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RESUMO

DARBEN, Luana Mieko, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de
2010. Identificagdo de gendtipos de feijoeiro comum resis tentes a
antracnose por meio de avaliacdo das reacdes de inc  ompatibilidade e
marcadores moleculares SCAR . Professora Orientadora: Adriana Gonela.
Professores Conselheiros: Maria Celeste Goncalves-Vidigal, Pedro Soares
Vidigal Filho.

O feijoeiro comum é uma das leguminosas mais cultivadas no mundo,
destacando-se como a principal fonte de proteinas e calorias para populacoes,
principalmente rurais, da Africa e das Américas. Por ser uma espécie cultivada
durante todo o ano, esta cultura estd vulneravel ao ataque de fungos
patogénicos, destacando-se entre eles o C. lindemuthianum, agente causal da
antracnose, uma das doencas mais importantes do feijoeiro comum,
responsavel por perdas nas lavouras de até 100%, sob condicdes ideais de
temperatura e umidade. O C. lindemuthianum é um patégeno que apresenta
ampla variabilidade genética, proporcionando quebras constantes na
resisténcia de cultivares comerciais, sendo necessario aos pesquisadores uma
busca continua por novas fontes de resisténcia. No Estado do Parana, ja foram
identificadas mais de 56 racas do patdgeno, sendo a raca 73 uma das mais
frequentes. O presente trabalho teve como objetivo identificar gendtipos de
feijoeiro comum resistentes a antracnose, por meio de avaliacdes das reacdes
de incompatibilidade as ragas 73 e 2047 de C. lindemuthianum associadas a
utilizacdo dos marcadores moleculares SCAR SF101972 € SAS13gs0 ligados,
respectivamente, ao gene Co-10 e ao alelo Co-4%. Para tanto, 75 gendtipos de
feijoeiro comum pertencentes ao Banco de Germoplasma de Feijoeiro do
Nupagri, UEM, foram submetidos as avaliagdes. Com base nos resultados, foi
possivel identificar 30 gendtipos resistentes a raca 73, 36 a raca 2047 e 14 que
apresentaram resisténcia a ambas as ragas. As analises com os marcadores
SCAR SF105072 € SAS13¢5 identificaram 28 e 45 gendtipos, respectivamente,
com a presenca dos marcadores. Na analise conjunta pode-se verificar que os
mesmos marcadores foram eficientes em identificar 13 e 21 gendtipos
resistentes as racas 73 e 2047, indicando a possivel presenca do gene Co-10 e

do alelo Co-4% que conferem resisténcia, respectivamente as duas racas. Na
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andlise conjunta, também foi possivel verificar a existéncia de genotipos
resistentes sem presenca do marcador ligado ao gene, o que provavelmente
indica a presenca de outro gene, conferindo resisténcia a essas racas que nao
0 Co-10 e nem o Co-4% sendo necesséria a caracterizacdo genética desses
genaotipos para que 0s mesmos possam ser disponibilizados para os programas
de melhoramento. Por outro lado, a identificagcdo dos acessos resistentes ao C.
lindemuthianum pelos marcadores aponta novas perspectivas para a utilizacao
dos marcadores moleculares na selecdo assistida, tornando mais agil e

eficiente o processo de selecao nos programas de melhoramento.

Palavras—chave: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum,

germoplasma, SF10;1972, SAS13gs0.



ABSTRACT

DARBEN, Luana Mieko, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, February,
2010. Identification of common bean genotypes resistant t o anthracnose
by means of valuation of incompatibility reactions and molecular markers

SCAR. Adviser: Dr. Adriana Gonela. Committee members: Dr. Maria Celeste
Goncalves-Vidigal, Dr. Pedro Soares Vidigal Filho.

Common bean is one of the most cultivated legumes in the world, standing out
as the main source of protein and calories, especially for rural people in Africa
and Latin America. As a species grown throughout the year, is constantly
vulnerable to attack by pathogenic fungi, among them, the C. lindemuthianum,
causal agent of anthracnose, one of the most important common bean
diseases, responsible for crop losses up to 100% under ideal conditions of
temperature and humidity. C. lindemuthianum is a pathogen that presents a
wide genetic variability, providing constant breaks in the resistance of
commercial cultivars, requiring researchers to continuous searches for new
sources of resistance. In Parana State, more than 56 races of the pathogen
have been identified, and race 73 is one of the most frequent. The objective of
the present study was to identify common bean plants resistant to anthracnose
through assessment of incompatibility reactions to races 73 and 2047 of C.
lindemuthianum associated with the use of molecular markers SCAR SF10107,
and SAS13gs linked respectively to the Co-10 gene and allele Co-42. For this,
75 common bean accessions belonging to the Bean Germplasm Bank of
Nupagri/lUEM were assessed. Based on the results it was possible to identify 30
genotypes resistant to race 73, 36 to race 2047 and 14 genotypes that were
resistant to both races. The analysis with SCARs SF10:972 and SAS13gs5
identified 28 and 45 genotypes, respectively, with the presence of the markers.
In the joint analysis can be seen that the same markers were efficient,
identifying 13 and 21 genotypes resistant to races 73 and 2047, indicating the
possible presence of the Co-10 and Co-4? allele, which confers resistance to
two races respectively. It was also possible to verify the existence of resistant
genotypes without the presence of the marker linked to the gene, which
probably indicates the presence of another gene conferring resistance to these

races, different to the Co-10 and Co-4?, requiring the genetic characterization of



these accessions, so that they can be made available for breeding programs.
Furthermore, the identification of accessions resistant to C. lindemuthianum by
the markers present new perspectives for the use of molecular markers
assisted selection, making it more agile and effective selection process in

breeding programs.

Key words: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum, germplasm,
SF10;072, SAS13gs0.
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1. INTRODUCAO

A antracnose é uma das doencas de maior importancia que acomete a
cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) nas principais regides
produtoras do mundo, podendo causar perdas de até cem por cento na producao,
quando se utilizam cultivares suscetiveis, sementes contaminadas e as condi¢des
climaticas forem favoraveis ao desenvolvimento do patdgeno (Carbonell et al.,
1999; Mendéz-Vigo, 2005). No Brasil, a antracnose ocorre nos principais Estados
produtores, tais como Bahia, Minas Gerais, Parana, Pernambuco, Santa Catarina
e Sao Paulo (Rava et al., 1994).

O Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scrib., agente
etiologico da antracnose do feijoeiro comum, € um fungo imperfeito, cosmopolita,
com ocorréncia mais severa em locais onde predominam temperaturas baixas,
com um 6timo de 17°C, e elevada umidade relativa (Walker, 1952; Vieira, 1967).
O patdgeno caracteriza-se por apresentar ampla variabilidade patogénica, com
aproximadamente 120 racas identificadas no mundo (Balardin et al.,, 1997;
Gonzalez et al., 1998; Mahuku e Riascos, 2004; Damasceno e Silva et al., 2007;
Sansigolo et al., 2008). No Brasil ja foram identificadas mais de 56 racas de C.
lindemuthianum (Rava et al., 1994; Balardin et al., 1997; Andrade et al., 1999;
Carbonell et al., 1999; Somavilla e Preste, 1999; Sartorato, 2002; Thomazella et
al., 2002; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Goncalves-Vidigal et al., 2004; Silva,
2004; Ishikawa et al., 2005; Damasceno e Silva et al., 2007; Goncalves-Vidigal et
al., 2008a; Sansigolo et al., 2008), com os patétipos 64, 65, 73, 81, 87 e 89
apresentando-se como 0s mais frequentes, sendo encontrados principalmente
nos Estados do Parana, Santa Catarina, Goias e no Distrito Federal.

A ampla variabilidade apresentada pelo C. lindemuthianum, a qual é
atribuida a diferentes mecanismos, tais como a mutacdo, a recombinacao sexual,
a heterocariose e a parassexualidade (Azevedo, 1976; Rava et al., 1994;
Rodriguez-Guerra et al., 2004) é responsavel por continuas quebras de
resisténcia nas cultivares comerciais, pois muitas delas apresentam apenas um
gene que confere resisténcia a algumas racas do patdgeno, sendo facilmente
superada quando do surgimento de novas racas (Menezes e Dianese, 1988;
Pastor-Corrales et al., 1993; Balardin et al., 1999; Melotto e Kelly, 2000).



Diversas estratégias podem ser utilizadas com a finalidade de combater a
antracnose, porém o emprego de cultivares resistentes é considerada a medida
mais eficiente e menos onerosa (Zaumeyer e Thomas, 1957; Mahuku et al.,
2002). Para tanto, os programas de melhoramento genético do feijoeiro comum
tanto do Brasil quanto do exterior, por meio de seus pesquisadores, tém
constantemente procurado identificar novas fontes de resisténcia ao referido
patogeno.

Até o presente momento foram descritos na literatura 13 genes que
conferem resisténcia a antracnose e a suas respectivas sérias alélicas (Mc Rostie,
1919; Mastenbroek, 1960; Bannerot, 1965; Fouilloux, 1976; Gongalves-Vidigal,
1994; Kelly e Young, 1996; Young et al., 1998; Geffroy et al., 1999; Melotto e
Kelly, 2000; Alzate-Marin et al., 2001a; 2003a, 2003b; Kelly e Vallejo, 2004,
Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006; Gongalves-Vidigal et al., 2007, 2008b, 2009a,
2009b). Dentre esses genes, o Co-10 apresenta um amplo espectro de
resisténcia, sendo incompativel com 17 racas de C. lindemuthianum de comum
ocorréncia no Brasil destacando-se entre elas a raca 73 (Alzate-Marin et al.,
2003a). Por outro lado, o alelo Co-4% é considerado um dos mais efetivos no
combate a antracnose, conferindo resisténcia a pelo menos 80 racas de C.
lindemuthianum destacando-se dentre elas a raca 2047 (Young et al., 1998).

Além da identificacdo dos genes por meio de métodos convencionais, uma
ferramenta que tem se destacado na identificacdo dos mesmos sdo o0s
marcadores moleculares, pois a utilizacdo destes, ligados a genes que conferem
resisténcia a antracnose nos processos iniciais dos programas de melhoramento,
reduz tempo e gastos envolvidos durante todo o processo (Caixeta et al., 2006).
Isso ocorre porque os marcadores de DNA estdo proximamente ligados aos
genes, ndo sao influenciados pelo ambiente e apresentam efeitos epistatico ou
pleiotrépico minimos ou nulo (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Dentre os marcadores moleculares disponiveis, os denominados SCAR
(Regidao Amplificada de Sequéncia Caracterizada) tem se destacado nas analises
de feijoeiro comum, sendo identificados, até o momento, 14 marcadores SCAR
ligados a genes que conferem resisténcia a antracnose, ou seja, SEact/Mcca
(Vallejo e Kelly, 2008), SCAreoliigoo (Adam-Blondon et al., 1994; Geffroy et al.,
1998), SQ41440 (Awale et al., 2008 Young e Kelly, 1996), SW12,4, (Miklas et al.,
2000; Singh et al., 2000; Rodriguez-Suarez et al., 2008), SY20g3, (Arruda et al.,

2



2000; Kelly et al., 2003; Queiroz et al., 2004b), SC08q;0 (Arruda et al., 2000; Kelly
et al., 2003; Queiroz et al., 2004), SAS13¢5 (Young et al., 1998; Kelly et al.,
2003), SH181100 (Alzate-Marin et al., 2001c; Awale e Kelly, 2001; Kelly et al.,
2003), SBB14115011050 (Awale e Kelly, 2001; Kelly et al., 2003), SAB3,400 (Vallejo e
Kelly, 2001), SAZ20g45 (Alzate-Marin et al., 2000; Kelly et al., 2003; Queiroz et al.,
2004), SZ04s67 (Kelly et al., 2003; Queiroz et al., 2004), SB12350 (Mendez-Vigo et
al., 2002) e SF101072 (Correa et al., 2000; Faleiro et al., 2000; Alzate-Marin et al.,
2003a) os quais tem otimizado os programas de melhoramento que visam a
obtencao de fontes de resisténcia a antracnose.

O presente trabalho teve como objetivo identificar gendtipos de feijoeiro
comum resistentes a antracnose por meio de avaliacdo das reacdes de
incompatibilidade as ragas 73 e 2047 de C. lindemuthianum, associado a
utilizacdo dos marcadores moleculares SCAR SF10:972 € SAS13g5 ligados,

respectivamente, ao gene Co-10 e ao alelo Co-42,



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Panorama mundial e nacional do feijao

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie utilizada
largamente na alimentagao de populagdes tanto rural quanto urbana, que habitam
a América Latina e Africa, constituindo-se em uma das principais fontes de
proteinas para essas populacdes (FAO, 2009).

