LUCIANNE BRAGA OLIVEIRA VILARINHO

CULTIVARES-PONTE DE FEIJOEIRO, RESISTENCIA A MANCHA-
ANGULAR E MAPEAMENTO DE QTLs

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para
obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2004



LUCIANNE BRAGA OLIVEIRA VILARINHO

CULTIVARES-PONTE DE FEIJOEIRO, RESISTENCIA A MANCHA-
ANGULAR E MAPEAMENTO DE QTLs

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduacao
em Genética e Melhoramento, para
obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 05 de fevereiro de 2004.

Prof. Cosme Damiao Cruz Prof. Maurilio Alves Moreira
(Conselheiro) (Conselheiro)
Dra. Eveline Teixeira Caixeta Dr. Trazilbo José de Paula Junior

Prof. Everaldo Goncalves de Barros
(Orientador)



Ao meu querido marido Aloisio.
A minha adorada filha Ana Julia.

Aos meus amados pais Jodo e Marlene.



AGRADECIMENTO

A Deus, por todas as béncdos que tem concedido a mim e a toda
minha familia.

A universidade Federal de Vicosa, & secretaria de genética e ao
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéaria (BIOAGRO), pela
oportunidade impar de realizacdo desse trabalho.

A FAPEMIG, pela bolsa concedida durante o curso.

Ao meu marido Aloisio, pelo companheirismo, cumplicidade, carinho e
amor. “AMO VOCE!”

A minha linda filha Ana Julia, pela paciéncia, amizade e por tornar a
nossa vida muito mais feliz.

Aos meus pais e irmaos, por serem torcedores e incentivadores
incondicionais do meu trabalho.

Ao professor Everaldo Gongalves de Barros, pela orientacéo firme e
incentivadora, pela confianca e liberdade na conducéo desse trabalho.

Ao professor Cosme Damido Cruz, pelos ensinamentos fundamentais
para execucdo desse trabalho, pela amizade, incentivo, apoio e agradavel
convivéncia.

Ao professor Maurilio Alves Moreira, pelas valiosas sugestfes e pelo
esforco em nos oferecer as melhores condi¢des de pesquisa.

A Dra Ana Lilia Alzate-Marin, pelo apoio efetivo e indispensavel na
etapa inicial deste trabalho, pelo incentivo, sugestdes e ensinamento.



A minha amiga Eveline Teixeira Caixeta, que muito me ensinou, pelo
companheirismo, solidariedade e pela amizade durante todo o curso.

Ao Dr Trazilbo José de Paula Junior, pelas valiosas sugestdes.

Ao professor Aluizio Borém, pela orientagéo na fase inicial do curso.

Ao professor Magno Antbnio Patto Ramalho, por ter me iniciado no
trabalho de pesquisa do feijao e por ser sempre um exemplo a ser seguido.

Aos meus colegas de disciplina, levo a lembranca de todos com muito
carinho.

Aos meus colegas de laboratoério, pessoas especiais com as quais tive
o prazer de trabalhar, agradeco a todos.

Aos funcionarios do BIOAGRO e casas de vegetacao, pelo apoio
prestado durante o curso.

Ao Pintinho, pela colaboracao nos trabalhos em casa de vegetacao.

A todos os professores que contribuiram para a minha formacao

profissional e pessoal, muito obrigada!



BIOGRAFIA

LUCIANNE BRAGA OLIVEIRA VILARINHO, filha de Jodo José Oliveira
e Marlene Braga Oliveira, nasceu em Montes Claros, MG, no dia 03 de abril de
1969.

Concluiu seus estudos de primeiro grau em Montes Claros e de
segundo grau em Belo Horizonte.

Em agosto de 1988, iniciou o curso de Engenharia Agronbmica na
Escola Superior de Agricultura de Lavras — ESAL, vindo a conclui-lo em julho
de 1993.

De abril a dezembro de 1992 foi monitora na area de genética no
Departamento de Biologia.

Em agosto de 1993, iniciou o curso de Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas na Universidade Federal de Lavras — UFLA, vindo a
conclui-lo em agosto de 1995.

De 1994 a 1995, foi monitora da Pdés-Graduacdo junto a disciplina
Genética do curso de Mestrado em Agronomia/ Genética e Melhoramento de
Plantas.

Em 1996 trabalhou na Empresa Arapuim Agropecuéaria e Industrial S/A,
com a funcao de melhorista de feijao.

Atuou de 1996 a 1999 como professora de Biologia em cursos de
segundo grau e pré-vestibular.

De outubro de 1999 a marco de 2000 foi professora substituta no curso

de Agronomia da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG.

\'



Iniciou o curso de Doutorado em Genética e Melhoramento na
Universidade Federal de Vigosa em marco de 2000, tendo defendido tese em
fevereiro de 2004.

Em janeiro de 2004 aprovou uma bolsa de DCR junto ao CNPq para
inicio de trabalho em marc¢o de 2004.

Vi



INDICE

e 1 11 [ X
ABSTRACT L.ttt e e et e e e e e e e s e e e e e e e e e e e a b rrraaaaaaaaaas Xii
1. INTRODUGAO ...ttt ettt se e 1
1.1. O cultivo do feiJa0 NO BrasSil.............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 1
1.2. Centro de origem e centro de diversidade .................eevveeevvveeeieeeeeenennnne. 2
1.3. GrUPOS GENICOS ..cvvviuiiieeeeeeeeeeie e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e enaaaaa s 3
1.4. A mancha-angular: etiologia, sintomatologia e epidemiologia................. 4
1.5. Feijao tipo Jalo como fonte de resisténcia a mancha-angular................. 7
1.6. Mapa genético e suas apliCacles .........ccuveeeriieeeeiiiiiiiiiieeee e 7
1.7. Mapeamento de QTL .....iiiiiiiiii i e e e e eene 8
1.8. Organizacdo genbmica de genes envolvidos em mecanismos de
rESISTENCIA & OBNGAS ......evvvvieeiiiiiiiiiiiieeeieee ettt eeeeeeeeeeeees 10

2. OBIETIVOS ..o e e e 14
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ooiiiieeeeeeeeeee e, 15

CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DO CULTIVAR JALO EEP 558 A
MANCHA-ANGULAR DO FEIJOEIRO

2] =1 U@ TSR 20
1. INTRODUGAO ...ttt ettt 21
2. MATERIAL E METODOS .......oiiieieeeeecte ettt eae e 23
3. RESULTADOS E DISCUSSAO........ciiiiiitee ettt 25
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooiieieece e, 28



AVALIACAO DO CULTIVAR DE FEIJAO MILIONARIO COMO PONTE NO
CRUZAMENTO ENTRE OS CULTIVARES RUDA E JALO EEP 558

RESUMO ...ttt ettt e et e e e e eee e 30
1. INTRODUGAO .....ooviieeeceeeeeee ettt te e te et neeeeeeens 31
2. MATERIAL E METODOS ......ooiiiiieieeteeeeee et 33
3. RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiiieiieeeee e, 34
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cveiiieece e, 38

IDENTIFICACAO DE CULTIVARES-PONTE DE FEIJOEIRO E PROPOSICAO
DE UM NOVO MODELO PARA O CONTROLE DA INCOMPATIBILIDADE

RESUMO ...ttt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e st rareaaeaeeaaaas 39
1. INTRODUGAO ...ttt ettt e te et e eaeenens 40
2. MATERIAL E METODOS .......coiiiieectecteete ettt 42
2.1. Material genético e cruzamentos efetuados............ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiieennn. 42
2.2. Avaliagdo de resisténcia & mancha-angular..............cccccvvieeieeeeennnnneee, 42
2.3. Confirmacao da origem dos CUltIVAresS ...........cccevvvvvviviiiiee e 43
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.......ccoiiueeieiteeeeeeete et ete ettt 44
3.1. Confirmacao da OFgeM ........coiiiiiie e 44
3.2. Identificagcio dOS CUltIVAreS-PONLE ... 45
3.3. Novo modelo proposto para explicar a incompatibilidade ..................... 47
3.4. REACAO d€ rESIStENCIA ....uuuuuieeeeeeeiiieiiiiee et e e e 51

3.5. Eficiéncia da ponte na transferéncia de genes andinos para cultivares
TCES{o = T a1 oF= T T 1 51
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coiiiiiiiieeieeeeeee e, 53

MAPPING QTLs FOR RESISTANCE TO BEAN ANGULAR LEAF SPOT AND
CO-LOCALIZATION OF MOLECULAR MARKERS LINKED TO DISEASE
RESISTANCE GENES

SUMMARY Lottt e e e e e e e e et et e et e e e e e s s aarraaaaaeeaeaannnnes 55
1. INTRODUCTION .. .uutiiiiiie e e ettt e e e e e e e e e e e st e e e e e e e e e e s nnsnnaeeeees 56
2. MATERIALS AND METHODS. ... e 58
2.1. Genetic material and disease evaluation............cccccccceeeieeieeeeeeeeiiiiennnnn 58
2.2. Molecular marker analySes...........uuoiiiiiiiiiiicice e 59
PG T I 1 7¢= Vo [N 1 = o PP 60



2.4. QTL mapping - Single-factor analysis ...........coooeeiiiiiiiiiiiiis 61

2.5. QTL mapping - Composite interval mapping ........cccoeeevvvrieeeeviiiiieeeeennnnn. 61
3. RESULTS AND DISCUSSION ......cuiiiiiiiiieieeeeeciiiiier e e 62
4, REFERENCES. ... ..o e e e e 73
RESUMO GERAL ..ot e e e e et e e e e e et e e aaneeees 79



RESUMO

VILARINHO, Lucianne Braga Oliveira, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2004. Cultivares-ponte de feijoeiro, resisténcia a mancha-
angular e mapeamento de QTLs. Orientador: Everaldo Gongalves de
Barros. Conselheiros: Cosme Damido Cruz e Maurilio Alves Moreira.

A mancha-angular do feijoeiro comum, causada pelo fungo
Phaeoisariopsis griseola, encontra-se distribuida em todas as regides do
mundo onde se cultiva esta leguminosa. No Brasil, apresenta distribuicdo
generalizada e ocorréncia frequente, afetando, com maior ou menor
intensidade, todos os cultivares recomendados para plantio. As perdas no
rendimento sdo maiores quanto mais precoce for o aparecimento da doenca.
As perdas podem variar de 7 a 70%, dependendo da suscetibilidade dos
cultivares. O cultivar Jalo EEP 558, freqientemente citado como resistente a
esta enfermidade, foi caracterizado no capitulo | deste trabalho. Este cultivar
mostrou-se moderadamente resistente a oito de doze isolados de P. griseola
testados, apresentando poucas pustulas de pequeno tamanho, tipicas de
resisténcia quantitativa. Contudo, uma vez que Jalo EEP 558 é de origem
andina e freqlentemente estes cultivares sdo incompativeis em cruzamento
com cultivares mesoamericanos, foram estudadas nos capitulos Il e |l
alternativas para a transferéncia destes genes de resisténcia andinos para
cultivares mesoamericanos, que sao de maior interesse no mercado
consumidor brasileiro. No capitulo Il, foi testado o cultivar Milionario como

ponte no cruzamento entre Jalo EEP 558 e o cultivar Ruda (grdo carioca e
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origem mesoamericana). Milionario ja havia sido citado como ponte em outros
trabalhos, no entanto, os resultados aqui obtidos demonstraram que este
cultivar ndo foi eficiente como ponte, apresentando incompatibilidade quando
cruzado com Jalo EEP 558. Sendo assim, no capitulo Ill foram investigados
cultivares alternativos a serem utilizados como ponte, no cruzamento entre Jalo
EEP 558 e Ruda. Pela avaliacdo dos hibridos resultantes, os cultivares andinos
Diacol Calima, AND 277 e Novo Jalo apresentaram plantas normais em
cruzamento com o cultivar Ruda, o mesmo foi observado para os cultivares
mesoamericanos CNF10, CNF261, Small White, KW765 e KW780 em
cruzamento com cultivar Jalo EEP 558. Entretanto, o0 modelo atualmente aceito
para explicar a heran¢a da incompatibilidade nao foi adequado para justificar os
dados deste trabalho. Desta forma um novo modelo foi proposto com a
presenca de um terceiro gene de incompatibilidade. No ultimo capitulo deste
trabalho, foi investigada a heranca quantitativa da resisténcia do cultivar Jalo
EEP 558 a mancha-angular. Locos de heranca quantitativa (QTL) foram
identificados e mapeados. Marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia a ferrugem e antracnose também foram mapeados e mostraram
uma organizagao em “cluster”. Estes dados geram importantes implicacdes que
devem ser consideradas em programas de melhoramento de feijoeiro que
visam a obtencdo de cultivares com resisténcia mdaltipla. O dltimo capitulo
deste trabalho foi submetido a revista Euphytica, portanto encontra-se

formatado para tal.

Xi



ABSTRACT

VILARINHO, Lucianne Braga Oliveira, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2004. Common bean bridge cultivars, resistance to angular
leaf spot and QTL mapping. Adviser: Everaldo Gongalves de Barros.
Committee members: Cosme Damido Cruz and Maurilio Alves Moreira.

Common bean angular leaf spot (ALS), caused by the fungus
Phaeoisariopsis griseola, is distributed in all bean growing regions of the world.
In Brazil, it is widely distributed affecting all cultivars presently recommended for
cultivation. Yield losses are greater if the symptoms appear early during the
growing season. They can range from 7 to 70% depending on the susceptibility
of the cultivars used. Jalo EEP 558, frequently cited as resistant to ALS was
evaluated. It was moderately resistant to eight out of 12 P. griseola isolates
tested, presenting few and small sized pustules which characterize quantitative
resistance. However, Jalo EEP 558 is an andean cultivar and these cultivars
are often incompatible with those of mesoamerican origin. ‘Milionario’ was
tested as a bridge cultivar in the cross between ‘Jalo EEP 558 and ‘Rud&’
(mesoamerican with carioca type grain). ‘Milionario’ had already been
mentioned as an effective bridge cultivar in other studies, however, our results
demonstrate that this cultivar was not effective for the cross we tested. It
presented incompatibility in the cross with Jalo EEP 558. Other cultivars were
also tested as bridge cultivars. Andean cultivars Diacol Calima, AND 277 and
Novo Jalo produced normal plants in crosses with ‘Rudd’. The same was

observed for crosses involving mesoamerican cultivars CNF10, CNF261, Small
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White, KW765 and KW780, and andean cultivar Jalo EEP 558. However, the
present model proposed to explain the inheritance of incompatibility in crosses
between andean and mesoamerican cultivars was not adequate to justify the
results in our work. For this reason, we propose a new model involving a third
incompatibility gene. In this work, we investigated the quantitative inheritance of
ALS resistance present in ‘Jalo EEP 558’. Quantitative trait loci (QTLS) were
identified and mapped. Molecular markers linked to resistance genes for rust
and anthracnose were also mapped. The data showed that the disease
resistance genes were organized in clusters. Our results have important
implications and should be considered in bean breeding programs aimed to

develop cultivars with multiple disease resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1. O cultivo do feijao no Brasil

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo comum
(Phaseolus vulgaris L.). A producéo brasileira em 2003 foi de 3,055 milhdes de
toneladas, ocupando uma area de 5,09 milhées de hectares, o consumo per
capita foi de 17,2 kg/habitante/ano, em média (FAOSTAT — banco de dados da
FAO, 2003). A producéo de cerca de 3 milhdes de toneladas anuais, embora
seja uma das maiores do mundo, ndo é suficiente para o pleno abastecimento
do mercado interno. Para atender a demanda interna, € necessario importar
150 mil toneladas de gréos. Este mercado pode, portanto, ser considerado
como nao saturado (AGRIANUAL, 1997).

