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RESUMO

SANGLARD, Demerson Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢o, de 2010. Melhoramento do feijoeiro para resisténcia 28 mancha-
angular: validacio de marcadores moleculares SCAR, piramidacio de
genes, testes de alelismo e caracterizacao de linhagens elite. Orientador:
Maurilio Alves Moreira. Co-Orientadores: Everaldo Gongalves de Barros e
José Eustaquio de Sousa Carneiro.

Neste trabalho sdo apresentados resultados de pesquisas desenvolvidas
no ambito do Programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), o qual tem visado o melhoramento genético para
resisténcia a mancha-angular (Pseudocercospora griseola), antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum) e ferrugem (Uromyces appendiculatus).
Inicialmente, foram validados os marcadores moleculares SCAR SE04440,,
SAA079s50, € SAO12950, como sendo ligados a genes de resisténcia a mancha-
angular. Paralelamente, foram selecionadas e caracterizadas linhagens e
populacdes de feijdo “carioca” com resisténcia a doencas e outras
caracteristicas agrondmicas favoraveis. Neste caso, foram realizadas selegdes
assistidas por marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia as trés
doencgas, ensaios a campo, e caracterizagdes fenotipicas com diversas racas
dos trés patogenos. Também foram realizados testes de alelismo para o loco de
resisténcia a mancha-angular, presente no cultivar ‘Ouro Negro’, frente a
outros genotipos ja utilizados pelo referido Programa. Finalmente, foram
caracterizados importantes cultivares e linhagens elite quanto a reagdo a
diversas racas de Pseudocercospora griseola oriundos do estado de Minas

Gerais.
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ABSTRACT

SANGLARD, Demerson Arruda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
March, 2010. Common bean breeding to angular leaf spot resistance:
validation of SCAR molecular markers, genes pyramiding, allelisms
tests and characterization of elite lines. Advisor: Maurilio Alves
Moreira. Co-Advisors: Everaldo Gongalves de Barros and José Eustaquio
de Sousa Carneiro.

This work present research data developed in the common bean
breeding program of the Universidade Federal de Vigosa (UFV), whose main
target is genetically breeding common bean aiming at pyramiding resistance to
angular leaf spot (Pseudocercospora griseola), anthracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) and rust (Uromyces appendiculatus) diseases. Initially, the
SCAR molecular markers SE04440., SAA07950, and SAO1250, were validated
as linked to resistance genes to angular leaf spot. At the same time, lines and
populations of the “carioca” common bean were selected and characterized
with respect to resistance to diseases and other favorable agronomic traits. In
this case, assisted selections were carried out by molecular markers linked to
the three diseases resistance genes, as well as field essays and phenotypic
characterizations with several races of the three pathogens. Allelism tests were
also carried out for the locus of resistance to the angular leaf spot, present in
the cultivar ‘Ouro Negro’, genotypes already used by the mentioned breeding
Program. Finally, important cultivars and elite lines were characterized for
their reaction to several races of Pseudocercospora griseola collected in

several regions of Minas Gerais state.
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INTRODUCAO GERAL

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um importante alimento para a
populagado brasileira, sendo uma fonte bésica de proteinas na dieta de milhdes
de pessoas de diferentes classes sociais. O habito de consumo de feijao pelas
familias brasileiras, associado a ampla adaptagdo climatica dessa cultura, faz
com que o feijdo esteja distribuido por todo o territorio nacional (Vieira,
1998).

Um dos entraves a obtencdo de altas produtividades na cultura do
feijoeiro ¢ a ocorréncia de doencas. Entre elas, merecem destaque as de
origem flngica: a mancha-angular, incitada por Pseudocercospora griseola
(Sacc.) Crous & U. Braun; a antracnose, incitada por Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc & Magn.) Lams.- Scrib.; e a ferrugem, incitada por
Uromyces appendiculatus (Pers.), todos com alta variabilidade patogénica
(Souza et al., 2005; Damasceno-Silva et al., 2008; Ishikawa et al., 2008)

Em trabalhos anteriores conduzidos no Programa de Melhoramento do
Feijoeiro da Universidade Federal de Vigosa (UFV), foram priorizadas a
indentificacdo e caracterizacao de genes de resisténcia a estes trés patdgenos,
sendo que diversas isolinhas foram obtidas. Visando transferir genes de
resisténcia a mancha-angular (Phg-ON), antracnose (Co-10) e ferrugem (Ur-
ON), do cultivar ‘Ouro Negro’ para o cultivar ‘Pérola’, foram conduzidos trés
ciclos de retrocruzamentos. Durante a execuc¢ao foram utilizadas inoculagdes
com ragas incitadoras das doencas, analises de fingerprinting molecular,
marcadores moleculares ligados aos genes de resisténcia e testes de progénie.
Foram obtidas seis familias RC;Fs (Pérola x Ouro Negro), as quais deram
origem ao grupo de linhagens denominadas de ‘Pérola R1’. Estas possuem
simultaneamente as bandas de tamanhos especificos ligadas aos locos de
resisténcia em homozigose: SF10,050, € SBAO08s¢, (Ur-ON e Co-10);
SBA 16669, ¢ SAA19450, (Phg-ON) (Sanglard et al., 2005).

Posteriormente, foram realizados cruzamentos entre uma isolinha

derivada do cultivar ‘Rudd’, a qual ja possuia cinco genes de resisténcia



piramidados, sendo um para a ferrugem (Ur-ON), um para a mancha-angular
(Phg-1) ¢ outros trés para antracnose (Co-4, Co-10, e C0-6); com trés outras
isolinhas também derivadas de ‘Ruda’ que possuiam isoladamente genes de
resisténcia & mancha-angular: MEX-37-3-6-3 (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6),
MAR-138A-1-11-4 (Phg-4 e/ou Phg-5%) e BAT-67-15-8 (Phg-6%). Os
cruzamentos foram realizados de forma direcionada em dois esquemas
conduzidos separadamente: isolinhas MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8 ¢
MEX-37-3-6-3 x Rud4 R (Sanglard et al., 2007).

Considerando o primeiro esquema de cruzamento, foi utilizado o raga
63.19 de P. griseola na verificagdo da natureza hibrida das plantas F;. As
plantas resistentes tiveram seu DNA extraido e amplificado com os
marcadores moleculares OPE045,,, (Phg-4 e¢/ou Phg-52) e OPAO12¢50, (Phg-
62). Essas plantas F, resistentes e que apresentaram marcas moleculares foram
intercruzadas com a isolinha ‘Ruda R’. Deste modo, foram obtidas plantas F,
(hibrido triplo), as quais foram inoculadas com a raca 65 de C.
lindemuthianum e monitoradas com os marcadores moleculares: SF10;¢s0a
(Ur-ON e Co-10), SBAS8s60. (Ur-ON e Co-10), SAZ20g4s, (C0-4), SY20g30,
(C0-6), SH135,0, (Phg-1), OPE04¢40, (Phg-4 e/ou Phg-5%) e OPAO124s0, (Phg-
6%). Na populacio F, segregante foram identificadas plantas contendo todas as
marcas. Estes materiais originaram outro grupo de linhagens, denominadas de
‘Ruda R3’, obtidas neste trabalho.

No segundo esquema de cruzamento, plantas F; MEX-37-3-6-3 x Ruda
R foram avangadas até a geracao F;. Neste caso, também foram monitorados
os genes de resisténcia por meio de inoculagdo com a raga 65 de C.
lindemuthianum e uso dos marcadores moleculares: SF10,050, (Ur-ON e Co-
10), SBA8s40, (Ur-ON e Co-10), SAZ20g4s, (C0-4), SY20530, (C0-6), SH13550,
(Phg-1) ¢ OPE044s0, (Phg-2 e/ou Phg-5 e¢/ou Phg-6).

Para que a resisténcia a patdgenos com extensiva variabilidade
fisiologica seja estdvel, existe a necessidade de continua avaliacdo do
germoplasma e eventual introgressdo de diferentes genes em gendtipos

comerciais (Young & Kelly, 1996). Para facilitar essa introgressao, além de



identificar as fontes de resisténcia e estudar a heranca dos genes presentes, ¢
importante que sejam efetuados testes de alelismo, cujo objetivo € verificar se
diferentes genotipos compartilham, ou possuem distintos locos de interesse
(Ehdaie & Baker, 1999). No caso de genes distintos, justifica-se o
intercruzamento dos diferentes genotipos visando a piramidagdao. Neste
contexto, torna-se de extrema relevancia a caracterizacdo do gene de
resisténcia @ mancha-angular presente em ‘Ouro Negro’, frente a outros
genotipos ja utilizados (Sartorato, 2006).

Além destes trabalhos, o Programa de Melhoramento do Feijoeiro da
UFV também tem investido esforcos na conversdo de outros marcadores
moleculares do tipo RAPD em SCAR, o que confere vantagens, pois geram
bandas especificas e ndo apresentam os problemas de reprodutibilidade da

técnica de RAPD.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

e  Obter linhagens e populagdes de feijdo “carioca” contendo genes de

resisténcia a doengas e caracteristicas agronomicas favoraveis.

Objetivos especificos

e Validar marcadores moleculares SCAR associados a4 genes de
resisténcia a mancha-angular, por meio de co-segregacdo entre marcas e

avaliacoes fenotipicas (Capitulo 1).

e  Selecionar linhagens derivadas da populagdo F, [(MAR-138A-1-11-4 x
BAT-67-15-8) x Ruda R] possuindo os genes Ur-ON, Co-4, Co-6, Co-10 e
Phg-1 (Rudd R); Phg-4 e/ou Phg-5° (MAR-2); ¢ Phg-6° (BAT 332); e
background genético ‘Ruda’ (Capitulo 2).

e  Selecionar linhagens derivadas da populagdo RC;3F,.s (Pérola x Ouro
Negro) possuindo os genes Ur-ON, Co0-10 e Phg-ON (Ouro Negro) e

background genético ‘Pérola’ (Capitulo 2).

e Avaliar o comportamento, em ensaios de campo, das linhagens que

apresentarem todos os genes de resisténcia fixados (Capitulo 2).

e  Avaliar linhagens com destaque nos ensaios a campo quanto a reagao a

racas de P. griseola, C. lindemuthianum ¢ U. appendiculatus (Capitulo 2).

e Realizar testes de alelismo entre o loco de resisténcia a mancha-
angular, presente em ‘Ouro Negro’, ¢ os demais oriundos dos genotipos ‘AND

277, ‘BAT 332°, ‘Cornell 49-242°, ‘MAR-2’ e ‘México 54’ (Capitulo 3).

e  C(Caracterizar diversos cultivares e linhagens elite quanto a reacdo a ragas

de P. griseola obtidas no estado de Minas Gerais (Capitulo 4).



CAPITULO 1

Validaciao de marcadores moleculares SCAR para genes de
resisténcia a mancha-angular do feijoeiro comum

Resumo: O objetivo deste trabalho foi validar os marcadores SCAR SE044,,
SAA07950, € SAO12450, como sendo capazes de monitorar genes de resisténcia
a mancha-angular. Para isso, foram realizadas andlises de co-segregagdo entre
presenga/auséncia das marcas moleculares e reagdes fenotipicas de
resisténcia/suscetibilidade a ragas de Pseudocercospora griseola. Para o
marcador SE044,, foi utilizada a raga 63.39 nas inoculac¢des da populagao F,
(MAR-2 x Rudd). No caso de SAA07950, € SAO12950,, utilizou-se a raga
63.47 para a populacao F, (BAT 332 x Ruda). Apos os testes de gradiente de
temepratura, foram determinadas as temperaturas de anelamento de 60 °C
(SAA079s0,), 62 °C (SAO12950,) € 65 °C (SE04440.). As decomposicoes dos
testes de qui-quadrado (y%) totais indicaram que os marcadores co-segregam
com os locos de resisténcia as racas 63.39 ¢ 63.47. Na obtencdo das
estimativas de freqiiéncia de recombinagdo e conversdo para distdncia em
centiMorgans, adotou-se o LOD minimo igual a 3,0; freqiiéncia maxima de
recominacao igual a 30%; e a funcdo de mapeamento de Kosambi. Foi
constatado que SE04¢4, estd ligado a 6,03 ¢cM de distancia do loco de
resisténcia ao ragca 63.39, presente em ‘MAR-2’. O loco de resisténcia a raca
63.47 oriundo de ‘BAT 332°, estd ligado aos marcadores SAA07g¢sp, €
SAO129504, @ 4,92 cM e 7,02 cM, respectivamente.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris — Pseudocercospora griseola — selecao
assistida — SCAR —. RAPD.



1.INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é um dos principais alimentos para a
populacdo da América Latina. Os graos desta leguminosa apresentam
componentes que os tornam vantajosos nutricionalmente, tais como altos
teores protéicos e de lisina, fibras alimentares, carboidratos e vitaminas do
complexo B (Maldonado et al., 2002). Muitos problemas tém causado
prejuizos aos produtores de feijao, dentre eles determinadas doengas,
especialmente a mancha-angular incitada pelo fungo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun. A mancha-angular ocorre praticamente em
todas as regides onde o feijdo € cultivado, principalmente em condigdes de
temperaturas amenas e cultivos irrigados. Esta condicdo aliada ao uso de
cultivares suscetiveis ao patdogeno favorece a ocorréncia da doenca
ocasionando perdas expressivas (Paula Junior & Zambolim, 2006).

O retrocruzamento e a selecdo recorrente t€m sido estratégias muito
utilizadas pelos programas de melhoramento genético que visam resisténcia a
doengas. O objetivo final ¢ a piramidagdo de alelos de resisténcia em um
mesmo genoma. Cultivares que contém simultaneamente diferentes genes de
resisténcia podem ter uma existéncia mais duradoura frente a ragas dos
diversos patogenos. Para a piramidagdo destes genesvia sele¢do assistida, os
maracdores moleculares sdo ferramentas extremamente uteis (Costa, 2008).

O RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) ¢ uma técnica que
utiliza a reacdo de PCR para detectar fragmentos especificos de DNA
(Williams et al., 1990) e possui a vantagem de ndo exigir o conhecimento
prévio da seqiiéncia a ser amplificada, o que permite a obten¢do de um
elevado numero de polimorfismos (Welsh & Mcclelland, 1990). Esta técnica
utiliza apenas um primer curto (10 nucleotideos) que permite seu pareamento
em diversos pontos do genoma. Quando duas copias deste primer se ligam as
fitas opostas do DNA durante a PCR, a uma distancia entre 200 e 2.000 pares
de bases, a regido flanqueada pelos mesmos pode ser amplificada (Tingey &

Del Tufo, 1993).



Apesar de sua ampla utilizagdo na década de 1990 e inicio dos anos
2000, a técnica RAPD tem sido substituida, pois apresenta desvantagens que
limitam seu uso generalizado. A baixa temperatura necessaria para o
anelamento do primer ao molde torna o processo bastante dependente das
condic¢des de amplificacdo. Mudancas no termociclador, na DNA polimerase e
outros reagentes da mistura da reacdo podem afetar significativamente o
padrao de amplificagdo. Para contornar tais problemas, marcadores RAPD
podem ser convertidos em marcadores SCAR (“Sequence Characterized
Amplified Regions™). A banda de DNA de interesse, proveniente do marcador
RAPD, ¢ excisada, purificada e clonada. A partir do seqiienciamento dos
fragmentos clonados, um par de novos primers ¢ sintetizado ¢ utilizado para
amplificar a mesma regido do genoma. Esta estratégia tem sido empregada
com sucesso em trabalhos com a cultura do fejjao (Queiroz et al., 2004a;
2004b; 2004c; Rodrigues-Suarez et al., 2008; Beraldo et al., 2009; Miklas et
al., 2009; Ragagnin et al., 2009).

Esta metodologia foi proposta por Paran & Michelmore (1993) e
pressupde que 0s novos primers sejam maiores. Dessa forma, a temperatura de
anelamento serd mais elevada, garantindo que o processo de amplificacao seja
mais estavel e reprodutivel.

O marcador OPE04y, esta ligado ao loco de resisténcia a raga 63.39 de
P. griseola, presente em ‘MAR-2’ (Ferreira et al., 2000). Da mesma forma,
Caixeta et al. (2003) concluiram que os marcadores OPAOI12¢s, €
OPAAO07s0, estdo ligados ao loco de resisténcia a raca 61.41 de P. griseola,
presente em ‘BAT 332°. Este trabalho teve por objetivo a validagdo de
marcadores SCAR desenvolvidos previamente em nossos laboratorios
(Damasceno, 2007) a partir dos marcadores RAPD OPE04¢40,, OPAO1295, €

OPAAO07¢s50, ligados a genes de resisténcia a mancha-angular.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético e cruzamentos

As sementes foram fornecidas pelo Instituto de Biotecnologia Aplicada
a Agropecudria, da Universidade Federal de Vigosa (BIOAGRO/UFV). Os
cultivares ‘MAR-2’ ¢ ‘BAT 332’ foram cruzados com ‘Ruda’, o qual foi o
genitor feminino. Para assegurar que as plantas F; de cada cruzamento foram
produtos de hibridagdo, analisou-se a cor, formato, tamanho e brilho das
sementes F, (Figura 1). As populacdes segregantes F, foram usadas para a

validac¢do dos marcadores SCAR (Tabela 1).

F,MAR-2 x Ruda F, BAT 332 x Ruda

Figura 1. Aspectos da forma, tamanho, cor e brilho das sementes dos genitores e
suas respectivas populagdes F, derivadas.

Tabela 1. Genitores, ragas e marcadores SCAR utilizados nas valida¢des

Tamanho da

Genitores Raca - Marcador SCAR*
populacio F,
MAR-2 x Ruda 63.39 376 SE04¢40,
, 63.47 376 SAO12950,
BAT 332 x Rud
xR 63.47 376 SAA07os0q

*a: acoplamento.



2.2. Avaliacoes fenotipicas

2.2.1. Racas e preparo do indculo

As avaliagdes da reagdo a mancha-angular foram realizadas com as
racas 63.39 para F, (MAR-2 x Rud4) e 63.47 para F, (BAT 332 x Ruda), as
quais foram caracterizadas por Nietsche et al. (2002) e Balbi et al. (2009),
respectivamente. O inoculo de cada raca consistiu de uma suspensdo de
conidios preparada raspando-se superficialmente colonias do fungo de 12 dias
de idade crescendo a 24°C sobre placas contendo uma mistura dgua destilada,
molho de tomate, 4gar e carbonato de calcio (CaCOj;). Essa suspensdo foi
filtrada em gase e posteriormente ajustada para a concentracao final de 2,0 x

10* conidios/mL (Sanglard et al., 2009).

2.2.2. Inoculaciio e avaliacao dos sintomas

As inoculagdes foram realizadas em ambas as superficies da primeira
folha trifoliolada com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n® 15, acionado
por um compressor elétrico. Apos a inoculagdo e rapida secagem ao ar, as
plantas foram transferidas para uma cdmara de nevoeiro (20 + 1°C e umidade
relativa > 95%), onde permaneceram por 48 h, sob fotoperiodo de 12 horas.
Ap6s esse periodo, foram novamente transferidas para a casa de vegetagao,
onde permaneceram até serem avaliadas.

A severidade da doencga foi avaliada visualmente aos 18 e 21 dias apds a
inoculagdo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade proposta
por Pastor-Corrales & Jara (1995): 1 - plantas sem sintomas da doenga; 2 -
presenca de até 3% de lesdes; 3 - presenga de até 5% de lesdes foliares, sem
esporulacao do patdgeno; 4 - presenga de lesdes esporuladas cobrindo 10% da
area foliar; 5 - presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 € 3 mm, cobrindo
10-15% da area foliar; 6 - presen¢a de numerosas lesdes esporuladas maiores
que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area foliar; 7 - presenca de numerosas
lesdes 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
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doencga, resultando em queda prematura de folhas e morte da planta. Neste
trabalho, as plantas que apresentaram graus 1 a 3 foram consideradas

resistentes € as com grau 4 ou maior, suscetiveis.

2.3. Analises moleculares

2.3.1. Extracao de DNA

Cerca de 300 mg de folha foram triturados em um politron (Nova
Técnica) na presenga de 800 uL. de tampao de extragao (Tris-HCI 100 mM, pH
8,0, EDTA 20 mM, pH 8,0, NaCl 1,4 M, B-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e
CTAB 2% (p/v)). Os microtubos foram incubados em banho-maria a 65 °C
por 40 min e, posteriormente, centrifugados por 5 min a 14.000 rpm em
microcentrifuga Eppendorf 5415C (Brinkmann Instruments, Westbury, NY,
EUA). O sobrenadante foi transferido para microtubos novos. Ao
sobrenadante, foram adicionados 800 pL de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1). Os microtubos foram, suavemente, invertidos e centrifugados por 5
minutos a 14.000 rpm. A fase superior foi transferida para microtubos novos e
o DNA precipitado com a adi¢do de 800 plL. de isopropanol gelado. O
isopropanol foi descartado, sendo adicionados 600 pL de etanol gelado (95%)
ao precipitado. Apos o descarte do etanol, o precipitado foi seco ao ar,
ressuspenso em 300 pl de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e
incubado a 37 °C, por 30 minutos, com RNase A a concentragdo final de 60
ug/mL. O DNA foi novamente precipitado com a adi¢do de 30 uL de NaCl
S5M e 200 pL de isopropanol gelado aos microtubos, seguido de centrifugagao
a 14.000 rpm por 15 minutos. O precipitado foi lavado com 600 pL de etanol
gelado 95%, seco ao ar e ressuspendido em um volume de 300 uL de TE
(Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A concentracgio do DNA foi
estimada em espectrofotdmetro, por leitura da absorbancia a 260 nm, sendo
cada unidade de absorbancia correspondente a concentragdo de 50 ng/mL de

DNA fita dupla (Sambrook et al., 1989).
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2.3.2. Determinac¢ao das condicoes de amplificacdo dos marcadores SCAR

Amostras de DNA dos cultivares contrastantes foram amplificadas com
os primers SCAR (Tabela 2) em diferentes valores de temperatura de

anelamento, no intervalo de 50 a 70°C.