Mundialmente, o feijoeiro comum é a leguminosa mais difundida,
apresentando uma producéo na safra de 2008 de aproximadamente 20,4 milhdes
de toneladas e resultando em uma produtividade média de 728.6 kg ha™ (FAO,
2009), sendo o Brasil o segundo maior produtor mundial dessa cultura
contribuindo com 17%. A india destaca-se como o maior produtor, com 3,9
milhdes de toneladas na safra de 2008, ou seja, 19% da produc¢do mundial. Brasil
e India, juntamente com Myanmar, EUA, México e China, sdo responséaveis por
65% da producédo mundial de feijao (FAO, 2009).

Na safra 2008/2009, a producao nacional de feijao alcancou a cifra de
3,491 mil toneladas. A regido Sul destacou-se como a maior produtora, com 1,027
mil toneladas, cultivados em 876,5 mil hectares. O Estado do Paran& destacou-se
como o maior produtor nacional, atingindo uma producao de 723,2 mil toneladas
em uma area plantada de 630,4 mil hectares, resultando em uma produtividade
de 1.147 kg ha'. Em segundo lugar estad a regido Sudeste, com 948,1 mil
toneladas, e a regido Nordeste destacou-se como a terceira maior produtora
contribuindo 901,3 mil toneladas(Conab, 2010).

Embora o Brasil se destague como um dos maiores produtores mundiais
de feijdo, sua producédo nao € suficiente para atender a demanda interna, que &
de aproximadamente 16 kg.habitante.ano™ (Santos e Nachiluk, 2008), sendo
necessario, para suprir essa demanda. que sejam realizadas importagcdes como,
por exemplo, na safra de 2008/2009 na qual o Brasil importou cerca de 100 mil
toneladas de feijao (Conab, 2010) .

Diversos fatores contribuem para a baixa produtividade do feijoeiro,
dentre eles destaca-se a ocorréncia de doencas, das quais a antracnose é a mais

importante (Chaves, 1980).



2.2. A antracnose do feijoeiro comum

A antracnose do feijoeiro comum é uma das mais severas doencas que
atacam a cultura (Augustin e Costa, 1971) ocasionando perdas de até 100% na
producdo quando os fatores cultivar suscetivel, ambiente favoravel ao patégeno e
sementes infectadas estiverem simultaneamente presentes durante o periodo de
cultivo (Zaumeyer e Thomas, 1957; Rava et al., 1994; Gonzalez et al., 1998).
Trata-se de uma doenca de carater cosmopolita, com ocorréncia mais severa em
locais onde predominam temperaturas ideais entre 17 e 24°C e elevada umidade
(Walker, 1952; Vieira, 1967; Chaves, 1980). Deve-se ressaltar que temperaturas
inferiores a 13°C e superiores a 30°C limitam tanto a infeccdo quanto o
desenvolvimento do patégeno (Zaumeyer e Thomas, 1957; Pastor-Corrales e Tu,
1989).

O agente causal da antracnose foi descrito inicialmente por Saccardo e
Magnus, em 1878, como Gloeosporium lindemuthianum, baseado em coletas
realizadas por Lindemuth em Bonn, na Alemanha (Zaumeyer e Thomas, 1957).
Posteriormente, Scribner, notando a presenca de setas, transferiu-o para o
género Colletotrichum o qual foi classificado como pertencente a classe dos
Deuteromicetos  (fungos  imperfeitos), ordem  Melanconiales, familia
Melanconiaceae (Briosi e Cavi, 1889 citado por Sutton, 1992). Este patdégeno
apresenta duas fases reprodutivas, uma sexuada ou perfeita e outra assexuada
ou imperfeita, o que,segundo McDonald e Linde (2002),€ uma vantagem sobre 0s
patdgenos que apresentam somente o ciclo sexual ou assexual, pois durante o
ciclo sexual muitas combinacdes novas de alelos sdo produzidas e as mutacdes

podem ser recombinadas em muitos arranjos genéticos diversificados.

Na fase sexuada, o fungo € denominado Glomerella cingulata f. (Stonem
Spauld & V. Schrenk) sp. Phaseoli, sendo classificado na classe dos Ascomicetos
e ordem Diaportales. Nesta fase,0 fungo produz peritécio e ascos, dentro dos
quais originam-se os esporos, denominados de ascosporos (Kimati, 1980; Bailey
e Jeger, 1992; Roca et al., 2003). Esta fase é muito dificil de ser observada na
natureza, sendo encontrada comumente sob condi¢des de laboratorio por inducao
ou por desenvolvimento espontaneo (Kimati e Galli, 1970; Camargo Junior, 2004;

Mendes-Costa e Souza, 2005). Entretanto, em 2007, foi realizado por Damasceno



e Silva e colaboradores o primeiro relato sobre a observacao da fase sexual na
natureza, no Estado de Minas Gerais.

Na fase assexuada, ou imperfeita, o fundo é denominado de C.
lindemuthianum, apresentando micélio septado, ramificado e coloracdo, a medida
que envelhece, variando de hialina a quase negra (Walker et al., 1969). Os
conidios, localizados em um corpo de frutificagdo denominado acérvulo (Taber e
Taber, 1974; Sutton, 1992) sao hialinos, unicelulares, de alongados a cilindricos,
eretos, sem ramificacdo e medindo de 40 a 60um de comprimento, apresentando
as extremidades redondas ou uma delas pontiagudas.

A esporulagdo €é abundante, quando em condi¢cdes favoraveis a
ocorréncia da doenca, formando uma massa de conidios de coloracdo rosada
(Chaves, 1980). Por ocasido da germinacéo, um conidio pode emitir um ou mais
tubos germinativos ou continuar crescendo, proporcionando a formacao de hifas e
micélio (Roca, 2002). As setas podem, as vezes, serem encontradas mergulhadas
nos tecidos do hospedeiro e quase sempre estédo presentes quando o patégeno &
cultivado em meio de cultura. Estas setas, que sao produzidas entre 0s
conidiéforos ou nas margens dos acérvulos, sdo pontiagudas, rigidas, de cor
castanha e seu comprimento varia de 30 a 100um (Chaves, 1980).

O C. lindemuthianum é um patdégeno necrotrofico, o qual sobrevive entre
as estacdes de cultivo do feijdo na forma de micélio dormente no interior das
sementes, ou na forma de esporos em restos culturais. Sementes contaminadas e
chuvas moderadas, acompanhadas por ventos sdo fatores que contribuem para a
disseminagdo do patdgeno a longa distancia e nas geragfes seguintes (Vieira,
1988). Na disseminacédo a curta distancia, destaca-se o salpico de chuvas sobre
os residuos de colheita, insetos, animais, homem e implementos agricolas
(Kimati, 1980).

Os sintomas da antracnose sdo de facil identificacdo e podem ser
observados em todos os estagios de desenvolvimento nas folhas, nos caules, nos
ramos, nas vagens e nas sementes (Vieira, 1988).

Nas folhas, os sintomas sao primeiramente visualizados na face abaxial,
surgindo especificamente nas nervuras primarias e secundarias, caracterizados
por lesdes necréticas de coloracdo marrom-escuras. Posteriormente, estas

manchas dao origem a regides clordticas, que culminam com o ressecamento da



folha, diminuindo a area foliar da planta responsavel pela elaboracdo da
fotossintese (Kimati, 1980).

As lesbes produzidas no caule e nos peciolos sdo alongadas, escuras e
as vezes deprimidas, podendo apresentar cancros e estrangulamento da planta
no decorrer do desenvolvimento da leséo (Chaves, 1980).

Nas vagens, os sintomas da antracnose sdo de facil identificagdo. As
lesbes sdo arredondadas, escuras, deprimidas, de tamanho variavel e com o
centro claro sendo delimitadas por um anel negro, um pouco saliente, circundada
por um bordo de cor café avermelhado (Chaves, 1980; Kimati, 1980). Quando em
condi¢cdes de alta umidade ocorre formacdo de massas réseas de esporos na
superficie da lesdo (Zaumeyer e Thomas, 1957) e, com o progresso da doenca,
geralmente as vagens murcham e secam (CIAT, 1981, Vieira et al., 1998).

O patogeno também apresenta a capacidade de infectar as sementes e,
ao atravessar o tegumento, produz desde descoloracfes leves até lesdes nos
tecidos dos cotilédones, depreciando a qualidade do produto por ocasionar
manchas no grdo, tornando-o impréprio para o consumo, além do inconveniente
do patégeno ser transmitido pela semente.

As sementes infectadas apresentam cancros cuja coloragdo varia de
amarela, café-escura a negra. Os cancros sdo ligeiramente deprimidos e de
tamanho variado (Zaumeyer e Thomas, 1957; Chaves, 1980; Mohan et. Al.,
1989). Quando as sementes apresentarem tegumento negro, a visualizacdo dos
sintomas é dificultada.

A antracnose apresenta dificil controle, principalmente pelo fato do
patdgeno possuir eficiente transmissdo por meio de sementes e grande
capacidade de sobrevivéncia em restos culturais infectados (Sutton, 1992).
Diversas estratégias sdo utilizadas para o controle da doenca. Pio-Ribeiro e
Chaves (1975) sugeriram o uso de cultivares resistentes e o plantio de sementes
sadias como meétodos de controle mais eficientes, pois estes praticamente néo
oneram o custo de producao, além de contribuirem para evitar o controle quimico.

Entretanto, a alta variabilidade que o patégeno apresenta, resulta em um
elevado numero de ragas nas regides produtoras dessa cultura (Carbonell et al.,
1999; Rava et al., 1994; Talamini et al., 2004). Além disso, o surgimento de novas

racas justifica a importancia de identifica-las para permitir o direcionamento dos



programas de melhoramento (Somavilla e Prestes, 1998; Bigirimana e Hofte,
2001).

2.3. Variabilidade patogénica e sistema de identifi cagcdo de racas de C.
lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum apresenta ampla variabilidade patogénica, o
que justifica o elevado numero de racas fisiologicas existentes. Azevedo (1976)
ressalta que a mutagdo ndo é a Unica responsavel pela variabilidade patogéncia;
a heterocariose, a recombinacdo sexual, a recombinagcdo assexual ou
parassexualidade e determinantes citoplasmaticos também sao fontes para a
diversidade genética existente entre os fungos. Sendo assim, o estudo de
qualquer um destes processos ja contribuiria para o melhor conhecimento do

comportamento genético do fungo (Magallanes, 1997).

O primeiro relato da existéncia de variabilidade em C. lindemuthianum foi
realizado por Barrus (1911, 1918) o qual identificou as racas denomidas Alfa e
Beta. Diversos trabalhos realizados posteriormente identificaram véarias racas em
todo o mundo, confirmando a ampla variabilidade do patdgeno (Burkholder, 1923;
Andrus e Wade, 1942; Yerkes Jr. E Ortiz, 1956; Yerkes Jr., 1958; Goth e
Zaumeyer, 1965; Cruickshank, 1966; Oliari et al., 1973; Schnock et al., 1975;
Fouilloux, 1975; Pio Ribeiro e Chaves, 1975; Hubbeling, 1976; Kriger et al., 1977,
Fouilloux, 1979; Menezes et al., 1982; Tu, 1984; Paradela Filho et al., 1991; Tu,
1994).

Por ndo haver consenso quanto a nomenclatura das ragas, o que
dificultava a comparacdo dos resultados, a troca de informacdo entre os
pesquisadores e a possibilidade de verificar a real dinamica populacional do
patdgeno, sentiu-se a necessidade de utilizar uma metodologia padrdo para a

identificacdo e denominacao das racas.

Diante desse fato, Pastor-Corrales (1991) prop6s a utilizacdo de um grupo
de cultivares em uma ordem pré-estabelecida, no qual séo utilizadas 12 cultivares
diferenciadoras (d,) internacionalmente aceitas para classificar e confirmar as
racas do patdégeno baseado no sistema binario proposto por Habgood (1970), as

quais séo identificadas com os nimeros de 1 a 12 (Quadro 1).



