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RESUMO

BATISTA, Renata Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2015

bY

Resisténcia do feijoeiro-comum a murchale-fusarium: selegdo de genitores,
heranca e processo de colonizacdo do patogef@rientador: José Eustaquio de Souza
Carneiro. Coorientadores: Pedro Crescéncio Souza Carneiro e Marisa Vieira de Queiroz.
O melhoramento do feijoeiro para a obtencao de cultivares resistentes é a estratégia mais
efetiva e econbmica contra fitopatégenos, sobretudo habitantes de solo, onde o controle
quimico é inexistente e préticas culturais ineficientes. Os objetivos com este trabalho
foram: i) estimar a capacidade geral e especifica de combinacdo de genitores visando
melhoramento do feijoeiro para resisténcia a murcha-de-fusarium (Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli - Fgpcom base na severidade da doenga e redugéo do crescimento da
planta, ii) estudar a heranca da resisténcia do feijoeiro-comum a murcha-de-fusarium a
partir de sete cruzamentos contrastantes e iii) transformacao genéticasdesé ogsses
transformantes para analisar o processo de colonizacdo em tecidos do feijoeiro. Oito
gendtipos de feijoeiro grupo carioca foram combinados em esquema de dialelo parcial (3
x 5). Os genitores e 15 hibridossForam avaliados quanto a severidade da murcha-de-
fusarium isolado FOP UFV 01, porcentagem de reducédo da altura e da massa fresca de
parte aérea da planta e produtividade de gréos. A resisténcia do feijoeiro é Fop
controlada por poucos genes dominantes, enquanto a reducéo do crescimento da planta é
governada por um conjunto diferente de genes, incluindo genes dominantes e recessivos.
A reducédo do crescimento da planta, como resposta de suscetibilidade a Fop, aumentou
a eficacia na selecéo de genitores visando o melhoramento do feijoeiro para resisténcia a
murchade-fusarium. A populacéo segregante oriunda do cruzamento VC 25/ CVIII 8511

/I VC 25 | Pérola, é promissora visando o melhoramento do feijoeiro para os caracteres
produtividade de gréos, resisténcia a murcha-de-fusarium e redug@sdmento. Para

o estudo de heranca da resisténcia a Fop isolado FOP UFV 01, 210 plantas de cada
populacdo F resultante dos sete cruzamentos contrastantes do dialelo parcial foram
avaliadas individualmente quanto a severidade da mukehssarium. Duas classes
marcantes (resistente e suscetivel) foram observadas nos parentais e gesmEdesF
cruzamentos, indicando heranca oligogénica da resisténcia. A partir da segregagcdo da
geracao F; houve contraste entre as metodologias, porém pelos estimadores de maxima
verossimilhanca, metodologia mais adequada, conclui-se que a resisténcia € governada
por um gene dominante de efeito maior com a presenca de poligenes. Altas estimativas

de herdabilidade indicam maiores chances de sucesso com a selecdo. Por
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retrocruzamentos € possivel a transferéncia do gene dominante de efeito maior das fontes
de resisténcia deste trabalho. As fontes de resisténcia citadas neste trabalho direcionaréo
o melhoramento visando a desenvolvimento de cultivares de feijoeiro com resisténcia
duravel a Fop através da piramidacao do gene dominante de efeito maior e dos poligenes.
Para a analise do processo de colonizacédo de Fop em tecidos da raiz e caule do feijoeiro,
Fop raca 2 brasileira foi transformado para a expressdo do gene da proteina verde
fluorescente (egjp O uso combinado de Driselase e Lyzing Enzyme foi eficiente para a
protoplastizacdo de micélio de Fop. O protocolo de transformacdo com base em PEG-
CacCb foi eficiente para a obtengéo de transformantes estaveis com colbnias expressando
0 gene egfp. Aos 6 dias apos a inoculagédo (DAI), o fungo penetrou na planta via pelos
radiculares e aos 11 DAI cresceu em células parenquimaticas de maneira intercelular. Aos
19 DA, atingiu o xilema bloqueando a passagem de agua e sais minerais resultando em

murcha e morte da planta aos 25 dias.
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ABSTRACT

BATISTA, Renata Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, November, 2015
Resistance to fusarium wilt in common bean: parents selection, inheritance and
pathogen colonization processAdviser: José Eustaquio de Souza Carneto-
advisers: Pedro Crescéncio Souza Carneiro and Marisa Vieira de Queiroz.

Common bean improvement for development of resistant cultivars is the most effective
and economic strategy against plant pathogens, especially soil inhabitants where there is
not chemical control and cultural practices is an incomplete control measure. The
objectives of this study were: i) to estimate the general and specific combining ability of
parents for common bean breeding for resistance to Fusarium wilt (Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli - Fop), based on disease severity and reduced plant growth, ii) to study the
inheritance of resistance to Fusarium wilt in common bean in seven contrasting crosses
and iii) Fop genetic transformation and colonization in bean tissue. Eight bean genotypes
of carioca group were combinedarpartial diallel scheme (3 x 5). The parents and their

