foram eficientes na piramidacéo dos genes Co-42, Co-5, Co-6, Phg-1 e
Ur-ON/Co-10; que estas linhagens constituem uma fonte adaptada de importantes genes
de resisténcia a doencas para uso em programas de melhoramento do feijoeiro do Brasil;
por fim, que tanto a cultivar Widusa quanto a AND 277 apresentam alelos de resisténcia

a antracnose nos locos Co-1 e Co-3/Co-9.



ABSTRACT

ARRUDA, Klever Marcio Antunes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2009. Pyramiding of resistance genes to anthracnose, rust and angular leaf spot
and allelism studies in common bean. Adviser: Maurilio Alves Moreira. Co-
advisers: Ana Lilia Alzate Marin, Everaldo Gongalves de Barros and José Eustaquio
de Souza Carneiro.

In order to get lines of common bean related to the commercial “carioca-type”
with resistance to main fungal diseases of the aerial parts of the bean, F,.3 families
previously selected for the presence of molecular markers linked to anthracnose (Co-10,
Co-6, Co-5 and Co-4?), rust (Ur-ON) and angular leaf spot (Phg-1) resistance genes
were advanced to complete fixation of resistance alleles. In each generation, SCAR
molecular markers associated with resistant genes were used to identify plants
containing all the genes of interest. In Fg generation, twelve homozygous lines were
identified (lines Ruda-R1) and utilized in crossings with the cultivars/lines elite Pérola,
BRSMG Talisma, VC 9, VC 3 and with a isoline of the cultivar Ruda, already
pyramided with the genes Ur-11, Ur-5 and Ur-ON/Co-10 (line Ruda-R2). Aiming at the
selection of resistant families, F, populations from the cross between lines Ruda-R1
with cultivars/lines elite Pérola, BRSMG Talismd, VC 9 and VC 3 were inoculated with
a pathotype of anthracnose, rust and angular leaf spot causal agents. While the F,
population from the cross Ruda-R1 x Ruda-R2 was genotyped with SCAR molecular
markers closed related to genes Co-6, Co-5, Co-4?, and Ur-5. The F, plants selected, for
showing resistance to three pathogens had their seeds multiplied, and the plants selected
by molecular markers for the presence of molecular markers linked to genes Co-6, Co-
5, Co-4*> and Ur-5 (crossing Rudéa-R1 x Ruda-R2). Additionally, the twelve
homozygous lines (Ruda-R1) were evaluated in two field analysis, realized in “winter”
season of 2007 and of the “drought” of 2008, while the F,., families descendant from
five cross above were evaluated in the field only in the “drought” season of 2008. The
experimental delineation utilized in two experiments was the triple lattice square. A
characterization of the resistance of the homozygous lines (Ruda-R1) to different
pathotypes of the anthracnose, rust and angular leaf spots was also realized in
greenhouse. The conjoint analysis of the two harvests showed that the production of the
homozygous lines grains (Ruda-R1) is equivalent to production of the modern cultivars.
However, the grain aspects of the lines are significantly lower than commercial controls.
In relation to anthracnose and angular spot, the twelve lines showed resistance spectrum
identical to the donor parents G 2333 (Co-42 and Co-5) and AND 277 (Phg-1). In the



case of the rust, a higher variability in the resistance spectrum of the lines was observed,
although, in general way, they showed comparable resistance to the donor parent Ouro
Negro (Ur-ON). From five crossings realized with lines Ruda-R1, only the crossing
Ruda-R1 x Ruda-2 did not generate families with spectrum of similar grain to the
modern cultivars. However, the potential of extraction of superior families to the
character yield of grain was the same for the populations evaluated. Other purpose of
this work, was characterize the genes that determine the resistance to anthracnose in the
cultivars Widusa and AND 277. For this, two cultivars were crossed with resistance
sources to anthracnose already characterized. The segregating populations of these
crossings were evaluated in relation to resistance to different pathotypes of the
anthracnose causal agent. As result it was verified that the resistance genes to
anthracnose presents in the cultivars Widusa and AND 277 segregate in a independent
way of the resistance loci Co-4/Co-42, Co-5, Co-6 and Co-11, but those do not segregate
in relation to loci Co-1 and Co-3/Co-9. As conclusion of these works, it can say that the
molecular markers used in the acquisition lines Ruda-R1 were efficient for pyramiding
genes Co-42, Co-5, Co-6, Co-10, Phg-1 and Ur-ON; that these lines constitute an
adapted source of important resistance genes to diseases for use in common bean
breeding programs in Brazil; finally, that both the cultivar Widusa and AND 277
presents resistance alleles to anthracnose in the loci Co-1 and Co-3/Co-9.
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é um produto agricola de grande
importancia econémica e social para o Brasil, por ser reconhecidamente uma excelente
fonte de proteina, por apresentar graos ricos em nutrientes essenciais como o ferro e por
ser cultivado tanto por pequenos agricultores quanto por produtores que utilizam alta
tecnologia.

O feijdo tem ampla adaptacao edafoclimatica, o que permite seu cultivo durante
todo o ano e em quase todos os estados do pais, possibilitando constante oferta do
produto no mercado. Quanto ao consumo, existem preferéncias de acordo com a regido.
O feijdo preto é consumido principalmente no Rio Grande do Sul, em Santa Catarina, no
Parana e no Rio de Janeiro. Nas demais regides do pais, 0 consumo é quase exclusivo
do feijdo tipo “carioca”, ou seja, feijado de cor creme com rajas marrons.

O Brasil é 0 maior produtor e o maior consumidor mundial de feijdo, seguido da
india e da China (FAO, 2008). Entretanto, ainda apresenta média de produtividade de
cerca de 915 kg/ha (IBGE, 2009), muito aquém do potencial da cultura. As doencas que
acometem o feijoeiro ainda constituem uma das principais causas da baixa
produtividade dessa cultura no Brasil. A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum, a ferrugem causada pelo fungo Uromyces appendiculatus e a mancha
angular causada pelo fungo Pseudocercospora griseola merecem destaque dentre as
doencas foliares que acometem a cultura do feijoeiro no Brasil. Tal destaque se deve aos
danos que podem causar, bem como ao grande numero de formas patogénicas
especializadas, as chamadas “ragas fisiologicas” ou “patdtipos”, que estes fungos
apresentam (PAULA JR. e ZAMBOLIM, 2006).

Doengas fungicas podem ser controladas por meio de préticas culturais, pelo
emprego de fungicidas e também pela resisténcia genética. O uso de cultivares
resistentes € tido como o método mais efetivo, mais barato e mais facil de ser adotado
pelos produtores. A incorporacdo de resisténcia genética a doencas tem efeito
estabilizador sobre as cultivares, evitando oscilagdo de rendimento de plantio para
plantio, em funcdo do ataque de patdgenos. No entanto, a maioria das cultivares
identificadas como resistentes a determinados patdgenos sdo, normalmente, as que
apresentam caracteristicas agrondmicas desfavoraveis ao seu cultivo comercial. Assim,
uma das maneiras de contornar esse problema é por meio da transferéncia dos genes de
resisténcia presentes nessas cultivares para cultivares elite, aquelas com boa aceitagdo

comercial e de boa produtividade. Nesse contexto, a piramidacdo, uma estratégia de



melhoramento que consiste na combinacdo ou introducdo de diferentes genes de
resisténcia em uma unica cultivar, tem sido sugerida para aumentar tanto o espectro
quanto a durabilidade da resisténcia a diferentes patégenos (KELLY et al., 1995;
HITTALMANI et al., 2000).

Um dos objetivos do Programa de Melhoramento do Feijoeiro, conduzido no
BIOAGRO/UFV, é a incorporacao, assistida por marcadores moleculares, de genes de
resisténcia a doengas em cultivares de feijdo. Em trabalhos anteriores conduzidos neste
programa, priorizou-se a identificacdo, a caracterizacdo e a incorporagdo, por
retrocruzamentos, de genes de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular
na cultivar Ruda, de grdos tipo carioca. Posteriormente, isolinhas contendo
individualmente os genes de resisténcia a antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10), a mancha
angular (Phg-1) e a ferrugem (Ur-ON) foram intercruzadas e obtidas linhagens
piramidadas para esses genes, denominadas de linhagens Ruda-R (RAGAGNIN et al.,
2009).

Visando ampliar o espectro de resisténcia a antranose da linhagem Ruda-R,
ARRUDA (2005) intercruzou esta linhagem com isolinhas da cultivar Ruda que
continham, em separado, 0s genes Co-5 e Co-4° da cultivar G 2333 (ALZATE-MARIN
et al., 2004a), selecionando familias F,.3 com marcas moleculares estreitamente ligadas
aos genes de resisténcia Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10. Como nesta geragio
alguns locos ainda ndo se encontravam em homozigose, fez-se necessario que as
familias previamente selecionadas fossem avancadas até a completa fixacdo dos alelos
de resisténcia.

O caréter dinamico do melhoramento de plantas faz com que, a cada ano, novas
cultivares, com vantagens agrondmicas, comerciais e/ou culinarias, sejam
desenvolvidas. Diante disso, € de suma importdncia que 0s genes de resisténcia
agrupados no background genético Ruda sejam transferidos para cultivares de feijoeiro
mais modernas, sem, contudo, esquecer a necessidade de se ampliar a base genetica de
resisténcia a doencas, ja presente nesse background.

A ampla variabilidade apresentada pelos fungos que causam a antracnose, a
ferrugem e a mancha angular exige esforcos continuos dos programas de melhoramento,
no sentido de monitorar a variabilidade patogénica das espécies nos campos de
producdo, bem como, na identificacdo e caracterizacdo de novos genes de resisténcia.
Trabalhos conduzidos pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do

BIOAGRO/UFV tém mostrado que a cultivar AND 277 apresenta amplo espectro de



resisténcia aos patotipos de C. lindemuthianum identificados no Brasil, bem como, a
patétipos de alta viruléncia como o 2047, identificado na Costa Rica, e que é tido como
um dos pat6tipos de maior viruléncia entre os ja identificados. Também tém sido
observados, por diferentes instituicbes de pesquisa, resultados contrastantes quanto ao
controle genético da resisténcia a antracnose na cultivar Widusa (ALZATE-MARIN et
al., 2002a; FERREIRA et al., 2003; GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006;
RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2008), apesar de esta cultivar ser bastante conhecida,
sendo, inclusive, pertencente a série diferenciadora internacional da antracnose. Assim,
fazem-se necessarios esforgcos de pesquisa no intuito de entender o controle genético da

resisténcia a antracnose nessas cultivares.



2. OBJETIVOS

Os objetivos principais deste trabalho foram:

1. Obter linhagens de feijdo de grdos tipo carioca com resisténcia a antracnose, a
ferrugem e & mancha angular, a partir de uma populacdo segregante obtida do
intercruzamento da linhagem Ruda-R com isolinhas da cultivar Ruda que
continham, em separado, 0s genes Co-5 e Co-4%;

2. Piramidar os genes Co-4, Co-5, Co-6, Co-10, Phg-1, Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 no
background carioca Ruda;

3. Transferir genes de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular para
cultivares e linhagens elite de feijdo do grupo comercial carioca;

4. Realizar estudos de heranca e de alelismo envolvendo a resisténcia a C.
lindemuthianum conferida pelas cultivares Widusa e AND 277.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Importancia do feijoeiro

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) constitui um dos poucos alimentos ricos
tanto em carboidratos (60%) como em proteinas (20 a 30%), além disso, contém lipidios
e sais minerais (BARAMPAMA et al., 1993). Uma alta producdo nacional dessa
espécie é de suma importancia, pois o feijao, além de constituir um dos alimentos
basicos da populacdo brasileira, € um dos principais produtos fornecedores de proteina
na dieta alimentar dos estratos sociais economicamente menos favorecidos.

Além da relevancia na alimentacdo, o feijdo € um dos produtos agricolas de
maior importancia econdmico-social, em razdo de ser cultivado em grandes areas e da
méao-de-obra empregada durante o ciclo da cultura. Estima-se que no cultivo do feijao
sejam utilizados sete milhdes de homens/dia-ciclo de produgdo, envolvendo
aproximadamente 295.000 produtores s6 no estado de Minas Gerais (BOREM e
CARNEIRO, 2006).

A producdo nacional de feijdo na safra 2008 foi de 3,46 milhdes de toneladas em
uma érea de 3,78 milhdes de hectares. O estado de Minas Gerais € 0 segundo maior
produtor nacional, ficando atras apenas do estado do Parana. A producdo do estado de
Minas Gerais na safra 2008 foi de 584,3 mil toneladas, correspondendo a 16,9% da
producdo nacional (IBGE, 2009).

O consumo per capita de feijdo no pais estd em torno de 17 kg/habitante/ano,
garantindo ao Brasil a posi¢do de maior consumidor mundial de feijdo (FAO, 2008).
Porém, esse indice de consumo € bem inferior ao apresentado no inicio da década de 70,
cerca de 25 kg/habitante/ano. As possiveis causas do menor consumo desta leguminosa
nas Ultimas décadas foram o éxodo rural, com alteracdo dos padrfes de consumo da
populacdo, e a reducdo do preco de outras fontes protéicas (BOREM e CARNEIRO,
2006).

Considerando a diversidade fisiografica do pais e a adaptacdo do feijoeiro as
diversas condicdes de clima e solo, torna-se possivel a exploracdo desta cultura em trés
épocas diferentes. As épocas recomendadas para semeadura concentram-se,
basicamente, nos seguintes periodos: o chamado feijdo das "aguas”, semeado nos meses
de setembro a novembro, o feijdo da "seca" ou safrinha, semeado de janeiro a margo, e
0 de outono-inverno, nos meses de maio a julho. No plantio de outono-inverno,
geralmente, o0 agricultor necessita irrigar a lavoura. Na época da "seca™ nem sempre as

chuvas sdo suficientes durante todo o ciclo da cultura, sendo conveniente, neste caso,



complementar com irrigacdo (EMBRAPA, 2008a). Embora esses periodos possam
apresentar variagdes de ano a ano, pode-se constatar que ha colheita praticamente o ano
todo, e existe sobreposicao de épocas em algumas regifes (FERREIRA et al., 2002).

3.2. Doengas do feijoeiro e fontes de resisténcia

O feijoeiro € uma cultura sujeita ao ataque de varios patdgenos, sendo esta uma
das principais causas da sua baixa produtividade em territorio brasileiro. VIEIRA
(1988) cita mais de 45 doengas, de maior ou menor importancia, causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus. Em geral, as doencas mais importantes, no Brasil, séo a
mancha angular, a antracnose, a ferrugem, o mofo branco, a murcha de fusarium, o
mosaico dourado e o crestamento bacteriano comum. As demais, apesar da menor
importancia, podem causar danos severos em condic@es especificas (VIEIRA, 1988).

A mancha angular, a antracnose e a ferrugem merecem destaque entre as
doencas fungicas foliares, porque os fungos causadores destas doencas apresentam
grande nimero de formas patogénicas especializadas, o que dificulta a obtencdo de
cultivares resistentes.

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous
& U. Braun (BRAUN e CROUS, 2006) era considerada de pequena importancia
econdmica no estado de Minas Gerais até o final da década de 80. Segundo VIEIRA
(1988), a doenca ndo causava danos apreciaveis porque s6 aparecia no final do ciclo da
cultura. Entretanto, atualmente a mancha angular tem sido apontada como a mais
importante doenca da parte aérea do feijoeiro, uma vez que aparece logo no inicio do
ciclo da cultura, principalmente nos plantios da “seca”, quando temperaturas amenas e
ocorréncia de orvalho sdo observadas nas principais regides produtoras (PAULA JR. e
ZAMBOLIM, 2006). As perdas de rendimento sdo maiores, quanto mais precoce for o
surgimento da doenca, devido a desfolha pré-matura das plantas e a consequente
reducdo do tamanho dos grdos, podendo comprometer até 70% da producdo
(SARTORATO e RAVA, 1992; JESUS JR. et al., 2001).

Varios estudos tém demonstrado uma ampla variabilidade patogénica do fungo
P. griseola. SARTORATO e ALZATE-MARIN (2004) mostraram, por meio de um
levantamento feito na literatura sobre a variabilidade patogénica do fungo P. griseola,
que no periodo de 1996 a 2002 foram identificados 51 patotipos de P. griseola no
Brasil. Ainda segundo este levantamento, os patotipos mais frequentes e amplamente
distribuidos no territério nacional foram: 31.39, 63.23, 63.31, 63.39, 63.47, 63.55 e



63.63. Todos os patdtipos citados foram classificados pela série diferenciadora proposta
por PASTOR CORRALES e JARA (1995).

Em trabalhos mais recentes, ndo contemplados neste levantamento, GARCIA et
al. (2006) estudaram 96 isolados de P. griseola obtidos no estado de Goias e
verificaram a ocorréncia de sete patotipos (31.55, 63.23, 63.31, 63.39, 63.47, 63.55 e
63.63); os mais frequentes foram o 63.55 e 0 63.63, ocorrendo 25 e 39 vezes,
respectivamente. VITAL (2006) identificou seis patotipos de P. griseola (16.4, 31.15,
31.47, 39.63, 63.15 e 63.47) em sete isolados obtidos do estado de Sdo Paulo. Na
caracterizacdo de 17 isolados coletados em diferentes localidades do estado de Minas
Gerais, BALBI (2007) identificou doze patétipos (3.23, 15.7, 23.23, 31.4, 31.7, 47.39,
63.6, 63.7, 63.23, 63.31, 63.47, 63.63), sendo 0 63.63 0 mais frequente, com quatro
ocorréncias. Também em Minas Gerais, SILVA et al. (2008) verificaram a ocorréncia
de dez pat6tipos distintos (55.15, 63.07, 63.15, 63.23, 63.25, 63.27, 63.31, 63.47, 63.55
e 63.63); neste trabalho os pat6tipos identificados em maior frequéncia foram o0 63.31 e
0 63.63, representados por doze e 23 isolados, respectivamente, de um total de 48
estudados. Com isso, outros nove patotipos somam-se aos constatados no levantamento
realizado por SARTORATO e ALZATE-MARIN (2004), totalizando 60 pat6tipos
distintos.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magn.) Scrib., esta entre as principais doencas que atacam a cultura do feijoeiro. As
perdas causadas por C. lindemuthianum podem ser de até 100%, quando se empregam
sementes contaminadas em regides onde prevalecem condi¢Oes ideais para 0
desenvolvimento da doenga (PELOSO, 1992). Além de diminuir o rendimento da
cultura, a antracnose deprecia a qualidade do produto por ocasionar manchas nos graos.
O desenvolvimento da doenca é favorecido por temperaturas entre 13 e 27°C, com um
Otimo de 17°C e alta umidade relativa (SARTORATO et al., 1996).

O agente causal da antracnose do feijoeiro também apresenta ampla diversidade
patogénica. ALZATE-MARIN e SARTORATO (2004), em levantamento feito na
literatura sobre a variabilidade patogénica do fungo C. lindemuthianum, mostram que
no periodo de 1994 a 2002 foram identificados 50 patotipos de C. lindemuthianum no
Brasil. Os patotipos 65, 73, 81 e 87 se apresentam como 0s mais frequentes e
amplamente distribuidos pelo pais. Todos os pat6tipos citados foram classificados por
seus respectivos autores utilizando a série diferenciadora desenvolvida por PASTOR
CORRALES (1992).



Outros trabalhos, ndo contemplados neste levantamento, corroboram sobre a
variabilidade e a predominédncia de determinados patétipos do agente causal da
antracnose. CARBONELL et al. (1999) caracterizaram varios isolados provenientes de
diferentes regides do estado de S&o Paulo, e identificaram nove patétipos (23, 31, 65,
73, 81, 87, 89, 95 e 127), predominando o 65, 0 81 e o 89. Estudos realizados por
SOMAVILLA e PRESTES (1999) relataram ocorréncia de onze patotipos de C.
lindemuthianum (5, 23, 64, 65, 67, 73, 81, 83, 87, 89 e 321), com base em um
levantamento realizado em oito regides produtoras de feijdo do Rio Grande do Sul;
sendo os patotipos 81 e 65 os mais frequentes. A partir de 43 isolados provenientes de
diferentes regides produtoras de feijoeiro comum no Brasil, TALAMINI et al. (2004)
identificaram dez pat6tipos de C. lindemuthianum, os quais, em ordem decrescente de
frequéncia, foram: 65, 81, 337, 87, 73, 64, 593, 83, 89 e 8. SILVA et al. (2007)
identificaram dez pat6tipos a partir de 48 isolados coletados no estado de Minas Gerais;
0s patotipos 65, 81 e 73 foram os mais frequentes. ISHIKAWA et al. (2008), ao estudar
53 isolados coletados entre os anos de 2004 e 2007 em trés estados do Brasil (MG, SP e
PR), identificaram 12 patotipos (0, 8, 9, 64, 65, 71, 72, 73, 81, 321, 329 e 337), sendo
mais frequentes os 65, 81, 64 e 73. No estado do Parana, SANSIGOLO et al. (2008)
avaliaram 20 isolados, os quais foram classificados em 14 pat6tipos distintos (0, 10, 11,
17, 26, 27, 64, 72, 73, 75, 81, 83, 87, 89); 0 73 e 0 89 foram 0s mais frequentes. Com
iSso, outros nove pat6tipos somam-se aos constatados no levantamento realizado por
ALZATE-MARIN e SARTORATO (2004), totalizando 59 patétipos distintos.

A ferrugem causada pelo fungo Uromyces appendiculatus (Pers.: Pers.) Unger
[sin. U. phaseoli (Reben) Wint.], dependendo das condicfes climaticas, do estagio de
desenvolvimento das plantas e do uso de cultivares suscetiveis, pode ocasionar severos
prejuizos na producdo do feijoeiro (JESUS JR. et al.,, 2001). Em decorréncia da
ferrugem, perdas superiores a 68% ja foram relatadas em Minas Gerais (VIEIRA,
1988), onde a infeccdo ocorreu antes da floracdo e no plantio da “seca”. Temperaturas
moderadas (17 a 22°C) e molhamento foliar durante periodos superiores a oito horas
continuas sdo condigbes que favorecem o progresso da doenca (SILVA, 1992). Assim, a
partir de 1980, com o cultivo de feijdo de inverno sob condigdes irrigadas,
principalmente na regido do Brasil Central, a ferrugem passou a ser uma preocupacao a
mais para os produtores (VIEIRA et al., 2005).

Sdo varios os trabalhos relacionados a diversidade genética do fungo U.
appendiculatus. MORA-NUNEZ et al. (1992) identificaram 53 pat6tipos de ferrugem a



partir de 80 isolados monopustulares coletados em oito estados brasileiros (SC, PR, SP,
RJ, MG, ES, GO e PE) e apenas quatro destes foram encontradas em mais de um estado.
FALEIRO et al. (1999a) identificaram treze patdtipos a partir de quinze isolados
coletados em diferentes municipios de Minas Gerais e demonstraram a existéncia de
patétipos diferentes em uma mesma folha, confirmando a alta variabilidade genética do
patdgeno por meio de marcadores moleculares.

Com base no método adotado pelo novo procedimento de classificacdo
internacional (STEADMAN et al., 2002), SOUZA et al. (2007a) classificaram doze
isolados coletados no estado de Minas Gerais em sete patotipos distintos: 21-3, 29-3,
53-3, 53-19, 61-3, 63-3 e 63-19; sendo que os patétipos 63-19 e 63-3 foram 0s mais
frequentes, representados por cinco e dois isolados, respectivamente.

O estudo da variabilidade genética do patégeno, bem como sua distribuicdo
geografica e a determinacdo de fontes com adequado nivel de resisténcia sdo pontos-
chave em programas de melhoramento, visando resisténcia a doengas incitadas por
patdégenos com elevado numero de patotipos (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Embora boa parte das linhagens e/ou cultivares desenvolvidas pelos programas
de melhoramento do Brasil ainda sejam suscetiveis a mancha angular, a antracnose e a
ferrugem (MELO et al., 2008), diversos pesquisadores tém identificado fontes de
resisténcia as doencas fangicas do feijoeiro comum, e € grande a quantidade de genes de

resisténcia ja identificados e caracterizados.

3.2.1. Fontes de resisténcia a mancha angular

Em relagdo a manha-angular, as fontes de resisténcia conhecidas ndo conferem
resisténcia a todos os patétipos identificados. A combinacdo de genes de resisténcia
presentes em diferentes fontes, porém, pode vir a ser efetiva no controle de todos os
patétipos identificados, ou, pelo menos, da maioria deles.

De acordo com estudos de variabilidade patogénica do fungo P. griseola, a partir
de isolados coletados em diversas regides do Brasil, as cultivares diferenciadoras
Mesoamericanas: México 54, Cornell 49-242 e BAT 332, com incompatibilidade a 40,
31 e 31 patotipos, respectivamente; e a fonte Andina G 5686, com resisténcia a 34
patotipos, de um total de 60, sdo as principais fontes de resisténcia do Brasil
(SARTORATO e ALZATE-MARIN, 2004; GARCIA et al., 2006; VITAL, 2006;
BALBI, 2007; SILVA et al. 2008). A associa¢do dos genes de resisténcia a mancha
angular presentes nas cultivares México 54, Cornell 49-242 e BAT 332 pode conferir



resisténcia a todos os patétipos identificados, exceto ao patotipo 63.63, 0 que demonstra
a necessidade de identificacdo e caracterizacdo de novas fontes de resisténcia a mancha
angular, haja vista que o patotipo 63.63 € um dos mais frequentes e amplamente
distribuido no territorio brasileiro.

Os principais genes de resisténcia a P. griseola identificados até 0 momento sédo
derivados das cultivares AND 277 (Phg-1 e/ou Phg-2%, Phg-3? e Phg-4%) (CARVALHO
et al., 1998; CAIXETA et al., 2005), Mexico 54 (Phg-2, Phg-5 e Phg-6)
(SARTORATO et al., 1999; CAIXETA et al., 2005); Cornell 49-242 (Phg-3), MAR-2
(Phg-4 e Phg-5%) e BAT 332 (Phg-6°) (CAIXETA et al., 2005).

Em um trabalho recente de caracterizacdo das fontes de resisténcia a mancha
angular, utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV,
em relacdo a 17 isolados de P. griseola, BALBI et al. (2008) observaram que as
variedades Mexico 54, Cornell 49-242, BAT 332, AND 277 e MAR-2 foram resistentes
all, 11, 8, 9 e 10 isolados, respectivamente. Em estudo realizado por NIETSCHE et al.
(2000a), verificou-se que o bloco génico presente em AND 277 conferiu resisténcia a
dezessete dos 25 patétipos de P. griseola avaliados. Isso evidencia o grande potencial

de uso da cultivar AND 277 como fonte de genes de resisténcia a mancha angular.

3.2.2. Fontes de resisténcia a antracnose

Estudos de variabilidade patogénica do fungo C. lindemuthianum realizados em
diversos centros de pesquisa do Brasil tém apontado as cultivares G 2333, AB 136, TU,
TO e Pl 207.262 como as mais resistentes a antracnose (SOMAVILLA e PRESTES,
1999; CARBONELL et al. 1999; TALAMINI et al.,, 2004; ALZATE-MARIN e
SARTORATO, 2004; SILVA et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2008; SANSIGOLO et
al., 2008).

A cultivar G 2333 possui Vvarias caracteristicas desfavoraveis, como habito de
crescimento 1V (prostrado), sensibilidade ao fotoperiodo e grdos vermelhos e pequenos.
Porém, é portadora de uma piramide de genes que confere resisténcia a todos o0s
patétipos de C. lindemuthianum que ocorrem no Brasil. Tem sido relatada a resisténcia
das cultivares G 2333 e AB 136 a todos os 59 patétipos de C. lindemuthianum
identificados em diferentes regides produtoras de feijdo no pais (SOMAVILLA e
PRESTES, 1999; CARBONELL et al. 1999; TALAMINI et al., 2004; ALZATE-
MARIN e SARTORATO, 2004; SILVA et al.,, 2007; ISHIKAWA et al., 2008;
SANSIGOLO et al., 2008). Nestes mesmos trabalhos foi observado que as cultivares
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TU e TO e PI 207262 apresentaram resisténcia a 57, 52 e 54 dos 59 patotipos,
respectivamente.

Em relacdo a resisténcia presente na cultivar G 2333, YOUNG et al. (1998)
propuseram trés alelos (Co-42, Co-5 e Co-7), sendo 0 Co-4% um alelo do loco Co-4 da
cultivar diferenciadora TO; o alelo Co-5 encontrado nas cultivares TU e SEL 1360; e 0
alelo Co-7, identificado na propria cultivar G 2333 por PASTOR-CORRALES et al.
(1994b). Resultados obtidos por ALZATE-MARIN et al. (2001a) demonstraram que
dois genes independentes da cultivar G 2333 (Co-4° e Co-5), com alelos dominantes,
sdo responsaveis pela resisténcia aos patétipos 73 e 89. Resultados semelhantes também
haviam sido observados por PASTOR-CORRALES et al. (1994a) em relacdo ao
patétipo 521.

ALZATE-MARIN et al. (1997) estudaram a heranca da resisténcia da cultivar
AB 136 com o0s pat6tipos 89, 64 e 73 nos cruzamentos com as cultivares diferenciadoras
Michelite, Mexico 222 e Cornell 49-242, respectivamente. Os autores do referido estudo
observaram que para 0s patotipos 89 e 64 os resultados indicaram um Unico gene
dominante controlando a resisténcia, ja para o patotipo 73 observou-se que dois genes
independentes podem determinar a resisténcia em AB 136, um dominante (Co-6) e
outro recessivo (co-8).

A cultivar Mesoamericana Honduras 35, introduzida no Brasil em 1991 como
cultivar comercial “Ouro Negro” (ARAUJO et al., 1991), é um feijdo de grios pretos.
CORREA (1999) e FALEIRO et al. (2000a) mostraram que a Ouro Negro possui um
gene de resisténcia a antracnose e um gene de resisténcia a ferrugem, e que esses genes
estdo locados no mesmo grupo de ligacdo a 12,3 centimorgans (cM) de distancia.
ALZATE-MARIN et al. (2003a) definiram o gene de resisténcia a antracnose de Ouro
Negro como distinto dos previamente caracterizados, nomeando-o como Co-10. A
resisténcia presente em Ouro Negro mostrou-se efetiva contra 19 patétipos de C.
lindemuthianum entre 22 testados (ALZATE-MARIN et al. 2003a; RAGAGNIN et al.,
2009).

A cultivar andina AND 277 tem sido utilizado pelo Programa de Melhoramento
do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV apenas como fonte de resisténcia a mancha angular, no
entanto, esta cultivar tem mostrado amplo espectro de resisténcia a antracnose.
RAGAGNIN (2004) observou resisténcia da cultivar AND 277 a vinte de 21 pat6tipos
de C. lindemuthianum testados, merecendo destaque o fato desta cultivar apresentar

incompatibilidade frente ao patétipo 2047. Este, identificado na Costa Rica, é tido como
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um dos patétipos de maior viruléncia ja identificados (BALARDIN e KELLY, 1998).

Programas de melhoramento do feijoeiro do Brasil e do mundo tém grande
caréncia por genes de resisténcia a antracnose de origem Andina. Acredita-se que a
combinacdo de genes de resisténcia de origem nos pools génicos Andino e
Mesoamericano em uma Unica cultivar possa oferecer uma resisténcia ampla e
duradoura a este patdgeno em certas regies (MELOTTO e KELLY, 2000). Estudos de
heranca e alelismo feitos por ALZATE-MARIN et al. (2003b) mostraram que a cultivar
AND 277 possui um gene dominante de resisténcia a antracnose e que este seria alelo
do gene Co-1. No entanto, nenhuma outra cultivar possuindo o gene Co-1 tem sido
relatada como resistente & raca 2047. O gene Co-4%, identificado na cultivar G 2333
(YOUNG et al., 1998) é tido, at¢é o momento, como 0 Unico gene de resisténcia a
antracnose ja caracterizado, capaz de conferir resisténcia ao patétipo 2047 de C.
lindemuthianum. Tal fato alerta para a necessidade de realizacdo de estudos mais
completos sobre a caracterizacdo da heranca da resisténcia a antracnose da cultivar
AND 277.

Os genes de resisténcia ao C. lindemuthianum, ja caracterizados, sdo listados
pela BIC (2008) e estdo presentes nas cultivares Dark Red Kidney (Co-1) (McROSTIE,
1919), Cornell 49-242 (Co-2) (MASTENBROEK, 1960), Mexico 222 (Co-3)
(BANNEROT, 1965), TO (Co-4) (FOUILLOUX, 1976), G 2333 (Co-4%, Co-5 e Co-
7/Co-3) (FOUILLOUX, 1976; PASTOR-CORRALES et al., 1994b; GONCALVES-
VIDIGAL et al. 2008b), AB 136 (Co-6 e co-8) (SCHWARTZ et al., 1982; ALZATE-
MARIN et al., 1997, 2001b), BAT 93 (Co-9), (GEFFROY et al., 1999), recentemente o
Co-9 foi renomeado como Co-3% (BIC, 2008), Ouro Negro (Co-10) (ALZATE-MARIN
et al., 2003a), Michelite (Co-11) (GONCALVES-VIDIGAL et al. 2007). Varios outros
alelos foram identificados e estdo presentes nas cultivares Kaboon (Co-1%) (MELOTTO
e KELLY, 2000), Perry Marrow (Co-1% (MELOTTO e KELLY, 2000), AND 277 (Co-
1% (ALZATE-MARIN et al., 2003b), Widusa (Co-1°) (GONCALVES-VIDIGAL e
KELLY, 2006), Mexico 227 (Co-3%) (FOUILLOUX, 1976), SEL 1308 (Co-4?)
(YOUNG et al., 1998) e Pl 207.262 (Co-9/Co-3° e Co-4%) (ALZATE-MARIN et al.,
2007).

3.2.3. Fontes de resisténcia a ferrugem

Em relacdo a ferrugem, a cultivar Ouro Negro, portadora do gene de resisténcia

a ferrugem Ur-ON, assim provisoriamente denominado pelo fato de nédo ter sido ainda
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completamente caracterizado, € a fonte de resisténcia mais utilizada no Brasil
(FALEIRO et al., 2004). Estudos de alelismo tém demonstrado que Ur-ON ¢é
independente dos genes Ur-5 e Ur-11 (ALZATE-MARIN et al., 2004b). A cultivar
Ouro Negro tem se mostrado resistente a todos os patotipos de U. appendiculatus
identificados em Minas Gerais (FALEIRO et al., 1999a; RAGAGNIN et al., 2003;
SOUZA et al.,, 2007a) e moderadamente resistente a populacdes do patdgeno
amostradas em Goias, Bahia, Parana e Sdo Paulo (RIOS et al.,, 2001). Segundo
comunicacdo pessoal do Dr. J. R. Stavely, citado por ALZATE-MARIN et al. (2004),
quando testado com 24 dos 94 isolados do fungo U. appendiculatus preservados na
micoteca do USDA, Ur-ON conferiu resisténcia a 23 deles. A cultivar Ouro Negro tem
mantido sua incompatibilidade com a grande maioria dos patétipos com os quais tem
sido testado desde a sua introducdo no Brasil (VIEIRA et al., 2005; PAULA JR. e
ZAMBOLIM, 2006).

Ao reclassificar doze isolados de U. appendiculatus coletados no estado de
Minas Gerais, com base na nova série de cultivares diferenciadoras e no sistema binario
de nomenclatura propostos no “3" Bean Rust Workshop” (STEADMAN et al., 2002),
SOUZA et al. (2007a) observaram que as cultivares diferenciadoras Mexico 309,
Mexico 235 e Pl 181996 foram resistentes a todos os isolados caracterizados. Mexico
309 também se mostrou resistente a todos os onze isolados de U. appendiculatus
identificados por SANTOS e RIOS (2000) no estado de Goias. Além disso, foi
incompativel com os patétipos 1 e 3, coletados no campo experimental da Embrapa
Arroz e Feijdo, em Santo Antdnio de Goias, Goias (RIOS et al., 2001). Utilizando
populacBes segregantes proveniente do cruzamento Ruda x México 309, SOUZA et al.
(2007b) demonstraram, através de estudos de heranca, que a resisténcia a ferrugem
presente em México 309 é determinada por um Gnico gene dominante.

O gene de resisténcia a ferrugem Ur-11, presente na linhagem Belmidak RR-3,
merece destaque devido ao seu Otimo desempenho frente a patotipos de U.
appendiculatus identificados em Minas Gerais, sendo resistente a todos com os quais foi
testado, conforme demonstrado por FALEIRO et al. (1999b) e SOUZA (2007a).