Quadro 1 — Cultivares diferenciadoras utilizadas na classificacdo de racas de C.
lindemuthianum em feijoeiro comum utilizando o sistema binario proposto por
Habgood (1970)

Cultivares diferenciadoras Valor binario Valor numérico (29"
1.  Michelite 2° 1
2. Michigan Dark Red Kidney 2! 2
3.  Perry Marrow 22 4
4. Cornell 49-242 23 8
5.  Widusa 2* 16
6. Kabbon 2° 32
7. México 222 2° 64
8. PI207.262 27 128
9. TO 28 256
10. TU 2° 512
11. AB 136 210 1024
12. G 2333 2t 2048

A designacédo de uma nova raca se faz pela soma dos valores numéricos
(2°™1) de cada cultivar diferenciadora, que é suscetivel ao isolado do patdgeno. O
valor 2 representa 0 numero de classes de rea¢des consideradas (resistente ou
suscetivel), enquanto n é fungcédo da ordem das diferenciadoras. Por exemplo, a
raca 585 (1 + 8 + 64 + 512) quebra a resisténcia das cultivares Michelite (2°),
Cornell 49-242 (2%), México 222 (2°%) e TU (29).

Quadro 2 — Equivaléncia entre o sistema de denominacao classica de racas e o
sistema de classificacdo binario (Rava et al., 1994)

Racas fisiologicas

Grupo : L Sistema
Sistema classico de nomenclatura

binario
Alfa alfa-Brasil 89
alfa-Brasil — Widusa (R ) 73
alfa-Brasil — Widusa (R ); TU(S) 585
epsilon — México 222 (S) 65
epsilon — Kaboon ( S ); México 222 (S) 97
eta 81
Gama gama 102
Delta delta 23




Quadro 2, Cont.

delta—Widusa (R) 7
lambda 55
lambda — México 222 ( S) 119
capa —Widusa (R ) ; México 222 ( S) 79
capa — México 222 (S) 95
mu 87
mu-TO(S) 343
Mexicano | mexicana 1 — Cornell 49-242 (S) 8
mexicana 1 — México 222 (S) 64
mexicana 1 — Cornell 49-242( S ); México 222 (S) 72
Mexicano I mexicana 2 67
mexicana 2 — Cornell 49-242('S) 75
mexicana 2 —Widusa ( S) 83
mexicana 2 —TO (S) 339
Brasileiro brasileira 1 101
brasileira 1 117
zeta — Widusa ( R ); México 222 (S) 453

R = resistente; S = suscetivel

Estudos desenvolvidos por Rava et al. (1994) mostraram a equivaléncia
entre o sistema de denominacao classico das racas e do sistema de classificacdo
binario. A adocéo deste processo de padronizacdo permitiu a comparacdo dos

dados de diferentes grupos de pesquisa (Quadro 2) (Mahuku e Riascos, 2004).

Quadro 3 — Racas de C. lindemuthianum descritas mundialmente nas principais
regides produtoras de feijoeiro comum

1/2/

Cultivares diferenciadoras Referéncia

Racas 3/

B C D E F G H | J K L S
0 2,3,5
1 + . _ - - - - - - - - - 1,3
2 + _ - - - - - - - - - 1,3
3 + + 3
4 + 3
5 + + 3
6 + + 3
7 + + + 1,3
8 + 2,4,5
9 + + 1,3
10 + + 5
11 + + + 3,5
15 + + + 4+ 3
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Quadro 3, Cont...

Ln

M H MWLM mmm®m A<

—

17
19

23
26
27

31

36
38
39
a7

55
64
65
69
72
73
75
81

Lo

™

1,3,4,5

4

1,3,4,5

1,3,4,5

83
87

3,4,5

1,3,4,5

89
91

L M O O O O O 6O O A -

121
128
129
132
133
137
139
192
193
201
209
256
257
261
264
320
321
337
357

1,23

1,3

1,2,3

1,5

1,4

384
385
388
392
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Quadro 3 - Cont...

393
448
449
453
457
465
469
513
515
517
521
523
525
529
535
593
641
647

1,2,3
1,3

1,3

1,3

651
653
833
905

+ 4+ + + +

+

1025
1033
1049
1088
1089
1093
1097
1153
1161
1165
1217
1344
1417

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

1431

+

1433
1435

+

1,2

1472

+

1473
1481

+

+

1489

+

1497

1,3

+

1545
1549

+
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Quadro 3 - Cont...

1561 + - - + + - - - -
1600
1601
1609
1645
1673
1677
1741
1929
1945
1985
1993
2001
2009
2047
3481
3545
3977
3993 + - - + 3

.
.

+ o+ o+ o+
.
.

.
P R P W W R P

:
L
w

'
w

+

.
+ o+ + + o+ + o+ + o+ A+ o+ o+ o+ o+
'
Loy
w

+ + + 4+ + + + + + + 4+ + + 4+ o+ o+
.
.

+ + + 4+ + + 4+ + + 4+ + o+ o+

+ o+ o+
W oW W W W w

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + 4+ + o+
.
w

+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ +

.
.
+ o+ o+ o+ o+ +

+ - - + +

YICultivares diferenciadoras e respectivo valor binario: A, Michelite:1; B, Michigan Dark Red
Kidney:2; C, Perry Marrow: 4; D, Cornell 49-242: 8; E, Widusa: 16; F, Kaboon: 32; G, México 222:
64; H, Pl 207262: 128; |, TO: 256; J, TU: 512; K, AB 136: 1024 e L, G 2333: 2048.

% (+): suscetivel e (-): resistente.

%/Referéncias: 1, Balardin et al. (1997); 2, Gonzélez et al. (1998); 3, Mahuku e Riascos (2004); 4,
Damasceno e Silva et al. (2007); 5, Sansigolo et al. (2008);

A partir do momento da adocdo do sistema de padronizacdo, varios
estudos para a identificacdo de racas e caracterizagdo de genes de resisténcia
vém sendo realizados. Até o momento, foram identificadas aproximadamente 120
racas de C. lindemuthinanum (Quadro 3) nas diversas regides produtoras do
mundo (Balardin et al., 1997; Gonzalez et al., 1998; Mahuku e Riascos, 2004,
Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo et al., 2008).

No Brasil foram identificadas, nas diversas regides produtoras de feijoeiro
comum, mais de 56 racas fisioldgicas de C. lindemuthianum (Quadro 4), sendo as
racas 64, 65, 73, 81, 87 e 89 as de maior freqiéncia no pais (Rava et al., 1994
Balardin, 1997; Balardin et al., 1997; Andrade et al., 1999; Sartorato, 2002,
Thomazella et al., 2002; Talamini et al., 2004). Neste contexto, o Estado do
Parana apresenta a maior variabilidade de racas de C. lindemuthianum, no qual
foram identificadas 40 racgas, seguido por Goias com 17 racas, Santa Catarina
com 16 racgas e Rio Grande do Sul com 14 ragas (Balardin et al., 1990; Alzate-
Marin e Sartorato, 2004; Sansigolo et al., 2008).
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Quadro 4 — Racas de C. lindemuthianum descritas nas principais regioes
produtoras de feijoeiro comum no Brasil

Ra
cas

Cultivares diferenciadoras

E

F

H

Referéncias®

0 N O, O

101
102
105
109
111
117

+

+ + + + + + o+ + + + o+

+ + + + o+ o+

+

+ + 4+ o+

S T T T T

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

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

1,2,7
3

4
56,7
59

4,6

4,5

57
4,5,6,7,8,9
5

6,7,8
7,8
57,8
4,5,6,7,8
5,8

8

5
56,7,8,9
5,8

8

7
56,7,8,9
56,7,8

1

8

5,6,8

57,8
5,8

7,8
7,8

[N
SN



Quadro 4, Cont...

119 + + + + + + 56
121 + + + + + 7
123 + + + + + + 8
125 + + + + + + 8
127 + + + + + + + 8
137 + + + 7
193 + + + 8
217 + + + + + 7
249 + + + + + + 7
320 + + 7
321 + + + 8
337+ + + + 3
339 + + + + + 5
343 + + + + + + 5
453 + + + + + 4,5
585 + + + + 5
593 + - - - + - + - - + - - 1

‘ICultivares diferenciadoras e respectivo valor binario: A, Michelite:1; B, Michigan Dark Red
Kidney:2; C, Perry Marrow: 4; D, Cornell 49-242: 8; E, Widusa: 16; F, Kaboon: 32; G, México 222:
64; H, P1 207262: 128; |, TO: 256; J, TU: 512; K, AB 136: 1024 e L, G 2333: 2048. °/ (+): suscetivel
e (-): resistente. */Referéncias: 1, Damasceno e Silva et al. (2007); 2, Sansigolo et al. (2008); 3,
Balardin et al. (1997); 4, Balardin (1997); 5, Rava et al. (1994); 6, Thomazella et al. (2002); 7,
Andrade et al. (1999); 8, Sartorato (2002); 9, Talamini et al. (2004).

Sansigolo et al. (2008), com o objetivo de caracterizar 20 isolados de C.
lindemuthianum coletado em oito regiées produtoras de feijoeiro comum do
Estado do Parana, identificou as racas O, 10, 11, 17, 26, 27, 64, 72, 73, 75, 81,
83, 87 e 89. Deve-se ressaltar que foi o primeiro registro das racas 10, 11, 17, 26,
27,75 e 83 no Parana.

Comparando as racgas brasileiras mais frequentes com as de outros
paises, € possivel verificar uma grande diferenca entre as frequéncias das racas
identificadas. No Brasil, hda um predominio de racas mais simples como, por
exemplo, a 65. Em paises como Nicaragua, México e EUA séo freqiientemente
encontradas ragas mais complexas, como a 264, 320, 1608 e 1545 (Thomazella
et al., 2002). Este comportamento reflete provavelmente as diferencas nos
germoplasmas utilizados e também nas praticas agricolas de cada regido
(Gonzalez et al., 1998).

Estudos realizados por Balardin e Kelly (1998), em paises da América do
Sul, Central e do Norte, concluiram que a raca 73 tem se caracterizado como o

patotipo de C. lindemuthianum de mais ampla ocorréncia, devendo converter-se
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em referencial quanto aos genes de resisténcia que devem estar presentes em
uma cultivar de feijoeiro recomendada para estas regides produtoras. No Estado
do Parana, a raca 73 caracteriza-se como uma das mais frequentes (Rava et al.,
1994; Balardin et al., 1997; Andrade et al., 1999; Carbonell et al., 1999; Somavilla
e Preste, 1999; Sartorato, 2002; Thomazella et al., 2002; Alzate-Marin e Sartorato,
2004; Goncalves-Vidigal et al.,, 2004; Silva, 2004; Ishikawa et al., 2005;
Damasceno e Silva et al., 2007; Gongalves-Vidigal et al., 2008a; Sansigolo et al.,
2008). Por outro lado, a raca 2047, uma das mais virulentas descrita até o
momento, foi identificada Pastor-Corrales et al. (1994) em isolados da Costa Rica.

Portanto, o atual sistema de nomenclatura de racas de C. lindemuthianum
tem facilitado a troca de informacgdes entre pesquisadores de regides distintas,
assim como na identificacdo de fontes de resisténcia de cultivares de diferentes
regides e da dindmica populacional do patdgeno. Entretanto, ainda ndo é um
sistema ideal, pois as 12 cultivares diferenciadoras dificilmente representam todos
0s genes do hospedeiro, dificultando a classificacdo precisa das racas (Alzate-

Marin et al., 2001c; Damasceno e Silva et al., 2007).

2.4. Fontes de resisténcia

Os pesquisadores envolvidos nos programas de melhoramento genético
do feijoeiro comum tanto do Brasil quando do exterior tem constantemente
realizado pesquisas na busca por novas fontes de resisténcia a antracnose. Isso
porque a ampla variabilidade patogénica apresentada pelo C. lindemuthianum
dificulta o controle da antracnose, principalmente quando se utiliza a resisténcia
genética, sendo necessario que 0s pesquisadores atuem sempre prevendo
possiveis quebras da resisténcia em cultivares comerciais por novas racas do
patégeno. Para tanto, € necessario que exista a disposicdo dos pesquisadores
novas fontes de resisténcia que serao utilizadas para a introgressao de genes de
resisténcia em cultivares comerciais.

Os primeiros estudos realizados com o intuito de se identificar genes que
conferem resisténcia a antracnose foram realizados por McRostie (1919), o qual
foi designado gene A (Co-1). Por sua vez, o gene Are (Co-2) foi identificado na
cultivar do feijdo preto Cornell 49-242, por Mastenbroek, em 1960, e confere

resisténcia as racas alfa, beta, gama e delta, grupos Brasileiro | e Il e grupos
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Mexicano | e Il (Oliari et al., 1973; Pio Ribeiro e Chaves 1975). Na década de
1960, o éxito alcancado no controle da antracnose do feijoeiro comum em paises
do Continente Europeu, com a incorporacdo do gene Are (Co-2), demonstrou a
viabilidade e a eficiéncia da resisténcia vertical no controle da doenca (Fouilloux,
1979).