15 R hybrids were evaluated for severity of Fusarium wilt, strain FOP UFV 01,
percentage of height reduction and fresh weight of plant shoots and grain yield.
Resistance to Fom common bean is controlled by a few dominant genes, while the
reduction in plant growth by a different set of genes, including dominant and recessive
genes. Measuring the reduction in plant growth, a response of Fop susceptibility,
increased the efficiency in parents selecting for common bean breeding for Fusarium wilt
resistance. The segregating population, from the cross VC 25 / CVIII 8511 // VC 25/
Pérola, is promising for common bean breeding for the traits grain yield, resistance to
Fusarium wilt and stunted growth. To study the inheritance of resistance to Fop strain
FOP UFV 01, 210 plants of each population of the seven contrasting partial diallel
crosses were individually evaluated for severity of Fusarium wilt. Two prevalent classes
(resistant and susceptible) were observed in parent@hd¥ generations of the crosses,
indicating oligogenic inheritance of resistance. From the segregation efgeadration,

there was contrast results between the methodologies, but by maximum likelihood
estimators, most appropriate methodology, it is concluded that resistance is governed by
a single dominant major gene with the presence of polygenes. High heritability estimates
indicate higher chances of success with selection. By backcrossing is possible to transfer
the major dominant gene of resistance sources of this work. Resistance sources cited in
this paper will direct improvement in order to development of bean cultivars with durable

resistance to Fop by pyramiding of the major gene and the polygenes. For following the
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Fop colonization process in bean root and stem tissues, Fop 2 Brazilian race was
transformed for the green fluorescent protein gene (egfp) expression. The combined use
of Driselase and Lyzing Enzyme was efficient for Fop mycelium protoplastization. The
PEG-Cad] transformation protocol was efficient to obtain stable transformants with
colonies expression the egfp geAt6 days post-inoculation (DPI), the fungus penetrated

the plant via root hair and grew 11 DPI in parenchyma cells in a intercellular way. At 19
DAI, reached the xylem, blocked the passage of water and minerals resulting in wilting

and plant deatht 25 days.
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INTRODUCAO GERAL

O feijao comum (Phaseolus wvulgaris L.) é a leguminosa de maior importancia no
consumo humano do mundo, principalmente em paises subdesenvolvidos como da
América do Sul e Central e sudeste da Africa (Meziadi et al., 2015). Nesses paises, 0
feijdo comum representa a principal fonte de proteinas para milhdes de pessoas (Meziadi
et al., 2015; Schmutz et al., 2014). Além do seu consumo, o cultivo do feijoeiro se
expandiu em todo o mundo atingindo uma producéo superior a 23 milhdes de toneladas
anualmente. O Brasil esta entre 0s maiores produtores mundiais e € 0 maior produtor e
consumidor das Américas (Faostat, 2013).

No Brasil, o feijdo comum é dividido em grupos comerciais de acordo com o tipo
de grdo. Dentre os tipos de feijoes comercializados, o tipo carioca responde por 70% da
producdo nacional de graos e é o mais consumido no pais (Melo et al., 2012). Apesar da
sua importancia, as cultivares de graos carioca ainda deixam a desejar quanto aos
caracteres arquitetura de plantas, produtividade de graos e resisténcia as doencgas,
considerados simultaneamente.

Varias doencas acometem a cultura do feijoeiro, com destaque para as fungicas
(Paula Junior e Wendland, 2012). A cultura é hospedeira de diversos fungos de parte
aérea e habitantes de solo que interferem tanto no rendimento quanto na qualidade de
graos. Dentre as doencas causadas por fungos habitantes de solo destaca-se Fusariun
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), agente causal da murcha-de-fusarium no feijoeiro,
considerada atualmente uma das doencas mais importantes da cultura (Ramalho et al.,
2012).

O fungo Fop € o principal patdégeno de solo do feijoeiro e tem se estabelecido em
todas as areas produtoras de feijdo do Brasil. As perdas causadas por essa doenca tém
sido crescentes principalmente em areas sob plantios sucessivos e irrigados (Toledo-

Souzaetal., 2012). Além da auséncia de controle quimico, esse cenario é agravado devido



a producdo de clamiddsporos, estruturas de resisténcia produzidas pelo fungo que
sobrevive por varios anos no solo mesmo na auséncia de hospedeiro. Por essas razdes ¢
principal alternativa de controle desta doenca € a obtencgéo de cultivares resistentes (Cross
et al.,, 2000) que séo facilmente adotadas pelos produtores e ndo apresentam riscos
ambientais (Goncgalves-Vidigal et al., 2013).

No melhoramento, a selecdo de gendétipos resistentes marca o inicio de um
programa que tem por objetivo o desenvolvimento de cultivares com genes R (genes de
resisténcia). No entanto, essa selecdo deve ser adotada de forma criteriosa, pois, dela
depende o sucesso do programa em etapas posteriores em que, esses genaotipos, originara
populacdes segregantes onde sera realizada a selecéo e extracao de linhagens (Bertan e
al., 2007; Pereira et al., 2007). Nesse sentido, destaca-se a andlise dialélica que, por meio
de estimativas de capacidades geral e especifica de combinacao, identifica os genitores
com maior frequéncia de alelos favoraveis e mais divergentes entre si. Além disso, o
dialelo determina os efeitos génicos predominantes do carater em estudo e aponta as
populacdes segregantes mais promissoras geradas nos cruzamentos para a extracao de
linhagens (Cruz et al., 2012). Essas informacdes s@o importantes na escolha do método
de conducao das populacdes e no critério de selecdo a ser adotado (Pimentel €t al., 2013

Na adocao do método de conducédo das populagbes segregantes o conhecimento
do efeito génico predominante do carater fornecido pelo dialelo (genitores e hibridos) ndo
€ suficiente. Entretanto, além de genitores e hibridos, as avaliacdes das geracdes
segregantes do dialelo sao capazes de definir o modo de heranca da caracteristica. Além
disso, no estudo de heranca, fontes de genes R séo caracterizadas e podem ser usadas n
melhoramento. Meziadi et al. (2015) relatam que esfor¢cos consideraveis sao realizados
por melhoristas em estudos de heranca e caracterizacao de genes R em feijoeiro comum.