Dependendo da regido, o plantio de feijdo é feito ao longo do ano em
trés épocas. A primeira, também conhecida como safra das aguas, € plantada
no inicio do periodo chuvoso (outubro-novembro), e a colheita se faz no inicio
do verdo; a segunda safra, ou da seca, a semeadura é feita em fevereiro-
marco, € muito apreciado pelos pequenos agricultores, apesar do perigo de
escassez de chuvas ap0s o més de marco. Esse cultivo possibilita a colheita
em época livre de chuvas; a terceira época de plantio (outono-inverno) é
praticada por produtores que utilizam, geralmente, alta tecnologia, incluindo o
emprego de irrigacdo. A semeadura é feita de abril a julho e a colheita no

inverno.



Historicamente, a maior parte da producéo brasileira de feijdo é oriunda
de cultivos em pequena escala, predominantemente em minifandios. Nos
altimos anos, 51% da producdo foram obtidos em areas entre 10 e 100
hectares. Em estrato de 10.000 hectares, a produtividade €, em média, 108%,
a mais quando comparado a estrato de 10 hectares (YOKOYAMA et al.,1996).
A produtividade desta cultura no Brasil (673 Kg/ha) é inferior a média mundial.
Dentre os varios fatores responsaveis pela baixa produtividade do feijoeiro no
Brasil, a alta incidéncia de doencas tem sido considerada um dos mais
importantes. Segundo BOREM e CARNEIRO (1998), mais de 45 diferentes
doencas podem ocorrer na cultura do feijao no Brasil, embora apenas cerca de
dez sejam realmente importantes. Algumas doencas apresentam importancia
estritamente regional, enquanto que outras sdo de distribuicdo generalizada.
De acordo com PAULA JR. e ZAMBOLIM (1998), muitas doengas do feijoeiro
podem causar, dependendo das condicfes de ambiente, perdas totais na
producdo ou, entdo, dependendo do nivel de contaminacgdo, inviabilizar
determinadas areas para o cultivo. Dentre as doencas mais importantes do
feijoeiro em Minas Gerais, a mancha-angular, causada por Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.) Ferraris, tem sido apontada como a mais importante da parte
aérea, causando sérios prejuizos, especialmente durante os meses de abril a

julho, quando sdo observadas temperaturas amenas e ocorréncia de orvalho.

1.2. Centro de origem e centro de diversidade

Com a descoberta das Américas pelos europeus, no século XV, o feijao
foi levado ao velho mundo, onde se tornou tdo familiar aos agricultores e
botanicos que sua origem americana foi esquecida. DE CANDOLLE (1883),
botanico ilustre do século XIX, em seu tratado sobre a origem das plantas
cultivadas, colocou o feijoeiro entre as espécies de origem desconhecida.
Contudo, observacdes arqueologicas realizadas inicialmente no Peru e
posteriormente no sudeste dos Estados Unidos, permitiram inferir, mesmo
antes do século XIX, que o feijoeiro tinha como centro de origem o continente
Americano. Hoje ndo ha mais duvida de que o feijao é de origem americana.
VAVILOV (1945/50), com base em seu método fitogeogréfico, ja mostrara, nas

primeiras décadas do século XX, que o centro de diversidade genética das



espécies de feijdo P. vulgaris, P. coccineus, P. lunatus e P.acutifolius
localizava-se no México e na América Central, pois foi nessa area que ele
encontrou a maior variedade de formas dessas espécies. Identificou ainda um
centro secundario de diversidade genética na area montanhosa que
compreende o Peru. Embora “centro de diversidade” e “centro de origem” n&o
sejam necessariamente coincidentes, o descobrimento de Vavilov constitui
forte indicio a favor da origem americana do feijoeiro (VIEIRA et al., 1999). Mas
recentemente, foram obtidas evidéncias botanicas, bioquimicas, arqueoldgicas,
filologicas e historicas que certificam essa origem. Também foram obtidas
informacgdes que indicam que essa espécie foi domesticada em areas distintas
da América Latina (VIEIRA et al., 1999). GEPTS (1984) apresentou evidéncias
filolégicas e histéricas a favor da origem americana do feijao. As diversas
linguas nativas das Américas possuem palavras especificas para designar o
feijdo. Nos Andes, por exemplo, os quichuas e os aimaras utilizam a palavra
“purutu”, que deu origem a “poroto” no castelhano moderno da Argentina, do
Uruguai, do Chile e da Bolivia. Textos espanhdis do século XVI fazem mencao
da presenca do feijdo nas Américas, e revelam que ele era desconhecido entre
0Ss europeus antes da descoberta do Novo Mundo. Sob o0 aspecto
evolucionario, P.vulgaris € considerado n&do-céntrico, isto porque possui
multiplos centros de domesticacdo e extensa distribuicdo geografica nas
Américas do Sul e Central (VIEIRA et al., 1999).

1.3. Grupos génicos

Durante o processo de domesticacdo, dada a diversidade de ambientes,
ocorreu a formacao de diferentes conjuntos ou pool génicos, em funcdo dos
diversos centros de domesticacao, inclusive, em alguns casos, iniciou-se um
processo de isolamento reprodutivo entre eles (VIEIRA et al., 1999). Tanto é
assim, que a hibridagéo entre materiais diferindo no tamanho dos graos e tipo
de faseolina, que sado caracteristicos para os diferentes grupos génicos, néo
apresentam, muitas das vezes, F; férteis.

Em muitos cruzamentos envolvendo cultivares dos dois centros de
domesticacédo (andinos e mesoamericanos), observa-se nanismo ou fraqueza

do hibrido F;. Este fenbmeno tem sido observado por diversos autores (SINGH



e GUTIERREZ, 1984; GEPTS,1988; VIEIRA, 1989). Essa anormalidade faz
com que as plantas F; morram ou tenham fraco crescimento, exibindo diversas
alteracbes, que podem incluir esterilidade, crescimento radicular reduzido,
folhas cloréticas, auséncia de raizes, formacdo de raizes adventicias no
hipocétilo e outras anormalidades (VIEIRA et al., 1999). A fraqueza do hibrido
F1 normalmente ocorre quando se cruzam cultivares de sementes pequenas e
faseolina do tipo ‘S’ com cultivares de sementes grandes e faseolina ‘T’ ou ‘C’
(SINGH e GUTIERREZ, 1984; GEPTS, 1988). Portanto, ela pode acontecer
quando se cruzam cultivares originarios do México e da América Central com
cultivares originarios dos Andes. Isso é um indicativo que houve longo
isolamento geogréafico entre os germoplasmas das duas regifes (VIEIRA,
1999).

Os primeiros cientistas que relataram este fenémeno foram DAVIES e
FRAZIER (1964) e seu controle genético da “fraqueza do hibrido” foi discutido
por varios pesquisadores. A fraqueza do hibrido F; € governada por dois genes
dominantes complementares, denominados DL1 e DL2 por SHIl et al.,(1980). O
gene DL1 pode ser carregado por cultivares de sementes pequenas, como Rio
Tibagi e Carioca, e o gene DL2, por cultivares de sementes grandes ou médias,
como preto 60 dias e Diacol Andino (SINGH e GUTIERREZ, 1984; VIEIRA et
al., 1989). Portanto, apenas as plantas F; de constituicdo DL1_DL2_sé&o
anormais. Cultivares de genotipo dildi1ldl2dI2, como o Milionario 1732 e o Rio
Vermelho, produzem hibridos F; normais (VIEIRA et al 1999). Desta forma,
gquando se almeja combinar genes desejaveis entre dois parentais
incompativeis, uma linhagem compativel ou seja de genétipo di1di1di2dI2, deve
ser usada como uma ponte. Primeiro se processa 0 cruzamento de um dos
parentais com a linhagem compativel, depois o poélen do hibrido F; deve ser
usado para o cruzamento do outro parental (SINGH e GUTIERREZ, 1984).

1.4. A mancha-angular: etiologia, sintomatologia e epidemiologia

A mancha-angular do feijoeiro comum, cujo agente causal € o fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, encontra-se distribuida em todas as
regides do mundo onde se cultiva esta leguminosa (SARTORATO e RAVA

1994). No Brasil, foi uma das primeiras doencas do feijoeiro a ser investigada.



De distribuicdo generalizada e de ocorréncia freqiente, afeta, com maior ou
menor intensidade, todos os cultivares recomendados. No passado, foi
considerada uma doenca de pouca importancia por ocorrer, principalmente, no
final do ciclo da cultura e por acreditar-se que causava poucos danos a cultura
no que se refere a producédo (VIEIRA, 1974). No entanto, alguns fatores fizeram
com que a mancha-angular se tornasse uma séria ameaca a cultura do feijao.
PAULA JR. e ZAMBOLIM (1998), enumeraram alguns desses fatores: (a) o
plantio da cultura em novas épocas (especialmente no outono-inverno-
primavera, quando as temperaturas sao favoraveis a proliferacdo do patégeno),
fazendo com que haja feijao plantado ou restos de cultura contaminados no
campo durante todo o ano; (b) o plantio irrigado com pivés-centrais, que
propicia condicdo de alta umidade, favoravel a doenca; (c) a utilizacdo de
sementes contaminadas, introduzindo o patégeno em novas regides; (d) o
plantio de novas variedades, quase sempre apresentando uma base genética
de resisténcia a doenca bastante restrita; e (e) as possiveis alteracées no
quadro das racas do patégeno ao longo dos anos.

As perdas no rendimento sdo maiores quanto mais precoce for o seu
aparecimento na cultura. No Brasil, conforme MORA-BRENES et al. (1983) e
RAVA et al. (1985), estas perdas podem variar de 7 a 70%, dependendo da
maior ou menor susceptibilidade dos cultivares, das condicdes de ambiente e
da viruléncia dos isolados. Em estudos desenvolvidos por SARTORATO e
RAVA (1992), foi determinado que, no geral, para cada 10% de aumento na
severidade da doenca, ha uma reducédo da ordem de 7,88% no rendimento.

P. griseola foi descrito pela primeira vez como lIsariopsis griseola por
Saccardo em 1878, na lItalia (ZAUMEYER e THOMAS, 1957). Este fungo
pertence a classe dos Deuteromicetos (fungos imperfeitos), a ordem Moniliales,
familia Stilbaceae (BARNETT e HUNTER, 1972). Nas lesbes, na face inferior
das folhas, nos caules, ramos, peciolos e vagens, o fungo produz grupos de
conidiéforos denominados corémios (ZAUMEYER e THOMAS, 1957). Estes
sdo compostos por um pequeno hamero de conidiéforos, geralmente de 8 a 40.
Além da espécie Phaseolus vulgaris, este patdgeno ataca também P. lunatus
(feijao-fava) e Vigna unguiculata (caupi) (VIEIRA, 1988). A doenca é favorecida
pelas condicdes intermitentes de frio e calor, e de seca e umidade (PASTOR-
CORRALES et al., 1998). Temperaturas entre 16 e 28°C, com um 6timo em



24°C, e alta umidade sao condicbes favoraveis a infeccao (VIEIRA, 1994). A
producdo de sinémios e de conidios do fungo € intensa durante periodos
prolongados de alta umidade (PAULA JR. e ZAMBOLIM, 1998). Uma vez
formados os esporos, a baixa umidade favorece a sua disseminagdo. PAULA
JR. e ZAMBOLIM (1998) ressaltam que os conidios podem ser disseminados
em grandes distancias por correntes de ar e por respingos de chuva. Sementes
contaminadas podem transmitir o patégeno, que também pode sobreviver, de
uma safra para outra, em restos de cultura deixados no campo.

A mancha-angular pode ocorrer nas vagens, caule e ramos. As primeiras
lesdes podem aparecer nas folhas primarias, apresentando conformacéo mais
ou menos circular com halos concéntricos, de cor castanho-escura. Nas folhas
trifolioladas, os sintomas da mancha-angular sdo bastante caracteristicos,
apresentam manchas que se originam na face inferior dos foliolos, a principio
cinzentas e a seguir, pardas, sem bordas coloridas. Nessas lesdes, na face
inferior da folha, aparecem pontos negros muito pequenos que Ss&o as
estruturas reprodutivas do patégeno (sinémios), formados por colunas de
filamentos do fungo, que carregam, na extremidade, os esporos (conidios). As
manchas pardas também aparecem na superficie superior das folhas.
Delimitadas pelas nervuras, as lesbes tém conformacdo nitidamente angular,
motivando o nome da doenca. E comum a uni&o de varias lesées numa mesma
folha, o que causa necrose parcial, amarelecimento das folhas e por fim, sua
gueda prematura. Nas folhas primérias, as lesdes, de coloracdo castanho-
acinzentada, ndo possuem formato bem caracteristico. Nas vagens, as
manchas tém tamanho e conformacdo variaveis, mas sdo geralmente
circulares ou ovais, pardo-avermelhadas, e podem apresentar bordas com
coloragcdo mais escura. Quando numerosas, coalescem, cobrindo boa porcéo
da vagem. Vagens infectadas apresentam sementes pouco desenvolvidas.
Pontos pretos, observaveis nas folhas, também surgem nas lesfes das vagens.
No caule e nos peciolos as lesdes sdo pardo-avermelhadas e alongadas, e
nelas também aparecem os pontos negros (VIEIRA, 1988, 1994; PAULA JR. e
ZAMBOLIM, 1998).