Vieira (1988) relatou que o uso do gene Are (Co-2), em programas de
melhoramento, propiciou resultados satisfatorios na obtencdo de cultivares
resistentes. Porém, o autor afirmou que a ampla utilizagcdo do gene Are (Co-2),
conduziria a uma situacdo perigosa, uma vez que essa resisténcia € governada
por somente um gene e, consequentemente, facilmente seria superado pelo
aparecimento de alguma nova raca. Conforme o autor, esse fato levou os
pesquisadores europeus a procurarem novas fontes de resisténcia. 1sso ocorreu
com o aparecimento das ragas 31 e 89, as quais superaram a resisténcia
apresentada pela cultivar Cornell 49-242 (Menezes e Dianese, 1988; Rava et al.,
1994).

Bannerot (1965) identificou o gene Mexique 1 (Co-3) na cultivar México
222. Em 1969, na Europa, Bannerot citado por Fouilloux (1976, 1979) verificou a
presenca dos genes dominantes Mexique 2 (Co-4) e Mexique 3 (Co-5),
respectivamente, nas cultivares TO e TU e G2333, cujo espectro de resisténcia foi
diferente do exibido pelo gene Are (Co-2). Por sua vez, Hallard e Trebuchet
(1976) demonstraram a existéncia de uma série alélica no loco Mexique 1 (Co-3)
que confere resisténcia a todas as racas identificadas na época, com excecao da
alfa-brasil. De acordo com Fouilloux (1976), Mexique 2 (Co-4) confere resisténcia
as racas alfa, beta, gama, delta, epsilon, lambda, capa e alfa-brasil. Por outro
lado, o gene dominante Mexiqgue 3 (Co-5) diferente daqueles descritos
anteriormente, confere resisténcia a diversas ragas, inclusive a alfa-brasil.

Diversos estudos sobre a caracterizacdo de genes de resisténcia foram
conduzidos utilizando o conjunto de cultivares diferenciadoras de ragas do C.
lindemuthianum, sendo identificados tanto no conjunto génico Andino quanto no
Mesoamericano.

No Brasil, em 1981, foi iniciado um programa no Centro Nacional de
Pesquisa de Arroz e Feijao, que teve como objetivo a obtencdo de novas
cultivares resistentes ao C. lindemuthianum, mediante cruzamentos simples e de

retrocruzamentos com cultivares comerciais, utilizando TO e TU como fontes de
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resisténcia. A base genética da resisténcia foi ampliada, mais tarde, utilizando-se
as cultivares P1 207262 e AB 136, dentre outras (Sartorato, 1988).

Schwartz et al. (1982) identificaram fontes de resisténcia ao C.
lindemuthianum e, dentre elas, destacou-se a cultivar diferenciadora
Mesoamericana AB 136. Posteriormente, Gongalves-Vidigal (1994) caracterizou o
gene de resisténcia presente em AB 136, nomeando-o pelo simbolo Q. Com a
padronizacdo dos genes que conferem resisténcia ao C. lindemuthianum, os
quais deverdo conter o simbolo Co, o referido gene presente em AB 136 foi
renomeado para Co-6 (Kelly e Young, 1996).

Balardin et al. (1997) identificaram sete racas de C. lindemuthianum, em
nove regides produtoras de feijdo no Rio Grande do Sul, no periodo de 1988 a
1992. Os autores observaram que a resisténcia dos genes A (Co-1), Are (Co-2) e
Mexique 1 (Co-3), presente no conjunto diferenciador, foi superada pelas racas
identificadas. As cultivares TU, AB 136 e G 2333 apresentaram ampla resisténcia
as racas do C. lindemuthianum identificadas, destacando-se entre elas: 5
(Brasileiro 1), 65 (epsilon), 31 (capa), 453 (zeta), 17 (alfa), 23 (delta), 73 e 55
(lambda).

Tendo por base os esforcos empreendidos pelos pesquisadores
envolvidos nos programas de melhoramento genético do feijoeiro comum visando
a identificacdo de genes que conferem resisténcia a antracnose, até o momento,
ja foram identificados 13 genes e suas respectivas séries alélicas, quais sejam:
Co-1 (Mc Rostie, 1919); Co-1? Co-1® (Melotto e Kelly, 2000); Co-1* (Alzate-Marin
et al., 2003b); Co-1° (Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006); Co-2 (Mastenbroek, 1960);
Co-3 (Bannerot, 1965); Co-3° (Bannerot, 1965; Fouilloux, 1976, 1979); Co-3°
(Geffroy et al., 1999; Rodriguez-Suarez et al., 2004; Mendez-Vigo et al., 2005;
Alzate-Marin, 2007); Co-4 (Fouilloux, 1976, 1979), Co-4? (Young et al., 1998); Co-
43 (Alzate-Marin et al., 2007); Co-5 (Young e Kelly, 1996; Young et al., 1998;
Alzate- Marin et al., 2007); Co-5° (Vallejo e Kelly, 2009); Co-6 (Schwartz et al.,
1982; Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly e Young, 1996); Co-7 (Pastor-Corrales et al.,
1994; Young et al., 1998); co-8 (Alzate-Marin et al., 1997); Co-10 (Alzate-Marin et
al., 2003a); Co-11 (Goncalves-Vidigal et al., 2007a), Co-12 (Goncalves-Vidigal et
al., 2008b); Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2009a) e o Co-14 (Gongalves-Vidigal,
2009b). Destes, nove genes sao de origem Mesoamericana e quatro de origem

Andina.
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2.5. Utilizacdo de marcadores moleculares na identi ficacdo de genes de
resisténcia a antracnose

Mesmo com a comprovada eficiéncia das técnicas classicas de
melhoramento, refletida pelos continuos ganhos genéticos em produtividade
obtidos ao longo de varios anos para varias culturas (Matos et al., 2007), novas
alternativas podem ser utilizadas para aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento. Dentre essas alternativas, destacam-se o0s marcadores
moleculares, os quais tém sido utilizados, cada vez mais, na selegao assistida por
marcadores aumentando a eficiéncia na transferéncia de fatores genéticos
(Caixeta et al., 2006).

Os marcadores moleculares foram inicialmente utilizados no
melhoramento de plantas no inicio da década de 1980 (Soller e Beckmann, 1983)
e constituem-se basicamente em um conjunto de métodos de deteccdo de
variagcbes nas sequéncias de DNA, sendo, portanto, formas de explorar os
polimorfismos naturais existentes entre os individuos, tornando-os uteis nas
diversas investigacdes em genética (Caixeta et al., 2006). Os marcadores podem
ser classificados em duas categorias: hibridizagdo ou obtidos por amplificagéo,
dependendo de como o polimorfismo é evidenciado.

Dentre os marcadores cujo polimorfismo € revelado por hibridizacéo,
destaca-se o RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo)
(Botstein, et. al., 1980). A partir do advento da PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) (Mullis e Faloona, 1987) ,no inicio da década de 1990, a facilidade e
rapidez da técnica possibilitaram o0 surgimento de uma nova geracdo de
marcadores moleculares, sendo os mais importantes o RAPD (Polimorfismo de
DNA Amplificado ao Acaso) (Williams et al., 1990), os microssatélites ou SSR
(Sequéncias Simples Repetidas em Tandem) (Litt e Luty, 1989) e o AFLP
(Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos Amplificados) (Vos et al.,1995).

Na cultura do feijoeiro comum, um dos marcadores mais utilizados entre
1990 e 2006 foi o RAPD (Vilarinhos et al., 1995; Vasconcelos et al., 1996; Duarte,
1998; Cattan-Toupance et al., 1998; Franco, 1998; Machado, 1999; Arraya et al.,
2000; Kalia et al., 2001; Beebe et al., 2001; Franco et al., 2001; Ceolin et al.,
2006).
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Os marcadores RAPD sao gerados pela amplificacdo de segmentos
dispersos no genoma com 0 uso de primers Unicos mais curtos e de sequéncia
arbitraria. Esses primers, com tamanho de aproximadamente 10 nucleotideos,
ligam-se a sequiéncias complementares no genoma, permitindo que, assim, haja
amplificacdo de segmentos compreendidos entre esses. O RAPD apresenta como
vantagens, em relacdo a outros marcadores, a rapidez e praticidade do método,
necessidade de menores quantidades de DNA e o menor custo. Uma de suas
limitacOes € a natureza dominante do marcador (Williams et al., 1990; Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Outra limitacdo refere-se a sua reprodutibilidade, uma vez
gue varias marcas podem ser amplificadas usando-se apenas um iniciador, por
causa de sua natureza aleatoria.

Como alternativa, visando transpor tais limitacbes, os marcadores RAPD
podem ser convertidos em marcadores SCAR (Regido Amplificada de Sequéncia
Caracterizada). Neste caso, a banda de DNA correspondente ao marcador RAPD
é clonada, sequenciada e dois primers mais longos que o original sédo sintetizados
e utilizados para amplificar o mesmo marcador, com temperatura de anelamento
mais elevada tornando o processo de amplificacdo mais estavel e reprodutivel
(Paran e Michelmore, 1993).

A utilizagdo dos marcadores RAPD em programas de melhoramento
genético que visam a obtencéo de fontes de resisténcia a antracnose propiciou a
identificacdo de 26 marcadores moleculares ligados a esses genes (Quadro 5).

Dentre os marcadores obtidos, 13 foram convertidos em marcadores
SCAR (Quadro 6) e tém sido utilizados em programas de melhoramento
otimizando a obtencéo de cultivares comerciais resistentes a antracnose.

Um exemplo da utilizagdo com sucesso dos marcadores SCAR foi
descrito por Vallejo e Kelly (2001), os quais converteram o marcador RAPD
OAB3,s50, identificado por Young e Kelly (1997), com o objetivo de marcar o alelo
Co-5 de resisténcia a antracnose, em um marcador SCAR denominado SAB.

O alelo Co-4% foi identificado com o auxilio dos marcadores RAPD,
utilizando os primers OAL9 e OAS13. Os autores observaram gue no cruzamento
entre TO x SEL 1308 ndo havia ocorrido segregacgédo, sugerindo que o alelo
dominante em SEL 1308 estaria localizado no mesmo loco que o alelo Co-4 de
TO. O marcador RAPD OAS13 foi convertido no marcador SCAR SAS13g50 por
meio do par de primers SAS13.24XP e SAS13.24RP (Young et al., 1998).
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Utilizando genitores portadores dos alelos de resisténcia a antracnose Co-4 e Co-

5, Parrela et al. (2008) demostraram que com o0 uso do marcador SCAR SAS13

foi possivel identificar a constituicdo genética da maioria das 35 familias avaliadas

quanto a reagdo a antracnose e a presenca do alelo Co-4.