A BIC (2008) relata que os genes de resisténcia ao U. appendiculatus, ja
caracterizados, estdo presentes nas cultivares B 1627 (Ur-1), B 2090 (Ur-2), B 2055
(Ur-2%), Aurora (Ur-3), Nep-2 (Ur-4) e Early Gallatin (Ur-4) (BALLANTYNE, 1978),
Mexico 309 (Ur-5) (STAVELY, 1984), Olathe e Golden Gate Wax (Ur-6)
(BALLANTYNE, 1978; GRAFTON et al., 1985), Great Northern 1140 (Ur-7)
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(AUGUSTIN et al., 1972), U.S. #3 (Ur-8) (CHRIST e GROTH, 1982), Pompadour
Checa (Ur-9) (FINKE et al., 1986), Cape e Resisto (Ur-10) (WEBSTER e
AINSWORTH, 1988), Pl 181996 (Ur-11 ou Ur-32) (STAVELY, 1990; STAVELY,
1998), Pompadour Checa 50 (Ur-12) (JUNG et al., 1998), Redlands Pioneer (Ur-13)
(LIEBENBERG e PRETORIUS, 2004).

3.3. Estudos genéticos de heranca e alelismo

A inferéncia de quantos e quais genes determinam o fendtipo
(resisténcia/suscetibilidade) para uma determinada doenca consiste basicamente no uso
de duas metodologias: estudos de heranca e estudos de alelismo.

Nos estudos de heranca avaliam-se populacOes segregantes obtidas do
cruzamento entre a fonte de resisténcia, a qual deseja-se determinar o controle génico, e
uma testemunha suscetivel. O padrdo de segregacao ird determinar o nimero de genes
envolvidos no controle do caréter.

De posse da informacdo de quantos genes estdo envolvidos no controle do
carater, torna-se possivel determinar quais sdo esses genes. Neste caso, deve-se fazer
cruzamentos entre a fonte de resisténcia, cujos genes de resisténcia ainda sdo
desconhecidos, e outras fontes de resisténcia previamente caracterizadas. A observacédo
de pelo menos uma planta suscetivel na populacdo segregante avaliada indicard que os
genitores possuem genes de resisténcia localizados em locos distintos. A observagéo de
apenas plantas resistentes indicara que 0s genitores sdo portadores de genes de
resisténcia que ocupam um mesmo loco (genes alélicos), ou que ocupam locos ligados
em bloco.

As determinaces do nimero e quais genes estdo envolvidos no controle da
resisténcia de certo genotipo sdo de grande importancia para 0s programas que visam a
piramidacdo de genes de resisténcia, pois fornecem subsidios para que os melhoristas
identifiqguem quais cruzamentos e, consequentemente, quais combinacfes alélicas sdo

possiveis e mais vantajosas.

3.4. Melhoramento genético do feijoeiro

No Brasil, a maioria dos programas de melhoramento do feijoeiro visa o
aumento da capacidade produtiva, bem como a resisténcia a patogenos (VIEIRA et al.,
2005). No entanto, outras caracteristicas como tipo e qualidade nutricional do gréo,

arquitetura da planta, resisténcia a pragas, adaptacdo ao cultivo consorciado, adaptagéo
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a colheita mecanizada, resisténcia a seca, adaptacdo a solos pobres e acidos e aumento
da eficiéncia da fixac&o simbidtica de nitrogénio tém recebido atencdo dos melhoristas.
Num programa de melhoramento cujo objetivo é aumentar a capacidade
produtiva do feijoeiro, diversas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e de
rendimento devem ser consideradas. Nesse sentido, o progresso genético dos programas
de melhoramento tem sido, em muitos casos, limitado, devido ao emprego de materiais
do mesmo conjunto génico no processo de hibridacdo (VIEIRA et al., 2005). No campo
da resisténcia a doencas, os melhoristas de feijdo tém obtido resultados expressivos,
uma vez que o controle genético da resisténcia a certos patdgenos que acometem a
cultura é de carater qualitativo. A ampla variabilidade patogénica de alguns patdgenos,
como os fungos causadores da mancha angular, da antracnose e da ferrugem, entretanto,
tem dificultado a obtencdo de cultivares que se comportem como resistentes em varias
regibes de producdo e que, além disso, apresentem resisténcia duradoura, nao

comprometendo a vida (til da cultivar.

3.4.1. Piramidac&o de genes de resisténcia assistida por marcadores moleculares

Uma estratégia que tem sido sugerida no melhoramento que visa resisténcia a
patdgenos que apresentam grande variabilidade € a piramidacdo de genes de resisténcia
(KELLY e MIKLAS, 1998; MAHUKU et al., 2002; FALEIRO et al., 2004; ALZATE-
MARIN et al., 2005). O conceito de piramidacéo pode ser entendido sob dois aspectos,
o restrito e o amplo. O restrito se refere ao acimulo de genes, na planta, que conferem
incompatibilidade a diferentes patétipos de um mesmo patdgeno. Isso acarreta em um
aumento do espectro de resisténcia a enfermidade e a torna possivelmente mais duravel.
O conceito amplo esté relacionado a introgressdo simultanea de genes de resisténcia a
distintos patdgenos, estratégia também conhecida como resisténcia multipla. Neste caso,
as vantagens j& mencionadas se aplicam as diferentes doencas (PEDERSEN e LEATH,
1988; MICHELMORE, 1995).

Segundo SCHAFER e ROELFS (1985), a probabilidade de um patégeno superar
a resisténcia de uma piramide com quatro ou seis genes € muito baixa. Para que isso
ocorra, mutantes que surgem independentemente devem ser combinados, ou devem
surgir simultaneamente ou sequencialmente no mesmo isolado. De acordo com esta
teoria, a durabilidade de uma cultivar piramidada dependera do ndmero de genes de
resisténcia a ser vencido pelo patégeno, ou seja, quanto maior o numero de genes

piramidados, mais dificil sera suplantar a resisténcia.
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O aspecto epidemiologico também da um bom indicio da validade da
piramidacdo como estratégia para 0 controle genético de doencgas. Estudando o
patossistema Melampsora lini / Linum marginale, a partir de populagdes naturais de
ambas as espécies, THRALL e BURDON (2003) demonstraram haver uma relacédo
inversamente proporcional entre a fecundidade do patdgeno (producéo de esporos) e o
acumulo de viruléncia. Os autores observaram que as populagdes do fungo capazes de
infectar um maior numero de populagdes do hospedeiro apresentavam menor
agressividade comparativa frente a um controle suscetivel. Isto indica que o acumulo de
genes de viruléncia no patdgeno, ou seja, a inativacdo conjunta de varios genes de
aviruléncia, implica em um custo a sua adaptabilidade.

A piramidacdo de genes de resisténcia é considerada como uma estratégia
eficiente no controle de patogenias, tendo em vista 0 aumento na durabilidade da
resisténcia. No entanto, ha determinadas restricdes quanto ao uso dessa estratégia no
melhoramento genético por métodos convencionais, tendo em vista a grande dificuldade
de reconhecer a presenca de diferentes genes de resisténcia em uma mesma cultivar.
Devido as interacBes epistaticas entre genes de resisténcia, muitos testes podem ser
requeridos com diferentes patdtipos, para assegurar que cada um dos alelos desejados
esteja presente. Se varios genes estdo sendo incorporados e pelo menos um deles
confere resisténcia completa a0 mesmo patégeno, a presenca desse gene de resisténcia
mascara o efeito fenotipico dos demais.

Uma estratégia que tem sido utilizada para contornar esse problema é o uso da
selecdo indireta, a qual consiste na selecdo para uma caracteristica associada a um
carater de interesse a ser melhorado. Esta estratégia é vantajosa quando a herdabilidade
da caracteristica indireta e a sua correlacdo com o carater de interesse sdo elevadas.
Uma vez que os marcadores moleculares ndo sdo influenciados pelo ambiente, as
variacOes ambientais e a interacdo gendtipos x ambientes podem ser eliminadas quando
se usa estas ferramentas. A falta de epistasia entre marcadores também pode possibilitar
a selecdo para varios caracteres ao mesmo tempo.

A selecdo assistida por marcadores moleculares é baseada no conceito de que €
possivel inferir a presenca de um gene pela presenga de uma marca genética que esta
estreitamente ligada ao gene. Se a marca esta localizada distante do gene, entdo a
possibilidade de que ambas sejam transmitidas para individuos da progénie é reduzida,

devido & ocorréncia de eventos de recombinacdo. Portanto, um pré-requisito para a
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utilizacdo de marcadores moleculares no processo de selecdo é que as marcas estejam
fortemente ligadas aos genes de interesse.

O uso de marcadores moleculares ligados a genes de interesse é de grande
importancia na selecdo de genotipos, principalmente quando o programa de
melhoramento tem como objetivo introduzir dois ou mais genes, quando o fendtipo é de
determinacdo complexa, ou quando o processo de avaliagcdo requer destruicdo da planta
(LANZA et al., 2000). A medida que grande niimero de marcadores associados a genes
de resisténcia for identificado, 0 uso de marcadores moleculares na selecdo assistida
sera cada vez mais viavel (MILACH e CRUZ, 1997; KUMAR, 1999).

Marcadores moleculares do tipo RAPD (Random amplified polymorphic DNA) e
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) tém sido identificados e utilizados
no mapeamento de genes de resisténcia para importantes patdgenos que causam doencas
ao feijoeiro em diversos programas de melhoramento (STAVELY, 2000; ALZATE-
MARIN et al., 2005; MIKLAS et al., 2006). As informacGes geradas com 0 uso destes
marcadores, associadas as informacdes relacionadas aos caracteres agrondmicos e
culinarios, tém sido utilizadas no direcionamento dos cruzamentos feitos pelos
programas de melhoramento.

O grupo de pesquisa do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV tem identificado e/ou validado véarios marcadores RAPD ligados a
genes de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular. FALEIRO et al.
(2000b) identificaram o marcador OPX11430, ligado ao gene de resisténcia a ferrugem,
presente na cultivar Ouro Negro, a uma distancia de 5,8 ctM. Também, na cultivar Ouro
Negro, foram identificados os marcadores OPBAO8s3. € OPF1050722 ligados,
respectivamente, a 6,0 e 4,3 cM de distancia do gene de resisténcia a ferrugem
(CORREA et al., 2000); os marcadores OPAB16sg3, € OPBA166s0, ligados a 10,4 cM
de distancia do gene de resisténcia a mancha angular (FALEIRO et al., 2003). Ainda
ligado ao gene de resisténcia a mancha angular da cultivar Ouro Negro, CORREA et al.
(2001) identificaram os marcadores OPAA19400, € OPMO02425, a 10,0 e 5,6 cM,
respectivamente. Com relacdo a antracnose, ARRUDA et al. (2000) identificaram na
cultivar TO os marcadores OPY 20330, € OPB031g00r ligados a distancias de 0,0 e 3,8 cM
do gene Co-4. Na cultivar AB 136, ALZATE-MARIN et al. (1999) identificaram o
marcador OPZ04s60, ligado ao gene que confere resisténcia a antracnose, a uma
distancia de 2,8 a 8,5 cM, em funcdo do cruzamento e do patétipo avaliado. Nesta
mesma cultivar, ALZATE-MARIN et al. (2000) identificaram o marcador OPAZ20g404
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ligado ao gene de resisténcia a antracnose Co-6, a uma distancia de 7,4 cM. FALEIRO
et al. (2000a) avaliaram uma populagdo RC3F, derivada do cruzamento de Ruda com
Ouro Negro quanto a resisténcia a antracnose e ferrugem e observaram que 0s genes de
resisténcia a ferrugem e a antracnose presentes em Ouro Negro estdo ligados entre si a
uma distancia de 12,3 cM. Nesta cultivar, o primer OPF10 revelou uma banda de 1050
pb (pares de base) ligada simultaneamente em acoplamento aos genes de resisténcia a
antracnose e a ferrugem (CORREA, 1999). ALZATE-MARIN et al. (2001a) avaliaram
em populagdes RCsF23 (Co-4%) e RCiF3 (Co-5), derivadas do cruzamento entre as
cultivares Ruda e G 2333, os marcadores OPAS13g50, (previamente reportado como
ligado ao gene Co-4%) (YOUNG et al., 1998) e OPABO03,50, (previamente reportado
como ligado ao gene Co-5) (YOUNG e KELLY, 1997). No referido estudo os autores
observaram que para a populacdo RC3F,.3 0 marcador OPAS13gs5, estava ligado em
acoplamento a 11,2 ¢cM de distancia do gene Co-4% na populacdo RC:F»3 0 marcador
OPABO03,50 mostrou-se ligado em acoplamento a 16,4 cM de distancia do gene Co-5.
Neste mesmo estudo foi identificado na populacdo RC3F,.3 0 marcador OPH181500a
ligado em fase de acoplamento a 5,6 cM do gene Co-4°. Para a mancha angular,
CARVALHO et al. (1998) identificaram o marcador OPH13,490, ligado a uma distancia
de 5,5 cM do gene de resisténcia Phg-1 presente na linhagem AND 277. Os marcadores
OPNO2gg90s, OPAC149400a € OPEO4e50, foram identificados como ligados,
respectivamente, a 5,9, 6,6 e 11,8 cM de distancia do gene presente na cultivar Mexico
54, que confere resisténcia ao patotipo 63.19 de P. griseola (SARTORATO et al.,
1999). Segundo NIETSCHE et al. (2000b), os marcadores OPNO02gg9 € OPEO04¢s0
também estdo ligados ao gene de resisténcia presente na cultivar Cornell 49-242, a uma
distancia de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente. CAIXETA et al. (2003) relataram que 0s
marcadores OPAA07g50 € OPAO12¢s5 estdo ligados a 5,1 e 5,8 cM, respectivamente, do
gene de resisténcia ao patdtipo 61.41 de P. griseola do cultivar BAT 332.

Diversos marcadores SCAR tém sido desenvolvidos a partir dos marcadores
RAPD identificados como ligados a genes de resisténcia a doencas do feijoeiro
(CORREA et al., 2000; NIETSCHE et al., 2000b; QUEIROZ et al., 2004a, b, c).

As principais etapas executadas durante o desenvolvimento de um programa de
piramidagdo de genes de resisténcia a doencas assistido por marcadores moleculares
sdo: (i) identificacdo dos patotipos mais virulentos e prevalentes do patdgeno, e com
isso, a caracterizacdo das fontes de resisténcia promissoras para a regido a qual se

destinam as novas cultivares; (ii) estudo da heranca genética do mecanismo de
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incompatibilidade aos patotipos identificados, a partir de cruzamentos entre as fontes de
resisténcia selecionadas e a cultivar suscetivel de interesse; (iii) identificacdo de
marcadores moleculares ligados aos diferentes alelos de resisténcia; (iv) obtencdo de
linhagens contendo os genes de resisténcia e as marcas moleculares correspondentes,
mais frequentemente, via retrocruzamentos, e (v) piramidacédo dos alelos de resisténcia a
partir de intercruzamentos entre as linhagens obtidas. Durante a condugdo de um
programa desta natureza, as seguintes atividades sdo, também, consideradas como de
rotina: (i) caracterizacdo continua da variabilidade genética do patdgeno e do
hospedeiro; (ii) caracterizacdo e introducdo de novas fontes de resisténcia ao programa;
e (i) identificacdo de marcadores moleculares ligados a alelos de resisténcia
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

Alguns exemplos em que a estratégia da piramidacdo de genes tem sido usada
sdo reportados nos seguintes trabalhos:

Na cultura do arroz, quatro genes de resisténcia a Xanthomonas oryzae pv.
oryzae foram piramidados. Linhagens melhoradas com dois, trés e quatro genes foram
desenvolvidas e testadas para a resisténcia a este patdgeno. Observou-se que estas
linhagens apresentaram niveis superiores de resisténcia e/ou maior espectro de
resisténcia que linhagens (genitores) com apenas um gene. Este resultado pode ser
explicado devido a interacdo e/ou complementacao entre genes de resisténcia (HUANG
etal., 1997).

Em feijdo, a piramidacdo de trés genes de resisténcia a ferrugem, UP-2, B-190 e
Ur-3 conferiu resisténcia a 63 dos 65 patdtipos da ferrugem do feijoeiro caracterizados
na colecdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Apenas 0s
patétipos 58 e 67 superaram 0s genes dessa piramide (KELLY et al., 1994). KELLY et
al. (1995), usando a selecdo assistida por marcadores moleculares, piramidaram cinco
genes (I, bc-u, bc-12, be-22 e be-3) que conferem resisténcia ao virus do mosaico-
comum do feijoeiro (BCMV). O USDA, em colaboragdo com as Estacdes de
Experimentagdo Agricola de Michigan, Nebraska e North Dakota, EUA, desenvolveram
um total de 52 linhagens contendo genes piramidados para o BCMV e/ou para a
ferrugem, com distintas combinacgdes alélicas e em diferentes backgrounds genéticos
(PASTOR-CORRALES, 2003). Outras linhagens de feijoeiro comum com genes
piramidados para uma ou mais enfermidades sdo relatadas por KELLY et al. (2003),
MUTLU et al. (2005) e BLAIR et al. (2007).
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Em trabalhos conduzidos pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, RAGAGNIN et al. (2009) piramidaram genes de resisténcia a
antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10), ferrugem (Ur-ON) e mancha angular (Phg-1) na
cultivar de background carioca Ruda. Posteriormente COSTA et al. (2006) e COSTA
(2007) utilizaram a piramide de genes no background carioca como genitor doador em
retrocruzamentos com as cultivares Diamante Negro e Ouro Vermelho, que possuem
gréos pretos e vermelhos, respectivamente. No intuito de tornar mais eficiente a
piramide de resisténcia a antracnose do background carioca Ruda, ARRUDA (2005)
substituiu 0 gene Co-4 pela sua forma alélica Co-4% e introduziu o alelo Co-5, no
material previamente obtido. O alelo Co-4°> é o mais efetivo entre os alelos de
resisténcia a antracnose ja caracterizados, conferindo resisténcia a todos os patétipos de
C. lindemuthianum identificados no Brasil. SOUZA (2005) piramidou o0s genes de
resisténcia Ur-5, Ur-11 e Ur-ON, também no background carioca, utilizando a cultivar
Rud& como genitor recorrente. Além disso, novas fontes de resisténcia & mancha
angular (MAR-2, Mexico 54, BAT 332 e Cornell 49-242), tém sido adicionadas ao
programa (OLIVEIRA et al., 2005; SANGLARD et al., 2007).

Um exemplo natural de genes piramidados é o da linhagem de feijdo G 2333,
utilizada como fonte de resisténcia a antracnose. Essa linhagem apresenta trés alelos
dominantes e independentes conferindo resisténcia a 380 isolados de C. lindemuthianum
(YOUNG e KELLY, 1996). No Brasil ainda ndo foram identificados isolados de C.

lindemuthianum capazes de suplantar a resisténcia da linhagem G 2333.

3.4.2. Melhoramento do feijdo tipo carioca

Em 1970, o Programa de Melhoramento de Feijdo do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) langou a primeira cultivar de feijao do tipo carioca, denominada de
“Carioca” (ALMEIDA et al., 1971). Esta cultivar, 30% mais produtiva do que outras
variedades de feijdo da época (Jalo, Mulatinho, Rosinha, Chumbinho, etc.),
revolucionou o cultivo no pais, com profundas alteragdes nos padrées de graos
produzidos e consumidos no Brasil (ALMEIDA, 2000). A preferéncia quanto aos tipos
de feij0es varia de regido para regido. Contudo, atualmente os feijoes do tipo carioca
representam em torno de 70% do feijdo consumido (EMBRAPA, 2008b).

Com a intensificacdo do cultivo do feijdo tipo carioca, os melhoristas
procuraram obter novas linhagens, e nos Gltimos 30 anos foram obtidas centenas delas;

que diferem, principalmente, com relacdo a tonalidade da cor creme do tegumento. Com
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essa disponibilidade, o0 mercado passou a exigir detalhes de cor, formato e tamanho dos
gréos.

A preferéncia dos consumidores de feijdes do tipo carioca é por feijoes de
tegumento opaco, cor creme com rajas marrom-claras e fundo claro em relacdo aos
feijoes brilhantes e de fundo escuro. Isso ocorre devido a associacdo do brilho e da cor
escura do grdo com a dificuldade de cozimento (RAMALHO et al., 2004). Uma
possivel explicacdo para a rejeicao de graos de fundo escuro é que a cor creme do fundo
escurece apos certo periodo de armazenamento e, com isso, a capacidade de absor¢édo de
agua é reduzida, levando a um aumento no tempo de cozimento e a pior qualidade do
produto final (RAMALHO e ABREU, 2006). Desse modo, todo feijdo com fundo mais
escuro é considerado como velho e de dificil cozimento. Assim os produtores e,
consequentemente, os melhoristas tém se dedicado aos feijdes mais claros, cuja cor se
mantenha pelo maior tempo possivel.

O escurecimento precoce dos grdos possivelmente depende do gendtipo e do
ambiente. Em relacdo ao ambiente, destacam-se a umidade no momento da colheita, o
tempo de secagem dos grédos e as condi¢cdes de armazenamento, principalmente no que
se refere a umidade, a temperatura e a luminosidade. Ao que tudo indica, também a
quantidade de polifendis, especificamente o tanino, deve contribuir para o
escurecimento mais acelerado dos graos (JUNK-KNIEVEL et al., 2007; SILVA, 2007).

Outro fator de fundamental importancia na aceitacdo do tipo de gréo refere-se a
cor do halo em torno do hilo. Linhagens de halo amarelo, como a cultivar Carioca 80,
lancada pelo IAC, apresentaram problemas de cozimento (RAMALHO e ABREU,
2006). De acordo com LEAKEY (1988), o gene J, responsavel pela cor do halo e pelo
brilho dos grdos, também acelera o processo de escurecimento. Assim, cultivares de
grdos do tipo carioca de halo amarelo dificilmente serdo aceitas pelos consumidores.

Os programas de melhoramento de feijoeiro do Brasil tém obtido, nos ultimos
anos, varias cultivares com tipo de grédo carioca, a maioria com vantagens em termos de
produtividade e resisténcia as doencas, em relacdo a cultivar Carioca original. Contudo,
a aceitacdo de algumas delas foi baixa, fato que culminou na saida dessas cultivares do
mercado, apos alguns anos de cultivo, pois detalhes de cor, tamanho e forma do grao
restringiram suas comercializagdes (RAMALHO e ABREU, 2006).

A cultivar Rudd, desenvolvida pelo CIAT, introduzida no Brasil como linhagem
A285 pela Embrapa Arroz e Feijdo, € um exemplo de cultivar recomendada e que teve

aceitacdo limitada por ndo atender as exigéncias de mercado. Essa cultivar é oriunda do
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cruzamento entre “Carioca” e “Rio Tibagi”. Apds avaliagao em varios ambientes, GO,
DF, MG, ES, MS e PR, ela foi recomendada para cultivo nesses estados em 1992
(EMBRAPA, 2008b). Apesar desta cultivar apresentar bom potencial produtivo, seus
grédos sdo pequenos e com tonalidade do fundo creme e rajas mais escuras, além de ser
suscetivel a maioria dos patétipos dos agentes causais da antracnose, da ferrugem e da
mancha angular.

De um subprograma de retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares
conduzido pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV foi obtida a linhagem
Vi 4899. Esta linhagem é proveniente do cruzamento entre o genitor recorrente Ruda e
o0 genitor doador Ouro Negro. Na média de dezesseis ensaios regionais (VCU) na regido
sul do Brasil, esta linhagem mostrou superioridade de 13% em produtividade de gréos,
guando comparada a média das testemunhas Carioca e Pérola. Além disso, apresentou
reacdo de incompatibilidade a dez pat6tipos de U. appendiculatus e dezessete de C.
lindemuthianum, e teor de proteina superior ao da cultivar Pérola. No ano de 2005, a
linhagem Vi 4899 foi indicada para cultivo nos trés estados do sul do pais, com 0 nome
“BRSMG Pioneiro” (MOREIRA et al., 2005).

O Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV, ao utilizar marcadores
moleculares na selecdo assistida de genes de resisténcia a doengas, tem alcancado
grande sucesso na obtencdo de linhagens com amplo espectro de resisténcia a
importantes doencas fangicas do feijoeiro. A obtencdo de linhagens do grupo comercial
carioca com aspecto de grdo superior ao do genitor recorrente Ruda, porém,
praticamente ndo tem sido observada nos subprogramas de retrocruzamentos. Este fato
torna necessario que cultivares “cariocas” com melhor aspecto de grdo sejam
incorporadas ao programa de melhoramento.

Fica evidente que no melhoramento de feijdes do tipo carioca, além da
produtividade, a resisténcia a doencas e 0 aspecto do grdo sdo de suma importancia para

gue uma nova cultivar possa se manter no mercado.
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CAPITULO 1

OBTENCAO E AVALIACAO DE LINHAGENS DE FEIJOEIRO RESISTENTES
A ANTRACNOSE, A FERRUGEM E A MANCHA ANGULAR

1. INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) estd sujeito ao ataque de varios
patdgenos, sendo esta uma das principais causas da sua baixa produtividade em
territorio brasileiro. A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. e Magn.) Scrib., a ferrugem causada pelo fungo Uromyces appendiculatus (Pers.)
Urger var. appendiculatus e a mancha angular causada pelo fungo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun merecem destaque dentre as doencas que acometem
a cultura do feijoeiro no Brasil, devido aos danos que podem causar, bem como pelo
grande numero de formas patogénicas especializadas ou “patdtipos” que estes fungos
apresentam (PAULA JR. e ZAMBOLIM, 2006).

Vaérias estratégias podem ser usadas no controle das doencas incitadas por esses
patdgenos, entretanto, o uso de cultivares resistentes é tido como o método mais efetivo,
barato e fécil de ser adotado pelos produtores. A piramidagdo, uma estratégia de
melhoramento que consiste na combinacdo ou introducdo de diferentes genes de
resisténcia em uma unica cultivar, tem sido sugerida para aumentar tanto o espectro
quanto a durabilidade da resisténcia as doencas (HITTALMANI et al., 2000; KELLY et
al., 1995).

Em trabalhos anteriores do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria da Universidade Federal de Vigosa
(BIOAGRO/UFV) priorizou-se a identificacdo, a caracterizacdo e a incorporagdo, por
retrocruzamentos, de genes de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular
na cultivar de grdos tipo carioca Ruda. Posteriormente, isolinhas contendo
individualmente os genes de resisténcia a antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10), a mancha
angular (Phg-1) e a ferrugem (Ur-ON) foram intercruzadas e obtidas linhagens
piramidadas para esses genes, denominadas de linhagens Ruda-R (RAGAGNIN et al.,
2009). Trabalhos conduzidos nesse mesmo programa mostraram que linhagens de

background Rud4, que contém, em separado, os genes Co-5 e Co-42 da cultivar G 2333,
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apresentam um amplo espectro de resisténcia aos patétipos de C. lindemuthianum
identificados até o momento; as linhagens que possuem o alelo Co-4% apresentaram
resisténcia a todos os patdtipos testados (ALZATE-MARIN et al., 2004a). No intuito de
tornar mais eficiente a piramide de resisténcia a antracnose do background carioca
Ruda, ARRUDA (2005) substituiu na cultivar Ruda-R o gene Co-4 pela sua forma
alélica Co-4* e introduziu o alelo Co-5. Como resultado desse trabalho, foram
selecionadas dezoito familias F,.3, cujas plantas F, apresentaram marcas moleculares
estreitamente ligadas aos genes de resisténcia Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-
10.

Diante do exposto, 0s objetivos deste trabalho foram: obter linhagens contendo
0s genes Co-4% Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10; avaliar em campo o desempenho
produtivo e em casa de vegetacdo o espectro de resisténcia das linhagens piramidadas,
quanto a reacdo a varios patétipos de C. lindemuthianum, U. appendiculatus e P.

griseola.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Foram utilizadas dezoito familias F,.3, previamente obtidas por ARRUDA
(2005). Estas familias foram obtidas a partir do cruzamento de uma isolinha da cultivar
Ruda piramidada com os genes Co-4, Co-6, Ur-ON/Co-10 e Phg-1 (RAGAGNIN et al.,
2009) com duas outras isolinhas da cultivar Ruda, que continham em separado os genes
Co-4% e Co-5, provenientes da cultivar G 2333. Nas avaliacBes em campo e em casa de
vegetacdo, foram acrescentados como testemunhas o genitor recorrente Ruda e as fontes
de resisténcia utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV (G 2333, AB 136, AND 277 e Ouro Negro), além das linhagens Ruda-
R, G 19-1-1-7 e G 1-46-7 que foram intercruzadas para a piramidacéo dos genes Co-42,
Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10 (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens com alelos de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha
angular, selecionadas para serem utilizadas no programa de piramidacéo de
genes de resisténcia do BIOAGRO/UFV

Linhagem Genealogia Doenca Genes de
Resisténcia
Rudé-R Ruda/AND 277/TO/ Mancha angular, Phg-1, Co-4, Co-6
AB 136/0Ouro Negro  Antracnose e Ferrugem e Ur-ON/Co-10
G 1-46-7 Ruda/G 2333 Antracnose Co-5
G 19-1-1-7 Ruda/G 2333 Antracnose Co-4?

2.2. Local de condugédo dos experimentos

A selecdo assistida dos alelos de resisténcia aos patogenos, utilizando
marcadores moleculares, bem como a multiplicacdo e o preparo dos inoculos foram
realizados no Laboratorio de Genética Molecular de Plantas, situado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria da Universidade Federal de Vigosa
(BIOAGRO/UFV), Vigosa-MG.

As etapas relacionadas as avaliacbes de patdgenos sob inoculacdo artificial
foram realizadas em cémaras de nevoeiro e em casa de vegetacdo, pertencentes ao
Programa de Melhoramento do Feijoeiro conduzido no BIOAGRO/UFV.

Os experimentos de campo foram conduzidos na Estacdo Experimental de
Coimbra, Coimbra-MG, (690 m de altitude, 20° 45° S de latitude e 42° 51° W de

longitude) pertencente ao Departamento de Fitotecnia/UFV.
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Os cruzamentos e a obtencdo de populacGes segregantes foram feitos em casa de
vegetacdo, pertencentes ao Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV.

2.3. Selecéo assistida por meio de marcadores moleculares

As familias F,.3, previamente obtidas no trabalho de ARRUDA (2005), foram
conduzidas por autofecundagdes, utilizando-se o método genealdgico. Nas geracoes F4 e
Fs foram realizadas selegcdes baseadas em marcadores moleculares ligados aos genes de
resisténcia (Tabela 2). Em cada geracdo, apenas as plantas que apresentaram marcas
moleculares para todos os alelos de resisténcia foram selecionadas e avancadas por

autofecundacéo.

Tabela 2. Marcadores moleculares ligados em fase de acoplamento aos genes de
resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular, utilizados na
execucdo do trabalho

Distancia Gene de Fonte de o
Marcador e N Referéncias
(cM) Resisténcia  Resisténcia
] ARRUDA et al. (2000),
SCAR Y2080 1,2 Co-4 TO QUEIROZ et al. (2004b)
SCAR AS13s 0,0 Co-4? G 2333 YOUNG et al. (1998)
SCAR ABO03,¢ 12,9 Co-5 G 2333 VALLEJO et al. (2001)
) ALZATE-MARIN et al. (2000),
SCAR AZ20gs 7.1 Co-6 AB 136 QUEIROZ et al, (2004b)
SCAR F104972 43 Ur-ON/Co-10 Ouro Negro CORREA et al. (2000)
SCAR BA08:s3 6,0 Ur-ON/Co-10 Ouro Negro CORREA et al. (2000)
] CARVALHO et al. (1998),
SCAR H13s5 5,6 Phg-1 AND 277 QUEIROZ et al. (20043)
OPX11g39 5,8 Ur-ON/Co-10 Ouro Negro FALEIRO et al. (2000b)

cM: (centimorgan) distancia genética dos marcadores moleculares em relagdo aos genes de resisténcia.

Na geracdo Fs foi realizado um teste de progénie baseado em marcadores
moleculares (Tabela 2), onde cada familia Fs teve pelo menos doze plantas analisadas;
as familias que apresentaram homozigose das marcas relacionadas aos genes de
resisténcia foram submetidas a um teste de progénie com o patdtipo 2047 de C.
lindemuthianum, com o objetivo de discriminar plantas que possuiam o alelo Co-4% das
que possuiam o alelo Co-4. Sementes produzidas pelas plantas Fg resistentes ao patétipo
2047 foram multiplicadas para serem posteriormente avaliadas em ensaios de
competicdo, em campo, e para serem avaliadas em casa de vegetacdo quanto a
resisténcia a varios patétipos dos agentes causais da antracnose, da ferrugem e da

mancha angular.
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Em cada geracdo das familias piramidadas, folhas das plantas foram coletadas e
armazenadas em freezer a —80°C até serem utilizadas para extracdo do DNA. A
extracdo foi feita de acordo com o protocolo de DOYLE e DOYLE (1990), com
algumas modificacdes propostas por ABDELNOOR et al. (1995).

2.3.1. Anélise de RAPD

Amostras de DNA das plantas submetidas a selecdo, por meio da analise da
presenca de marcas moleculares ligados a resisténcia, foram amplificadas pela técnica
de RAPD, de acordo com WILLIAMS et al. (1990). O primer OPX11 foi adquirido da
“Operon Technologies” (Alameda, CA, EUA).

As reacOes de amplificacdo foram feitas em um volume total de 25 ul, contendo
Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos
desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM do primer, uma unidade da
enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 25 ng de DNA. As amplificagbes foram
efetuadas em termociclador Perkin-Elmer Cetus, modelo 9600, programado para uma
etapa inicial de 94 °C por 3 min seguida 40 ciclos, cada um constituido da seguinte
sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 1 minuto a 72°C. Apds os 40
ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de 7 minutos a 72°C e, finalmente, a
temperatura foi reduzida a 4°C.

Apos a amplificacdo foram adicionados a cada amostra 1,5 ul do corante tipo IV
(0,25% de azul-de-bromofenol e 60% de glicerol). Essas amostras foram aplicadas em
gel de agarose (1,2%), contendo brometo de etidio (0,5 pg/ml), submerso em tampéo
TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi realizada
durante um periodo de aproximadamente quatro horas, a 100 volts. Ao término da
corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta, no sistema de

fotodocumentacédo Eagle Eye 11 (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

2.3.2. Anélise de SCAR

Amostras de DNA das plantas submetidas a selecdo foram amplificadas pela
técnica de SCAR em mistura de reacdo de 15 uL contendo as mesmas concentragGes de
reagentes utilizadas nos ensaios RAPD, exceto para o primer, que foi substituido por
cinco picomoles de cada primer especifico. O termociclador foi programado para uma

etapa inicial de 94°C por 3 min seguida 35 ciclos de 94°C por 30 segundos; 65°C
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(SCAR Y20, F10 e ABO03), 60°C (SCAR AZ20 e BA08), 59°C (SCAR H13) por 1
minuto; 72°C por 90 segundos; e um passo final de 72°C por 7 minutos.

Apos a amplificacdo foram adicionados a cada amostra 1,5 ul do corante tipo IV
(0,25% de azul-de-bromofenol e 60% de glicerol). Essas amostras foram aplicadas em
gel de agarose (1,2%), contendo brometo de etidio (0,5 pug/ml) e submerso em tampéo
SB 1X [hidréxido de s6dio 10 mM, pH 8,5 ajustado com &cido borico - BRODY e
KERN (2004)]. A separacdo eletroforética foi realizada durante um periodo de
aproximadamente 1,5 hora, a 120 volts. Ao término da corrida, os géis foram
fotografados sob luz ultravioleta, no sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye I
(Stratagene, La Jolla, CA, EUA). Os produtos da amplificacdo do primer SCARAZ20
foram aplicados em gel de poliacrilamida nativo a 8%/TAE 1X (tris-acetato 40 mM,
1mM EDTA).

2.4. Caracterizacdo da resisténcia de linhagens piramidadas

O espectro de resisténcia das linhagens de feijdo de background carioca Ruda,
piramidadas com os genes de resisténcia Co-42, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10
foram avaliadas quanto a reacdo a varios patotipos de C. lindemuthianum, U.
appendiculatus e P. griseola (Tabela 3). Para tanto, foram semeadas quinze sementes de
cada gendtipo para cada pat6tipo avaliado. Os genétipos avaliados constaram das
linhagens piramidadas, do genitor recorrente Ruda e das fontes de resisténcia usadas
pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV: G 2333 (Co-4° e
Co-5), AB 136 (Co-6), AND 277 (Phg-1) e Ouro Negro (Ur-ON/Co-10).