1.5. Feijéo tipo jalo como fonte de resisténcia a mancha-angular

Os feijdes graudos, isto €, com mais de 0,3 g por gréo, sdo conhecidos
como “manteigdo” em Minas Gerais, sendo o mais popular deles o tipo Jalo
que apresenta grdos de coloracdo creme amarelada, seguido do pintado
(VIEIRA et al.,, 1997). Os feijdes do tipo manteigdo sdo de origem andina
(SINGH, 1991) e, segundo VIEIRA (1993), sdo muito susceptiveis ao oidio
(Erysiphe polygoni DC. Ex Merat) e a mancha-gris (Cercospora castellanii
Matta et Belliard). Entretanto, em areas irrigadas, feijées do tipo jalo tem sido
0s mais plantados depois do carioca, porque, além de serem comercialmente
bem aceitos, apresentam resisténcia a duas doencas comuns nessas
condicbes de cultivo: murcha-de-fusarium, causada pelo fungo Fusarium
oxisporum f. sp. phaseoli (ROCHA JR. et al., 1998), e mancha-angular (PAULA
JR. et al., 1998, VIEIRA et al., 1999).

Em Goias, o cultivar Jalo EEP 558, mostrou-se resistente & mancha-
angular (RAVA et al.,, 1985). Também pesquisadores do CNPAF (1985),
avaliando 16 cultivares de feijdo frente a cinco isolados de P. griseola,
considerados como pertencentes a racas diferentes, observaram que Jalo EEP
558 foi resistente a todos os isolados. O Jalo EEP 558 também se mostrou
resistente a mancha-angular nas avaliagfes feitas por VIEIRA et al. (2000), nas
regides de Leopoldina e Ponte Nova, MG.

1.6. Mapa genético e suas aplicacdes

O desenvolvimento de mapas genéticos saturados € considerado uma
das aplicacbes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na
analise genética de espécies, e, potencialmente, no melhoramento de plantas.
No contexto do melhoramento de plantas, mapas genéticos possibilitam a
cobertura e a analise completa de genomas, a decomposicao de caracteristicas
genéticas complexas nos seus componentes mendelianos, a localizacdo das
regides genbmicas que controlam caracteres de importancia, a quantificacao
do efeito destas regides na caracteristica estudada e a canalizacao de toda
essa informacdo para uso em programas de melhoramento (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996).



Para estudos de caracterizacdo de germoplasma, a informacdo de
mapeamento € muito util para selecionar um conjunto de marcadores
distribuidos de maneira tal a amostrar o genoma da espécie de forma
homogénea. A construcdo de um mapa genético gera ainda um grande namero
de informacdes basicas sobre a estrutura e a organizacdo do genoma da
espécie estudada (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). Um mapa bem
saturado pode auxiliar inclusive na clonagem de genes de interesse (“positional
cloning”). Esse gene pode ser usado em programas de melhoramento na
obtencdo, por exemplo, de plantas transgénicas. Segundo GUIMARAES e
MOREIRA (1999), o mapeamento genético € uma importante metodologia
alternativa na clonagem de genes, principalmente, nos casos em que o produto

génico ndo é conhecido.

Uma outra aplicagdo dos mapas, citada por FERREIRA e
GRATTAPAGLIA (1996), é a possibilidade que eles abrem para o estudo da
arquitetura de caracteristicas quantitativas, ou seja, para a identificacao,
mapeamento e determinacdo da magnitude do efeito dos principais fatores
genéticos envolvidos no controle destas caracteristicas, e, potencialmente,
para a manipulacdo destes fatores em base individual durante os

procedimentos de selecdo e recombinacao genética.

A selegéo indireta usando os marcadores moleculares baseia-se no
principio de que se um gene encontra-se ligado a um marcador genético de
facil identificacdo, entdo esse marcador pode ser usado para selecionar a
caracteristica de interesse em um programa de melhoramento. Segundo
HAYWARD et al. (1994), o método mais eficaz para esse tipo de associacdo
envolve a producdo de mapas genéticos detalhados nos quais sao localizadas

regides contendo locos para caracteristicas quantitativas (QTL).

1.7. Mapeamento de QTL

A maioria dos caracteres de importancia econémica em agropecuaria
estd sob controle genético complexo, envolvendo a acdo de varios genes
(heranga quantitativa). Além disso, apresenta um padrdo continuo de variacéo
e, desta forma, em uma dada popula¢do, ndo ha uma clara distincdo entre



classes fenotipicas de individuos, o que torna dificil sua manipulacdo e
compreensao (LYNCH e WALSH,1997). Regibes genémicas contendo locos
associados a tais caracteres sdo denominadas QTLs (Quantitative Trait Loci).
Embora os efeitos individuais dos QTLs ndo possam ser observados
diretamente nos individuos de uma populagédo, uma possibilidade seria a de
identifica-los indiretamente, utilizando genes de manifestacdo distinguivel
(qualitativa), que estejam ligados aos QTLS, ou seja, em mesmo Cromossomo €
em posicao proxima. Assim, a deteccdo pode ser feita através da segregacao
conjunta desses genes e do QTL (BEARZOTI, 2000).

Utilizando a informacédo indireta dos marcadores, é possivel, portanto,
construir um mapa genético no qual os QTLs podem ser localizados. O
mapeamento de QTLs possibilita ndo apenas sua localizacdo fisica mas
também permite estimar o numero de genes que controlam a variacao
fenotipica de um carater, a magnitude dos seus efeitos e as interacdes com
outros QTLs (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). O mapeamento de QTLs
baseia-se em testes de associacdo entre marcadores moleculares e dados
fenotipicos, por meio de varias metodologias estatisticas. Os procedimentos
mais simples para a deteccdo de tais associacbes sdo 0s modelos de
regressao linear e analise de variancia, que analisam a distribuicdo dos valores
fenotipicos para cada marcador, separadamente. Esta metodologia é de
execucao simples, bastante flexivel e ndo requer a construcdo de mapas
genéticos. No entanto, ndo permite a identificacdo da posi¢cdo do QTL nem a
magnitude do seu efeito. Uma alternativa para aumentar o poder de deteccéo
das associacOes e para estimar o efeito e a posicdo dos QTLs tem sido o
mapeamento por intervalo, proposto por LANDER e BOTSTEIN (1989). Tal
metodologia é mais precisa para estimar o efeito e a posi¢do do QTL, uma vez
gue analisa cada centimorgan (cM) do genoma mapeado. No entanto, € uma
metodologia mais complexa que necessita tanto da construcdo de mapas
genéticos quanto da utilizacdo de programas computacionais especificos para
as andlises (LYNCH e WALSH,1997).

Atualmente, novos modelos tém sido propostos com o objetivo de
aumentar a resolucdo do mapeamento de QTL, como o mapeamento por
intervalo composto (ZENG, 1994) e o mapeamento por intervalos mdaltiplos

(KAO et al., 1999). Contudo, o sucesso na deteccao de QTLs por meio de



marcadores moleculares depende da magnitude do efeito do QTL, do tamanho
da populacdo em estudo, do nivel de saturacdo do mapa genético, da precisa
quantificacdo dos dados fenotipicos e da utilizacdo de uma estatistica

adequada.

1.8. Organizacdo genbmica de genes envolvidos em mecanismos de

resisténcia a doencas

Dados da genética classica e molecular mostram que genes que
determinam resisténcia a doencas em plantas se encontram freqientemente
agrupados no genoma. A resisténcia a muitas doencas em plantas é
determinada por membros individuais de familias de genes dominantes, cada
membro conferindo resisténcia a uma raca especifica do patégeno

(MICHELMORE e MEYERS, 1998).

No feijoeiro-comum, CORREA (1999) iniciou o estudo da organizacéo de
diferentes genes de resisténcia da variedade Ouro Negro com o auxilio de
marcadores moleculares RAPD. Utilizando a técnica de inocula¢cdes mdltiplas
com diferentes racas fisioldgicas de Uromyces appendiculatus, Colletotrichum
lindemuthianum e Phaeoisariopsis griseola em populacdes F2 derivadas do
cruzamento entre Ouro Negro e US Pinto 111 e as respectivas familias F2:3.
CORREA (1999) demonstrou que a resisténcia a quatro racas fisioldgicas de
U. appendiculatus e duas de C. lindemuthianum presente em Ouro Negro estédo
agrupados em uma unica regido cromossémica e que 0s genes de resisténcia
a duas racas fisiolégicas de P. griseola sdo independentes entre si e dos genes
de resisténcia a U. appendiculatus e C. lindemuthianum.

A organizacdo de diferentes genes de resisténcia da variedade Ouro
Negro de feijoeiro-comum a ferrugem, antracnose e mancha-angular foi
estudada também por FALEIRO (2000) com o auxilio de marcadores
moleculares. Uma populacao de 154 linhas endogamicas recombinantes (RIL'S)
obtidas do cruzamento inicial entre Ouro Negro e Ruda foram inoculadas com
sete racas fisiologicas de Uromyces appendiculatus, trés de Colletotrichum
lindemuthianum e quatro de Phaeoisariopsis griseola. A analise da segregacao
da resisténcia a ferrugem, antracnose e mancha-angular na populacdo de 154

RIL's revelou diferentes modos de heranca da resisténcia a cada uma das
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racas fisioldgicas. A andlise de ligacdo genética revelou o agrupamento dos
diferentes genes de resisténcia a ferrugem e a antracnose no mesmo grupo de
ligacdo. Os genes de resisténcia a mancha-angular também foram mapeados
juntos, porém em outro grupo de ligacdo. Esta organizacdo de genes de
resisténcia em “cluster’, deve ser considerada em programas de
melhoramento, principalmente aqueles que visdo a piramidacdo como
estratégia de obtencao de cultivares resistentes.

O complexo rpl é uma familia de genes de resisténcia a ferrugem
comum no milho. Desde 1960, analises genéticas deste complexo tém
fornecido informacdes sobre a estrutura e a evolucdo de genes de resisténcia.
SAXENA e HOOKER (1968) identificaram 16 diferentes genes em rpl usando
uma colecdo extensa de patdgenos de ferrugem, destes, 14 foram designados
Rpl (Rp1-A a Rpl-N) depois que eles foram mapeados para um unico loco.
Dois outros genes, designados Rp5 e Rp6, apresentaram uma relativa
freqiéncia de recombinacdo com genes Rpl, indicando que eles estavam a
pelo menos uma unidade de mapa de distancia. Similarmente, o gene Rpl1-G
foi subsequentemente designado de RpG, apés ele ter sido mapeado a
aproximadamente duas unidades de mapa dos genes Rpl (SUDUPAK et al.,
1993).

Frequentemente, genes de resisténcia tém sido identificados em blocos,
regibes altamente duplicadas com mdltiplos genes organizados em tandem e
possivelmente codificando resisténcia a diversos patdégenos. As familias
multigénicas Cf em tomate, o loco M em linho, o loco Xa21 em arroz e o grupo
Dm em alface, exibem esta organizagdo (MICHELMORE e MEYERS, 1998).

Andlises genéticas demonstraram que pelo menos 15 genes dominantes
para resisténcia ao mildio (genes Dm) estdo localizados em pelo menos trés
grupos maiores no genoma de alface (BONNIER et al., 1994). O Dm3, que esta
localizado no grupo maior, pertence a uma familia multigénica de seqiéncias
candidatas a genes de resisténcia (RGC), a familia RGC2, que codifica
membros NBS-LRR, uma classe de proteinas de resisténcia (MEYERS et al.,
1999). Membros da familia estdo agrupados em uma regido que envolve Dm3
e se estende por pelo menos 3,5 Mb. A familia RGC2 é altamente complexa e
possui varias repeticdes, contendo mais de 24 membros que se associam aos

mesmos marcadores moleculares, e possuem 53-96% de sequéncias
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nucleotidicas idénticas. Andlises de mutantes e transgénicos demonstraram
gue o membro da familia, RGC2B, codifica especificamente Dm3 (CHIN, 2001).

As plantas sdo hospedeiras de milhares de doencas infecciosas
causadas por diversos agentes fitopatogénicos, tais como fungos, bactérias,
virus e nematdides. Uma pequena proporcdo de patégenos invade com
sucesso a planta alvo causando doencas. Plantas reconhecem e resistem a
muitos patdégenos invasores por induzirem uma rapida resposta defensiva,
chamada reacéo de hipersensibilidade (HR). Esta reac&o resulta na morte da
célula e do tecido no sitio de infeccdo, desta forma a infeccdo € contida e nao

se dissemina pela planta (BAKER et al., 1997).

O mecanismo molecular envolvido nesse processo, € constituido por
uma molécula codificada pelo gene Avr de um patégeno que, apés ser
reconhecida por meio de uma complementacdo com o receptor em um
genadtipo particular de planta, inicia a resposta de hipersensibilidade e outras
respostas de defesa da planta, incluindo o acumulo de fitoalexinas e proteinas
relacionadas a patogénese (PRs). Esse mecanismo nada mais € que um
mecanismo de transducgao de sinais. Segundo TANG et al. (1996) e SCOFIELD
et al. (1996), o receptor, codificado pelo gene R na planta, reconhece o elicitor
(corresponde a molécula sinalizadora), secretado pelo patdgeno, e ativa uma

cascata de transducao de sinais que leva a HR e/ou a resposta resistente.

Segundo HAMMOND-KOSACK e JONES (1997), proteinas R ativam
multiplas vias de sinalizacdo simultaneamente. A interacdo Pto/AvrPto € o
anico exemplo que fornece conhecimentos sobre a cascata de sinais iniciada
apos o contato fisico entre as duas proteinas. Por meio da técnica “yeast two-
hybrid system” constatou-se que Pto interage com outra serina/treonina cinase,
Pti1, a qual se torna fosforilada via Pto. Pto, unida com Prf, € requerida para a
inducdo da resposta de hipersensibilidade apdés a percepcdo de AvrPto.
Interessantemente, Pto também interage com uma familia de fatores de
transcricdo - Pti4, Pti5 e Pti6 - que se ligam a um elemento cis conservado,
presente no promotor de regifes de varios genes que codificam proteinas PR
basicas. Este mecanismo de transducdo de sinais mencionado envolve
receptor cinase citoplasmatico (Pto) e ndo de membrana. BENT (1996)

ressalta, no entanto, que € interessante comparar Xa2l com Pto/Ptf (essas

proteinas s6 desencadeiam a cascata quando estdo unidas). Pto possui
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apenas o dominio cinase, Prf o dominio LRR (além de outros), e Xa21 possui
ambos os dominios LRR e cinase. Essa similaridade, poderia sugerir
mecanismos parecidos de transducéo de sinais.

De um modo geral, a interacdo receptor/elicitor induz uma resposta
imediata, como a ativacdo de proteinas cinases e fosfatases, ativacdo de
fatores de transcricdo, producdo de oxigénio reativo e inducéo de fluxo idnico
através da membrana celular (BENT, 1996; HAMMOND-KOSACK e
JONES,1997). Esses e outros eventos ativam resposta de defesa, tal como
engrossamento da parede celular e expressao de genes relacionada com a
defesa (BENT, 1996). BENT relata, ainda, sobre um componente “downstream”
da transducéo de sinais de defesa e que tem uma particular énfase, que € o
acido salicilico. O é&cido salicilico é um sinal intermediério que promove uma
resisténcia adquirida sistémica, um processo em que infeccOes localizadas
induzem um aumento quantitativo de resisténcia tanto local quanto em tecidos
distantes do sitio da infeccdo original.