Quadro 5 - Marcadores moleculares ligados a genes presentes em feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris L.) que conferem resisténcia a antracnose

Distancia (cM) e

Marcador orientacéio® Locus Fonte de resisténcia Referéncia
OF10s30 1,9 —rep. Co-1 Michigan DRK Young e Kelly (1997)
OA181500 1,2 —rep. Co-1° Widusa Gongalves-Vidigal e Kelly
(2004)
0Q41440 5,5 — acop. Co-2 Cornell 49242 Young e Kelly (1996)
OH204s50 0,5 — acop. Co-2 Cornell 49242 Adam Blondon et al. (1994
OB12350 3,4 — acop. Co-3* BAT 93 e Pl 207262 Méndez Vigo et al. (2005)
OY171100 1,6 — acop. Co-3* BAT 93 e Pl 207262 Méndez Vigo et al. (2005)
0OY20s30 sem recomb. Co-4 TO Alzate-Marin et al. (1999a)
OC8g00 9,7 — acop. Co-4 TO Alzate-Marin et al. (1999a)
OB31800 3,7 -rep. Co-4 TO Alzate-Marin et al. (1999a)
Ol16ss0 14,3 — acop. Co-4 TO Arruda et. al. (2000)
0J11380 18,1 — acop. Co-4 TO Arruda et. al. (2000)
OH18s30 9,2 - acop. Co-4* G 2333 Alzate-Marin et al. (1999a)
OAS13950 sem recomb. Co-4* SEL 1308 Young et al.(1998)
OAL9740 4,5 - acop. Co-4* G 2333 Young et al.(1998)
OL041000 0,0 — acop. Co-4° ESAL 696 (G2333 x Silva e Santos (2001)
ESAL 696)
OH181200 5,6 — acop. Co-4* G2333 Alzate-Marin et al. (2001b)
OAS139s0 3,5 —acop. Co-4* P1 207262 Silva et al. (2007); Alzate-
Marin et al. (2007)
OAB3450 5,9 - acop. Co-5 TU, G 2333, SEL 1360 Young e Kelly (1997)
OAH17g0 12,3 - acop. Co-6 AB 136 Young e Kelly (1997)
OAK20s90 7,3 - rep. Co-6 Catrachita Young e Kelly (1997)
OAZ20940 7,1 - acop. Co-6 AB 136 Alzate-Marin et al. (1999a)
OAZ4s60 8,5 - acop. Co-6 AB 136 Alzate-Marin et al. (1999a)
OAZ9¢s50 20,4 - rep. Co-6 AB 136 Alzate-Marin et al. (1999a)
AZ20950 2,2 — acop. co-8 AB 136 Alzate-Marin et al. (2001a)
OX11e30 5,8 — acop. Co-10 Ouro Negro Alzate-Marin et al. (2003a)
OF101050 7,7 — acop. Co-10 Ouro negro Alzate-Marin et al. (2003a)

* acop. = acoplamento; rep. = repulséo; recomb. = recombinantes
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Para testar a eficiéncia do marcador SCAReoli ligado ao gene Co-2 em
gendtipos Mesoamericanos, uma vez que foi desenvolvido para genétipos
Andinos, Geffroy et al. (1998) utilizaram 10 gendtipos comerciais Andinos e
Mesoamericanos resistentes e trés linhas isogénicas para o gene Co-2. Todos os
genotipos portadores do gene de resisténcia apresentaram um fragmento de
136pb. Porém, duas cultivares suscetiveis (BAT 93 e TO) também apresentaram
os padrdes associados com a resisténcia, ou seja, ao Co-2. Essa ambigtidade
continuou mesmo apos a digestdo com outras enzimas de restricdo. Desta forma,
0os autores demonstraram que este marcador sO poderia ser aplicado em

materiais de origem Andina.

Corréa et al. (2000), utilizando linhagens do cruzamento entre a cultivar
Ouro Negro e US Pinto 111, desenvolveram o marcador SF101072. Alzate-Marin
et al. (2003a) identificaram o mesmo marcador ligado ao gene Co-10 presente na
cultivar Ouro Negro que apresenta um amplo espectro de resisténcia a
antracnose por ser incompativel com as racas 23, 64, 67, 73, 81, 83, 87, 89, 95,
102, 117, 119, 343, 453, 1033, 1545 e 1600 de C. lindemuthianum de comum

ocorréncia no Brasil.

Em 2001, Awale e Kelly desenvolveram os marcadores SCAR SH18 e
SBB14, ligados ao alelo Co-4% e demonstraram sua reprodutibilidade em outros
genadtipos que possuem diferentes alelos do gene Co-4.

Miklas e Kelly (2002) obtiveram, por meio de retrocruzamentos assistidos
com o marcador SAS13es0, linhagens de feijiio Pinto com o alelo Co-4> na
geracdo RCsF,3. A utlizacdo da selecdo assistida nesse trabalho ressaltou a
importacdo na utilizagdo dos marcadores moleculares como auxiliares em
programas de melhoramento reduzindo o tempo para obtencdo de uma nova

cultivar resistente a antracnose.

Os autores Mendez-Vigo et al. (2002) encontraram uma ligagao entre o
marcador RAPD OB1235 e 0 gene Co0-9, presente na linhagem A 1220, e
construiram um marcador SCAR (SB12) para monitorar esse gene. Segundo Kelly
e Vallejo (2004), a presenca da marca SCAR na cultivar BAT 93 e na cultivar PI
207262 confirma que o gene Co-9, presente na cultivar BAT 93, era proveniente
de seu genitor, o Pl 207262.
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Quadro 6 — Marcadores moleculares SCAR ligados a genes que conferem resisténcia a antracnose

SCAR Marcador Tamanho (pb) Sequéncia (5'-3") Locus Grupo de  Referéncia

de origem Orientacéo ligacéo
SCAreoli  H20 1000 g_(?fpgcAA(?éTT(éiiL?AGGAC(::TAAC TCC Co-2 B11 ;??{ggﬁt al. (1998); Adam-Blondon et
s+ o 1m0 7oA GGG COA GGA TTT CAG CAA GTT B0 (loag T GO0 Youna and ey
swiz w2z 700G TG GOA GAR GCA CAG TAT GAT 776 Codicod B4 L Cumeeta 008)
SY20 Y20 830 cis égg Sr:g(-; ii:éff g;g ,I((;:: :AI-T Co-4 B8 Queiroz et al. (2004b); Kelly et al. (2003)
SCO08 Cco8 910 cis éié 2-22 (é(éTCT_l'_I' :‘ GGC(-:-: gTG_l-_r ATTGC% Co-4 B8 Queiroz et al. (2004b); Kelly et al. (2003)
SAS13 AS13 950 cis gﬁg 222 ggg ﬁégip_ﬁ ((::ig (':I'(C:-:ﬁ ﬁi’é Co-4° B8 Young et al. (1998); Kelly et al. (2003)
SH18 H18 1100 cis ggﬁ‘_ ié’é %ié ig:ﬁ ((33:::: éil ?(C:::rr ((;:E'? g_?_? g GG Co-4° B8 Awale e Kelly (2001); Kelly et al. (2003)
SBB4 BB Ciiinicne  GTGGGACCT GGG TAG 16T AGAAAT Cod B8 008
ey w3 wew  TSCSCACACMTMOTICTCACHS cos m Vaocren oo
om0 weas  ACSCTOMSCReSTITIA cos m Queleu o
s s SSCICTSCTeMMATICISS cos m Qere o
SB12 B-12 350 cis 'CIE'T':(-BF Zgé i?gGAg$T1§gégG Co-3° B4 Mendez de Vigo et al. (2002)
SF10 Fo 1072 CIS GGA AGC TTG GTG AGC AAG GA Co-10 B4 Correa et al. (2000); Alzate-Marin et al.

GGA AGC TTG GCT ATGATG GT

(2003a)




Melo et al. (2005) evidenciaram que os marcadores OX11ss0e SF10;072,
previamente identificados na populacdo Ouro Negro/Rudad também foram
validados e eficientes na selecao indireta quanto a resisténcia a patotipos de
C.lindemuthianum e U. appendiculatus na populagdo Ouro Negro/Pérola.

Marcadores SCAR foram utilizados para o estudo inicial da
caracterizagcdo molecular e genética dos genes de resisténcia a antracnose
presentes na cultivar G2338. A analise com os marcadores ligados a genes
previamente descritos indicaram que G2338 é portadora dos genes Co-5 e Co-
4. Dada a complexidade do locus Co-4, os autores acreditam que a diferenca
entre G2333 e G2338 ocorre devido as diferencas alélicas na composi¢ao
desse locus (Vallejo e Kelly, 2005).

Utilizando os marcadores SZ20 e SZ04, Campa et al. (2007)
observaram que existe um conjunto de genes de resisténcia a antracnose
localizado no grupo de ligacdo B7, que corresponderia ao gene Co-6. Os
resultados também indicaram que a cultivar AB136 possui pelo menos um
segundo gene dominante, independente do Co-6, que confere resisténcia as
ragas 375 e 453.

Vidigal Filho et al. (2008), para verificar a presenca dos marcadores
SF10.072 SAS1395, analisaram quarenta acessos de feijoeiro e 233 linhas
F,RC; derivadas de retrocruzamentos entre Pérola x G2333. O estudo mostrou
gue a maioria das cultivares apresentava pelo menos um gene de resisténcia
de cultivares Mesoamericana (Co-2, Co-3 e Co-11 ou Co-4?).

Beraldo et al. (2009) utilizaram marcadores SCARs ligados aos
principais genes de resisténcia a antracnose para selecdo e obtencdo de
linhagens avancadas de feijoeiro contendo o maior nimero desses genes. Os
autores identificaram trés genitores e nove linhagens com quatro genes de
resisténcia e concluiram que o gene Co-6, proveniente do genotipo AB-136

(marcador SZ20), foi 0 mais freqiiente, seguido por Co-4%, Co-3% Co-5, e Co-4.
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3.1. Material Vegetal

3. MATERIAL E METODOS

O Programa de Melhoramento Genético do Feijoeiro Comum do Nucleo

de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri), pertencente a Universidade

Estadual de Maringa (UEM), tem como um dos objetivos identificar genétipos

resistentes

comerciais.

Banco de

analisados

a antracnose e transferir os genes identificados para cultivares

Para tanto, 75 gendtipos de feijoeiro comum pertencentes ao

Germoplasma de Feijoeiro (BGF/Nupagri) (Quadro 7) foram

visando identificar fontes de resisténcia as racas 73 e 2047 de C.

lindemuthianum.

Quadro 7 — Numero de registro no BGF/Nupagri (NR), nimero de identificacédo
nos Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) da Embrapa e Epagri, nome
comum e Estado de origem dos 75 gendtipos de feijoeiro comum analisados

2/ Conjunto Grupo Estado de
NR BAG Nome comum génicoS/ comercial origem‘”
1 BGF 1 - - M Rosinha PR
2 BGF 2 - - A Preto PR
3 BGF 3 - - A Preto PR
4 BGF4 - - M Preto PR
5 BGF5 - - M Rosinha PR
6 BGF6 - - A Manteigéo PR
7 BGF 9 - Corinthiano A Diversos PR
8 BGF11 - - A Manteigéo PR
9 BGF 12 - - M Roxinho PR
10 BGF 13 - Pixirum M Diversos PR
11 BGF 14 - - A Diversos PR
12 BGF 15 - Pitanga A Manteigao PR
13 BGF 16 - - A Manteigao PR
14 BGF 17 - - A Manteigao PR
15 BGF 18 - Paco Parana M Diversos PR
16 BGF 19 - - A Roxinho PR
17 BGF 20 - - A Manteigéo PR
18 BGF 28 - Carioca Pintado | M Carioca PR
19 BGF 29 - Carioca Pintado Il M Carioca PR
20 BGF 30 - Carioca Pitoko M Carioca PR
21 BGF 31 - lapar 31 M Carioca PR
22 BGF 35 - Preto IV M Preto PR
23 BGF 36 - Rosinha M Rosinha PR
24 BGF 37 - Roxinho M Roxinho PR
25 BGF 39 - Jalo Pardo A Manteigao PR
26 BGF 40 - Jalo Pintado | A Manteigao PR
27 BGF 41 - Jalo Pintado Il A Manteigao PR
28 BGF 44 220296" Rosinha Opaco M Rosinha MS
29 BGF 45 220297"  Rosinha A M Rosinha MS
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Quadro 7 — Cont...