Caixeta e Zambolim (2014) ressaltam que essas informacdes direcionam o melhorista no



planejamento do programa e decisdo do método de melhoramento mais eficiente para a
obtencéo de cultivares resistentes.

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes, o entendimento dos mecanismos
envolvidos na doenca e na interagdo entre planta e patégeno, pode ser considerado uma
ferramenta de grande potencial no melhoramento (Li et al., 2011). A interagdo planta-
patdgeno € um processo que envolve vérias fases de desenvolvimento do patégeno no
hospedeiro: reconhecimento dos exsudatos radiculares da planta pelo patégeno, infeccédo
e colonizacdo dos tecidos da planta, além das respostas da planta ao ataque do patégenc
(2virin et al., 2010). Compreender a interacdo entre o patdgeno e a planta permite ao
melhorista a escolha mais eficiente de controle da doenca (Li et al., 2011). Além disso,
essas informacdes ddo um suporte maior para o estudo visando o entendimento e
reconhecimento de genes e produtos de genes que possivelmente estejam envolvidos na
resisténcia da planta a esse patégeno. Uma metodologia que vem sendo amplamente
utilizada para esse tipo de estudo é a transformacao de fungos para a exp@essdio da
FluorescentProtein - (Proteina Verde Fluorescente), extraida da agua-viva Aequorea
victoria (Lorang et al., 2001). Apés a transformacéo genética do fungo, os transformantes
podem ser usados em estudos de interacdo planta-patégeno (Muthamilarasan e Prasad,
2013).

Desse modo, 0s objetivos gerais com este trabalho foram: i) estimar a capacidade
geral e especifica de combinacdo de genitores para o melhoramento do feijoeiro comum
visando resisténcia a murcha-de-fusarium, baseado na severidade da doenca e reducéo dc
crescimento da planta; ii) estudar a heranca da resisténcia do feijoeiro a daircha-
fusarium, a partir de sete cruzamentos contrastantes e iii) transformar o isolado de Fop
raca 2 para a expressao do gene egfp e o uso do transformante GFP paraoanalisar

processo de colonizagéo do feijoeiro comum.
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CAPITULO 1. Resisténcia do feijoeiro & murchade-fusarium: analise dialélica da

severidade da doenca e da reducao do crescimento da planta



Resumo
A selecdo de genitores € a primeira etapa de um programa de melhoramento de plantas e
determina o sucesso do mesmo. Conhecer o potenciasfdessiveis genitores auxilia
os melhoristas no desenvolvimento de novas cultivares com menor tempo e custos.
Assim, objetivou-se com este trabalho estimar a capacidade geral e especifica de
combinacdo de genitores visando melhoramento do feijoeiro para resisténcia a murcha-
de-fusarium com base na severidade da doenca e reducao do crescimento da planta. Para
tal, oito gendtipos de feijoeiro comum, gréo carioca, foram cruzados em esquema dialelo
parcial 3 x 5 para obtencdo dos hibride's.FOs genitores e seus 15 hibrida% Foram
avaliados quanto a severidade da murcha-de-fusarium, porcentagem de reducéo da altura
e da massa fresca de parte aérea da planta e produtividade de graos. Observou-se que ¢
resisténcia do feijoeiro a Fop é controlada por poucos genes dominantes; enquanto a
reducdo do crescimento da planta € governada por um conjunto diferente de genes,
incluindo genes dominantes e recessivos. A reducdo do crescimento da planta, como
resposta de suscetibilidade a Fop, aumentou a eficicia na selecédo de genitores visando o
melhoramento do feijoeiro para resisténcia a murcha-de-fusarium. A populacéo
segregante, oriunda do cruzamento VC 25/ CVIII 8511 // VC 25 / Pérola, é promissora
visando o melhoramento do feijoeiro para o0s caracteres produtividade de graos,

resisténcia a murcha-de-fusarium e reducéo do crescimento.



Introducao

Fusarium oxysporum, patégeno habitante de solo e amplamente disseminado,
causa murchas vasculares em mais de 100 espécies de plantas e é considerado um dos 1
fungos fitopatogénicos de maior importancia econémica e cientifica no mundo (Dean et
al., 2012; Pantelides et al., 2013). No Brasil, a ocorréncia de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop) € predominante em todas as areas produtoras de feijoeiro-comum (Abawi

e Pastor-Corrales, 1990; Tole@ouza et al., 2012), contribuindo de forma efetiva para

a reducao de sua produtividade. Segundo Ramalho et al. (2012), isto se deve aos plantios
sucessivos do feijoeiro, auséncia de rotacdo de culturas e uso de cultivares suscetiveis a
Fop, inviabilizando o cultivo do feijoeiro sob irrigacdo por pivé central em varias areas
produtoras.

A introducdo de Fop em areas isentas do patégeno ocorre, em geral, por meio de
sementes infectadas e uso de implementos agricolas contaminados. Este fungo sobrevive
tanto saprofiticamente ou pela producédo de estruturas de resisténcia (clamidésporos), que
permanecem viaveis no solo durante varios anos, o que aumenta a dificuldade em seu
controle (Barbosa e Gonzaga, 2012). Em virtude de Fop ser um fungo habitante de solo
e colonizar o sistema vascular, ndo se recomenda o uso de fungicidas na parte aérea da
planta. O manejo de Fop restringe-se a rotacao de culturas, tratamento de sementes e uso
de cultivares resistentes. Cross et al. (2000) relatam que o uso de cultivares resistentes é
o método mais efetivo de controlar as perdas econdmicas causadas pela murcha-de-
fusarium.