Com base nessas observagbes mencionadas acima, pode-se verificar
que o mecanismo de resisténcia de plantas a patdégenos, € um mecanismo
tipico de transducdo de sinais, onde um receptor, de membrana ou
citoplasmatico, cinase ou ndo, recebe e reconhece uma molécula sinal externa
e a transmite, amplifica e direciona internamente, desencadeando a defesa da

planta.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a resisténcia do
cultivar Jalo EEP 558 frente ao fungo causador da mancha-angular
Phaeoisariopsis griseola, identificar cultivares-ponte que pudessem ser usadas
no processo de transferéncia destes genes de resisténcia identificados no Jalo
EEP 558 para o cultivar Ruda, e identificar em um mapa previamente
construido as regides de resisténcia parcial do cultivar Jalo EEP 558 a mancha-
angular.

Os objetivos especificos foram:

1) Estudar o potencial do Jalo EEP 558, como fonte de resisténcia a
mancha-angular.
2) ldentificar marcadores moleculares ligados a regides de resisténcia

parcial presente no cultivar Jalo EEP 558.

3) ldentificar cultivares-ponte, capazes de auxiliar no processo de
transferéncia génica entre cultivares andinos e mesoamericanos.
4) Avaliar a eficiéncia do cruzamento-ponte, na transferéncia do(s) gene(s)

de resisténcia do Jalo EEP 558 para o Ruda.
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CARACTERIZACAO DA RESISTENCIA DO CULTIVAR JALO EEP 558 A

MANCHA-ANGULAR DO FEIJOEIRO.

RESUMO

A mancha-angular do feijoeiro é causada pelo fungo Phaeoisariopsis
griseola, que apresenta extensa variabilidade. Esse fato, somado as
constantes mudangas no panorama produtivo do feijoeiro no Brasil, favorecem
a ocorréncia deste patogeno ja no inicio do cultivo, sendo importante que os
pesquisadores se esforcem para monitorar a resisténcia de cultivares aos
novos pato6tipos, uma vez que o uso de cultivares resistentes é a melhor
estratégia de controle dessa doenca. Com o objetivo de detectar novas fontes
de resisténcia a mancha-angular, o cultivar Jalo EEP 558 foi caracterizado
frente a 12 isolados de P. griseola. Na avaliacdo da doenca, o cultivar Jalo EEP
558 apresentou uma resisténcia moderada a maioria dos isolados testados, o
gue sugere a presenca, neste cultivar, de um sistema de defesa ampla e que,
na maioria das vezes, € quantitativa. Heranca poligénica de resisténcia tem
sido identificada, embora com baixa freqtiéncia, principalmente devido ao fato
de ser mais dificil o estudo deste tipo de resisténcia. Entretanto é factivel que a
resisténcia do cultivar Jalo EEP 558 a P. griseola esteja sob controle de

multiplos genes, com um ou mais genes de efeito maior.

Palavras-Chave: Phaeoisariopsis griseola; resisténcia a doenca; melhoramento

do feijoeiro.
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1. INTRODUCAO

Os feijdées (Phaseolus vulgaris) graudos, isto €, que normalmente pesam
mais de 0,3 g por unidade, sdo conhecidos por manteigdo em Minas Gerais,
sendo o mais popular deles o do tipo jalo que apresenta grao de coloracao
creme amarelada, seguido do pintado (Vieira et al., 1997). Os feijoes do tipo
manteigdo sao de origem andina (Singh, 1991) e, segundo Vieira (1993), séo
muito susceptiveis ao oidio (agente causal: Erysiphe polygoni DC. Ex Merat) e
a mancha-gris (agente causal: Cercospora castellanii Matta et Belliard).
Entretanto, em &reas irrigadas, o jalo tem sido o mais plantado depois do
carioca, uma vez que, além de ser comercialmente bem aceito, apresenta
resisténcia a duas doencas comuns nessas condicdes de cultivo: murcha-de-
fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxisporum f. sp. phaseoli (Rocha Jr. et
al., 1998), e mancha-angular, causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola
(Paula Jr. et al., 1998, Vieira et al., 1999).

Em Goias, o cultivar Jalo EEP 558 mostrou-se resistente a mancha-
angular (Rava et al., 1985). Pesquisadores do CNPAF (1985), avaliando 16
cultivares de feijdo quanto a resisténcia a cinco isolados de P. griseola,
pertencentes a diferentes racas, observaram que o Jalo EEP 558 foi resistente
a todos os isolados. Este cultivar também mostrou-se resistente a mancha-
angular nas avaliacdes feitas por Vieira et al. (2000), nas regifes de Leopoldina
e Ponte Nova. Entretanto, Sartorato et al. (1991) verificaram que Jalo EEP 558
€ suscetivel a certos tipos de isolados.

O fungo P. griseola apresenta uma extensa variabilidade (Pastor-
Corrales & Paula Jr.,1996; Paula Jr & Zambolim, 1998). Esse fato, somado as

constantes mudancgas no panorama produtivo do feijoeiro no Brasil, como por
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exemplo, o uso de irrigacdo por pivé-central, favorece a ocorréncia desse
patogeno ja no inicio do cultivo. Portanto, é importante que os pesquisadores
se esforcem para monitorar a resisténcia de cultivares aos novos patétipos,
uma vez que o uso de cultivares resistentes é a melhor estratégia de controle,
sobretudo pela eficiéncia, economia e menor prejuizo ao meio ambiente
(Ramalho & Abreu, 1998).

A incorporacdo de genes de resisténcia de origem andina em cultivares
mesoamericanos tem sido sugerida por varios pesquisadores como estratégia
de desenvolvimento de cultivares com resisténcia duradoura (Pastor-Corrales
et al., 1998). Isto se deve a co-evolucao patdégeno/hospedeiro, que faz com que
genes de resisténcia de origem mesoamericana sejam mais efetivos contra
patdgenos andinos e vice-versa (Guzman et al., 1995).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a resisténcia do cultivar
Jalo EEP 558 frente a sete racas de P. griseola, uma vez que este cultivar
representa potencial fonte de genes de resisténcia andinos que podem ser
incorporados a genotipos mesoamericanos, mais comumente cultivados no

Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo da resisténcia do Jalo EEP 558 a mancha-angular,
foram utilizados doze isolados correspondentes a sete racas diferentes: 61.41
(isolado 116-1), 63.19 (isolados 48-1 e 144-3), 63.55 (isolados 29-3 e 592-3),
63.23 (isolados 158-1, 109-1, 114-3), 63.47 (isolados 221-10 e 316-6), 63.31
(isolado 113-2) e 31.39 (isolado 122-5). Estes isolados pertencem a micoteca
do Instituto de Biotecnologia (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa.
Eles foram obtidos a partir de cultura monospoérica, o que lhes assegura a
pureza genética. Os isolados foram mantidos em placa de petri ou tubo de
ensaio contendo meio de sucos de vegetais V8 (Campbel Soup Company,
EUA) ou meio BDA (Batata dextrose + Agar). Para repicagem em laboratdrio,
foram adicionados 2 mL de &gua estérii em cada tubo, obtendo-se uma
suspensao de conidios e fragmentos de micélio. Foram depositados 0,5 mL
dessa suspensao no centro de placas contendo meio V8 ou BDA. Em seguida,
as placas foram incubadas por 12 dias, no escuro, a 24°C. Este procedimento
permitiu a obtencdo de altos niveis de esporulacdo. A classificacdo dos
isolados em racas foi realizada em trabalho anterior, usando a série
diferenciadora para mancha-angular (Nietsche, 2000; Nietsche et al., 2001).

Sementes do cultivar Jalo EEP 558 e dos cultivares Ruda e Rosinha
utilizados neste trabalho como testemunhas, foram plantadas em vasos
contendo 3 plantas cada, em casa de vegetacdo do Instituto de Biotecnologia
(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vicosa. Foram avaliadas 12 plantas
para cada isolado testado, no periodo de 2000 a 2003. As plantas foram
inoculadas aos 25 dias apds a germinacgdo, utilizando uma suspensao de

esporos de 2 x 10* conidios/ml. Apés a inoculacéo, as plantas foram incubadas
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em camara de nevoeiro (>90% de umidade relativa, 21°C) durante 48 h e,
entdo, transferidas para casa de vegetacdo. As avaliacbes dos sintomas da
doenca foram realizadas aos 15 e 21 dias ap6és a inoculagcéo, por meio de uma
escala de notas variando entre 1 (plantas com auséncia de sintomas) a 9
(plantas muito susceptiveis) (Van Schoonhoven & Pastor Corrales, 1987). Para
0s objetivos deste trabalho, as plantas foram classificadas em resistentes (R,
notas de 1 a 3), intermediarias (I, notas 4 e 5) ou suscetiveis (S, notas de 6 a

9).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivar Jalo EEP 558 apresentou suscetibilidade a quatro dos 12
isolados testados, resisténcia intermediaria a 8 dos isolados (considerando o
isolado 116-1 como | e S) e resisténcia a apenas um dos isolados, como esta

ilustrado na Tabela 1.

TABELA 1: Reagéao do cultivar Jalo EEP 558 a 19 isolados de Phaeoisariopsis

griseola
Raca Isolado Data Reacéao
116-1 14/11/2000 S
61.41
116-1 03/10/2001 I
48-1 14/11/2000 I
63.19 144-3 14/11/2000 I
48-1 13/12/2001 I
29.3 13/12/2001 S
29.3 28/08/2002 S
63.55
29.3 16/04/2003 S
592-3 26/04/2003 I
158-1 14/11/2000 R
109-1 14/11/2000 I
63.23 114-3 14/11/2000 I
158-1 16/04/2003 R
109-1 26/04/2003 I
221-10 14/11/2000 S
63.47
316-6 13/12/2001 S
63.31 113-2 14/11/2000 I
31.39 122-5 14/11/2000 I
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Jalo EEP 558 apresentou reacdes distintas para a raca 61.41 nos anos
de 2000 e 2001, indicando que houve uma interacdo patétipo x ano. Entretanto,
esta interacao so foi observada para esta raca do patdgeno.

Para a raca 63.55 o isolado 29.3 foi testado nos anos de 2001, 2002 e
2003 sendo sempre consistente a reacado de sucetibilidade, entretanto quando
foi testado o isolado 592-3, também classificado como raca 63.55, a reacéao foi
de resisténcia intermediaria. O mesmo foi observado para a raca 63.23, para a
qual Jalo EEP 558 ndo apresentou sintomas de resisténcia consistentes para
os isolados 158-1, 114-3 e 109-1. Este fato pode ser atribuido a novos genes
de resisténcia do cultivar Jalo EEP 558, capazes de segregar isolados
classificados em uma mesma raca pela série diferenciadora. Seria
recomendavel, avaliar, a inclusdo deste cultivar na série diferenciadora para
mancha-angular. Em trabalhos de avaliacdo do cultivar andino AND 277,
Sartorato et al. (1999) encontraram resultados semelhantes aos aqui
verificados, e sugeriram a incorporacdo do cultivar AND 277 na série
diferenciadora.

Jalo EEP 558 apresentou uma resisténcia moderada a maioria dos
isolados, 0 que sugere a presenca, neste cultivar, de um sistema de defesa
ampla e que na maioria das vezes € quantitativa. Heranca poligénica de
resisténcia tem sido identificada, embora com baixa frequéncia, principalmente
devido ao fato de ser mais dificil o estudo deste tipo de resisténcia (Ribeiro do
Vale et al.,2001). Entretanto é factivel que a resisténcia a P. griseola esteja sob
controle de multiplos genes, com um ou mais genes de efeito maior. Este tipo
de resisténcia ja tem sido observada para outros patégenos causadores de
antracnose, ferrugem, virus do mosaico dourado, crestamento bacteriano

(Singh, 2001). E importante salientar, que as inoculacdes e as condicdes de
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incubacédo foram propicias ao desenvolvimento do patdgeno, que encontrou um
ambiente 6timo para seu desenvolvimento. Contudo, ho campo nem sempre
estas condicbes sdo observadas. Sendo assim, cultivares com resisténcia
intermediaria nessas condicbes podem apresentar um maior nivel de
resisténcia no campo. Todas as avaliacbes foram realizadas em casa de
vegetacao, sendo indicada a repeticdo deste trabalho no campo.

Para um melhor entendimento desse sistema e para a sua utilizacéo de
modo racional em programas de melhoramento, seria interessante mapear 0s

QTLs controladores da resisténcia a mancha-angular em Jalo EEP 558.
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AVALIACAO DO CULTIVAR DE FEIJAO MILIONARIO COMO PONTE NO
CRUZAMENTO ENTRE OS CULTIVARES RUDA E JALO EEP 558

RESUMO

Em muitos cruzamentos envolvendo cultivares de feijao andinos e
mesoamericanos, tem sido observado nanismo ou fraqueza do hibrido F;. Essa
anormalidade faz com que as plantas F; morram ou tenham fraco crescimento,
exibindo diversas alteragcdes, que podem incluir esterilidade, crescimento
radicular reduzido, folhas cloréticas, auséncia de raizes, formacdo de raizes
adventicias no hipocétilo, entre outras. A fraqueza do hibrido F; é governada
por dois genes dominantes complementares, denominados DL1 e DL2.
Cultivares de genotipo dlldlidi2di2, como o Milionario e o Rio Vermelho,
sempre produzem hibridos F; normais. Desta forma, quando se almeja
combinar genes desejaveis entre dois parentais incompativeis, uma linhagem
compativel, de gendtipo di1di1di2dI2, deve ser usada como ponte. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do cultivar Milionario como
ponte na incorporacdo de genes de resisténcia a mancha-angular do cultivar
andino Jalo EEP 558 para o cultivar mesoamericano Ruda. De acordo com 0s
resultados observados, conclui-se que o cultivar Milionario ndo pode ser
utilizado como ponte neste cruzamento, visto que, quando cruzado com o Jalo
EEP 558, o hibrido resultante apresentou uma reacdo caracteristica de
incompatibilidade. Este resultado estd em desacordo com resultados

previamente publicados, que sugerem o cultivar Milionario como ponte.