30 BGF 46 220423"  Rosinha B M Rosinha MS
31 BGF 47 220433Y  Rosinha C M Rosinha MS
32 BGF 48 220319Y  Rosinha D M Rosinha MS
33 BGF 49 220298Y  Roxinho A M Roxinho MS
34 BGF 50 220300" Carioquinha Limpo M Carioca MS
35 BGF51 220302Y Rosado M Diversos MS
36 BGF52 220333Y  Mulatdo Lustroso M Pardo MS
37 BGF53 220386  Bico de Ouro A M Bico de Ouro MS
38 BGF 54 220448Y  Bico de Ouro B M Bico de Ouro MS
39 BGF55 220396"  Mulatinho Vagem Roxa A M Mulatinho MS
40 BGF 56 220420Y  Mulatinho Vagem Roxa B M Mulatinho MS
41 BGF 57 220399"  cCcarioca Vagem Rosada M Roxinho MS
42 BGF 58 220400Y  Jalo A Manteigdo MS
43 BGF 60 220403Y  Uberabinha Preto A Preto MS
44 BGF 61 220406Y Manteiguinha de Cipé A Manteigao MS
45 BGF 62 220411Y  Jalo sem Cip6 A Manteigdo MS
46 BGF 63 220412"  Carioca sem Cipo M Carioca MS
47 BGF 64 220413" Bodoquena A Manteigéo MS
48 BGF 66 220415"  Rosinha sem Cipé M Mulatinho MS
49 BGF 68 220417" Manteiga com Cip6 A Manteigdo MS
50 BGF 70 220419"  Bolinha A Manteigdo MS
51 BGF71 220428Y  Roxinho Mineiro M Roxinho MS
52 BGF 72 220430Y  Preto Guamirim M Preto MS
53 BGF 74 220437"  Rosinha Guaicurus M Rosinha MS
54 BGF 75 220440Y  Cara Suja A Pardo MS
55 BGF 76 - Rio Tibagi [S-89-N(1)] - M Preto Costa
Introduzida do IICA Rica
56 BGF 77 - Aporé M Carioca Embrapa
57 BGF 78 - lapar 44 M Preto lapar
58 BGF 91 Cfe 177 Preto Brilhoso Achatado M Preto SC
59 BGF 92 Cfe 14 Preto Precoce Cunha Pora M Preto SC
60 BGF 93 cfe 68?7  Crioulo Manteiga A Preto SC
61 BGF 94 Cfe 71  Crioulo Brilhoso M Preto SC
62 BGF 95 Cfe 72 Crioulo 159 M Preto SC
63 BGF 96 cfes85? CF75 A Preto SC
64 BGF 97 Cfe 267 FC 2016 A Preto SC
65 BGF 98 Cfe 199  FC 2001 A Preto SC
66 BGF 99 Cfe 057  FC 2045 A Preto scC
67 BGF 100 Cfe 121?  Crioulo Brilhoso Ponte Serrada M Preto SC
68 BGF103  Cfe90? FC 89 M Preto scC
69 BGF 104 Cfe 887 Preto Redondo CN 694 FC A Preto SC
1212
70 BGF 105 Cfe 1197 FC 117 M Preto SC
71 BGF 110 Cfe 664%  Azuldo Ponte Serrada A Preto SC
72 BGF111 Cfe 1287 Azuldo Ab. Luz A Preto sc
73 BGF 112 - Porto Real M Carioca SC
74 BGF 113 - Safira M Roxinho SC
75 BGF 114 - Amendoim Cavalo A Manteigdo SC

Yntumero de registro no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao (CNPAF). Znamero de registro
no Banco Ativo de Germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa
Catarina (Epagri). ¥M = Mesoamericano; A = Andino. “PR = Parana; MS = Mato Grosso do Sul; SC =

Santa Catarina.
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Dentre os 75 gendtipos analisados, 27 foram coletados no Estado do
Mato Grosso do Sul e cedidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (Embrapa), Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao
(CNPAF) mediante Acordo de Transferéncia de Material — Il (ATM-II). A
Empresa de Pesquisa Agropecudaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(Epagri) cedeu 18 genotipos de seu Banco Ativo de Germoplasma, os quais
foram coletados em Santa Catarina. Os demais genotipos foram coletados em
reservas indigenas na regido de Toledo, Estado do Parana, pelo Engenheiro
Agronomo Rodrigo Garcia (BGF1 ao BGF 20), e doados ao Banco Ativo de
Germoplasma de Feijoeiro do Nupagri e os 13 genétipos restantes ja

pertenciam ao banco de germoplasma.

As sementes de cada gendtipo foram semeadas em vasos, contendo
substrato e mantidas em casa de vegetacao para obtencdo de linhas puras.
Esse procedimento foi repetido por dois ciclos. Apds o segundo ciclo, as
sementes dos 75 gendtipos foram colhidas e secas em estufa a 34°C por trés
dias. A seguir, procedeu-se as avaliacbes, mediante inoculacdo com as racas
73 e 2047 de C. lindemuthianum e as analises com os marcadores SCAR
SF10;072 € SAS13gs0.

3.2. Obtencéo das amostras para extracdo do DNA

As sementes de cada um dos 75 gendtipos (10 sementes/gendétipo)
foram semeadas em bandejas plasticas contendo substrato a base de turfa e
vermiculita e mantidas em casa de vegetacdo até o surgimento das primeiras
folhas trifolioladas (estadio V3), segundo escala fenoldgica de Gepts e
Fernandez (1982). ApGs esse periodo, um foliolo jovem de cada plantula foi
coletado individualmente com auxilio de tubos plasticos tipo eppendorf,
congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer (-20°C) para
posterior extracdo do DNA. A seguir, as bandejas foram transferidas para a
camara de nebulizacdo, com temperatura controlada (22 + 2°C), para que as
plantulas aclimatassem e fossem inoculadas, posteriormente, com suspensao

de esporos das racas 73 e 2047.
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3.3. Preparo do indculo

O preparo do inoculo foi realizado segundo a metodologia proposta por
Céardenas et al. (1964) a qual consiste na multiplicacdo dos esporos de cada
patotipo do C. lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens
esterilizadas e parcialmente imersas em meio com agar-agua. Apdés a
repicagem do fungo nas vagens, as mesmas foram incubadas por quatorze
dias a 20 + 2°C.

3.4. Inoculacéo e Incubacéo

Apos o periodo de incubacédo (14 dias), foi realizada a retirada das
vagens de cada tubo com o auxilio de uma pinc¢a, sendo transferidas para um
becker contendo agua destilada esterilizada, dando origem a uma suspensao
de esporos, que a seguir foi filtrada através de uma dupla camada de gaze,
obtendo-se, assim, no final do processo, uma suspenséao liquida de esporos
para a ragca 73 e uma para a raca 2047.

As solucdes de esporos foram analisadas em um hematocitbmetro
sendo realizadas cinco contagens de esporos para cada raca de C.
lindemuthianum. A partir dessas contagens, a concentracdo das solugdes foi
ajustada para aproximadamente 1,2 x 10° esporos mL™* de agua destilada
esterilizada, por meio de diluicbes. A seguir, procedeu-se a inoculacdo das
plantulas que estavam aclimatando na camara de nebulizacdo mediante a
utilizacdo de um pincel umedecido na suspensédo de esporos.

ApoOs as inoculagdes, as plantulas foram mantidas na mesma camara
por 72 horas, a temperatura de 20 + 2°C, controlando-se a luminosidade (12
horas de iluminacdo de 680 lux / 12 horas de escuro) e com aproximadamente
100% de umidade relativa. Posteriormente, as plantas foram transferidas para
bancadas, em ambiente apropriado, com temperatura aproximada de 22 * 2°C,

sob luz artificial, onde permaneceram até a realizacédo das avaliacdes.

3.5. Avaliacéo dos Sintomas

A avaliacdo visual dos sintomas em cada plantula foi realizada

aproximadamente 10 dias apds a inoculagdo, utilizando-se a escala de

28



severidade proposta por Van Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987), cujos
valores variaram de 1 a 9, em plantas individuais, conforme descrito abaixo:
1 - Auséncia de sintomas.
2 - Até 1% da nervura apresentando manchas necréticas, perceptiveis somente
na face inferior das folhas.
3 - Maior frequéncia de sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas.
4 - Até 1% das nervuras apresentando manchas necroticas, perceptiveis em
ambas as faces das folhas.
5 - Maior freqiéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas.
6 - Manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das
folhas, e presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos.
7 - Manchas necréticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente, que se rompe. Presenca de abundantes lesdes no talo,
ramos e peciolos.
8 - Manchas necréticas em quase todas as nervuras, muito abundante em
talos, ramos, peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacdo e reducdo do
crescimento das plantas.
9 - Maioria das plantas mortas.

As plantas que receberam notas de 1 a 3 foram consideradas
resistentes, enquanto as plantas com notas de 4 a 9 foram consideradas

suscetiveis.

3.6. Extracdo do DNA gendmico

A extracao do DNA foi efetuada com base na metodologia proposta por
Afanador et al. (1993), com modificacdes. No momento da extracéo, os tubos
plasticos contendo os foliolos coletados anteriormente foram retirados do
freezer e colocados em um recipiente de isopor contendo gelo moido. A seguir,
foram adicionados em cada tubo 396uL de tamp&o de extracdo (CTAB; 1M
Tris-HCI pH 7,5; 5M NaCl; 0,5M EDTA) e 4uL de [-mercaptoetanol

procedendo-se, em seguida, a maceracao do tecido em homogeneizador.
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Apés a maceragdo, as amostras foram incubadas em banho-maria a
65°C por 20 minutos, invertendo-se os tubos por duas vezes durante este
periodo. Posteriormente, adicionou-se a cada amostra 400uL de uma solucéo
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) procedendo-se a homogeneizacdo das
amostras em orbital shaker por 15 minutos. A seguir, as amostras foram

centrifugadas a 13.000rpm por cinco minutos.

Ao final da centrifugacdo a fase superior do sobrenadante foi
transferida para tubos plasticos tipo eppendorf os quais ja continham 400uL de
isopropanol gelado. ApOs a transferéncia, os tubos foram invertidos
cuidadosamente por quatro vezes permanecendo sobre a bancada, a
temperatura ambiente, por cinco minutos, sendo transferidos a seguir para o

freezer (-20°C) por um periodo de uma hora.

Transcorrido esse periodo, as amostras foram retiradas do freezer e
centrifugadas a 13.000rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e
os tubos foram invertidos sobre a bancada até que o precipitado ficasse

totalmente seco.

Posteriormente, o precipitado foi ressupendido em 100uL de tampé&o
TE (1M Tris HCI pH 7,5; 0,5M EDTA), sendo adicionados a seguir 4uL de
RNAse. As amostras foram homogeneizadas com cuidado permanecendo
sobre a bancada, a temperatura ambiente, por 15 minutos. ApGs esse periodo,
foram adicionados 500uL de etanol absoluto gelado por amostra deixando-as
em temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, as amostras foram
transferidas para freezer (-20°C), permanecendo ali por aproximadamente 12
horas (overnight). No dia seguinte, as amostras foram retiradas do freezer e
centrifugadas a 13.000rpm por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado,
os tubos foram novamente invertidos, permanecendo sobre a bancada tempo
suficiente para que o precipitado ficasse totalmente seco. A seguir,
ressuspendeu-se o precipitado em 100uL de tampédo TE e as amostras foram
congeladas em freezer (-20°C).
Apés a extracdo, o DNA foi quantificado em espectrofotbmetro Femto
700S e as amostras diluidas para se obter uma concentracéo final por amostra
de 10ng pL™.
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3.7. Reacgdes de amplificacdo com marcadores molecul  ares SCARs

As reacOes de amplificacdo, em um volume total de 25 uL cada,
continham: 30ng de DNA, 20uM de cada dNTP (dATP dCTP dGTP dTTP),
3,0mM de MgCl,, 10mM Tris-HCI, pH 8,3, 50mM de KCI, 1,15uM de cada
primer (senso e antisenso) e uma unidade de Taq DNA polimerase (Williams et
al., 1990).

Dois marcadores SCAR foram utilizados nas analises dos 75 genotipos.
O primeiro foi 0 SCAR SF104072, 0 qual esta ligado ao gene de resisténcia Co-
10 (Corréa et al., 2000; Faleiro et al., 2000; Alzate-Marin et al., 2003a); o
segundo foi o marcador SCAR SAS13gs0, que se encontra ligado ao alelo Co-42
(Young et al., 1998; Kelly et al., 2003). As caracteristicas dos dois marcadores

estdo apresentadas no Quadro 8.

Quadro 8 - Caracteristicas dos marcadores moleculares SCAR SF10107, €
SAS13g50 utilizados nas analises dos 75 gendtipos de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.)

SCAR Tamanho Sequéncia (5°-3) Programa
(bp)
SAS13 950 cis  CACGGACCGAATAAGCCACCAACA 34 ciclos de 94°C por 10s, 72°C por
CACGGACCGAGGATACAGTGAAAG  144s; seguidos por 1 ciclo a 72°C por 5
minutos.
SF10 1072 cis GGAAGCTTGGTGAGCAAGGA 1 ciclo a 94°C por 3 minutos; 35 ciclos
GGAAGCTTGGCTATGATGGT de 94°C por 15s, 65°C por 60s, 72°C

por 90s, seguidos por 1 ciclo a 72°C
por 7 minutos.

As amplificacdes foram conduzidas em um termociclador Techne,
modelo TC-412, utilizando os programas descritos para cada marcador SCAR,
conforme metodologias propostas por Corréa et al. (2000) e Young et al. (1998)
para os marcadores SCAR SF10;097, € SAS13gs0, respectivamente. Concluida a
amplificacédo, os fragmentos de DNA produzidos foram fracionados em gel de
agarose 1,2% preparado com tampao TAE 1X (40mM Tris-acetato, 20mM
acido acético e 1mM EDTA), contendo brometo de etidio (0,02%) em cuba de
eletroforese com o0 mesmo tampéao. Os géis foram submetidos a um campo
elétrico de 3V cm™ e o processo de migracdo do DNA durou aproximadamente
3 horas.

Os fragmentos amplificados foram visualizados sob luz UV em

fotodocumentador Endurance TC 412 e as imagens foram capturadas em
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camera digital Cannon. Utilizou-se como padrdao de tamanho o DNA ladder de
100pb.