Tabela 2. Primers SCAR desenvolvidos a partir dos marcadores moleculares RAPD

Primer Seqiiéncia do primer (5°—3%)* Tr (pb)

F: GGTCTCAAGCTACAGCGAAA
SAOL2 R: CGGTCTCGATGGTTCTGACT 950

SAAOT F: CGCTCACTTATCGAAGATCG 950
R: CGCTCACTGATTATAGACAAAATTACC

SE04 F: TGACATGCCCCACTTAGTTAGA 640
R: CATGCCATGATTACCTTCC

*Seqiiéncias obtidas por Damasceno (2007); Tr (pb): tamanho do produto de amplificagdo em pares
de bases.

As reagdes de amplificacao foram feitas em um volume total de 15 ul,
contendo Tris-HC1 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de
cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 5 pmoles de
cada primer especifico, uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 25 ng de DNA. As reagdes foram realizadas em um
termociclador modelo Robocycler (Eppendorf AG 22331, Hamburg,
Alemanha), programado para uma etapa a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a 94 °C
por 30 s, cada valor do gradiente (50,0 °C; 50,3 °C; 51,5 °C; 53,4 °C; 55,7 °C;
58,3 °C; 61,0 °C; 63,7 °C; 66,1 °C; 68,0 °C; 69,4 °C e 70,0 °C) por 1 minuto,
e 72 °C por 90 segundos. Apds os 35 ciclos, foi realizada uma etapa final de
extensdao a 72 °C por 7 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,2%, em SB 1X (hidroxido de
sodio 10 mM, pH 8,5 ajustado com dacido borico) (Brody & Kern, 2004),
contendo brometo de etidio 0,2 mg/mL, por cerca de 2 h a 100 volts.
Terminada a eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema

Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).
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2.4. Determinacio das distancias genéticas

As freqliéncias genotipicas esperadas na populacdo F, utilizando
marcadores dominantes ligados em fase de aproximag¢do podem ser

observadas na Tabela 3.

Tabela 3. Freqiiéncias genotipicas esperadas na populacdo F, utilizando marcadores
dominantes ligados em fase de aproximagdo, derivada cruzamento entre
individuos com gendtipos MMGG x mmgg

Genétipo  Cédigo  N° Obs Frequéncia esperada P(RIG)
M-G- 4-4 al P, =%+%(l—r)2 =%(2+52) (:h-_zﬁ)
M-gg 42 a2 P, =%—%(l—r)2 =%(1—Sz) (21_r)
mmG- 24 a3 P; =i—%(l—r)2 =%(1—Sz) (21_r)
mmgg 22 o P, = %(1 1) = %Sz 0.0

M/m: loco relacionado a marca molecular; G/g: loco do gene de interesse; N° Obs: nlimero observado;
P;(RIG): probabilidade de que um gameta seja recombinante, dado o gendtipo dos locos; s = (1-1).

O teste de qui-quadrado (3, ) foi efetuado com o auxilio do programa

GQMOL (www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm) visando avaliar se houve ajuste
para as proporcdes de 9:3:3:1, considerando 3 graus de liberdade. Também foi
decomposto o qui-quadrado obtido na andlise das quatro classes fenotipicas,
em qui-quadrado associado a hipotese de segregacao do gene de resisténcia
“G/g”, da marca molecular “M/m”, e de forma conjunta; estando todos
associados a 1 grau de liberdade.

As seguintes expressoes foram calculadas a 5% de probabilidade a

partir da decomposigdo do qui-quadrado (3., ):

, _(al+a2-3a3-3a4)’
X (M/m) IN

,  (al-3a2+a3-3a4)
LG = IN
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) (al —3a2—3a3—9a4)’

X conjunta ON

sendo N =al +a2 +a3 + a4

Os dados das reagdes de amplificacio com marcadores SCAR foram
codificados como presenca (4) e auséncia (2) nos individuos das populagdes
F, (MAR-2 x Rudd) e F, (BAT 332 x Rud4). Codificacdo semelhante foi
utilizada para os individuos resistentes (4) e suscetiveis (2) destas populagdes,
com base nas inoculagdes. A determinacdo da distancia genética entre as
marcas moleculares e os genes de resisténcia também foi feita com o auxilio
do programa GQMOL (Schuster & Cruz, 2008). Marcadores e genes de
resisténcia foram agrupados, utilizando-se valor de LOD minimo igual a 3,0 e
maxima recombinacdo igual a 30%. Para a estimag¢do da porcentagem de
recombinagao, foi utilizada a fun¢do de maxima verossimilhanca disponivel na
interface do programa. Para a distribuicio multinomial, tem-se a seguinte

funcao densidade de probabilidade:

N! N
: 1112 n,
n,In,l.0 !pl Py Py

cee n

f(X)=

A partir de uma populagdo de tamanho N com n possiveis classes,
obtém-se a seguinte fun¢cdo de méxima verossimilhanca considerando uma

populagdo F, com marcadores ligados em fase de aproximagao:

L(r;n,)=Ap/'pypy’p}*, sendo:

N! N
p=— 2 e N=Yn,
n,!n,!..n ! P

n; = numero de ocorréncia do evento x; com probabilidade p;.

ou, de forma equivalente e consultando as freqii€ncias esperadas da Tabela 3:
1 1 , n, 1 1 , n,+n, 1 s ny
Lir;n, )=A =+—(1- ———(1- —1-
() =3 300 | =307 | 007
considerando s = (1-r), tem-se:
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2\ 2 \M2+n3 n,
L(S;ni)zk[2+s J [l—s ] (182}
4 4 4

portanto, a funcao suporte ¢ dada por:
(s;n;)=1In(A)+n, 1n(2 +s° )+ (n, +n, )ln(l —s? )+ n, ln(s2 )— Nin(4)
obtém-se por derivagao da funcao suporte em relacao a s, a fungao escore:

8€(;;Sni) _ 22182 (ZS)+_nlz_+Sn2_3 (- 23)4—%(25), de forma que:

8£(s;ni) B 2n1(s3 —ss)—2(n2 +113)(253 +SS)+ 2n4(2s—s3 —ss)+ 2n4(25—s3 —SS)
os (2+SZX1—S2)SZ

igualando a zero a fun¢do escore, obtém-se o polindmio de verossimilhanga

dado por:
-2n, —sz(n1 —2n, —2n, —n4)+NS4 =0

A fungdo de mapeamento de Kosambi (Kosambi, 1944) foi utilizada na
conversdao da freqiiéncia de recombinacdo para distincia em centiMorgans,
onde se leva em conta a existéncia de interferéncia (I). Dessa forma,
considera-se que a coincidéncia (C) pode ser expressa por 2r (r = % de

recombinagdo), de forma a assumir os seguintes valores:

Ser=0;entaoC=2r=0ec¢l=1
Ser=0,5;entaioC=2rel=0

adota-se, portanto, a expressao:

m, =I 1 or, sendo:
o 1—2cr

my: distancia entre locos expressa por Kosambi (1944), onde:

£ ; 1
e I1—4r2 ;[(1—2r)(1+2r)

0

-2r
, chega-se a:
T

fazendo u = !
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@=(l—2r)' +(1—2r)( ! j= —2 _(1—2r)(§)= —4 5 ou
or 1+2r 1+2r) 1+2r  (1+2r) (1+2r)
du = _—428r (se r =0, entdo u = 1); tem-se, portanto:
(1+2r)
0 1 fl+2r) 1 |
=|l— Or= or=—— |12 ; 1 :
e ! (1-2r)1+2r) ! (1-2r)(1+2r) 4 Io 080

o1 In 1-2r _1n(1) ; € finalmente:
0 4 1+ 2r

1. (1-2r 1| e*™ —1
m, =——In € Ir=—|
4 1+ 2r 21 e™ +1

m, = [Ina)]

2.5. Nomenclatura dos primers SCAR

A nomenclatura dos marcadores SCAR foi derivada da numeracao do
RAPD que o originou, precedida pela letra S. As designacdes F para forward e
R para reverse foram utilizadas para diferenciar cada primer SCAR. Portanto,
a representagdo SEO04F se refere ao primer SCAR forward originado da

seqliéncia do fragmento OPE0440..
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho trés primers SCAR foram validados quanto ao
monitoramento de genes de resisténcia a mancha-angular do feijoeiro.
Inicialmente, a populag¢ao F, (MAR-2 x Rud4) foi inoculada com a raga 69.39
de P. griseola, sendo esta, a mesma utilizada no trabalho de identificacdo do
marcador OPE04,,, conduzido por Ferreira et al. (2000). A raca 61.41, a qual
originalmente foi utilizada na identificacdo dos marcadores OPAA07ys5p, €
OPAO12y50, tendo ‘BAT 332° como fonte de resisténcia (Caixeta et al., 2003),
nao estava mais disponivel. Dessa forma, foi necessario testar outras ragas
para as analises de co-segregacdo. A partir do trabalho realizado por Balbi et
al. (2007), fo1 verificado que ‘BAT 332’ ¢ resistente as ragas 15.7, 63.7, 47.39
e 63.47. Estas foram inoculadas em grupos individuais de 50 plantas da
populacdo F, (BAT 332 x Rudd). Como resultado, foi utilizada a raca 63.47
por proporcionar melhor discriminagao das reagdes ao patdégeno e pelo padrao
de segregacdo 3:1 (resisténcia condicionada por um gene com relagdo alélica
de dominancia completa). Apds os testes de gradiente, foram consideradas
apropriadas as temperaturas de 60 °C, 62 °C e 65 °C referentes aos
marcadores SAAO07¢sp., SAOI12950, € SEO04¢40,, respectivamente. As
seqiiéncias, a natureza dos marcadores, ¢ as condi¢des de amplificacdo na

PCR estao resumidas na Tabela 4.
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Tabela 4. Seqiiéncias e condi¢des de amplificacdo para marcadores moleculares SCAR ligados a genes de resisténcia a mancha-angular

Caracteristicas da PCR

Tg Natureza do

Marcador Seqiiéncia do primer (5°— 3%)* - - - (pb) marcador
Ciclos Desnaturacio Anelamento Extensio

AOI12 ;%%?Tza%%iﬁ%%%ﬁgggié? 35 94 °C/30 s 62 °C/1min  72°C/90s 950 Dominante

SAA07 R: C GIETCCCngC (? fgg:g Acgﬁg E:QEET ACC 35 94 °C/30s 60 °C/1min  72°C/90s 950 Dominante

SE04 F: TGACATGCCCCACTTAGTTAGA 35 94 °C/30s 65°C/1min  72°C/90s 640 Dominante

R: CATGCCATGATTACCTTCC

*Seqiiéncias obtidas por Damasceno (2007); Tr (pb): tamanho do produto de amplificagdo em pares de bases.
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Ao se lancar a hipotese de independéncia de segregacdo entre dois
locos quaisquer, a razdo de segregacdo esperada ¢ igual a 9:3:3:1. Essa
propor¢io pode ser testada pelo teste de qui-quadrado (x°), considerando todas
as quatro classes fenotipicas e trés graus de liberdade (Schuster & Cruz, 2008).
No entanto, a rejei¢ao desta hipotese nao implica que os locos estejam ligados,
pois ¢ possivel que, no caso de uma validagdo de marcador molecular, um
gene de resisténcia “G/g” ou o loco para o marcador “M/m”, ndo estejam
segregando na propor¢do esperada de 3:1. Para verificar essa possibilidade,
foram decompostos os qui-quadrados obtidos das quatro classes, em qui-
quadrados associados a hipotese de segregacdo do gene “G/g”, do loco

marcador “M/m”, e de forma conjunta (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Analise da segregacdo do gene que confere resisténcia a raga 63.39 de P.
griseola e do marcador SE04¢40, na populagao F, (Ruda x MAR-2)

Lo operadn _observada 4 POA) oM
M/m 31 277:99 0,3546 55,1515
Glg 3:1 285:91 0,1276 72,0871

M/m G/g 9:3:3:1 270:7:15:84 272,3404 0 6,03

M/m: loco relacionado ao marcador SE04,,; G/g: loco do gene de resisténcia a raga 63.39 de P.
griseola; P(%): probabilidade associada ao teste de qui-quadrado (x); cM: distdncia genética
(centiMorgans) obtida por meio da fun¢do de mapeamento de Kosambi (1944).

Tabela 6. Analise da segregacdo do gene que confere resisténcia a raga 63.47 de P.
griseola e dos marcadores SAA07950, € SAO129s0, na populagio F, (Ruda

x BAT332)
Loco O ada ohservads r P%) M
M1/ml 3:1 285:91 0,1276 72,0871
M2/m2 3:1 280:96 0,0567 81,1728
Glg 3:1 285:91 0,1276 72,0871
M1/ml G/g 9:3:3:1 276:9:9:86 293,1489 0 4,92
M2/m2 G/g 9:3:3:1 272:8:10:86 290,7905 0 7,02
M2/m2 MUml  9:3:3:1 277:3:5:91 94,6678 0 2,10

M1/ml: loco relacionado ao marcador SAA07gs0,; M2/m2: loco relacionado ao marcador SAO129s,;
G/g: loco do gene de resisténcia a raga 63.47 de P. griseola; P(%): probabilidade associada ao teste de
qui-quadrado (xz); cM: distancia genética (centiMorgans) obtida por meio da fun¢do de mapeamento
de Kosambi (1944).
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Em todos os casos, foi observado que os locos relacionados aos genes
de resisténcia e aos respectivos marcadores moleculares, segregaram,
individualmente, como esperado, na propor¢ao 3:1. O padrdo de heranga
monogénica dominante também j& havia sido descrito para os genotipos
‘MAR-2’ e ‘BAT 332’ na identificagdo dos respectivos marcadores RAPD
(Ferreira et al., 2000; Caixeta et al., 2003). Neste trabalho, as segregacgdes
conjuntas foram rejeitadas sob a hipotese de independéncia, confirmando a
ligacdo entre os marcadores e os genes de resisténcia.

A mensuragdo da freqiiéncia de gametas recombinantes entre dois locos
constitui procedimento importante para o calculo das distancias genéticas
(Staub et al., 1996). Diversos tratamentos estatisticos podem ser usados para
estimar a freqiiéncia de recombinantes, entre eles, 0 método analitico obtendo
a funcdo de maxima verossimilhanga (Liu, 1997). O intervalo de confianga
para a freqliéncia de recombinagdo pode ser estabelecido por meio do LOD
escore. Este por sua vez representa a razdo de verossimilhanca, em que no
numerador ¢ disposta a fung¢do que possui a estimativa de maxima
verossimilhanga de r; e, no denominador, a fun¢ao de verossimilhanca
considerando r = 0,5 (auséncia de ligacdo). Para facilitar a interpretagdo, essa
razdo ¢ colocada no logaritmo com base 10, sendo este termo definido como
LOD score (Beazortti, 2000). Por exemplo, um valor de LOD escore igual a
3,0 implica que h&d uma probabilidade 1.000 vezes maior da presenca de
ligacdo do que da auséncia de ligacao entre os locos em estudo.

Assim, o intervalo suporte (ou intervalo de confianga) pode ser obtido a
partir da curva dos valores de LOD escore, em funcdo dos valores da
porcentagem de recombinagdo entre os locos. Este intervalo ¢ delimitado pelos
pontos correspondentes da porcentagem de recombinacdo obtidos a partir da
reducdo em uma unidade do LOD representativo do ponto de maximo da
curva (Schuster & Cruz, 2008). Nas Figuras 2, 3 ¢ 4 sao apresentados os
graficos contendo os intervalos de confianga dos valores de recombinagao

referentes aos marcadoreS SAA079s0,, SAO12950, € SE04¢40,, respectivamente.
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Figura 2.

Figura 3.
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Valores de LOD escore em fungdo das freqiiéncias de recombinagdo,
relativos a analise entre o marcador SAA079s0, € 0 gene de resisténcia a
raca 63.47 de P. griseola. As colunas verdes delimitam o intervalo de
confianca da estimativa de recombinagdo. LOD maximo = 61,6314;
limite inferior = 2,90; limite superior = 7,70.
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Valores de LOD escore em funcdo das freqiiéncias de recombinacdo
relativos a andlise entre o marcador SAO12¢s0, € 0 gene de resisténcia a
raca 63.47 de P. griseola. As colunas verdes delimitam o intervalo de
confianga da estimativa de recombinagdao. LOD maximo = 62,0790;
limite inferior = 2,90; limite superior = 7,70.
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Figura 4. Valores de LOD escore em funcdo das freqiiéncias de recombinagdo
relativos a analise entre o marcador SE04¢40, € 0 gene de resisténcia a
raca 63.39 de P. griseola. As colunas verdes delimitam o intervalo de
confianca da estimativa de recombinagdo. LOD maximo = 57,3513;
limite inferior = 3,70; limite superior = 9,10.

Alguns aspectos importantes para a obtengdo dos intervalos de
confianca e maior precisdo das estimativas das freqiiéncias de recombinagao
entre dois locos, se referem ao tipo e tamanho das populagdes utilizadas, além
da natureza do marcador molecular. Nos trabalhos de simulagao realizados por
Schuster & Cruz (2008) foram obtidos os tamanhos minimos de determinadas
populagdes necessarios para se obterem as freqiiéncias de recombinacao entre
dois locos em funcao da precisdo desejada. Considerando uma populacao F,,
trabalhada com um marcador dominante em fase de acoplamento, € no nivel
de significancia a de 5%; seriam necessarios pelo menos 310 individuos.
Neste trabalho, foram utilizadas populagdes com 376 individuos, atendendo ao
critério para esta precisdo das estimativas.

Embora a freqiiéncia de recombinantes indique a medida de distancia
entre dois locos ao longo de determinado cromossomo, o ideal ¢ que as
distancias usadas na constru¢do de mapas genéticos sejam totalmente aditivas,

de modo que, ao atribuir novos locos (marcadores) ao mapa, ndo seja
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necessario ajustar as distancias ja estabelecidas. Entretanto, as freqiiéncias de
recombinagdo ndo sdo aditivas; sendo, portanto, inadequadas como medidas
diretas de distancias entre dois locos a serem mapeados, ou no caso de ligacao
entre genes de interesse e marcadores moleculares com o intuito de selecao
assistida (Staub et al., 1996; Lynch & Walsh, 1998).

Para estabelecer a relacao entre as distancias genéticas entre dois locos
em um mapa e a freqiiéncia de gametas recombinantes, sdo utilizadas as
chamadas fun¢des de mapeamento. Neste estudo, foi utilizada a funcao de
Kosambi (Kosambi, 1944), a qual admite a ocorréncia de permutas proximas
como eventos ndo independentes (presenca de interferéncia). Assim, esta
funcdo assume a interferéncia completa entre regides arbitrariamente
proximas, sendo decrescente para locos mais distantes, e iguais a zero para
locos independentes (Zeng, 1994; Liu, 1997). Na Figura 5 sdo apresentadas as
posicdes relativas e distancias genéticas entre os marcadores moleculares e os

genes de resisténcia a mancha-angular, para os quais foram validados.
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Figura 5. Posi¢oes relativas e distancias genéticas entre os marcadores moleculares e
os genes de resistencia a mancha-angular, para os quais foram validados.

No estudo realizado por Ferreira et al. (2000), constatou-se que o
marcador RAPD OPEO04,, estava ligado ao loco de resisténcia a raga 63.39,

presente em ‘MAR-2’, a uma distancia de 5,80 cM. No caso dos marcadores
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OPAO12¢50, € OPAAO07950,, as distancias foram de 5,83 cM e 5,10 cM, em
relagdo ao loco de resisténcia a raga 61.41, oriundo de ‘BAT 332’ (Caixeta et
al., 2003). Neste trabalho, foram estimadas as distancias de 6,03 cM, 7,02 ctM
e 4,92 cM, referentes aos marcadores SCAR SE04¢40., SAO12¢50, €
SAA079s50., respectivamente. Essas variagdes podem ser explicadas pelas
diferengas nos tamanhos das populacdes usadas na obten¢do das estimativas
das distancias, e pela substitui¢ao da raca 61.41 por 63.47, considerando os
marcadores SAO12¢s50, € SAA07950,.

Nietsche et al. (2002) avaliando a reacao de nove cultivares de feijoeiro
a 60 isolados de P. griseola, classificados em 25 ragas, relataram os genotipos
‘México 54’ ¢ ‘MAR-2’ como sendo importantes fontes de resisténcia a
mancha-angular. Considerando o estudo de alelismo conduzido por Caixeta et
al., (2005), quando utilizada a raca 63.39 de P. griseola, ndo foi observada
segregacdo da populacdo F, oriunda do cruzamento entre ‘México 54’ e
‘MAR-2’, comprovando a presenga de um loco em comum. Estes dois
gendtipos apresentam diferentes reagoes, quando testados contra um conjunto
de ragas do patdgeno, sugerindo que, os fatores presentes naquele loco em
comum nao sao o mesmo alelo e sim formas alélicas distintas. Deste modo,
‘México 54° possuiria o alelo Phg-5 e ‘MAR-2’ o alelo Phg-52, sendo possivel
que as isolinhas derivadas destes genotipos possuam apenas formas alélicas de
um mesmo gene, o que seria invidvel do ponto de vista da piramidagao.

Os marcadores RAPD OPE04440, € OPE04¢50,, 0s quais monitoram o0s
genes de resisténcia presentes em ‘MAR-2’ e ‘México 54°, respectivamente,
geram produtos especificos. A banda amplificada a partir do DNA de ‘MAR-
2’ nao se manifesta em ‘M¢éxico 54°, e vice-versa. Entretanto, as posi¢des das
bandas de tamanhos especificos ligadas a cada loco de resisténcia, aparecem
muito proximas, o que impossibilita sobre a inferéncia de genotipos que
possuam as duas marcas simultaneamente. Neste trabalho foi observado que o
marcador SE044., validado na populagdo F, (MAR-2 x Rudd), também gerou
banda em posic¢ao similar quando testado com o DNA de ‘México 54°, o que

inviabiliza seu uso no caso do intercruzamento de materiais derivados destes
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gendtipos. Além disso, foi observada uma segregacdo independente na
tentativa de validagdo do marcador SEO044,, por meio da populagio F,
(México-54 x Rudd) e a raga 63.19.