Palavras-Chave: Incompatibilidade, melhoramento do feijoeiro, conjuntos

génicos.
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1. INTRODUCAO

No melhoramento genético do feijoeiro, a piramidacdo de genes de
resisténcia andinos e mesoamericanos em um Unico genotipo de interesse tem
sido sugerida como uma estratégia eficiente para a obtencdo de resisténcia
ampla e duravel (Young e Kelly, 1996; Pastor-Corrales et al., 1998). Devido a
co-evolucdo patdgeno/hospedeiro observada no feijoeiro, genes de resisténcia
de origem mesoamericana sdo mais efetivos contra patdgenos de origem
andina e genes de resisténcia de origem andina sdo mais efetivos contra
patdgenos de origem mesoamericana (Guzman et al., 1995). Sendo assim, os
melhoristas de feijdo tém uma oportunidade Unica de piramidar genes de
resisténcia dos dois grupos para desenvolver resisténcia complementar a um
grande numero de racas (Kelly e Miklas, 1998).

Em muitos cruzamentos envolvendo cultivares andinos e
mesoamericanos, entretanto, tem sido observado nanismo ou fraqueza do
hibrido F; (Singh e Gutiérrez, 1984; Gepts, 1988; Vieira, 1989). Essa
anormalidade faz com que as plantas F; morram ou tenham fraco crescimento,
exibindo diversas alteragdes que podem incluir esterilidade, crescimento
radicular reduzido, folhas cloréticas, auséncia de raizes, formacéo de raizes
adventicias no hipocoétilo, entre outras (Vieira et al., 1999).

A fraqueza do hibrido F; é governada por dois genes dominantes
complementares, denominados DL1 e DL2 por SHII et al. (1980). O gene DL1
normalmente esta presente em cultivares de sementes pequenas, como Rio
Tibagi e Carioca, e 0 gene DL2, em cultivares de sementes grandes ou médias,
como Preto 60 Dias e Diacol Andino (Singh e Gutiérrez, 1984; Vieira et al.,
1989). Portanto, apenas as plantas F; de constituicio DL1_  DL2 séo
anormais. Cultivares de genoétipo dlildildi2dl2, como o Milionario e o Rio
Vermelho, produzem hibridos F; normais (Vieira et al.,, 1989; Vieira et al.,
1999). Desta forma, quando se almeja combinar genes desejaveis entre dois
parentais incompativeis, uma linhagem compativel, de gendétipo dildi1di2dI2,
deve ser usada como ponte. Primeiro se processa o cruzamento de um dos
parentais com a linhagem ponte, depois o pélen do hibrido F; deve ser usado
para o cruzamento com o outro parental (Singh e Gutiérrez, 1984).
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O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do cultivar
Milionario como ponte na incorporacdo de genes de resisténcia a mancha-
angular do cultivar andino Jalo EEP 558 no cultivar mesoamericano Ruda. Este
problema de incompatibilidade normalmente € verificado em cruzamentos entre

cultivares andinos e mesoamericanos.

32



2. MATERIAL E METODOS

Plantas dos cultivares Jalo EEP 558 (andino), Ruda (mesoamericano) e
Milionario (mesoamericano) foram cruzadas em esquema dialélico. Os
cruzamentos foram realizados em margco de 2001 em casa de vegetacao do
Instituto de Biotecnologia (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Para verificar o efeito da temperatura na manifestacdo da
incompatibilidade, as sementes F;, provenientes do dialelo e as sementes dos
respectivos parentais, foram semeadas em quatro épocas distintas: julho,
setembro, novembro de 2001 e janeiro de 2002.

Shii et al. (1980, 1981) demonstraram que o efeito dos genes de
incompatibilidade, principalmente o DL1, se manifesta primeiramente nas
raizes. Sendo assim, na terceira época de avaliacdo (novembro/2001), as
sementes foram submetidas a dois tratamentos distintos. No primeiro
tratamento, as sementes foram desinfectadas com agua sanitaria e colocadas
para germinar em meio de cultura contendo agar e horménio de enraizamento
AIB (Acido Indol Butirico) e, em seguida, foram levadas para uma camara de
crescimento. Duas semanas depois, as plantas foram transplantadas para vaso
contendo solo autoclavado e, apoOs trés dias, foram levadas para casa de
vegetacdo. No segundo tratamento, as sementes foram plantadas diretamente
em vasos ha casa de vegetacdo. Em ambos os tratamentos, foram feitos
irrigacdes semanais com solucéo nutritiva e hormonio de enraizamento AlB.

As avaliacdes foram realizadas aos 10, 20, 30 e 40 dias apés o plantio,

nas quatro épocas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas quatro épocas distintas de avaliacéo, as plantas F; provenientes do
cruzamento entre Jalo EEP 558 e Ruda apresentaram a incompatibilidade
tipica ja esperada entre andinos e mesoamericanos (Tabela 1). O cultivar
Milionario, citado na literatura como ponte, se mostrou incompativel quando
cruzado com o Jalo EEP 558. Os individuos F; do cruzamento entre os dois
cultivares mesoamericanos, Ruda e Milionario, apresentaram compatibilidade,
como esperado. No entanto, este hibrido quando cruzado com Jalo EEP 558

apresentou incompatibilidade (Tabela 1).

TABELA 1. Fendtipo observado nas plantas F; de diferentes cruzamentos

Jalo EEP 558 Ruda Milionario Ruda x Milio
(F1)
Jalo EEP 558 Incompativel Incompativel Incompativel
Ruda Incompativel Compativel Compativel
Milionario Incompativel Compativel Compativel
Ruda x Milion. Incompativel Compativel Compativel

Aos 10 dias ap0s a germinacao, nenhum hibrido apresentou alteracéo
fenotipica tipica de incompatibilidade. Aos 20 dias, as plantas F; né&o
apresentaram reacdao visivel de incompatibilidade, porém, um retardamento no
crescimento comecou a se manifestar. Aos 30 dias, os hibridos apresentaram
uma paralisacdo completa do crescimento e as folhas apresentaram clorose
que foi se generalizando com o passar dos dias. Aos 40 dias, as plantas
apresentaram clorose generalizada, as folhas entraram em estagio de murcha,
depois necrose, culminando com a sua queda (Figura 1).

Em todas as épocas plantadas, a reacao de incompatibilidade se repetiu
com a mesma intensidade. Quando as plantas foram tratadas com hormoénio de
enraizamento e solucao nutritiva, foi observado um atraso de 10 a 15 dias na
morte das plantas tratadas em relacdo as testemunhas. Porém, néo foi o
suficiente para que estas entrassem no periodo reprodutivo, visto que em
nenhum caso foi observada a presenca de flores.

O fenodtipo de incompatibilidade foi o mesmo para todos os

cruzamentos,ou seja, no cruzamento Jalo EEP 558 x Ruda, no cruzamento
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Jalo EEP 558 x Milionario e no cruzamento do F; (Milionario x Ruda) x Jalo

EEP 558, como mostra a Figura 1.

FIGURA 1. Hibridos anormais, provenientes de cruzamentos incompativeis
(Jalo EEP 558 x Ruda, Jalo EEP 558 x Milionario e do F;
(Milionério x Ruda) x Jalo EEP 558). Aos 10, 20, 30 e 40 dias
apos a germinagao.

As plantas, antes de morrerem, perderam todas as suas folhas. Os
caules apresentaram aspecto raquitico e mal desenvolvido (Figura 2) e quando
retiradas do vaso, as plantas apresentaram raizes pouco desenvolvidas (Figura
3)
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FIGURA 2. Caule de plantas anormais provenientes de cruzamentos
incompativeis (a esquerda) e testemunha (a direita).

FIGURA 3. Raizes de plantas anormais, provenientes de cruzamentos
incompativeis (a esquerda) e testemunha (a direita).
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De acordo com os resultados observados, conclui-se que o cultivar
Milionario ndo pode ser utilizado como ponte neste cruzamento, visto que,
quando cruzado com o Jalo EEP 558, o hibrido resultante apresentou uma
reacdo caracteristica de incompatibilidade. Este resultado estd em desacordo
com resultados previamente publicados, que sugerem o cultivar Milionario
como ponte (Vieira et al., 1989; Vieira et al., 1999).

A incompatibilidade observada no cruzamento do F; (Milionario e Ruda)
x Jalo EEP 558 sugere que o gene de incompatibilidade presente no cultivar
Milionario seja 0 mesmo presente no cultivar Ruda. Avaliagbes adicionais
devem ser realizadas contudo para confirmacéo dessa hipétese.

Os resultados aqui obtidos indicam que para estes cruzamentos e nas
condicdbes em que foi conduzido este experimento, as avaliagbes de
incompatibilidade ndo deveriam ser feitas com apenas 10 dias ap0s a
germinacao. Este dado também contradiz artigos publicados nos quais 0s
autores avaliaram a incompatibilidade apenas neste periodo (Singh e Gutiérrez,
1984).
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IDENTIFICACAO DE CULTIVARES-PONTE DE FEIJOEIRO E PROPOSICAO

DE UM NOVO MODELO PARA O CONTROLE DA INCOMPATIBILIDADE

RESUMO

Devido a co-evolucdo patdgeno/hospedeiro, genes de resisténcia a
mancha-angular do feijoeiro de origem mesoamericana sdo mais efetivos
contra patdgenos andinos e vice-versa. Para programas de melhoramento
visando resisténcia a mancha-angular, pesquisadores sugerem a piramidacao
de genes de resisténcia andinos e mesoamericanos, por meio da hibridacéo.
Contudo, durante a formacéo dos pools génicos ocorreu também um processo
de isolamento reprodutivo entre eles dificultando o seu cruzamento. Esta
incompatibilidade é evidenciada por anormalidades observadas nos hibridos
destes cruzamentos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de
cultivares-ponte na transferéncia de genes de resisténcia do cultivar Jalo EEP
558 (feijdo tipo manteigdo e origem andina) para o cultivar Ruda (feijdo do tipo
carioca e origem mesoamericana). Para isto, foram utilizados cultivares de
feijoeiro citados na literatura como ponte. Pela avaliacgdo dos hibridos
resultantes, os cultivares andinos Diacol Calima, AND 277 e Novo Jalo
apresentaram plantas normais em cruzamento com o cultivar mesoamericano.
O mesmo foi observado para os cultivares mesoamericanos CNF10, CNF261,
Small White, KW765 e KW780 em cruzamento com o cultivar andino.
Teoricamente, as plantas viaveis oriundas destes cruzamentos deveriam
apresentar o gendtipo dl;dl;DL,dl,. Sendo assim, nas geracfes seguintes de
autofecundacdo, todas as plantas seriam viaveis. Contudo, este nao foi o caso.
Foi observada segregacdo quanto a viabilidade das plantas geradas por
autofecundacdo. Um novo modelo foi proposto, com base na presenca de um
terceiro gene DL3, que agiria em homozigose recessiva em complementacao

ao gene DL;, em um modelo de epistasia dominante recessiva.

Palavras-chave: Feijao, incompatibilidade, grupos génicos.
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1. INTRODUCAO

O processo de domesticacéo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) levou a
formacédo de dois pools génicos denominados de Andino e Mesoamericano, de
acordo com o0s seus centros de domesticacdo (Gepts & Debouck, 1991).
Cultivares provenientes de tais centros de domesticagao diferem, entre outras
caracteristicas fenotipicas, no tamanho dos gréos e tipos de faseolina (Gepts et
al.,1986). Devido a co-evolucdo patégeno/hospedeiro, genes de resisténcia a
mancha-angular do feijoeiro de origem mesoamericana sdo mais eficientes
contra racas andinas, e genes de resisténcia de origem andina sao mais
eficientes contra racas mesoamericanas (Guzman et al., 1995). Para
programas de melhoramento visando resisténcia a mancha-angular, Pastor-
Corrales et al. (1998) sugeriram a piramidacdo (associacdo) de genes de
resisténcia andinos e mesoamericanos. Por meio da hibridacéo, os melhoristas
de feijao tém uma oportunidade de piramidar genes de resisténcia dos dois
grupos para desenvolver resisténcia complementar a um grande numero de
racas (Young & Kelly, 1996, Kelly & Miklas, 1998). Contudo, durante a
formacdo dos pools génicos, ocorreu também um processo de isolamento
reprodutivo entre eles dificultando o seu cruzamento (Vieira et al., 1999). Esta
incompatibilidade é evidenciada por anormalidades, como crescimento
radicular reduzido, folhas cloréticas, auséncia de raizes, formacéo de raizes
adventicias no hipocotilo, esterilidade ou morte das plantas F; (Singh &
Gutiérrez, 1984; Gepts,1988; Vieira et al., 1989). Os genes envolvidos na
incompatibilidade foram denominados DL; e DL, por Shii et al. (1980).

Singh & Gutiérrez (1984) constataram que estes dois genes estdo
envolvidos na determinagcdo da incompatibilidae e que sementes pequenas, de
origem mesoamericana, apresentam normalmente o genoétipo DL;DL;dl.dly,
gue é incompativel com o gendtipo dl;dl;DL,DL,, apresentado por cultivares de
sementes grandes, de origem andina. A geracdo F; desse cruzamento
apresentara o genétipo DL,dl;DL.dl,, ocorrendo a incompatibilidade devido a
acado conjunta dos dois genes. Desta forma, as plantas F; de constituicdo
DL; DL, s&o anormais. Contudo, cultivares de gendétipo dl;dlidl.dl, sempre
produzem hibridos normais, tanto em cruzamento com genaétipos DL;DL,dl.dl,

quanto com gendtipos dlidl;DL,DL,. Portanto, estes cultivares podem ser
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utiizados como ponte no cruzamento entre cultivares andinos e
mesoamericanos.

O cultivar Jalo EEP 558 foi desenvolvido pela estacéo experimental de
Patos de Minas (Minas Gerais, Brasil). Este cultivar é freqientemente citado
como uma importante fonte de resisténcia a P. griseola (CNPAF, 1985; Rava et
al.,1985; Schwartz et al., 1982), tendo em vista que € de origem andina e
adaptado as condi¢des de cultivo brasileiras. Portanto, seria interessante a
transferéncia dos genes de resisténcia presentes em Jalo EEP 558 para
cultivares mesoamericanos de maior interesse econémico no Brasil, como os
feijdes do tipo carioca, por exemplo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de cultivares-ponte na
transferéncia de genes de resisténcia do cultivar Jalo EEP 558 (feijao do tipo
manteigao e de origem andina) para o cultivar Ruda (feijdo do tipo carioca e de
origem mesoamericana). O resultado do capitulo anterior mostrou que o
cultivar Milionario, citado na literatura como ponte, foi incompativel em
cruzamento com o cultivar Jalo EEP 558. Diante deste resultado foram
investigados, neste capitulo, 14 cultivares de feijoeiro quanto a eficiéncia como
cruzamento-ponte. Foram avaliados 8 cultivares citados na literatura como
ponte, inclusive o cultivar Milionario que foi utilizado neste trabalho como
padrdo de incompatibilidade, e seis novos cultivares ainda nao citados como
ponte, com o intuito de fornecer alternativas adicionais de cultivares-ponte para
programas de melhoramento que utilizam a hibridacao entre cultivares andinos

€ mesoamericanos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético e cruzamentos efetuados

Os cultivares avaliados como ponte foram: G 2858, Diacol Calima e Ica
Pijao, citadas por Singh & Gutiérrez (1984); CNF 10, Milionario, Rio Vermelho,
CNF 261 e Small White, citados por Vieira et al. (1989); e os novos cultivares
testados foram KW 765, KW 780, GGWax, Novo Jalo, AND 277 e BAT 93.