Tabela 3. Patotipos de C. lindemuthianum (CL), U. appendiculatus (UA) e P. griseola
(PG) utilizados na caracterizacao fenotipica de linhagens piramidadas

Patdgeno Patétipo Isolado Patdégeno Pat6tipo Isolado
CL 8 LV101® UA 29-15 1.1.1.1®
CL 9 UFV01® UA 53-3 2.1.3.1®
CL 55 2640 UA 53-7 41.41®
CL 65 400© UA 63-19 2®
CL 71 LVv96® PG 31.7 Coimbra 21®
CL 73 497 PG 31.17 97-2®
CL 81 5380 PG 47.39 B,4®
CL 89 1A, PG 63.7 Coimbra20®
CL 453 4570 PG 63.19 48-1®
CL 20479 PG 63.23 158-1®
UA 21-3 2.2.3.1® PG 63.47 B, 8©
UA 29-3 10® PG 63.55 29-3®

@ jsolados identificados pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade Federal de Lavras;
®)jsolados identificados pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV; © isolados caracterizados
por RAVA et al. (1994); @ patétipo caracterizado por BALARDIN et al. (1997).
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Para a avaliacdo da reacdo a C. lindemuthianum e U. appendiculatus, as
sementes foram pré-germinadas em papel germitext, em cdmara de germinacgdo a 30°C.
Apos a emissdo da radicula, as sementes foram transferidas para bandejas pléasticas (60
X 40 x 12 cm) contendo uma mistura de solo e substrato agricola Plant Max®
devidamente adubada; no caso da mancha angular, a semeadura foi feita em vasos
plésticos de 2,5 L, contendo uma mistura de solo e esterco curtido, devidamente
adubada.

2.4.1 Inoculagdes com Colletotrichum lindemuthianum

Para a determinacdo do padrdo de resisténcia/suscetibilidade das linhagens
piramidadas e das testemunhas, foram realizadas inoculag¢Ges utilizando-se dez pato6tipos
de C. lindemuthianum (Tabela 3).

A producéo de in6culo dos distintos patotipos de C. lindemuthianum foi feita de
forma separada, a partir de culturas monospéricas mantidas em meio BDA (batata-
dextrose-agar). Os isolados do fungo foram repicados para tubos de ensaio contendo o
meio esterilizado BDA com vagens de feijdo cozidas parcialmente imersas, em camara
de fluxo laminar, para evitar contaminac@es. Apos repicagem, os tubos foram vedados e
transferidos para BOD a 24°C, onde permaneceram por sete a nove dias, tempo
suficiente para producdo dos conidios utilizados na inocula¢do. A inoculagéo foi feita
oito dias ap6s o plantio, utilizando-se uma suspens&o contendo 1,2 x 10° conidios/mL, a
qual foi aplicada em ambas as superficies das folhas primarias com o auxilio de um
atomizador De Vilbiss n®15 acionado por um compressor elétrico.

Apobs a inoculagdo e rapida secagem ao ar, as plantas foram incubadas entre
cinco a sete dias em camara de nevoeiro (20 + 2°C e >95% de umidade relativa), sob
fotoperiodo de doze horas. Apds este periodo foi feita a avaliacdo dos sintomas da
antracnose, com base na escala de 1 a 9, descrita por RAVA et al. (1993). Onde: 1-
auséncia de sintomas; 2- até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas,
perceptiveis somente na face inferior das folhas; 3- maior frequéncia dos sintomas
foliares descritos no grau anterior, até 3% das nervuras afetadas; 4- até 1% das nervuras
apresentando manchas necrdticas, perceptiveis em ambas as faces das folhas; 5- maior
frequéncia dos sintomas foliares descritos no grau anterior, até 3% das nervuras
afetadas; 6- manchas necrdticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das
folhas, presenca de algumas lesdes no caule, ramos e peciolos; 7- manchas necroticas na

maioria das nervuras e em grande parte do tecido do mesofilo adjacente que se rompe.
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Presenca de abundantes lesdes no caule, ramos e peciolos; 8- manchas necréticas na
quase totalidade das nervuras, ocasionando ruptura, desfolhamento e reducdo do
crescimento das plantas. Lesfes abundantes no caule, ramos e peciolo; 9- maioria das
plantas mortas. Os genotipos que apresentaram graus médios de reacdo de 1 a 3,5 foram
considerados resistentes, e agqueles que apresentaram graus médios superiores a 3,5,

foram considerados como suscetiveis.

2.4.2. Inoculagdes com Uromyces appendiculatus

Para a avaliacdo da resisténcia a ferrugem, foram utilizados seis patotipos de U.
appendiculatus identificados por FALEIRO et al. (1997) e reclassificados por SOUZA
et al. (2007a) (Tabela 3). As culturas monospoéricas armazenadas a 5°C e 50% de
umidade relativa foram multiplicadas no hospedeiro suscetivel US Pinto 111 antes da
inoculacdo, visando recuperar a viabilidade dos uredosporos. A inoculacdo foi realizada
quando as folhas primarias apresentaram aproximadamente 2/3 do seu desenvolvimento
completo, cerca de oito dias ap6s o plantio. Os ureddsporos, na concentracao de 2,0 X
10* esporos/mL, foram suspensos em agua destilada contendo 0,05% de Tween 20 e
aspergidos em ambas as superficies foliares com o auxilio de um atomizador De Vilbiss
n°® 15, acionado por um compressor elétrico. Apds a inoculacéo e rapida secagem ao ar,
as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro (20 + 2°C e umidade relativa
>95%), onde permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo de doze horas. Apos esse
periodo, foram novamente transferidas para a casa de vegetagdo (20 + 5°C), onde
permaneceram até serem avaliadas, cerca de quinze dias ap6s a inoculagéo.

Na avaliacdo dos sintomas foram considerados seis graus de reacdo, segundo a
escala proposta no “The Bean Rust Workshop”. Onde: 1- auséncia de pustulas; 2-
manchas necréticas sem esporulacdo; 3- pustulas esporulando com diametro < 300 um;
4- pustulas esporulando com didmetro de 300 a 499 um; 5- pdstulas esporulando com
diametro de 500 a 800 um; 6- pustulas esporulando com didmetro > 800 um
(STAVELY et al., 1983). Os genoOtipos que apresentaram graus médios de reacdo 1 a
3,5 foram considerados resistentes, e aqueles que apresentaram graus médios superiores
a 3,5 foram considerados como suscetiveis. O grau de severidade da doenga foi
determinado mediante a observacéo visual das pustulas em ambas as faces das folhas
primarias, sendo utilizado, como auxilio nas observacdes, o diagrama de representacao
gréfica idealizado por CASTANO (1985).
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2.4.3. Inoculagdes com Pseudocercospora griseola

A caracterizacdo da resisténcia a mancha angular foi realizada utilizando-se de
dez patdtipos de P. griseola classificados por NIETSCHE (1997 e 2000b) e BALBI et
al. (2007) (Tabela 3). O in6culo de cada patotipo foi obtido a partir da multiplicacdo do
fungo em placas de Petri contendo uma mistura de agua destilada, molho de tomate,
agar, carbonato de calcio (CaCO3) e estreptomicina. A inoculacao foi realizada apds o
aparecimento da segunda folha trifoliolada, em ambas as superficies do primeiro par de
folhas trifolioladas, com uma suspenséo do patdgeno, previamente preparada e ajustada
para concentracdo de 2,0 x 10* conidios/mL. Os procedimentos de inoculacdo e
transferéncia para a camara de nevoeiro e para a casa de vegetacdo foram idénticos aos
realizados no ensaio de ferrugem.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 18 e 25 dias apds a
inoculacdo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade proposta por
PASTOR-CORRALES e JARA (1995): Onde: 1- plantas sem sintomas da doenca; 2-
presenca de até 3% de lesGes; 3- presenca de até 5% de lesdes foliares, sem esporulacdo
do patégeno; 4- presenca de lesdes esporuladas cobrindo 10% da area foliar; 5- presenca
de varias lesbes esporuladas entre 2 e 3 mm, cobrindo 10-15% da area foliar; 6-
presenca de numerosas lesbes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20%
da éarea foliar; 7- presenca de numerosas lesGes esporuladas maiores que 3 mm,
cobrindo entre 20-25% da area foliar; 8- presenca de numerosas lesdes esporuladas
maiores que 3 mm, que cobrem entre 25-30% da area foliar, associadas a tecidos; 9-
sintomas severos da doenca, resultando em queda prematura de folhas e morte da
planta. Neste trabalho, os genétipos que apresentaram graus médios de reacdo 1 a 3,5
foram considerados resistentes, e aqueles que apresentaram graus medios superiores a

3,5, foram considerados como suscetiveis.

2.5. Avaliagdes de campo

Para determinar o potencial de rendimento das linhagens piramidadas, foram
montados dois ensaios de competicdo: um com plantio em agosto/2007 (plantio de
“inverno”) e outro com plantio em mar¢o/2008 (plantio da ‘“seca”). No primeiro
experimento, o sistema de plantio adotado foi o de plantio direto; no segundo, o sistema
convencional, no qual o solo foi previamente arado e gradeado.

Os tratamentos constituiram-se de doze linhagens piramidadas com os genes de
resisténcia (Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10). Como testemunhas foram
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utilizados os genitores empregados no processo de obtencdo destas linhagens (Ruda, G
2333, AB 136, Ouro Negro, AND 277, Ruda-R, G 1-46-7, G 19-1-1-7) e as
linhagens/cultivares de gréos tipo carioca: Pérola, BRSMG Talisma, Majestoso, VC 3 e
VC 6.

No plantio de “inverno”, 0 delineamento experimental utilizado foi o latice
quadrado triplo, com parcelas de duas linhas de 2,0 m de comprimento, espacadas em
45 cm, com densidade de 15 sementes por metro; no plantio da “seca”, 0 delineamento
experimental utilizado foi o latice quadrado triplo, com parcelas de duas linhas de 1,5 m
de comprimento, espacadas em 50 cm, com densidade de 15 sementes por metro. O
suprimento de &gua nos periodos de déficit hidrico foi mantido por meio de irrigacdes
suplementares. Nos dois plantios foram aplicados 350 kg/ha do formulado 8-28-16 de
N-P-K; aos 25 dias ap6s a emergéncia das plantas foram aplicados 150 kg/ha de sulfato
de amonio, em cobertura. O controle de plantas daninhas e de pragas foi realizado de
acordo com o recomendado para a cultura. Para o plantio da “seca” foram realizadas
duas aplicacOes de fungicida para controle do mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum).
Estas aplicacGes foram feitas preventivamente em funcdo das condigdes ambientais
favoraveis e de um historico de ocorréncia de grande incidéncia de mofo-branco na area
utilizada para implantagéo do experimento.

Além do rendimento, foi avaliado, nas duas safras, o0 aspecto dos grdos. Para
avaliacdo desta caracteristica foram atribuidas notas a cultivar Ruda (nota 4,0) e a
quatro testemunhas com padrdo comercial de grdos: BRSMG Talismd (nota 2,5),
Majestoso (nota 2,5), Pérola (nota 2,0) e VC-3 (nota 1,5). A menor nota atribuida (nota
1.0) referiu-se ao gréo tipicamente carioca, de cor creme com estrias marrom-claras,
fundo claro, halo creme, peso médio de 100 sementes de 22 a 24 g e ndo achatado. A
maior nota (nota 5,0) referiu-se ao grdo de cor creme com estrias marrom-escuras,
fundo escuro, com halo ndo creme, peso médio de 100 sementes menor que 22 g e
achatado (RAMALHO et al., 1998). A nota 5,0 também foi atribuida aos grdos
pertencentes a outros grupos comerciais.

A nota referente ao tipo dos grdos de cada tratamento foi atribuida
comparativamente as notas atribuidas as testemunhas. Assim, uma amostra de cada
repeticdo foi examinada por trés avaliadores, ficando atribuida a nota prevalecente entre
0s trés.

Na safra de “inverno”, em funcdo de uma alta incidéncia de ferrugem que

ocorreu no campo experimental, foi avaliado o padréo de resisténcia/suscetibilidade das
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linhagens piramidadas quanto as populacdes de U. appendiculatus prevalecentes
naquela condigdo ambiental. A avaliacdo dos sintomas foi feita conforme apresentado
no item 2.4.2.

2.5.1. Analise dos dados obtidos no campo

Os dados referentes a produtividade de grdos foram submetidos a anélise de
variancia por ambiente (safras). Os efeitos de tratamentos e a média foram considerados
como fixos, conforme o modelo estatistico:

Yijk = K+t + 1y + by + eij; (1)

em que:

Yij: observacdo referente ao tratamento i, no bloco k, dentro da repetigéo j;

p: média geral do experimento;

ti: efeito do tratamento i (i = 1, 2, ..., 25 para safra de “inverno”; i =1, 2, ..., 169

safra da “seca”);

r;: efeito da repeticdo j (j = 1, 2, 3);

bygy: efeito do bloco k dentro da repeticdo j (k = 1, 2, ..., 5 para safra de

“inverno”; k=1, 2, ..., 13 para safra da “seca”);

ejjk: erro experimental associado a observacao Yijk, assumindo ejjx ~ NID (0, 7).

Considerou-se que a heterogeneidade do solo dentro de cada bloco ndo é capaz
de influenciar os caracteres aspecto dos gréos e severidade da ferrugem, sendo adotado,
portanto, para as analises de variancia o0 modelo estatistico de blocos ao acaso.

Yij = pt ti+ b+ ey (2)

em que:

Yj= observagéo referente ao tratamento i, no bloco j;

u = média geral do experimento;

tj = efeito tratamento i (i = 1, 2, ..., 25 para a safra de “inverno”; i =1, 2, ..., 169

para a safra da “seca”);

b= efeito do bloco j (j=1, 2, 3); e

2
ejj = erro aleatorio, ej;;~ NID (0, ¢ ).

Assim como para a caracteristica produtividade de grdos, as caracteristicas
aspecto dos gréaos e severidade da ferrugem tiveram os efeitos de tratamentos e média

considerados como fixos.
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Analises de variancia conjunta foram realizadas para as caracteristicas de
produtividade (médias ajustadas dos tratamentos comuns nas duas safras) e aspecto dos
grdos (médias dos tratamentos comuns nas duas safras), conforme RAMALHO et al.
(2005). A pressuposicdo de homogeneidade de variancias residuais foi atendida para a
realizacdo das andlises conjuntas, conforme PIMENTEL-GOMES (1990). Todos os
efeitos foram considerados como fixos, exceto o efeito de bloco e o erro médio,
conforme o modelo a seguir:

Yijk = B+t + a + (ta)i + Figo + eijic ©)

em que:

Yij: observacdo referente ao tratamento i dentro da repeticdo j, no ambiente

(safra) k;

W: média geral,

ti: efeito do tratamento i (i=1, 2, ..., 25);

ax: efeito do ambiente k (k = 1, 2);

(ta)ik: efeito da interacdo entre o tratamento i e 0 ambiente (safra) k;

i efeito da repetigdo j dentro do ambiente (safra) k (j = 1, 2);

eijk: erro experimental médio associado a observagéo Yij.

As médias de produtividade, aspecto de grdo e severidade da ferrugem foram
submetidas ao teste de Dunnet. Além de andlises de teste de média, o programa GENES
(CRUZ, 2006) foi utilizado nas analises de variancia individuais das caracteristicas para
as quais foi adotado o modelo estatistico de blocos ao acaso (aspecto dos grdos e
severidade da ferrugem). O programa computacional MSTAT-C (MSU, 1991) foi
utilizado nas andlises de variancias individuais da caracteristica produtividade de gréos,

para a qual foi adotado o modelo estatistico latice quadrado triplo.

2.6. Cruzamentos teste

O primer SAB3400. tem mostrado estar ligado ao gene Co-5 a uma distancia de
aproximadamente 15,0 cM (VALLEJO et al., 2001; ALZATE-MARIN et al., 2001a;
ALZATE-MARIN et al., 2002b). Essa distancia relativamente grande torna limitada a
sua utilizacdo em programas de piramidacao de genes de resisténcia. Entretanto, este é o
unico primer disponivel, at¢é o momento, para monitorar o gene Co-5. O primer
SAZ20g45, mapeado a 7,1 cM do loco Co-6 (ALZATE-MARIN et al., 2000; QUEIROZ
et al., 2004b) tem apresentado como inconveniente adicional grande dificuldade de

discriminagdo dos gendtipos. Para este primer, tanto individuos suscetiveis quanto o0s
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resistentes tém apresentado marcas moleculares de tamanhos extremamente similares e,
portanto, de dificil distincdo em gel de agarose, sendo necessaria a sua separa¢do em gel
de poliacrilamida a 8%.

Diante de tais dificuldades técnicas, foram realizados cruzamentos teste para
certificar-se que ao final do processo de piramidacdo os genes de resisténcia a
antracnose Co-5 e Co-6 realmente se encontravam fixados. Para isto, uma linhagem
com marcas moleculares associadas aos genes Co-42, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-
10/ foi cruzada com as fontes de resisténcia AB 136 (Co-6) e SEL 1360 (Co-5).
Populacdes F, obtidas dos dois cruzamentos, os trés genitores e a testemunha suscetivel
Ruda foram inoculadas com o patdtipo 65 do agente causal da antracnose. Os
procedimentos de preparo do indculo, inoculacdo e avaliacdo da doenca deram-se

conforme descrito no item 2.4.1.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Selegé&o assistida por marcadores moleculares e por inoculagdo

A selecdo por meio de marcadores moleculares foi realizada nas geracbes F, e
Fs, sendo que na geracdo F, foram utilizados apenas os marcadores moleculares do tipo
SCAR (Tabela 2). Somente na geracdo Fs foram utilizados todos os marcadores. Esse
procedimento foi adotado devido a dificuldades encontradas na reprodutibilidade do
marcador RAPD OPX11g3. Além disso, dois marcadores moleculares do tipo SCAR
(SF101072 € SBA08s30) j& estavam disponiveis no monitoramento dos genes Ur-ON/Co-
10.

No primeiro ciclo de selecdo, executado neste trabalho, cada uma das dezoito
familias F,3 teve aproximadamente dez plantas F, selecionadas aleatoriamente e
genotipadas com marcadores moleculares. De aproximadamente 180 plantas F4
analisadas, apenas doze apresentaram todas as marcas moleculares relacionadas aos
genes de interesse, representando sete das dezoito familias F2.3 (Tabela 4). No caso dos
genes que possuem duas marcas moleculares relacionadas (Co-4> e Ur-ON/Co-10/),
plantas que apresentaram apenas uma marca molecular relacionada ao gene de
resisténcia foram descartadas, como por exemplo, o genétipo 3-2-92 (Tabela 4). As
doze plantas F, com todas as marcas moleculares associadas aos genes de resisténcia

foram selecionadas e autofecundadas para formarem familias Fy.s.

Tabela 4. Padrdo de presenca/auséncia das marcas moleculares nas linhagens genitoras
e nas progeénies F,

Marcadores Moleculares

Gendtipos H13550 F10407 BA08s3, AB03,00 Y2043 AS13g50 AZ20g45
(Phg-1) (Ur-ON/Co-10)  (Ur-ON/Co-10) (Co-5) (Co-4%) (Co-4%) (Co-6)

Ruda-R + + + - + + +
G 19-1-1-7
G 1-46-7
2-4-109*
2-4-110*
15-2-99*
15-2-100*
15-3-102*
29-6-52*
33-2-67*
427-1-21*
427-3-85*
257-1-28*
257-1-29*
165-4-32*
3-2-92**

+
+
1

+ 4+ + + A+ o+
+ 4+ + + A+ o+
+ 4+ + +
+ 4+ A+ o+
+ 4+ + A+ A+
+ 4+ + A+ A+

+ 4+ o+

+
+
1
+
+
+

+ = presenca da marca, - = auséncia da marca, * plantas selecionadas, ** planta descartada
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A importancia de avancar apenas 0s genotipos que apresentaram todas as marcas
moleculares estd no principio de que, ao final do processo de fixacdo dos genes, quando
as linhagens encontrarem-se em homozigose, quanto maior for o nimero de marcas
moleculares associadas a esses genes, maiores serdo as possibilidades de transferéncia
dos alelos de resisténcia para outros backgrounds, utilizando-se da selecao assistida por
marcadores moleculares.

Sementes Fs, obtidas das plantas F, selecionadas com marcadores moleculares,
foram avaliadas visualmente quanto ao aspecto dos gréos; cinco familias F4.5 com
aspecto de grao inferior ao da cultivar Ruda foram descartadas, e as sete familias
selecionadas foram genotipadas com os marcadores SCAR relacionados aos genes de
resisténcia. Nesta etapa de genotipagem, para cada planta F; selecionada,
aproximadamente quinze plantas Fs foram analisadas com marcadores moleculares.

Na genotipagem da geracdo F4s5, apenas para os marcadores SBA08sg (Ur-
ON/Co-10) e SAB0340 (Co-5) foram observadas familias segregantes. A presenca de
familias segregantes na geracdo F,.s referentes ao marcador SAB3400 pode ter ocorrido
devido ndo apenas ao fato da planta F4 selecionada estar em heterozigose, como também
devido a eventuais eventos de recombinacéo, ja que o primer SAB03400a S€ €ncontra a
uma distancia relativamente grande em relagdo ao gene Co-5 (VALLEJO et al., 2001;
ALZATE-MARIN et al., 2001a; ALZATE-MARIN et al., 2002b). Em relacdo ao
marcador SBA08ss0,, @ OCOrréncia de recombinantes em maior frequéncia do que para o
marcador SF1010724, que também marca os genes Ur-ON/Co-10, ja era esperada, devido
a maior distancia em que o marcador SBA8sgg, encontra-se do gene Ur-ON (CORREA
et al., 2000).

Duas plantas Fs com marcas moleculares relacionadas a todos os genes de
resisténcia foram escolhidas para representar cada uma das sete familias F4.5 € constituir
quatorze familias Fs.6, as quais foram analisadas em teste de progénie com o patotipo
2047 de C. lindemuthianum. A amplificacdo do DNA destas quatorze plantas
selecionadas com o marcador RAPD OPX11 revelou a presenca de uma banda de 630
pares de bases. Esta marca foi previamente reportada como ligada em acoplamento ao
gene Ur-ON (FALEIRO et al., 2000b). Vale ressaltar que os marcadores OPX11630, €
SF10;0,22 flanqueiam o gene Ur-ON (FALEIRO et al., 2000b), o que reforca as garantias
de que o gene Ur-ON ndo foi perdido durante o processo de piramidagdo, mostrando
gue os marcadores SF10y,,,, € SBAO08sg0, foram eficientes no monitoramento deste gene.

Em funcéo dos genes Ur-ON e Co-10 compartilharem o mesmo grupo de ligagdo a uma
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distancia de 12,3 cM (CORREA, 1999; FALEIRO et al., 2000), é razoavel considerar
que os marcadores SF10s30, € SBA8s60, também foram eficientes no monitoramento do
gene Co-10.

Ao avaliar quinze plantas Fg de cada uma das quatorze plantas Fs previamente
selecionadas, nove familias mostraram-se totalmente resistentes ao patotipo 2047 de C.
lindemuthianum, permitindo inferir que as plantas Fs correspondentes apresentam o
alelo Co-4% fixado (Tabela 5). Outras trés comportaram-se COmo segregantes,
apresentando plantas suscetiveis e resistentes, provavelmente, em razao das plantas Fs
correspondentes a estas familias ainda encontrarem-se em heterozigose para o alelo Co-
4%. As duas outras familias apresentaram o total das plantas suscetiveis, podendo-se
dizer que as plantas Fs apresentaram marcas associadas apenas ao alelo Co-4, que néo

confere resisténcia ao patotipo utilizado na inoculacéo.

Tabela 5. Familias Fs.s selecionadas por apresentarem marcas moleculares relacionadas
a todos os genes de resisténcia, além de aspecto do grdo similar ao da
cultivar Ruda

Familia Planta Fs Reacéo ao patétipo Genotipo
2047

33-2-67 49 Homozigota R Co-4°/Co-4°
33-2-67 50 Homozigota R Co-4%/Co-4?
427-1-21 11 Homozigota R Co-4%/Co-4?
427-1-21 60 Homozigota S Co-4/Co-4

427-3-85 31 Heterozigota Co-4%/Co-4
427-3-85 33 Heterozigota Co-4%/Co-4
29-6-52 28 Homozigota R Co-4%/Co-4?
29-6-52 25 Homozigota R Co-4%/Co-4?
15-2-100 26 Homozigota R Co-4%/Co-4?
15-2-100 42 Homozigota R Co-4%/Co-4?
15-3-102 39 Homozigota R Co-4%/Co-4?
15-3-102 43 Homozigota R Co-4%/Co-4?
2-4-110 57 Heterozigota Co-4%/Co-4
2-4-110 59 Homozigota S Co-4/Co-4

R= Resistente, S= Suscetivel

Foi necessario realizar um teste de progénie com o patotipo 2047 de C.
lindemuthianum devido ao fato de o Co-4> ser um alelo do gene Co-4 presente na
linhagem Ruda-R; e para que o alelo Co-4> fosse fixado nas novas linhagens
piramidadas, tornou-se necessario que o gene Co-4 fosse substituido. Entretanto, como
0 gene Co-4 e seu alelo foram selecionados com base nos mesmos marcadores
moleculares (SAS13 e SY20), a distingdo entre as plantas que apresentaram marcas

relacionadas ao alelo Co-42, foi possivel apenas por meio da inoculagdo com o patétipo
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2047 de C. lindemuthianum. Vale salientar que, dos genes monitorados no presente
trabalho, somente o Co-4° é capaz de conferir resisténcia ao patotipo 2047.

As duas familias que mostraram homozigose para a suscetibilidade ao patotipo
2047 foram decartadas e as plantas resistentes das familias heterozigotas e homozigotas
resistentes foram avancadas a partir dessa geracdo na forma de bulk dentro de familia,
por considerar que o material j& se encontrava em alto nivel de homozigose. Com isso
foram obtidas doze linhagens com grdos tipo carioca em homozigose para 0S
marcadores SH13, SF10, SBA08, SABO03, SY20, SAS13 e SAZ20 e com resisténcia ao
patotipo 2047.

3.2. Caracterizacdo da resisténcia das linhagens piramidadas

Estudos realizados por RODRIGUEZ-SUAREZ et al. (2007, 2008) sugeriram
que os locos de resisténcia a antracnose do feijoeiro comum sdo organizados em
clusters de varios genes, cada um conferindo resisténcia a um ou a poucos patotipos. Os
autores dos referidos trabalhos também ressaltaram que a existéncia de recombinacéao
intra-cluster pode ser de consideravel importancia préatica, pois genes raca-especificos
presentes em diferentes haplotipos do mesmo cluster poderiam ser piramidados por
recombinacdo genética dentro do respectivo cluster; ap6s o acumulo dos genes de
resisténcia especifica, o novo haplétipo recombinante poderia ser introgredido em
variedades suscetiveis, praticamente como um loco simples. No entanto, devemos
considerar que, se por um lado a recombinacdo intra-cluster cria a possibilidade
supracitada, ela também cria a possibilidade de que a selecdo via marcadores
moleculares ndo seja plenamente efetiva no monitoramento da transferéncia da
resisténcia para cultivares comerciais, por mais proximo que o marcador esteja do
cluster de resisténcia.

Como o modelo de resisténcia determinada por genes agrupados em cluster
também parece se aplicar aos casos da resisténcia do feijoeiro a mancha angular e a
ferrugem, a caracterizagdo fenotipica das linhagens obtidas no presente trabalho torna-
se importante para determinar se 0s niveis de resisténcia presentes nos genétipos fontes
se mantiveram nas linhagens piramidadas.

As doze linhagens piramidadas avaliadas neste trabalho apresentaram resisténcia
aos dez patdtipos de C. lindemuthianum testados (Tabela 6), espectro de resisténcia
idéntico ao da linhagem genitora G 19-1-1-7 (gene Co-4%) e ao da fonte de resisténcia G
2333. As linhagens genitoras G 1-46-7, Ruda-R e as fontes de resisténcia AB 136 e
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Ouro Negro apresentaram amplo espectro de resisténcia, com as trés primeiras
apresentando suscetibilidade apenas ao pat6tipo 2047, e a Ultima mostrando
suscetibilidade apenas aos patotipos 65 e 2047. O amplo espetro de resisténcia a
antracnose das linhagens G 1-46-7, G 19-1-1-7 e da cultivar Ouro Negro corrobora
resultados previamente obtidos (ALZATE-MARIN et al., 2003a, 2004a; RAGANIN et
al., 2003).

Como ainda ndo foram identificados, no Brasil, patdtipos de C. lindemuthianum
capazes de suplantar a resisténcia dos genes presentes nas cultivares G 2333 (Co-4?, Co-
5 e Co0-3/Co-7) e AB 136 (Co-6 e co-8) (SOMAVILLA e PRESTES, 1999;
CARBONELL et al. 1999; TALAMINI et al., 2004; ALZATE-MARIN e
SARTORATO, 2004; SILVA et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2008; SANSIGOLO et
al., 2008), espera-se que a resisténcia presente nas doze linhagens piramidadas obtidas
no presente trabalho seja efetiva a todos os patétipos desse patégeno ja identificados em

territério nacional.

Tabela 6. Severidade de antracnose em genoétipos de feijao, em relacdo a diferentes
patotipos de C. lindemuthianum

Pat6tipos de C. lindemuthianum

Genotipos 8 9 55 71 65 73 81 89 453 2047
G 2333 1,0* 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
AB 136 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 9,0

Ouro Negro 1,0 2,1 1,0 1,0 9,0 1,0 1,0 1,0 1,0 9,0
G 1-46-7 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 8,7

G 19-1-1-7 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0
Ruda-R 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 9,0

Ruda 9,0 9,0 4.0 1,0 9,0 9,0 9,0 9,0 7,0 9,0

33-2-67-49 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1

33-2-67-55 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 2,1

427-3-85-31 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

427-3-85-33 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

427-1-21-11 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

29-6-52-28 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0

29-6-52-25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

15-2-100-26 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 1,1 1,0

15-2-100-42 1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

15-3-102-39 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1

15-3-102-43 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,4 1,0

2-4-110-57 1,0 1,0 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

*Severidade média da doencga, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9. Genétipos com
notas médias superiores a 3,5 foram considerados suscetiveis.

No caso da mancha angular, as doze linhagens apresentaram resisténcia a seis de
dez patotipos avaliados e espectro de resisténcia correspondente ao da linhagem
genitora Ruda-R e ao da fonte de resisténcia AND 277 (Tabela 7). CAIXETA et al.
(2005), por meio de estudos de alelismo entre fontes de resisténcia @ mancha angular,
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demonstraram que AND 277 possui 0s genes Phg-2%, Phg-3° e Phg-4%, mas ha a
possibilidade de que um destes genes seja uma forma alélica do gene Phg-1,
anteriormente identificado por CARVALHO et al. (1998). Como na obtencdo das
linhagens avaliadas neste estudo o marcador molecular utilizado no processo de selecdo
do gene de resisténcia a mancha angular foi 0 SCAR H13s,, que esta ligado em fase de
acoplamento a 5,6 cM do gene Phg-1, pode-se inferir que este gene responde por grande
parte do espectro de resisténcia da cultivar AND 277. Por outro lado, a cultivar Ouro
Negro apresentou resisténcia a todos os patotipos de P. griseola aos quais a AND 277 e

as linhagens piramidadas mostraram-se suscetiveis.

Tabela 7. Severidade de mancha angular em genoétipos de feijdo, em relacdo a
diferentes patétipos de P. griseola

Patdtipos de P. griseola

Genotipos 317 3117 4739 637 6310 6323 6331 6347 6355 6363
AND 277 1or 16 43 10 10 20 18 80 79 62
Ouro Negro 1,0 9,0 1,6 1,0 8,0 1,0 9,0 1,0 1,6 1,0
G 1-46-7 40 80 31 80 60 85 90 48 70 29
G 9-1-1-7 45 80 25 62 51 74 82 54 90 13
Ruda-R 10 10 75 10 10 10 15 86 90 81
Ruda 64 90 30 67 80 75 87 50 90 12
33-2-67-49 10 10 83 10 10 10 10 90 90 78
33-2-67-55 10 10 76 10 10 10 10 90 90 71
427-3-85-31 10 10 90 10 10 10 10 80 90 78
427-3-85-33 10 10 79 10 10 10 10 87 90 90
427-1-21-11 10 10 81 10 10 10 10 64 90 73
29-6-52-28 10 10 90 10 10 10 10 82 90 63
29-6-52-25 10 10 82 10 10 10 10 84 90 42
15-2-100-26 10 10 90 10 10 10 10 86 90 61
15-2-100-42 10 10 84 10 10 10 10 90 90 83
15-3-102-39 10 10 86 10 10 10 10 90 90 47
15-3-102-43 10 10 90 10 10 10 10 85 90 68
2-4-110-57 10 10 90 10 10 10 10 90 90 90

*Severidade média da doenga, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9. Genotipos com
notas médias superiores a 3,5 foram considerados suscetiveis.

Ao estudar a heranca da resisténcia aos patotipos 63.39 e 31.23 em populagdes
derivadas de Ouro Negro e US Pinto 111, CORREA et al. (2001) concluiram que a
resisténcia a mancha angular proveniente de Ouro Negro é conferida por um Unico gene
dominante. SARTORATO (2006) estudou a reacdo de 28 genotipos de feijoeiro quanto
a reacdo a oito patotipos de P. griseola; a cultivar Ouro Negro enquadrou-se entre as de
maior grau de resisténcia, sendo a Unica a apresentar resisténcia ao patétipo 63.63.

A cultivar Ruda apresentou suscetibilidade a oito dos dez pat6tipos de P.
griseola, mostrando-se resistente somente aos patotipos 47.39 e 63.63, justamente dois
dos quatro patotipos que a AND 277 e as linhagens piramidadas apresentaram

suscetibilidade (Tabela 7). Como todas as isolinhas da cultivar Ruda que contém os
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genes de resisténcia individualizados tiveram grande parte do genoma do genitor
recorrente  Rudd recuperado por retrocruzamentos assistidos por marcadores
moleculares (RAGAGNIN et al., 2003; ALZATE-MARIN et al., 2004), era de se
esperar que o0 gene de resisténcia presente em Ruda, que confere resisténcia aos
patétipos 47.39 e 63.63, tivesse sido transferido para as isolinhas e, consequentemente,
tivesse se manifestado nas linhagens piramidadas obtidas no presente trabalho.

Uma possivel explicacdo para que a resisténcia aos patotipos 47.39 e 63.63
presente em Ruda ndo tenha sido manifestada nas linhagens piramidadas € que o gene
que determina a resisténcia nesta cultivar encontra-se em repulsdo com algum dos
marcadores relacionados aos genes Phg-1, Co-6 e Ur-ON/Co-10.

A resisténcia aos patétipos 47.39 e 63.63 das linhagens G 1-46-7 e G 19-1-1-7,
praticamente similar ao da cultivar Ruda, sugere que a selecdo para os genes Co-5 e Co-
4% n3o interferiu na manifestacio da resisténcia, provavelmente, proveniente de Ruda.
Além disso, uma completa recuperacdo do background genético de Ruda ndo se
mostrou necessaria para que a resisténcia aos patotipos 47.39 e 63.63 de P. griseola se
manifestasse. Isso porque a linhagem G 1-46-7 é proveniente de um Unico ciclo de
retrocruzamento, apresentando apenas 72,13% de similaridade com o genitor recorrente
Rudéa (ALZATE-MARIN et al., 2004a).

Em relagdo a ferrugem, uma maior variabilidade no espectro de resisténcia das
linhagens piramidadas foi observada embora, de modo geral, elas tenham apresentado
resisténcia comparavel a da linhagem genitora Ruda-R e a fonte de resisténcia Ouro
Negro (Tabela 8).