A avaliacdo dos geéis foi realizada procurando-se identificar quais
genaotipos apresentaram as marcas de 1072pb e 950pb que correspondem,
respectivamente, aos marcadores ligados ao gene Co-10 e ao alelo Co4? que

conferem resisténcia as racas 73 e 2047 de C. lindemuthianum.

3.8. Andlises fenotipicas e genotipicas

As analises dos dados fenotipicos e dos obtidos por meio dos
marcadores SCAR forneceram quatro diferentes respostas: plantas resistentes
com presenca do marcador (R"), plantas resistentes com auséncia do
marcador (R), plantas suscetiveis com presenca do marcador (S*) e plantas

suscetiveis com auséncia do marcador (S).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Reacdo de incompatibilidade dos genotipos de f  eijoeiro comum as
racas 73 e 2047 de C. lindemuthianum

As reacdes de incompatibilidade as ragas 73 e 2047 estédo

apresentadas no Quadro 9.

Quadro 9 — Reacado de incompatibilidade dos 75 gendtipos de feijoeiro comum
(P. vulgaris L.) as racas 73 e 2047 de C. lindemuthianum

Reacédo de incompatibilidadel/

23 BGF 36 Rosinha

24 BGF 37 Roxinho

25 BGF 39 Jalo Pardo

26 BGF 40 Jalo Pintado |
27 BGF41 Jalo Pintado Il

N
[ee]

BGFE 44 Rosinha Opaco

BGF 45 Rosinha A
BGF 46 Rosinha B

N
©

NR Nome comum
Raca 73 Raca 2047
1 BGF1 - S R
2 BGF2 - S s
3 BGF3 - S R
4 BGF4 - R S
5 BGF5 - R R
6 BGF6 - R R
7 BGF9 Corinthiano S R
8 BGF11 - R R
9 BGF12 - R S
10 BGF13 Pixirum R s
11 BGF 14 - S S
12 BGF 15 Pitanga R R
13 BGF 16 - R IS
14 BGF 17 - R IS
15 BGF 18 Paco Paran&a IS R
16 BGF 19 - R S
17 BGF 20 - R R
18 BGF 28 Carioca Pintado | S S
19 BGF 29 Carioca Pintado I R s
20 BGF 30 Carioca Pitoko S S
21 BGF 31 lapar 31 S S
22 BGF 35 Preto IV S S
S S
R R
S S
S S
R R
S R
S R
R S

w
o
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Quadro 9, Cont...

31 BGF 47 Rosinha C

32 BGF 48 Rosinha D

33 BGF 49 Roxinho A

34 BGF50 Carioquinha Limpo

35 BGF51 Rosado

36 BGF 52 Mulatdo Lustroso

37 BGF53 Bico de Ouro A

38 BGF 54 Bico de Ouro B

39 BGF55 Mulatinho Vagem Roxa A
40 BGF 56 Mulatinho Vagem Roxa B
41 BGF57 Carioca Vagem Rosada
42 BGF 58 Jalo

43 BGF 60 Uberabinha Preto

44 BGF 61 Manteiguinha de Cipé

45 BGF 62 Jalo sem Cip6

46 BGF 63 Carioca sem Cipo

47 BGF 64 Bodoquena

48 BGF 66 Rosinha sem Cip6

49 BGF 68 Manteiga com Cip6

50 BGF 70 Bolinha

51 BGF71 Roxinho Mineiro

52 BGF 72 Preto Guamirim

53 BGF 74 Rosinha Guaicurus

54 BGF 75 Cara Suja

55 BGF 76 Rio Tibagi

56 BGF 77 Aporé

57 BGF 78 lapar 44

58 BGF91 Preto Brilhoso Achatado
59 BGF 92 Preto Precoce Cunha Pora
60 BGF 93 Crioulo Manteiga

61 BGF94 Crioulo Brilhoso

62 BGF 95 Crioulo 159

63 BGF 96 CF 75

64 BGF 97 FC 2016

65 BGF 98 FC 2001

66 BGF 99 FC 2045

67 BGF 100 Crioulo Brilhoso Ponte Serrada
68 BGF103 FC89

69 BGF 104 Preto Redondo CN 694 FC 1212
70 BGF105 FC117

71 BGF 110 Azulao Ponte Serrada

72 BGF 111  Azuldao Ab. Luz

73 BGF 112 Porto Real

74 BGF 113  Safira

75 BGF 114 Amendoim Cavalo

"R = resistente; S = Suscetivel.

34

T unonunaonnaonunnononumaodnouwnmnaoodnnnnononoonnnnmonmononwoaoonnmnanonaomaomwnow
0V OVOVIOLVWIOTWAIOUIDBDVDAIOVAODOIODIODOTOHLOHOOLOLONITONIOTDITIODITOOKIOOONONOONOnOONnDDODDODOOOWM



Com base nos resultados constatou-se que dos 75 gendtipos
analisados 30 foram resistentes a raca 73, 36 a raca 2047 e 14 a ambas as
racas.

Dentre os 30 gendtipos resistentes a raca 73, 17 sdo de origem
Mesoamericana e 13 de origem Andina. Entre os gendtipos Andinos, houve
uma prevaléncia do grupo comercial Manteigdo, com 12 genotipos resistentes
(BGF 6, BGF 11, BGF 16, BGF 17, BGF 20, Pitanga, Jalo Pintado II, Jalo,
Manteiguinha de cip6, Manteiguinha com cip0, Bolinha e Amendoim Cavalo) e,
entre 0s Mesoamericanos, destacaram-se 0S grupos comerciais Preto e
Roxinho com cinco (BGF 4, lapar 44, Crioulo 159, Crioulo Brilhoso Ponte
Serrada e FC 117) e trés genotipos (BGF 12, Roxinho e Roxinho A),
respectivamente. Os demais genoétipos pertencem aos grupos comerciais
Rosinha (BGF 5 e Rosinha B), Carioca (Carioca Pintado Il e Aporé), Mulatinho
(Mulatinho Vagem Roxa A e Mulatinho Vagem Roxa B), Diversos (Pixirum e
Rosado) e Pardo (Mulatdo Lustroso). Vale ressaltar que 14 gendtipos séo
oriundos do Estado do Parana, 10 do Mato Grosso do Sul, quatro de Santa
Catarina e dois séo cultivares comerciais (Aporé e lapar 44).

Na analise da reagdo de incompatibilidade a raga 2047 constatou-se
que 19 genodtipos pertencem ao conjunto génico Andino e 17 sé&o
Mesoamericanos. O Estado de Santa Catarina contribuiu com 14 genotipos e
os Estados do Parana e Mato Grosso do Sul com 11 genétipos cada. O grupo
comercial que apresentou o maior nimero de gendétipos resistentes foi o Preto,
com 12 gendtipos (BGF 3, Crioulo Manteiga, Crioulo Brilhoso, Crioulo 159, CF
75, FC 2016, FC 2001, FC 2045, Crioulo Brilhoso Ponte Serrada, Preto
Redondo CN694 FC 1212, Azuldo Ponte Serrada e Azuldo Ab. Luz), dos quais
11 séo oriundos do Estado de Santa Catarina e pertencem ao programa de
melhoramento do feijoeiro comum da Epagri. O segundo grupo que apresentou
0 maior numero de genotipos foi o Manteigdo, com nove (BGF 6, BGF 11, BGF
20, Pitanga, Jalo Pintado Il, Jalo sem Cip6, Manteiga com Cip0, Bolinha e
Amendoim Cavalo).

Um fato que merece destaque foi a constatagdo de que dos 75
genotipos analisados, 14 deles apresentaram resisténcia as duas ragas de C.
lindemuthianum. Destes, oito sdo de origem Andina e pertencem ao grupo
comercial Manteigdo (BGF 6, BGF 11, BGF 20, Pitanga, Jalo Pintado I,
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Manteiga com cip6, Bolinha e Amendoim Cavalo). Os outros seis genétipos sdo
de origem Mesoamericana e estdo distribuidos nos grupos comerciais Preto
(Crioulo 159 e Crioulo Brilhoso Ponte Serrada), Rosinha (BGF 5), Roxinho
(Roxinho), Pardo (Mulatéo Lustroso) e Diversos (Rosado).

Segundo Young e Kelly (1999) e Balardin e Kelly (1998), gendtipos
Mesoamericanos sao predominantemente mais resistentes a isolados Andinos
e genadtipos Andinos a isolados Mesoamericanos. No presente estudo, dos 75
genadtipos analisados 44 sdo de origem Mesoamericana e 31 de origem Andina.
De acordo com os resultados obtidos quando esses genoétipos foram
inoculados com a raga 73, 42% dos Andinos e 38,6% dos Mesoamericanos
foram resistentes e, quando inoculados com a raca 2047, 61% dos genotipos
Andinos e 38,6% dos Mesoamericanos apresentaram reacao de
incompatibilidade a raca em questdo. Vale ressaltar que tanto a raca 73 quanto
a 2047 (Balardin et al., 1997) apresentam origem Mesoamericana 0 que
explicaria a predominéancia de resisténcia nos genétipos de origem Andina, fato
este muito marcante quando os mesmos foram inoculados com a raca 2047.

A utillizacdo de fontes de resisténcia as principais racas de C.
lindemuthianum visando a piramidacdo de genes Andinos e Mesoamericanos,
constitui uma das estratégias dos programas de melhoramento para obtencéo
de cultivares comerciais com resisténcia duravel (Young e Kelly, 1997). Os
genotipos de feijoeiro comum analisados constituem fontes importantes de
resisténcia a antracnose que devem ser disponibilizados para os programas de
melhoramento do feijoeiro, principalmente do Brasil, pois foram incompativeis
com a raca 73, uma das mais frequentes no pais, e a 2047 considerada uma

das racas de maior viruléncia ja identificadas até o momento.

4.2. Analise dos gendtipos de feijoeiro comum com o s marcadores
moleculares SCAR

Os resultados das anélises com os marcadores moleculares SCAR
SF10.0972 € SAS13950 N0s 75 gendtipos de feijoeiro comum estdo apresentados
no Quadro 10.

Nas andlises com o marcador molecular SAS13¢s0, 45 genotipos

apresentaram a marca de 950pb a qual esta relacionada ao marcador SAS13.
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Diferentemente do observado com o marcador SF10;972, ho qual houve uma
predominancia de gendtipos Mesoamericanos com o marcador, nas analises
com o0 SAS13g5 ocorreu uma distribuicdo mais homogénea, ou seja, 24
genadtipos sao de origem Andina e 21 de origem Mesoamericana. Quanto aos
grupos comerciais, 0s genoétipos dos grupos Preto (BGF 3, BGF 4, Uberabinha
Preto, Rio Tibagi, lapar 44, Preto Brilhoso Achatado, Crioulo Manteiga, CF75,
FC 2001, FC 2045, Crioulo Brilhoso Ponte Serrada, FC89, Preto Redondo CN
694 FC 1212 e Azuldo Ab. Luz) e Manteigao, no total de 14 e 13 gendtipos,
respectivamente de cada grupo, evidenciaram a presenca do marcador; no
grupo Rosinha quatro genoétipos apresentaram a marca de 950pb (BGF 1,
Rosinha Opaco, Rosinha B e Rosinha D).

As analises com o marcador SF10:072 evidenciaram que dos 75
genadtipos analisados, 28 apresentaram o marcador. Destes, 22 sdo de origem
Mesoamericana e seis de origem Andina. Quanto aos grupos comerciais, seis
genotipos do grupo Rosinha apresentaram o marcador SF105072 (BGF 5,
Rosinha, Rosinha Opaco, Rosinha B, Rosinha D e Rosinha Guaicurus); cinco
genadtipos do grupo comercial Preto (Uberabinha Preto, Preto Guamirim, Rio
Tibagi, lapar 44 e Crioulo 159); quatro gendtipos dos grupos Roxinho (BGF12,
Roxinho A, Carioca Vagem Rosada e Roxinho Mineiro) e Manteigdo (Jalo,
Bodoquena, Manteiga com Cipo e Bolinha) e trés gendtipos do grupo Mulatinho
(Mulatinho Vagem Roxa A, Mulatinho Vagem Roxa B e Rosinha sem Cipd),
dois dos grupos Bico de Ouro (Bico de Ouro A e Bico de Ouro b) e Pardo
(Mulatdo Lustroso e Cara Suja) e, por fim, um gendétipo do grupo diversos (BGF
12) evidenciaram a presenca do marcador SF101072.