O gendtipo ‘BAT 332’ tem uma especial importancia por apresentar
uma resisténcia complementar as outras fontes de resisténcia (Nietsche et al.,
2002; Balbi et al., 2007). Os marcadores SAO12¢s0, € SAA0795¢,, identificados
no presente trabalho, podem auxiliar a incorporagdo da resisténcia desse
gendtipo, em outros backgrounds genéticos de interesse. Esses marcadores
foram testados nas fontes de resisténcia ‘México 54°, ‘MAR-2’, ‘Cornell 49-
242’ e ‘AND 277’, sendo que a banda so6 foi amplificada em ‘BAT 332’. Este
resultado demonstra a especificidade dos marcadores ao gene Phg-6° de ‘BAT
332, facilitando a identificagdo deste quando linhagens derivadas das fontes
forem cruzadas e os diferentes genes combinados.

Os marcadores SCAR desenvolvidos ja estdo sendo utilizados nos
trabalhos de piramidacido de genes de resisténcia a mancha-angular
conduzidos pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV. Estes tém
sido utilizados em associagdo com dados de avaliagdo fenotipica, visando o

aumento da eficiéncia de selecao.
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CAPITULO 2

Selecao e caracterizacdo de linhagens e populacées de feijao
“carioca” com resisténcia a doencas e outras caracteristicas
favoraveis

Resumo: No Programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade
Federal de Vigcosa (UFV) tém sido desenvolvidas diversas linhagens
possuindo genes de resisténcia a doencas. Partindo da populagdo F, [(MAR-
138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R] portadora dos genes Ur-ON, Co-4,
Co-6, Co-10, Phg-1, Phg-6% Phg-4 e/ou Phg-5% foram avancadas duas
geracdes em casa de vegetagdo, pelo método bulk dentro de familias. Durante
este processo, foram realizados testes quanto a presenca dos genes de
resisténcia por meio de marcadores moleculares. Apds testes de progénie, as
1solinhas possuidoras de todos os alelos fixados foram avaliadas a campo para
produtividade, cor do grdo e resisténcia a mancha-angular. As linhagens que
se destacaram foram caracterizadas em de casa de vegetagao quanto a reagdo a
diversas racas de Pseudocercospora griseola  (mancha-angular),
Colletotrichum lindemuthianum (antracnose) e Uromyces appendiculatus
(ferrugem). Também foram avaliadas a campo e caracterizadas com ragas das
trés doengas, algumas isolinhas derivadas de trés ciclos de retrocruzamentos
entre ‘Ouro Negro’ e ‘Pérola’, portadoras dos genes Ur-ON, Co-10 ¢ Phg-ON.
Ao final do processo, foram selecionadas 15 linhagens com grios padrio
“carioca”; com produtividades similares aos cultivares ‘Ruda’ e ‘Pérola’; e
resistentes a mancha-angular, antracnose e ferrugem. Visando a continuidade
dos trabalhos de melhoramento, foram obtidas também novas populacdes de
feijdo “carioca” com diversas combinagdes de genes de resisténcia para as trés

doencas.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris — melhoramento do feijoeiro — resisténcia

a doencas — marcadores moleculares — piramidacgao.
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1. INTRODUCAO

As doengas que acometem o feijoeiro sao uma das causas da baixa
produtividade dessa cultura no Brasil. Dentre as doengas mais importantes
destacm-se a mancha-angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola
(Sacc.) Crous & U. Braun; a antracnose, por Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc & Magn.) Lams.-Scrib.; e a ferrugem, por Uromyces appendiculatus
(Pers.), que podem levar a sérios prejuizos, principalmente durante os meses
de abril a julho, quando sdo observadas, nas principais regides produtoras,
temperaturas amenas e ocorréncia de orvalho (Paula Jinior & Zambolim,
2006). E fundamental que o controle dessas doengas seja feito de forma
integrada, adotando-se conjuntamente diferentes medidas e tendo em vista as
caracteristicas desses patogenos.

Dentre os métodos de controle, a utilizagdo de cultivares resistentes
merece destaque especial, por ser um método eficiente, seguro, barato e
acessivel aos produtores dos diversos niveis tecnologicos de producao. No
entanto, a existéncia de racgas fisiologicas e a constante evolucdo dos
patdégenos demandam uma permanente busca por novas fontes de resisténcia.
A piramidagdo ou a associagdo de genes de resisténcia em um mesmo cultivar
tem sido proposta como forma de obter resisténcia duradoura e de amplo
espectro (Johnson, 1984; Sanjay et al., 2001; Kelly et al., 2003; Servin et al.,
2004).

No processo de piramidagdo, os marcadores moleculares de DNA
constituem ferramenta importante, pois permitem o monitoramento simultaneo
de varios genes de interesse em um mesmo background genético. As seguintes
etapas sdo fundamentais para a implementacdo de um programa de
piramidacdo de genes de resisténcia auxiliado por marcadores moleculares: (i)
selecdo de genitores contrastantes para genes de resisténcia as doencas de
interesse e identificacdo das racas do patdgeno de maior importincia para a
regido a qual se destinam as novas cultivares; (i1) estudos de heranca da
resisténcia as ragas selecionadas a partir de cruzamentos entre as fontes de
resisténcia e o cultivar suscetivel de interesse; (iii) identificacdo de marcadores
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moleculares ligados aos diferentes alelos de resisténcia; (iv) obtencdo de
gendtipos contendo os genes de resisténcia € as marcas moleculares
correspondentes, mais comumente, por meio de retrocruzamentos; € (V)
validagdo dos marcadores moleculares capazes de discriminar especificamente
cada um dos genes de resisténcia, evitando problemas posteriores com o0s
falsos positivos (Alzate-Marin et al., 2005).

Nos ultimos anos, varios marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia @ mancha-angular, antracnose e ferrugem foram utilizados durante
a obtencao de isolinhas em subprogramas de retrocruzamentos. Corréa et al.
(2000) identificaram o marcador OPBAO0S8s40, ligado ao gene de resisténcia a
ferrugem a uma distancia de 6,0 cM presente no cultivar ‘Ouro Negro’.
Também, neste cultivar, foram identificados os marcadores OPF10;p50, €
OPX115s50, ligados a 7,7 e 5,8 cM de distancia do gene de resisténcia a
ferrugem, respectivamente (Faleiro et al., 2000). Arruda et al. (2000)
identificaram no cultivar ‘TO’ os marcadores OPY20g30, € OPB03 500, ligados
a distancias de 0,0 e 3,8 cM do gene Co0-4 que confere resisténcia a
antracnose. Seu alelo Co-42 presente em ‘G 2333’ pode ser monitorado pelo
marcador OPAS13¢s50, a 0,0 cM (Young et al., 1998). O cultivar ‘G 2333’
possui também o gene C0-5, o qual esta ligado ao marcador OPABO03,50, 2 5,9
cM (Young & Kelly 1997). Alzate-Marin et al. (1999) identificaram o
marcador OPAZ204, ligado ao gene Co-6, presente no cultivar ‘AB 136’ a
uma distancia de 7,4 cM.

No caso da mancha-angular, Carvalho et al. (1998) trabalhando com o
cultivar ‘AND 277’, relataram que o marcador OPH13,49, est4 ligado em fase
de acoplamento ao gene de resisténcia a raga 63.23 de P. griseola, a uma
distancia de 5,5 cM. Os marcadores RAPD OPNO02g90,, OPACI1454000, €
OPEO04¢50, estdo ligados em acoplamento, respectivamente, a 5,9; 6,6 ¢ 11,8
cM de distancia do gene de resisténcia a raga 63.19, presente em ‘México 54°
(Sartorato et al., 1999). Os marcadores SCAR NO02g99, € OPE04450,, também
estdo ligados ao gene de resisténcia a raca 31.17, presente em ‘Cornell 49-

242’ as distancias de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente (Nietsche et al., 2000b).

31



O marcador OPE0440,, também em fase de acoplamento, esta ligado ao gene
de resisténcia a raca 63.39 de P. griseola, presente em ‘MAR-2’, a uma
distancia de 5,8 cM (Ferreira et al., 2000). (Caixeta et al., 2003) relataram que
os marcadores OPAO12¢50, € OPAAO075, estdo ligados a 5,83 ¢ 5,10 cM,
respectivamente, do gene de resisténcia a raga 61.41 de P. griseola, oriundo de
‘BAT 332°. Posteriormente, varios marcadores SCAR foram desenvolvidos
para a maioria destes marcadores (Young et al., 1998; Correa et al., 2000;
Nietsche et al., 2000; Vallejo et al., 2001; Queiroz et al., 2004a; Queiroz et al.,
2004b).

Com o auxilio destes marcadores moleculares, foram desenvolvidas no
Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV isolinhas com graos tipo
“carioca” contendo os genes Ur-ON e Co0-10, que conferem resisténcia a
ferrugem e a antracnose, respectivamente, provenientes de ‘Ouro Negro’; Co-
4 e Co0-6, que conferem resisténcia a antracnose, provenientes de ‘TO’ e ‘AB
136’; Phg-1, que confere resisténcia a mancha-angular, proveniente de ‘AND
277°. Ragagnin et al. (2005); (2009) intercruzaram estes materiais
concentrando os genes Ur-ON, Co-4, Co-6, Co-10 e Phg-1 em uma linhagem
que foi denominada ‘Rud4d R’. Em seguida, visando o aperfeigoamento da
piramide génica estabelecida, Sanglard et al. (2007) introgrediram novos
genes de resisténcia a mancha-angular advindos das fontes ‘MAR-2’ ¢ ‘BAT
332, originando genoétipos que propiciaram o desenvolvimento das linhagens
denominadas ‘Rudd R3’. Também foram desenvolvidas diversas linhagens
derivadas do cruzamento entre os cultivares ‘Ouro Negro’ e ‘Pérola’, contendo
os genes Ur-ON, Co-10 e Phg-ON, as quais pertencem ao grupo ‘Pérola R1’
(Sanglard et al., 2005).

Diante do exposto, objetivou-se neste trabalho selecionar e caracterizar
as linhagens ‘Rudéd R3’ e ‘Pérola R1’ em casa de vegetacao e campo; quanto a
produtividade, aspecto de graos, ¢ reacdao a diversas racas de P. griseola, C.
lindemuthianum e U. appendiculatus. Visando a continuidade dos trabalhos de

melhoramento, objetivou-se também a obteng¢do de populagdes de feijao
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“carioca” portando novas combinagdes de genes de resisténcia para estas trés

doencas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Locais de conduc¢ao dos experimentos

Os cruzamentos e a conducdo das populagdes foram realizados em
condigdes de casa de vegetacdo, no campus da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), Vicosa-MG. As analises moleculares foram realizadas no
Laboratorio de Genética Molecular de Plantas do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria/UFV. As inoculagdes com os patdgenos incitadores
de mancha-angular, antracnose, e ferrugem foram realizadas nas camaras de
nevoeiro pertencentes ao Laboratorio de Genética Molecular de Plantas. Os
testes de campo foram realizados na Estacdo Experimental de Coimbra,

pertencente a Universidade Federal de Vigosa, em Coimbra-MG.

2.2. Material genético

Neste trabalho, os cultivares ‘Ruda’, ‘Pérola’ e ‘BRSMG Talisma’
foram os background genéticos adotados, sendo todos de graos tipo “carioca”.
Tambeém foram intercruzadas diversas isolinhas, as quais possuem genes de
resisténcia a doengas de forma individual e/ou em processo de piramidagao.

(Tabela 1).
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Tabela 1. Isolinhas intercruzadas e/ou avaliadas visando melhoramento genético
para resisténcia a mancha-angular, antracnose e ferrugem do feijoeiro.

Isolinhas Genealogias Ge.neAs d? Referéncia
resisténcia
MAR-138A-1-11-4 Ruda/MAR-2 Phg-4 e/ou Phg-5 Oliveira et al. (2005)
BAT-67-15-8 Rudd/BAT 332 Phg-6° Oliveira et al. (2005)
MEX-37-3-6-3 Ruda/México 54 Phg-2 ¢/ou Phg-5 Oliveira et al. (2005)
e/ou Phg-6
COR-25-12-9 Ruda/Cornell 49-242 Phg-3 Damasceno et al. (2007)
Pérola R Pérola/AB136/TO/ Phg-1, Co-4, Co-6, Ragagnin et al. (2005);
croia Ouro Negro/AND 277 Co-10 ¢ Ur-ON (2009)
Pérola R1 . Phg-ON, Co-10 .
(6 linhagens) Pérola/Ouro Negro e Ur-ON Obtidas neste trabalho
Ruda R Ruda/AB136/TO/ Co-4, Co-6, Co-10, Ragagnin et al. (2005);
uda Ouro Negro/AND 277 Ur-ON, e Phg-1 (2009)
. Rudd/AND 277/ AB136/  Co-4%, Co-5, Co-6,
Ruda R1 TO/Ouro Negro/G 2333 Ur-ON , Co-10 ¢ Phg-1 Armuda (2005)
Rudé R3 Ruda/AB136/TO/ Co-4, Co-6, Co-10,
9 linh OuroNegro/AND277/  Ur-ON, Phg-1, Phg-6°,  Obtidas neste trabalho
(9 linhagens) MAR-2/BAT332 Phg-4 e/ou Phg-52

2.3. Estratégia de melhoramento

Partindo da populagdo F, [(MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda
R] obtida por Sanglard et al. (2007) foram avangadas duas geragdes em
condicdes de casa de vegetagdo, pelo método genealdgico. Durante este
processo, foram realizados testes quanto a presenga dos genes de resisténcia
por meio de marcadores moleculares. Apos testes de progénie, as isolinhas
possuidoras de todos os alelos fixados foram avaliadas a campo para
produtividade, cor do grao e resisténcia a mancha-angular. Os materiais que se
destacaram foram caracterizados em casa de vegetagdo quanto a reagdo a
diversas racas de P. griseola, C. lindemuthianum e U. appendiculatus,
disponiveis na micoteca do BIOAGRO/UFV. Também foram avaliadas a
campo e caracterizadas com racas das trés doencas algumas isolinhas

derivadas do cruzamento entre Pérola e Ouro Negro (Sanglard et al., 2005).
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Em trabalhos anteriores conduzidos no Programa de Melhoramento do

Feijoeiro da UFV foram desenvolvidas as linhagens denominadas ‘Ruda R’e

‘Pérola R’ (Ragagnin et al., 2005; 2009); ‘Ruda R1’ (Arruda, 2005); e ‘Ruda

R2’ (Souza, 2005a). Dessa forma, convencionou-se nomear as linhagens
obtidas neste trabalho, derivadas das populacdes F3.c [MAR-138A-1-11-4 x
BAT-67-15-8) x Rudd R] e RC3F; (Pérola x Ouro Negro), por ‘Ruda R3’ e

‘Pérola R1’°, respectivamente. O resumo esquematico da estratégia de

melhoramento empregada pode ser observado na Figura 1.

Fp [(MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Rudd R]
(0-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1, Phg-t*, Phg-4 elou Phg-5¢
&3 individuos selecionados de um total de 292 plantas Fy

la

Fy [(MAR-1384-1-11-4 x BAT-67-15-8) s Rudd R]
Co-4, Co-6, Ca-10, Ur-ON, Phg-1, Phg-t¢, Phg-4 efou Phg-5
50 individuos selecionados de umtotal de 284 plantas Fs

l@

Foy[MMAR-1384-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R]
Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1, Phg-t*, Phg-4 elou Phg-5°

39 progénies homozigotas selecionadas de umtotal de 50 familias

i@

Fis [(MAR-1384-1-11-4 xBAT £7-15-8) s Ruda R ]
Co-4, Co-6, Ca-10, Ur-ON, Phg-1, Phg-t* Phg-4 elou Phg-5¢
11 melhores isolirhas selecionadas de um total de 39 familias
+
R3Fy 5 (Pérolax Curo MNegro)
Co-10, Ur-ON, Phg-ON
& melhores 1solinhas selecionadas de um total de 15 familias

ie

Fap [(MAR-1384-1-11-4 2 BAT-67-15-8) Ruda R]
Co-4, Co-6, Co-10, Ur-ON, Phg-1, Phg-6¢, Phg-4 efou Phg-5°
9 linhagens piramidadas com background ‘Budd’ (Ruda R3)
+
RC3Fyy (Pérolax Curo Negro)
Co-10, Ur-ON, Phg-ON
6 linhagens com backgrownd ‘Pérola’ (PérolaR1)

Belecio com os marcadores moleculares:
SF10 e SBA0S (Co-10 & Ur-ON):

descarte de griios fora do padriio “cariocs” |

gyt

——————————————————————————————————————————

| Testes de progénie: ragas i
| 21-3 de UL appendiculatus i
| 65 de C. lindemuithiaruim i
| 63.23 de P. griseola i
i Confirmagfo das marcas moleculares i

! Avaliagio da produtividade e inoculagio

- | das linhagens selecionadas com diversas
i ragas de P. griseola, C. lindemuthionim
| e U appendiculatus

Figura 1. Diagrama representativo da estratégia de melhoramento usada na obtencao
das linhagens ‘Rudd R3’ e ‘Pérola R1’ simultaneamente resistentes a racas
de mancha-angular, antracnose e ferrugem.

35



2.4. Analises moleculares
2.4.1. Extracao de DNA

Em cada geragdo, as folhas foram coletadas e armazenadas a -80°C até
serem utilizadas para extracdo do DNA. A extracdo foi feita de acordo com o
protocolo de Doyle & Doyle (1990), com algumas modificagdes propostas por
Abdelnoor et al. (1995).

2.4.2. Analise com RAPD

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de
RAPD em uma mistura de 25 pl, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50
mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 4 uM do primer, uma unidade da enzima Taqg polimerase e,
aproximadamente, 30 ng de DNA. Os primers utilizados estdo descritos na
Tabela 2. As amplificacoes foram efetuadas em termociclador modelo
Robocycler (Eppendorf AG 22331, Hamburg, Alemanha), programado para
40 ciclos, cada um constituido da seguinte seqiiéncia: 15 s a 94°C, 30 s a 35°C
e 1 min a 72°C. Apo6s os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de 7

min a 72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida a 4°C.

2.4.3. Analise com SCAR

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de
SCAR em uma mistura de 15 pl, contendo Tris-HC1 10 mM (pH 8,3), KCI 50
mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotideos (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 5 picomoles de cada primer especifico, uma unidade da
enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. As reagdes foram
realizadas em um termociclador modelo Robocycler (Eppendorf AG 22331,
Hamburg, Alemanha), programado para 1 etapa a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a
94 °C por 30 s, 56 °C (SAA19), 58 °C (SBA16), 59 °C (SH13), 60 °C (SAZ
20, SAS13, SY20, SBAOS e SAA07), 62 °C (SAO12) ou 65 °C (SN02, SF10,
SABO03 e SE04) por 1 min e 72 °C por 90 s. Apds os 35 ciclos, foi realizada
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uma etapa final a 72 °C por 7 min. Os primers utilizados estdo descritos na

Tabela 2.

2.4.4. Eletroforese e fotodocumentacio

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,2%, em SB 1X (hidréxido de s6dio 10 mM, pH 8,5
ajustado com acido boérico) (Brody & Kern, 2004), contendo brometo de etidio
0,2 mg/mL, por cerca de 2 h (SCAR) e 4 h (RAPD) a 100 volts. Terminada a
eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema Eagle Eye 11

(Stratagene, La Jolla, CA, EUA).
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Tabela 2. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a mancha-angular, antracnose e ferrugem do feijoeiro comum

Marcador* Seqiiéncia (5°— 3°) *(eM) Genes de resisténcia rfsoilslttéeni?a Referéncia
SY20430s G L O A 1,20 Co-4 TO Queiroz et al., (2004a)
SASIostn 1. Cnco A A ass 0,00 Co-42 G2333 Young et al., (1998)
SABOJin  p hocacn Ao A OO 1290 Co5 G2333 Vallejo et al., (2001)
SAZ20uss g NNt 7,10 Co-6 AB 136 Queiroz et al., (2004a)
SBA0S 540, ERnS S 2,20 Co-10 ¢ Ur-ON Ouro Negro Corréa et al., (2000)
SF101050a B A AR 6,50 Co-10 ¢ Ur-ON Ouro Negro Corréa et al., (2000)
SBA 1650, et A LS S 9,70 Phg-ON Ouro Negro Queiroz et al., (2004b)
SAAD st h. orcotor T IR A 10,10 Phg-ON Ouro Negro Queiroz et al., (2004b)
SH135300 F: GACGCCACACCCATTATGTT 5,60 Phg-1 AND 277 Queiroz et al., (2004b)

R: GCCACACAGATGGAGCTTTA

*a: acoplamento; "(cM): distincia genética (centi Morgan) dos marcadores moleculares em relagio aos genes de resisténcia; F: foward; R: reverse.
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Tabela 2. Continuacao ...