As linhagens 427-3-85-31, 427-3-85-33, 427-1-21-11, 15-2-100-26, 15-2-100-
42, 15-3-102-39, 15-3-102-43 e 2-4-110-57 foram as que apresentaram espectro de
resisténcia mais amplo, comportando-se como resistentes aos seis patotipos de U.
appendiculatus avaliados. Quatro linhagens apresentaram suscetibilidade a pelo menos
um patotipo: linhagens 33-2-67-49 e 29-6-52-25 (patétipos 29-15, 53-7 e 63-19),
linhagem 29-6-52-28 (pato6tipos 29-15 e 63-19) e linhagem 33-2-67-55 (patétipos 63-
19). As linhagens que apresentaram suscetibilidade a algum pat6tipo de U.
appendiculatus tém origem comum na populagéo segregante F, da qual foram obtidas as
linhagens piramidadas; linhagens 33-2-67-49 e 33-2-67-55 (planta 33) e as linhagens
29-6-52-25 e 29-6-52-28 (planta 29).
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Tabela 8. Severidade de ferrugem em genoétipos de feijdo, em relacdo a diferentes
patétipos de U. appendiculatus

Patotipos de U. appendiculatus

Genotipos 213 29-15 293 533 537 63-19
Ouro Negro 1,5* 3,0 2,3 2,0 3,0 3,0
Ruda-R 1,1 3,0 2,3 1,0 2,4 3,4
Ruda 4,0 42 4,0 4,0 44 45
33-2-67-49 25 36 3.0 17 36 48
33-2-67-55 22 31 3.0 10 35 45
427-3-85-31 10 31 22 10 3.0 3.0
427-3-85-33 13 33 22 20 3.0 3.2
427-1-21-11 1,0 3,0 2,0 2,0 3,0 2,8
29-6-52-28 1,1 3,7 3,0 1,3 3,1 4.2
29-6-52-25 1,0 3,8 3,0 2,0 3,7 4.4
15-2-100-26 1,0 3,2 2,8 2,0 3,2 3,1
15-2-100-42 1,7 3,3 2,5 1,4 3,2 3,2
15-3-102-39 1,4 2,9 2,0 1,3 3,0 3,1
15-3-102-43 1,5 3,2 2,0 1,2 3,4 3,2
2-4-110-57 1,6 2,8 1,7 1,3 2,6 2,7

*Severidade média da doenga, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 6. Gendtipos com
notas médias superiores a 3,5 foram considerados suscetiveis.

Na identificacdo dos marcadores OPBA08530 e OPF101072, CORREA et al.
(2000) utilizaram a mistura de quatro patétipos de U. appendiculatus para avaliar a
resposta de resisténcia/suscetibilidade de 303 familias F,.3, provenientes do cruzamento
US Pinto 111 x Ouro Negro. Na identificacdo do marcador OPX11g3, foi utilizada a
mistura de oito patdtipos do agente causal da ferrugem em uma populacdo de 214
individuos F,, também originada do cruzamento US Pinto 111 x Ouro Negro
(FALEIRO et al., 2000b). Em ambos os estudos, 0s autores observaram que um Unico
gene dominante ou bloco génico confere resisténcia a ferrugem em Ouro Negro. No
entanto, FALEIRO et al. (2003), ao analisarem a segregacdo da resisténcia de uma
populacdo de 154 linhas endogdmicas recombinantes (RIL), obtidas do cruzamento
Ruda x Ouro Negro, observaram que a resisténcia a ferrugem da cultivar Ouro Negro a
alguns patétipos € tipica de uma caracteristica monogénica, enquanto que para outros
patétipos € uma caracteristica governada por dois genes dominantes e independentes.

Segundo FLOR (1955), para cada gene que condiciona uma reacdo de
resisténcia no hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que condiciona a
aviruléncia. De acordo com esta teoria, denominada de teoria gene-a-gene, 0s genes que
conferem resisténcia raca-especifica (genes de efeito maior ou genes R) atuam
diferenciadamente com o genotipo do patdgeno (patétipo). Em feijdo, os estudos de
diversidade e de organizacdo gendmica dos genes R tém mostrado que existem varios
genes raga-especificos e que estes tém sido mapeados em poucos locos, 0s quais podem
ser constituidos por genes isolados, por genes organizados em clusters e por genes que
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possuem diferentes alelos (FALEIRO et al., 2003; KELLY et al., 2003; MIKLAS et al.,
2006).

Uma possivel explicagdo para a variabilidade observada no espectro de
resisténcia a ferrugem das linhagens piramidadas no presente trabalho é que a
resisténcia de Ouro Negro seja determinada por um bloco génico e que, no decorrer da
obtencgéo das linhagens, genes de resisténcia de efeito menor, complementares ao gene
dominante monitorado pelos marcadores moleculares, foram perdidos. A maior
similaridade entre a cultivar Ouro Negro e a linhagem Ruda-R também pode ser
justificada pela metodologia aplicada na obtencdo desta linhagem. Desde a etapa de
retrocruzamentos para obtencdo da linhagem Ruda (Ur-ON/Co-10) até os
intercruzamentos para obtencdo da linhagem Ruda-R (Co-4, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-
10), além de marcadores moleculares, misturas de patétipos do agente causal da
ferrugem foram utilizadas para selecionar os gendtipos de maior espectro de resisténcia
(RAGAGNIN, 2004). Se realmente a resisténcia a ferrugem em Ouro Negro for
determinada pela complementaridade de genes de efeito menor com um gene
dominante, a metodologia empregada por RAGAGNIN (2004) certamente reduziu as
possibilidades de que os genes de efeito menor fossem perdidos ou mesmo que
interagOes que contribuem para a resisténcia deixassem de ser selecionadas.

Um alto indice de recombinantes (plantas com marca molecular associada ao
gene Ur-ON, porém suscetivel ao patétipo 21-3 de U. appendiculatus) foi observado em
linhagens oriundas do cruzamento da cultivar Diamante Negro x Ruda-R (COSTA,
2007). A autora argumenta que a possivel explicacdo para os resultados seja a
ocorréncia de eventos de recombinacéo, levando a perda da associa¢do da marca com o
gene de resisténcia, ou mesmo a perda de genes de efeito menor ao longo dos ciclos de
selecdo, ja que esta se deu apenas via marcador molecular. Como neste trabalho os
marcadores moleculares mostraram-se eficientes em monitorar o gene ou bloco génico
que confere resisténcia ao patotipo 21-3 de U. appendiculatus, somos levados a crer que
a explicagdo mais provavel para os resultados obtidos por COSTA (2007) seja a
ocorréncia de eventos de recombinacdo que levaram a perda de associagdo entre a

marca molecular e 0 gene de resisténcia.
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3.3. Analise dos dados obtidos nos ensaios de campo

As doze linhagens com os genes de resisténcia (Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-
ON/Co-10) em homozigose, juntamente com treze testemunhas, foram avaliadas quanto
a produtividade, ao aspecto dos graos e a severidade da ferrugem na safra de “inverno”
de 2007. Na safra da “seca” de 2008, devido a necessidade de controle quimico do
mofo-branco, ndo foi observada ocorréncia de doencas foliares em niveis suficientes a
permitir a avaliagdo. Assim, nesta safra foram avaliadas apenas a produtividade e o
aspecto dos gréos.

Os resumos das analises de variancia relativos as avaliacdes feitas nas safras de
“inverno”/2007 e da “seca”/2008 sdo apresentados nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
Com excecdo do carater severidade da ferrugem, que apresentou coeficiente de variagdo
experimental (CV) de 20,53%, os coeficientes de variacdo dos caracteres produtividade
e aspecto de grdo situaram-se abaixo de 15%, indicando boa precisdo experimental nas
duas safras. Conforme MARQUES JR. (1997), estes valores estdo dentro do observado
para a cultura do feijoeiro em experimentos desta natureza. O maior CV observado para
a severidade da ferrugem € justificavel, dada a subjetividade e a dificuldade associadas a
avaliacdo desta caracteristica em campo.

O delineamento em latice mostrou pouca eficiéncia (3,89%) em relacdo ao
delineamento em blocos ao acaso para o experimento montado na safra de
“inverno”/2007, o que indica uma boa uniformidade do solo onde foi conduzido o
experimento, bem como dos tratos culturais executados no ciclo da cultura. Para o
experimento conduzido na safra da “seca”/2008, a eficiéncia do delineamento em latice,
em relagédo ao delineamento em blocos ao acaso, foi de 42,20%. Essa maior eficiéncia,
provavelmente, ocorreu-se devido a problemas de encharcamento observados em trés
blocos na fase de estabelecimento da cultura, o que visivelmente comprometeu o
desempenho das plantas cultivadas nestas areas.

Foram observadas diferencas significativas (P<0,01) entre os tratamentos para o
carater severidade da ferrugem (Tabela 9), porém, o desdobramento dos tratamentos ndo
revelou diferengas significativas entre as linhagens piramidadas, o que ja era esperado,
uma vez que todas estas linhagens foram selecionadas com base em marcas moleculares
relacionadas a um unico gene ou bloco génico de resisténcia a ferrugem. O contraste
significativo (P<0,01) linhagens vs. testemunhas revela que existe diferenca entre as

médias destes dois grupos.
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Tabela 9. Resumo das andlises de variancia dos caracteres severidade de ferrugem (FE),
aspecto de grdos (AG) e produtividade (kg/ha), de doze linhagens
piramidadas e testemunhas, Coimbra-MG, safra de “inverno”/2007

Quadrado Médio

Fonte de Variagao cL FE AG Produtividade

Tratamentos 24 1,644** 2,520** 1409943,01**

Linhagens Piramidadas (LP) 11 0,596™ 0,355** 515015,75**

Testemunhas (T) 12 2,220** 4,715%* 2105989,58**

LPvsT 1 6,248** 0,000™ 2901579,27**
Erro Efetivo 48° ou 36° 0,409 0,0494 178506,20
CV(%) 20,53 6,33 13,99
Média Geral 3,12 3,51 3019,55
Média das LP 2,81 3,51 2814,82
Eficiéncia do Latice - - 103,89

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

# Grau de liberdade do erro efetivo dos caracteres aspecto de grdo e reacdo a ferrugem, analisados em
blocos.

® Grau de liberdade do erro efetivo do caréter produtividade de gréos, analisado em latice.

Tabela 10. Resumo das analises de variancia dos caracteres aspecto de grdos e
produtividade (kg/ha), de doze linhagens piramidadas e testemunhas,
Coimbra-MG, safra da “seca”/2008

Quadrado Médio

Fonte de Variagao cL Aspecto do Gréo Produtividade

Tratamentos 168 1,440** 277427,99**

Linhagens Piramidadas (LP) 11 0,199** 169099,98™

Testemunhas (T) 156 1,361** 262365,87**

LPvsT 1 27,473** 3818728,66**
Erro Efetivo 336% ou 300" 0,0991 179890,98
CV(%) 10,67 11,49
Média Geral 2,94 3691,07
Meédia das LP 3,79 3377,15
Eficiéncia do Latice - - 142,20

" e ** no significativo, significativo pelo teste F a 1% de probabilidade, respectivamente.
& Grau de liberdade do erro efetivo do carater aspecto de gréo, analisado em blocos.
® Grau de liberdade do erro efetivo do carater produtividade de graos, analisado em latice.

Considerando-se o carater aspecto de grdo, a analise de variancia conjunta das
safras de “inverno”/2007 e “seca”/2008 revelou que houve diferencas significativas a
1% de probabilidade entre os tratamentos e todos os seus desdobramentos (Tabela 11).
Revelou ainda que ndo houve interagdes significativas de nenhum dos grupos com 0s
ambientes (safras), o que ja era esperado em fungéo da pouca influéncia que o ambiente
exerce sobre este carater (PEREIRA, et al., 2004; BALDONI et al., 2006).

Ao considerar a andlise de variancia conjunta em relacdo a produtividade de

gréos, nao foi constatada variabilidade entre as linhagens piramidadas (Tabela 11). Se
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considerarmos que as linhagens desenvolvidas neste trabalho foram obtidas a partir do
cruzamento de gendtipos com background Ruda praticamente recuperado, € de se
esperar que as linhagens obtidas sejam altamente homogéneas. Interacdes significativas
para o carater rendimento de graos (P<0,01) foram observadas para todos os grupos de
tratamentos em relacdo as safras. A ocorréncia de interacfes significativas entre o
carater rendimento de grdos e o ambiente € comum na cultura do feijoeiro
(CARNEIRO, 2002; ROCHA, 2008).

Tabela 11. Resumo das andlises de varidncia conjuntas dos caracteres aspecto de gréos
e produtividade (kg/ha), de doze linhagens piramidadas e testemunhas,
Coimbra-MG, safras de “inverno”/2007 e “seca”/2008

Quadrado Médio

Fonte de Variacéo

GL Aspecto de graos Produtividade
Ambientes (safras) 1 1,127** 14562110,69**
Tratamento 24 5,086** 1142090,99**
Linhagens Piramidadas (LP) 11 0,506** 261821,88™
Testemunhas Comerciais (TC) 3 1,069** 514951,95*
Testemunhas Nao Comerciais (TNC) 8 5,299** 1905738,59**
Entre Grupos 2 35,453** 3869689,25**
Tratamentos X Ambientes 24 0,081™ 758967,64**
LP x Ambientes 11 0,048™ 422293,84**
TC x Ambientes 3 0,083™ 1459128,30**
TNC x Ambientes 8 0,094™ 1127796,61**
Entre Grupos x Ambientes 2 0,215™ 85116,57™
Erro médio 336% ou 300" 0,093 179742,61

" ** @ * njo significativo, significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.
& Grau de liberdade do erro efetivo do carater aspecto de gréo, analisado em blocos.

® Grau de liberdade do erro efetivo do caréter produtividade de gréos, analisado em latice.
Testemunhas comerciais compreendem as cultivares/linhagens: Pérola, Talisma, Majestoso e VC 3.

Todas as linhagens piramidadas mostraram-se resistentes ou moderadamente
resistentes a ferrugem na avaliacdo de campo, embora, cinco das doze linhagens
avaliadas ndo tenham diferido estatisticamente (Dunnet a 1% de probabilidade) do
genitor recorrente Ruda. Ao considerar como resistentes apenas 0s genotipos com
severidade média da ferrugem menor ou igual a 3,5, os gendtipos G 2333, Ruda e VC 3
mostraram-se suscetiveis. O fato de a cultivar Ruda ter apresentado nota média superior
a 4,0 e as linhagens piramidadas terem apresentado espectro de resisténcia a ferrugem
equivalente ao espectro apresentado pelo genitor doador Ouro Negro evidencia a
importancia da introgressdo do gene Ur-ON no background carioca Ruda.

Apesar da alta variabilidade genética atribuida ao patégeno U. appendiculatus, a
cultivar Ouro Negro tem se mostrado resistente a todos os patotipos identificados em
Minas Gerais (FALEIRO et al., 1999a; SOUZA et al., 2007a) e moderadamente
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resistente a populacdes do patdgeno amostradas em Goiés, Bahia, Parana e Sdo Paulo
(RIOS et al., 2001).

A constatagdo da variabilidade para o aspecto de gréo entre as linhagens
piramidadas obtida pela analise de variancia conjunta foi confirmada pelo teste de
médias de Dunnet, a 1% de probabilidade. Mesmo tendo sido identificadas linhagens
com aspecto de grdo superior ao do genitor Ruda, porém, todas as linhagens
piramidadas mostraram-se estatisticamente inferiores as testemunhas de gréos tipo

carioca com padrdo comercial (Tabela 12).

Tabela 12. Médias de severidade de ferrugem (safra de “inverno”/2007), aspecto de
gréo e produtividade (conjunta das safras de “inverno”/2007 e “seca”/2008)
de doze linhagens piramidadas e treze testemunhas, Coimbra-MG

Produtividade Severidade da

Genotipo (Kg/ha) Aspecto de Grao Ferrugem
G 19-1-1-7 3843,21 bcde* 3,58 2,67 a
Ruda-R 3591,43 abcde 4,00 a 3,00 ab
VC 6 3556,22 abcde 2,25 bcd 3,33 ab
427-3-85-31 3430,90 abcd 3,83 2,33 a
AB 136 3352,68 abcd 5,00 2,17 a
427-3-85-33 3345,75 abcd 3,50 3,00 ab
15-2-100-42 3228,28 abcd 3,33 3,00 ab
33-2-67-49 3223,23 abcd 3,66 3,50 ab
15-3-102-39 3181,33 abcd 4,00 2,67 a
15-2-100-26 3123,18 abcd 3,25 2,67 a
2-4-110-57 3117,71 abcd 3,58 3,50 ab
15-3-102-43 3090,70 abcd 4,08 3,00 ab
G 2333 3019,07 abc 5,00 567 b
G 1-46-7 3008,34 abc 3,66 2,83 ab
AND 277 2971,16 abc 5,00 3,00 ab
33-2-67-55 2948,96 ab 3,41 2,33 a
29-6-52-28 2900,23 ab 3,91 2,33 a
29-6-52-25 2828,60 ab 3,33 2,67 a
427-1-21-11 2732,93 ab 3,91 2,67 a
Majestoso 3124,34 a 233 ¢ 3,33 ab
Talisma 3418,78 b 241 b 3,00 ab
Pérola 3666,55 ¢ 2,25 d 3,33 ab
VC3 3786,41 d 1,50 4,00 ab
Ruda 4190,59 e 4,16 433 b
0. Negro 4597,49 e 5,00 3,50 a

* Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem da testemunha correspondente pelo teste de
Dunnet, a 1% de probabilidade.

Obs.: as testemunhas estdo em negrito.

A comparagdo entre as médias de produtividade, obtidas das analises conjuntas
das safras de “inverno”/2007 e “seca”/2008 também foi realizada pelo teste de Dunnet,
a 1% de probabilidade (Tabela 12). Este teste mostrou que todas as linhagens

piramidadas se equiparam estatisticamente a pelo menos duas testemunhas comerciais
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(Majestoso e Talismd). Oito das doze linhagens piramidadas ndo diferiram
estatisticamente das quatro testemunhas comercias do grupo carioca, no entanto,
nenhuma das linhagens piramidadas igualou a produtividade obtida pela cultivar Ruda,
que obteve a segunda maior produtividade meédia dos dois ensaios (4190,59 Kg/ha),
ficando atras apenas da cultivar Ouro Negro. Caracteristicas como alta produtividade,
boas qualidades culinérias e resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular
tém feito com que a cultivar Ouro Negro seja utilizada como genitora em Varios
cruzamentos destinados a obtencdo de cultivares comerciais (MOREIRA et al., 2005;
ABREU et al., 2006).

3.4. Cruzamentos teste

A linhagem 427-1-21-11 foi escolhida entre as doze linhagens piramidadas para
ser avaliada em cruzamentos teste com as fontes de resisténcia AB 136 e SEL 1360.
Esta linhagem foi uma das que apresentou melhor espectro de resisténcia, comportando-
se como resistente aos seis patétipos de U. appendiculatus avaliados em casa de
vegetacdo (Tabela 8).

Uma populagdo F,, derivada do cruzamento 427-1-21-11 x SEL 1360 e
constituida por 556 plantas, e outra populacao F,, derivada do cruzamento 427-1-21-11
X AB 136 e constituida de 447 plantas foram inoculadas com o patétipo 65 de C.
lindemuthianum. Este patdtipo foi utilizado pelo fato de se sobrepor ao efeito do gene
Co-10 presente na linhagem piramidada 427-1-21-11, ficando a resisténcia a antracnose
desta linhagem condicionada apenas aos genes Co-4%, Co-5 e Co-6.

O numero de plantas avaliadas neste experimento mostrou-se ideal,
considerando-se que o numero de individuos F, a serem avaliados para que se possa
observar pelo menos um individuo suscetivel é dado pela seguinte formula:

C=1-(a)"
Onde:

C = Probabilidade de ocorrer pelo menos um individuo suscetivel

a = erro (probabilidade de ocorrer apenas individuos resistentes)

n = namero de individuos amostrados
Considerando-se que a resisténcia nas duas populac¢fes segregantes é controlada por trés
genes dominantes e independentes, teremos:

(1Y _(63)_
(3 genes) — o= P(A-B-C-) =1- 1) " & =0,984375
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Para certeza = 99,9%, temos:
0,999 = 1-(a)"

N = log0,001 _ log0,001
log ¢ log 0,984375

= 438,6 ~ 439 plantas

Como resultados das inoculagBes, ndo foram observados individuos F,
suscetiveis em nenhum dos cruzamentos. Sendo possivel inferir, assim, com certeza
superior a 99,9%, que os dois genitores envolvidos em cada cruzamento possuem
formas alélicas do mesmo gene, consequentemente, a linhagem 427-1-21-11 realmente
possui 0s genes Co-5 e Co-6.

A realizacdo de cruzamentos teste para confirmar a presenca dos genes Co-6
(SAZ20g455) € Co-5 (SAB3400a) justificou-se pelo fato de os marcadores moleculares
utilizados para monitorar a presenca destes dois genes ndo se encontrarem tao
estreitamente ligados aos respectivos genes de resisténcia. Além disso, a presenca do
gene Co-4° na piramide impede a identificacdo de qualquer outro gene de resisténcia a
antracnose pela inoculacéo direta das linhagens.

Apesar das limitagcdes inerentes a alguns marcadores, a selecdo assistida por
marcadores moleculares mostrou-se eficiente no processo de piramidagdo de genes de
resisténcia, conduzido no presente trabalho.

Em funcdo das limitagdes que compreendem 0s cruzamentos teste, seja pela
dificuldade de implementacédo, seja pelo tempo demandado, a identificacdo de maior
quantidade de marcadores moleculares relacionados aos genes de resisténcia

contemplados no presente estudo faz-se necessaria.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Visando obter linhagens de feijdo do grupo comercial “carioca” com resisténcia
a importantes doencas fungicas da parte aérea do feijoeiro, familias F,.3 previamente
obtidas e selecionadas por apresentarem marcas moleculares relacionadas a genes de
resisténcia & antracnose (Co-4%, Co-5, Co-6 e Co-10), & ferrugem (Ur-ON) e & mancha
angular (Phg-1) foram avancadas até a fixacao dos alelos. Em cada geracdo, marcadores
moleculares do tipo SCAR associados aos genes de resisténcia foram utilizados para
identificar plantas contendo todos os alelos de interesse.

Doze linhagens de background carioca Ruda, piramidadas com os genes de
resisténcia Co-42, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10 foram obtidas. Em inoculacdes
artificiais em casa de vegetacdo, estas linhagens apresentaram espectro de resisténcia a
antracnose, a mancha angular e a ferrugem equivalente ao espectro apresentado pelas
fontes doadoras dos genes de resisténcia. Isso mostra que os marcadores moleculares
empregados no processo de obtencdo das linhagens foram eficientes na selecdo assistida
dos genes de resisténcia.

Foram conduzidos dois ensaios de competi¢cdo com as linhagens piramidadas, nas
safras de “inverno” de 2007 e “seca” de 2008. A comparagdo entre as médias de
produtividade obtidas das analises conjuntas das duas safras mostrou que todas as
linhagens piramidadas se equipararam estatisticamente as testemunhas comerciais
Majestoso e Talismd; oito das doze linhagens piramidadas ndo diferiram
estatisticamente das testemunhas comercias Majestoso, Talismd, VC 3 e Pérola. No
entanto, para o carater aspecto de grdo, a comparacdo entre as médias obtidas das
analises conjuntas das duas safras mostrou que apesar de terem sido obtidas linhagens
com aspecto de grdo superior ao do genitor Ruda, todas elas mostraram-se
estatisticamente inferiores as testemunhas de gréos tipo carioca com padrdo comercial.

Dada a dificuldade ou mesmo impossibilidade que seria monitorar a piramidagéo
dos genes Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10 por técnicas convencionais como
inoculagbes, conclui-se que a selecdo assistida por marcadores moleculares foi
imprescindivel para o desenvolvimento das linhagens de feijoeiro obtidas no presente
trabalho. O amplo espectro de resisténcia as doengas fungicas antracnose, ferrugem e
mancha angular e o bom potencial produtivo das doze linhagens obtidas faz com que
elas constituam um material promissor para uso em programas de melhoramento do

feijoeiro.
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CAPITULO 2

INTROGRESSAO DOS GENES DE RESISTENCIA A FERRUGEM Ur-5 e Ur-11
NA LINHAGEM PIRAMIDADA RUDA-R1

1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris L.). A alta producdo nacional é de suma importancia, pois o feijdo, além de
constituir um dos alimentos basicos da populacdo brasileira, € um dos principais
produtos fornecedores de proteina na dieta alimentar das camadas sociais de menor
poder aquisitivo. No entanto, a produtividade nacional dessa cultura € considerada
baixa. Sdo varios os fatores que contribuem para o baixo rendimento médio da cultura
do feijoeiro, entre eles podemos destacar 0s estresses abioticos como déficit hidrico, as
altas temperaturas e a deficiéncia nutricional, assim como 0s estresses bidticos
ocasionados por pragas e doencgas.

O feijoeiro é suscetivel a inimeras doencas fungicas, bacterianas e viroticas.
Entre as doencas consideradas de maior importancia no territorio nacional, merecem
destaque as doencas foliares de origem flngica, como a antracnose (Colletotrichum
lindemuthianum), a ferrugem (Uromyces appendiculatus) e a mancha angular
(Pseudocercospora griseola). Estas enfermidades sdo especialmente problematicas
porgue seus agentes causais apresentam grande variabilidade patogénica, o que dificulta
0 desenvolvimento de cultivares que sejam resistentes em diferentes campos de
producdo e ao longo de varios anos de cultivo.

A estratégia de melhoramento que consiste em agrupar em um mesmo genotipo
varios genes de resisténcia a patotipos distintos de um mesmo patdgeno é denominada
de piramidacéo. Esta € uma estratégia que vem sendo adotada em alguns programas de
melhoramento de plantas autdgamas com o propdésito de tornar mais amplo e duradouro
0 espectro de resisténcia a determinadas enfermidades (KELLY et al., 1995;
HITTALMANI et al., 2000; ALZATE MARIN et al.; 2005). Entretanto, apenas com 0
uso de métodos convencionais de melhoramento, dificilmente consegue-se viabilizar o
processo de piramidacdo, principalmente em funcdo de dificuldades encontradas na

identificacdo dos diferentes alelos de resisténcia agrupados em um mesmo genétipo. Por
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isso, os marcadores moleculares tém sido frequentemente utilizados ao longo do
processo de melhoramento para monitorar a piramidacdo dos genes de interesse
(STAVELY, 2000; KELLY et al., 2003; ALZATE MARIN et al.; 2005).

O Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV tem se dedicado
a piramidacdo de genes de resisténcia a doencas do feijoeiro, como a antracnose, a
ferrugem e a mancha angular, com o auxilio de marcadores moleculares. Inicialmente, o
programa priorizou a caracterizacdo de genes de resisténcia e a identificagdo de
marcadores moleculares estreitamente ligados a esses genes. Com o auxilio desses
marcadores, por meio do método dos retrocruzamentos, varias linhagens de feijoeiro
foram desenvolvidas, principalmente no background genético da cultivar de grdo tipo
carioca “Ruda”. Atualmente essas linhagens tém sido intercruzadas, a fim de se obter
uma cultivar que possua um grande nimero de genes de resisténcia para essas doencas
(ARRUDA, 2005; SOUZA, 2005; RAGAGNIN et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi a introgressao de dois novos genes de resisténcia a
ferrugem (Ur-5 e Ur-11) em uma isolinha da cultivar de feijdo carioca Ruda, que ja
possui piramidados genes de resisténcia & antracnose (Co-42, Co-5, Co-6 e Co-10), &

mancha angular (Phg-1) e a prépria ferrugem (Ur-ON).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Genético

O material genético utilizado como genitor no processo de piramidacdo constou
das doze linhagens piramidadas previamente relatadas no CAPITULO 1, as quais, aqui,
serdo denominadas de Ruda-R1, e de oito linhagens piramidadas com trés genes de
resisténcia a ferrugem, obtidas por SOUZA (2005), aqui denominadas de Ruda-R2. A
genealogia e 0s genes de resisténcia presentes nestes genotipos sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Linhagens fontes de resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular,
utilizadas para piramidacdo de genes de resisténcia

Linhagem Genealogia Doenca Genes de Resisténcia
, Rud&/AND 277/TO/ Antracnose Co-4%, Co-5, Co-6,
Ruda-R1 AB 136/0uro Negro/  porrygem e Mancha Ur-ON/Co-10 e
G 2333 angular Phg-1
) Ruda/Mexico 309/ Ur-5, Ur-11e
Ruda-R2 Belmidak RR-3/ Ouro Ferrugem e Ur-ON/Co-10
Negro Antracnose

2.2. Local de conducédo dos experimentos

Os cruzamentos, a obtencdo da populagcdo segregante F,, a inoculacdo e a
avaliacdo da resisténcia a mancha angular e a antracnose foram realizados em casa de
vegetacdo, pertencente ao Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, Vigosa-MG.

A selecdo assistida dos alelos de resisténcia utilizando marcadores moleculares,
a multiplicacéo e o preparo dos indculos dos patogenos foram realizados no Laboratério
de Genética Molecular de Plantas do BIOAGRO/UFV.

2.3. Obtencédo da populacgédo segregante F;

Cruzamentos entre as linhagens Ruda-R1 e Ruda-R2 foram realizados de forma
direcionada, utilizando como doadora de polen a linhagem Ruda-R1, que possui 0 gene
Phg-1 de resisténcia a mancha angular, e como receptora de polen a linhagem Ruda-R2,
gue possui a piramide de genes de resisténcia a ferrugem, mas que é susceptivel a
mancha angular. As plantas F; obtidas desse cruzamento foram avaliadas em relacdo a

resisténcia a mancha angular, com o objetivo de confirmar se as plantas F; eram
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realmente hibridas. Os hibridos que apresentaram resisténcia a mancha angular foram

selecionados e avancados por autofecundacéo, obtendo-se a populagéo segregante F».

2.4. Selecéo assistida por marcadores moleculares

A populacdo F, obtida foi avaliada quanto a presenca de marcas moleculares
relacionadas aos genes de resisténcia (Tabela 2), procedendo-se a sele¢do dos gendtipos
que apresentaram marcas moleculares relacionadas a todos os genes de resisténcia em
questéo.

Antes do uso dos marcadores moleculares na selecdo dos gendtipos desejaveis,
fez-se necessaria a validacdo desses marcadores nas linhagens genitoras. Essa validagédo
constituiu-se em observar a existéncia de polimorfismo entre 0s genitores, e ocorreu
devido & possibilidade de que uma marca relacionada a um determinado gene presente
em uma das linhagens também se manifeste na outra linhagem, sem que, contudo, esta

linhagem possua o gene (marca inespecifica).

Tabela 2. Marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia a antracnose, a
ferrugem e a mancha angular, utilizados na genotipagem das plantas F,

A . Gene de Fonte de N
Marcador Distancia (cM) Resisténcia Resisténcia Referéncias
ARRUDA et al. (2000),
SCAR Y 20g30, 12 Co-4 0 QUEIROZ et al. (2004b)
SCAR AB03400, 12,9 Co-5 G 2333 VALLEJO et al. (2001)
ALZATE-MARIN et al. (2000),
AR AZ2 7.1 - AB 1
¢ Osisa ’ Co-6 36 QUEIROZ et al. (2004b)
CARVALHO et al. (1998),
SCAR H13 5,6 Phg-1 AND 277
5208 g QUEIROZ et al. (2004a)
] . HALEY et al. (1993),
SCAR 119460, 3,3 Ur-5 Meéxico 309 SOUZA &t ol (20070)
SCAR AE19g0: 1,0 Ur-11 Belmidak RR-3  JOHNSON et al. (1995),

QUEIROZ et al. (2004b)
cM = distancia em centimorgans, * ligado em acoplamento, " ligado em repulsdo

2.4.1. Extracao e amplificacdo do DNA

Folhas das plantas da populagdo F, foram coletadas e armazenadas em freezer a
—80°C até serem utilizadas para extragdo do DNA. A extracdo foi feita de acordo com o
protocolo descrito por DOYLE e DOYLE (1990), com algumas modificacdes propostas
por ABDELNOOR et al. (1995).

Amostras de DNA das plantas submetidas & selecdo foram amplificadas pela
técnica de SCAR, os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese e

fotodocumentados, conforme descrito no item 2.3.2 do CAPITULO 1.
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Para os primers SCAR 119460, € SCAR AE19g40r, as temperaturas de anelamento
adotadas foram, respectivamente, de 50 e 58°C, conforme QUEIROZ et al. (2004c) e
SOUZA et al. (2005).

2.5. Selecd@o por meio de inoculag6es

InoculacGes com os agentes causais de mancha angular e de antracnose foram
realizadas com o objetivo de reduzir o nimero de plantas a serem genotipadas. A
selecdo de plantas resistentes & mancha angular foi realizada em duas fases do trabalho,
na identificacdo de hibridos, resultantes do cruzamento das linhagens genitoras, e na
populacdo segregante F,; j& a inoculagdo com o agente causal da antracnose foi feita
apenas na populacgao segregante F,.

O agente causal de mancha angular utilizado foi o isolado 97-2 classificado por
NIETSCHE (2000a) como pat6tipo 31.17; o agente causal da antracnose utilizado foi o
patétipo 2047, caracterizado por BALARDIN et al. (1997). As multiplicacdes dos
fungos, o preparo dos indculos, as inoculacdes e as avaliagdes dos sintomas foram feitas
como descrito nos itens 2.4.1 e 2.4.3 do CAPITULO 1. Estes patGtipos foram
escolhidos de acordo com os resultados de inoculacdes prévias realizada nas linhagens
genitoras. As inoculacdes permitiram constatar que a linhagem que contém a piramide
de genes de resisténcia a ferrugem (Ruda-R2) é suscetivel tanto ao pat6tipo 31.17 de P.
griseola quanto ao patétipo 2047 de C. lindemuthianum, enquanto a linhagem Ruda-R1

é resistente aos dois patétipos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do cruzamento da linhagem Ruda-R1 com a linhagem Ruda-R2 foram obtidas
82 sementes F;. Estas foram semeadas e as plantas resultantes foram inoculadas com o
isolado 97-2 de P. griseola. Desta inoculagéo foram identificadas 60 plantas resistentes.
As plantas que apresentaram suscetibilidade ao agente causal da mancha angular foram

descartadas, por serem resultantes de produtos de autofecundacéo.

3.1. Selecéo por inoculag6es

A autofecundacéo das plantas F;1 gerou um total de 705 sementes F, que, quando
semeadas, possibilitaram a obtencdo de 675 plantas F,. A inoculacdo desta populagédo
com o pat6tipo 2047 de C. lindemuthianum possibilitou a identificagdo de 177 plantas
suscetiveis, as quais foram descartadas. Com a inoculacdo sequencial com o patétipo
31.17 de P. griseola nas plantas que apresentaram resisténcia a antracnose, foi possivel
a identificacdo de 170 plantas suscetiveis, que também foram descartadas.

Os resultados obtidos pela inoculacdo da populagéo segregante com os agentes
causais da antracnose e da mancha angular permitiram a selecdo das plantas F, que
apresentavam pelo menos uma forma alélica dominante dos genes Phg-1 e Co-4%. Vale
salientar que o gene Co-4% é o Unico, entre os relacionados neste trabalho, capaz de
conferir resisténcia ao patotipo 2047.

As inoculagdes possibilitaram uma economia significativa de tempo e de
recursos nas analises moleculares das plantas F,, em funcdo da reducdo do nimero de

plantas F; a ser analisado com os marcadores moleculares.

3.2. Selecéo assistida por marcadores moleculares

Em relacdo a validacdo dos primers, nenhum dos marcadores utilizados na
piramidacdo dos genes Co-4?, Co-5, Co-6 e Phg-1 geraram marcas inespecificas na
linhagem Ruda-R2. O marcador S119460, também ndo gerou marca inespecifica na
linhagem Ruda-R1. Este marcador foi identificado por HALEY et al. (1993) como
ligado, em fase de acoplamento e sem apresentar recombinantes, ao gene Ur-5 da
cultivar B-190 (derivada de Mexico 309). Posteriormente, o marcador S119460, foi
convertido em SCAR por MELOTTO e KELLY (1998), sendo assim denominado de
SI19460. Recentemente, em um trabalho desenvolvido por SOUZA et al. (2007b), o
primer S119460, Mmostrou-se ligado a 3,3 cM do gene Ur-5 em uma populagédo segregante

derivada do cruzamento Ruda x Mexico 309.
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O marcador SAE19 também foi validado na linhagem Ruda-R1, ou seja, gerou a
banda de 890 pares de base, previamente reportada como ligada em repulsdo ao gene
Ur-11. Embora este marcador tenha sido analisado na populacdo segregante F,, seu
resultado ndo pode ser considerado, uma vez que a populacdo F, ndo segregou para a
marca. Todos os individuos F, avaliados apresentaram a marca, quando o esperado era
de que apenas 2/3 da populacdo a apresentasse, por se tratar de um marcador em
repulsdo. Diante disso, o DNA de todas as plantas Ruda-R2 utilizadas nos cruzamentos
com a linhagem Ruda-R1 e o DNA de uma isolinha da cultivar Ruda contendo apenas o
gene Ur-11 (Ruda Ur-11) foram amplificados com o primer SAE19. Como resultado,
apenas 0 DNA da isolinha Rudd Ur-11 ndo teve a marca gerada. Este resultado
justificou a falta de segregagdo observada na F,. Posteriores testes de variacdo da
temperatura de anelamento do primer SAE19 ndo permitiram chegar ao padrdo de
amplificacdo desejado, que é de presenca de marca na linhagem Ruda-R1 e de auséncia
em Ruda-R2.