Os grupos Roxinho (BGF 12, BGF 19 e Roxinho Mineiro), Carioca (lapar
31, Carioquinha Limpo e Aporé) e Mulatinho (Mulatinho Vagem Roxa A,
Mulatinho Vagem Roxa B e Rosinha sem Cip06) evidenciaram trés genoétipos
cada com o marcador SAS13g95 €, No grupo Bico de Ouro, dois gendtipos
apresentaram o marcador (Bico de Ouro A e Bico de Ouro B).

O marcador SF10407, foi identificado na cultivar Mesoamericana Ouro
Negro e esta ligado ao gene mesoamericano Co-10 a 6,0+1,3cM de distancia
(Correa et al., 2000; Alzate-Marin et al., 2003a). As analises com o marcador
demonstraram a sua eficiéncia ao identificar majoritariamente genétipos de

origem Mesoamericana que apresentaram incompatibilidade a raca 73.
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Resultados similares podem ser observados para o marcador SCAReoli, ligado
ao gene Co-2, que foi desenvolvido para gendtipos Andinos e, Geffroy et al.
(1998) demonstraram que sO poderiam ser usados em materiais de origem

Andina.

Quadro 10 — Resultados das anélises dos 75 genotipos de feijoeiro comum
com os marcadores SCAR SF10172 € SAS13gs50

Marcador molecular SCARY

NR Nome comum SF10.0,, SAS13e
1 BGF1 - - +
2 BGF2 - - -
3 BGF3 - - +
4 BGF4 - - +
5 BGF5 - + )
6 BGF6 - - +
7 BGF9 Corinthiano - +
8 BGF11 - - +
9 BGF12 - + +
10 BGF 13 Pixirum + +
11 BGF 14 - - +
12 BGF 15 Pitanga - +
13 BGF 16 - - +
14 BGF 17 - - +
15 BGF 18 Paco Parana - )
16 BGF 19 - - +
17 BGF 20 - - +
18 BGF 28 Carioca Pintado | - i}
19 BGF 29 Carioca Pintado Il - i}
20 BGF 30 Carioca Pitoko . i
21 BGF31 lapar 31 - +
22 BGF 35 Preto IV . )
23 BGF 36 Rosinha n B}
24 BGF 37 Roxinho - }
25 BGF 39 Jalo Pardo . +
26 BGF 40 Jalo Pintado | . +
27 BGF41 Jalo Pintado I . +
28 BGF 44 Rosinha Opaco + +
29 BGF 45 Rosinha A . }
30 BGF 46 Rosinha B + +
31 BGF 47 Rosinha C . )
32 BGF 48 Rosinha D T +
33 BGF 49 Roxinho A + )
34 BGF50 Carioquinha Limpo - +
35 BGF51 Rosado - -
36 BGF 52 Mulatéo Lustroso + ;
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Quadro 10, Cont...

37 BGF 53 Bico de Ouro A + +
38 BGF 54 Bico de Ouro B + +
39 BGF 55 Mulatinho Vagem Roxa A + +
40 BGF 56 Mulatinho Vagem Roxa B + +
41 BGF57 Carioca Vagem Rosada + .
42 BGF 58 Jalo + +
43 BGF 60 Uberabinha Preto + +
44 BGF 61 Manteiguinha de Cipd - +
45 BGF 62 Jalo sem Cipé - +
46 BGF 63 Carioca sem Cip6 + .
47 BGF 64 Bodoquena +

48 BGF 66 Rosinha sem Cip6 + +
49 BGF 68 Manteiga com Cip6 + ;
50 BGF 70 Bolinha + +
51 BGF71 Roxinho Mineiro + +
52 BGF 72 Preto Guamirim + }
53 BGF 74 Rosinha Guaicurus + ;
54 BGF 75 Cara Suja + .
55 BGF 76 Rio Tibagi + +
56 BGF 77 Aporé . +
57 BGF 78 lapar 44 + +
58 BGF 91 Preto Brilhoso Achatado - +
59 BGF 92 Preto Precoce Cunha Pora - -
60 BGF 93 Crioulo Manteiga - +
61 BGF 94 Crioulo Brilhoso - _
62 BGF 95 Crioulo 159 + i}
63 BGF 96 CF 75 - "
64 BGF 97 FC 2016 . )
65 BGF 98 FC 2001 . n
66 BGF 99 FC 2045 . n
67 BGF 100 Crioulo Brilhoso Ponte Serrada - +
68 BGF 103 FC 89 . +
69 BGF 104 Preto Redondo CN 694 FC 1212 - +

70 BGF 105 FC 117 . )
71 BGF 110 Azuldo Ponte Serrada - ;
72 BGF 111 Azuldo Ab. Luz - +
73 BGF 112 Porto Real . )
74 BGF 113 Safira ; )
75 BGF 114 Amendoim Cavalo . .

Y. = auséncia do marcador; + = presenca do marcador.

Em estudos com a cultivar G2333, Young (1998) identificou o marcador
SAS13gs, estritamente ligado ao alelo Co-4% (0,0cM). No presente estudo, o
resultado das andlises com o mesmo marcador mostrou sua eficiéncia na

identificacdo de gendtipos Andinos e Mesoamericanos.
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4.3. Analise conjunta entre a rea¢ao de incompatibi  lidade com as racas 73
e 2047 e os marcadores moleculares SCAR

A andlise comparativa entre a reagdo de incompatibilidade e a
presenca dos marcadores moleculares SF101972 € SAS13g50 €St apresentada
no Quadro 11.

Quadro 11 - Andlise conjunta dos 75 genotipos de feijoeiro comum
considerando a reacdo de incompatibilidade as racas 73 e 2047 de C.
lindemuthianum e a presencga ou auséncia dos marcadores SCAR SF101p72 €
SAS13g59

Reacéo de
incompatibilidade/Presenca 73/SF104072 2047/SAS1395
elou auséncia do marcador”
R" BGF 5, BGF 12, BGF 13, BGF 1, BGF 3, BGF 6,
BGF 46, BGF 49, BGF 52, BGF 9, BGF 11, BGF 15,
BGF 55, BGF 56, BGF 58, BGF 20, BGF 41, BGF 44,
BGF 68, BGF 70, BGF 78, BGF 50, BGF 62, BGF 66,
BGF 95 BGF 70, BGF 71 BGF 93,
BGF 96, BGF 98, BGF 99,
BGF 100, BGF 104, BGF
111
R BGF 4, BGF 6, BGF 11, BGF 5, BGF 18, BGF 37,
BGF 15, BGF 16, BGF 17, BGF 45, BGF 51, BGF
BGF 19, BGF 20, BGF 29, 52, BGF 68, BGF 74, BGF
BGF 37, BGF 41, BGF 51, 94, BGF 95, BGF 97, BGF
BGF 61, BGF 77, BGF 100, 110, BGF 112, BGF 113,
BGF 105, BGF 114 BGF 114
s’ BGF 36, BGF 44, BGF 48, BGF 4, BGF 12, BGF 13,
BGF 53, BGF 54, BGF 57, BGF 14, BGF 16, BGF 17,
BGF 60, BGF 63, BGF 64, BGF 19, BGF 31, BGF
BGF 66, BGF 71, BGF 72, 39, BGF 40, BGF 46, BGF
BGF 74, BGF 75, BGF 76 48, BGF 53, BGF 54, BGF
55, BGF 56, BGF 58, BGF
60, BGF 61, BGF 76, BGF
77, BGF 78, BGF 91, BGF
103
S BGF 1, BGF 2, BGF 3, BGF BGF 2, BGF 28, BGF 29,

9, BGF 14, BGF 18, BGF BGF 30, BGF 35, BGF 36,
28, BGF 30, BGF 31, BGF BGF 47, BGF 49, BGF 57,
35, BGF 39, BGF 40, BGF BGF 63, BGF 64, BGF 72,
45, BGF 47, BGF 50, BGF BGF 75, BGF 92, BGF
62, BGF 91, BGF 92, BGF 105

93, BGF 94, BGF 96, BGF

97, BGF 98, BGF 99, BGF

103, BGF 104, BGF 110,

BGF 111, BGF 112, BGF

113

T—~F " B i ~ i + -
R" = resistente com a presenca do marcador; R™ = resistente com auséncia do marcador; S = suscetivel
com presenca do marcador; S” = suscetivel com auséncia do marcador.

Quando foi realizada a comparacdo entre a reacdo de

incompatibilidade dos gendtipos a raca 73 com os dados do marcador

40



SF10,972, Observou-se que 17,3% dos genoétipos resistentes apresentaram
marcador ligado ao gene Co-10 (Quadro 11). Concomitantemente, o marcador
SAS13gs0 foi eficiente em identificar 28% dos genotipos resistentes a raca 2047
(Quadro 11). Os demais genoétipos que apresentaram marcador, tanto ligado ao
gene Co-10 quanto ao alelo Co-4?, foram suscetiveis quando inoculados com
as racas 73 e 2047. Outro fato que merece destaque foi que, em 22,7% dos
genaotipos resistentes, a raca 73 e 20% dos resistentes a raca 2047 nao foi
detectada a presenca do marcador.

Os genotipos resistentes, nos quais houve a amplificacdo do marcador,
possivelmente possuem o gene (Co-10) ou o alelo (Co-4%), ou ainda um novo
gene nao identificado que confere resisténcia as racas de C. lindemuthianum
testadas. A ocorréncia de plantas resistentes com analise molecular negativa
pode ocorrer devido a quebra de ligacdo entre o gene de resisténcia e o
marcador, por crossing over, porém sem causar dano ao gene, (Sudupak et
al.,1993; Melotto et al., 2004) ou que possuam genes de resisténcia diferentes
dos avaliados (Moura, 2005).

As plantas suscetiveis que amplificaram marcadores ligados a genes
de resisténcia indicam que, apesar da existéncia de algum gene de resisténcia,
este ndo foi suficiente para conferir resisténcia total as racas, ressaltando a
interacdo gene “raca-especifico”.

Deve-se ainda ressaltar a possibilidade da ocorréncia de quebra de
ligacdo entre o marcador e o gene. O marcador SF10107, foi originalmente
mapeado a uma distancia de 6,0+1,3cM (Correa et al., 2000). Melotto e Kelly
(2000, demostraram a possibilidade de recombinacdo intragénica que ocorre
no loco Co-4, gerando assim recombinantes suscetiveis, mesmo que em uma
taxa reduzida, porém que amplificam o marcador.

A andlise combinada entre as reac¢des de incompatibilidade as racas 73
e 2047 e os marcadores moleculares evidenciou que muitos genotipos
possuem pelo menos um gene de resisténcia de origem Mesoamericana, ou
seja, Co-4, Co-5, Co-6, Co-10, Co-4%, ou outro gene ainda ndo identificado.
Portanto, sera necessario que estes genétipos sejam analisados por meio do
teste de alelismo, para, posteriormente, vir a ser incluidos nos programas de

melhoramento do feijoeiro comum.
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Ressalta-se ainda que a utilizacdo da selegéo assistida por marcadores
moleculares em processos iniciais dos programas de melhoramento é muito
importante, pois reduz tempo e gastos envolvidos durante todo o processo.
Portanto, neste trabalho, a identificacdo de genotipos que apresentaram
marcadores ligados a genes de resisténcia a antracnose contribuiu para a
reducdo da quantidade de gendtipos que deverdo ser analisados na proxima

fase.
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5. CONCLUSOES

Dentre os 75 gendtipos de feijoeiro comum pertencentes ao Banco de
Germoplasma do Nupagri foram identificadas importantes fontes de resisténcia
ao C. lindemuthianum, tanto de origem Andina quanto Mesoamericana que
podem ser disponibilizadas aos programas de melhoramento.

A identificacdo de gendtipos resistentes as racas 73 e 2047 de C.
lindemuthianum e que apresentaram o marcador ligado ao respectivo
gene/alelo é um forte indicativo da presenca desse gene/alelo.

A identificacdo de genotipos resistentes a antracnose, que néo
apresentaram associacdo a nenhum ou a pelo menos um dos marcadores
analisados, evidencia que os mesmos podem apresentar novas fontes de
resisténcia ao C. lindemuthianum. Sendo assim, a caracterizacdo genética
desses gendtipos é de extrema importancia para posteriormente virem a ser
utilizados em programas de melhoramento.

Por outro lado, a identificacdo dos genotipos resistentes ao C.
lindemuthianum pelos marcadores apontam novas perspectivas para a
utilizacdo dos marcadores moleculares na sele¢éo assistida, tornando mais agil

e eficiente o processo de selecao nos programas de melhoramento.
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