Marcador* Seqiiéncia (5°— 3°) *(cM) Gene de resisténcia Fo.ntAe d? Referéncia
resisténcia
SEO4g0, A AGOTIAaA 6,03 Phg-4 e/ou Phg-52 MAR-2 Capitulo 1
F: GGTCTCAAGCTACAGCGAAA 2 ,
SAO12950, R: CGGTCTCGATGGTTCTGACT 7,02 Phg-6 BAT 332 Capitulo 1
F: CGCTCACTTATCGAAGATCG 2 .
SAAOT9s0. R CGCTCACTGATTATAGACAAAATTACC — +92 Phg-6 BAT 332 Capitulo 1
OPX1 1550, GGAGCCTCAG 5,80 Ur-ON Ouro Negro Faleiro et al., (2000)
OPE0440, GTGACATGCC 5,80 Phg-4 e¢/ou Phg-5 MAR-2 Ferreira et al., (2000)
OPE04450, GTGACATGCC 11,80  Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6 México 54 Sartorato et al., (2000)
OPAC142400a GTCGGTTGTC 6,60  Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6 México 54 Sartorato et al., (2000)
OPEO04¢50, GTGACATGCC 12,50 Phg-3 Cornell 49-242  Nietsche et al., (2000)
OPAO12950, TCCCGGTCTC 5,83 Phg-6° BAT 332 Caixeta et al., (2003)
OPAA07950, CTACGCTCAC 5,10 Phg-62 BAT 332 Caixeta et al., (2003)

*a: acoplamento; "(cM): distancia genética (centi Morgan) dos marcadores moleculares em relagdo aos genes de resisténcia; F: foward; R: reverse
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2.5. Ensaio a campo
2.5.1. Delineamento

O experimento foi instalado no plantio de “inverno” do ano de 2008. Os
tratamentos constituiram de 39 linhagens ‘Ruda R3’, 15 linhagens ‘Pérola R1’,
e seis testemunhas (‘BRSMG Majestoso’, ‘BRSMG Madrepérola’, ‘BRSMG
Talisma’, ‘Pérola’, ‘Rudd’ e ‘Rudéd R’). O delineamento experimental utilizado
foi o de blocos completos casualizados, composto por trés repeticoes de
parcelas de duas linhas de 2,0 m de comprimento, espacadas de 0,5 m, na
densidade de 15 sementes/m.

O experimento foi conduzido utilizando-se o plantio convencional, no
qual o solo foi previamente arado e gradeado. O suprimento de agua, nos
periodos de deficiéncia hidrica, foi mantido por irrigagdes suplementares. No
plantio foram empregados 350 kg/ha do fertilizante formulado 8-28-16 e, aos
25 dias apos a emergéncia das plantas, 150 kg/ha de sulfato de amonio, em
cobertura. Por meio do uso de herbicidas, em pré-plantio e em pds-
emergéncia, as plantas de feijdo foram mantidas livres da competi¢do de

plantas daninhas. O controle de doencas nao foi realizado no experimento.

2.5.2. Caracteristicas avaliadas e analise de dados

Foram avaliadas visualmente a reagdo a mancha-angular (Pastor-
Corrales & Jara, 1995) e a cor dos graos (Ramalho et al., 1998). O tipo de grao
foi avaliado considerando uma escala de notas de 1 a 5, sendo 1, o grao
desejavel, e 5 o totalmente fora do padrao “carioca”. A nota referente ao tipo
dos graos de cada tratamento foi atribuida comparativamente as notas
atribuidas as testemunhas.

A produtividade foi determinada para todas as parcelas e expressa em
kg/ha. Os dados de produtividade de graos foram submetidos a andlise de
variancia considerando os efeitos de tratamentos e a média como fixos,

conforme o modelo estatistico:
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Yij =H +t+ bj + €jj, €m que:

Yij = observagdo referente ao tratamento 1, no bloco j;

u = média geral;

t; = efeito do i-ésimo tratamento. (i = 1, 2, ... , g+t), sendo g o niimero de
linhagens (54) e t o nimero de testemunhas (6);

b= efeito do blocoj (j=1,2¢3)
2
ejj = erro aleatdrio, e;; ~ NID (0, 6 ).

Na analise de variancia foi realizada a decomposi¢do da fonte de
variagdo tratamentos em testemunhas e linhagens, e esta Ultima, por sua vez,
foi decomposta em grupos. O esquema da andlise de varidncia com as fontes
de variagdo, graus de liberdade, quadrados médios, esperancas dos quadrados

médios e o teste F estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Esquema da andlise de variancia e esperancas de quadrados médios para o
modelo em blocos completos casualizados

FV GL SQ QM E(QM) F

Blocos r-1 SQB QMB ¢’ +Go;,

Tratamentos G-1 SQT QMT ol + rd; QMT/QMR
Genbtipos (G) g-1 SQL QML  o’+rd, QML/QMR
Testemunhas (Te) t-1 SQTe QMTe o’ + rd, QMTe/QMR
Gvs. Te 1 SQGvs. Te QMGr QMGr/QMR

Residuo (r-1) (G-1) SQR QMR o’

Total rG-1 SQTo

Genotipos correspondem a linhagens.

O coeficiente de variagdo ambiental foi estimado por meio da

expressao:

100V/5?
M

g

CV, (%)= , sendo M, = média geral.
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ApoOs a constatacao de efeitos significativos para as fontes de variagao,
foi realizado o teste de médias de Dunnett a 1% de probabilidade. Este
procedimento teve por finalidade realizar testes comparativos das médias de
cada tratamento com cada testemunha. A diferenga significativa entre a média
de um tratamento e a de uma testemunha ¢ avaliada tendo como referéncia a

diferenga minima significativa, dada por:
A=t, \A/(SA() , em que:

tq: valor tabelado, para uso de Dunnett, que ¢ funcdo denen’, sendonen’ o

numero de graus de liberdade para tratamento e residuo, respectivamente.

V(Y): variancia do contraste Y =1 —in ;» sendo:
Ao 2
V(Y)=—QMR, em que:

r

QMR: quadrado médio do residuo
r: numero de repeti¢des que deram origem as médias m; (tratamentos) ou m;
(testemunhas)

Também foi realizado o teste de agrupamento de médias, segundo Scott
& Knott (1974) a 1% de probabilidade. Este procedimento teve por finalidade
dividir o grupo original de médias em subgrupos, em que as médias nio
diferissem estatisticamente entre si. Dessa forma, obtém-se:

B
A= Lﬂz , sendo:
2(n—-2)5,
By: valor maximo da soma de quadrados entre grupos, considerando-se todas
as particdes possiveis dos g tratamentos (no caso genotipos) em dois grupos.

&, : variancia obtida por meio de:

62 = Zg:(?—?)2+vs3 em que:
’ g+v| &S T

Y, : média do tratamento i (i=1, 2, ..., g);
Y : média geral dos tratamentos a serem separadas;

g: numero de médias a serem separadas;

v: namero de graus de liberdade do residuo; e
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MR
= Q , sendo:
T

QMR: quadrado médio do residuo;
r: namero de observagdes que deram origem as médias a serem agrupadas.

A regra de decisdo para estabelecer os grupos ¢ dada por:

2

® Se A<Y(uw)> todas as médias séo consideradas homogéneas, ndo havendo

mais parti¢des dentro do grupo considerado.

o Se r> X(za,vo)’ os dois grupos diferem significativamente. Estes dois grupos

sao testados separadamente para novas possiveis divisdes. O teste prossegue
até que sejam encontrados grupos com médias homogéneas.

O valor de qui-quadrado referencial ¢ estabelecido em fun¢do do nivel
de significancia a preestabelecido e do niimero de graus de liberdade, dado
por:

g
n—2

VO =

A analise de variancia, o teste de comparacao de médias e a andlise de

agrupamento foram efetuadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2006).

2.6. Avaliacao da reacio aos patogenos

2.6.1. Avaliacao da reacio a Pseudocercospora griseola

A caracterizacdo da rea¢dao & mancha-angular foi realizada utilizando os

1solados descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Isolados de P. griseola coletados em diferentes localidades do estado de
Minas Gerais

Fenétipos de Viruléncia das Genétipos'

Isolado Raca Local de coleta
A B C D EF G HTJ KL
A13 a b ¢ d g h i 15.7 Lagoa Formosa
A4 a b ¢c d e f g h i 63.7  Lagoa Formosa
B, 46 a b ¢c d e f g h i j k 1 63.63 Paracatu
B;8 a b ¢ d e f g h 1 j 1 6347 Paracatu
B4 a b ¢ d f g h i 1 47.39 Paracatu
B.46 a b ¢ d e I 314 Paracatu
B,50 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 Paracatu
C17 a b g h i k 323 Unai
C,28 a b c¢c d e f h 1 63.6 Unai
C,10 a b ¢ e g h i k 23.23 Unai
CM,2 a b ¢ d e g h i j k 1 6363 Canad
CM;l11 a b ¢ d e g h 1 j k 63.31 Canaa
Cb20 a b ¢ d e g h i 63.7 Coimbra
Cb21 a b ¢ d e g h i 31.7 Coimbra
SM32 a b ¢ d e f g h i k 63.23 SMA
Vic3 a b c¢c d e f g h i k 63.23 Vigosa
Vic7 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 Vigosa

'A: Don Timoéteo, B: G 11796, C: Bolén Bayo, D: Montcalm, E: Amendoim, F: G 5686, G: PAN 72,
H: G 2858, I: Flor de Mayo, J: México 54, K: BAT 332 ¢ L: Cornell 49-242. As letras mintisculas
indicam suscetibilidade do gendtipo. SMA: Sao Miguel do Anta. Fonte: Balbi et al. (2009).

O indculo de cada isolado foi reproduzido em placas de Petri contendo
meio de molho de tomate. A suspensdo foi filtrada em gase e posteriormente
ajustada para a concentracdo final de 2,0 x 10" conidios/mL (Sanglard et al.,
2009a). As inoculagdes foram realizadas em ambas as superficies de uma
folha trifoliolada com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n® 15, acionado
por um compressor elétrico. Apos a inoculagdo e rapida secagem ao ar, as
plantas foram transferidas para uma camara de nevoeiro (20 = 1°C e umidade
relativa > 95%), onde permaneceram por 48 h, sob fotoperiodo de 12 h. Apds
esse periodo, foram novamente transferidas para a casa de vegetacdo onde
permaneceram até serem avaliadas.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 15, 18 ¢ 21 dias

ap6s a inoculagdo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade
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proposta por Pastor-Corrales & Jara (1995): 1 - plantas sem sintomas da
doenga; 2 - presenga de até¢ 3% de lesdes; 3 - presenga de até 5% de lesdes
foliares, sem esporulacdo do patdogeno; 4 - presenca de lesdes esporuladas
cobrindo 10% da area foliar; 5 - presenca de varias lesdes esporuladas entre 2
e 3 mm, cobrindo 10-15% da area foliar; 6 - presenga de numerosas lesdes
esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area foliar; 7 -
presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre
20- 25% da area foliar; 8 - presenga 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. Plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes; entre 3 €

6, com resisténcia intermediaria; e entre 6 € 9, suscetiveis.

2.6.2. Avaliacao da reacao a Colletotrichum lindemuthianum

A caracterizacdo da resisténcia a antracnose foi realizada utilizando as
racas 65, 73 e 89 de C. lindemuthianum, as quais foram caracterizadas por
Rava et al. (1994) e Balardin et al. (1997). O indculo de cada raca foi
reproduzido em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e parcialmente
imersas em meio agar-agua. Os tubos com o indculo foram incubados por 10
dias em temperatura de 23°C, para produgdo dos conidios. As inoculag¢des
foram feitas 10 dias apds o plantio, utilizando-se uma suspensao contendo 1,2
x 10° conidios/mL, a qual foi aplicada em ambas as superficies das folhas
primarias, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n*15 acionado por um
compressor elétrico. Apds a inoculacdo e rapida secagem ao ar, as plantas
foram incubadas por sete dias na cdmara de nevoeiro (20 = 1°C e >95% de
umidade relativa), sob fotoperiodo de 12 h. Apds esse periodo, foram
novamente transferidas para a casa de vegetacdo, onde permaneceram até
serem avaliadas. A avaliagao dos sintomas da antracnose foi realizada 10 dias
apds a inoculagdo, com base na escala de 1 a 9, descrita por Pastor-Corrales
(1992): 1- auséncia de sintomas, 2 - até 1% das nervuras apresentando

manchas necrdticas, perceptiveis somente na face inferior das folhas, 3 - maior
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freqliéncia dos sintomas foliares descritos 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 freqiiéncia 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 necréticas na
maioria das nervuras e em grande parte do tecido do mesoéfilo adjacente que se
rompe. 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. Lesdes abundantes
lesdes no caule, ramos e peciolo, 9 - maioria das plantas mortas. Plantas com
graus de 1 a 3 foram consideradas resistentes, e aquelas com grau 4 ou maior,

suscetiveis.

2.6.3. Avalia¢io da reacio a Uromyces appendiculatus

A caracterizagdo da resisténcia ao U. appendiculatus foi realizada
utilizando as ragas 21-3, 29-3 e 63-19, as quais foram classificadas por Souza
et al. (2007). As culturas monosporicas armazenadas a 5°C e 50% de umidade
relativa foram multiplicadas no hospedeiro suscetivel US Pinto 111 antes da
inoculagdo, visando recuperar a viabilidade dos uredosporos. As inoculagdes
foram realizadas quando as folhas primdrias apresentavam aproximadamente
2/3 do seu desenvolvimento completo, cerca de 10 dias apds a semeadura. Os
uredosporos, na concentra¢io de 2,0 x 10* esporos/mL, foram suspensos em
dgua 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. Apos as inoculagdes, seguiu-se o
mesmo procedimento descrito para a mancha-angular.

Na avaliagdo dos sintomas foram considerados seis graus de reacao
segundo a escala proposta no “The Bean Rust Workshop”: 1 - auséncia de
pustulas, 2 - manchas necroticas sem esporulagdo, 3 - pustulas esporulando

com didmetro < 300 um, 4 - pustulas esporulando com didmetro de 300 a 499
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um, 5 - pustulas esporulando com diametro de 500 a 800 um e 6 - pustulas
esporulando com didmetro > 800 um (Stavely et al., 1983). Plantas com graus
de 1 a 3 foram consideradas resistentes, € as com grau 4 ou maior, suscetiveis.
O grau de reagdo foi determinado mediante a observacao visual das pustulas
na face superior das folhas primarias, sendo utilizado, como auxilio nas
observagdes, o diagrama de representagdo grafica idealizado por Castaiio

(1985).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 292 genotipos F, [(MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x
Ruda R], foram selecionados 63 com a presenga das marcas moleculares
ligadas aos respectivos genes: SF10ps0, € SBAO08s¢. (Ur-ON e Co-10);
SY20g30. (C0-4); SAZ20g45, (C0-6); SHI13s550, (Phg-1); OPAO12¢50, €
OPAA07950, (Phg-62); OPEO04440, (Phg-4 ¢/ou Phg-52). Para o plantio da
geracao seguinte, foram selecionados graos dentro do padrao “carioca”, de
background genético ‘Ruda’ (cor creme com estrias marrom claras, sem halo,
de tamanho médio e nao achatados). Segundo Marques Junior et al. (1997) e
Santos et al. (2001), a selecdo precoce da caracteristica tipo de graos ¢
bastante eficiente, devido a sua alta herdabilidade. Além disso, de acordo com
Silva (2009), a selecdo para graos praticada durante o avango de geragdes nao
compromete o desempenho para produtividade, sendo o método bulksel uma
estratégia promissora para o melhoramento do feijao quando a énfase ¢ para a
produtividade e o aspecto dos graos.

Na geracao F; [(MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R] foram
obtidos 50 gendtipos portando todas as marcas moleculares amplificadas na
geracdo anterior. Ainda em casa de vegetacdo, a geragdo Fy [(MAR-138A-1-
11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R] foi semeada em estrutura de familias para a
realizacdo de testes de progénie. Foram inoculadas 50 familias F;4 [(MAR-
138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R] de forma seqiiencial com os racas
21-3 de U. appendiculatus, 65 de C. lindemuthianum e 63.23 de P. griseola
(Tabela 5). Foram descartadas nove familias segregantes, sendo sete para
ferrugem e duas para antracnose. As familias segregantes para ferrugem nao
foram avaliadas para as demais doengas.

Devido a problemas de reprodutibilidade, o marcador OPX115s,
(Faleiro et al., 2003), ligado ao gene Ur-ON, nao foi utilizado. Entretanto, de
acordo com os padroes de segregagdo, pode-se inferir que os marcadores
SF10,050, € SBA085¢, foram eficientes no monitoramento do alelo Ur-ON nas

geracoes anteriores, visto que apenas a familia ‘R3-12-43-1" ndo o possuia.
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Além das avaliagdes por meio de inoculagdes, foram escolhidas
aleatoriamente cinco plantas de cada uma das 41 familias ndo segregantes para
analises moleculares. Foram utilizados novamente os mesmos marcadores
moleculares dos passos anteriores, exceto OPAO12¢50,, OPAA07950, €
OPEO0450,, 0s quais foram substituidos por SAO12¢s50,, SAA07950, € SE0440,.
Foram identificadas 39 familias que tiveram o DNA das cinco plantas
amplificados com todas as marcas. Destas plantas, foram obtidas as sementes

para o ensaio a campo (Figura 1).
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Tabela 5. Testes de progénie de familias F3.4 [(MAR-138A-1-11-4 x BAT-67-15-8) x Ruda R] inoculadas com as ragas 63.23 de
P.griseola, 65 de C. lindemuthianum e 21-3 de U. appendiculatus

Ferrugem Antracnose Mancha-angular Ferrugem Antracnose Mancha-angular
Familia 21-3 65 63.23 Familia 21-3 65 63.23

R S R S R S R S R S R S
R3-4-20-4 15 0 15 0 15 0 R3-14-26-15 13 0 13 0 13 0
R3-4-20-11 13 0 13 0 13 0 R3-15-25-7 12 2
R3-4-20-16 15 0 15 0 15 0 R3-15-25-10 13 0 13 0 13 0
R3-4-20-27 15 0 15 0 15 0 R3-15-25-13 15 0 15 0 15 0
R3-7-23-10 14 0 14 0 14 0 R3-16-17-4 14 0 13 1
R3-8-2-5 15 0 15 0 15 0 R3-16-17-9 15 0 15 0 15 0
R3-8-2-18 15 0 15 0 15 0 R3-16-17-12 12 0 12 0 12 0
R3-8-2-22 12 2 R3-16-17-13 13 0 13 0 13 0
R3-8-2-23 10 5 R3-21-18-3 14 0 14 0 14 0
R3-10-11-5 15 0 15 0 15 0 R3-21-18-5 15 0 15 0 15 0
R3-10-11-9 15 0 15 0 15 0 R3-21-18-9 14 0 14 0 14 0
R3-10-11-15 15 0 15 0 15 0 R3-21-18-11 15 0 15 0 15 0
R3-10-11-24 15 0 15 0 15 0 R3-21-18-17 15 0 15 0 15 0
R3-12-42-6 8 5 R3-21-18-19 15 0 15 0 15 0
R3-12-42-14 8 7 R3-21-18-22 15 0 15 0 15 0
R3-12-42-15 14 0 14 0 14 0 R3-21-18-25 11 0 11 0 11 0
R3-12-43-1 0 11 R3-27-11-18 12 0 12 0 12 0
R3-12-43-6 12 0 12 0 12 0 R3-27-11-26 15 0 15 0 15 0
R3-12-43-8 10 3 R3-35-6-2 15 0 15 0 15 0
R3-14-26-2 15 0 15 0 15 0 R3-35-6-8 14 0 14 0 14 0
R3-14-26-8 15 0 15 0 15 0 R3-35-6-10 15 0 15 0 15 0
R3-14-26-9 15 0 14 1 R3-35-6-13 14 0 14 0 14 0
R3-14-26-12 15 0 15 0 15 0 R3-35-6-17 15 0 15 0 15 0
R3-14-26-13 12 0 12 0 12 0 R3-35-6-20 13 0 13 0 13 0
R3-14-26-14 15 0 15 0 15 0 R3-35-6-21 14 0 14 0 14 0

R: resistente; S: suscetivel; linhas grifadas referem-se a familias segregantes.
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Na Tabela 6 ¢ apresentado o resumo da analise de variancia referente a

(3

produtividade de graos dasa linhagens avlaiadas na safra de “inverno” de
2008. Pode-se observar que o coeficiente de variagdo ambiental foi baixo
(3,62 %), indicando que o experimento apresentou alta precisdo. Valores
semelhantes para coeficiente de variacdo sdo relatados na literatura para a
cultura do feijoeiro (Marques Junior, 1997). Coeficientes de variagdo baixos,
ou de alta precisdo, sdo almejados pelos melhoristas, visto que proporcionam a
obten¢do de estimativas de parametros genéticos mais precisos, ou acurados,

os quais sao fundamentais nas tomadas de decisdo no decurso de um programa

de melhoramento (Falconer, 1987; Faleiro et al., 2002; Ramalho et al., 2005).

Tabela 6. Resumo da andlise de varidncia da produtividade de graos (kg/ha)
referentes a avaliacdo das linhagens no inverno de 2008 em Coimbra,

MG
FV GL oM
Blocos 2 2572,64
Tratamentos 59 230599,26**
Testemunhas 5 77872,37%*
Linhagens 53 223810,78**
Grupo de linhagens ‘Rudéa R3’ 38 302082,80**
Grupo de linhagens ‘Pérola R1’ 14 102855,53**
Grupo ‘Rudé R3’ vs. Grupo ‘Pérola R1’ 1 610921,41**
Linhagens vs. Testemunhas 1 1354022,98**
Residuo 118 16196,07
Meédia geral 3513,31
CV. (%) 3,62

** significativo pelo teste F (P < 0,01).

Observou-se efeito significativo para a fonte de variacao tratamentos (P
< 0,01) (Tabela 6). Podemos ainda observar que a decomposi¢ao da fonte de
tratamentos em linhagens e testemunhas foi também significativa (P < 0,01)
indicando comportamento diferenciado destas.

Visto que as linhagens avaliadas foram obtidas a partir de cruzamentos
envolvendo diferentes genitores (‘Rudd’, ‘Pérola’, ‘Ouro Negro’, ‘TO’, ‘AB
136°, ‘AND 277, ‘MAR-2’ e ‘BAT 332’) os efeitos de linhagens foram

decompostos em suas partes componentes: grupo de linhagens ‘Ruda R3’,
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grupo de linhagens ‘Pérola R1°, e o contraste “entre grupos de linhagens”. Os
dois grupos também apresentaram efeitos significativos (P < 0,01), indicando
que dentro de cada um existe diferenca entre as médias de suas linhagens, em
pelo menos uma, em relacio as demais. O contraste “entre grupos de
linhagens” implica em diferenga entre a média dos grupos, ou seja, existe
diferenga entre o desempenho médio, de um grupo em relagao ao outro.
Analisando os valores das médias, verifica-se que, de maneira geral,
houve semelhanca de comportamento entre as linhagens e as testemunhas
quanto a produtividade de graos (kg/ha) (Tabela 7). Esta semelhanga pode ser
explicada pela utilizagdo dos cultivares testemunhas ‘Ruda’ e ‘Pérola’, na

formagdo das populagdes avaliadas (background genético).