O marcador OPAE19gy, foi identificado por JOHNSON et al. (1995) como
ligado em fase de repulsdo a 6,2 cM do gene Ur-11, presente em Pl 181996.
Posteriormente, este marcador foi avaliado por SOUZA et al. (2002) em uma populacéo
F,3 derivada do cruzamento Ruda x Belmidak RR-3 (derivado de Pl 181996),
mostrando, neste caso, estar ligado a uma distancia de 1,0 cM do referido gene de
resisténcia. Recentemente, este marcador foi convertido em SCAR por QUEIROZ et al.
(2004c) e, quando testado na mesma populacdo utilizada por SOUZA et al. (2002),
confirmou sua ligacdo em fase de repulsdo a 1,0 cM do gene Ur-11. O fato de o primer
SAE19g9, ser utilizado como um marcador em repulsdo eleva as chances de que
gendtipos Ur-11/ur-11 e ur-11/ur-11 sejam selecionados devido a falhas nas reacGes de
amplificacdo ou mesmo devido a uma eventual ma qualidade do DNA. No entanto,
neste trabalho foram genotipadas oito linhagens Ruda-R2 e todas apresentaram a marca
SAE19g9, sendo, portanto, pouco provavel que falhas nas amplificacGes realizadas
durante o processo de obtencdo das linhagens Ruda-R2 justifiguem os resultados
obtidos.

Outros dois marcadores, OPAC2049p € OPF10970, previamente reportados como
relacionados aos genes Ur-11 e Ur-5, respectivamente, ndo poderiam ser utilizados na
selecdo dos respectivos genes de resisténcia a ferrugem, visto que as isolinhas da
cultivar Rudd que possuem separadamente os genes Ur-ON, Ur-11 e Ur-5 ndo

apresentam polimorfismo, quando analisadas com estes marcadores (SOUZA, 2005).
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Diante disso, os marcadores SCAR que se mostraram Uteis para monitorar a presenca
dos genes de resisténcia no processo de selecdo desta nova etapa da piramidagéo foram
os marcadores SY20g30a (C0-4%), SAB3400a (C0-5), SAZ20g45, (C0-6), SH13520s (Phg-1)
e S119460a (Ur-5). Ndo houve a possibilidade de monitorar a presenca do gene de
resisténcia a ferrugem Ur-11, uma vez que o programa também nao dispde de patotipos
do agente causal que possibilitem a distin¢cdo dos diferentes genes de resisténcia a
ferrugem (Ur-ON, Ur-11 e Ur-5).

Marcadores moleculares relacionados ao gene Ur-ON ndo foram analisados na
populacdo F,, dado que ambas linhagens genitoras possuem esse gene ja fixado.
Segundo SOUZA (2005), dos trés marcadores previamente reportados como ligados ao
gene Ur-ON, apenas o marcador OPX11ss5, mostrou-se viavel no processo de
piramidacdo dos genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON, em funcdo dos marcadores SF1019724 €
SBAO08ss0, terem mostrado inespecificidade em relacdo as duas outras fontes utilizadas
(México 309 e Belmidak RR-3). Isso implica, que em futura tentativa de transferéncia
dos genes que estdo sendo piramidados no presente trabalho para outro genoétipo, apenas
0 marcador RAPD OPX11430, podera vir a ser Gtil para a selecdo do gene Ur-ON.

O marcador OPX11s5, foi identificado por FALEIRO et al. (2000b) como ligado
em fase se acoplamento a 5,8 cM do gene Ur-ON em uma populagédo F, derivada do
cruzamento US Pinto 111 x Ouro Negro. Posteriormente, quando avaliado em uma
populacdo de RIL derivada do cruzamento Ruda x Ouro Negro, mostrou-se ligado a 8,9
cM de distancia do loco Ur-ON (FALEIRO et al., 2003). Apesar de 0s constantes
esforcos do Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV, ainda néo foi
possivel obter sucesso na conversdo do RAPD OPX11s3 em um marcador do tipo
SCAR. Consequentemente, a marca gerada por este primer € pouco reprodutivel, o que
vem dificultando o seu uso pelo programa.

A genotipagem da populagdo segregante F, iniciou com um total de 376 plantas.
A cada marcador analisado, as amostras que nao apresentavam a marca relacionada ao
gene de interesse eram novamente analisadas com o mesmo marcador, a fim de
certificar-se de que a falta de amplificacdo néo teve origem em falhas nesta etapa. A
partir da confirmacdo dos resultados, as amostras que nao apresentaram a marca foram
descartadas e as amostras restantes analisadas com um novo marcador. Este
procedimento foi repetido até que todos os cinco marcadores moleculares SCAR
(SY20330a, SAB3400a, SAZ20g45:, SH13s504 € S1194602) relacionados aos genes de

resisténcia considerados no estudo fossem analisados.
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Quando 198 amostras de DNA foram avaliadas com o marcador SH13, sendo
189 provenientes de plantas resistentes e nove de plantas suscetiveis ao patétipo 31.17
de P. griseola, ndo foi observado nenhum individuo recombinante. Em relacdo ao
marcador SY?20g30,, foram avaliadas 104 amostras de DNA, todas provenientes de
plantas resistentes ao patotipo 2047 de C. lindemuthianum, sendo que novamente nédo
foram observados recombinates. Estes resultados ressaltam a alta especificidade dos
marcadores SH13 e SY20g30, para 0s genes Phg-1 e Co-4?, respectivamente.

O marcador OPY20g30, foi identificado em uma populacéo segregante derivada
do cruzamento Ruda x TO como ligado sem recombinantes ao gene de resisténcia a
antracnose Co-4 (ARRUDA et al., 2000). Ao ser convertido em SCAR e avaliado nesta
mesma populacéo, o marcador mostrou-se ligado a 1,2 cM do gene Co-4 (QUEIROZ et
al., 2004a).

Diante da falta de segregacdo observada entre 0 marcador SY20 e a reacdo ao
patétipo 2047, julgou-se desnecessario avaliar a populacdo segregante F, com marcador
SAS13, que também marca o gene Co-42,

Das 376 plantas F, inicialmente genotipadas, foram obtidas pouco mais de 100
plantas que apresentaram marcas moleculares associadas aos genes Phg-1, Ur-5, Co-4?,
Co-5 e Co-6.

Devido a dificuldade encontrada em monitorar o gene Ur-11, parte das sementes
produzidas pelas plantas F, selecionadas com os marcadores moleculares foram
acondicionadas em camara fria, na expectativa de que futuramente uma solucdo seja
encontrada. A outra parte das sementes foram multiplicadas em campo, no intuito de
obter sementes F, suficientes para montar um ensaio de competicdo. A partir da andlise
visual das sementes F, obtidas desta multiplicacdo, foram selecionadas dezesseis
familias com aspecto de grdo mais proximo do padrdo apresentado pelas variedades do
grupo comercial carioca, atualmente recomendadas.

Os gendtipos que serdo obtidos deste trabalho, quando todos os alelos de
resisténcia estiverem fixados, irdo constituir um material de grande valor para uso em
programas de melhoramento do feijoeiro. No entato, ha que se considerar que de todos
alelos de resisténcia piramidados, apenas o Co-4% tem a possibilidade de ser monitorado
por mais de uma marca molecular, em uma eventual transferéncia para cultivares elite.
Isso demonstra a necessidade de identificagdo de um maior nimero de marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia que possam ser incorporados ao programa

de melhoramento.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho foi introgredir dois novos genes de resisténcia a
ferrugem (Ur-11 e Ur-5) em uma isolinha da cultivar de feijdo tipo carioca Ruda que ja
possui piramidados genes de resisténcia & antracnose (Co-4?, Co-5, Co-6 e Co-10), &
mancha angular (Phg-1) e a ferrugem (Ur-ON), denominada de Ruda-R1. Para isso,
cruzamentos foram realizados entre Ruda-R1 e outra isolinha da cultivar Ruda que
possui piramidados os genes de resisténcia a ferrugem Ur-ON, Ur-11 e Ur-5 (Ruda-R2).
Os cruzamentos foram confirmados pela inoculacdo das plantas F; com o isolado 97-2
de P. griseola e as plantas F; resistentes foram autofecundadas para obter a populacéo
segregante F,. Folhas de 376 plantas F, foram coletadas e tiveram seu DNA extraido e
analisado com marcadores moleculares do tipo SCAR estreitamente ligados aos genes
de resisténcia Co-4? (SY20g30), Co-5 (SAB034s0), Co-6 (SAZ20g45), Phg-1 (SH13s20) e
Ur-5 (SI19460). O marcador SCAR AE19, tido como estreitamente relacionado ao gene
Ur-11, ndo gerou polimorfismo entre as isolinhas genitoras e por isso ndo pdde ser
usado no processo seletivo do gene Ur-11.

Pouco mais de 100 plantas F, apresentaram marcas moleculares relacionadas aos
genes Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-5. Estas foram selecionadas e autofecundadas,
obtendo-se assim, sementes F; que serdo usadas em teste de progénie para a
identificacdo de familias que apresentem todos os locos de resisténcia em homozigose.

A incorporacdo dos genes de resisténcia a ferrugem Ur-5 e Ur-11 na linhagem
Ruda-R1 ira ampliar a base da sua piramide de genes R, consequentemente, espera-se
que o seu espectro de resisténcia a ferrugem também seja aumentado.

Como as duas linhagens utilizadas como genitoras ja apresentavam fixado o
gene Ur-ON e provavelmente o gene Co-10, por estes serem genes ligados, concluiu-se
que:

Foram obtidos geno6tipos de feijdo de grdos do tipo carioca que possuem marcas
moleculares estreitamente relacionadas aos genes de resisténcia Phg-1, Co-6, Co-5, Co-
4% e Ur-5, e que, além disso, ja possuem 0s genes de resisténcia Ur-ON e Co-10 em
homozigose.

O marcador SCAR AE19g9y ndo possibilitou monitorar a tansferéncia do gene
Ur-11 para a linhagem Ruda-R1, tornando-se necessario, portanto, que novos

marcadores relacionados a este gene sejam incorporados ao programa de melhoramento.
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CAPITULO 3

INTROGRESSAO DE GENES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE, A
FERRUGEM E A MANCHA ANGULAR EM LINHAGENS ELITE DE
FEIJOEIRO

1. INTRODUCAO

Apesar do constante esforco que os melhoristas tém em lancar cultivares mais
produtivas, mais resistentes e que atendam melhor as exigéncias do mercado
consumidor, a vida vida util das cultivares é limitada. Nesse sentido, os programas de
melhoramento precisam contemplar o maior nimero de caracteristicas possiveis para
que os gendtipos desenvolvidos sejam competitivos e consigam ter sua vida Util
prolongada ao maximo possivel.

A cultivar Ruda, utilizada como genitor recorrente pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro, conduzido no BIOAGRO/UFV, é um exemplo de cultivar
anteriormente recomendada, mas que hoje tem aceitacdo limitada, por ndo atender as
exigéncias de mercado. Apesar de a Ruda apresentar bom potencial produtivo, seus
gréos sdo pequenos e com tonalidade do fundo creme e rajas mais escuras que o padréo
comercial atualmente exigido. Além disso, esta cultivar é suscetivel a maioria dos
patétipos dos agentes causais de antracnose, de ferrugem e de mancha angular.

Apo6s um longo e laborioso trabalho voltado a piramidacdo de genes de
resisténcia a doencas flngicas que acometem a cultura do feijoeiro, o Programa de
Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV piramidou em um mesmo gendtipo,
genes de resisténcia a trés das principais doencas dessa cultura. Esta pirdmide de genes
é constituida por quatro genes de resisténcia & antracnose (Co-4% Co-5, Co-6, Co-10),
um gene resisténcia a ferrugem (Ur-ON) e outro para resisténcia a mancha angular
(Phg-1).

Com a introgressdo dos genes Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10 no
background genético da cultivar Ruda, conseguiu-se obter um material de grande valor
para os programas de melhoramento do feijoeiro. 1sso se deve ndo so por este material
acumular diferentes genes de resisténcia a distintas doencas de grande importancia para

a cultura, como também por estes genes estarem disponiveis em uma fonte adaptada. No
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entanto, estas linhagens apresentam limitagdes para uso como cultivares, pois
apresentaram aspecto do grédo que ndo atende as exigéncias do mercado, uma vez que
sdo praticamente linhas isogénicas da cultivar Ruda.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi transferir genes de
resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular para as cultivares Pérola,
BRSMG e Talismé e as linhagens VC 9 e VC 3 que tém se destacado, tanto pela
capacidade produtiva quanto pelo bom padréo do grao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

Os genitores utilizados como fonte de genes de resisténcia as doencgas foram
linhagens de background carioca Rudé, piramidadas com os genes Co-4%, Co-5, Co-6,
Phg-1 e Ur-ON/Co-10, as quais, aqui, serdo denominadas de Ruda-R1. Estes genotipos,
apesar de apresentarem boa capacidade produtiva, possuem grdos com fundo muito
escuro e/ou sdo muito pequenos para os padrdes atualmente exigidos para o grupo
comercial carioca.

Os genitores recorrentes utilizados foram as cultivares Pérola, BRSMG Talisma
e as linhagens VC 9 e VC 3.

A cultivar Pérola resultou da selecdo de linha pura na cultivar Aporé
(Carioca/México 168 // Carioca/BAT 76), pela Embrapa Arroz e Feijdo. Apds
avaliagOes realizadas em MG, BA, GO, DF e MT, a referida linhagem foi recomendada
para cultivo, nesses estados, em 1994 (EMBRAPA, 2008c). Segundo LANA et al.
(2004), no ano de 2003, a cultivar Pérola respondeu por 43% de toda a area plantada
com feijdo do grupo comercial carioca, considerando-se os estados para os quais foi
recomendada: GO, DF, MG, BA, MS, PR, RN, RO, AC, ES, SC, RR e RS. Quando
comparada as demais cultivares do grupo carioca, essa cultivar produz grdos de
tamanho médio (23 a 25 g/100 gréos), o que Ihe confere excelente aspecto visual. Além
disso, apresenta cor do grdo bege clara com rajas claras, caracteristica que lhe
proporciona maior tempo de armazenamento. Apesar dessas vantagens em relacdo as
demais cultivares do grupo carioca, a cultivar Pérola apresenta suscetibilidade a um
grande namero de patétipos da antracnose, da ferrugem e da mancha angular.

A cultivar BRSMG Talisma é resultado de um programa de selec@o recorrente
conduzido na Universidade Federal de Lavras (UFLA). A populacdo base foi obtida
pelo intercruzamento de dez linhagens (BAT 477, IAPAR 14, FT 84-29, Jalo EEP 558,
A 252, A 77, Ojo de Liebre, ESAL 645, Pintado e Carioca), fontes de caracteres de
interesse. Esta cultivar foi registrada para o estado de Minas Gerais em 2002 e associa
aos grdos do padrdo comercial carioca, resisténcia a algumas patétipos de C.
lindemuthianum, boa produtividade e precocidade de, aproximadamente, dez dias em
relacdo as demais cultivares recomendadas no estado (RAMALHO et al., 2004). Além
disso, BRSMG Talisma apresenta boas propriedades culinarias e nutricionais, como
tempo médio de coccdo de 28,5 minutos, 9,8% de solidos sollveis e 23,8% de proteina
(ABREU et al., 2004). No entanto, BRSMG Talismd tem mostrado-se bastante
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suscetivel a populacdes de ferrugem que ocorrem em lavouras da Zona da Mata
Mineira.

VC 9 (OP 165) € uma linhagem oriunda do cruzamento Pérola x Ouro Negro,
selecionada para resisténcia, em casa de vegetacdo, aos patdtipos 73, 81 e 89 de C.
lindemuthianum e a uma mistura dos patétipos 15, 35, 45, 49, 59 e 59 de U.
appendiculatus, coletados no estado de Minas Gerais (MELO et al., 2006). A maior
limitacdo da linhagem VC 9 é apresentar suscetibilidade ao patétipo 65 de C.
lindemuthianum, uma vez que este patdtipo ocorre em alta frequéncia e é amplamente
distribuido por todo pais (CARBONELL et al. 1999; SOMAVILLA e PRESTES, 1999;
TALAMINI et al., 2004; ALZATE-MARIN e SARTORATO, 2004; SILVA et al.,
2007; ISHIKAWA et al., 2008; SANSIGOLO et al., 2008).

A linhagem VC 3 (AN512666-0 x AN730031), além de apresentar amplo
espectro de resisténcia a antracnose, possui um aspecto de grdo muito apreciado, com
fundo creme bastante claro, cuja tonalidade persiste por longo periodo, ndo sofrendo o
escurecimento tipico apresentado pelos gréos de padrdo carioca. Entretanto, VC 3 tem
mostrado-se altamente suscetivel a ferrugem, tanto em avaliacGes em casa de vegetacéo,
guanto em avaliac6es em campo.

Tanto a linhagem VC 9 quanto a VC 3 sdo oriundas do Programa de
Melhoramento do Feijoeiro da UFV e, além de apresentarem 6timo padrdo de grédo, tém

se destacado nos ensaios de valor de cultivo e uso (VCU) pelo bom potencial produtivo.

2.2. Local de conducédo dos experimentos

Os cruzamentos e a obtencdo das populacOes segregantes F, foram feitos em
casa de vegetacdo, pertencentes ao Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, Vicosa-MG.

A caracterizacdo molecular dos genitores, a multiplicagdo dos fungos e o
preparo dos inoculos foram realizados no Laboratério de Genética Molecular de Plantas,
situado no BIOAGRO/UFV.

Etapas relacionadas as inoculagdes e as avaliagdes da resisténcia a antracnose, a
mancha angular e a ferrugem foram realizadas em camaras de nevoeiro e em casa de
vegetacdo, pertencentes ao Programa de Melhoramento do Feijoeiro do
BIOAGRO/UFV.
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O experimento de campo foi conduzido na Estacdo Experimental de Coimbra,
Coimbra-MG (690 m de altitude, 20° 45’ S de latitude e 42° 51 W de longitude)
pertencente ao Departamento de Fitotecnia/UFV.

2.3. Caracterizacdo molecular dos genitores

No intuito de determinar a possibilidade dos genes provenientes da linhagem
Rud&-R1 poderem ser monitorados via marcadores genéticos, dez plantas de cada um
dos genotipos utilizados como genitores foram genotipadas com o0s marcadores
moleculares SCAR SY20g3 (Co-4%), SAS13gsy (C0-4%), SAB034s0 (C0-5), SAZ20g45
(Co-6), SH13s, (Phg-1), SF101072 (Ur-ON/Co-10) e SBA08s30 (Ur-ON/Co-10).

As amostras de DNA foram amplificadas pela técnica de SCAR e os produtos da
amplificacdo foram separados por eletroforese e fotodocumentados, conforme descrito
no item 2.3.2 do CAPITULO 1.

2.4. Cruzamentos e obtencéo das populacdes segregantes F;

Os cruzamentos foram realizados de forma direcionada, de maneira que as
linhagens Ruda-R1 atuassem como doadoras de pdlen em todas as hibridagdes.

Sementes F; obtidas dos quatro cruzamentos foram semeadas diretamente em
vasos plasticos de 2,5 | contendo uma mistura de solo, esterco curtido e adubo
formulado 8-28-16. As plantas F; provenientes dos quatro cruzamentos foram avaliadas
em relacdo a resisténcia ao patétipo 2047 da antracnose, com o objetivo de confirmar se
elas eram realmente hibridas. Plantas F; resistentes a antracnose foram selecionadas e

autofecundadas para produzir as populagdes segregantes F.

2.5. Inoculagdes

Além da identificacdo de hibridos, as inoculagdes foram utilizadas com mais
dois outros propositos, na caracterizagédo fenotipica dos genitores e para eliminar plantas

F, que ndo apresentavam as formas alélicas Co-42, Ur-ON e Phg-1.

2.5.1. Inoculagéo dos genitores

Para avaliar o padréo de resisténcia/suscetibilidade dos genitores quanto a reacao
a varios patotipos de C. lindemuthianum, U. appendiculatus e P. griseola (Tabela 1),
foram semeadas quinze sementes de cada um dos genitores e das cultivares AND 277

(Phg-1), Ouro Negro (Ur-ON/Co-10) e Rudd. No caso da caracterizacdo frente aos
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patétipos de C. lindemuthianum e U. appendiculatus, as sementes foram pré-germinadas
em papel germitext, em camara de germinacdo a 30°C; ap6s a emissdo da radicula,
transferidas para bandejas plasticas (60 x 40 x 12 cm) contendo uma mistura de solo e
substrato agricola Plant Max®, na proporcéo 2:1, adubada com o formulado NPK 8-28-
16. No caso da mancha angular, a semeadura foi feita diretamente em vasos plasticos de
2,5 |, contendo uma mistura de solo e esterco curtido, na proporc¢éo de 4:1, adubada com
o formulado NPK 8-28-16.

Os procedimentos de multiplicacdo do fungo, preparo do inoculo, inoculagéo e
avaliacdo dos sintomas da antracnose, da ferrugem e da mancha angular foram feitos
como descrito nos itens 2.4.1, 2.4.2 e 2.4.3 do CAPITULO 1.

Tabela 1. Patotipos de C. lindemuthianum (CL), U. appendiculatus (UA) e P. griseola
(PG), utilizados na caracterizacdo fenotipica dos genitores

Patdgeno Patétipo Isolado Patdgeno Pat6tipo Isolado
CL 8 LV101® UA 29-15 1.1.1.1®
CL 9 UFv01® UA 53-3 2.1.3.1®
CL 55 264© UA 53-7 4.1.4.19
CL 65 400© UA 63-19 2®
CL 71 LV96®@ PG 317 Coimbra 21®
CL 73 4979 PG 31.17 97-2®
CL 81 5380 PG 47.39 B, 4®
CL 89 1A, PG 63.7 Coimbra 20®
CL 453 4579 PG 63.19 48-1®
CcL 20479 PG 63.23 158-1®
UA 21-3 2.2.3.1® PG 63.47 B, 8®
UA 29-3 10® PG 63.55 29-3®

@ jsolados identificados pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFLA; ® isolados identificados
pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV; © isolados caracterizados por RAVA et al. (1994);
@ patétipo caracterizado por BALARDIN et al. (1997).

2.5.2. Inoculagéo das populagdes segregantes F,

Em relacdo a inoculacdo das populagdes segregantes F,, as sementes, apds serem
pré-germinadas, foram transferidas para bandejas plasticas (60 x 40 x 12 cm) contendo
uma mistura de solo e substrato agricola Plant Max®, na proporcéo 2:1. Cinco dias ap6s
a emergéncia das plantulas foi feita a inoculagdo com o agente causal da antracnose
(pat6tipo 2047), utilizando-se uma suspensdo contendo 1,2 x 10° conidios/ml, a qual foi
aplicada em ambas as superficies das folhas primarias, com o auxilio de um atomizador
De Vilbiss n® 15 acionado por um compressor elétrico. Apés a inoculagdo e rapida
secagem ao ar, as plantas foram incubadas por cinco dias em camara de nevoeiro (20 +
2°C e umidade relativa >95%), sob fotoperiodo de doze horas. Transcorrido este

periodo, as plantas que apresentaram algum sintoma da doenca foram descartadas. As
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plantas que apresentaram resisténcia a antracnose foram imediatamente inoculadas com
0 agente causal da ferrugem (pat6tipo 63-19), ap6s a inoculacdo e rapida secagem ao ar,
as plantas foram novamente transferidas para cdmara de nevoeiro (20 + 2°C e umidade
relativa >95%), onde permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo de doze horas.
Depois desse periodo, foram transferidas para a casa de vegetagdo (20 + 5°C), onde
permaneceram até serem avaliadas. A avaliacdo dos sintomas da ferrugem foi feita
quinze dias ap0s a inoculacdo. Todas as plantas que apresentaram pustulas esporulando
foram descartadas. As plantas que apresentaram resisténcia a ferrugem foram
transplantadas para vasos plasticos de 2,5 I, contendo uma mistura de solo e esterco
curtido, na propor¢do de 4:1, adubada com o formulado NPK 8-28-16. Depois do
aparecimento da segunda folha trifoliolada, uma suspensdo do patotipo 31.17 de P.
griseola, ajustada para concentragdo de 2 x 10* conidios/ml, foi aspergida em ambas as
superficies do primeiro par de folhas trifolioladas. Apos a inoculagdo e rapida secagem
ao ar, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro (20 + 2°C e umidade
relativa >95%), onde permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo de 12 horas. Apds
esse periodo, foram transferidas para a casa de vegetagdo (20 + 5°C), onde
permaneceram até serem avaliadas. A doenca foi avaliada visualmente aos dezoito e aos
25 dias apos a inoculagdo, eliminando-se todas as plantas que apresentavam sintomas da

mancha angular.

2.6. Avaliagdes de campo

Familias F,.3, proveniente das plantas F, resistentes aos trés patétipos, foram
multiplicadas em campo e tiveram os grdos avaliados visualmente quanto ao aspecto
comercial. As familias F,.4 que apresentaram padrdo de gréo igual ou superior aos dos
genitores Pérola, BRSMG Talismd, VC 9 e VC 3 foram selecionadas para serem
avaliadas em um ensaio de rendimento.

Para determinar o potencial de rendimento das familias F,4, foi montado um
ensaio de competicdo com plantio em mar¢o/2008 (plantio da ‘“seca”). Neste
experimento, o sistema de plantio adotado foi o convencional, sendo o solo previamente
arado e gradeado.

Os tratamentos constituiram-se de familias F,., das seguintes populagdes: 40
familias VC 3 x Ruda-R1, 30 familias VC 9 x Ruda-R1, 30 familias BRSMG Talisma x
Ruda-R1, 24 familias Pérola x Ruda-R1. Foram avaliadas ainda, dezessete familias
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Ruda-R2 x Ruda-R1, cujas plantas F, apresentaram marcas moleculares relacionadas
aos genes Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-5 (CAPITULO 2).

Como testemunhas foram utilizados as fontes de resisténcia componentes da
genealogia das linhagens Ruda-R1 e Rudad-R2 e as cultivares/linhagens do grupo
comercial carioca: Pérola, BRSMG Talisma, Majestoso, Ruda, VC 3, VC 6 e VC 9.

O delineamento experimental utilizado foi o latice quadrado triplo, com parcelas
de duas linhas de 1,5 metros de comprimento, espacadas em 50 centimetros, com
densidade de quinze sementes por metro. O suprimento de dgua nos periodos de déficit
hidrico foi mantido por meio de irrigacdes suplementares.

No plantio, foram aplicados 350 kg/ha do formulado 8-28-16 de N-P-K; aos 25
dias ap6s a emergéncia das plantas foram aplicados 150 kg/ha de sulfato de amdnio, em
cobertura. O controle de plantas daninhas e de pragas foi realizado de acordo com o
recomendado para a cultura. Foram realizadas duas aplicacdes de fungicida para
controle do mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum). Estas aplicagfes foram feitas
preventivamente em fungdo das condi¢cbes ambientais favoraveis e de um histdrico de
ocorréncia de grande incidéncia de mofo-branco na area utilizada para implantacdo do
experimento.

Além do rendimento, foi avaliado também o aspecto dos grdos. Para avaliacdo
desta caracteristica foram atribuidas notas a cultivar Ruda (nota 4,0) e a quatro
testemunhas com padrdo comercial de grdos: BRSMG Talisma (nota 2,5), Pérola (nota
2,0), VC 9 (nota 2,0), e VC-3 (nota 1,5). A menor nota atribuida (nota 1,0) referiu-se ao
gréo tipicamente carioca, de cor creme com estrias marrom-claras, fundo claro, halo
creme, peso médio de 100 sementes de 22 a 24 g e ndo achatado; a maior nota (nota 5,0)
referiu-se ao grdo de cor creme com estrias marrom-escuras, fundo escuro, com halo
ndo creme, peso médio de 100 sementes menor que 22 g e grao achatado (RAMALHO
et al., 1998). A nota 5,0 também foi atribuida aos grdos pertencentes a outros grupos
comerciais.

A nota referente ao tipo dos grdos de cada tratamento foi atribuida
comparativamente as notas atribuidas as testemunhas (Figura 1). Para tanto, uma
amostra de cada repeticdo foi examinada por trés avaliadores, ficando atribuida a nota

prevalecente entre os trés.

69



. Ruda = .

| . Talisma ‘

Figura 1. Aspecto de grdo dos gendtipos envolvidos nos cruzamentos.

2.6.1. Analise dos dados obtidos no ensaio de campo

Os dados referentes a produtividade de grdos foram submetidos a andlise de
variancia. Os efeitos de tratamentos e a média foram considerados como fixos,
conforme o modelo estatistico:

Yijk = M + ti + 1j + byg) + €iji; em que:

Yijk: observacdo referente ao tratamento i, no bloco k, dentro da repeticao j;

p: média geral do experimento;

t;: efeito do tratamento i = 1, 2, ..., 169;

r;: efeito da repeticéo j (j = 1, 2, 3);

b): efeito do bloco k dentro da repeticéo j (k =1, 2, ..., 13);

eij: erro experimental associado & observago Yij, assumindo ejx~ NID (0, 6°).

Considerou-se que a heterogeneidade do solo dentro de cada bloco ndo é capaz
de influenciar o carater aspecto dos grdos, sendo adotado, portanto, para a analise de
variancia o modelo estatistico de blocos ao acaso.

Yij=p+ti+bj+eij; (2)

em que:

Yij= observacéo referente ao tratamento i, no bloco j;
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u=média geral do experimento;
tj = efeito tratamento i (i=1, 2, ..., 169);
b; = efeitodo blocoj (j =1, 2, 3); e

ej; = erro aleatorio, ej~ NID (0, 6°).

Assim como para a caracteristica produtividade de gréos, a caracteristica aspecto
dos grdos teve os efeitos de tratamentos e a média considerados como fixos. Nas
andlises estatisticas foram utilizados os programas computacionais GENES (CRUZ,
2006) e MSTAT-C (MSU, 1991).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagdo molecular dos genitores

A caracterizacdo molecular dos genitores revelou que praticamente todos os
genes de resisténcia provenientes da linhagem piramidada Ruda-R1 podem ser
monitorados, via marcadores moleculares, nas populagdes segregantes (Tabela 2). A
unica excecdo foi observada para o genitor VC 3, em relagdo ao marcador SH13 (Phg-
1). Neste genitor, o primer SH13 gerou uma marca de mesmo tamanho (520 pb) que a
previamente reportada como ligada ao gene Phg-1, proveniente da linhagem AND 277
(CARVALHO et al., 1998), e também presente em Ruda-R1. Resultados obtidos por
MELO et al. (2006) na genotipagem de varias linhagens, do grupo comercial carioca
com os marcadores SY20, SH13, SF10, SAZ20 e OPX11 séo similares aos obtidos no
presente trabalho, com excecdo do resultado obtido para o genétipo VC 3 com o primer
SH13.

O primer SY20, que marca o gene Co-4 (ARRUDA et al., 2000; QUEIROZ et
al., 2004b) e sua forma alélica Co-4 gerou uma banda 830 pb no genitor VC 9. Este é
também um caso de falso positivo (banda inespecifica), uma vez que a linhagem VC 9 é
proveniente do cruzamento Pérola x Ouro Negro e o gene de resisténcia a antracnose
presente em Ouro Negro é o Co-10 (ALZATE-MARIN et al., 2003a). No entanto, como
0 primer SAS13 ndo amplificou o0 DNA do gendtipo VC 9, ele podera ser usado na

selecdo assistida do gene Co-42.

Tabela 2. Padrdo de presenca/auséncia das marcas moleculares nos gendtipos utilizados
como genitores

Marcadores Moleculares

Genotipos SH135  SF10y7 SBAOBs;,  SAB3,  SY20s  SAS13gs;  SAZ20ps
(Phg-1) ~ (Ur-ON/Co-10) ~ (Ur-ON/Co-10) ~ (Co-5)  (Co-4’)  (Co-4%) (Co-6)
Rudéa-R1 + + + + + + +
Pérola - - +/-
BRSMG Talisma - - - -
VC 9 - - +/- - +
VC 3 +

+ = presenca da marca, - = auséncia da marca, +/- = algumas plantas com presenca da marca e outras sem
a marca.

Ainda em rela¢do a linhagem VC 9, foi observado que o primer SF10 nédo
amplificou o0 DNA deste gendtipo e que o primer BA08 amplificou apenas algumas das
amostras. Porém, como um dos critérios considerados para a sele¢do da familia que deu
origem a linhagem VC 9 foi a resisténcia a antracnose e a ferrugem (MELO et al.,

2006), espera-se que VC 9 possua 0 bloco génico Ur-ON/Co-10, e que
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consequentemente estes genes ja estejam fixados na populacdo derivada do cruzamento
VC 9 x Ruda-R1.

3.2. Caracterizacdo fenotipica dos genitores

Os resultados obtidos nas avaliagbes com o patogeno C. lindemuthianum
revelaram que a cultivar Pérola é altamente suscetivel a antracnose, mostrando reacao
de compatibilidade com todos os dez patétipos avaliados (Tabela 3). Bons niveis de
resisténcia ao agente causal da antracnose foram observados para a cultivar BRSMG
Talisma e a linhagem VC 9, mas a suscetibilidade observada frente a pat6tipos como o
65 (VC 9) e 0 453 (BRSMG Talismd) merece atencdo. Em estudo realizado por MELO
et al. (2008), BRSMG Talisma também apresentou suscetibilidade aos patétipos 85 e
87.

Os patétipos 65, 73, 81, 87 e 89 sdo as racas fisioldgicas do C. lindemuthianum
com maior distribuicdo e frequéncia nas regides produtoras de feijao do Brasil
(CARBONELL et al. 1999; SOMAVILLA e PRESTES, 1999; TALAMINI et al., 2004;
ALZATE-MARIN e SARTORATO, 2004; SILVA et al., 2007; ISHIKAWA et al.,
2008; SANSIGOLO et al., 2008). O patotipo 453 apesar de ndo ser muito frequente, ja
foi identificado no estado do Parana, um dos locais para o qual a cultivar BRSMG
Talismé é recomendada (FARIA et al., 2004).

Tabela 3. Severidade da antracnose em gen6tipos de feijao, em relacdo a diferentes
patotipos de C. lindemuthianum

Pat6tipos de C. lindemuthianum

Genotipos 8 9 55 71 65 73 8l 89 453 2047
Severidade”

Rud4-R1 10 10 10 10 10 10 10 10 11 10

Ouro Negro 1,0 2,1 1,0 1,0 9,0 1,0 1,0 1,0 1,0 9,0

Pérola 70 90 40 70 90 40 99 90 70 75

BRSMG Talismi 10 12 10 10 10 10 10 10 50 90

VC 9 10 13 10 10 90 10 16 10 10 85

VC 3 10 10 10 10 15 10 10 10 10 90

*Severidade média da doenca, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9. Gendtipos com
notas médias superiores a 3,4 foram considerados suscetiveis.

A linhagem VC 3 apresentou amplo espectro de resisténcia a antracnose,
mostrando-se suscetivel apenas ao patotipo 2047, que ainda ndo teve sua ocorréncia
registrada no territério brasileiro. O alto nivel de resisténcia da linhagem VC 3 a
antracnose também foi constatado por MELO et al. (2008), que observaram resisténcia
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do gendtipo a doze patdtipos identificados no Brasil, entre eles 0 67, 83, 85, 87, 95, 117
e 593.

Em relagdio a mancha angular, as cultivares Pérola e BRSMG Talisma
mostraram-se altamente suscetiveis, apresentando compatibilidade com todos os
patétipos avaliados, j& as linhagens VC 9 e VC 3 apresentaram resisténcia,
respectivamente, a sete e seis patétipos (Tabela 4).