A avaliacdo da severidade da murdegfusarium em feijoeiro € geralmente
realizada com base em uma escala de notas desenvolvida por Pastor-Corrales e Abawi
(1987) que tem como principal sintoma a murcha da parte aérea da planta. Entretanto,
Pereira et al. (2013a) relatam que, além da murcha, o crescimento da planta é afetado em
algumas cultivares de feijoeiro infectadas por Fop. Na avaliagdo desse carater é
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necessario utilizar plantas do mesmo genétipo como controle negativo (ndo inoculadas
com o fungo) para quantificar a taxa de redugcao do crescimento, 0 que restringe essa
avaliacdo a genotipos com alto grau de homozigose (linhagens ou hiltidos F

Atualmente, a hibridacdo é o principal método utilizado no melhoramento do
feijoeiro e a escolha acurada dos genitores a serem cruzados € etapa fundamental, pois
dela depende o sucesso das posteriores. Nesse sentido, destacam-se 0s cruzamento
dialélicos, que permitem estimar a capacidade geral e especifica de combinacdo dos
genitores, bem como determinar o controle genético predominante do carater em questao.

N&o ha relatos em literatura do uso da reducdo do crescimento da planta, como
resposta de suscetibilidade a Fop, na escolha de genitores de feijoeiro, visando
melhoramento para resisténcia & murcha-de-fusarium. Deste modo, objetivou-se estimar
a capacidade geral e especifica de combinacédo de genitores visando melhoramento do
feijoeiro para resisténcia a murcha-de-fusarium com base na severidade da doenca e

reducgéo do crescimento da planta.

Material e Métodos
Material genético

Cultivares e linhagens elites de feijoeiro tipo carioca de porte ereto ou elevado
potencial produtivo (BRS Estilo, VC 13 e VC 25) foram escolhidas para compor o Grupo
1 de um dialelo parcial. O Grupo 2 abrangeu genotipos resistentes a Fop: BRSMG
Talism&, CVIII 8511, Pérola, RC-I-8 e CNFC 11965 (Tabela 1). Estes genitores foram
hibridados manualmente em esquema dialélico parcial 3 x 5, em casa de vegetacdo em
2013, originando 15 hibridos;’s. No estadio R9 as sementessHoram colhidas ¢

armazenadas para experimentos posteriores.

10



Tabela 1- Origem e principais caracteres de interesse de oito genitores de feijoeiro
utilizados no dialelo parcial.

Genitores | Origem | Caracteristica de Interesse
Grupo 1

BRS Estilo Embrapa Porte Ereto e Produtividade de Grfa
VC 13 UFV Produtividade de Gréaés
VC 25 UFV Produtividade de Gréads
Grupo 2

BRSMG Talisma UFLA Resisténcia a Fdp
RC-I-8 UFLA Resisténcia a Fdp
CVIII 8511 UFLA Resisténcia a Fdp
CNFC 11965 Embrapa Resisténcia a Fdp
Pérola Embrapa Resisténcia a Fdp

1- Melo et al., 2010. 2- Silva et al., 2011. 3- Dados ndo publicanld¥arama de Melhoramento do
Feijoeiro - UFV, 4- Pereira et al., 2013b.

Caracteres avaliados
Reacado a Fop

Em casa de vegetacao, os oito genitores e seus 15 hibrid@stalizando 23
tratamentos) foram avaliados quanto a reacdo a Fop. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente ao acaso, com trés repeticoes e parcelas de um vaso com trés
plantas.

Foi utilizado o isolado FOP UFV 0doletado em Coimbra (Minas Gerais, Brasil)
de plantas da cultivar de feijoeiro Meia Noite que exibiram os sintomas tipicos de murcha-
de-fusarium (Pereira et al., 2013). Ao ser inoculado nas séries diferenciadoras de Fop
propostas por Nascimento et al. (1995), Woo et al. (1996) e Alves-Santos et al. (2002),
Pereira (2013) considerou FOP UFV 01 uma nova raca da espécie. Para a producao do
in6culo de FOP UFV 01, discos de BDA (batata - dextrose - agar) contendo micélio do
fungo foram repicados para placas de Petri contendo BDA. As placas foram mantidas em
BOD durante 14 dias a 25°C+1°C, sob fotoperiodo de 12 horas. A suspensao de esporos
foi preparada uma hora antes da inoculacdo sendo utilizada a concentracéo de 1 x 10
conidios.mL?, incluindo macro e microconidios, como recomendado por Pastor-Corrales

e Abawi (1987).
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Para a inoculacdo dos gendtipos utilizou-se a metodologia de imersdo de raizes
em suspensdo de conidios proposta por Pastor-Corrales e Abawi (1987). Para isso, a
semeadura dos 23 gendtipos foi realizada em bandejas de isopor de 128 células contendo
substrato para hortalicas Topstfatssendo mantidas em casa de vegetacdo para
germinacao e crescimento das plantulas. No estadio V2 (folha priméria completamente
expandida) as plantulas foram cuidadosamente retiradas das bandejas, suas raizes lavada:s
e 1/3 do seu comprimento foram cortadas. Imediatamente apds o corte, as raizes das
plantulas foram imersas na suspenséo de macro e microconidios do isolado FOP UFV 01
durante 5 min. Apés este procedimento, as plantulas foram transplantadas para vasos
plasticos contendo 2,5 L de substrato Topstratmantidas em casa de vegetagéo a 25°C
+ 4°C. Diariamente as plantas foram irrigadas e, 10 dias apdés inoculagéo (DAI), cada vaso
recebeu 1,0 g de uréia como fonte de nitrogénio.