Tabela 7. Comparagdo da produtividade de graos (kg/ha) das linhagens e
testemunhas avaliadas no inverno de 2008 em Coimbra, MG

Tratamentos Limite inferior ~ Limite superior Média
Linhagens ‘Ruda R3’ 2800,00 4332,00 3464,83
Linhagens ‘Pérola R1’ 2750,00 4010,00 3601,93
Testemunhas 3415,00 4112,00 3773.50

Por meio do teste de médias de Dunett (P < 1%) mostrado na Tabela 8,
pode-se observar que 46 das 54 linhagens avaliadas ndo diferiram
estatisticamente suas produtividades de pelo menos uma das seis testemunhas
(‘BRSMG Majestoso’, ‘BRSMG Madrepérola’, ‘BRSMG Talisma’, ‘Pérola’,
‘Rudéd’ e ‘Ruda R’). Oito linhagens foram semelhantes a todas as testemunhas
simultaneamente. A testemunha ‘Rudd’ foi a que alcangou maior
produtividade neste trabalho (4032,33 Kg/ha), sendo identificadas 14
linhagens com produtividade similar.

O cultivar ‘Pérola’, o qual também foi usado como testemunha, ¢
proveniente de selecdo a partir do cultivar ‘Aporé’ (linhagem ‘LR 720982
CPL53’) realizada pelo Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijdo. Apos
avaliagdes em 57 ambientes, realizadas na Bahia (Regido do Além Sao

Francisco), em Goias (incluindo o Distrito Federal), Mato Grosso ¢ Minas
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Gerais, a referida linhagem foi indicada para langamento. Atualmente, ‘Pérola’
¢ o cultivar de feijdo “carioca” mais plantado no Brasil, sendo que, no Estado
de Minas Gerais, abrange cerca de 70% da area cultivada (Embrapa, 2010).
Neste trabalho, 29 linhagens nao diferiram em produtividade em relagdo a este

cultivar, sendo identificadas oito com médias superiores (Tabela 8).

Tabela 8. Teste de médias para produtividade de graos (kg/ha) das linhagens e
testemunhas avaliadas na safra de “inverno” de 2008 em Coimbra, MG

Genotipos *Meédias Genotipos *Médias
Ruda 403233 a P1-56-41-16  3541,67  bedef
BRSMG Talisma 3811,67 b R3-14-26-14 3505,33  bedef
BRSMG Majestoso 3785,33 c R3-14-26-15 3493,33  cdef
Pérola 3768,67 d R3-21-18-11 3476,67  def
BRSMG Madrepérola 3708,67 e P1-41-6-12  3461,67 ef
Ruda R 3535,00 f R3-21-18-19 3450,67 ef
R3-12-42-15 3948,00  abcde R3-14-26-12 3435,00 ef
P1-78-23-1 3946,67  abcde R3-14-26-13 3430,67 ef
R3-12-43-6 3943,33  abcde R3-21-18-5  3425,67 ef
R3-15-25-13 3900,33  abcde R3-10-11-5  3409,67 ef
R3-16-17-9 3855,00  abcde P1-41-6-9 3406.67 ef
R3-27-11-26 3848,33  abcde R3-35-6-20  3404,67 ef
P1-78-23-2 3786,67  abcdef P1-29-44-7  3386.67 f
P1-88-16-5 3776,67  abcdef P1-29-44-13  3362,00 f
R3-16-17-13 3760,33  abcdef R3-35-6-21  3350,00 f
R3-27-11-18 3757,67  abcdef R3-35-6-13  3283,33 f
P1-88-16-3 3750,00  abcdef R3-35-6-8 3271,67 f
R3-15-25-10 3748,33  abcdef R3-35-6-10  3244,67 f
P1-41-6-7 3743,33  abcdef R3-35-6-17  3236,67 f
P1-41-6-4 3736,67  abcdef R3-10-11-24 3231,67 f
R3-16-17-12 3718,00  bedef R3-10-11-9  3230,00 f
P1-41-6-8 3663,33  bedef R3-10-11-15 3180,00
R3-21-18-22 3636,67  bedef R3-21-18-3  3175,00
R3-14-26-8 3620,00  bedef R3-7-23-10  3141,33
R3-21-18-9 3601,67  bedef R3-8-2-18 3140,33
R3-21-18-17 3576,67  bedef R3-8-2-5 3101,67
R3-14-26-2 3566.67  bedef R3-4-20-4 3046,00
P1-41-6-5 3565,33  bedef R3-4-20-27  2986,67
P1-56-41-3 3550,00  bedef R3-4-20-16  2956,67
P1-56-41-4 3543,33  bedef R3-4-20-11  2848,33

Testemunhas estdo apresentadas em negrito; *médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem
da testemunha correspondente (Dunett, P < 1%); médias que ndo apresentam letras correspondentes,
na coluna, possuem produtividade inferior a todas as testemunhas utilizadas (Dunett, P < 1%);
gendtipos precedidos das letras R e P sdo pertencentes as populagcdes ‘Rudd R3’ e ‘Pérola R1’,
respectivamente.

A selecdo das linhagens para dar continuidade as avaliagdes do espectro

de resisténcia as trés doengas se baseou na produtividade e no tipo de grao.
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Foram selecionadas as linhagens que tiveram produtividade superior a 3700
kg/ha, as quais foram agrupadas por meio do teste de Scott & Knott (P < 1%)
como as de maior produtividade (Tabela 9). Do resultado da sele¢do, foram
obtidas 15 linhagens, sendo nove do grupo ‘Ruda R3’, e seis do grupo ‘Pérola
R1’. Com relagdo ao aspecto dos graos, todas as linhagens foram similares as
testemunhas ‘Ruda’ e ‘Pérola’, de acordo com seus respectivos background

genéticos.

Tabela 9. Selecdo de linhagens por meio de analise de agrupamento de médias no
inverno de 2008 em Coimbra, MG

Genotipos Médias NG MA Gendétipos Médias NG MA
Ruda 4032,33 a' 4,00 8,33 RudaR 3535,00 b 4,00 7,66
R3-12-42-15 3948,00 a 4,00 6,66 R3-14-26-14 3505,33 b 4,00 8,00
P1-78-23-1 3946,67 a 2,50 7,33 R3-14-26-15 349333 ¢ 3,66 4,66
R3-12-43-6 394333 a 3,92 8,00 R3-21-18-11 3476,67 ¢ 4,00 7,00
R3-15-25-13 3900,33 a 3,92 3,00 P1-41-6-12  3461,67 ¢ 2,16 8,00
R3-16-17-9 3855,00 a 4,08 7,00 R3-21-18-19 3450,67 ¢ 4,00 7,66
R3-27-11-26 3848,33 a 3,92 6,33 R3-14-26-12 3435,00 ¢ 4,00 5,00
BRSMG Talisma 3811,67 a 2,50 5,00 R3-14-26-13 3430,67 ¢ 4,33 6,66
P1-78-23-2 3786,67 a 2,50 5,33 R3-21-18-5  3425,67 ¢ 4,00 8,33
BRSMG Majestoso 3785,33 a 2,50 4,00 R3-10-11-5  3409,67 ¢ 4,00 7,00
PON-88-16-5 3776,67 a 2,00 6,00 P1-41-6-9 3406.67 ¢ 1,83 8,00
Pérola 3768,67 a 2,00 5,00 R3-35-6-20 3404,67 ¢ 4,00 4,33
R3-16-17-13 3760,33 a 4,00 5,00 P1-29-44-7  3386.67 ¢ 2,00 8,00
R3-27-11-18 3757,67 a 4,16 833 P1-29-44-13 3362,00 ¢ 2,16 6,00
P1-88-16-3 3750,00 a 2,00 9,00 R3-35-6-21  3350,00 ¢ 2,00 7,00
R3-15-25-10 3748,33 a 4,00 2,33 R3-35-6-13  3283,33 ¢ 3,83 6,66
P1-41-6-7 374333 a 2,00 833 R3-35-6-8 3271,67 ¢ 4,00 9,00
P1-41-6-4 3736,67 a 2,00 7,00 R3-35-6-10 3244,67 d 4,33 9,00
R3-16-17-12 3718,00 a 4,33 5,66 R3-35-6-17 3236,67 d 4,66 7,33
BRSMG Madrepérola 3708,00 a 1,50 3,66 R3-10-11-24 3231,67 d 4,00 7,00
P1-41-6-8 3663,33 b 2,50 6,33 R3-10-11-9  3230,00 d 4,00 7,00
R3-21-18-22 3636,67 b 3,66 6,66 R3-10-11-15 3180,00 d 4,00 8,00
R3-14-26-8 3620,00 b 4,00 8,00 R3-21-18-3  3175,00 d 3,33 8,00
R3-21-18-9 3601,67 b 4,00 7,66 R3-7-23-10 3141,33 d 4,00 6,33
R3-21-18-17 3576,67 b 4,33 5,00 R3-8-2-18 3140,33 d 4,00 5,00
R3-14-26-2 3566.67 b 4,00 9,00 R3-8-2-5 3101,67 d 4,33 7,00
P1-41-6-5 3565,33 b 2,00 7,00 R3-4-20-4 3046,00 ¢ 4,00 6,00
P1-56-41-3 3550,00 b 2,00 6,00 R3-4-20-27 2986,67 ¢ 4,00 7,00
P1-56-41-4 354333 b 2,00 6,00 R3-4-20-16 2956,67 e¢ 4,00 7,00
P1-56-41-16 3541,67 b 2,00 6,00 R3-4-20-11 284833 e 4,16 7,00

Testemunhas estdo apresentadas em negrito; NG: média das notas para os graos; MA: média das notas
para mancha-angular das trés repeti¢des; 'médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem
entre si (Scott e Knott, P < 1%); valores grifados identificam as linhagens selecionadas; genotipos
precedidos das letras R e P sdo pertencentes as populagdes ‘Ruda R3’ e ‘Pérola R1’, respectivamente.
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Nesta avaliacdo a campo, todas as linhagens obtidas foram suscetiveis a
mancha-angular, exceto as linhagens ‘R3-15-25-10 e ‘R3-15-25-13°, as quais
apresentaram médias iguais a 2,33 e 3,00, respectivamente (Tabela 9). A partir
de caracterizagdes fenotipicas, € possivel verificar mais detalhadamente o
incremento no espectro de resisténcia a determinado patdégeno decorrente de
introgressoes génicas, sendo uma etapa importante durante o processo de
piramidacdo. Dessa forma, as 15 linhagens selecionadas pertencentes aos
grupos ‘Rudéa R3’ e ‘Pérola R1’, além de seus progenitores, foram inoculadas
em condi¢des artificiais com ragas de P. griseola, C. lindemuthianum ¢ U.
appendiculatus (Tabelas 10 e 11).

Com relagdo as avaliacdes para mancha-angular (Tabela 10), a
linhagem ‘Rudé R’, progenitora do grupo de linhagens ‘Ruda R3’, apresentou
suscetibilidade a 16 dos 17 isolados testados, demonstrando a ineficacia do
gene Phg-1 frente aos isolados obtidos por Balbi et al. (2009). As outras
linhagens progenitoras ‘MAR-138A-1-11-4> (Phg-4 ¢/ou Phg-5%) e ‘BAT- 67-
15-8° (Phg-6°) apresentaram resisténcia a oito isolados cada uma. A
interpolagdo dos espectros de resisténcia das linhagens ‘MAR-138A-1-11-4" ¢
‘BAT-67-15-8° geram reacdes de resisténcia a 12 dos 17 isolados testados, as
quais foram observadas na maioria das linhagens do grupo ‘Rudd R3’. Se
forem considerados simultaneamente os espectros de resisténcia das linhagens
‘MAR-138A-1-11-4’ (Phg-4 e/ou Phg-5%), ‘BAT-67-15-8° (Phg-6°), COR-
25-12-9 (Phg-3) e ‘MEX-37-3-6-3° (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6),
potencialmente se alcancgaria resisténcia a 15 dos 17 isolados testados, exceto
B, 46 e B; 50, os quais foram classificados como raga 63.63. Nos Gtimos anos,
boa parte dos isolados obtidos em diversos trabalhos tém sido classificados
nesta raca, sendo considerada como uma das mais amplamente distribuidas e
freqiientes no Brasil (Nietsche et al., 2002; Sartorato & Alzate-Marin, 2004;
Oliveira et al., 2004; Sartorato, 2006; Garcia et al., 2006; Damasceno-Silva et
al., 2009; Balbi et al., 2009). Entretanto, estes autores t€ém questionado o uso
da atual série diferenciadora, sugerindo a inclusdao de genoétipos capazes de

maior discriminacao entre os isolados.

55



Tabela 10. Caracterizacao dos progenitores ¢ linhagens selecionadas frente a isolados (ragas) de P. griseola

Isolados (Ragas) de P. griseola

Genétipos Al13  A¥4  B46 B8 B4  B6 BS0O  C17  C28 G100 CM;2 CM;ll  Cb20 Cb2l SM32 Vi3  Vic7
(15.7) (63.7) (63.63) (63.47) (47.39) (31.4) (63.63) (3.23) (63.6) (23.23) (63.63) (63.31) (63.7) (31.7) (63.23) (63.23) (63.63)
MEX-37-3-6-3 *R R S S R R S R R R S S R R R R S
COR-25-12-9 R R S S S R S R R R S R I R R R S
MAR-138A-1-11-4 R | S R S S S S | R S S R R I R R
BAT-67-15-8 R R S R R R S S R S S S R R S S S
Ruda R S S S S N S S S S N S S N S S S I
R3-12-42-15 R R S R R R S S R I S S R R S R R
R3-12-43-6 R R S R R R S S R I S S R R S 1 I
R3-15-25-13 R R S R R R S S R R S S R R S 1 R
R3-16-17-9 R R S R R R S S R 1 S S R R S 1 R
R3-27-11-26 R R S R R I S S R R S S R R S I I
R3-16-17-13 R R S R R R S S R R S S R R S 1 1
R3-27-11-18 R I S R I S S S R I S S R R S S R
R3-15-25-10 R R S R R R S S R R S S R R S I R
R3-16-17-12 R R S R R R S S R I S S R R S 1 R
Ouro Negro R R I R R 1 R S R R R 1 R 1 S R R
Pérola I I I I I S I I S I I S I I S S R
P1-78-23-1 | R 1 I R S R I R I R S R I S R R
P1-78-23-2 1 R 1 I R S R 1 R 1 R S R 1 S R R
P1-88-16-5 1 R 1 I R S R 1 R 1 R S R 1 S R R
P1-88-16-3 I R I I R S R I R I R S R I S R R
P1-41-6-7 I R 1 I R S R I R I R S R I S R R
P1-41-6-4 1 R 1 1 R S R 1 R 1 R S R 1 S R R

*Classificagdes obtidas pela média da avaliagdo de 12 plantas de cada gendtipo; R: resistente (1a 3); I: intermediario (3 a 6); S: suscetivel (6 a 9).
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Analisando as reagdes dos progenitores do grupo de linhagens ‘Pérola
R1’, nota-se que o cultivar ‘Pérola’ foi suscetivel ou intermediario a 16 dos 17
1solados testados, confirmando a tendéncia de suscetibilidade a mancha-
angular deste cultivar (Ragagnin et al., 2003; Melo et al., 2008). Em
contrapartida, o cultivar ‘Ouro Negro’ apresentou reagdes intermediarias a
quatro isolados e de suscetibilidade a apenas dois. Este cultivar vem sendo
recentemente recomendado como fonte de resisténcia a mancha-angular,
apresentando médias de severidade notadamente inferiores a maioria dos
1solados testados (Sartorato, 2006; Sanglard et al., 2009b). Considerando a
Tabela 9, pode-se verificar a relevancia do uso do cultivar ‘Ouro Negro’ como
fonte de resisténcia, visto que foi o Unico progenitor a apresentar tolerancia
aos isolados B;46 e B,50, classificados como raga 63.63.

As linhagens ‘Pérola R1’ tiveram consideravel melhora no espectro de
resisténcia quando comparadas a linhagem progenitora ‘Pérola’, apresentando
reagdes de incompatibilidade a oito isolados. Possivelmente, estas nao
alcangcaram o mesmo espectro observado em ‘Ouro Negro’ devido aos varios
ciclos de retrocruzamentos tendo ‘Pérola’ como progenitor recorrente, o que
teria levado a perda de genes de efeito menor, ndo monitorados por meio dos
marcadores moleculares utilizados por Sanglard et al. (2005) ligados ao gene
Phg-ON.

Neste trabalho, as mesmas linhagens e cultivares progenitores,
juntamente com os grupos de linhagens ‘Rudd R3’ e ‘Pérola R1’°, foram
caracterizados com alguns das mais freqiientes e agressivas racas de C.
lindemuthianum e U. appendiculatus (Tabela 11). De maneira geral, os
resultados dao indicios de que as linhagens desenvolvidas mantiveram os
genes de resisténcia a antracnose e ferrugem, oriundos de seus progenitores
‘Ruda R’ (Co-4, Co-6, Co-10 e Ur-ON) e ‘Ouro Negro’ (Co-10 e Ur-ON), os

quais foram anteriormente monitorados por meio de marcadores moleculares.
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Tabela 11. Caracterizagdo dos progenitores e linhagens selecionadas frente a ragas
de C. lindemuthianum e U. appendiculatus

Racas
Gendtipos C. lindemuthianum U. appendiculatus
65 73 89 21-3 29-3  63-19
MEX-37-3-6-3 S S S S S S
COR-25-12-9 S S S S S S
MAR-138A-1-11-4 S S S S S S
BAT-67-15-8 S S S S S S
Ruda R R R R R R R
R3-12-42-15 R R R R R R
R3-12-43-6 R R R R R R
R3-15-25-13 R R R R R R
R3-16-17-9 R R R R R R
R3-27-11-26 R R R R R R
R3-16-17-13 R R R R R R
R3-27-11-18 R R R R R R
R3-15-25-10 R R R R R R
R3-16-17-12 R R R R R R
Ouro Negro S R R R R R
Pérola S S S S S S
P1-78-23-1 S R R R R R
P1-78-23-2 S R R R R R
P1-88-16-5 S R R R R R
P1-88-16-3 S R R R R R
P1-41-6-7 S R R R R R
P1-41-6-4 S R R R R R

*Classificagdes obtidas pela média da avaliagdo de 12 plantas de cada gendtipo; R: resistente; S:
suscetivel.

Uma das grandes criticas a estratégia de piramidagdo tem sido com
relagdo a amostragem de patogenos possuidores de alta variabilidade
patogénica, como ¢ o caso de P. griseola. Existe a possibilidade de que
algumas racas do patdogeno ndo sejam encontradas durante o processo de
coleta em uma determinada regido, o que tornard ineficaz os futuros materiais
piramidados com relagdo a resisténcia a campo.

Uma outra possibilidade para o controle da mancha-angular seria o
desenvolvimento de cultivares multilinhas (Sartorato, 2006). Na estratégia de
uso de multilinhas, ao contrdrio da piramidacdo, a pressao de selecdo
direcional ¢ menos intensa, uma vez que sempre existira uma isolinha
suscetivel. Neste sentido, t€ém-se como exemplos no Estado de Minas Gerais

os trabalhos de Bruzi et al. (2007), Silva et al. (2007) e Silva (2008), os quais
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destacam vantagens do uso de misturas constituidas por linhagens de feijoeiro
com graos “carioca”.

Considerando que os materiais piramidados dificilmente alcangardo
espectros de resisténcia a mancha-angular, capazes de resistirem a todas as
racas presentes em uma determinada regido, estes poderiam compor as
multilinhas, juntamente com outros materiais, de modo a propiciar maior
estabilidade de producdo. Apesar das dificuldades, os programas de
melhoramento dispdem de um grande niimero de linhagens com padrdo de
cores muito semelhantes e com diferentes reacdes aos principais patogenos da
cultura, que, teoricamente, poderiam ser misturadas sem maiores
conseqiiéncias no aspecto comercial.

Visando dinamizar e dar continuidade aos trabalhos de melhoramento
para resisténcia a mancha-angular, antracnose e ferrugem, foram também
realizados outros cruzamentos entre diversas isolinhas e cultivares: (MEX-37-
3-6-3 x Ruda R); (Pérola R x Pérola R1); (Pérola R x BRSMG Talisma);
(COR-25-12-9 x BRSMG Talisma); ¢ (Ruda R3 x Rudd R1). Os genes de
resisténcia @ mancha-angular, antracnose e ferrugem foram monitorados em
suas respectivas populagdes segregantes por meio de marcadores moleculares
(Tabela 12).