Os cultivares-ponte de origem andinas foram cruzados com Ruda
(mesoamericano), e o0s cultivares-ponte de origem mesoamericana foram
cruzadas com Jalo EEP 558 (andino). Os cruzamentos foram realizados em
marco de 2002, em casa de vegetacdo do BIOAGRO/UFV. Para avaliar a
capacidade dos cultivares-ponte em associar genoétipos incompativeis, todos o0s
hibridos F; obtidos com Jalo EEP 558 foram cruzados com Ruda e todos os
hibridos viaveis produzidos com o cultivar Ruda foram cruzados com Jalo EEP
558. Estes cruzamentos foram realizados em julho de 2002 em casa de
vegetacdo do BIOAGRO/UFV. Todas as plantas viaveis, foram avaliadas em
duas geracdes F; e F, (Jalo EEP 558 X (cultivar ponte X Ruda) e F; e F;
(Ruda X (cultivar ponte X Jalo EEP 558).

Os cultivares andinos foram cruzados entre si em esquema dialélico
assim como os cultivares mesoamericanos, com o0 objetivo de verificar se a
incompatibilidade poderia ocorrer no cruzamento entre cultivares de um mesmo

pool génico.

2.2. Avaliacdo de resisténcia a mancha-angular

Os cultivares Jalo EEP 558, Rud4, os cultivares a serem testados como
ponte e o cultivar Rosinha utilizado neste trabalho como testemunha de
suscetibilidade, foram caracterizadas frente a doze isolados do fungo
Phaeoisariopsis griseola (os isolados sdo aqueles apresentados no primeiro
capitulo). Doze sementes de cada cultivar foram semeadas e as plantas foram
avaliadas nos anos de 2000, 2001 2002 e 2003 em casa de vegetacdo do
BIOAGRO (Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria) da

Universidade Federal de Vigosa. As plantas foram inoculadas aos 25 dias apés
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a germinacédo, utilizando uma suspenséo de 2 x 10* conidios/ml de &gua, para
cada isolado testado. Apdés a inoculacdo, as plantas foram incubadas em
camara de nevoeiro (>90% de umidade relativa, 21°C), durante 48 h, e
transferidas para casa de vegetacdo onde a temperatura variou de 18 a 30°C.
As avaliacBes da doenca foram realizadas aos 15 e 21 dias apdés a inoculacgao,
usando uma escala de notas de 1 (plantas com auséncia de sintomas) a 9
(plantas muito susceptiveis) (Van Schoonhoven & Pastor Corrales (1987)).

Foi selecionada a raca 63.23 para a qual o cultivar Jalo EEP 558 foi
resistente e os demais, suscetiveis, objetivando avaliar a transferéncia dos
genes de resisténcia andinos para um gendtipo mesoamericano. Em abril/2003
uma populacao de 25 plantas F, (Ruda x (Small White X Jalo EEP 558)) foram
inoculadas e avaliadas quanto a resisténcia a raca selecionada, com o intuito
de confirmar a introgressao das regides gendmicas de resisténcia de Jalo EEP

558 para o cultivar Ruda, utilizando o cultivar Small White como ponte.
2.3. Confirmagao da origem dos cultivares

Para confirmar a origem andina ou mesoamericana dos cultivares, foi
utiizado um primer de RAPD OPB15, capaz de discriminar individuos

pertencentes aos dois pools génicos (Dr. Ana Lilia Alzate-Marin, comunicacao

pessoal).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Confirmacéao da origem

Todas os cultivares foram analisados pela técnica de RAPD, utilizando o
primer OPB15, que permite a distingdo de individuos de origem andina
daqueles de origem mesoamericana. Os cultivares de graos grandes, Jalo
EEP 558, Diacol Calima, AND 277 e Novo Jalo apresentaram a banda de DNA
tipica do pool génico andino. Os cultivares de graos pequenos e médios, Ruda,
Milionario, Rio Vermelho, BAT 93, Ica Pijao, KW780, CNF261, CNF10, G2858,
GGWax, Small White e KW765 apresentaram a banda caracteristica de

cultivares de origem mesoamericana (Figura 1).

.-!
2 3

FIGURA 1. Analise eletroforética de produtos de amplificacdo obtidos com o
primer OPB15 pela técnica de RAPD. A identificacdo das canaletas
€ a que se segue: [1, DNA de fago lambda digerido com EcoRl,
Hindlll e BamHI (marcador de peso molecular); 1, Jalo EEP 558; 2,
Diacol Calima; 3, AND 277; 4, Novo Jalo; 5, Ruda; 6, Milionario; 7,
Rio Vermelho; 8, BAT 93; 9, Ica Pijao; 10, KW780; 11, CNF261; 12,
CNF10; 13, G2858; 14, GGWax; 15, Small White; 16, KW765. A
seta superior (esquerda) indica uma banda de DNA tipica de
cultivares andinos; a seta inferior (direita) indica uma banda de
DNA tipica de cultivares mesoamericanos.
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3.2. Identificacéo dos cultivares-ponte

Pela avaliacdo dos hibridos resultantes do cruzamento de cultivares
andinos com o cultivar mesoamericano Ruda, concluiu-se que Jalo EEP 558 foi
incompativel com Ruda, porém os cultivares Diacol Calima, AND 277 e Novo
Jalo apresentaram plantas normais em cruzamentos com aquele cultivar. Os
hibridos derivados de cruzamentos compativeis foram utilizados como
genitores masculinos no cruzamento com o cultivar Jalo EEP 558. A avaliagéo
das populacdes obtidas mostrou segregacdo de 1:1 entre plantas viaveis e ndo
viaveis. Este resultado € coerente com o controle genético citado para a
incompatibilidade, envolvendo dois genes dominantes e complementares

(Singh & Gutiérrez, 1984), de acordo com a Figura 2.

Ruda X Cultivar andino
compativel (CAC)
DL,DLdl.dl, di;dl;dl,dl;
(Ruda x CAC)

DL1d|1d|2d|2 - Viavel

(Ruda x CAC) X Jalo EEP 558
DL,dl,dl.dl, dl,dl;DL,DL,
(Rudé x CAC) x Jalo EEP558

l

DL1d|1DL2d|2 - Nao-viavel
dlidliDLodl, - Viavel

FIGURA 2: Esquema de cruzamento entre os cultivares Ruda e Jalo EEP 558
utilizando um cultivar andino compativel com Ruda como ponte.
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Pela avaliacdo dos hibridos resultantes do cruzamento de cultivares
mesoamericanos com o cultivar andino Jalo EEP 558, verificou-se que Ruda,
Milionario, Rio Vermelho, BAT 93, Ica Pijdo, GGWax e G 2858 foram
incompativeis com aquele cultivar. Por outro lado os cultivares CNF 10, CNF
261, Small White, KW 765 e KW 780 foram compativeis. Os hibridos viaveis
foram cruzados com o cultivar Ruda. Nestes cruzamentos, os hibridos foram
utilizados tanto como doadores quanto como receptores de pdlen. Para estes
cruzamentos, nao foi observada diferenca entre reciprocos, e também foi
obtida segregacéo de 1:1 entre plantas viaveis e nao viaveis.

As plantas viadveis das populacdes segregantes foram avancadas por
mais uma geracao. Teoricamente, as plantas viaveis oriundas de cruzamentos
ilustrados na Figura 2 deveriam apresentar o genétipo dl;dl;DL.dl,. Sendo
assim, nas geracdes seguintes de autofecundacdo, todas as plantas seriam
viaveis. Contudo, este ndo foi o caso. Foi observada segregacdo quanto a
viabilidade das plantas geradas por autofecundacédo. Os resultados obtidos
para sete populacbes segregantes, na geracdo F,, estdo apresentados no
Quadro 1.
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QUADRO 1: Populacfes segregantes e suas respectivas progénies viaveis e

nao-viaveis.
Cruzamento Viaveis N&o-viaveis
Ruda x (And277 x Jalo EEP 558) 16 1
Ruda x (CNF10 x Jalo EEP 558) 13 6
Ruda x (CNF261 x Jalo EEP 558) 17 0
Ruda x ( KW765 x Jalo EEP 558) 34 0
(KW765 x Ruda) x Jalo EEP 558 4 0
Rudéa x (Small White x Jalo EEP 558) 32 0
Ruda x (KW780 x Jalo EEP 558) 25 8
Total 141 15

3.3. Novo modelo proposto para explicar aincompatibilidade

Estes resultados ndo podem ser explicados pelo modelo proposto por
Singh & Gutiérrez (1984), segundo o qual a incompatibilidade é controlada por
dois genes dominantes complementares. Um novo modelo foi proposto, com
base na presenca de um terceiro gene (DL3). Neste modelo, considerou-se que
cultivares-ponte possuiriam o genotipo dl;dlidl.dl,DL3DL3, o cultivar Jalo EEP
558 seria dlidl;DL,DL.dlzdl; e o cultivar Ruda DL;DL;dl.dl,DL3DL;. Desta
forma, o gene DL3 (em homozigoze recessiva) agiria juntamente com o gene
DL: (dominante, portanto DL; ) em um modelo de epistasia dominante
recessiva. Sendo assim, plantas com gendétipos DL; _ dlsdl3 ndo seriam viaveis.
As representacfes genotipica e fenotipica de uma populagdo F, (andino x
mesoamericano) sem a presenca do cultivar ponte, segundo o modelo de

Singh & Gutiérrez (1984) e segundo o novo modelo proposto neste trabalho,
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estdo apresentadas no Quadro 2. E importante salientar, contudo, que estes
gendtipos ndo sdo obtidos de forma natural, uma vez que a F; deste

cruzamento néo seria viavel.

QUADRO 2: Modelo de incompabilidade proposto por Singh & Gutiérrez (1984)
e 0 modelo de epistasia dominante recessiva proposto neste

trabalho
Classes Fenotipo® Classes Fenotipo®
genotipicas genotipicas
9DL,_DL,_ N&o-viavel 27DL; DL, DLj3_ N&o-viavel
3 DLy_ dldl; Viavel 9 DL;_ DL, dlsdls N&o-viavel
3 d|1d|1 DL2_ Viavel 9 DLl_ d|2d|2 DL3_ Viavel
1 dl,dl; dlodl; Viavel 3 DL1_ dlxdl, dlsdls N&o-viavel
9 d|1d|1 DL2_ DL3_ Viavel
3 C”ldl]_ DL2_ d|3d|3 Viavel
3 d|1d|1 d|2d|2 DL3_ Viavel
1 dl,dl; dlxdl, dizdls Viavel
Proporcao 9 Nao-viavel 39 N&o-viaveis
esperada na F; 7 Viaveis 25 Viaveis

& Modelo proposto por Singh & Gutiérrez (1984)

b Modelo proposto neste trabalho

Com base neste modelo, seria esperado na geracao F; (Ruda x (Ponte x
Jalo EEP 558) ou Jalo EEP 558 x (Ponte x Ruda)) destas populacfes

segregantes, uma segregacao de 1:1 entre plantas viaveis e ndo-viaveis, assim
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como no modelo apresentado por Singh & Gutiérrez (1984) (Figura 2).
Entretanto, para a geragdo F, destas mesmas populacdes ndo poderia haver
segregacdo para viabilidade pelo modelo Singh & Gutiérrez (1984). Os
possiveis gendtipos com base neste novo modelo estdo relacionados no
Quadro 2 e os cruzamentos efetuados envolvendo os cultivares Ruda, Jalo
EEP 558 e o cultivar ponte estao ilustrados na Figura 4.

Um conjunto de plantas ndo-viaveis, juntamente com uma planta viavel,

plantadas no mesmo dia, esta apresentado na Figura 3.

FIGURA 3: Plantas F;s, provenientes de cruzamentos incompativeis (A e B),
planta testemunha Ruda (C). Aos 40 dias ap0s a germinacgao.
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Ponte X Jalo EEP 558
(dl,dl;dl,dl,DL;DL3) (dl,dI;DL,DL,dlzdl5)
Ruda
dl,dl;DL,dI,DL4dl, X DL,DL,dl,dl,DL3DLg
Classes
_ 1 DL,dl;DL,dI,DL;DL;  PIl. Anormais
e 2 DL,dl;DL,dI,DLdls Pl. Anormais
' I 3 DL.dhdlbdl,DLsDLs  Pl. Normais
_ 4 DlelldlgdlzDL3d|3 Pl. Normais
( Autofecundacéo da classe 3 Todas as PI. Normais
Autofecundacéo da classe 4
< DL,DL,dl,d,DLsDL; 1/4 x 1/4 = 1/16
DL,DL,dl,dl,DLsdls 2/4 x 1/4 = 2/16
F DL,dl,dl,dl,DLsDL;  2/4 x 1/4 = 2/16 _
DL.dldl,dl,DLsdl;  2/4 x 2/4 = 4/16 PI. Normais =13/16
dlldlldlzdlzDLgDLg 1/4x 1/4 =1/16
dl;dl;dl,dl,DLsdl; 2/4 x 1/4 = 2/16
dl,dl,dl,dl,dl;dl; 1/4 x 1/4 =1/16
K DLlDlelzdlzdlgdlg 1/4x 1/4 =1/16 Pl. Anormais =3/16
DL,dl,dl,dl,dlsdl5 2/4 x 1/4 = 2/16

FIGURA 4. Possiveis genétipos considerando um novo modelo para a
incompatibilidade com a presenca de um terceiro gene DLas.

Considerando todas as plantas normais da geracdao F, entre
descendentes da classe 3 e descendentes da classe 4, seria esperada
proporcdo de 58:6 entre plantas vidveis e nao-viaveis. As sete populacdes
segregantes (Quadro 1) possuiam os gendtipos de Ruda e Jalo EEP 558 em
comum, variando apenas o gendétipo do cultivar-ponte. Ndo sendo possivel
supor, que o genodtipo dos cultivares-ponte fosse dlidl;dl.dl>dlsdls pois assim,
ndo seriam possiveis hibridos normais destes cultivares em cruzamento com
cultivares mesoamericanos. Desta forma, a Unica combinacdo génica para
estes trés locos, para os cultivares-ponte seria dl;dl;dl,dl,DL3DL3, como

ilustrado na Figura 4. Sendo assim, um teste de c? foi realizado com os dados
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obtidos conjuntamente, para as sete populacdes segregantes. O teste de que a
proporcao obtida de 141 plantas viaveis para 15 plantas ndo-viaveis, esta na
proporcao de 58:6, ndo foi rejeitado a 91,79% de probabilidade. Ou seja, o
modelo proposto, com a presenca de um terceiro gene DLz no controle da

incompatibilidade, nao foi rejeitado pelo teste de c?.