A avaliacdo da reacdo dos gendtipos a murcha-de-fusarium foi realizada
utilizando a escala de notas da severidade da doenca descrita por Pastor-Corrales e Abawi
(1987), que se baseia, principalmente, na intensidade de murcha de parte aérea. Por esta
escala, 1 = nenhum sintoma visivel; 3 = de 1% a 10% de folhas sintomaticas (folhas com
murcha suave e clorose); 5 = 11% a 25% de folhas sintométicas (folhas com murcha
moderada e clorose); 7 = 26% a 50% de folhas sintomaticas (folhas com murcha severa
e clorose) e 9 = planta morta ou severamente infectada. As avaliagdes foram realizadas
aos 15, 18 e 21 DAI, sendo a nota de severidade da ultima avaliacdo (SMF) usada para
classificar os genotipos quanto a murdegusarium. Conforme Pastor-Corrales e
Abawi (1987), gendtipo com nota média de 1,0 a 3,0 é considerado resistente, de 3,1 a
6,0 de reacéao intermediaria e 6,1 a 9,0 suscetivel.

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi obtida segundo

Shaner e Finney (1977), utilizando as trés avalia¢des, conforme se segue:
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AACPD - Z{(ﬂjﬁ T )} em que:

2

Yi = severidade da murcha-de-fusarium na i-ésima observacao,
Ti = tempo (dias apds inoculacdo) na i-ésima observacgéo e

n = o nimero total de avaliacdes.

Reducao do crescimento de plantas

A reducdo do crescimento das plantas foi avaliada pela reducéo da altura da planta
e da massa fresca de parte aérea. Para tal, seis plantulas de mesmo gendétipo daquela:
inoculadas com FOP UFV 01 também tiveram 1/3 de suas raizes cortadas e imersas
apenas em agua destilada por 5 min e transplantadas para dois vasos, constituindo um
controle negativo. Neste caso, utilizou-se duas repeticdes e parcelas de um vaso com trés
plantas. ApGs a Ultima avaliacdo da severidade da doenca, uma planta por vaso das
parcelas inoculadas com FOP UFV 01 e também do controle negativo foram cortadas e
sua altura aferida do n6 cotiledonar até a inser¢cdo da ultima folha, expressa em
centimetros (cm). Em seguida, cada planta foi acondicionada individualmente em saco de
papel e pesada para a obtencdo da massa fresca de parte aérea em gramas (g). A
porcentagem de reducao da altura (RALT) e da massa fresca de parte aérea (RMF) das
plantas inoculadas com FOP UFV 01, em cada repeticao, foi calculada em relacdo a média

das medidas de altura e massa fresca das plantas do controle negativo, conforme a seguir

(Yic—Yi) x 100

RALT/RMF = em qué

c

Yic = valor médio da altura ou da massa fresca de parte aérea da planta do genotipo i
inoculada em agua destilada (controle negativo) e
Yi = valor da altura ou da massa fresca de parte aérea da planta do genotipo i inoculada

com FOP UFV 01.
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Produtividade de graos

A produtividade de gréos (PROD) foi obtida em experimento de campo conduzido
na Estacdo Experimental de Coimbra (20°45° S e 42°51° W, 690 m de altitude),
pertencente ao Departamento de Fitotecnia da UFV. Sementes dos oito genitores e seus
15 hibridos F's (totalizando 23 tratamentos) foram semeadas na safra da seca de 2014
com delineamento em blocos casualizados com trés repeticdes. As parcelas foram
constituidas de duas linhas de 1,5 m de comprimento, com densidade de plantio de 12
sementes por metro e espacamento de 0,50 m entre linhas. Na ocasido da colheita, todas
as plantas da parcela foram colhidas manualmente e os graos beneficiados e pesados pare
a obtencdo da produtividade de grdos, em Kg Gabe ressaltar que nesta safra néo foi

observada incidéncia de murctefusarium.

Analises genético-estatisticas

Para a analise dialélica da severidade da murcha-de-fusarium (SMF), &rea abaixo
da curva de progresso da doenca (AACPD), reducéo da altura (RALT) e da massa fresca
de parte aérea da planta (RMF) e produtividade de grdos (PROD) foi adotado o modelo

de Griffing (1956) adaptado para dialelos parciais, conforme modelo a seguir:

Y, =4+0 +0,+ +&,emque

Yjj = valor médio da combinacdo hibrida entre o i-ésimo progenitor do grupo | e o j-ésimo
progenitor do grupo llp = média geral do dialelo; g efeito da capacidade geral de
combinacao do i-ésimo progenitor do grupogl; = efeito da capacidade geral de
combinacgéo do j-ésimo progenitor do grupoii2s ®feito da capacidade especifica de
combinacdo entre progenitores de ordem i e j, dos grupos 1 e 2, respectivamente e

erro experimental médio.
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Para todas as anadlises genético-estatisticas utilizou-se o software Genes (Cruz,

2013).