As linhagens e populagdes selecionadas e caracterizadas neste trabalho
apresentam caracteristicas vantajosas, ou seja, potencialmente possuem
importantes genes de resisténcia a mancha-angular, antracnose e ferrugem; e
graos tipo ‘“carioca”. Algumas dessas 15 linhagens selecionadas deverdo ser
incluidas em ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU), onde serao
complementados os dados de produtividade e resisténcia a doencas em uma

rede expandida.
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Tabela 12. Populagdes de feijao “carioca” portando diferentes combinagdes de
marcas moleculares ligadas a genes de resisténcia a mancha-angular,
antracnose e ferrugem

Populacio NI Marcas moleculares (Genes)

SFlOlOSOa (S SBA085603 (CO'lO (S UI’-ON),
SY20g30, (C0-4);

SAZ20g45, (CO'G),

SH135,0, (Phg-1);

OPEO04s0, (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6);
OPAC1424003(Phg'2 e/ou Phg-5 e/ou Phg'6)

SF10;050a € SBA08s40, (C0-10 e Ur-ON);
SY20s30, (Co-4);
SA220g45a (C0'6),
SH13550, (Phg-1);

Fi [(MEX-37-3-6-3 x Ruda R) x Rudd R3] 26  OPE04s0, (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6);
OPAC14,400. (Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6);
SAO12950, € SAA07950, (Phg-62);
OPE0449, (Phg-4 ¢/ou Phg-5?)
SE0440, (Phg-4 ¢/ou Phg-57)

F; (MEX-37-3-6-3 x Rud4 R) 32

SFIOIOSOa € SBAOSséOa (CO'lO € UI’-ON),
SY20g30, (Co-4);
F, (Pérola R x Pérola R1) 56 SAZ20gs, (Co-6);
SH13550, (Phg-1);
SBA1666ga € SAA1965()a (Phg-ON)

SF101¢50. € SBAO08560, (C0-10 € Ur-ON);
SYZOg:;Oa (C0'4),

F, (Pérola R x BRSMG Talism3) 13 SAZ20g45, (Co-6);
SH1355, (Phg-1)
F, (COR-25-12-9 x BRSMG Talisma) 25  OPEO4s, (Phg-3)

SF101050a € SBA08s40, (C0-10 e Ur-ON);
SAS134s0, (Co-4%);
SABO03 40, (C0-5)

F, (Rud4 R3 x Ruda R1) 14  SAZ20gs, (Co-6);
SH13550, (Phg-1);
SAO12950, € SAA07950, (Phg-62);
SE0440, (Phg-4 ¢/ou Phg-5°)

NI: nimero de individuos que apresentaram todas as marcas moleculares.
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CAPITULO 3

Caracterizacio do gene de resisténcia a mancha-angular
presente no cultivar de feijoeiro comum ‘Ouro Negro’

Resumo: A mancha-angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola,
tem sido considerada uma das principais doengas do feijoeiro. Importantes
fontes de resisténcia foram identificadas e caracterizadas: ‘México 54°, ‘AND
277, ‘MAR-2’, ‘Cornell 49-242° ¢ ‘BAT 332°. O programa de piramidagao de
genes de resisténcia a mancha-angular, conduzido na UFV, tem utilizado
também o cultivar ‘Ouro Negro’ como fonte de resisténcia para essa doenga.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar o gene de resisténcia a mancha-
angular presente em ‘Ouro Negro’ perante as cinco fontes citadas. Estas foram
cruzadas com o cultivar ‘Ouro Negro’ (testes de alelismo) e com o cultivar
‘Rudé’ (estudos de heranca). Para confirmar a hibridacao das populacdes F, de
cada cruzamento, analisou-se a forma, tamanho, cor e brilho das sementes F,,
exceto no cruzamento de Ouro Negro x Cornell 49-242, onde foi utilizado o
marcador molecular SF10,050,. Para cada cruzamento dos testes de alelismo,
foi usada uma raga com reacdo de incompatibilidade para os dois parentais e
que ja havia sido utilizada em trabalhos anteriores. As freqiiéncias das classes
fenotipicas nas populagdes F, foram testadas pelo teste de qui-quadrado.
Também foram amplificadas amostras de DNA de todos os genitores com
diversos marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a mancha-
angular, anteriormente identificados. Os padrdes de segregacao dos estudos de
heranca e dos testes de alelismo indicaram que ‘Ouro Negro’ possui pelo
menos um loco distinto das demais fontes de resisténcia testadas. Analises
moleculares ndo revelaram especificidade entre os genes de resisténcia e o

padrao de bandas nos gendtipos estudados.

Palavras-chave: Pseudocercospora griseola — Phaseolus vulgaris — testes de

alelismo — estudos de heranca — fontes de resisténcia.
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1. INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) representa um dos alimentos
basicos consumidos pela populacdo brasileira economicamente menos
favorecida, uma vez que constitui fonte de proteinas de baixo custo em sua
dieta diaria (Schwartz et al., 1996). Apesar da grande importancia que esta
cultura representa para o Brasil, o seu rendimento médio nacional ainda ¢
muito baixo, inferior a 900 kg/ha (Conab, 2010). Um dos fatores que explicam
essa situacdo ¢ o grande numero de doencas que acometem o feijoeiro. A
mancha-angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous
& U. Braun, se inclui entre as doengas que provocam grandes prejuizos aos
produtores (Sartorato & Rava, 1994; Rava, 2002).

Resisténcia estavel a patdgenos de plantas com extensiva variabilidade
fisiologica requer continua avaliacdo do germoplasma e eventual introgressao
de diferentes genes em genoétipos comerciais (Young & Kelly, 1996). Para
facilitar essa introgressao, além de identificar as fontes de resisténcia e estudar
a heranca dos genes de resisténcia presentes nessas, ¢ necessario realizar testes
de alelismo para identificar genes distintos que poderdo ser piramidados em
materiais de interesse.

De acordo com Ramalho et al. (2008), o teste de alelismo ¢ comumente
usado para determinar se diversos fenotipos de um dado caréter, observados
numa populagdo de individuos, resultam da participagdo de uma série de alelos
ou da interacdo génica. Este teste consiste em cruzar os individuos portadores
dos vérios fendtipos, dois a dois, em todas as combinagdes possiveis e estudar
as segregacgoes fenotipicas nas descendéncias. Se for constatada uma heranga
diferente da monogénica, tem-se um caso de interacdo génica e ndo de
alelismo multiplo.

Em estudos de genes de resisténcia de plantas a patdgenos, tem-se
utilizado o teste de alelismo como metodologia e objetivos diferentes do
descrito por Ramalho et al. (2008). Neste caso, sdo feitos cruzamentos entre

dois genotipos resistentes e as plantas F, destes cruzamentos sao analisadas. O
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aparecimento de plantas suscetiveis indica que os pais tém genes de resisténcia
localizados em locos distintos. A observagdo de apenas plantas resistentes
indica que os dois genitores sdo portadores de gene(s) de resisténcia em um
mesmo loco, podendo ser alélicos ou ligados em bloco (Ehdaie & Baker,
1999). Testes de alelismo utilizando essa metodologia tém sido
extensivamente utilizados (Alzate-Marin et al., 2003; Caixeta et al., 2005;
Souza et al., 2007; Arruda et al., 2008a; 2008b; Souza et al., 2009).

Em experimentos sobre a genética da resisténcia do feijoeiro a mancha-
angular, Busogoro et al. (1999) constataram que ha interacdo do tipo gene-a-
gene no patossistema Phaseolus vulgaris — Pseudocercospora griseola, a
semelhanca do que ocorre na interacdo entre o linho e o fungo agente causal
da ferrugem do linho (Melampsora lini), descrito por Flor (1942). Além disso,
foram identificadas resisténcias monogénicas dominantes eficazes no controle
de multiplas ragas, ou seja, genes R de amplo espectro, podendo exercer efeito
epistatico sobre outros semelhantes.

De acordo com levantamentos sobre variabilidade patogénica do fungo
P. griseola realizados a partir de isolados coletados em diversas regides do
Brasil, podemos destacar as gen6tipos ‘AND 277°, ‘MAR-2’, ‘M¢éxico 54°,
‘Cornell 49-242° e ‘BAT 332’ como algumas das principais fontes de
resisténcia (Nietsche et al., 2001; Sartorato & Alzate-Marin, 2004; Garcia et
al., 2006; Damasceno-Silva et al., 2008; Balbi et al., 2009). Nos cruzamentos
de ‘Cornell 49242’ com ‘Rosinha G-2’ ¢ ‘Caraota 260°, foi observada heranca
monogénica dominante (Sartorato et al., 1993). No cruzamento entre ‘Ouro
Negro’ e ‘US Pinto 111°, encontrou-se heranga monogénica dominante
presente no cultivar ‘Ouro Negro’ e monogénica recessiva em ‘US Pinto 111°
(Corréa et al., 2001). A resisténcia presente nos genotipos ‘AND 277°, ‘MAR-
2°, ‘México 54°, ‘Cornell 49242° ¢ ‘BAT 332°, em cruzamentos com O
cultivar ‘Rudé’, também revelou heranca monogénica e dominante (Carvalho
et al., 1998; Ferreira et al., 2000; Sartorato et al., 2000; Nietsche et al., 2000;
Caixeta et al., 2003). Caixeta et al. (2005) fizeram testes de alelismo entre as

fontes de resisténcia ‘México 54°, ‘MAR-2’, ‘Cornell 49242°, ‘AND 277’ e
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‘BAT 332’, e observaram uma maior complexidade que a encontrada nos
estudos anteriores. Foi demonstrado que ‘Cornell 49242’ possui apenas um
gene dominante, denominado de Phg-3; ‘México’ 54 possui trés genes,
denominados de Phg-2, Phg-5, Phg-6; ‘MAR-2’ apresenta dois genes
designados Phg-4 e outro Phg-5° (forma alélica de Phg-5); ‘BAT 332’ possui
a forma alélica Phg-6%; ¢ ‘AND 277’ possui as formas alélicas Phg-22, Phg-3?
¢ Phg-42. Estas informagdes sdo importantes no processo de piramidacio de
genes de resisténcia, pois entendendo a relacdo existente entre os genes, 0
melhorista tem a oportunidade de escolher os genitores para seu programa de
melhoramento com as combinagdes mais favoraveis destes (Alzate-Marin et
al., 2005).

O cultivar ‘Ouro Negro’ (Honduras 35), possuidor de um gene de
resisténcia @ mancha-angular, provisoriamente denominado de Phg-ON, pelo
fato de ainda nao ter sido caracterizado, tem sido uma das fontes de resisténcia
a P. griseola de maior espectro perante as ragas ja caracterizadas (Sartorato et
al., 2006; Sanglard et al., 2009a). Assim, o presente trabalho objetivou
caracterizar o gene R para resisténcia & mancha-angular, presente em ‘Ouro

Negro’, com relagdo as outras cinco fontes relatadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético e cruzamentos

O material genético utilizado foi fornecido pelo Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT, Cali, Colombia), pelo Banco de Germoplasma do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria da Universidade Federal
de Vigosa (BIOAGRO/UFV), pelo USDA (Beltsville, Maryland, EUA) e pela
Embrapa Arroz e Feijao (Goiania, GO, Brasil). Algumas das caracteristicas

dos genotipos utilizados neste trabalho sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos gen6tipos utilizados nos testes de alelismo e
estudos de heranca

Genotipos Flor Conjunto génico  Tipo de grao dl;aslrri‘ll;ll(t)e
BAT 332 Roxa Mesoamericano Mulatinho Pequena
Meéxico 54 Roxa Mesoamericano Mulatinho Grande
Cornell 49-242 Roxa Mesoamericano Preto Pequena
MAR-2 Branca Mesoamericano Carioca Média
AND 277 Rosa Andino Manteigao Grande
Ouro Negro Roxa Mesoamericano Preto Média
Ruda Branca Mesoamericano Carioca Pequena

2.1.1. Testes de alelismo

Os genotipos ‘Cornell 49-242°, ‘México 54°, ‘AND 277, ‘MAR-2’,
‘BAT 332’ e ‘Rudd’ foram cruzadas com ‘Ouro Negro’. Em todos os casos,
Ouro Negro foi o doador de pdlen. As populagdes F, de cada cruzamento
foram usadas para o teste de alelismo. Para assegurar que as sementes F; de
cada cruzamento fossem realmente resultado de hibridagao, analisou-se a cor,
formato, tamanho e brilho das sementes F, (Figura 1). No caso do cruzamento
entre ‘Ouro Negro’ e ‘Cornell 49-242°, os quais possuem sementes de aspecto
semelhante, foi utilizado o marcador molecular SF10,s9, (Corréa et al., 2000)

capaz de identificar os hibridos na geracao F
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Ouro Negro AND 277 Ouro Negro BAT 332

F, Ouro Negro x AND 277 F, Ouro Negro x BAT 332
QOuro Negro MAR-2 Ouro Negro México 54
0000 )00 0000 |
F, Ouro Negro x MAR-2 F, Ouro Negro x México 54
Ouro Negro Cornell 49-242 Ouro Negro Ruda
0000 coes 0000 iuo
POV0
F, Ouro Negro x Cornell 49-242 F, Ouro Negro x Ruda

LS 0We

Figura 1. Aspectos da forma, tamanho, cor e brilho das sementes dos genitores e
suas respectivas populagdes F, utilizadas nos testes de alelismo.

2.1.1. Estudos de heranca

Os genoétipos ‘MAR-2’°, ‘México 54°, ‘BAT 332’ e ‘Cornell 49-242°
foram cruzados com ‘Rudd’. Em todos os casos, ‘Rud4d’ foi o genitor

feminino. Para assegurar que as popula¢des F; de cada cruzamento foram
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produtos de hibridagdo, analisou-se a cor, formato, tamanho e brilho das
sementes F, (Figura 2). As populagdes segregantes F, foram usadas nos

estudos de heranca.

F, MAR-2 x Ruda F, BAT 332 x Ruda

Besk

Cornell 49-242 Ruda
F,Cornell 49-242 x Ruda F,México 54 x Ruda

3 ’_- o~

SRt R, SR e

Figura 2. Aspectos da forma, tamanho, cor e brilho das sementes dos genitores e
suas respectivas populagdes F, utilizadas nos estudos de heranca.

2.2. Avaliacoes fenotipicas

2.2.1. Racas e preparo do inoculo

Os isolados utilizados no trabalho pertencem a micoteca do Programa
de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV. Foram usadas as racas
63.23 ¢ 63.39 de P. griseola, conforme a Tabela 2. Estas foram escolhidas por
apresentarem reagdes de incompatibilidade com os genitores e terem sido

utilizadas no estudo de alelismo conduzido por Caixeta et al. (2005).
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Tabela 2. Cruzamentos, racas e reagdes fenotipicas usados para a caracterizacdo
genética da resisténcia a mancha-angular presente no cultivar ‘Ouro

Negro'
Clz;l:axmé;to Ragas (isolados) de P. griseola Reag:éol t;flg;plca
Ouro Negro x AND 277 63.23 (158-1) RxR
Ouro Negro x BAT 332 63.39 (29-3) R xR
Ouro Negro x MAR-2 63.23 (158-1) RxR
Ouro Negro x MAR-2 63.39 (29-3) RxR
Ouro Negro x México 54 63.23 (158-1) RxR
Ouro Negro x México 54 63.39 (29-3) RxR
Ouro Negro x Cornell 49-242 63.23 (158-1) R xR
Ouro Negro x Rudé 63.23 (158-1) RxS
Ouro Negro x Rudé 63.39 (29-3) RxS
"AND 277 x Rudi 63.23 (158-1) RxS
BAT 332 x Ruda 63.39 (29-3) RxS
Meéxico 54 x Ruda 63.23 (158-1) RxS
México 54 x Ruda 63.39 (29-3) RxS
MAR-2 x Ruda 63.23 (158-1) RxS
"MAR-2 x Rud4 63.39 (29-3) RxS
Cornell 49-242 x Ruda 63.23 (158-1) RxS

G1: genitor 1; G2: genitor 2; *dados obtidos por Carvalho et al. (1998); °dados obtidos por Ferreira et
al. (2000); R: genotipo quando inoculado com a raga responde com uma reagdo de resisténcia; S:
reacdo de suscetibilidade.

O indculo de cada raca consistiu de uma suspensdo de conidios
preparada raspando-se superficialmente colonias do fungo de 12 dias de idade
crescendo a 24°C sobre placas contendo uma mistura de agua destilada, molho
de tomate, dgar e carbonato de calcio (CaCOs). Essa suspensdo foi filtrada em
gase e posteriormente ajustada para concentracio final de 2,0 x 10*

conidios/mL (Sanglard et al., 2009b).

2.2.2. Inoculacio e avaliacao da doenca

As inoculagdes foram realizadas em ambas as superficies da primeira
folha trifoliolada com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n® 15, acionado
por um compressor elétrico. Apos a inoculagdo e rapida secagem ao ar, as

plantas foram transferidas para uma camara de nevoeiro (20 = 1°C e umidade
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relativa >95%), onde permaneceram por 48 h, sob fotoperiodo de 12 horas.
Apos esse periodo, foram novamente transferidas para a casa de vegetacao,
onde permaneceram até serem avaliadas.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 18 e 21 dias apds a
inoculagdo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade proposta
por Pastor-corrales & Jara (1995): 1 - plantas sem sintomas da doencga; 2 -
presenca de até 3% de lesdes; 3 - presenca de até 5% de lesdes foliares, sem
esporulacdo do patogeno; 4 - presenga de lesdes esporuladas cobrindo 10% da
area foliar; 5 - presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 ¢ 3 mm, cobrindo
10-15% da area foliar; 6 - presenga de numerosas lesdes esporuladas maiores
que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area foliar; 7 - presenca de numerosas
lesdes 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
doencga, resultando em queda prematura de folhas e morte da planta. Neste
trabalho, as plantas que apresentaram graus 1 a 3 foram consideradas

resistentes, € as com grau 4 ou maior, suscetiveis.

2.3. Analises moleculares

2.3.1. Extracao de DNA
Cerca de 300 mg de folha dos individuos F; (Ouro Negro x Cornell 49-

242) e dos genitores utilizados nos testes de alelismo foram triturados em um
Politron (Nova Técnica) na presenga de 800 puL de tampdo de extragdo (Tris-
HCI1 100 mM, pH 8,0, EDTA 20 mM, pH 8,0, NaCl 1,4 M, B-mercaptoetanol
0,2 % (v/v) e CTAB 2% (p/v)). As etapas seguintes foram executadas de
acordo com o protocolo de Doyle & Doyle (1990), com algumas modificagdes

propostas por Abdelnoor et al. (1995).
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2.3.2. Analise com RAPD

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de
RAPD em uma mistura de 25 pl, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KC1 50
mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotidios (1ATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 4 uM do primer, uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 30 ng de DNA. Os primers utilizados estdo descritos na
Tabela 3. As amplificacdes foram efetuadas em termociclador modelo
Robocycler (Eppendorf AG 22331, Hamburg, Alemanha), programado para
40 ciclos constituidos da seguinte seqiiéncia: 15 s a 94°C, 30 s a 35°C e 1 min
a 72°C. Ap6s os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de 7 min a

72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida a 4°C.

2.3.3. Analise com SCAR

Amostras de DNA das plantas foram amplificadas pela técnica de
SCAR em uma mistura de 15 pl, contendo Tris-HC1 10 mM (pH 8,3), KCI 50
mM, MgCl, 2 mM, 100 uM de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 5 picomoles de cada primer especifico, uma unidade da
enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. As reagdes foram
realizadas em um termociclador modelo Robocycler (Eppendorf AG 22331,
Hamburg, Germany), programado para 1 etapa a 94 °C por 3 min; 35 ciclos a
94 °C por 30 s, 56 °C (SAA19), 58 °C (SBA16), 59 °C (SH13), 60 °C
(SAA07), 62 °C (SAO12) ou 65 °C (SE04 e SNO2) por 1 min e 72 °C por 90 s.

Ap6s os 35 ciclos, foi realizada uma etapa final a 72 °C por 7 min (Tabela 3).

2.3.4. Eletroforese e fotodocumentacao

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese
em gel de agarose 1,2%, em SB 1X (hidroxido de so6dio 10 mM, pH 8,5
ajustado com &cido boérico - Brody & Kern (2004)), contendo brometo de
etidio 0,2 mg/mL, por cerca de 2 horas (SCAR) e 4 horas (RAPD) a 100 volts.
Terminada a eletroforese, o gel foi fotodigitalizado, utilizando-se o sistema
Eagle Eye II (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).
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Tabela 3. Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia a mancha-angular do feijoeiro comum

Marcador* Seqiiéncia (5°— 3°) *(cM) Genes de resisténcia Fo.ntf, d? Referéncia
resisténcia
SBA 1650, vy P b v 9,70 Phg-ON Ouro Negro Queiroz et al. (2004)
F: TGAGGCGTGTCAATGGATATAA .
SAA1950a R: GAGGCGTGTTGATAATTCTGG 10,10 Phg-ON Ouro Negro Queiroz et al. (2004)
SH13520 Vv eIy L 5,60 Phg-1 AND 277 Queiroz et al. (2004)
F: ACCAGGGGCATTATGAACAG .
SN02590a R: ACCAGGGGCAACATACTATG 3,20 Phg-3 Cornell 49-242 Nietsche et al. (2000)
SN02590a %ﬁgﬁiggggﬁi%&%ﬁﬁf 5,90 Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6 México 54 Sartorato et al. (2000)
SEO4s00 R AT AT AT BGA 6,03 Phg-4 e/ou Phg-5° MAR-2 Capitulo 1
SAO1 250, RSt catsny i ot 7,02 Phg-62 BAT 332 Capitulo 1
F: CGCTCACTTATCGAAGATCG 2 ,
SAAOTssm R CGCTCACTGATTATAGACAAAATTACC 492 Phg-6 BAT 332 Capitulo 1
OPE0450a GTGACATGCC 11,80 Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6 México 54 Sartorato et al. (2000)
OPEO04¢50, GTGACATGCC 12,50 Phg-3 Cornell 49-242 Nietsche et al. (2000)
OPAC1444004 GTCGGTTGTC 6,60 Phg-2 e/ou Phg-5 e/ou Phg-6 México 54 Sartorato et al. (2000)

*a: acoplamento; "(cM): distancia genética (centi Morgan) dos marcadores moleculares em relagio aos genes de resisténcia; F: foward; R: reverse.
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2.4. Analise estatistica

As freqiiéncias das classes fenotipicas obtidas foram testadas pelo teste

de qui-quadrado (), conforme apresentado a seguir:
q

k (0. —E.)
X5=Z( lE 1)

i=1 i

, em que:

O; = niimero observado de individuos na i-ésima classe fenotipica;
E; = nimero esperado de individuos na i-ésima classe fenotipica; e
k = ntimero de classes fenotipicas.

Os valores do y’ (qui-quadrado tabelado) foram obtidos em fungdo do

nivel de significancia do teste (o) e do nimero de graus de liberdade. As
seguintes hipdteses foram elaboradas:
Hy: ndo ha discrepancia entre as freqii€éncias observadas e esperadas;
H;: as freqiiéncias observadas e esperadas sao discrepantes.
Para as conclusoes foi verificado:
Se 2 < y7, ndo se rejeita Hy;
Se y2>y7, rejeita-se Hy.