3.4. Reacdo de resisténcia

Dos doze isolados testados, foi selecionado o isolado 158-1 pertencente
a raca 63.23. Para este isolado, o cultivar Jalo EEP 558 foi resistente e os
cultivares Rosinha e Ruda foram suscetiveis. Os cultivares avaliados como
ponte tiveram reacdes divergentes, sendo que o cultivar Small White dentre

outros foi suscetivel a esta raca do fungo.

3.5. Eficiéncia da ponte natransferéncia de genes andinos para cultivares

mesoamericanos

Para testar a eficiéncia do cultivar ponte na transferéncia de genes de
resisténcia do cultivar Jalo EEP 558 para o cultivar Rudd, 25 plantas na
geracdo F, do cruzamento (Ruda x (Small White X Jalo EEP 558)), foram
inoculados com uma suspensao de esporos da ragca 63.23 de P. griseola. O
cultivar Jalo EEP 558 apresentou resisténcia a esta raca, com poucas pustulas
de pequeno tamanho, variando de 2 a 3 na escala de notas. Ja os cultivares
Small White e Ruda foram suscetiveis, obtendo notas de 5 a 6. A severidade
da doenca nas 25 plantas avaliadas foi de 2,5. Esta média foi inferior a média
do pai resistente, o que pode ser explicado pela presenca de genes que
conferem resisténcia também nos cultivares suscetiveis e, quando associados
a genes de resisténcia do cultivar Jalo EEP 558, originaram materiais ainda
mais resistentes. Das 25 plantas desta populacdo, 6 apresentaram nota 1,
fazendo desta populacdo uma promissora fornecedora de linhas resistentes a
mancha-angular. As reacdes a raca 63.23 dos cultivares Ruda (A) Jalo EEP
558 (B) e de uma planta representante da F, (Ruda x (Small White X Jalo EEP

558)) (C), aos 15 dias ap0s a inoculacao, estdo apresentadas na Figura 5.
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FIGURA 5: Sintomas de mancha-angular no cultivar Ruda (A), Jalo EEP 558
(B) e F2 (Ruda X (Small White x Jalo EEP 558)) (C). Aos 15 dias
apos a inoculacao.
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MAPPING QTLs FOR RESISTANCE TO BEAN ANGULAR LEAF SPOT AND
CO-LOCALIZATION OF MOLECULAR MARKERS LINKED TO DISEASE
RESISTANCE GENES

SUMMARY

Angular leaf spot (ALS) is a major fungal disease that affects common
bean crops in several growing regions in the world. Although resistance to ALS
has often been treated as a monogenic character, the possibility of identifying
genes governing partial resistance to ALS should provide an alternative strategy
for development of cultivars with durable resistance in common bean breeding
programs. In this work we used a recombinant inbred line population derived
from a cross between cultivars BAT 93 and Jalo EEP 558 to map quantitative
trait loci associated with resistance to ALS. One hundred and fifty four RFLP,
RAPD and SCAR markers were tested in the population.The RFLP markers and
the data related to them were obtained by Dr. Paul Gepts’ group and the results
are available in the internet (http://agronomy.ucdavis.edu/gepts/gepts.htm). One
hundred and fourteen of them segregated 1:1 and 86 were assigned to 13
linkage groups. The population was inoculated with Phaeoisariopsis griseola
races 63.23 and 63.55 and the single-factor analysis detected three markers
linked to resistance to race 63.55 and 10 markers linked to resistance to race
63.23. In the composite mapping analysis only one marker was confirmed as
linked to resistance to race 63.55 responding to 26% of the phenotypic
variation. In the case of race 63.23, four markers were confirmed. Two of them

explained together 36.41% of the phenotypic variation.

Key words: Phaeoisariopsis griseola, genetic breeding, common bean
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1. INTRODUCTION

Angular leaf spot (ALS), caused by the fungus Phaeoisariopsis griseola,
is a common disease affecting bean crops in tropical and sub-tropical regions.
This disease is important in more than 60 different countries leading to yield
losses that may reach 80% of the expected production depending on the
susceptibility of the cultivars, the environmental conditions and development
stage of the crop when the fungus is present (Schwartz et al., 1981; Sartorato &
Rava,1994). Breeding programs aimed to develop cultivars resistant to ALS
usually focus on monogenic resistance (Barros et al., 1957; Cardona-Alvarez,
1962; Santos Filho et al., 1976; Singh & Saini, 1980; Sartorato et al., 1993,
Caixeta et al., 2003). However, the use of specific resistance may not provide a
durable resistance specially in Latin America where the common bean
originated (Vavilov, 1949/50; Gepts, 1998). The patogen is highly diversified
and resistance can be easily overcome. More than 50 P. griseola pathotypes
have been identified in Latin America (Pastor-Corales & Jara, 1995).

Incorporation of genes conferring partial resistance is an interesting
alternative to develop cultivars with durable resistance (Johnson, 1984). This
alternative has not been widely used in common bean breeding programs,
specially in the case of ALS. Availability of more information concerning partial
resistance to ALS and the existence of molecular markers linked to genes
conferring this type of resistance should allow for the use of such important
alternative.

Lately, molecular marker assisted selection (MAS) is being used as an
alternative to aid the breeding of crops for disease resistance. Molecular

markers are important as a source of genetic information for the breeder and as
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a tool for the indirect selection of traits of interest. In addition, in the case of
breeding for resistance the use of molecular markers allows for selection in the
absence of the pathogen.

Recombinant inbred lines (RILs) are ideal populations for mapping
purposes once they in theory maintain the variability present in the F,
generation (Lander & Botstein, 1989). As they have a high degree of
homozygozity they can be tested in different environments allowing for the
determination of the genotype-environment interaction. Besides, several
research groups can use the same population facilitating the exchange of the
genetic information obtained (Burr et al., 1988; Freyre et al., 1998; Geffroy et
al., 2000; Fall et al., 2001).

Several QTLs (Quantitative trait loci) associated with disease resistance
have been identified in the common bean (Ariyarathne at al., 1999; Kelly and
Miklas, 1999; Geffroy et al., 2000). However, no QTLs have been identified
linked to resistance to ALS. Considering the relevance of this disease and the
extensive variability of P. griseola it would be of great interest to identify QTLs
conferring partial resistance to be used in a MAS program aimed to create
cultivars with durable resistance to ALS.

The present work aimed to evaluate the existence of partial resistance of
Phaseolus vulgaris to ALS and to identify QTLs associated to it. Two P. griseola
races 63.55 and 63.23, were used to inoculate a population of 50 RILs at
generation Fgg derived from a cross between cultivars BAT 93 and Jalo EEP
558 (Gepts et al., 1993). Twenty-eight markers (RAPD and SCAR), previously
identified as linked to resistance to rust, ALS and anthracnose were also

mapped in this population.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Genetic material and disease evaluation

Seeds of common bean RILs at generation Fgg derived from the cross
BAT 93 (mesoamerican) X Jalo EEP 558 (andean) were kindly provided by Dr.
S. M. Tsai. The initial cross was performed by Nodari et al. (1993a) who
mapped the F, population with RFLP markers. These same group (Nodari et al.
1993b) used the F3; generation to map QTLs for resistance to Xanthomonas
campestris pv. phaseoli and also for nodulation. An integrated map based on 77
RILs obtained from this population was developed (Freyre et al., 1998). These
same RILs were used to map QTLs for resistance to Colletotrichum
lindemuthianum (Geffroy et al., 2000), and localization of QTLs associated with
resistance to Xanthomonas campestris pv. phaseoli and Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Tsai et al., 1998).

In this work only 50 RILs could be used due to germination problems in
the environmental conditions of the experiments. The parents were initially
inoculated with P. griseola races 61.41, 63.19, 63.55, 63.23, 63.47, 63.31, and
31.39 to identify the ones to which they responded differentially. The races used
correspond to monosporic cultures which were collected in different bean
producing regions in Brazil. These cultures are maintained at the Biotechnology
Institute (BIOAGRO) of the Federal University of Vicosa (Minas Gerais, Brazil).
The selected races were used to inoculate the 50 RILs.

The RILs were planted in May 2002 and March 2003 in the greenhouse.
They were inoculated 25 days after germination with a spore suspension

containing 2 x 10* conidia/ml with the use of a De Vilbiss no. 15 apparatus.
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After inoculation the plants were incubated in a mist chamber (>90% relative
humidity and 21°C) during 48 h and then transferred to the greenhouse where
the temperature varied between 18 and 30°C. Disease symptoms were
evaluated 18 days after inoculation (race 63.55) or 15 and 21 days after
inoculation (race 63.23) using a 1 to 9 scale in which 1 is assigned to plants
with no symptoms and 9 to plants severely diseased (Van Schoonhoven &
Pastor-Corrales, 1987). Evaluation of symptoms 15 and 21 days after
inoculation for race 63.23 was done to detect possible differences on the

resistance response with time.

2.2. Molecular marker analyses

Molecular markers previously identified in the common bean as linked to

resistance to rust, ALS and anthracnose were tested in the RILs population and

the parents for further mapping purposes (Table 1).
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Table 1: Molecular markers linked to resistance to rust, angular leaf spot and
anthracnose tested in the RIL population

Rust

Angular leaf spot

Anthracnose

Al4 (1 100) Miklas et al., 1993

K14 (620) Haley et al., 1994

AC20 (490) Johnson et al., 1995

AE19 (g90) Johnson et al., 1995

119 (460) Haley et al., 1993

X11 (630) Faleiro et al., 2001
F10 (970) Haley et al., 1993

SCAR F10 (1,050) Corréaetal.,
2000
SCAR BAO8 (s30) Corréacetal.,
2000

H13 (490) Carvalho et al., 1998
EO4 (500) Ferreira et al., 2000

AC14 (5 400) Sartorato et al., 2000

SCAR NO2 (ggp) Sartorato et al.,

2000

AAQ7 (g50) Caixeta et al., 2003

AO12 (g50) Caixeta et al., 2003
MO2 (460) Correa et al., 2001
AA19 (gq0) Corréa et al., 2001

EO4g50) sartorato et al., 2000

Z04 (s60) Alzate-Marin et al., 1999
Z09 (g50) Alzate-Marin et al., 1999

AZ20 (940) Alzate-Marin et al.,
2000

CO08 (900) Alzate-Marin et al., 2000

116 (gs0) Alzate-Marin et al., 2000

JO1 (1,380) Alzate-Marin et al.,
2000
BO3 (1,800) Alzate-Marin et al.,
2000

A18 (g30) Alzate-Marin et al., 2000

H18 (1,200) Alzate-Marin et al.,
2001

SCAR Y20 (g30) Alzate-Marin et
al., 2000

* The numbers in parentesis correspond to the sizes of the markers, in base

pairs (bp).

2.3. Linkage map

To build the linkage map, the molecular markers (126 RFLPs -

http://agronomy.ucdavis.edu/gepts/gepts.htm, 24 RAPDs and 4 SCARs (Table

1) were submitted to a segregation analysis. Only those segregating 1:1 by the

chi-square test were used to generate the map. To define the linkage groups

(LG) a LOD score minimum of 2.0 and a recombination frequency of 40

centiMorgans (cM) were considered. The recombination frequencies were

transformed into genetic distances according to the Kosambi map function. All
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procedures were performed with the aid of the GQMOL program

(www.ufv.br/dbg/ggmol/ggmol.htm).

2.4. QTL mapping - single-factor analysis

Single-factor variance analysis (P < 0.05) was done to identify QTLs
associated with resistance to ALS with the aid of the GQMOL program. This
type of procedure allows for the evaluation of the effect of each marker even if it

is not included in the LGs.

2.5. QTL mapping - composite interval mapping

To better estimate the number and position of the QTLs, and to verify the
results obtained with the single-factor ANOVA, the markers assigned to specific
LGs were evaluated by composite interval mapping. For this procedure the QTL
Cartographer version 1.14 (Basten et al., 2000) and the GQMOL programs
were used. The option model 6 of the Zmapqtl with 10 background parameters
based on forward-backward regression analysis, and a 1-cM walking speed
were used. To determine an empirical threshold significance level for QTL
detection 1,000 permutations were performed, considering significance levels

of 5 and 10% (Churchill and Doerge, 1994).
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Jalo EEP 558 and BAT 93 responded differentially to P. griseola races
63.55 and 63.23 and so these races were selected to inoculate the RILs. Jalo
EEP 558 was susceptible to race 63.55 (scores 5 to 9) and resistant to race
63.23 (scores 1 to 3). BAT 93 was resistant to race 63.55 (scores 1 to 3) and
susceptible to race 63.23 (scores 5.5 to 9). The scores of the RILs varied from
1 to 9 for both races. Figure 1 shows that Jalo EEP 558 presented few pustules
with small diameter when inoculated by spores of race 63.23 while BAT 93 was
severely diseased. The symptom pattern presented by Jalo EEP 558 indicates

that resistance to ALS in this cultivar is partial or quantitative, as reported for

maize rust resistance (Hulbert, 1997).

Figure 1: Symptoms of cultivars BAT93 (left) and Jalo EEP 558 (right) 15 days
after inoculation with spores of Phaeoisariopsis griseola race 63.23.

Out of the 126 RFLP markers available for this population, 105
segregated 1:1 in the 50-RIL population. Among the RAPD and SCAR markers

tested, seven RAPD and two SCAR markers segregated 1:1. The 114 markers
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which segregated according to the expected ratio were submitted to single-
factor analysis to detect those linked to regions conferring partial resistance to
ALS. Three markers were linked to resistance to P. griseola race 63.55 (P <
0.05), while 10 markers were linked to resistance to race 63.23 (P < 0.05). The

results for this type of analysis are depicted in Table 2.