Resultados

Desempenho dos genitores e hibrides F

Quanto a nota de severidade da mum&éisarium (SMF) os genitores VC 13 e
VC 25 do grupo 1 e BRSMG Talisma e CVIII 8511 do grupo 2, destacam-se por serem
imunes a FOP UFV 01 com notas iguais a 1. O genitor Pérola do grupo 2, também
resistente a FOP UFV 01, apresentou nota igual a 1,67 (Tabela 2 e Figura 1A). Os demais
genitores apresentaram reacao de suscetibilidade a Fop com notas superiores a 7,7 (Figura
1B). Todos os hibridos obtidos de cruzamentos entre pelo menos um genitor resistente
(R) também apresentaram resisténcia a Fop, com notas iguais a 1. Hibridos suscetiveis
(S) s6 foram observados nos cruzamentos entre genitores suscetiveis (S x S).

Os resultados com a variavel area abaixo da curva de progresso da doenca para
Fop (AACPD) foram concordantes com os de SMF (Tabela 2) e consequentemente
também determina a reacdo dos genotipos a Fop. Os genitores e hibridos resistentes
(SMF) apresentaram os menores valores de AACPD. Do mesmo modo, 0s genitores e
hibridos suscetiveis também apresentaram os maiores valores de AACPD.

Considerando a reducdo de crescimento dos genitores, observou-se que o0s
genitoressuscetiveis apresentaram elevada porcentagem de reducao da altura (RALT) e
da massa fresca de parte aérea (RMF), com valores variando de 43% a 63% (Tabela 2).
Entre os genitores resistentes, observou-se comportamento diferenciado quanto a reducéo
do crescimento. Os genitores VC 13, BRSMG Talismé e CVIII 8511 apresentaram RALT
e RMF de no maximo 11,11%, enquanto VC 25 e Pérola, também resistentes,

apresentaram maior taxa de redugéo, variando de 18% a 26% (Tabela 2).
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Tabela 2- Médias dos genitores e de seus hibridasgbanto a severidade da murcha-
de-fusarium (SMF), area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), porcentagem
de reducdo da altura (RALT), porcentagem de reducdo da massa fresca degmrte aé
(RMF) e produtividade de graos (PROD). Vicosa, MG, 2014

1
Genitores oME Aaacpp RALT  RMF PROD

(%) (%) (kg.ha?)

Grupo 1
1 BRS Estilo 8,33 39,00 43,75 58,40 4195,51
2 VC13 1,00 6,00 11,11 03,23 4150,62
3 VC25 1,00 6,00 25,74 21,09 4944,86

Grupo 2
1 BRSMG Talisma 1,00 6,00 6,84 0 3745,32
2 RCI-8 7,00 29,00 54,70 44,15 4256,23
3 CVIlI 8511 1,00 6,00 4,76 02,52 4180,92
4 CNFC 11965 8,50 37,50 63,72 60,10 3830,17
5 Pérola 1,67 7,00 19,33 18,55 3950,71
Média 3,69 17,06 28,00 26,00 4156,79

Hibridos
1 BRS Estilo/ BRSMG Talisma 1,00 6,00 47,75 42,18 4377,88
2 BRS Estilo RC-I-8 7,70 37,80 41,67 48,96 5301,02
3 BRS Estilo/ CVIII 8511 1,00 6,00 37,84 39,45 4987,41
4 BRS Estilo/ CNFC 11965 9,00 45,25 54,95 57,68 4011,69
5 BRS Estilo / Pérola 1,00 6,00 53,79 56,20 5627,19
6 VC 13/BRSMG Talisma 1,00 6,00 14,73 20,16 4201,39
7 VC 13 /RCH-8 1,00 6,00 30,13 43,48 4787,72
8 VC13/CVIl 8511 1,00 6,00 17,02 12,49 4532,40
9 VC13/CNFC 11965 1,00 6,00 37,31 41,05 4604,43
10 VC 13/ Pérola 1,00 6,00 19,22 19,06 4669,39
11 VC 25/ BRSMG Talisma 1,00 6,00 18,33 27,87 4689,64
12 VC 25/RCI-8 1,00 6,00 44,14 53,53 4773,31
13 VC 25/ CVIIl 8511 1,00 6,00 09,43 06,04  4643,84
14 VC 25/ CNFC 11965 1,00 6,00 35,90 35,95 5521,64
15 VC 25/ Pérola 1,00 6,00 29,68 25,28 5522,47
Média 1,98 10,74 32,66 35,29 4816,76

1 - A produtividade de graos foi avaliada em condi¢cdes de campo e sem incidérofa de
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Figura 1. Reducdo de crescimento em linhagens de feijoeiro inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli isolado FOP UFV 01. (A) Genitor suscetivel (CNFC 11965)
(vaso esquerda) e testemunha ndo inoculactantrole negativo (vaso da direita) e (B)
genitor resistente (CVIIl 8511) (vaso esquerda) e testemunha ndo inoeuwadaole
negativo (vaso da direita).