Com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2006), foram analisadas
nove proporgdes fenotipicas: 3:1 (um gene dominante); 15:1 (dois genes
dominantes independentes); 9:7 (dois genes dominantes complementares);
13:3 (dois genes epistaticos, um dominante € um recessivo); 63:1 (trés genes
dominantes independentes); 57:7 (um gene dominante e dois
complementares); 27:37 (trés genes dominantes complementares); 61:3 (dois
genes dominantes € um recessivo); 49:15 (um gene dominante e dois
recessivos). Foi considerada a proporcao fenotipica que melhor explicou os

dados observados, ou seja, a que forneceu o menor valor de qui-quadrado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivar ‘Ouro Negro’ foi inoculado com um conjunto de ragas de P.
griseola, sendo essas as mesmas utilizadas nos testes de alelismo realizados
por Caixeta et al. (2005) (Tabela 4). O objetivo foi identificar aquelas
passiveis de serem usadas nos testes de alelismo e estudos de heranca,
considerando o cultivar alvo da caracterizagdo, ‘Ouro Negro’; juntamente com
os genodtipos ‘MAR-2’, ‘BAT 332°, ‘México 54°, ‘Cornell 49-242°, ‘AND
277 e ‘Rudd’.

Tabela 4. Reacdo dos genotipos de feijao ‘MAR-2’, ‘BAT 332°, ‘México 54°,
‘Cornell 49-242°, ‘AND 277 ‘Ouro Negro’ e ‘Rudd’ a diferentes racas de

P. griseola.
Racas (Isolados)
Genotipos
63.23 (158-1) 63.39 (29-3) 63.19 (48-1) 31.17 (97-2)
MAR-2 R R R R
BAT 332 S R S S
México 54 R R R R
Cornell 49-242 R S R R
AND 277 R S R R
Ouro Negro R R S S
Ruda S S S S

R: reagdo de resisténcia; S: reacdo de suscetibilidade.

Segundo Ehdaie & Baker (1999), em cruzamentos entre dois genotipos
resistentes, o aparecimento de plantas suscetiveis na populacdo F, indica que
0os pais possuem genes de resisténcia que estdo localizados em locos
diferentes. O nao aparecimento de plantas suscetiveis nesse mesmo
cruzamento indica que os dois genitores sdo portadores de gene(s) de
resisténcia em um mesmo loco, ou seja, que sdo alélicos ou ligados em bloco.
Assim, foram escolhidas as ragas 63.23 e 63.39 por apresentarem reacoes de
incompatibilidade entre ‘Ouro Negro’ e as cinco fontes de resisténcia (Tabela
4). Com base nestas avaliagdes, a raca 63.23 de P. griseola foi inoculada em
quatro populagdes F, para os testes de alelismo, conforme pode ser observado
na Tabela 5. Considerando as populagdes F, (Ouro Negro x AND 277), F,
(Ouro Negro x Cornell 49-242) e F, (Ouro Negro x MAR-2), foi obtido o

padrao de segregacdo tipico de dois genes 15:1 (dois genes dominantes
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independentes), indicando que provavelmente cada um destes genotipos
contribui com um gene dominante para a reacdo de resisténcia. A populacao
F, (Ouro Negro x México 54) diferiu das demais ao apresentar uma
segregacao de 63:1 (trés genes dominantes independentes), possivelmente por
haver a participagdo simultanea de dois dos trés genes caracterizados em
México 54 para resisténcia a esta raca. O estudo de heranga com a populagao
F, (México 54 x Rud4) que resultou em uma segregacao de 15:1 com a mesma
raga 63.23, refor¢cam esta idéia (Tabela 5).

Resultado semelhante foi observado nas inoculagdes com a raga 63.39,
onde as populagdes F, (Ouro Negro x México 54) e F, (Ouro Negro x MAR-2)
também apresentaram segregacdes de 63:1 e 15:1, respectivamente. A
populacao F, (Ouro Negro x BAT 332) segregou em 13:3 para esta raca, um
comportamento tipico de heranca digénica onde dois genes epistaticos, um
dominante e um recessivo, atuam. As populacdes F, (Ouro Negro x AND 277)
e F, (Ouro Negro x Cornell 49-242) nao foram testadas com a raca 63.39
devido a suscetibilidade de AND 277 e Cornell 49-242 (Tabela 5). Da mesma
forma foi dispensado o teste com a populagdo F, (Ouro Negro x BAT 332)
para a raca 63.23 (Tabela 5).

Em trabalhos anteriores, herancas do tipo dominante e monogénica
foram observadas durante a identificagdo de marcadores moleculares ligados a
genes de resisténcia a diferentes ragas de P. griseola. Nestes, o cultivar ‘Ruda’
foi cruzado com as seguintes fontes de resisténcia a mancha-angular: ‘AND
277 (raca 63.23) (Carvalho et al., 1998); ‘MAR-2’ (raga 63.39) (Ferreira et
al., 2000); ‘M¢éxico 54’ (raga 63.19) (Sartorato et al., 2000); ‘Cornell 49-242°
(raga 31.17) (Nietsche et al., 2000) e ‘BAT 332’ (raga 61.41) (Caixeta et al.,
2003). Entretanto, Nietsche et al. (2001), utilizando diversas ragas de P.
griseola, relataram diferentes espectros de resisténcia com relagdo a estas
fontes de resisténcia, indicando que esses gendtipos deveriam possuir
diferentes fatores de resisténcia.

A partir destes questionamentos, Caixeta et al. (2005) executou uma

analise conjunta visando um melhor entendimento da relacdo de
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independéncia desses genes. A utilizacdo de diferentes cruzamentos e
diferentes racas demonstrou uma maior complexidade que a relatada
anteriormente na caracterizagdo da heranca da resisténcia desses genotipos.
Como resultados dos estudos de alelismo realizados por Caixeta et al. (2005),
ficou demonstrado que ‘Cornell 49242° possui apenas um gene dominante,
denominado de Phg-3; ‘México’ 54 possui trés genes, denominados de Phg-2,
Phg-5, Phg-6; ‘MAR-2’ apresenta dois genes designados Phg-4 ¢ outro Phg-
52 (forma alélica de Phg-5); ‘BAT 332’ possui a forma alélica Phg-6% ¢ ‘AND
277’ possui as formas alélicas Phg-2%, Phg-3? e Phg-4°.

Além das fontes de resisténcia a mancha-angular mencionadas, destaca-
se também o cultivar ‘Ouro Negro’ (Honduras 35), o qual apresenta
caracteristicas agrondmicas e culinarias desejaveis, além de uma boa
capacidade de combinacdo em cruzamentos com outros genoétipos. O
programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV, bem como outros grupos de
pesquisa no Brasil, tem utilizado este cultivar como fonte de resisténcia a
mancha-angular no melhoramento do feijdo (Sanglard et al., 2005; Sartorato,
2006; Melo et al., 2008). No presente trabalho, testes de alelismo foram
realizados para verificar se as fontes de resisténcia ‘AND 277°, ‘MAR-2’,
‘México 54°, ‘Cornell 49-242° ¢ ‘BAT 332’ compartilham, ou possuem locos
distintos aos de ‘Ouro Negro’.

Os dados obtidos estdo de acordo com o trabalho realizado por Caixeta
et al. (2005). Provavelmente, um mesmo gene presente em ‘Ouro Negro’
esteja atuando na resisténcia as ragas 63.23 e 63.39 simultaneamente, visto que
os padrdes de segregacdo das populagdes F, (Ouro Negro x México 54) e F,
(Ouro Negro x MAR-2) apresentaram os mesmos valores considerando as
duas ragas. Além disso, os estudos de heranga entre ‘Ouro Negro’ e ‘Ruda’
para as mesmas revelaram segregacoes de 3:1, tipico de heranga monogénica
com relagdo alélica de dominancia completa (Tabela 5). A partir destes
valores, pode-se inferir que ‘Ouro Negro’ possui pelo menos um loco diferente
de ‘AND 277°, ‘México 54°, ‘MAR-2’, ‘Cornell 49-242° ¢ ‘BAT 332’,

considerando os padrdes de segregacao as racas 63.23 e 63.39.
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Tabela 5. Testes de alelismo para caracterizagdo genética da resisténcia a P. griseola presente em ‘Ouro Negro’, relativo aos gen6tipos ‘AND

277, ‘BAT 332°, ‘México 54°, ‘MAR-2’ e ‘Cornell 49-242°

Populagio I Raga (isolado) | ¢ PlantasFx “I;:;le)::g:o Valordey®  P(%) Simbolo do loco
G1x G2
R S R S G1 G2

Ouro Negro x AND 277 63.23 (158-1) 432 25 15 1 0,4739 49,1170 F A B, C
Ouro Negro x BAT 332 63.39 (29-3) 404 92 13 3 0,0132 90,8413 F E
Ouro Negro x México 54 63.23 (158-1) 551 8 63 1 0,0627 80,2239 F B,D,E
Ouro Negro x México 54 63.39 (29-3) 376 4 63 1 0,6422 42,2889 F B,D, E
Ouro Negro x MAR-2 63.23 (158-1) 415 24 15 1 0,4593 49,7915 F C,D
Ouro Negro x MAR-2 63.23 (29-3) 398 28 15 1 0,0757 78,3150 F C,D
Ouro Negro x Cornell 49-242 63.23 (158-1) 396 25 15 1 0,0698 79,1579 F A
Ouro Negro x Ruda 63.23 (158-1) 226 71 3 1 0,1898 66,3187 F ?
Ouro Negro x Ruda 63.39 (29-3) 354 111 3 1 0,3161 57,3943 F ?
"AND 277 x Ruda 63.23 (158-1) 145 48 3 1 0,0017 96,6850 A,B,C ?
BAT 332 x Ruda 63.39 (29-3) 396 129 3 1 0,0514 82,0595 E ?
México 54 x Ruda 63.23 (158-1) 376 28 15 1 0,3194 57,1950 B,D,E ?
México 54 x Ruda 63.39 (29-3) 355 22 15 1 0,1105 73,9551 B,D,E ?
MAR-2 x Ruda 63.23 (158-1) 387 125 3 1 0,0937 75,9462 C,D ?
‘MAR-2 x Ruda 63.39 (29-3) 121 37 3 1 0,2109 64,6007 C,D ?
Cornell 49-242 x Ruda 63.23 (158-1) 303 98 3 1 0,0673 79,5262 A ?

G1: simbolo designado para o genitor 1 do cruzamento e G2: simbolo designado para o genitor 2 do cruzamento; R: resisténcia; S: suscetibilidade; *foram testadas nove
proporgdes, a colocada na tabela foi a que melhor explicou os dados observados, ou seja, a que forneceu menor qui-quadrado (x%); P(%): probabilidade do valor estimado;
A, B, C, D e E: locos caracterizados por Caixeta et al. (2005); (?): ndo caracterizado; ®dados obtidos por Carvalho et al. (1998); ‘dados obtidos por Ferreira et al. (2000).
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Na analise dos marcadores moleculares dos tipos RAPD e SCAR
identificados em trabalhos anteriores como ligados a genes de resisténcia
presentes nos genotipos deste estudo (Sartorato et al., 1999; 2000; Nietsche et
al., 2000; Queiroz et al., 2004), pode-se observar que apenas os marcadores
SAO12950., SAA07950, € SH13550, sdo especificos (Tabela 6). O marcador
SH13s5,0, quando testado nas fontes de resisténcia, sO esteve presente em
‘AND 277°. Com excegao de ‘BAT 332’ ¢ ‘Ouro Negro’, a banda SN02gq, foi
observada em todas as outras fontes de resisténcia. OPAC14,400,, marcador
ligado ao(s) gene(s) de ‘México 54°, foi também encontrado em ‘MAR-2’. O
marcador OPE04¢s0, foi amplificado em ‘México 54°, ‘Cornell 49-242° ¢
‘Ouro Negro’. Os fragmentos produzidos pelos marcadores SAO12¢s9, €
SAA079s50, sO estiveram presentes em ‘BAT 332°, onde foram previamente
identificados. SAA19450, € SBA165¢0, geraram bandas em varios gendtipos
além de ‘Ouro Negro’(Tabela 6).

Estes dados ndao concordam com os obtidos nos testes de alelismo,
conforme ja havia observado Caixeta (2002) utilizando marcadores RAPD. Os
marcadores moleculares ndo podem, portanto, ser usados para auxiliar no
entendimento da complexidade destas fontes de resisténcia a mancha-angular.
Possivelmente, varios dos genes presentes nos seis genotipos estdo
organizados em cluster (bloco génico). Estudos mais detalhados poderdo ser
obtidos quando o genoma de Phaseolus vulgaris estiver seqiienciado.

Dados da genética classica e molecular mostram que genes que
determinam resisténcia a doengas em plantas estdo, freqiientemente, agrupados
no genoma. Os genes de resisténcia a doencas R compreendem um largo e
diverso grupo de seqiiéncias relacionadas no genoma de plantas (Michelmore
& Meyers, 1998). Assim, genes de resisténcia t€ém sido identificados em
complexos, regides altamente duplicadas com multiplos genes organizados em
tandem, e possivelmente codificando resisténcia a diversos patégenos, o que
explicaria o aparecimento das bandas amplificadas em varios genotipos por
conservacao de seqiiéncias. Muitos genes R em plantas sdo denominados

como membros de uma familia de um gene ancestral (Mindrinos et al., 1994).
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Tabela 6. Caracterizagdo molecular dos gen6tipos utilizado nos testes de alelismo por meio de marcadores moleculares

Marcadores moleculares

o Genes de
Gendétipos Stenci
resistencia OPACl4s0  OPEO4gsy  SEO4ss9 SAO120s9 SAA079sy SAAI9gso SBAl6ssy  SNO02gy  SH13sy
MAR-2 *Phg-4 ¢ Phg-5° + - + - - + - + -
BAT 332 *Phg-6° - - - + + + + - -
. *Phg-2, Phg-5
México 54 ¢ Phg-6 + + + - - + - + -
Cornell 49-242 *Phg-3 - + - - - - + + -
*Phg-1, Phg-27,
AND 277 Phg-3° ¢ Phg-4° = - - - - + + + +
Ouro Negro Phg-7 - -+ - - - + + - -
Ruda ? - - - - - - - - -

Phg-7: denominagdo proposta neste trabalho; (?): ndo caracterizado; (+): presenga de banda; (-): auséncia de banda; *dados obtidos por Caixeta (2005).
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Os testes de alelismo tém especial importincia para programas de
melhoramento cujo objetivo € a piramidacao de diferentes genes que conferem
resisténcia a diferentes racas de um patdgeno. A piramidacao de genes tem
sido sugerida como uma estratégia de obtencao de gendtipos com resisténcia
durdvel. O acumulo de genes de resisténcia com efeitos maiores em um
gendtipo retarda o aparecimento de novas racas do patogeno (Kelly et al.,
2003; Servin et al., 2004). A base para a estabilidade da resisténcia reside na
reducdo da adaptacdo do patdogeno quando varios genes de aviruléncia devem
ser inativados para “quebrar” a resisténcia do hospedeiro (Van der Plank,
1984).

A partir das avaliagdes realizadas neste trabalho, sugere-se que o loco
presente no cultivar ‘Ouro Negro’ e distinto das demais fontes de resisténcia
estudadas, receba a denominagdo de Phg-7. Esta nomenclatura estaria de
acordo com o prosseguimento dos trabalhos realizado por Caixeta et al.
(2005). No Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV foram
desenvolvidas diversas isolinhas com graos ‘“carioca”, “preto” e “vermelho”
contendo genes de resisténcia a mancha-angular derivados dos genotipos
‘AND 277°, ‘BAT 332°, ‘MAR-2’, ‘México 54’ e ‘Cornell 49-242° (Alzate-
Marin et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Costa et al., 2006; Sanglard et al.,
2007; Ragagnin et al., 2009). O intercruzamento destes materiais com
linhagens derivadas de ‘Ouro Negro’ se justifica e possivelmente traria

incremento no espectro de resisténcia as ragas de P. griseola.
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CAPITULO 4

Reacao de cultivares e linhagens elite de feijao comum a
isolados de Pseudocercospora griseola coletados no estado de
Minas Gerais

Resumo: Vinte e cinco genoétipos, incluindo cultivares e linhagens do
Programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), foram avaliados quanto a reagdo a 24 isolados do fungo
Pseudocercospora griseola, agente incitador da mancha-angular do feijoeiro.
Estes gendtipos foram inoculados 15 dias ap6s o plantio com uma suspensao
contendo 2,0 x 10* conidios mL™'. Os sintomas foram avaliados aos 15, 18 e
21 dias apos a inoculagdo, utilizando uma escala de nove graus. Foram
inoculadas 12 plantas de cada genétipo na densidade de quatro plantas por
vaso. Médias com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes; entre 3 € 6,
com resisténcia intermediaria; e entre 6 ¢ 9, suscetiveis. Os genotipos ‘Ouro
Negro’, ‘Diamante Negro’ e ‘BRSMG Majestoso’ apresentaram reacao de
resisténcia a 17, 15 e 17 dos isolados testados, respectivamente. Com excegao
dos trés genotipos acima citados, os andinos foram os que apresentaram
maiores niveis de resisténcia, apresentando médias de severidade da doenca

notadamente inferiores em relagdo aos demais genotipos.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris — Pseudocercospora griseola -

resisténcia a mancha-angular — fontes de resisténcia — co-evolugao.
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1.INTRODUCAO

Um dos fatores que limitam a produtividade e o desempenho do
feijoeiro sdo as enfermidades. Entre as doengas de maior importidncia no
territorio nacional, merece destaque a mancha-angular incitada por
Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U. Braun. Como fonte primaria
de indculo do patogeno inclui-se sementes contaminadas e restos de plantas
infectadas. Em ambos os casos, os conidios produzidos sdo disseminados para
as folhas pela acdo do vento, respingos de chuva, ou ambos (Pria et al., 1999).

A penetragdo do fungo se da pelos estomatos das folhas e a medida que
ocorre a colonizagdo, o micélio do fungo se estende do parénquima esponjoso
as células palicadicas e posteriormente as células da epiderme superior. O
desenvolvimento intracelular do fungo nos tecidos necrosados se da a partir do
nono dia, ficando seu crescimento restrito aos feixes vasculares, dando a
forma angular as lesdes. Com o progresso da infec¢ao, pode ocorrer a uniao de
varias lesdes numa mesma folha, o que causa necrose parcial, amarelecimento
das folhas e por fim, sua queda prematura. Nas folhas primarias, as lesdes, de
coloragdo castanho-acinzentada, ndo possuem formato bem caracteristico,
geralmente com formato circular. Nas vagens, as manchas tém tamanho e
conformacdo varidveis, mas sdo geralmente circulares ou ovais, de cor
castanho-avermelhadas podendo apresentar bordas com coloragdo mais escura.
Vagens infectadas apresentam sementes pouco desenvolvidas ou totalmente
enrugadas (Barros et al., 1957). No caule e nos peciolos as lesdes sdo pardo-
avermelhadas e alongadas (Vieira, 1988; 1994; Paula Jinior & Zambolim,
1998).

Esta doenga foi considerada de pequena importancia no passado, pois
aparecia no final do ciclo da cultura, ndo causando grandes perdas. Entretanto,
hoje ¢ considerada de grande importancia, uma vez que aparece logo no inicio
do ciclo da cultura, principalmente nos plantios “da seca” nas regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste, podendo causar reducdo de até 70% na produgdo

(Sartorato, 2001). O aparecimento precoce da doenca pode ser devido a: (i)
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plantio da cultura em novas épocas, especialmente outono-inverno-primavera,
quando as temperaturas sao favoraveis, havendo a cultura ou restos de cultura
contaminados no campo durante todo o ano; (ii) plantio irrigado com pivos-
centrais, que propicia condicao de alta umidade, favoravel a doenga; (iii)
utilizagdo de sementes contaminadas, introduzindo o patdégeno em novas
regides; (1v) utilizacao de cultivares com base genética de resisténcia a doenga
muito restrita; (v) possiveis alteragdes no quadro das racas do patdogeno ao
longo dos anos (Paula Jinior & Zambolim, 1998). Acredita-se que o plantio de
materiais suscetiveis aliado a um ambiente favordvel tenha proporcionado
condig¢des ideais a sua evolugado (Pria et al., 1999).

Dentre as diversas estratégias que podem ser empregadas no controle da
doenca, a utilizacdo de cultivares comerciais com adequado nivel de
resisténcia proporciona uma protecdo adicional, dentro de um sistema de
manejo integrado (Sartorato, 1989; Guzman et al., 1995; Sartorato et al., 1996;
Sartorato, 2001).

Diversos estudos tém sido realizados visando conhecer a variabilidade
genética de P. griseola por meio da série de genoétipos diferenciadoras (Pastor-
Corrales & Jara, 1995; Nietsche et al., 2001; Sartorato & Alzate-Marin, 2004;
Oliveira et al., 2004; Sartorato, 2005; 2006; 2007; Stenglein & Balatti, 2007;
Damasceno-Silva et al., 2008). No estado de Minas Gerais, pode-se destacar o
recente trabalho realizado por Balbi et al. (2009). Estes pesquisadores
coletaram folhas de feijoeiro apresentando sintomas de mancha-angular em 33
areas de cultivo, distribuidas em nove cidades. Foram amostradas oito
localidades no municipio de Paracatu; sete em Lagoa Formosa; cinco em Sao
Miguel do Anta; quatro em Canad; trés em Coimbra; duas nos municipios de
Manhumirim, Unai e Vigosa e uma em Alto Jequitiba. No total, foram obtidos
78 isolados monosporicos de P. griseola. Destes, foram caracterizados 31
isolados classificados em 15 ragas distintos, o que indicou uma grande
variabilidade patogénica.