Table 2: Molecular markers linked to ALS resistance QTLs as detected by
single-factor analysis

Resistance to race 63-55 18 days after inoculation

Markers Allele? F Estimated Distance in Linkage group®
cM
D1390 B 0.0305* 0.2593 Not linked
D1157 B 0.0398* 0.2624 8
D1287 J 0.0351* 0.258 11
D1512 J 0.0609ns 0.279 3
Resistance to race 63-23 15 days after inoculation
D1032 J 0.011* 0.2171 Not linked
D1151 J 0.0226* 0.2525 Not linked
OPX11 J 0.0041** 0.2146 5
SCARBAO8 B 0.0274* 0.2654 7
SCARF10 B 0.0795ns 0.3028 7
RF10b B 0.0016** 0.1699 7
D1174 B 0.0682ns 0.2899 7
D1468 B 0.0252* 0.2555 9
RAD19b B 0.0138* 0.2267 9
Resistance to race 63-23 21 days after inoculation
D1032 J 0.0096** 0.2137 Not linked
D1151 J 0.0141* 0.2393 Not linked
RE9c J 0.0295* 0.2599 5
OPX11 J 0.0004** 0.173 5
RF10b B 0.0324* 0.2427 7
RAD19b B 0.0243* 0.243 9
D1468 B 0.0297* 0.2606 9
OPAA19 B 0.0199* 0.2245 11
OPCO08 J 0.0287* 0.2555 12

* ** Significant at the 0.05 and 0.01 probability level, respectively.

% B or J indicate that the BAT93 or the Jalo EEP 558 allele, respectively, increased
resistance.

® Linkage group number as defined in Figure 3.
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Eighty-six of the markers grouped in 13 LGs corresponding to 574.59 cM,
I. e., one marker at each 6.68 cM on average. These markers were submitted to
composite interval mapping (CIM) using the QTL cartographer program. For
resistance to race 63.55 the significance threshold value determined by the
permutation test was 22.38 (P < 0.05) and 17.27 (P < 0.10). These values
correspond to LOD scores of 4.86 and 3.75, respectively. For resistance to race
63.23 tested 15 days after inoculation the permutation test determined a
significance threshold of 14.15 (P < 0.05) and 12.58 (P < 0.10), which
correspond to LOD scores of 3.07 and 2.73, respectively. For resistance to
race 63.23 tested 21 days after inoculation the permutation test determined a
significance threshold of 13.20 (P < 0.05) and 11.65 (P < 0.10), which
correspond to LOD scores of 2.86 and 2.53, respectively.

The markers identified in the single-factor analysis and assigned to LGs
were confirmed by the CIM. Table 3 shows the regions identified by CIM, the
corresponding likelihood ratio (LR), their positions and the R? values relative to

these positions.
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Table 3: QTLs linked to resistance to races 63.55, and 63.23 (15 and 21 days
after inoculation), identified by composite interval mapping (CIM) using
QTL cartographer

Race 63.55 (Significance threshold 22.38 at 5% and 17.27 at 10%)

Linkage Marker Position” LR® R?¢ allele®  Additive
group® effect'
3 D1512 10.31 17.95 0.26 J -1.6318
Race 63.23 — 15 days (Significance threshold 14.15 at 5% and 12.58 at 10%)
5 OPX11 42.21 14.23 0.169 J -0.338
7 RF10b 40.53 15.99 0.20 B -0.387
7 SCARBAO08 54.56 12.96 0.16 B -0.33
Race 63.23 — 21 days (Significance threshold 13.20 at 5% and 11.65 at 10%)
5 OPX11 42.21 22.61 0.25 J -0.65
5 RE9c 54.41 16.61 0.23 J -0.64
7 RF10b 40.53 11.85 0.12 B -0.44

& Linkage group number as defined in Figirue 3.

® Position of likelihood peak (maximum LR) with underscored numbers plus support
interval in Kosambi centiMorgans relative to the first marker on linkage group.

¢ Likelihood ratio.

d Percentage of phenotypic variation explained by each marker.

® B or J indicate that the BAT 93 or the Jalo EEP 558 allele, respectively, increased
resistance.

" Additive effect associated with the B or J alleles.

All these analyses were also done using the GQMOL program. This
program gives the user the opportunity to select cofactors (reference markers)
in the CIM analysis. For instance, for resistance to race 63.23 (15 days after
inoculation) the cofactors RAD19b (LG9), RF10b (LG7) and OPX11(LG5) were
selected based on Stepwise analysis for the analysis of LG7. Cofactors D1476
(LG5) and H18 (GL7) were used to evaluate GL5. The QTL associated with this
characteristic in LG 7 and LG 5, and the LR corresponding curves are shown in

Figure 2.
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Figure 2: Mapping of QTL associated with resistance to P. griseola race 63.23
(15 days after inoculation). Linkage groups 5 and 7 are shown on the
left and the corresponding likelihood ratio (LR) curves on the right.
The maximum LR value in LG5 coincides with the position of marker
X11. The maximum LR in LG7 is flanked by markers RF10b and
D1174. Both regions are indicated by vertical bars on the linkage
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The results obtained with the two programs, QTL cartographer and
GQMOL, were similar to each other. The slight differences observed in the
parameter estimates seem to be justified by the cofactors selected by the user
in the GQMOL analysis which might not correspond to the same factors chosen
by QTL cartographer.

Although the single-factor analysis indicated that marker D1390 was
linked to resistance to P. griseola race 63.55 (Table 2) this marker was not
evaluated by CIM because it did not map to any of the LGs. However, this
marker was mapped to a linkage group in the F, population which gave rise to
the RILs used in this work (Gepts et al., 1993). The region close to this marker
was shown to be linked to QTLs conferring resistance to several diseases
(Nodari et al., 1993b; Tsai et al., 1998; Geffroy et al., 2000), indicating that it
might be involved with the plant general defense system. Marker D1512 was
found to be linked to ALS resistance considering a significance level greater
than 6% in the single-factor analysis. This marker was also detected in the CIM
analysis (P < 0.01). The region close to this marker has been shown to be
linked to QTLs for resistance to anthracnose (Geffroy et al. 2000) and to
common bacterial blight (Nodari et al., 1993b). In addition, markers OPAC20,
linked to rust resistance (Johnson et al.,, 1995) and OPMO02, linked to ALS
resistance (Correa et al., 2001) were also mapped close to this region (Figure

3).
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Figure 3: Mapping of disease resistance genes in the common bean linkage
map based on a population of 50 RILs from the cross BAT 93 vs. Jalo
EEP 558. The arrows indicate markers linked to known disease
resistance genes. The regions marked with an ellipse correspond to
QTLs for resistance to angular leaf spot as determined by CIM

analysis.
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Single-factor analysis detected marker OPX11 (P < 0.01) as linked to
resistance to P. griseola race 63.23, 15 and 21 days after inoculation (Table 2).
This was confirmed in the CIM analysis (Table 3), and the fraction of the
phenotypic variation (R?) explained by the marker was 25%. This marker was
originally found to be linked in coupling phase to a rust resistance gene block
present in cultivar Ouro Negro (Faleiro et al., 2001). In the population analyzed
in this work, this marker was linked in repulsion phase to partial resistance to
ALS. This region is also involved with partial resistance to Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Tsai et al., 1998).

Markers RF10b and SCAR BAO8 were also confirmed by CIM analysis
as linked to ALS resistance (Table 3). Although these markers tag ALS
resistance, they are present in the susceptible parent (BAT 93). Apparently this
genotype also carries positive QTL alleles for ALS resistance, and this might
explain the transgressive segregation observed in the RILs. This region was
also shown to be linked to partial resistance to anthracnose (Geffroy et al.
2000). Faleiro et al. (2000) has also observed the linkage between genes
controlling resistance to two different diseases, rust and anthracnose, in
common bean cultivar Ouro Negro.

Among the 28 molecular markers previously identified as linked to
disease resistance genes in common bean, only 12 were polymorphic between
cultivars BAT 93 and Jalo EEP 558, and nine out of these segregated 1:1 in the
RIL population. They have been assigned to different LGs in the map depicted
in Figure 3.

To evaluate the marker selection efficiency we considered the data
obtained by inoculation with P. griseola race 63.23 (15 and 21 days after

inoculation). Although the CIM analysis identified at least three QTL regions
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associated with ALS resistance (Table 3), a Stepwise analysis confirmed only
markers RF10b and X11 for both evaluation dates. The R? obtained with this
type of analysis were 36.41% (15 days) and 32.48% (21 days), and the
corresponding heritability values were 91.08% and 90.33%, respectively. The
high heritability values indicate that these markers are indeed robust because
the phenotypic data obtained was not significantly influenced by the
environment.

Five RILs were selected based on the presence of favorable alleles
corresponding to loci RF10b (BAT 93) and X11 (Jalo EEP 558), among them
four were resistant and the remaining one was moderately resistant (Figure
4). Thirteen of the RILs presented the unfavorable allele combination for
these loci. They were classified as intermediate (9 RILS) or susceptible (4

RILs) (Figure 4).

Number of Lines

Resistant (1-3) | Intermediate (3-5) | Susceptible (5-9)

Resistance Class

Figure 4. Frequency of favorable alleles from BAT 93 (B) in locus RF10b and
from Jalo EEP 558 (J) in locus X11 in different RILs previously
classified in ALS resistance classes. The numbers in parentesis
following each resistance class correspond to ALS symptom scores.
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Our data demonstrate that ALS resistance is inherited quantitatively in
common bean and confirm molecularly that susceptible sources carry
favorable alleles that can be used in breeding programs. The molecular
markers identified in this work can be used to aid the selection of lines
enriched for the presence of favorable alleles. Our data also showed that
several genes for resistance to various diseases in common bean, including
ALS, map to the same regions, a fact that should be considered in breeding

programs particularly the ones that use the gene pyramiding strategy.
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RESUMO GERAL

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijao (Phaseolus
vulgaris L.). Além de sua importancia na dieta do brasileiro, o feijdo € um dos
produtos de maior importancia econémico-social por ser uma fonte de
proteinas de baixo custo em relacdo a proteina animal, em razdo de ser
cultivado em grandes areas e devido a mao-de-obra intensiva que emprega
durante o ciclo da cultura. Contudo, estd havendo uma mudanca nesse
panorama; o cultivo do feijdo esta deixando de ser de subsisténcia para se
transformar em uma cultura de alta tecnologia, com uso de irrigacgao, insumos e
colheita mecanizada. Isto favorece o plantio da cultura em novas épocas,
especialmente outono-inverno-primavera, quando as temperaturas s&o
favoraveis ao aparecimento de patégenos.

A mancha-angular do feijoeiro, cujo agente causal € o fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr., é uma doenca comum nas regifes
tropicais e subtropicais. Por varios anos, foi considerada de importancia
secundaria, em razdo de seu aparecimento apenas no final do ciclo cultura.
Mas com as mudancas no sistema de cultivo que permitem que haja feijao
plantado ou restos de cultura contaminados no campo durante todo o ano, esse
fungo passou a ser de grande importancia, provocando perdas de até 80% da
producdo, dependendo da suscetibilidade dos cultivares utilizados, das
condicBes ambientais e do estadio de desenvolvimento da cultura por ocasido
de sua ocorréncia. Para controlar esta enfermidade, melhoristas tem buscado
fontes de resisténcia, para incorporar em programas de melhoramento que
visam a obtencao de cultivares resistentes.

No presente trabalho foi avaliada a resisténcia do cultivar andino Jalo
EEP 558, que apresentou resisténcia parcial ou quantitativa a P. griseola.
Devido a co-evolucdo patdgeno-hospedeiro, a incorporacdo de genes de
resisténcia andinos em cultivares mesoamericanos e vice-versa deve
possibilitar o desenvolvimento de cultivares com ampla resisténcia. O cultivar
Jalo EEP 558 é uma fonte potencial de genes de resisténcia a mancha-angular
para genotipos mesoamericanos, sobretudo pela sua ampla adaptacdo a

ambientes de cultivo brasileiros. Atualmente a Unica fonte de resisténcia andina
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no programa do BIOAGRO/UFV é o cultivar AND 277, que apresentou, em
trabalhos anteriores, trés genes de resisténcia que, inesperadamente, nao
segregaram com relacdo a genes de cultivares mesoamericanos, sugerindo a
presenca de genes mesoamericanos neste cultivar andino. Sendo assim, a
identificac@o de novas fontes de resisténcia andina faz-se necessaria.

Apesar da idéia da incorporacdo de genes de resisténcia andinos em
cultivares mesoamericanos ser atraente, devido aos diferentes centros de
origem ocorreu um isolamento reprodutivo, fazendo com que genotipos
mesoamericanos quando cruzados com genoétipos andinos gerem hibridos
inviaveis, que quase sempre nao deixam descendentes. Uma alternativa para
transpor esta barreira, seria a utilizacdo de cruzamentos-ponte, que é a
utilizacdo de cultivares que nao apresentam genes de incompatibilidade e por
isso sdo passiveis de cruzamento com ambos 0s pools génicos. Neste
trabalho foram testados quatorze cultivares como ponte, sendo trés andinos:
Diacol Calima, AND 277 e Novo Jalo; e onze mesoamericanos: Milionério, Rio
Vermelho, BAT 93, Ica Pijao, KW780, CNF261, CNF10, G2858, GGWax, Small
White e KW765. Destes, os trés cultivares andinos foram eficientes como ponte
e cinco dos mesoamericanos (CNF10, CNF261 Small White, KW765 e
KW780), também apresentaram hibridos normais em cruzamentos com o
cultivar andino Jalo EEP 558, podendo ser utilizadas em programas de
melhoramento que visem a incorporacéo de genes andinos e mesoamericanos
em um anico cultivar.

A identificacdo de marcadores moleculares de heranca monogénica,
proximamente ligados a regibes gendmicas que governam resisténcia a
doencas, vem sendo praticada em varios programas de melhoramento.
Entretanto, menor atencdo tem sido dada a identificacdo de genes de
resisténcia de heranca poligénica, provavelmente pelo fato do estudo deste tipo
de resisténcia ser mais dificil. Neste caso, € imprescindivel a existéncia de um
mapa de ligagdo com alto grau de saturacdo para a identificacdo de locos
envolvidos no controle das caracteristicas de heranca quantitativa chamados
de QTL. Contudo, a combinacéo de genes de resisténcia monogénica a regides
de resisténcia quantitativa vem sendo aplicada a algumas culturas como o

trigo, com o intuito de obtengé&o de cultivares com resisténcia duradoura.
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Neste trabalho, foi ainda investigada a ocorréncia de regiées gendémicas
de controle parcial da resisténcia a mancha-angular e posicionado estes QTLs
em um mapa previamente construido. Regides genbmicas de resisténcia a
antracnose, ferrugem e mancha-angular de heranga monogénica, identificadas
em trabalhos anteriores, também foram mapeadas. Foram identificados
“clusters” envolvidos no controle de diversas doencas do feijoeiro, confirmando
a hipbtese de que genes envolvidos no controle de resisténcia a doencas
normalmente se organizam em blocos no genoma das plantas. Esta
observacdo deve ser tratada com atencdo sobretudo no processo de

piramidacdo de genes de resisténcia em um mesmo cultivar.
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