De forma geral, a taxa de reducdo de crescimento dos hibridos resultantes de
cruzamentos envolvendo pelo menos um genitor com altos valores de RALT e RMF
também apresentaram elevada taxa de reducdo. Esse comportamento foi verificado nos
hibridos 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 11 e 12 (Tabela 2) (Figura 2). Os hibridos 9 e 14, resultantes
do cruzamento de CNFC 11965 com VC 13 e VC 25, respectivamente, apresentaram
reducdo do crescimento com valor proximo da média da porcentagem de reducdo do
crescimento de seus genitores. Os hibrid¢¢® 13 / BRSMG Talisméd) e 8 (VC 13/

CVIII 8511), resultantes de cruzamentos entre genitores resistentes e com baixa reducao
do crescimento, apresentaram elevada taxa de reducdo comparada a seus genitores. O

hibrido 15 (VC 25 / Pérola), também resultante de genitores resistentes e com maiores

valores de taxa de reducao, também apresentou elevada taxa de reducéo. O hibrido 13,
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Figura 2. Reducgédo de crescimento em hibridos de feijoeiro inoculados com Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli isolado FOP UFV 01 em relacdo a testemunha néo inoculada
(controle negativo).
resultante do cruzamento entre VC 25 (resistente e com elevada taxa de reducdo) com
CVIII 8511 (resistente e com baixa reducao) apresentou baixa reducéo do crescimento.
A média da produtividade de grdos dos genitores (4156,79 Rgehde seus
hibridos (4816,76 kg h superou a média brasileira (1512 kg'hyaara a safra de 2014
(CONAB, 2014). Nao houve incidéncia natural de murcha-de-fusarium no experimento

de avaliagdo da produtividade de gréos dos genitores e de seus hibtid&sté

caracteristica sera melhor explorada na andlise dialélica.
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Analise dialélica

Verificou-se efeito significativo (p<0.01) de tratamentos sobre os caracteres SMF,
AACPD, RALT, RMF e PROD (Tabela 3). A soma de quadrados de tratamentos foi
desdobrada em efeito de genitores, hibridos e no contraste genitores vs. hibridos. O efeito
de genitores do Grupo 1 e do Grupo 2 também foram significativos (p<0.05) sobre todos
os caracteres, exceto PROD para o grupdoXontraste G1 v€52, os caracteres SMF,

RALT, RMF e PROD apresentaram efeito significativo (p<0.05) e para AACPD né&o
significativo.

O efeito de hibridos foi significativo para todos os carastdtste efeito de
hibridos foi desdobrado em efeitos de capacidade geral de combina¢éo dos grupos 1 e 2
(CGC e CGQC) e capacidade especifica de combinacéo (CEC). Todos estes efeitos foram
significativos para todos os caracteres (Tabela 3).

A magnitude da soma de quadrados da CGC (C&CGG) comparada a
magnitude dasama de quadrados da CEC foi semelhante para os caracteres SMF,
AACPD, RMF e PROD. Ja para o carater RALT, a magnitude da soma de quadrados da
CGC (CGG + CGQG) superou a da CEC com os percentuais de 70% (CGC) e 30% (CEC),

respectivamente.

Capacidade geral de combinacéo
SMF e AACPD

Os genitores VC 13, VC 25, BRSMG Talisma, CVIII 8511 e Pérola se destacaram
por apresentarem os menores valores de CGC para SMF e AACPD (Tabela 4). Cabe
ressaltar que estes genitores foram resistentes a Fop (Tabela 2) e apresentaram os mesmo:

valores de CGC, para SMF e para AACPD.
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Tabela 3- Analise de variancia e dialélica dos genitores dos grupos 1 £€2Gg e de

suas combinacdes hibridas quanto a reacdo a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (SMF),
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), porcentagem de redligé® da
(RALT) e da massa fresca de parte aérea (RMF) e produtividade de grédos (PROD).
Vicosa, MG, 2014

QM
F.V. Gl SMF AACPD RALT RMF PROD!
Tratamentos 22 27,05**  553,13**  734,49**  980,17** 893893,77**
Genitores (G) 7  38,01*  699,52**  1058,72** 1749,13** 407797,01*
Pais G 2  53,78** 1089** 630,09**  2433,26** 597176,41*
Pais &G 4  39,42** 679,65 1481,35** 1506,53** 145691,5%
G1vs G2 1 0,85* 0,57 225,44  1351,29** 1077460,17*
Hibridos (H) 14 20,25** 474,70  554,23**  480,50**  713829,40**
CGG 2 43,22** 1009,62** 1935,36** 1006,89** 854357,21*
CGG 4 16,42**  385,54**  389,09**  289,95** 904633,54**
CEC 8 16,42**  385,54**  291,52**  444,19** 583295,38**
GvsH 1 4563 626,34*  998,52** 2592,66** 6817472,19**
Residuo 46 0,17 4,44 57,74 44,34 189817,60
CV (%) 16,10 16,29 24,10 19,81 9,50
Média 2,57 12,94 31,53 33,61 4587,21

* ** @ "S- Significativo a 5% e a 1% de probabilidade e ndo significativo, respectit@metlo teste de F.
1 - A produtividade de gréos foi avaliada em condi¢des de campo e sem incidéfoja de

Reducéo do crescimento

Entre os genitores resistentes (Tabela 2), as linhagens VC 13 do grupo 1 e CVIII
8511 do grupo 2 se destacaram por apresentarem os menores valores de CGC para
reducédo da altura (RALT) e da massa fresca de parte aérea (RMF) (Tabetegéniiar
Pérola do grupo 2, também resistente por SMF e AACPD, apresentou CGC positiva par
RALT e RMF. Os genitores VC 25 do grupo 1 e BRSMG Talisma do grupo 2,
apresentaram valores de CGC intermediarios a Pérola (maior valor de CGC) e VC 13 e

CVIII 8511 (menores valores de CGC).
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Tabela 4 Capacidade geral dos genitores usados no dialelo parcial quanto a reacédo a
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (SMF), area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), porcentagem de reducdo da altura (RALT) e massa fresca de parte aérea
(RMF) e produtividade de graos (PROD).