O espectro de resisténcia da linhagem VC 3 foi idéntico ao apresentado pela
linhagem Ruda-R1 e pela fonte de resisténcia AND 277. Esta similaridade de espectro
de resisténcia a mancha angular e o fato de VC 3 ter apresentado a marca molecular
gerada pelo primer H13 nos leva a crer que assim como a AND 277 e a Ruda-R1, ela
também possui o gene Phg-1. Outra similaridade de espectro de resisténcia foi
observada para a linhagem VC 9 e a cultivar Ouro Negro. Como VC 9 ¢é derivada do
cruzamento Pérola x Ouro Negro, pode-se afirmar que o gene de resisténcia a mancha
angular presente em VC 9 é o mesmo que confere resisténcia em Ouro Negro. E
importante considerar que no processo de obtencdo da linhagem VC 9 a resisténcia a
mancha angular foi um dos critérios contemplados, mas que essa avaliacdo apenas foi
feita em nivel de campo (MELO et al., 2006).

Ao estudar a heranca da resisténcia aos pat6tipos 63.39 e 31.23 de P. griseola
em populaces derivadas de Ouro Negro e US Pinto 111, CORREA et al. (2001)
concluiram que a resisténcia a mancha angular proveniente de Ouro Negro é conferida
por um unico gene dominante. Consequentemente, esta resisténcia pode ser facilmente

transferida para outros genétipos.

Tabela 4. Severidade da mancha angular em genoétipos de feijdo, em relacdo a
diferentes patétipos de P. griseola

Patétipos de P. griseola

Genotipos  —1=—3717 4730 637 06310 6323 6331 6347 0355 0363
Severidade”

Rudé-R1 10 10 81 10 10 10 10 64 90 73
AND 277 19 16 43 10 10 20 18 80 79 63
Ouro Negro 1,0 9,0 1,6 1,0 8,0 1,0 9,0 1,0 1,6 1,0
Pérola 90 90 90 80 50 70 74 90 90 83
BRSMG Talismd 43 60 77 55 40 90 49 90 51 62
VC 9 10 90 10 10 53 10 90 10 12 10
VC3 10 10 85 10 10 10 16 90 90 64

*Severidade média da doenca, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9. Gen6tipos com
notas médias superiores a 3,4 foram considerados suscetiveis.

Merece destaque o fato de a linhagem VC 9 ter apresentado resisténcia ao
patétipo 63.63. SARTORATO (2006) estudou a reacdo de 28 genotipos de feijoeiro
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quanto a reacdo a oito patétipos de P. griseola. Nesse estudo, a cultivar Ouro Negro se
enquadrou entre as de maior grau de resisténcia, sendo a Unica a apresentar resisténcia
ao patotipo 63.63. Este patotipo de P. griseola é o que ocorre com maior frequéncia no
territorio nacional (SARTORATO e ALZATE-MARIN, 2004; GARCIA et al., 2006;
VITAL, 2006; BALBI, 2007; SILVA et al. 2008).

No entanto, ndo é de se esperar que o0 gene de resisténcia a mancha angular,
presente na linhagem VC 9 e na cultivar Ouro Negro seja efetivo contra todos os
patétipos classificados como 63.63. Isto se deve ao fato de o sistema binario
(HABGOOD, 1970) e da série internacional de cultivares diferenciadoras para a mancha
angular, atualmente adotada (PASTOR CORRALES e JARA; 1995), classificar como
patétipo 63.63, os isolados que apresentam reacdo de compatibilidade com todas as
doze cultivares da série diferenciadora. Diante disso, é esperado que haja variabilidade
dentro deste patdtipo, variabilidade esta que a série diferenciadora atualmente
empregada ndo é capaz de detectar. Assim, seria interessante a incorporacao da cultivar
Ouro Negro a série diferenciadora da mancha angular, como uma possibilidade de obter
maior discriminacdo dos genotipos em estudos de diversidade do fungo P. Griseola.

Assim como observado no presente estudo, ao analisar resultados obtidos por
MELO et al. (2008) e SANGLARD et al. (2008), foi possivel observar que para todos
0s patdtipos de P. griseola avaliados, quando a linhagem Ruda-R (Phg-1) apresentou
suscetibilidade, a cultivar Ouro negro (Phg-ON) apresentou resisténcia. Logo, a
combinacédo do gene Phg-1, proveniente da cultivar AND 277 com o gene de resisténcia
a mancha angular Phg-ON pode vir a ser uma boa estratégia no melhoramento visando
resisténcia a mancha angular.

Como a linhagem VC 9 apresentou resisténcia a todos os patotipos de P.
griseola aos quais a linhagem Ruda-R1 mostrou-se suscetivel, ha a possibilidade de se
extrair linhagens com amplo espectro de resisténcia a mancha angular na populagédo
obtida do cruzamento desses gendtipos.

Na avaliacdo da resisténcia a ferrugem, a cultivar BRSMG Talisma apresentou
suscetibilidade apenas ao patétipo 63-19, o Unico, dentre os seis patétipos, com origem
na Zona da Mata Mineira. A linhagem VC 9, embora originaria da cultivar Ouro Negro,
ndo apresentou o mesmo nivel de resisténcia do genitor Ouro Negro e da linhagem
Ruda-R1, mostrando-se suscetivel a trés dos seis patétipos avaliados (Tabela 5). O
menor espectro de resisténcia a ferrugem entre os gendtipos avaliados foi observado

para a linhagem VC 3, que mostrou suscetibilidade a todos os patotipos U.
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appendiculatus avaliados. A suscetibilidade dessa linhagem a ferrugem também tem
sido observada em ensaios de rendimento conduzidos na regido da Zona da Mata

Mineira.

Tabela 5. Severidade da ferrugem em gendtipos de feijdo, em relacdo a diferentes
patotipos de U. appendiculatus

Patétipos de U. appendiculatus

Genotipos 213 20-15 20-3 53-3 53-7 63-19
Severidade”
Rudé-R1 1,0 3.0 2.0 20 3.0 2.8
Ouro Negro 15 3,0 2,3 2,0 3,0 3,0
BRSMG Talisma 20 20 12 27 2.0 5.0
VC9 3.0 5.9 33 3.0 6.0 6.0
VC3 4.0 5.8 3.9 4.0 5.3 5.0

*Severidade média da doenga, com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 6. Genétipos com
notas médias superiores a 3,4 foram considerados suscetiveis.

Os resultados obtidos na caracterizagdo da resisténcia a antracnose, a ferrugem e
a mancha angular, dos genétipos Pérola, BRSMG Talismd, VC 9 e VC 3, justificam que
se utilize a linhagem Ruda-R1 como fonte doadora de genes de resisténcia em todos o0s

cruzamentos.

3.3. Conducéo das populacfes segregantes

Aproximadamente 400 plantas F,, obtidas de cada cruzamento (BRSMG
Talismd x Ruda-R1, Pérola x Ruda-R1, VC 3 x Ruda-R1 e VC 9 x Ruda-R1), foram
avaliadas quanto a resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular. Os
patdtipos 2047 (C. lindemuthianum), 63-19 (U. appendiculatus) e 31.17 (P. griseola)
empregados nas inoculacdes das populacbes F, foram escolhidos com base nos
resultados obtidos na caracterizacdo fenotipica dos genitores (Tabelas 3, 4 e 5). Esses
resultados mostram que, dos cinco genitores, a linhagem Ruda-R1 comporta-se como
resistente aos trés patétipos, enquanto os demais genitores sao suscetiveis aos trés, com
excecdo da linhagem VC 3, que mostrou-se resistente ao patotipo 31.17 de P. griseola,
ndo tendo, portanto, sua populacéo F, inoculada com esse patdgeno.

Plantas F, com resisténcia aos trés patotipos foram avancadas, por
autofecundacéo para produzir as progénies F.3. As familias F,.3 foram avaliadas quanto
ao aspecto dos gréos e as 50 melhores de cada cruzamento foram multiplicadas em
campo. Os gréos obtidos em casa de vegetagdo, normalmente, apresentam aspecto
inferior aos obtidos em campo. Por isso, apenas caracteristicas indesejaveis presentes

nos gréos, bastante nitidas, foram consideradas no momento de descartar as familias
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F,.3. Ap6s a multiplicacdo em campo, novamente os graos foram avaliados quanto ao
aspecto, sendo selecionadas 40 familias VC 3 x Rud&-R1, 30 familias VC 9 x Rud&-R1,
30 familias BRSMG Talisma x Ruda-R1 e 24 familias Pérola x Ruda-R1.

A selecdo para o aspecto do grdo em geragOes precoces como a F3 e F4 tem-se
mostrado bastante eficiente, devido a alta herdabilidade que a caracteristica possui
(MARQUES JR. et al., 1997; SANTOS et al., 2001). Além disso, esta estratégia se
justifica por possibilitar que, em geragfes futuras, os programas de melhoramento

concentrem maiores esfor¢os em outras caracteristicas.

3.4. Analise dos dados obtidos no ensaio de campo

O resumo das analises de variancia relativo as avaliagdes feitas na safra da
“seca” de 2008 esta apresentado na Tabela 6. Os coeficientes de variacdo apresentados
pelos caracteres produtividade e aspecto de grao situaram-se abaixo de 12%, indicando
boa preciséo experimental, conforme MARQUES JR. (1997). A média de produtividade
foi bastante elevada (3691,07 Kg/ha), mas dentro do esperado para as cultivares
modernas, quando cultivadas sem restricdes hidricas, nutricionais e de sanidade.

A eficiéncia do delineamento em latice, em relacdo ao delineamento em blocos
ao acaso, foi de 42,20%. Essa boa eficiéncia provavelmente ocorreu devido a problemas
de encharcamento observados em trés blocos, na fase de estabelecimento da cultura, o
que visivelmente comprometeu o desempenho das plantas cultivadas nestas areas.

Considerando-se o carater aspecto de grdo, foram observadas diferencas
significativas (P<0,01) entre os tratamentos e todos os seus desdobramentos, indicando
a existéncia de variabilidade genética em todas as populacfes (Tabela 6).

Em relacdo a produtividade de gréos, foram observadas diferencas significativas
(P<0,01) entre a fonte de variacdo familias (Tabela 6). Porém, o desdobramento dos
tratamentos ndo revelou diferencas significativas dentro dos cruzamentos. O fato de as
hibridacbes terem sido feitas entre gendtipos com alta capacidade produtiva e
pertencentes a0 mesmo grupo comercial, cuja base genética normalmente é estreita,
pode ser uma provavel explicacdo para a baixa variabilidade observada entre as
progénies. No entanto, o pequeno numero de familias avaliadas dentro de cada
cruzamento também ha de ser considerado como um fator limitante para a detecgédo de
variabilidade. Diferengas significativas em relagdo ao rendimento de grdos foram
observadas, entre familias, para a maioria das populagdes segregantes obtidas a partir de

cruzamentos da linhagem Ruda-R com linhagens do grupo comercial carioca (MELO,
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2006; ROCHA, 2008). Isso implica que ha possibilidade de explorar variabilidade para

produtividade, mesmo em cruzamentos entre linhagens do grupo comercial carioca.

Tabela 6. Resumo das andlises de variancia dos caracteres produtividade (Kg/ha) e
aspecto de gréao, de familias de feijoeiro, Coimbra-MG, safra da “seca”/2008

Quadrado Médio

Fonte de Variacéo GL

Produtividade Aspecto de Gréo
Tratamentos 168 277427,99** 1,4403**
Familias (F) 152 254304,32** 0,9773**
F/ Ruda-R1 11 169099,98 ™ 0,1987*
F/ Ruda-R2 x Ruda-R1 16 193915,65 ™ 0,1821*
F/ VC 3 x Ruda-R1 39 170648,76 ™ 0,6067**
F/VC 9 x Ruda-R1 29 210317,59 ™ 0,4616**
F/ Talisma x Ruda-R1 29 260734,02 ™ 0,3656**
F/ Pérola x Ruda-R1 23 155838,08 ™ 0,4133**
Entre Cruzamentos 5 1958286,31** 17,2649**
Testemunhas (T) 15 395025,95** 4,8548**
FxT 1 2028257,89** 20,5954**
Erro Efetivo 336° ou 300° 179890,98 0,0991
CV(%) 11,49 10,67
Média Geral (Kg/ha) 3691,07 2,94
Eficiéncia do Latice 42,20%

" ** @ * njo significativo, significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente.
& Grau de liberdade do erro efetivo do caréter aspecto de grdo, analisado em blocos.
® Grau de liberdade do erro efetivo do caréter produtividade de gréos, analisado em létice.

Como o propésito do trabalho foi obter familias de feijoeiro que apresentassem,
além de resisténcia a doencas, aspecto de grdo e produtividade similar a dos genitores
VC 3, VC 9, Pérola e BRSMG Talismd, estabeleceu-se que seriam selecionadas apenas
as familias com nota menor ou igual 2,7, referente ao aspecto de grdo. Atendendo a esse
critério, foram selecionadas 60 familias (Tabela 7).

Apesar de a populacdo obtida do cruzamento das linhagens Ruda-R2 x Ruda-R1
ter apresentado familias com aspecto de grdo superior ao dos respectivos genitores,
nenhuma destas familias foi classificada entre as que apresentaram padrdo de grdo
aceitavel (<2,7). Evidenciando-se, assim, a dificuldade de se obter genotipos superiores
quanto a esse carater, a partir cruzamentos feitos apenas entre as linhagens que possuem
grande parte do background genético da cultivar Ruda.

A populacdo obtida do cruzamento das linhagens VC 3 x Ruda-R1 foi a que
mais se destacou em relacdo ao carater aspecto de gréo, classificando dezenove familias
entre as 22 melhores; mostrando grande potencial de extracdo de genotipos superiores

para esse carater.
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Tabela 7. Médias, limites inferiores (LI) e superiores (LS) do aspecto de grdo de 141
familias F,.4 avaliadas na safra da “seca” de 2008; nimero de familias (NF)
por populagdo (P) e nimero de familias com notas iguais ou inferiores a 2,7
(<2,7) e iguais ou inferiores a 2,2 (<2,2)

- Aspecto de Grao Numero de Familias
Genotipos Média LI-LS NF <27 <22

Familias 2,81 1,33-3,83 141 60 22
P1 (Ruda-R2 x Ruda-R1) 3,49 2,83 -3,83 17 0 0
P2 (VC 3 x Ruda-R1) 2,32 1,33-3,33 40 32 19
P3 (VC 9 x Ruda-R1) 2,85 2,16 - 3,50 30 12 3
P4 (Talismd x Ruda-R1) 2,93 2,33-3,33 30 9 0
P5 (Pérola x Ruda-R1) 2,91 2,33 - 3,66 24 7 0

VC3 1,50

VC9 2,16

Pérola 2,33

Talisma 2,50

Ruda 4,00

P = populagéo

Vale destacar que, com excecdo da populacdo Ruda-R2 x Ruda-R1, todas as
outras apresentaram familias com notas que as equiparam as cultivares modernas do
grupo comercial carioca, sendo, portanto, passiveis de serem utilizadas para extracao de
familias visando a obtencéo de linhagens com gréos de padrdo de comercial.

O cruzamento VC 9 x Ruda-R1 gerou a populacdo com maior nimero de
familias entre as de maior rendimento de grdos, sendo sete das dez familias mais

produtivas originadas deste cruzamento (Tabela 8).

Tabela 8. Médias, limites inferiores (L) e superiores (LS) da produtividade de gréos de
141 familias F,.4 avaliadas na safra da “seca” de 2008; numero de familias
(NF) por populacdo (P) e nimero de familias entre as vinte (20+) e as dez
mais produtivas (10+)

- Produtividade (Kg/ha) Numero de Familias
Genotipos Média LI-LS NF 20+ 10+

Familias 3695,6 2956,6 - 4457,3 141
P1 (Ruda-R2 x Ruda-R1) 3688,6 3199,1 - 4207,5 17 1 1
P2 (VC 3 x Ruda-R1) 3762,2 3330,2 - 4457,3 40 6 2
P3 (VC 9 x Ruda-R1) 3859,6 3334,5 - 4370,7 30 9 7
P4 (Talisma x Ruda-R1) 3591,2 2956,6 - 4081,7 30 4 0
P5 (Pérola x Ruda-R1) 3509,5 3156,6 - 3964,7 24 0 0

VC3 3476,4

VC9 3913,3

Pérola 4031,4

Ruda 4113,7

Talisma 4240,1

P = populacéo
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O potencial produtivo de todas as populac@es obtidas foi bastante elevado, o que

ja era esperado, visto que todos os genitores sdo altamente produtivos. Entre as 60

familias previamente selecionadas pelo aspecto de grdo desejavel, 56 apresentaram

média de produtividade similar (Dunnett, P<0,01) a apresentada pela cultivar BRSMG

Talismd, que foi a testemunha do grupo comercial carioca com maior rendimento no

experimento (Tabela 9).

Tabela 9. Médias da produtividade e do aspecto de grdo das 60 familias F,.4

selecionadas apés avaliagdo na safra da “seca” 2008, Coimbra-MG.

Famili Produtividade Aspecto de - Produtividade Aspecto de
amilia Familia
Kg/ha Gréo Kg/ha Gréo
VC3-45 4457 abcd 1,83 abcd VC3-51 3687 abcd 2,00 abcd
VC9-111 4370 abcd 2,50 bcd Talisma-126 3674 abcd 2,50 bced
VC3-76 4165 abcd 2,67 bcd Talisma-119 3669 abcd 2,67 bcd
VC9-97 4160 abcd 2,50 bcd VC3-72 3641 abcd 2,00 abcd
VC3-80 4126 abcd 2,33 bcd VC3-64 3638 abcd 2,17 abcd
VC3-52 4066 abcd 2,17 abcd Pérola-161 3637 abcd 2,50 bcd
VC3-44 4048 abcd 1,33 a Pérola-158 3636 abcd 2,33 bcd
Talisma-142 4027 abcd 2,50 bcd Talisma-125 3631 abcd 2,50 bed
VC3-46 4016 abcd 2,17 abcd VC6 3595 abcd 2,17 abcd
VC3-60 3996 abcd 2,33 bcd VC3-70 3587 abcd 2,33 bcd
VC3-48 3937 abcd 1,83 abcd VC3-47 3581 abcd 2,00 abcd
VC9-86 3933 abcd 2,67 bcd VC3-69 3561 abcd 2,33 bcd
VC3-49 3911 abcd 2,33 bcd VC3-62 3558 abcd 2,17 abcd
VC9-99 3901 abcd 2,33 bcd VC3-43 3554 abcd 2,17 abcd
VC9-100 3890 abcd 2,50 bcd VC9-84 3551 abcd 2,67 bcd
VC3-63 3887 abcd 1,83 abcd VC3-73 3541 abcd 1,83 abcd
VC3-71 3868 abcd 2,17 abcd VC3-77 3513 abcd 1,50 ab
VC9-107 3856 abcd 2,17 abcd VC3-56 3500 abcd 2,00 abcd
Talisma-130 3845 abcd 2,33 bcd Talisma-131 3498 abhcd 2,33 bcd
VC3-78 3803 abcd 2,33 bcd VC9-106 3497 abcd 2,67 bcd
VC3-79 3777 abcd 2,67 bcd VC3-75 3470 abcd 2,00 abcd
V(C3-58 3773 abcd 2,50 bcd Pérola-156 3454 abcd 2,33 bcd
VC3-54 3770 abcd 2,50 bcd Talisma-141 3432 abcd 2,50 bced
Majestoso 3746 abcd 2,17 abcd Pérola-145 3408 abcd 2,50 bcd
VC3-66 3736 abcd 2,00 abcd VC3-59 3369 abcd 2,67 bcd
VC3-74 3729 abcd 2,50 bcd \VVC9-98 3334 abcd 2,67 bed
VC9-112 3715 abcd 2,17 abcd VC3-65 3330 abcd 2,67 bed
VC9-94 3714 abcd 2,17 abcd Pérola-152 3232 abc 2,67 bcd
VC9-91 3704 abcd 2,67 bcd Talisma-140 3203 abc 2,50 bed
VC3-81 3693 abcd 1,83 abcd Pérola-143 3195 abc 2,67 bed
Talisma-122 3687 abcd 2,33 bcd Pérola-157 3156 abc 2,50 bed
VC3 3476 a 1,50 a Pérola 4031 ¢ 233 ¢
VC9 3913 b 2,17 b Talisma 4240 d 2,50 d

Médias seguidas por letras idénticas na mesma coluna, ndo diferem entre si (Dunnett, P<0,01).
Obs.: as testemunhas estdo em negrito.

A comparagdo entre as médias de produtividade revelou que todas as familias

selecionadas por apresentar aspecto de grdo aceitavel (nota <2,7) equiparam-se



estatisticamente, pelo menos, aos genitores VC 3, VC 9 e Pérola. Diante disso, todas as
60 familias que apresentaram nota média do aspecto de grdo <2,7 foram selecionadas.
Ao considerar apenas estas familias constata-se que a populacdo que melhor concilia os
caracteres aspecto de grdo e produtividade é a obtida do cruzamento VC 3 x Ruda-R1.
As dez familias mais produtivas entre as 60 com melhor aspecto de grdo foram
originadas deste cruzamento. Entre as 60 familias selecionadas, 32 sdo provenientes do
cruzamento VC 3 x Ruda-R1, doze do cruzamento VC 9 x Rud4-R1, nove do

cruzamento BRSMG Talisma x Ruda-R1 e sete do cruzamento Pérola x Ruda-R1.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Um dos propdsitos deste trabalho foi determinar a possibilidade dos genes de
resisténcia & antracnose (Co-42, Co-5, Co-6 e Co-10), & mancha angular (Phg-1) e &
ferrugem (Ur-ON), provenientes da linhagem Rud&-R1, poderem ser monitorados em
populacdes segregantes obtidas do cruzamento de Ruda-R1 com as cultivares Pérola e
BRSMG Talismad e as linhagens elite VC 9 e VC 3. Para isso, 0s cinco genitores foram
genotipados com os marcadores SCAR SY20g3 (Co-4%), SAS13gs0 (Co-4%), SAB03s0
(Co-5), SAZ20g45 (C0-6), SH13520 (Phg-1), SF10107, (Ur-ON/Co-10) e SBA08s30 (Ur-
ON/Co-10). Esta caracterizacdo molecular revelou que praticamente todos os genes de
resisténcia provenientes da linhagem piramidada Ruda-R1 podem ser monitorados nas
populacBes segregantes. A Unica excecdo foi observada para o genitor VC 3, em relacéo
ao marcador SH13. Neste genitor, o primer SH13 gerou uma marca de mesmo tamanho
(520 pb) que a reportada como ligada ao gene Phg-1, proveniente da linhagem Ruda-R1.

Outro propésito deste estudo foi obter familias de feijdo com amplo espectro de
resisténcia a antracnose, a ferrugem e a mancha angular, mas que também possuam
grdos do tipo carioca com padrdo comercial. Para isso, a linhagem Ruda-R1 piramidada
com genes de resisténcia Co-4%, Co-5, Co-6, Phg-1 e Ur-ON/Co-10 foi cruzada com as
cultivares/linhagens elite Pérola, BRSMG Talismd, VC 9 e VC 3. As progénies F;
obtidas desses cruzamentos foram avaliadas, em casa de vegetacao, quanto a resisténcia
aos patotipos 2047 (C. lindemuthianum), 63-19 (U. appendiculatus) e 31.17 (P.
griseola). Apenas as plantas F, com resisténcia aos trés patdgenos foram selecionadas e
avancadas, em bulk, até a geracdo F,.4. Nesta geracdo, familias F,., foram avaliadas
quanto a produtividade e o aspecto dos grdos em um ensaio de campo.

O cruzamento obtido a partir do genitor VC 3 foi 0 que gerou maior nimero de
familias com aspecto de grdo superior. Em relacdo ao rendimento de gréos, o
cruzamento VC 9 x Ruda-R1 foi o que apresentou maior nimero de familias, entre as
mais produtivas. No entanto, em todos os quatro cruzamentos, foi possivel selecionar
familias com aspecto de grdos e produtividade comparaveis as dos genitores Pérola,
BRSMG Talismd, VC 9 e VC 3.

Como todas estas familias foram obtidas a partir de plantas F, resistentes aos
patotipos 2047 (C. lindemuthianum), 63-19 (U. appendiculatus) e 31.17 (P. griseola),
conclui-se que sera possivel extrair das familias obtidas no presente trabalho, linhagens
que além de apresentarem alta produtividade e grdos do tipo carioca com padrdo

comercial, contenham, pelo menos, os genes de resisténcia Co-4%, Ur-ON e Phg-1.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DOS GENES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE DA
CULTIVAR DE FEIJAO COMUM WIDUSA

1. INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.)
Lams-Scrib., € uma das principais doencas do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), no
Brasil e em outras regiGes de cultivo do mundo (PASTOR-CORRALES e TU, 1989;
PASTOR-CORRALES, 1992). Tem-se observado que a alta diversidade genética deste
fungo pode estar relacionada com a diversidade apresentada pelo hospedeiro (PASTOR-
CORRALES et al. 1994b; BALARDIN e KELLY, 1998). Diferentes genes de
resisténcia a antracnose, presentes nas cultivares diferenciadoras desse patdgeno
(PASTOR-CORRALES, 1992) e em outras cultivares tém sido identificados, e novos
simbolos génicos tém sido adotados (BIC, 2008).

Foram identificados, até o momento, doze genes de resisténcia independentes:
Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, co-8, Co-10, Co-11, Co-12 e Co-13, 0s
quais estdo presentes, respectivamente, nas cultivares Michigan Dark Red Kidney
(MDRK), Cornell 49-242, Mexico 222, TO, TU, AB 136, G 2333, AB 136, Ouro
Negro, Michelite, Jalo Vermelho e Jalo Listras Pretas (MASTENBROEK, 1960;
FOUILLOUX, 1976; SCHWARTZ et al., 1982; PASTOR-CORRALES et al., 1994;
YOUNG et al., 1998; ALZATE-MARIN et al., 1997, 2003a; GONCALVES-VIDIGAL
et al., 2007, 2008a, 2009).

Os alelos Co-1%, Co-1°, Co-1%, Co-1°, Co-3% Co-3°, Co-4% e Co-4* foram
identificados, respectivamente, nas cultivares Kaboon, Perry Marrow, AND 277,
Widusa, Mexico 227, BAT 93, SEL 1308 (derivada da cultivar G 2333) e Pl 207262
(MELOTTO e KELLY, 2000; YOUNG, et al., 1998; ALZATE-MARIN et al., 2003b;
GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006; GEFFROY et al. 1999; KELLY e
VALLEJO, 2004; ALZATE-MARIN et al., 2007). De acordo com a genealogia da
cultivar BAT 93, sua fonte do gene Co-3° é a cultivar Pl 207262 (VOYSEST, 1983;
VOYSEST, 2000). Este gene foi previamente nomeado como Co0-9, mas
subsequentemente mostrou-se alelo do Co-3 (RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2004;
MENDEZ-VIGO et al., 2005), sendo renomeado como Co-3* (BIC, 2008).
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FERREIRA et al. (2003) estudaram a resisténcia de Widusa em relacdo ao
patétipo 38 de C. lindemuthianum e observaram a segregacdo de treze plantas resistentes
(R) para trés plantas suscetiveis (S), em uma populacdo F, derivada do cruzamento com a
cultivar suscetivel Xana, sugerindo que dois genes independentes, um dominante e um
recessivo, estdo envolvidos na resisténcia de Widusa ao pat6tipo 38. No entanto, em uma
publicacdo posterior, estes autores retratam tal resultado, sugerindo que a resisténcia de
Widusa ao pat6tipo 38 estaria determinada por um tnico gene dominante (RODRIGUEZ-
SUAREZ et al., 2008). Ainda no estudo conduzido por FERREIRA et al. (2003), foi
constatado que o(s) gene(s) de resisténcia presente(s) em Widusa s@o independentes dos
genes presentes em Pl 207262, México 222 e TU, mas que as cultivares Michelite, TO e
AB 136 compartilham, pelo menos, um gene de resisténcia ao patétipo 38 com Widusa.
Entretanto, GONCALVES-VIDIGAL e KELLY (2006), em estudos de heranca
conduzidos em populacdes F, derivadas do cruzamento da cultivar Widusa com as
cultivares MDRK (patétipo 7), Cornell 49-242 (pat6tipo 73), TO (patétipo 453),
Michelite, BAT 93 e Mexico 222 (patétipo 65) mostraram que a resisténcia a antracnose
da cultivar Widusa ¢é condicionada por um unico gene dominante, o qual € independente
dos genes presentes em Cornell 49-242 (Co-2), Mexico 222 (Co-3), TO (Co-4), TU
(Co-5), AB 136 (Co-6), BAT 93 (Co-3°) e Ouro Negro (Co-10). Devido & falta de
segregacdo nas populacdes F, obtidas do cruzamento de Widusa com as cultivares
MDRK (Co-1) e Kaboon (Co-1%) quando inoculadas com o patétipo 65, foi sugerido
que a Widusa possua um alelo do loco Co-1, e este alelo foi denominado de Co-1°
(GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006).

RODRIGUEZ-SUAREZ et al. (2008) avaliaram a resisténcia de familias F3
provenientes do cruzamento Widusa X Mexico 222 frente a seis patétipos do agente
causal da antracnose e genotiparam as plantas F, correspondentes com marcadores
moleculares estreitamente ligados ao cluster génico Co-3/Co-9. No referido trabalho,
ficou constatado que a resisténcia de México 222 aos patétipos 19, 31 e 38 é conferida
por genes raca-especificos dominantes e organizados em cluster, no loco Co-3/Co-9
presente no grupo de ligacdo B4. Constataram também que a resisténcia de Widusa aos
patotipos 65, 73, 102 e 449 é conferida por um gene dominante (ou genes),
representando um distinto haplétipo do cluster Co-3/Co-9; que a resisténcia desta
cultivar ao patdtipo 38 é determinada por um gene localizado em uma posicao

independente do cluster Co-3/Co-9.
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Esses variados resultados encontrados demonstram que a resisténcia a
antracnose presente na cultivar diferenciadora Widusa necessita de uma caracterizagio
mais completa em relacdo a heranca, e de complementacdo nos estudos de alelismo,
objetivando uma melhor compreensdo e unificacdo dos resultados. Desta maneira, 0
presente trabalho teve como objetivos: (1) Determinar 0 nimero de genes de resisténcia
a antracnose presentes em Widusa, utilizando populacdes derivadas de cruzamentos
com as cultivares suscetiveis Ruda, TO e Cornell 49-242; (2) Estabelecer as relacdes
alélicas entre os genes presentes em Widusa e os genes Co-1 (MDRK, Perry Marrow),
Co-3 (Mexico 222), Co-4 (TO), Co-4? (SEL 1308), Co-4° (PI 207262), Co-5 (TU), Co-6
(AB 136), Co-7 (G 2333), Co-3* (BAT 93), Co-10 (Ouro Negro), Co-11 (Michelite) e
Co-12 (Jalo Vermelho), com relacéo a resisténcia aos patétipos 9, 72, 73 e 453.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Genitores, cruzamentos e obtencao de sementes

Sementes das cultivares MDRK, Perry Marrow, Cornell 49-242, Mexico 222, Pl
207262, TO, TU, AB 136, BAT 93, Kaboon e Widusa foram fornecidas pelo CIAT e
EMBRAPA. Dr. James Kelly da Michigan State University forneceu as sementes de SEL
1308. Sementes da cultivar Ouro Negro foram fornecidas pelo Dr. Clibas Vieira, da
Universidade Federal de Vigosa (Minas Gerais, Brasil) e as sementes das cultivares Jalo
Vermelho foram fornecidas pela Dra. Maria Celeste Gongalves Vidigal, da
Universidade Estadual de Maringa (Parana, Brasil).

Os cruzamentos foram feitos em casa de vegetacdo de forma direcionada, de
modo a aproveitar os marcadores fenotipicos (cor da flor, cor do hipocétilo e cor das

sementes F,) na identificacdo dos hibridos.

2.2. Patétipos de C. lindemuthianum

Os patotipos 73 e 453 utilizados neste trabalho sdo parte do grupo de 25
patétipos coletados em diferentes regides do Brasil e identificados por RAVA et al.
(1994). O indculo original destes patétipos foi fornecido pelo Dr. Carlos A. Rava e pelo
Dr. Aloisio Sartorato (EMBRAPA Arroz e Feijao, Goiania, GO, Brasil). Os pat6tipo 9 e
72 foram coletados no estado Minas Gerais, Brasil, e identificados pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro da UFV.

Os patotipos 9, 72, 73 e 453 foram utilizados em estudos de heranga, nos
cruzamentos entre a cultivar resistente Widusa e as cultivares suscetiveis Ruda
(patdtipos 9, 73 e 453), Cornell 49-242 (9 e 72) e TO (patotipo 453). Para os estudos de
alelismo, os patotipos 9, 72, 73 e 453 foram escolhidos de modo que ambos 0s genitores
de cada cruzamento apresentassem reacao de incompatibilidade ao referido patotipo. A
identificacdo dos patétipos de C. lindemuthianum foi confirmada pela inoculagdo das
doze cultivares diferenciadoras da antracnose (PASTOR-CORRALES, 1992).

Na tabela 1 s&o apresentados as cultivares utilizadas nos estudos de heranca e
alelismo da cultivar Widusa, assim como a reacdo de resisténcia/suscetibilidade dessas
cultivares em relacdo aos quatro patotipos de C. lindemuthianum empregados neste

estudo.
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Tabela 1. Gendtipos e reagdo de resisténcia aos patétipos de C. lindemuthianum

Patotipos de C. lindemuthianum "

Cultivar Pool génico 5 > =3 53
Michelite MA? S R S S
MDRK A R R R R
Perry Marrow A R R R S
Cornel 49-242 MA S S S R
Widusa MA R R R R
Kaboon A R R R R
Mexico 222 MA R S S S
P1 207262 MA R R R S
TO MA R R R S
TU MA R R R R
AB 136 MA R R R R
G 2333 MA R R R R
Ouro Negro MA R R R R
BAT 93 MA R - R S
SEL 1308 MA R R R R
Jalo Vermelho A R - R R
AND 277 A R R R R
Ruda MA S S S S

“MA= Mesoamericano, A= Andino; ® S= Suscetivel, R= Resistente; ¢ Dado no disponivel

2.3. Estudos de heranca

Sementes F; provenientes dos cruzamentos da cultivar resistente Widusa com as
cultivares suscetiveis Ruda, Cornell 49-242 e TO foram semeadas em casa de vegetacao
e as plantas foram autofecundadas para produzir sementes F,. No cruzamento Ruda x
Widusa também foram obtidas sementes F3, que foram avaliadas quanto a resisténcia a
antracnose na forma de familias, com quinze plantas por familia. As sementes F,, F3 e
20 sementes de cada um dos genitores foram pré-germinadas em papel germitext, em
camara de germinacédo a 30°C; ap6s a emissdo da radicula foram transferidas para casa
de vegetacdo em bandejas plasticas (60 x 40 x 12 cm) contendo uma mistura de solo e
substrato agricola Plant Max®, na proporcdo 2:1. Oito dias apés o plantio, folhas
primérias de cada uma das plantas foram inoculadas com esporos dos patétipos 9, 72, 73
e 453 de C. lindemuthianum, conforme apresentado na tabela 2. Os procedimentos de
inoculacéo e avaliagéo dos sintomas da doenca foram feitos conforme descrito no item
2.4.1 do CAPITULO 1.

2.4. Estudos de alelismo

A cultivar Widusa foi cruzada com as cultivares Michelite, MDRK, Perry
Marrow, Kaboon, Mexico 222, TO, SEL 1308, TU, AB 136, G 2333, BAT 93, Ouro
Negro e Jalo Vermelho. As sementes F,, seus respectivos genitores e uma testemunha

suscetivel (cultivar Ruda) foram pré-germinadas e transplantadas para bandejas
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plasticas, conforme o procedimento adotado nos estudos de heranga. Oito dias apds o
plantio, folhas primérias de cada uma das plantas foram inoculadas com esporos de C.
lindemuthianum, usando os pat6tipos selecionados de acordo com cada cruzamento
(Tabela 4). Os procedimentos de inoculacédo e avaliacdo dos sintomas da doenca foram
feitos conforme descrito no item 2.4.1 do CAPITULO 1.

2.5. Anélises de qui-quadrado

As proporgdes de plantas resistentes e suscetiveis encontradas foram comparadas
com os valores esperados para cada hipdtese de segregacdo Mendeliana possivel pelo
teste de qui-quadrado, usando o programa GENES (CRUZ, 2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudos de heranca

A segregacdo observada para a populacdo F, obtida do cruzamento de Widusa com
a cultivar suscetivel Cornell 49-242 teve um bom ajustamento com razdo de segregacao
3R:1S, indicando que a resisténcia de Widusa ao patétipo 72 de C. lindemuthianum
parece ser determinada por um Unico gene dominante (Tabela 2). No entanto, quando
plantas F, deste mesmo cruzamento foram inoculadas com a raca 9, observou-se uma
relacdo de segregacdo de nove resistentes para sete suscetiveis, mostrando a agdo
complementar de dois genes independentes (Tabela 2).