O constante monitoramento do quadro de ragas prevalecentes em cada

regido, juntamente com a caracterizacdo da resisténcia/suscetibilidade dos
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cultivares e linhagens elite de feijoeiro, desenvolvidos pelos programas de
melhoramento, sdo fundamentais para que as recomendacgdes venham a ter
sucesso. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi verificar a reagcdo de
diversos cultivares e linhagens elite de feijoeiro aos isolados de P. griseola

obtidos por Balbi et al. (2009).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material genético

O grupo de gendtipos avaliados quanto a resisténcia/susceptibilidade a
mancha-angular reuniu importantes cultivares dos grupos “carioca”, “preto” e
“vermelho”. Além destes, foram avaliados materiais de graos tipo “jalo” e

resultantes do Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV (Tabela 1).

Tabela 1. Cultivares e linhagens elite de feijdo comum avaliados quanto a reagao a
isolados de P. griseola

Genotipos Conjunto génico Tipo de griao Linhagem/Cultivar
BJ-1 Andino Jalo Linhagem
BJ-2 Andino Jalo Linhagem
BJ-3 Andino Jalo Linhagem
BJ-4 Andino Jalo Linhagem
BJ-5 Andino Jalo Linhagem
BJ-6 Andino Jalo Linhagem
BJ-7 Andino Jalo Linhagem
BJ-8 Andino Jalo Linhagem
Jalo EEP 558 Andino Jalo Cultivar
Jalo MG 65 Andino Jalo Cultivar
CAL 143 Andino Jalo Cultivar
Ruda Mesoamericano Carioca Cultivar
Ruda R* Mesoamericano Carioca Linhagem
Pérola Mesoamericano Carioca Cultivar
Pérola R* Mesoamericano Carioca Linhagem
BRSMG Talisma Mesoamericano Carioca Cultivar
VC-6 Mesoamericano Carioca Linhagem
BRSMG Madrepérola Mesoamericano Carioca Cultivar
BRSMG Majestoso Mesoamericano Carioca Cultivar
Diamante Negro Mesoamericano Preto Cultivar
Ouro Negro Mesoamericano Preto Cultivar
Meia Noite Mesoamericano Preto Cultivar
Valente Mesoamericano Preto Cultivar
Ouro Vermelho Mesoamericano Vermelho Cultivar
Vermelhinho Mesoamericano Vermelho Cultivar

*Linhagens obtidas pelo Programa de Melhoramento do Feijoeiro desenvolvido na UFV.
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2.2. Racas
Foram utilizados isolados reconhecidamente virulentos e de elevada
agressividade pertencentes a Micoteca do Instituto de Biotecnologia Aplicada

a Agropecuaria - BIOAGRO, localizado na UFV (Tabela 2).

Tabela 2. Isolados de P. griseola pertencentes a Micoteca do BIOAGRO/UFV

Fenétipos de Viruléncia das Genétipos'

Isolado Raca  Local de coleta
A B CDEVFGHTIJ KL
A13 a b ¢ d g h i 15.7 Lagoa Formosa
A4 a b ¢ d e f g h i 63.7 Lagoa Formosa
Aj12 a b ¢c d e f g h i j k 1 6363 LagoaFormosa
B, 46 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 Paracatu
B8 a b ¢ d e f g h i1 j 1 6347 Paracatu
B4 a b ¢ d f g h i 1 47.39 Paracatu
B46 a b ¢ d e | 31.4 Paracatu
B,50 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 Paracatu
Ci1 a b ¢ d e f h 1 j k 1 6363 Unai
C,17 a b h 1 k 3.23 Unai
C,28 a b ¢ d e f h i 63.6 Unai
C,10 a b c¢ e g h i k 23.23 Unai
CM,2 a b ¢c d e f g h i j k 1 6363 Canaa
CM;l11 a b c¢c d e f g h i j k 63.31 Canaa
Cb20 a b ¢ d e f g h i 63.7 Coimbra
Cb21 a b ¢ d e g h i 31.7 Coimbra
SM,11 a b ¢c d e f g h i j k 1 6363 SMA
SM20 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 SMA
SM28 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 SMA
SM32 a b ¢ d e f g h i k 63.23 SMA
Vic3 a b ¢ d e f g h i k 63.23 Vigosa
Vic7 a b ¢ d e f g h i j k 1 6363 Vigosa
Mal4 a b ¢ d e f g h i k 63.23 Manhumirim
AJ12 a b ¢c d e f g h i j k 1 6363 Alto Jequitiba

'A: Don Timoéteo, B: G 11796, C: Bolén Bayo, D: Montcalm, E: Amendoim, F: G 5686, G: PAN 72,
H: G 2858, I: Flor de Mayo, J: México 54, K: BAT 332 ¢ L: Cornell 49-242. As letras mintisculas
indicam suscetibilidade do gendtipo. SMA: Sao Miguel do Anta. Fonte: Balbi et al. (2009).
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2.3. Avaliacio da reacao a Pseudocercospora griseola

Sementes de cada genotipo foram semeadas diretamente em vasos
plasticos de 2,5 L contendo uma mistura de solo e esterco curtido, na
proporc¢ao de 4:1, adubada no momento do preparo com 5 kg da formulacao 4-
14-8 por m® de substrato. Os vasos contendo plantas de cada genétipo foram
mantidos em casa de vegetacdo até o0 momento da inoculacdo. Os inoculos de
cada isolado foram obtidos pela multiplicagdo do fungo em placas de Petri
contendo uma mistura de 4gua destilada, molho de tomate, agar e carbonato de
calcio (CaCOs) (Sanglard et al., 2009). As placas foram incubadas por 10 dias
a 24°C para produgdo dos conidios a serem utilizados na inoculagdo. As
inoculacdes foram realizadas 15 dias apos o plantio, utilizando uma suspensao
contendo 2,0 x 10* conidios/mL, a qual foi aplicada em ambas as superficies
da primeira folha trifoliolada, com o auxilio de um atomizador De Vilbiss n°
15 acionado por um compressor elétrico. Apds as inoculagdes, as plantas
foram transferidas para uma cdmara de nevoeiro (20 = 1°C e >95% de
umidade relativa), onde permaneceram por 48 h, sob fotoperiodo de 12 horas.
Apbs esse periodo, foram transferidas para uma casa de vegetagdo (20 + 5°C),
onde permaneceram até serem avaliadas. A severidade da doenca foi avaliada
visualmente aos 15, 18 e 21 dias apos a inoculagdo, utilizando-se uma escala
com nove graus de severidade proposta por Pastor-Corrales & Jara (1995).
Foram inoculadas 12 plantas de cada genotipo na densidade de quatro plantas
por vaso. Plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes; entre 3 e

6, com resisténcia intermediaria; entre 6 € 9, suscetiveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos confirmam a grande dificuldade encontrada na
identificagdo de gendtipos com resisténcia ampla a mancha-angular. Dos 14
gendtipos mesoamericanos testados, oito foram suscetiveis a pelo menos 12
isolados (Tabela 3). Entretanto, os genotipos ‘Ouro Negro’, ‘Diamante Negro’
e ‘BRSMG Majestoso’ foram resistentes a 17, 15 e 17, dos 24 isolados
testados, respectivamente. Além disso, também foram os que apresentaram
médias de severidade notadamente inferiores.

O cultivar ‘Ouro Negro’ possui tegumento preto, alta produtividade e
boas qualidades culindrias. Este foi introduzido no Brasil como Honduras 35 e
recomendado em 1991 (Aratjo et al., 1991). ‘Ouro Negro’ apresenta também
resisténcia a 13 ragas de Uromyces appendiculatus coletadas no Estado de
Minas Gerais (Faleiro et al., 1999). Alzate-Marin et al. (2004) relataram que o
cultivar ‘Ouro Negro’ foi testado com 24 dos 94 isolados de U.
appendiculatus mantidos pelo USDA (Beltsville United States Department of
Agriculture), mostrando reagdo de resisténcia a 22 ragas, resisténcia
intermediaria a uma raga, ¢ suscetibilidade somente a raga 108. O cultivar
Ouro Negro possui também boa capacidade de combinacdo em cruzamentos
com cultivares do tipo “carioca” (Faleiro et al., 2002). Além disso, possui um
gene de resisténcia a antracnose designado C0-10 (Alzate-Marin et al., 2003).
Por meio da técnica de inoculagdes seqiienciais com ragas de Colletotrichum
lindemuthianum ¢ Uromyces appendiculatus, demonstrou-se que os genes de
resisténcia a estes patogenos estdo ligados a uma distancia de 12,3 ¢cM (Faleiro
et al., 2000). Tais caracteristicas justificam seu freqiiente uso em programas de
melhoramento. Sartorato (2006) avaliou a reagdo de 28 gendtipos de feijoeiro
quanto a resisténcia a oito ragas de P. griseola, sendo que ‘Ouro Negro’
destacou-se como o de maior grau de resisténcia, o que esta de acordo com a

tendéncia observada neste trabalho.
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Tabela 3. Reagdo de 25 gendtipos de feijao comum a 24 isolados de P. griseola coletados no estado de Minas Gerais

Ragas (isolados) de P. griseola
— D 3 o 3 o w o N D (R o) w ) ) ) 3 o o R o
Gemitipos | %[22 |5 23 25 28 2 glalel8|2 a5tz
Flezlz|l=lsl|® 2|22 |23|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|3
BJ-1 5 4 53 6,0 42 4,6 3,140 38[42
BJ-2 52 55 4636
BJ-3 55 , 5415, 3,7
BJ-4 54 ,
BJ-5 03,513, 1] 3. 42136 | 6
BJ-6 : [ 4.2 |
BJ-7 4,7 56 | 4.5 44 |3,6
BJ-8 4.6 57133 | 3. ) ) ) . 4,5 41 \
Jalo EEP 558 \ \ 5 8 \
Jalo MG 65 5,0 50 52 [ 3.4 | \
CAL 143 3.3 4,1 45 4,6 m 3,7
Rudé (5.0 | m
Ruda R !
Pérola : \ \
Pérola R 5,0 | 4,0 [ 45 ]
BRSMG Talismi 3,5 3,7 5
VC-6 | 4,1 |
BRSMG Madrepérola 4,2
BRSMG Majestoso 4,0
Diamante Negro ,
Ouro Negro 4 \
Meia Noite 5.8 | [ 504760
Valente 133 4,1 (6.0 [ 4.4 [N 5.4 7.7 ]
Ouro Vermelho |

Vermelhinho | 6,0 |
Meédias de severidade calculadas pela avaliacao de 12 plantas de cada genotipo; verde: resisténcia; amarelo: resisténcia intermediaria; vermelho: suscetibilidade.

99



O cultivar ‘Diamante Negro’ também pertence ao grupo comercial
“preto”, sendo origindrio de cruzamentos realizados no Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT), na Colombia, e selecionado pela Embrapa
Arroz e Feijdo. Possui um alto potencial de produtividade, podendo chegar a
3.500 Kg/ha. Além de ser produtivo, também possui resisténcia ao
crestamento bacteriano e mosaico comum (Embrapa, 2009).

O cultivar ‘BRSMG Majestoso’, pertencente ao grupo ‘“‘carioca”,
originou-se do cruzamento entre ‘Ouro Negro’ e ‘Pérola’. Desse experimento,
uma das linhagens selecionadas foi a ‘OP-NS-331" que, apos ter participado
de 43 ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU), no periodo de 2002 a 2004,
se destacou em produtividade, tipo de grao e resisténcia a patogenos; sendo
recomendado para o Estado de Minas Gerais. Este cultivar, sob inoculagao
artificial, foi resistente a quatro racas do fungo incitador da antracnose (C.
lindemuthianum): 55, 89, 95 e 453. Nos ensaios a campo, apresentou reagao
intermediaria ao fungo P. griseola, e resisténcia ao virus do mosaico comum
(Abreu et al., 2007).

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro da UFV, foram
desenvolvidas isolinhas com graos do tipo “carioca” contendo os genes: Ur-
ON e Co0-10, que conferem resisténcia a ferrugem e a antracnose,
respectivamente, provenientes de Ouro Negro; Co-4 ¢ C0-6, que conferem
resisténcia a antracnose, provenientes de ‘TO’ ¢ ‘AB 136’; Phg-1, que confere
resisténcia a mancha-angular, proveniente de ‘AND 277°. Ragagnin et al.,
(2009) intercruzaram estes materiais concentrando os genes Ur-ON, Co-4, Co-
6, Co-10 e Phg-1 nas linhagens denominadas de ‘Ruda R’ e ‘Pérola R’, as
quais foram também testadas neste trabalho. Nos ensaios conduzidos na
Estacdo Experimental da UFV em Coimbra-MG, foi observado que as duas
linhagens ndo obtiveram, em condi¢des de campo, desempenho satisfatorio
para a resisténcia a P. griseola. Possiveis razdes para isso seriam a grande
variabilidade do patdgeno, a ineficicia de um unico gene de resisisténcia
(Phg-1) incorporado nessas linhagens, e o surgimento de novas ragas ainda

ndo caracterizadas. No presente trabalho, ‘Pérola R’ e ‘Rudd R’ foram
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suscetiveis a oito e 22 isolados, respectivamente, dentre os 24 testados (Tabela
3). Além disso, essas linhagens juntamente com os cultivares de graos
vermelhos (‘Ouro Vermelho’ e ‘Vermelhinho’) alcancaram as maiores médias
de severidade. Para contornar estes problemas, seria importante a introgressao
de novos genes advindos de materiais que possuam resisténcia vertical
completa e/ou do tipo oligogénica; e que estes sejam estrategicamente
intercruzados, de modo a aumentar o espectro da resisténcia.

Quando interagdes entre dois ou mais organismos produzem respostas
evolutivas em cada um deles, ocorre um processo denominado de co-evolucao.
As forgas evolutivas atuam no processo de co-evolugdo, gerando variabilidade
nas espécies envolvidas. Por meio de mutagdes, surgem novos alelos nas
populacdes, os quais sofrem selecdo e sdo rearranjados gracas a recombinacao
genética. Estes podem ser dispersos no momento em que ocorrem migragoes
de individuos de um local a outro. Neste processo, os individuos de uma das
espécies envolvidas na interacdo co-evolutiva atuam exercendo pressao de
selecdo sobre os da outra espécie, e vice-versa (Barbieri, 2003). O
patossistema Phaseolus vulgaris/Pseudocercospora griseola ¢ um exemplo.

Vérios pesquisadores descreveram a variabilidade entre isolados de P.
griseola de diferentes areas ao redor do mundo. Brock (1951), ao estudar a
resisténcia de gendtipos de feijao (‘Brown Beauty’, ‘Stringless Black
Calentine’, ‘Pinto’ e ‘Red Mexican’) a mancha-angular, observou que 13
1solados australianos apresentaram diferentes padrdes de viruléncia. Embora
tais resultados tenham sido questionados, pois ndo foram utilizadas culturas
monospdricas, foi ressaltada pioneiramente a ocorréncia de variabilidade entre
os 1solados, alertando para o perigo de utilizagdo de apenas um cultivar em um
dado campo de producao.

Apos isso, trabalhos importantes foram realizados por Guzman et al.
(1995) e Pastor-Corrales & Jara (1995) acerca da diversidade genética de P.
griseola e de sua co-evolugdo com o feijoeiro na América Latina. Os
resultados confirmaram a separacdo dos fenotipos de viruléncia em dois

grupos: o primeiro, denominado andino, que apresenta reagdo de
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compatibilidade preferencialmente com genotipos de origem andina e, o
segundo, denominado mesoamericano, que apresenta reacdo de
compatibilidade tanto com gendtipos de origem andina, quanto com os de
origem mesomericana. Os resultados indicaram ainda, que os isolados andinos
de P. griseola tiveram evolug@o paralela com genoétipos de feijao de origem
andina; enquanto os isolados mesoamericanos tiveram evolucao concomitante
com genoétipos de origem mesoamericana e andina. Neste trabalho, todos os
isolados apresentaram fenotipos de viruléncia tipicamente do acervo
mesoamericano, uma vez que foram capazes de incitar doengca em genotipos
do conjunto génico mesoamericano e andino (Balbi et al., 2009).

Orozco & Araya (2005) ainda demonstraram que, em locais onde sdao
cultivados exclusivamente feijoes do tipo mesoamericano, ocorre uma pressao
de selecdo sobre as populagdes de P. griseola prevalecentes, que conduz ao
incremento de racas correspondentes ao acervo genético do hospedeiro, como
ocorre no Brasil. Este mesmo processo ocorre nas regioes de cultivo exclusivo
de feijdo do pool génico andino, prevalecendo ragas andinas de P. griseola.

Esse tipo de comportamento confirma que, em Minas Gerais, ha
predominancia de ragas do grupo mesoamericano, como ocorre no restante do
pais (Nietsche et al., 2000). Isso se deve, ao fato de que, no Brasil, a maioria
dos cultivares plantados pertencem ao conjunto génico mesoamericano.
Conseqiientemente, a pressao de sele¢do favoreceu ragas de origem
mesoamericana, as quais sdo mais adaptadas aos genotipos mesoamericanos,
apesar de incitarem doeng¢a nos dois grupos.

Esta caracteristica foi também claramente observada neste trabalho,
pois as linhagens andinas ‘BJs’ (‘BJ-1’ a ‘BJ-8’) e os cultivares ‘Jalo EEP
558°, ‘Jalo MG 65° ¢ ‘CAL 143’ manifestaram sintomas amenizados da
doencga para a maioria dos isolados testados, quando comparados ao grupo de
genotipos mesoamericanos (Tabela 3). As linhagens ‘BJs’ sdo provenientes do
Programa de Melhoramento do Feijoeiro da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), as quais foram avaliadas nos ensaios do VCU-Cores ciclo 2004/2005

(Bruzi et al., 2007). Estes feijoes amarelos e grandes do grupo “jalo”
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apresentaram um elevado percentual de reagdes de resisténcia intermediaria,
ou seja, em 68,18% dos casos, foram obtidas médias que se enquadram nos
graus de severidade entre 3 e 6; considerando cada interacdo genotipo por
1solado (Figura 1). Somando os percentuais de resisténcia e resisténcia

intermediaria, obtém-se um total de 85,23%.
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Figura 1. Percentuais de reagdes de resisténcia (verde), resisténcia intermediaria
(amarelo) e suscetibilidade (vermelho). A: valores obtidos considerando
os 11 genotipos de origem andina testados para os 24 isolados de P.
griseola. B: valores obtidos considerando os 14 gendtipos de origem
mesoamericana testados para os 24 isolados de P. griseola. C: valores
obtidos considerando 11 gendtipos de origem mesoamericana testados
para os 24 isolados de P. griseola (exceto ‘BRSMG Majestoso’,
‘Diamante Negro’ e ‘Ouro Negro’).

Por outro lado, considerando-se apenas os genotipos de feijdes
mesoamericanos, foram obtidos os valores de 23,21%, 28,57% e 48,22% para
resisténcia, resisténcia intermediaria e suscetibilidade, respectivamente (Figura
1). Comparado ao grupo de gendtipos andinos, foi obsrvada uma sensivel
queda no valor da soma de reagdes de resisténcia e resisténcia intermediaria,
as quais totalizam apenas 51,78% das avaliacdes. Isto estd de acordo com a
maior especializagcdo co-evolutiva das racas mesoamericanas em incitar
maiores graus de severidade da doenga em gendtipos de feijado também

mesoamericanos.
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Desconsiderando o computo das avaliagdes dos cultivares ‘Ouro
Negro’, ‘Diamante Negro’ ¢ ‘BRSMG Majestoso’ para a obtengdo dos
percentuais referentes aos genotipos mesoamericanos, obtém-se ainda maior
suscetibilidade (57,95%) e menor resisténcia (11,74%) (Figura 1).

Em vista dos dados observados, ou seja, considerando a presenca de
poucos genoOtipos com resisténcia a um grande nimero de ragas, pode-se
concluir que apenas a utilizagdo da resisténcia vertical completa ndo ¢ a
melhor estratégia a ser utilizada no controle desta doenga. Dessa forma,
sugere-se que sejam também utilizados como fonte de resisténcia, genodtipos
que apresentem os mais altos graus de resisténcia horizontal e parcial. Outra
possibilidade relevante para o controle da mancha-angular seria a utilizagao de
cultivares multilinhas (Sartorato, 2006).

Os resultados obtidos neste trabalho sdo de relevante importancia para
programas de melhoramento, pois direcionam os trabalhos de identificacao de

fontes de resisténcia.
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CONCLUSOES GERAIS

Capitulo 1: Foram validados os marcadores SAA07gs0,, SAO12950, € SE0440,
como sendo ligados a locos de resisténcia a mancha-angular do feijoeiro
comum. Os marcadores SAA07¢50, € SAO12¢50, monitoram o loco de
resisténcia a raga 63.47, presente em ‘BAT 332°, as distancias de 4,92 cM ¢
7,02 cM, respectivamente. O SE044, esta ligado a 6,03 ¢cM do loco de

resisténcia a raca 63.39, presente em ‘MAR-2’.

Capitulo 2: Foram obtidas 15 linhagens de feijao ‘“carioca”; com
produtividades similares aos cultivares ‘Rudd’ e ‘Pérola’; e resistentes a ragas
de mancha-angular, antracnose e ferrugem. Também foram obtidas populagdes
segregantes contendo novas combinagdes de genes de resisténcia para as trés

doencas.

Capitulo 3: A partir de testes de alelismo e estudos de heranga, foi
caracterizado o loco de resisténcia a mancha-angular presente em ‘Ouro
Negro’ como sendo distinto dos genotipos ‘AND 277°, ‘BAT 332°, ‘Cornell
49-242°, ‘México 54’ ¢ ‘MAR-2’. Propde-se que este receba a denominacao

Phg-7, em concordancia com a nomeclatura existente.

Capitulo 4: Os gendtipos ‘Ouro Negro’, ‘Diamante Negro’ ¢ ‘BRSMG
Majestoso’ apresentaram reacao de resisténcia a 17, 15 e 17; do total de 24
isolados de P. griseola testados, respectivamente. Com exce¢do dos trés
genotipos de feijao acima citados, os andinos foram os que revelaram maiores
niveis de resisténcia, com médias de severidade da doenca notadamente

inferiores em relacdo aos demais gendtipos.
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