Em relacdo as progénies F,.3 do cruzamento Ruda x Widusa, quando inoculadas
com os patotipos 9 e 73, observou-se uma relacdo de segregacdo de nove resistentes
para sete suscetiveis, mostrando a agdo complementar de dois genes independentes, para
ambos os patotipos (Tabela 2). A razdo de segregacdo de 9R:7S também foi observada
em populacBes F;, derivadas dos cruzamentos Ruda x Widusa e TO x Widusa quando
inoculadas com o pat6tipo 453 (Tabela 2). Estes resultados indicam que Widusa possui
dois genes dominantes independentes para resisténcia a estes patotipos, 0s quais atuam
em complementaridade [9R (AABB, AABb, AaBB, AaBb): 7S (AAbb, Aabb, aaBB,
aaBb, aabb)].

Tabela 2. Cruzamentos, patotipos e razdo de segregacdo de populacbes F, e Fu3
utilizadas em estudos de heranca da cultivar Widusa

x - x Segregacao Segregacéao 2
Populacéo Patotipo Razdo Esperada* Observada* X 02
R S R S
F, Widusa x Cornell 49242 72 3:1 124 42 125 41 0,008 93
F, Widusa x Cornell 49242 9 9:7 43 34 40 37 0579 45
F,.3 Ruda x Widusa 9 1:8:7 **5RR:44Rr 38rr 9RR:46Rr 32rr 3,443 18
F,.3 Ruda x Widusa 73 1:8:7 **5RR:43Rr 38rr 9RR:42Rr 35rr 2,651 27
F, Ruda x Widusa 453 9:7 126 98 119 105 0,889 35
F, TO x Widusa 453 9:7 47 37 54 30 2,204 14

*R = resistente, S = suscetivel
**RR = Familias com todas as plantas resistentes; Rr = Familias com plantas resistente e plantas
suscetiveis; rr = Familias com todas as plantas suscetiveis.

A segregacéo de 3:1 observada na populagédo F, obtida do cruzamento Widusa x
Cornell 49242 quando inoculada com o pato6tipo 72 de C. lindemuthianum foi a mesma
obtida por GONCALVES-VIDIGAL e KELLY (2006) em populacdes segregantes
obtidas a partir dos cruzamentos Widusa x BAT 93, Widusa x Michelite e Widusa x
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Mexico 222, utilizando o patdtipo 65; Widusa x Cornell (patotipo 73) e Widusa X
MDRK (patétipo 7).

Os resultados obtidos no presente trabalho, referente a resisténcia de Widusa ao
patétipo 453, diferem daqueles obtidos por GONCALVES-VIDIGAL e KELLY (2006),
uma vez que no referido trabalho os autores observaram um Unico gene conferindo
resisténcia a este patotipo no mesmo cruzamento (Widusa x TO).

Os dados obtidos no presente estudo ddo suporte aos resultados obtidos em
estudos de heranca prévios, que mostraram que Widusa possui mais de um gene
dominante de resisténcia a antracnose. Em trabalhos conduzidos por BANNEROT
(1965), Widusa mostrou apresentar um gene dominante conferindo resisténcia ao
patétipo beta (Dio) e outro conferindo resisténcia aos patétipos beta e gamma (Do +
Egb) de C. lindemuthianum. Resultados obtidos por RODRIGUEZ-SUAREZ et al.
(2008) indicaram que a resisténcia de Widusa aos patétipos 65, 73, 102 e 449 ¢
conferida por um gene dominante (ou genes fortemente ligados) e que outro gene
dominante e independente confere resisténcia ao patétipo 38.

3.2. Estudos de alelismo

Nos estudos de alelismo, o teste de qui-quadrado mostrou melhor ajustamento
com a proporcdo esperada de 13:3 (resistentes: suscetiveis) para a populacdo F»
derivada do cruzamento entre Widusa e Michelite, quando inoculada com o patétipo 72
(Tabela 3). Uma vez que a resisténcia de Widusa ao pat6tipo 72 parece ser determinada
por um Unico gene dominante, a segregacao 13:3 pode ser justificada pela presenca de
um gene recessivo, independente do gene de Widusa na cultivar Michelite. A resisténcia
genética da cultivar Michelite em relacdo ao patétipo 64 de C. lindemuthianum foi
estudada por GONCALVES-VIDIGAL et al. (2007). No referido trabalho, uma
populacéo F, derivada do cruzamento entre Michelite e a cultivar suscetivel México 222
segregou na proporc¢do de 3R:1S, indicando que um Unico gene dominante determina a
resisténcia de Michelite ao patotipo 64. Ainda neste estudo, testes de alelismo
demonstraram que o gene presente em Michelite era independente de todos 0s genes até
entdo caracterizados (Co-1, Co-12, Co-13, Co-1*, Co-1°, Co-2, Co-4, Co-5, Co-6, Co-9 e
Co-10), com isso os autores propuseram o simbolo Co-11 para o gene presente em
Michelite. CARDENAS et al. (1964), porém, ao estudar a heranca da resisténcia aos
patétipos alfa, beta e gama em cruzamentos envolvendo nove cultivares de feijdo,

verificaram que a populagdo F, do cruzamento Michelite (R) x MDRK (S), quando
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inoculada com o patotipo beta, exibiu a segregacdo de 57R:143S, que se ajusta a razao
de 1R:3S. Enquanto, em relacdo ao patdtipo gama, a populacdo F, do cruzamento
Michelite (R) x MDRK (S) apresentou a segregacao de 142R:58S, que se ajusta a razao
de 3R:1S. A ocorréncia do padrdo de resisténcia recessiva em gendtipos previamente
identificados como sendo controlados por genes de resisténcia dominantes resulta da
presenca de séries multi-alélicas no loco onde uma ordem prévia de dominancia tem
sido estabelecida entre os alelos (MELOTTO e KELLY, 2000; MIKLAS et al., 2000).
Assim, a reversdo de dominancia seria observada em uma mesma cultivar resistente
devido a relacdo de dominancia que existe entre os alelos segregantes da populacéo,
apos a inoculacdo com diferentes pat6tipos do mesmo patogeno.

A segregacdo 15:1 foi observada para as populacdes F, derivadas dos
cruzamentos Widusa x TO (patotipo 73) e Widusa x AB 136 (patotipos 9, 73 e 453). Se
considerarmos que a resisténcia de Widusa a estes trés patétipos parece ser determinada
por dois genes dominantes com modo de acdo complementar, a segregacao 15:1 s6 se
justifica se admitirmos que as cultivares TO e AB 136 compartilham com Widusa um
dos genes que age de forma complementar. Esse gene seria distinto dos genes Co-4 e
Co-6 presentes, respectivamente, nas cultivares TO e AB 136, e ndo seria detectado em
cruzamentos destas cultivares com genotipos que ndao contenham o outro gene
complementar. A presenca de um gene complementar em AB 136 foi detectada por
GONCALVES-VIDIGAL et al. (1997) ao avaliar o controle da resisténcia desta cultivar
ao patotipo delta em cruzamentos com as cultivares suscetiveis Michelite, MDRK e
Perry Marrow.

Estudos conduzidos por FERREIRA et al. (2003), utilizando o pat6tipo 38 de C.
lindemuthianum, indicaram que a resisténcia de Widusa a este patotipo é determinada
por dois genes independentes, sendo um dominante e outro recessivo, e que Widusa
apresenta alelismo com as cultivares Michelite, TO e AB 136. Provavelmente, um dos
genes de Widusa detectado no presente trabalho seja o gene recessivo que FERREIRA
et al. (2003) detectaram ao utilizar o pat6tipo 38. Este gene seria uma forma alélica do
mesmo gene que determina a resisténcia de Michelite e dos supostos genes
complementares presentes nas cultivares TO e AB 136, os quais em relagdo ao patotipo
38 se comportariam como genes recessivos.

SegregacOes de razdo 57:7 foram observadas para as populacGes F, derivadas
dos cruzamentos entre Widusa e Mexico 222 (patétipo 9), Widusa e TO (patoétipo 9),
Widusa e SEL 1308 (patdtipo 9, 73 e 453) e Widusa e Ouro Negro (patotipo 73). Esta
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razdo de segregacdo indica o envolvimento de trés genes dominantes e independentes,
onde dois com acdo complementar seriam provenientes de Widusa, e o terceiro gene

seria do outro gendtipo envolvido no cruzamento.

Tabela 3. Cruzamentos usados para a caracterizacdo genética da resisténcia a
antracnose da cultivar Widusa

Populaggo F,? Patétipo Gene Séggz?_zgzo g%%gi%i%i% g P%
Widusa x Michelite 72 Co-11 13:3 200:43 0,177 68
Widusa x MDRK 73 Co-1 e Co-3/Co-9 118:0
Widusa x P. Marrow 73 Co-1 246:0
P1 207262 x Widusa 73 Co-4% e C0-3/Co-9 324:0
TO x Widusa 73 Co-4 15:1 242:19 0,472 49
Widusa x TU 73 Co-5 284:0
Widusa x AB 136 73 Co-6 15:1 315:16 1,133 29
Widusa x G 2333 73 Co-4?% Co-5 249:7 515:3 9,047 0,3
BAT 93 x Widusa 73 Co-3/Co-9 266:0
Widusa x Ouro Negro 73 Co-10 57:7 342:39 0,192 66
Widusa x SEL1308 73 Co-4? 57:7 219:28 0,040 84
Widusa x J. Vermelho 73 Co-12 127:0
Widusa x P. Marrow 9 Co-1 63:1 117:4 2,391 12
Mexico 222 x Widusa 9 Co-3 57:7 89:10 0,071 79
P1 207262 x Widusa 9 Co-4% e C0-3/Co-9 63:1 272:1 2,540 11
TO x Widusa 9 Co-4 57:7 128:13 0,427 51
Widusa x TU 9 Co-5 183:0
Widusa x AB136 9 Co-6 15:1 182:14 0,267 61
Widusa x G2333 9 Co-4% Co-5 249:7 280:10 0,566 46
Widusa x SEL1308 9 Co-4? 57:7 219:22 0,809 37
BAT 93 x Widusa 9 Co-3/Co-9 355:0
Widusa x Ouro Negro 9 Co-10 167:0
Widusa x J. Vermelho 9 Co-12 115:0
Widusa x MDRK 453 Co-1, Co-3/Co-9 63:1 199:1 1,468 23
Widusa x TU 453 Co-5 15:1 228:12 0,640 42
Widusa x AB136 453 Co-6 15:1 188:12 0,021 89
Widusa x G2333 453 Co-4%, Co-5 249:7 328:20 11,87 0,1
Widusa x SEL1308 453 Co-4? 57:7 282:26 11,00 0,1
Widusa x Ouro Negro 453 Co-10 246:0

20s genitores de cada cruzamento sdo resistentes ao patotipo testado.

b Avaliacéo dos sintomas da antracnose com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9, onde:
1 = plantas sem sintomas visiveis da doenga e 9 = plantas com sintomas muito severos (RAVA et al.
1993); plantas com notas 1-3 = resistentes (R); 4-9 = suscetiveis (S).

A razdo 63:1 foi observada para as populacbes F, derivadas dos cruzamentos
entre Widusa e MDRK (patotipo 453), Widusa e Perry Marrow (patotipo 9) e Widusa e
Pl 207262 (patotipo 9). Uma forma de justificar esta razdo de segregacdo seria
considerar que um dos genes complementares da cultivar Widusa também se encontra
presente em MDRK, Perry Marrow e Pl 207262 e que, além disso, estas trés cultivares
possuam dois outros genes dominantes e independentes determinando resisténcia aos

respectivos patétipos.
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A razdo de segregacdo 249:7 indica a participacdo de quatro genes dominantes e
independentes, sendo dois com modo de acdo complementar, governando a resisténcia
na populacdo segregante. Essa razdo de segregacdo foi suportada pelo teste de qui-
quadrado na populacdo F, derivada do cruzamento entre Widusa e G 2333, mas apenas
quando se utilizou o patétipo 9 (Tabela 4). Ao testar a razdo de segregacdo 249:7 em
populagbes F, deste mesmo cruzamento, pode-se observar um excesso de plantas
resistentes ao utilizar o pat6tipo 73; enquanto ao utilizar o pat6tipo 453 0 excesso
observado foi de plantas suscetiveis. Dado o grande numero de genes de resisténcia
envolvidos no cruzamento Widusa x G 2333 € natural esperar que acles de
complementaridade entre os genes desviem a razdo de segregacao do valor esperado. O
excesso de plantas suscetiveis observado ao utilizar o pat6tipo 453 no cruzamento
Widusa x G 2333 também pode ser observado na populacdo obtida do cruzamento
Widusa x SEL 1308. Isso nos leva a acreditar que o gene Co-4% presente nesta
linhagem e em G 2333, tenha sua efetividade reduzida em relacdo a alguns patotipos,
quando em associa¢do com o background genético da cultivar Widusa.

ERNEST e KELLY (2004) utilizaram marcadores moleculares estreitamente
relacionados ao gene Co-4% para monitorar a sua introgressao por retrocruzamentos a
partir da linhagem SEL 1308 em quatro linhagens de caracteristicas Andinas. Segundo
0s autores, apds os ciclos de retrocruzamentos, apenas plantas provenientes de dois
cruzamentos mostraram-se resistentes quando inoculadas; para os outros dois
cruzamentos, a resisténcia observada foi apenas intermediaria. Os autores atribuiram
que possivelmente o0 gene Co-4% dependa da agdo complementar de outro gene (ou
genes), e que este estaria ausente em alguns gendtipos com caracteristicas Andinas. Os
resultados obtidos em nosso trabalho podem dar suporte as observacbes feitas por
ERNEST e KELLY (2004), pois no presente trabalho, nas populacdes provenientes do
cruzamento de Widusa com G 2333 e SEL 1308, também foi constatado um grande
numero de plantas com reacdo intermediaria, principalmente ao patotipo 453.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que os genes de resisténcia
Co-3, Co-4, Co-6 e Co-11, pertencentes as cultivares Mexico 222, TO/SEL 1308, AB
136 e Michelite, respectivamente, sdo independentes dos dois genes presentes em
Widusa. Nos cruzamentos Widusa x MDRK (patétipo 73), Widusa x Perry Marrow
(patétipo 73), Widusa x Pl 207262 (patotipo 73), Widusa x TU (patotipos 9 e 73),
Widusa x BAT 93 (patétipos 9 e 73), Widusa x Ouro Negro (patdtipos 9 e 453) e

Widusa x Jalo Vermelho, ndo foi observada segregacdo, o que sugere que Widusa
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possua um alelo de resisténcia no loco Co-1 e outro no loco Co-3/Co-9.
Adicionalmente, se considerar-mos que a resisténcia de Widusa aos patotipos 9, 73 e
453 de C. lindemuthianum é determinada por dois genes dominantes que atuam de
forma complementar, é razoavel considerar que a auséncia de segregacdo em
populacdes derivadas de Widusa sO sera possivel quando o outro genitor também
apresentar alelos de resisténcia a antracnose nos clusters Co-1 e Co-3/Co-9. Assim, as
cultivares MDRK, Perry Marrow, Pl 207262, TU, BAT 93, Ouro Negro e Jalo
Vermelho teriam que apresentar alelos de resisténcia nos cluters Co-1 e Co-3/Co-9. No
entanto, como explicar as segregacOes observadas nos cruzamentos Widusa x MDRK
(patotipo 453), Widusa x Perry Marrow (pat6tipo 9), Widusa x TU (patétipo 453),
Widusa x P1 207262 (pat6tipo 9) e Widusa x Ouro Negro (pat6tipo 73)? E esperado que
estas cultivares possuam diferentes genes conferindo resisténcia a antracnose, porém,
dependendo do patdtipo usado para a inoculacdo, alguns genes podem mostrar-se
alélicos, ou ndo, aos genes presentes em Widusa. Este trabalho confirma resultados
anteriores que detectaram, separadamente, alelismo entre os genes de Widusa e o gene
Co-1 (GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006) e o gene Co0-3/Co-9 (ALZATE-
MARIN et al., 2007).

Aléem de ser uma importante fonte de resisténcia a antracnose do feijoeiro,
Widusa é uma das cultivares diferenciadoras usadas para caracterizar a diversidade
fenotipica do fungo C. lindemuthianum. No Brasil, tem sido observado que a Widusa é
resistente a 33 dos 59 patétipos de C. lindemuthianum caracterizados (CARBONELL et
al. 1999; SOMAVILLA e PRESTES, 1999; TALAMINI et al., 2004; ALZATE-
MARIN e SARTORATO, 2004; SILVA et al., 2007; ISHIKAWA et al., 2008;
SANSIGOLO et al., 2008).

Neste estudo, foram caracterizados dois genes de resisténcia presentes na
cultivar Widusa. Em relacdo aos patotipo 9, 73 e 453 estes dois genes sdo dominantes e
independentes; atuam em complementaridade, estando o alelo recessivo de cada gene
em epistasia em relacdo ao alelo dominante do outro gene. Quanto ao patotipo 72,
Widusa apresenta um unico gene dominante. Em relacdo a resisténcia ao pato6tipo 73,
GONCALVES-VIDIGAL e KELLY (2006) observaram uma segregacdo com a
proporcao de 63 resistentes: 1 suscetivel, em uma populagéo F, derivada do cruzamento
Widusa x Pl 207262, e uma segregacao com a proporgdo 15 resistentes: 1 suscetivel em
uma populagdo F, derivada do cruzamento Widusa x BAT 93. Usando o pat6tipo 65,
ALZATE-MARIN et al. (2007) observaram alelismo entre os genes de Widusa, Pl
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207262 e BAT 93. No presente trabalho também nédo foi observada segregacdo ao
utilizar o patétipo 73 nos cruzamentos de Widusa com BAT 93 e Pl 207262.
RODRIGUEZ-SUARES et al. (2008) observaram que a resisténcia de Widusa aos
patétipos 65, 73, 102 e 449 é conferida por um gene dominante (ou genes),
representando um haplétipo do cluster Co-3/Co-9.

Em geral, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que a resisténcia de
Widusa a alguns pat6tipos de C. lindemuthianum deve-se a acdo complementar de dois
genes dominantes e independentes. Um destes genes seria o Co-9, possivelmente o
mesmo cluster Co-3/Co-9 detectado por RODRIGUEZ-SUAREZ et al (2008). Em
relacdo ao outro gene, GONCALVES-VIDIGAL e KELLY (2006) usando o patétipo 65
ndo observaram segregacdo em populacdes F, derivadas dos cruzamentos Widusa X
MDRK e Widusa x Kaboon, concluindo que a resisténcia ao patétipo 65, presente em
Widusa, é conferida pelo loco Co-1. Além disso, a resisténcia de Widusa ao patétipo 38
também pode estar localizada neste loco (RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2008).

Neste trabalho foi observado alelismo entre Widusa x MDRK e Widusa x Perry
Marrow apenas para o patétipo 73. Quando populacbes F, do mesmo cruzamento foram
inoculadas com os patotipos 453 (Widusa x MDRK) e 9 (Widusa x Perry Marrow),
genes independentes foram observados. Possivelmente, o outro gene de MDRK
encontrado neste trabalho esteja de acordo com o gene encontrado por CAMPA et al.
(2009), localizado no grupo de ligacdo B4. Este pode ser alélico do Co-9 ou Co-10 (ou
outro novo gene de Ouro Negro néo relatado), uma vez que neste trabalho foi observado
alelismo com estes dois genes, quando populagbes F, foram inoculadas com os
patétipos 9 (Widusa x BAT 93 e Widusa x Ouro Negro) e 453 (Widusa x Ouro Negro)
(Tabela 3).

CAMPA et al. (2009) observaram que a cultivar TU possui pelo menos trés
genes de resisténcia a antracnose independentes, um deles corespondente ao loco Co-5,
localizado no grupo de ligagdo B7 (FOUILLOUX, 1976; CAMPA et al., 2005),
formado por um cluster de diferentes genes que conferem resisténcia especifica aos
patétipos 3, 6, 7, 31, 38, 39, 102 e 449. Ainda de acordo com 0s autores, o segundo loco
presente em TU confere resisténcia especifica aos patétipos 31 e 102 e o terceiro loco
confere resisténcia ao patétipo 102, sendo a localizacdo destes dois locos ainda
desconhecida. No presente trabalho, foi observado alelismo entre Widusa e TU para 0s
patétipos 9 e 73, e segregacdo de genes independentes para o patotipo 453 de C.

lindemuthianum. Provavelmente Widusa e TU apresentam o gene Co-3/Co-9 conferindo
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resisténcia aos patotipos 9 e 73, e os genes Co-1 e Co-5, respectivamente, conferindo
resisténcia ao patotipo 453.

GONCALVES-VIDIGAL et al. (2008a) identificaram na cultivar Jalo Vermelho
um novo gene de resisténcia Andino para os patotipos 23, 55, 64, 65 e 453. No entanto,
no presente trabalho foi observado alelismo entre Widusa e Jalo Vermelho.
Provavelmente estas duas cultivares possuem alelos do gene Co-1, que confere
resisténcia aos patotipos 9 e 73.

MENDEZ-VIGO et al. (2005) observaram que o loco Co-9 de Pl 207262 e BAT
93 é alélico do loco Co-3 da cultivar Mexico 222, quando inoculado com o patétipo 38
de C. lindemuthianum. O presente trabalho e o estudo feito por ALZATE-MARIN et al.
(2007) mostram que o loco Co-9 da cultivar Widusa € independente do loco que
determina a resisténcia da cultivar Mexico 222 aos patétipos 9 e 23 de C.
lindemuthianum. VALLEJO e KELLY (2005) observaram a segregacao de 63R:1S (p=
0.98) a partir da inoculacdo do patétipo 7 de C. lindemuthianum em uma populacéo F,
derivada do cruzamento dos genitores resistentes Mexico 222 e MSU-7. Segundo 0s
autores do referido estudo, a linhagem MSU-7 tem sido caracterizada e possui apenas o
gene de resisténcia Co-7, derivado da cultivar diferenciadora G 2333.

A razdo de segregacdo 63R:1S também foi observada por GONCALVES-
VIDIGAL et al. (2007) ao avaliar a resisténcia ao patétipo 8 em uma populacdo F;
derivada do cruzamento Michelite(R) x México 222(R). Estudos de heranca e alelismo
conduzido por GONCALVES-VIDIGAL et al. (2007) indicaram que a resisténcia de
Michelite é determinada por um Unico gene de resisténcia dominante. Assim, diante da
possibilidade de Mexico 222 possuir dois genes dominantes e independentes conferindo
resisténcia aos patotipo 7 e 8 da antracnose, torna-se provavel que o loco que determina
a resisténcia dessa cultivar aos pat6tipos 9 e 23 ndo seja o Co-3. Dai a segregacdo
observada entre Widusa e Mexico 222, no presente estudo, e a observada por ALZATE-
MARIN et al. (2007) entre as cultivares Mexico 222 e Pl 207262.

As cultivares utilizadas neste estudo podem apresentar genes especificos para o0s
fatores de viruléncia Andino/Mesoamericanos. Assim, Widusa, MDRK, Perry Marrow,
P1 207262, BAT 93 TU, Ouro Negro, Jalo Vermelho e Mexico 222 podem compartilhar
alelos que conferem resisténcia a fatores de viruléncia de maior complexidade (como o
Andino/Mesoamericano). Como MENDEZ-VIGO et al. (2005) discutiram em seu
trabalho, é possivel que estes genes e seus alelos sejam parte de um complexo cluster

génico, o qual pode ser detectado quando diferentes patotipos do patdgeno séo usados.
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Este agrupamento de genes de resisténcia pode ocupar um segmento do genoma e
conferir resisténcia a diferentes ragas fisiol6gicas do mesmo agente patogénico.

No presente estudo ndo foi detectada independéncia entre os genes de resisténcia
a antracnose presentes em Widusa, MDRK, Perry Marrow, Pl 207262, BAT 93, TU,
Jalo Vermelho e Ouro Negro. Um dos genes encontrados em Widusa pode ser um alelo
do gene Co-3/Co-9, o qual esta presente em Pl 207262, BAT 93 e possivelmente em TU
e Ouro Negro. O outro gene de Widusa pode ser alelo do gene Co-1 presente em
MDRK, Perry Marrow e possivelmente em Jalo Vermelho. Embora outros estudos de
alelismo utilizando os patotipos de C. lindemuthianum 38, 7 e 73 tenham mostrado
independéncia entre Widusa e Pl 207262 (FERREIRA et al., 2003; GONCALVES-
VIDIGAL e KELLY, 2006) e entre Widusa e BAT 93 (GONCALVES-VIDIGAL e
KELLY, 2006). Nestes mesmos estudos, alelismos entre Widusa e MDRK, Kaboon
(GONGCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006), Michelite, TO e AB 136 (FERREIRA et
al., 2003) foram observados.

Uma vez que Widusa € uma cultivar Mesoamericana com caracteristicas
Andinas (BALARDIN et al., 1998), € provavel que ela possua genes de resisténcia
Mesoamericanos e Andinos. Neste caso, a presenca do complexo génico Co-1 e Co-9 de
resisténcia a antracnose presente em Widusa estd de acordo com estas observacdes.
Todas as evidéncias mostram uma complexidade do loco Co-3/Co-9. Em termos gerais,
o0 alelo Co-9 original esta presente tanto em BAT 93 quanto em P1 207262, além disso,
ele € alélico do gene Co-3 da cultivar México e é um dos genes de Widusa e,
possivelmente, também esteja presente em TU e Ouro Negro.

As novas informagdes encontradas neste trabalho sdo extremamente importantes
para 0 entendimento do espectro de resisténcia da cultivar Widusa e as implicacdes do

uso do gene Co-3/Co-9 como fonte de resisténcia em programas de melhoramento.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Widusa pertence a série diferenciadora internacional da antracnose, causada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum. A caracterizagdo genética dos genes de
resisténcia a antracnose desta cultivar tem apresentado resultados contrastantes
(FERREIRA et al., 2003; GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006; RODRIGUEZ-
SUAREZ et al., 2008). No intuito de obter uma melhor compreensdo dos complexos
resultados encontrados pelos diferentes grupos de pesquisa, estudos genéticos
contemplando um maior nimero de pato6tipos de C. lindemuthianum foram conduzidos
com a cultivar Widusa e as fontes de resisténcia a antracnose ja caracterizadas.

Estudos de heranca utilizando cruzamentos provenientes de Widusa mostraram
que um ou dois genes independentes podem conferir resisténcia a antracnose em
Widusa, quando séo inoculados os pat6tipos 72 ou 9, 73 e 453, respectivamente.
Estudos de alelismo mostraram que os genes de Widusa estdo localizados em locos
distintos dos genes de resisténcia previamente identificados Co-3, Co-4, Co-6, Co-7 e
Co-11.

Segregacdes foram observadas nos cruzamentos Widusa x MDRK (patétipo
453), Widusa x Perry Marrow (pato6tipo 9), Widusa x Kaboon (patotipo 9), Widusa x Pl
207262 (patotipo 9), Widusa x TU (patotipo 453) e Widusa x Ouro Negro (patétipo 73).
No entanto, ndo foi observada segregacdo em populacdes F, derivadas dos cruzamentos
entre Widusa e MDRK (patdtipo 73), Perry Marrow (patétipo 73), Pl 207262 (patotipo
73), TU (patétipo 9 e 73), BAT 93 (patdtipo 9 e 73), Ouro Negro (patétipo 9 e 453) e
Jalo Vermelho (pat6tipo 9 e 73). Isso indica que Widusa possui alelos dos genes de
resisténcia a antracnose presentes nessas cultivares, para esses patétipos de C.
lindemuthianum em particular.

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que Widusa possuli

genes de resisténcia a antracnose nos locos Co-1 e Co-9.
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CAPITULO 5

IDENTIFICACAO DOS ALELOS DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE Co-1*E
Co-3* NA CULTIVAR DE FEIJAO COMUM AND 277

1. INTRODUCAO

A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magnus) Lams.-Scrib., € uma das doencas mais destrutivas que acomete o feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) em areas tropicais e subtropicais da América Latina, da
América Central e da Africa Oriental (PASTOR-CORRALES e TU, 1989; PASTOR-
CORRALES, 1992). O uso de cultivares resistentes é considerado como a op¢do mais
viavel para o controle da antracnose, principalmente para 0s pequenos produtores
(VIEIRA 1988; SINGH et al. 1992). Entretanto, a ocorréncia de varias racas
fisiologicas do patdgeno em regides como a do Brasil Central e Sul representa um
obstaculo ao desenvolvimento de novas cultivares resistentes a antracnose. O
conhecimento sobre a frequéncia e distribuicdo das racas fisiologicas do patogeno,
combinado com o uso de diferentes genes de resisténcia sdo necessarios para 0
desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais estavel.

Estudos de variacdo do padrdo da faseolina do gréo, aloenzimas e evidéncias
morfoldgicas tém revelado a existéncia dos pools génicos Andino e Mesoamericano na
espécie P. vulgaris (GEPTS et al., 1986; SINGH et al., 1991a; SINGH et al., 1991b). O
agente causal da antracnose (C. lindemuthianum), da mancha angular
(Pseudocercospora griseola) e da ferrugem (Uromyces appendiculatus) do feijoeiro
também podem ser divididos nos pools génicos Andino e Mesoamericano. Estudos de
coevolucdo tém demonstrado que as cultivares de feijoeiro sdo mais vulneraveis aos
patotipos provenientes do seu pool génico correspondente (GUZMAN e
GILBERSTON, 1995: PASTOR-CORRALES e JARA, 1995; PASTOR-CORRALES,
1996; BALARDIN e KELLY, 1998; SANDLIN et al., 1999). A combinacdo de genes
de resisténcia de ambos os pools génicos em uma mesma cultivar pode oferecer uma
resisténcia mais ampla e prolongada a estes patdgenos (KELLY, 1995; MELOTTO e
KELLY, 2000).

Até o momento, foram caracterizados 0s genes Mesoamericanos de resisténcia a
antracnose Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co0-3%/Co-9, Co-10 e Co-11 presentes,
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respectivamente, nas cultivares Cornell 49-242, Mexico 222, TO, TU, AB 136, PI
207262, Ouro Negro e Michelite (MASTENBROEK, 1960; FOUILLOUX, 1976;
SCHWARTZ et al., 1982; PASTOR-CORRALES et al., 1994; YOUNG et al., 1998;
ALZATE-MARIN et al., 1997, 2003a, 2007; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2007). O
gene Co-9 previamente descrito por GEFFROY et al. (1999) como presente na cultivar
BAT 93 (derivada de Pl 207262) subsequentemente, mostrou-se alelo do gene Co-3
(RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2004; MENDEZ-VIGO et al., 2005), sendo renomeado
como Co-3°. Em relacdo ao pool génico Andino, apenas trés genes de resisténcia a
antracnose foram identificados, o0 Co-1 na cultivar diferenciadora Michigan Dark Red
Kidney (MDRK), e seus alelos Co-1° e Co-1° nas cultivares Kaboon e Perry Marrow,
respectivamente (MELOTTO e KELLY, 2000); recentemente, os genes Co-12 e Co-13
nas cultivares Jalo Vermelho e Jalo Listras Pretas, respectivamente (GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2008a, 2009).

A caracterizagdo sistematica e o uso de novas fontes de resisténcia pode ser uma
importante estratégia para se conseguir uma resisténcia de amplo espectro & antracnose.
AND 277 {[Cargabello x (Pompadour Checa x Linea 17)] x (Linea 17 x Red Kloud)},
uma cultivar de feijdo comum de origem Andina, é uma importante fonte de resisténcia
a mancha angular no Brasil (CARVALHO et al., 1998; NIESTCHE, 2000a).
Adicionalmente, tem sido observado que esta cultivar é resistente a varios patétipos de
C. lindemuthianum. O enrugamento das folhas de AND 277, em campo, permite deduzir
que esta cultivar possui genes de origem Andina e Mesoamericana, uma vez que esta
anomalia € uma desordem genética que ocorre quando existe uma combinacao
particular destes genes (VOYSEST, 2000). No entanto, o(s) gene(s) de resisténcia a
antracnose presentes nesta cultivar ndo havia sido caracterizado até o0 momento.

O propésito deste trabalho foi (1) determinar a heranca da resisténcia a
antracnose presente em AND 277, por analises de populacgdes segregantes derivadas de
cruzamentos com as cultivares suscetiveis Ruda, Cornell 49-242 e Perry Marrow; (2)
caracterizar o loco de resisténcia presente em AND 277 pelo estudo de suas relagdes
alélicas com os genes Andinos Co-1 (MDRK), Co-1% (Kaboon), Co-1° (Perry Marrow) e
Co-12 (Jalo Vermelho) e os genes Mesoamericanos Co-3 (Mexico 222), Co-4/Co-4°
(TO, SEL 1308), Co-5 (TU), Co-6 (AB 136), Co-3%Co-9 (PI 207262, BAT 93), Co-10
(Ouro Negro) e Co-11 (Michelite); (3) caracterizar o espectro de resisténcia conferido
pelo(s) gene(s) de resisténcia presente(s) em AND 277 pela inoculagdo com 22

patétipos de C. lindemuthianum.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fontes dos isolados de C. lindemuthianum e preparo do in6culo

Ao todo, foram utilizadas 24 racgas fisiologicas de C. lindemuthianum no
presente trabalho. Os patétipos 7, 55, 64, 65, 67, 73, 75, 83, 87, 95, 117, 119 e 453 séo
parte dos 25 patétipos previamente caracterizados por RAVA et al. (1994), e suas
culturas originais foram fornecidas pelo Dr. Carlos A. Rava e pelo Dr. Aloisio Sartorato
(EMBRAPA Arroz e Feijdo, Goiania, GO, Brasil). Os patotipos 1033, 1545 (Honduras)
e 1600 (México) foram caracterizados por BALARDIN et al. (1997), as culturas
originais destes pat6tipos foram fornecidos pelo Dr. James Kelly, da Universidade do
Estado de Michigan (EUA). Os patétipos 8, 71, 593 (Brasil) e 2047 (Costa Rica) foram
fornecidos pelo programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade Federal de
Lavras (Lavras, MG, Brasil). Enquanto, isolados dos pato6tipos 9, 72, 81 e 89 foram
coletados no estado Minas Gerais, Brasil, e caracterizados pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro da Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG, Brasil).

Os patotipos 9, 65, 73, 453 e 2047 foram empregados nos estudos de heranca,
devido os genitores Ruda, Cornell 49-242, TO e Perry Marrow apresentarem reacdo de
resisténcia contrastante a do genitor AND 277 para estes patétipos (Tabela 1).

Tabela 1. Reagdo de cultivares de feijdo comum a diferentes patdtipos de
Colletotrichum lindemuthianum

. Pool Pat6tipos e reacao fenotipica o
Cultivar génico® 9@ 5T 7T 73 g1®  453%0  9p47°¢
Michelite MA S S R S S S S
MDRK A R R R R R R S
Perry Marrow A R R R R R S S
Cornell 49-242 MA S R S S R R S
Widusa MA R R R R S R S
Kaboon A R R R R R R S
Mexico 222 MA R S S S S S S
P1 207262 MA R R R R R S S
TO MA R R R R R S S
TU MA R R R R R R S
AB 136 MA R R R R R R S
G 2333 MA R R R R R R R
Ouro Negro MA R S R R R R S
BAT 93 MA R R £ R £ S £
SEL 1308 MA R R R R R R R
Jalo Vermelho A R R £ R R R S
AND 277 A R R R R R R R
Ruda MA S S S S S S S
b

# MA= Mesoamericano, A= Andino; ° S= Suscetivel, R= Resistente; ° Pat6tipos utilizados nos estudos de
. d i -, . RN .
heranga; -~ Patdtipos utilizados nos testes de alelismo; ~ N&o avaliado.
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Para os estudos de alelismo os patétipos 9, 65, 72, 73, 81 e 453 foram escolhidos
em funcdo da reacdo de imunidade dos genitores envolvidos em cada cruzamento
(Tabela 1). O indculo foi preparado pelo cultivo do fungo, por aproximadamente oito
dias, em meio estéril contendo vagens jovens de feijdo (PIO RIBEIRO e CHAVES,
1975). A identificacdo dos patétipos foi confirmada pela inoculacdo sobre as doze
cultivares diferenciadoras internacionais da antracnose do feijoeiro comum (PASTOR-
CORRALES, 1992).

2.2. Genitores, cruzamentos, andalises genéticas e avaliacdo dos sintomas da

doenca

Sementes das cultivares Michelite, MDRK, Perry Marrow, Cornell 49-242,
Kaboon, Widusa, Mexico 222, Pl 207262, TO, TU, AB 136, G 2333, BAT 93 e Ruda
foram fornecidas pelo CIAT (Centro de Agricultura Tropical, Cali, Colémbia) e
EMBRAPA (Goiania, GO, Brasil). Dr. James Kelly da Michigan State University forneceu
as sementes de SEL 1308. Sementes da cultivar Ouro Negro foram fornecidas pelo Dr.
Clibas Vieira, da Universidade Federal de Vicosa (Minas Gerais, Brasil) e as sementes
das cultivares Jalo Vermelho foram fornecidas pela Dra. Maria Celeste Gongalves
Vidigal, da Universidade Estadual de Maringa (Parana, Brasil). Todos 0s cruzamentos
foram feitos em casa de vegetacao.

Para determinar o espectro de resisténcia de AND 277, doze plantas de cada uma
das cultivares MDRK, Perry Marrow, Kaboon, Widusa, AND 277 e de um controle
suscetivel (cultivar Rudd) foram inoculadas separadamente com esporos dos pat6tipos
de C. lindemuthianum 7, 8, 9, 55, 64, 65, 67, 71, 72, 73, 75, 81, 83, 87, 89, 95, 117, 119,
453, 593, 1033, 1545, 1600 e 2047. Os procedimentos de inoculacdo e avaliacdo dos
sintomas da doenca foram feitos conforme descrito no item 2.4.1 do CAPITULO 1.

Para os estudos de heranca e alelismo, a cultivar AND 277 foi utilizada como
genitor doador de pdlen nos cruzamentos com Ruda, Widusa, México 222 e Perry
Marrow, TO, Pl 207262 e BAT 93. Em todos os outros cruzamentos AND 277 foi
utilizada como genitor feminino.

Sementes das populacdes F, derivadas dos cruzamentos de AND 277 com as
cultivares suscetiveis Perry Marrow, Rudd e Cornell 49-242 e dos seus respectivos
genitores foram utilizadas para determinar o nimero de genes de resisténcia da cultivar
AND 277 (Tabela 2). Com o proposito de confirmar os resultados obtidos nas geragdes F,
foram obtidas sementes F; dos cruzamentos Rudad x AND 277 e Michelite x AND 277.
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Progénies F, provenientes do cruzamento Ruda x AND 277 foram avaliadas quanto a
resisténcia ao patotipo 453 da antracnose na forma de familias, com quinze plantas F3
por familia (Tabela 2). De uma maneira alternativa, as sementes F; obtidas dos
cruzamentos Ruda x AND 277 e Michelite x AND 277 foram utilizadas na forma de bulks
constituidos a partir de uma semente de cada planta F, para determinar o controle da
resisténcia de AND 277 aos patétipos 9, 73, 453 e 2047 (Tabela 2).

Para os testes de alelismo, sementes F, (AND 277 vs. Michelite, MDRK, Perry
Marrow, Cornell 49-242, Kaboon, Mexico 222, Pl 207262, TO, TU, AB 136, G 2333,
BAT 93 e Ouro Negro), seus respectivos genitores e uma testemunha suscetivel (cv.
Rud4) foram semeadas em casa de vegetacdo. Os patdtipos de C. lindemuthianum 9, 65,
72, 73, 81 e 453 foram empregados de forma que os genitores de cada populagédo
apresentassem resposta imune ao patotipo (Tabela 3). Para evitar contaminacgdes
cruzadas, cada patdtipo foi inoculado em camaras separadas.

As condic6es de inoculagéo e avaliagdo dos sintomas foram as mesmas adotadas
nos estudos de heranca. A analise genético-estatistica das segregacbes obtidas nas
populacdes F, foi realizada utilizando-se 0s recursos computacionais do programa
GENES (CRUZ, 2006), no qual a classe de frequéncias obtidas foi testada para o
melhor ajustamento com as razGes teoricas, atraveés da aplicacdo do teste do qui-

quadrado ().
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudos de heranca

As populacdes F, derivadas do cruzamento de AND 277 com as cultivares
suscetiveis Ruda e Perry Marrow segregaram na razéo de 3R:1S quando inoculadas com
0 patotipo 453 de C. lindemuthianum (Tabela 2), indicando que um Unico gene dominante
determina a resisténcia ao patdtipo 453 nestes cruzamentos. A heranca monogeénica da
resisténcia de AND 277 ao patdtipo 453 foi confirmada pela razéo de segregacdo 1:2:1
apresentada pela populagdo F, Ruda x AND 277, quando avaliada na forma de familias
F.3 (Tabela 2). Ao utilizar os patotipos 9, 65 e 73, foi observada a razdo de segregacao
57:7 em populacdes F, derivadas do cruzamento de AND 277 com as cultivares Ruda
(patdtipos 9, 65 e 73) e Cornell 49-242 (patétipo 9 e 73). A razdo de segregacdo 57:7
indica a atuacéo de trés genes dominantes e independentes, sendo dois com modo de acdo
complementar. A primeira hipGtese para esta razdo de segregacdo é que AND 277
possua dois genes dominantes e independentes determinando sua resisténcia aos
patétipos 9, 65 e 73, mas que um destes genes possa atuar de forma complementar com
um terceiro gene de resisténcia independente presente nas cultivares Ruda e Cornell 49-
242. Outra possibilidade é que os trés genes dominantes e independentes que
determinam resisténcia aos patotipos 9, 65 e 73 estejam presentes em AND 277. Diante
da possibilidade de AND 277 possuir trés genes de resisténcia a antracnose, ainda surge
a davida de qual seria 0 gene que determina a resisténcia ao pat6tipo 453, um dos genes
que atua de forma complementar para os patétipos 9, 65 e 73, ou o terceiro gene que
ndo estabelece relacdo de complementaridade?

Embora a segregacdo de 235R: 20S observada na populacdo F, Ruda x AND
277 inoculada com o pat6tipo 73 se ajuste a razdo de segregacdo 57:7 (p=11%), seu
melhor ajuste é com a razéo de segregacdo 15:1 (p=29%). Para que se possa observar
pelo menos um individuo suscetivel (certeza de 95%) em uma familia F,.3 proveniente
de uma planta F, duplo heterozigota que apresenta dois genes de resisténcia dominantes
e independentes é necessario avaliar 47 plantas F3. Os cruzamentos avaliados nos
estudos de heranga da cultivar AND 277 mostraram-se pouco proliferos,
impossibilitando que a avaliacdo de familias F,3 fosse empregada no intuito de
discriminar a segregagéo 57:7 da 15:1.

Dessa forma, optou-se por complementar os resultados obtidos com as
populacgdes F,, através da avaliacdo de populagdes F3. Ao utilizar esse tipo de populacao

segregante, a razdo de segregacdo esperada para dois genes dominantes independentes é
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de 55R: 9S, enquanto a razdo de segregacdo esperada para trés genes dominantes e
independentes, sendo dois com modo de acdo complementar, é de apenas 5R: 3S, que é
a mesma esperada quando se tem um Unico gene dominante determinando a resisténcia.
A razdo de segregacao 5:3 foi observada para as populacdes F3 obtidas do cruzamento
AND 277 x Ruda, quando estas foram inoculadas com os patétipos 9, 73 e 453,
indicando que a resisténcia aos patdtipos 9 e 73, neste cruzamento, realmente parece ser
determinada por trés genes dominantes e independentes, sendo dois com modo de agdo
complementar.

Quando populacbes F3; obtidas do cruzamento Michelite x AND 277 foram
inoculadas com os pat6tipos 9 e 73, a razdo de segregacdo observada foi de 55R: 9S
(Tabela 2). Apesar desta razdo de segregacdo indicar que ha dois genes dominantes e
independentes determinando a resisténcia em AND 277, também ha a possibilidade de
que os trés genes dominantes detectados nos cruzamento citados anteriormente sejam
todos provenientes de AND 277, e que Michelite compartilhe um dos genes
complementares presentes em AND 277. Assim, a populacdo segregante obtida deste
cruzamento segrega como se houvesse apenas dois genes dominantes determinando o
caréter.

Tabela 2. Estudos de heranca da resisténcia a antracnose na cultivar AND 277, em

populacbes F», F,.3 € F3 inoculadas com os pat6tipos 9, 65, 73, 453 e 2047 de
C. lindemuthianum

Segregacdo Segregacdo 2

~ " ~ o
Populagéo Patotipo Reacgo Esperada® Observada P %
F, Ruda x AND 277 9 SxR 57R:7S 170:23 0,190 66
F, Ruda x AND 277 73 SxR 57:7 235:20 2,506 11
F, Ruda x AND 277 65 SxR 57:7 138:14 0,465 50
F, Perry Marrow x AND 277 453 SxR 3:1 48:19 0,403 53
F, Ruda x AND 277 453 SxR 3:1 79:24 0,158 69
F, AND277 x Cornell 49242 9 RxS 57:7 118:14 0,015 90
F, AND277 x Cornell 49242 73 RxS 57:7 149:25 2,102 15
F, Ruda x AND 277 2047 SxR 9:7 98:91 1,485 22
F; Ruda x AND 277 9 SxR 5R:3S 58:26 1536 22
F; Ruda x AND 277 73 SxR 5:3 162:92 0,177 67
F; Ruda x AND 277 453 SxR 5:3 149:99 0,619 43
Fs Michelite x AND 277 9 SxR 55:9 73:16 1,129 29
Fs Michelite x AND 277 73 SxR 55:9 73:13 0,079 78
Fs; Michelite x AND 277 453 SXR 5:3 54:27 0,600 44
Fs; Michelite x AND 277 2047 SXR 25:39 28:49 0,237 63
F,.; Ruda x AND 277 453 SxR 1RR:2Rr:irr 21:39:19 0,114 94

% Avaliacio dos sintomas da antracnose com base no uso de uma escala de notas que varia de 1 a 9, onde:
1 = plantas sem sintomas visiveis da doenga e 9 = plantas com sintomas muito severos (RAVA et al.
1993); plantas com notas 1-3 = resistentes (R); 4-9 = suscetiveis (S); RR = Familias com todas as plantas
resistentes; Rr = Familias com plantas resistente e plantas suscetiveis; rr = Familias com todas as plantas
suscetiveis.
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Em relacdo ao patotipo 2047, as razdes de segregacdo 9R:7S e 25R:39S, foram
observadas respectivamente em populag¢fes F, do cruzamento Rudd x AND 277 e F3
Michelite x AND 277. Estas raz0es de segregagdo indicam que a resisténcia de AND
277 ao patdtipo 2047 parece ser determinada por dois genes dominantes com acgéo
complementar (Tabela 2). Porém, neste caso também ha a possibilidade de que um gene
de resisténcia de AND 277 atue de forma complementar com um segundo gene presente
nos genitores Ruda e Michelite.

3.2. Estudos de alelismo

As analises apresentadas nos paragrafos seguintes contemplam duas possibilidades
para o controle genético da resisténcia da cultivar AND 277, as quais serdo denominadas
de hipdtese “A” e hipotese “B”. A hipotese “A” é que AND 277 possua doiS genes
dominantes e independentes, determinando sua resisténcia a alguns patotipos de C.
lindemuthianum, mas que um destes genes possa atuar de forma complementar com um
terceiro gene, proveniente do outro genitor da populagdo segregante. A hipotese “B” é
que os trés genes dominantes e independentes sejam todos provenientes de AND 277.

Os estudos de alelismos mostraram a razdo de segregacdo de 15:1 para 0S
cruzamentos entre AND 277 e as cultivares TU, AB 136 (patétipo 453), Ouro Negro
(patétipo 81) Mexico 222 e TO (patdtipo 9), indicando que dois genes dominantes
independentes determinam a resisténcia nestes cruzamentos, sendo eles, provavelmente,
0 Co-5 (TU), Co-6 (AB 136), Co-10 (Ouro Negro), Co-3 (Mexico 222), Co-4 (TO) e
outro gene da cultivar AND 277 (Tabela 3). A segregacdo de 15:1 observada ao usar o
patétipo 9 nas populacBes F, obtidas do cruzamento de AND 277 com as cultivares
Mexico 222 (p= 83%) e TO (p= 55%) se justificaapenas se admitirmos que, sob a
hipotese “B”, para estes cruzamentos em particular a complementaridade dos genes de
resisténcia de AND 277 ndo é efetiva. Uma segunda possibilidade que pode ser
considerada, sob a hipdtese “A”, é que para estes cruzamentos a resisténcia de AND 277
ao patotipo 9 seja determinada por dois genes, um recessivo e um dominante,
independentes do terceiro gene presente em México 222 e TO, ja que a razdo 61:3
também apresenta bom ajuste com as segregacdes observadas nas populagdes F, obtidas
com Mexico 222 (p= 34%) e TO (p= 78%). A razéo de segregacdo 61:3 também foi
observada na populacdo F, do cruzamento AND 277 x SEL 1308, quando inoculada
com o patétipo 73. A ocorréncia do padrdo de resisténcia recessiva em genotipos

previamente identificados como sendo controlados por genes de resisténcia dominantes
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pode resultar da presenca de séries multi-alélicas no loco onde uma ordem prévia de
dominancia tem sido estabelecida entre os alelos (MELOTTO e KELLY, 2000;
MIKLAS et al., 2000).

A razdo de segregacao 63:1 foi observada para os cruzamentos entre AND 277 e
Michelite (patotipo 72), Perry Marrow (pat6tipo 65), TO, AB 136 (patdtipo 73), TU,
AB 136 (pat6tipo 9), indicando que trés genes dominantes independentes determinam a
resisténcia nestes cruzamentos (Tabela 3). Esta razéo de segregacédo era esperada sob a
hipétese “A” e até mesmo sob a hipotese “B”, se admitirmos que um dos genes
complementares de AND 277 também se encontra nas cultivares Michelite, Perry
Marrow, TO, TU e AB 136. Ainda sob a hipétese “B”, mesmo considerando-se que
estas cultivares ndo contenham nenhum dos genes complementares de AND 277, as
segregacdes observadas apresentam bons ajustes a razdo de segregacdo esperada para
quatro genes dominantes independentes, sendo dois com modo de acdo complementar,
razdo 249:7 (Tabela 3).

No cruzamento entre AND 277 e G 2333 foi observada a razéo de segregacao
255:1 (razao esperada sob a hipodtese “A”) quando se utilizou os patotipos 9 e 73; esta
razdo indica a participacdo de quatro genes dominantes independentes determinando a
resisténcia aos patdtipos 9 e 73. Adicionalmente, a razdo de segregacdo de 1017:7
(razdo esperada sob a hipdtese “B”) também apresentou bons ajuste as segregacoes
observadas nas populacdes F, obtidas do cruzamento AND 277 x G 2333 (pat6tipo 9 e
73), indicando que cinco genes dominantes independentes, dois com acgdo
complementar, determinam a resisténcia neste cruzamento.

Apesar do grande nimero de genes envolvidos neste cruzamento, as segregacées
ocorreram dentro do esperado, pois segundo ALZATE-MARIN et al. (2001a) apenas
dois genes dominantes independentes (Co-5 e Co-4%) determinam a resisténcia de G
2333 ao patodtipo 73. Pelo resultado obtido no presente estudo, aparentemente o gene
Co-7 da cultivar G 2333 também néo é capaz de conferir resisténcia ao patotipo 9.
Estudos recentes apontam que o gene Co-7, previamente identificado na cultivar G
2333, é na verdade uma forma alélica do gene Co-3. GONCALVES-VIDIGAL et al.
(2008b), ao analisarem populagdes F, inoculadas com o patétipo 7, afirmaram que MSU
7-1 (linhagem derivada de G 2333 e que possui 0s genes Co-5 e Co-7), Mexico 222, Pl
207262 e BAT 93 possuem um mesmo loco de resisténcia ao patétipo 7 de C.

lindemuthianum, o Co-3/Co-9.
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Em relacdo ao patétipo 453, a populagéo F, obtida do cruzamento AND 277 x G
2333 ndo segregou na razdo esperada de, pelo menos, trés genes dominantes
independes, Co-5, Co-42 e 0 gene de AND 277 que confere resisténcia ao pat6tipo 453.
Porém, a razdo de segregacao 3:1, observada na populacdo F, obtida do cruzamento de
AND 277 (R) x SEL 1308 (R) quando inoculada com o pat6tipo 453, vem a corroborar
com o resultado citado anteriormente. Pois este resultado indica que no cruzamento com
0 gendtipo AND 277 o gene Co-4 presente em G 2333 e SEL 1308, ndo se mostra
efetivo ao patotipo 453. A perda de efetividade do gene Co-4? também foi observada em
cruzamentos das cultivares G 2333 e SEL 1308 com Widusa (Capitulo 4). A perda de
efetividade do gene Co-4% em certos cruzamentos foi relatada pela primeira vez por
ERNEST e KELLY (2004). No referido trabalho, os autores observaram que o gene Co-
4%, proveniente da cultivar SEL 1308, ndo se mostrou efetivo em determinados
cruzamento com linhagens de caracteristicas Andinas. Os autores atribuiram que,
possivelmente, 0 gene Co-4? dependa da acdo complementar de outro gene (ou genes) e
que este gene estaria ausente em alguns gendtipos com caracteristicas Andinas.

Nos estudos de alelismo envolvendo os cruzamento AND 277 x MDRK
(patdtipos 9 e 65), AND 277 x Perry Marrow (pat6tipos 9 e 73) e AND 277 x Kaboon
(patotipos 9, 65 e 73) ndo foi observada segregacdo, indicando que AND 277 possui um
alelo do gene Co-1 (Tabela 3). Além disso, ndo foram observadas segregacfes nos
cruzamentos entre AND 277 e Pl 207262, TU (patotipo 73), BAT 93 (pato6tipos 9 e 73),
Ouro Negro (patotipos 73 e 453), indicando que AND 277, TU e Ouro Negro podem
possuir um alelo do gene Co-3%Co-9.

Apesar de ter sido avaliado um namero limitado de plantas, populacdes F;
obtidas do cruzamento de AND 277 com Jalo Vermelho, também ndo apresentaram
segregacdo quando inoculadas com os patotipos 9 e 73 de C. lindemuthianum. Isso pode
ser um indicativo de que Jalo Vermelho possua uma forma alélica do gene Co-1, uma
vez que o loco Co-1 estd presente na maioria das cultivares Andinas estudadas, até
agora (KELLY e VALLEJO, 2004).

Dos alelismos detectados no presente estudo, o Unico observado ao utilizar o
patétipo 453 deu-se no cruzamento AND 277 x Ouro Negro, indicando que se a AND
277 possuir apenas dois genes, e estes forem alélicos aos genes Co-1 e Co-3/Co-9,
provavelmente o gene de AND 277 que confere resisténcia ao patétipo 453 esteja
localizado no loco Co-3. A razdo de segregagdo 15:1 observada para a populacédo F;

AND 277 x MDRK inoculada com o pat6tipo 453 reforca esta hipdtese. No entanto, ha
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a possibilidade de que o gene que determina a resisténcia de MDRK ao patétipo 453
ndo seja o Co-1, e sim um segundo gene dominante independente do gene que
determina a resisténcia em AND 277. Segundo CAMPA et al. (2009), a cultivar MDRK
possui além do gene Co-1 um gene de resisténcia localizado no grupo de ligacdo B4,
possivelmente alélico ao Co-3/Co-9. Caso o0 gene que determina a resisténcia de MDRK
ao patotipo 453 seja uma forma alélica do Co-3/Co-9 e se considerarmos que AND 277
possui alelos de resisténcia apenas nos locos Co-1 e Co-3/Co-9, 0 gene que AND 277
compartilha com Ouro Negro pertence ao loco Co-1. Adicionalmente, conforme a
hipdtese de que AND 277 possui trés genes independentes, ha a possibilidade de que a
resisténcia de AND 277 ao patdtipo 453 seja determinada por um gene independente
dos genes Co-1 e Co-3/Co-9.

A segregacdo de 543 resistentes: 1 suscetivel observada na populacdo F, do
cruzamento AND 277 x Pl 207262, quando inoculada com o patétipo 9, apesar de se
ajustar a razdo de segregacao 255:1 (p= 44%), aparentemente ndo se trata de um caso
segregacdo independente, ja que resultados obtidos por ALZATE-MARIN et al. (2007)
indicam que a resisténcia de Pl 207262 é governada por dois genes independentes,
localizados nos locos Co-4 e Co-3/Co-9.

Embora os resultados obtidos no presente trabalho indiqguem que AND 277
possui um alelo de resisténcia no loco Co-3/Co-9, a possibilidade de que existam
maultiplos genes proximamente ligados em clusters ndo pode ser excluida pelos estudos
de alelismo. Analises genéticas de segregacdo para resisténcia a diferentes patotipos da
antracnose conduzidas por RODRIGUEZ-SUAREZ et al. (2007, 2008) indicaram que 0
gene Co0-3/Co-9, previamente descrito como gene simples de efeito maior capaz de
conferir resisténcia a varios patotipos, é na verdade um cluster de genes individuais que
conferem resisténcia raca-especifica. As segregacdes observadas nas populaces F
obtidas do cruzamento Widusa x AND 277 podem ser um indicativo de eventos de
recombinacdo, pois como indicado no estudo de alelismo da cultivar Widusa (Capitulo
4) e no presente estudo de alelismo de AND 277, estas cultivares possuem genes de

resisténcia a antracnose nos clusters Co-1 e Co-3.
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Tabela 3. Cruzamentos usados para a caracterizacdo genética da resisténcia a
antracnose da cultivar AND 277

Segregacdo  Segregacéo 2

~ a (o
Populacéo F, Pat6tipo Gene Esperada  Observada P %

AND 277 x Michelite 72 Co-11 63:1* 184:4 0,390 53
AND 277 x Michelite 72 Co-11 249:7** 184:4 0,260 61
AND 277 x MDRK 453 Co-1, Co-? 15:1 146:9 0,052 82
AND 277 x MDRK 9 Co-1, Co-? 163:0

AND 277 x MDRK 65 Co-1, Co-? 128:0

AND 277 x Perry Marrow 9 Co-1° 91:.0

AND 277 x Perry Marrow 73 Co-1° 162:0

Perry Marrow x AND 277 65 Co-1 63:1* 157:1 0,888 35
Perry Marrow x AND 277 65 Co-1 249:7** 157:1 2,623 11
AND 277 x Kaboon 73 Co-1? 206:0

AND 277 x Kaboon 9 Co-1° 153:0

AND 277 x Kaboon 65 Co-1° 169:0

México 222 x AND 277 9 Co-3, Co-? 15:1** 82:6 0,048 83
Meéxico 222 x AND 277 9 Co-3, Co-? 61:3* 82:6 0,894 34
Pl 207262 x AND 277 9 Co-43 Co-3* 255:1 543:1 0,598 44
P1 207262 x AND 277 73 Co-4% Co-3° 392:0

BAT 93 x AND 277 9 Co-3° 270:0

BAT 93 x AND 277 73 Co-3° 288:0

TO x AND 277 9 Co-4 15:1 155:6 0,366 55
TO x AND 277 73 Co-4 63:1* 167:4 0,671 41
TO x AND 277 73 Co-4 249:7** 167:4 0,100 75
AND 277 x TU 9 Co-5 63:1* 89:1 0,119 73
AND 277 x TU 9 Co-5 249:7** 89:1 0,892 34
AND 277 x TU 73 Co-5 124:0

AND 277 x TU 453 Co-5 15:1 82:9 2,058 15
AND 277 x AB 136 9 Co-6 63:1* 144:2 0,028 87
AND 277 x AB 136 9 Co-6 249:7** 144:2 0,980 32
AND 277 x AB 136 73 Co-6 63:1* 445:9 0,520 47
AND 277 x AB 136 73 Co-6 249:7** 445:9 0,965 33
AND 277 x AB 136 453 Co-6 15:1 225:10 159 21
AND 277 x G 2333 9 Co-4%, Co-5 255:1* 559:1 0,647 42
AND 277 x G 2333 9 Co-4%, Co-5 1017:7** 559:1 2,104 15
AND 277 x G 2333 73 Co-4%, Co-5 255:1* 211:2 1646 20
AND 277 x G 2333 73 Co-4?%, Co-5 1017:7** 211:2 0,205 65
AND 277 x G 2333 453 Co-4?%, Co-5 63:1 205:5 0914 34
AND 277 x SEL1308 9 Co-4? 255:1 339:1 0,341 55
AND 277 x SEL1308 73 Co-4? 61:3 322:13 0,488 48
AND 277 x SEL1308 453 Co-4? 15:1 193:18 1,873 17
Widusa x AND 277 73 Co-1, Co-3° 63:1 178:1 1,173 28
Widusa x AND 277 453 Co-1, Co-3° 63:1 129:3 0,433 51
AND 277 x Ouro Negro 73 Co-10 273:0

AND 277 x Ouro Negro 453 Co-10 289:0

AND 277 x Ouro Negro 81 Co-10 15:1 206:15 0,109 74
AND 277 x Jalo Vermelho 9 Co-12 43:0

AND 277 x Jalo Vermelho 73 Co-12 30:0

20s genitores de cada cruzamento sdo resistentes ao patotipo testado,

* Razdo de segregacdo esperada sob a hipotese de que AND 277 possui dois genes dominantes,

** Razdo de segregacdo esperada sob a hip6tese de que AND 277 possui trés genes dominantes, sendo
dois com modo de a¢do complementar.

A inoculagdo de AND 277 com 24 patétipos de C. lindemuthianum demonstrou
que os genes de resisténcia a antracnose presentes nesta cultivar conferem resisténcia
aos patotipos 8, 9, 64, 65, 67, 71, 72, 73, 75, 81, 83, 89, 95, 117, 119, 453, 593, 1033,

110



1545, 1600 e 2047, mas ndo aos patotipos 7, 55 e 87 (Tabela 4). O controle suscetivel
(cv. Rudd) mostrou-se compativel com todos os patétipos testados, com excecdo do
patétipo 71 (dados ndo apresentados).

Tabela 4. Patétipos de Colletotrichum lindemuthianum e reagdo das cultivares AND
277, MDRK, Perry Marrow, Widusa e Kaboon

Perry

Patotipo AND 277 MDRK Widusa Kaboon
Marrow
7 S S S R R
8 R R R R R
9 R R R R R
55 S S S S S
64 R R R R R
65 R R R R R
67 R S R R R
71 R S S R R
72 R R R R R
73 R R R R R
75 R S R R R
81 R R R S R
83 R S R S R
87 S S S S R
89 R R R S R
95 R S S S R
117 R R S S S
119 R S S S S
453 R R S R R
593 R R R S R
1033 R R R R R
1545 R R R R R
1600 R R R R R
2047 R S S S S

Neste trabalho, uma nova fonte Andina de resisténcia a antracnose contendo um
novo alelo do gene Co-1 foi caracterizada. Comparag6es entre o espectro de resisténcia
de AND 277 e as cultivares MDRK (Co-1), Kaboon (Co-1°) e Perry Marrow (Co-1°)
indicam que AND 277 tem um alelo alternativo do gene Co-1 (Tabela 4). Como os
alelos Co-12 e Co-1° foram caracterizados por MELOTTO e KELLY (2000), prop&e-se
que este novo alelo seja designado de Co-1°*. Outros alelos do gene Andino Co-1 foram
recentemente relatados nas cultivares A193, Jalo EEP557 e Widusa (MENDOZA et al.,
2001; VALLEJO et al., 2003; GONCALVES-VIDIGAL e KELLY, 2006), indicando
que a base genetica dos feijoes Andinos € estreita em relagdo a resisténcia a antracnose.
Além do loco Co-1 apenas 0s genes Co-12 e Co-13, recentemente identificados
(GONCALVES-VIDIGAL et al., 2008a, 2009), tém origem no pool génico Andino. O
loco Co-1 encontra-se localizado no grupo de ligacdo B1 do mapa integrado da espécie
Phaseolus vulgaris (KELLY e VALLEJO, 2004). Em relagdo ao gene Co-13, ja foi
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identificado o marcador RAPD V20gg, ligado em fase de acoplamento a uma distancia
de apenas 1,8 centimorgans (LACANALLO et al., 2008), mas o grupo de ligacdo a que
pertence ainda nédo foi determinado.

No presente estudo, foi demonstrado que os genes de resisténcia a antrachose
presentes em AND 277, similarmente aos alelos Co-1, Co-1% e Co-1°, sdo capazes de
conferir resisténcia aos patdtipos 65, 73, 81 e 89, que sdo os patétipos encontrados com
maior frequéncia no Brasil (CARBONELL et al. 1999; SOMAVILLA e PRESTES,
1999; ALZATE-MARIN e SARTORATO, 2004; TALAMINI et al., 2004; SILVA et
al., 2007; ISHIKAWA et al., 2008; SANSIGOLO et al., 2008). Além disso, outro gene,
0 Co-3/Co-9, foi identificado em AND 277 e aparentemente na cultivar Ouro Negro. O
gene Co-3/Co-9 esta presente nas cultivares Pl 207262 e BAT 93, no entanto, o espectro
de resisténcia diferencial entre Pl 207262, AND 277 e Ouro Negro sugere que estas
cultivares possuem diferentes alelos no loco Co-3/Co-9 condicionando resisténcia a
antracnose.

Além do amplo espectro de resisténcia apresentado pela cultivar AND 277
(Tabela 4), merece destaque o fato desta cultivar ter apresentado incompatibilidade
frente ao patotipo 2047 de C. lindemuthianum, identificado na Costa Rica e tido como
um dos pat6tipos de maior viruléncia ja identificados (BALARDIN e KELLY, 1998). O
gene Co-4% identificado na cultivar G 2333 (YOUNG et al., 1998), era tido como o
unico gene de resisténcia a antracnose, entre os ja caracterizados, capaz de conferir
resisténcia ao patétipo 2047 de C. lindemuthianum.

No mapa integrado da espécie P. vulgaris, 0s genes de resisténcia a antracnose e
a ferrugem provenientes da cultivar Ouro Negro foram mapeados no grupo de ligacao
B4 em um uma regido proxima a um cluster génico. Nesta regido se encontram diversos
genes de resisténcia a doencas, inclusive de resisténcia a antracnose e a ferrugem, como
0 Co-3, Co-9, Co-y, Co-z, Ur-5 e Ur-Dorado (MIKLAS et al, 2006; GEFFROY et al.,
2008). ALZATE-MARIN et al. (2003a) definiram o gene de resisténcia a antracnose de
Ouro Negro, como distinto dos previamente caracterizados, nomeando-o como Co-10.
No entanto, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a possibilidade de que o
gene de resisténcia previamente nomeado como Co-10 seja uma forma alélica do gene
Co0-3/Co0-9. O cluster de genes R presente no grupo de ligacdo B4, no qual esta incluso o
gene Co-3/Co-9 parece ser um dos mais complexos clusters de genes R descritos em P.
vulgaris, tanto em nivel molecular quanto em genético. Estudos conduzidos na

populacdo de mapeamento obtida dos genotipos BAT93 e Jalo EEP558 tém mostrado
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que em ambos 0s genitores este cluster € composto por genes de resisténcia especificos
altamente ligados (MIKLAS et al., 2006; DAVID et al., 2008; GEFFROY et al., 2008).

Como dito anteriormente, AND 277 apresenta resisténcia a outra importante
doenca do feijdo comum, a mancha angular causada pelo fungo Pseudocercospora
griseola (CARVALHO et al. 1998; NIESTCHE, 2000a; BALBI et al., 2008). O
Programa de Melhoramento do Feijoeiro conduzido na Universidade Federal de Vigosa
tem usado o marcador SCAR H13s50 (CARVALHO et al., 1998; QUEIROZ et al.,
2004a), ligado a um dos genes de resisténcia a mancha angular presentes na cultivar
AND 277 (gene Phg-1) para desenvolver linhagens superiores de feijdo comum com
resisténcia a mancha angular. E propésito desse programa de melhoramento identificar
marcadores moleculares ligados ao alelo Co-1* para possibilitar a selecdo simultanea de
plantas resistentes a antracnose e a mancha angular em populacdes segregantes
derivadas desta fonte Andina. Existem poucos marcadores moleculares relatados como
ligados a0 gene Co-1 (OF10s3 e SEact/Mcca) € C0-3%/Co-9 (SB12) (revisado por
KELLY e VALLEJO, 2004). A acdo dos genes de resisténcia a mancha angular e a
antracnose presentes em AND 277 podem oferecer um amplo espectro de resisténcia a
ambas as doencas, no Brasil e em outras partes do mundo.

Os resultados e consideracOes apresentadas no presente trabalho certamente
contribuem para o entendimento da resisténcia a antracnose apresentada pela cultivar
Andina AND 277. Devido a necessidade de fontes Andinas de resisténcia a antracnose,
no Brasil e em outras partes do mundo, novas informacGes a respeito da heranca da
resisténcia ao C. lindemuthianum e a identificacdo de um novo alelo do gene Co-1 séo
extremamente relevantes. Apenas trés genes Andinos de resisténcia a antracnose tém
sido identificados até o momento, por isso é importante que diferentes programas de
melhoramento do feijoeiro concentrem esforcos para caracterizar novas fontes de
resisténcia Andinas e para analisar as relagdes entre seus genes de resisténcia e 0s genes

de resisténcia a antracnose previamente caracterizados.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

AND 277 é uma cultivar de feijdo frequentemente utilizada como fonte de
resisténcia a mancha angular, mas que também possui resisténcia a antracnose. Neste
trabalho foram caracterizados os locos de resisténcia a antracnose presentes em AND
277 por meio de estudos de heranca e testes de alelismo em relacédo aos alelos Andinos e
Mesoamericanos de resisténcia a antracnose, ja caracterizados. Além disso, foi
determinado o espectro de resisténcia da cultivar AND 277 em relacéo a 24 pat6tipos de
Colletotrichum lindemuthianum.

Os estudos de heranca indicaram que um, dois ou trés locos podem determinar a
resisténcia de AND 277 a antracnose, dependendo do cruzamento e do patétipo testado.
Os testes de alelismo confirmaram que um dos genes presentes em AND 277 esta
localizado no mesmo loco dos alelos Co-1, Co-1% Co-1° e Co-1°. O outro gene esta
localizado no mesmo loco do alelo previamente caracterizado como Co-3%/Co-9. Um
suposto terceiro gene de AND 277 ndo pdde ser identificado.

Os genes de AND 277 sdo independentes dos locos Co-4/Co-4%, Co-5, Co-6
(para os patétipos 9, 73 e 453), Co-10 (patétipo 81) e Co-11 (patétipo 72). O alelo Co-1
de AND 277 deve ser diferente dos alelos Co-1, Co-1%, Co-1° e Co-1° e, por isso, foi
proposto o simbolo genético Co-1* para este alelo de resisténcia.

A inoculacdo de AND 277 com 24 pat6tipos de C. lindemuthianum demonstrou
que os alelos Co-1* e Co-3/Co-9 conferem resisténcia aos pat6tipos 8, 9, 64, 65, 67, 71,
72,73,75, 81, 83, 89, 95, 117, 119, 453, 593, 1033, 1545, 1600 e 2047.

Conclui-se que o amplo espectro de resisténcia a antracnose apresentado pela
cultivar AND 277 deve-se a acdo de pelo menos dois genes de resisténcia, e que um
destes genes é alélico ao gene Co-3/Co-9, enquanto outro é alélo do gene Co-1.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de marcadores moleculares possibilitou a piramidacéo dos genes Co-4?,
Co-5, Co-6, Co-10, Phg-1 e Ur-ON no background genético da cultivar de gréo tipo
carioca “Ruda”.

Foram obtidas linhagens com amplo espectro de resisténcia a antracnose, a
ferrugem e a mancha angular, com potencial produtivo equivalente ao das cultivares
modernas, mas com limita¢Ges quanto ao aspecto dos graos.

O cruzamento das linhagens piramidadas obtidas neste trabalho com cultivares e
linhagens elites do grupo comercial carioca gerou populacGes com alto potencial para
extracdo de familias superiores, quanto ao aspecto dos gréos, ao potencial produtivo e a
resistencia a antracnose, a ferrugem e & mancha angular.

Estudos genéticos das cultivares Widusa e AND 277 revelaram que as duas
possuem formas alélicas dos genes Co-1 e Co-3/Co-9 determinando a resisténcia aos
patétipos do agente causal da antracnose.

Os genotipos gerados e as informagdes obtidas no presente trabalho sdo de

grande relevancia para os programas de melhoramento do feijoeiro.
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