Genitores SMF AACPD RALT RMF  PROD
Grupo |
1 BRS Estilo 1,96 947 12,90 921 4427
2 VC13 -0,98 4,74 -850 -646 -257,69
3 VC25 -0,98 474 -440 2,75 213,42
Grupo Il
1 BRSMG Talisma 20,98 274 510 468 -393.79
2 RCI-8 1,25 5,86 001 325 137,25
3 CVII 8511 -0,98 474 760 -691 -9554
4 CNFC 11965 1,69 8,35 842 681 -104,18
5 Pérola -0,98 474 427 153 456,25

Produtividade de graos

Os genitores VC 25 do grupo 1 e Pérola do grupo 2 além de resistentes a Fop,
apresentaram CGC positiva e alta para produtividade de gréos (Tabela 4). Os genitores
suscetiveis a Fop BRS Estilo e RC-I-8, também apresentaram CGC positiva, porém de
menor magnitude. As linhagens VC 13 do grupo 1 e CVIII 8511 do grupo 2, apesar de
apresentar CGC negativa para PROD, sao resistentes a Fop e possuem 0s menores valore:

de CGC para reducéo de crescimento.

Capacidade especifica de combinacgéao

Quanto aos caracteres de severidade a Fop (SMF e AACPD) observou-se valores
negativos de CEC (Tabela 5) apenas em hibridos oriundos de cruzamentos entre genitores
contrastantes para resisténcia a Fop (R x S). Todos os hibridos oriundos de cruzamentos

entre genitores resistentes (R x R) apresentaram estimativas de CEC positivas e iguais.
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Tabela 5 Capacidade especifica de combinag&o entre genitores usados no dialelo parcial
quanto a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (SMF), area abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD), porcentagem de reducéo da altura (RALT) e massa fresca de parte
aérea (RMF) e produtividade de grédos (PROD).

Hibrido SMF AACPD RALT RMF PROD
1 BRS Estilo/ BRSMG Talismi -1,96 -9,47 565 -0,44 -89,37
2 BRS Estilo /RC-I-8 2,51 11,73 -5,54 -9,55 302,72
3 BRS Estilo/ CVIII 8511 -1,96 -9,47 -1,76  -0,94 221,91
4  BRS Estilo / CNFC 11965 3,37 16,69 -0,67 3,57 -745,18
5 BRS Estilo / Pérola -1,96 -9,47 232 7,36 309,90
6 VC 13/BRSMG Talisma 0,98 4,74 0,81 -6,78 36,11
7 VC13/RCI-8 -1,25 -5,86 -8,69 -540 91,40
8 VC13/CVI 8511 0,98 4,74 12,63 17,33 68,89
9 VC 13/CNFC 11965 -1,69 -8,35 3,09 2,62 149,54
10 VC 13/ Pérola 0,98 4,74 -7,84 -7,77 -345,93
11 VC 25/BRSMG Talisma 0,98 4,74 -6,46 7,22 53,25
12 VC 25/RCI-8 -1,25 -5,87 14,24 14,95 -394,12
13 VC25/CVII 8511 0,98 4,74 -10,87 -16,39 -290,80
14 vyC 25/ CNFC 11965 -1,69 -8,35 -2,42  -6,19 595,64
15 vcC 25/ Pérola 0,98 4,74 552 0,41 36,03

Considerando as variaveis RALT e RMF que mensuram a reducao do crescimento
da planta, observou-se variacdo nas estimativas de CEC dos hibridos tanto em magnitude
guanto no sinal (Tabela 5), independente da reacdo a Fop de seus genitores, avaliada por
SMF e AACPD. Entre os hibridos oriundos de cruzamentos de genitores resistentes (R X
R) e com valores negativos de CGC para reducdo de crescimento (genitores com baixa
frequéncia de alelos envolvidos na redugéo do crescimento), observou-se para o hibrido
8 (VC 13/ CVIII 8511) o maior valor de CEC. Ja o hibrido 13 (VC 25 / CVIII 8511)
apresentou a menor CEC, mesmo sendo oriundo de cruzamento de genitores com valores

negativos de CGC para reducao de crescimento. Por esses resultados, pode-se afirmar que
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o genitor CVIII 8511 apresenta baixa divergéncia em relacdo ao genitor VC 13 e alta em
relacdo a VC 25 para os caracteres RALT e RMF.

A populacéo segregante ériunda do hibrido 13 (VC 25/ CVIII 851 %e destaca
visando resisténcia a murcha-de-fusarium, uma vez que os genitores VC 25 e CVIII 8511,
apresentam alelos de resisténcia a Fop e sao divergentes para reducdo do crescimento.
Além dos caracteres relacionados a Fop o genitor VC 25 ainda apresenta elevada CGC
para PROD. Por sua vez, o hibrido 15 (VC 25 / Pérola) apresentou estimativa de CEC
positiva para PROD e seus genitores apresentaram os maiores valores de CGC para o
mesmo carater. Além de se destacar como produtivo e com alta frequéncia de alelos
favoraveis para o carater, os genitores deste hibrido apresentam moderada taxa de reducao
do crescimento. Todavia, estes hibridos ndo sao superiores em todos 0s caracteres

considerados simultaneamente. O cruzamento entre eles pode resolver essa questéo.

Discussao

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) é o principal patégeno de solo do
feijoeiro e tem se estabelecido em vérias areas produtoras do Brasil (Toledo-Souza et al.,
2012). A principal alternativa de controle desta doenga é a obtencdo de cultivares
resistentes (Cross et al., 2000). Para dar inicio ao programa de melhoramento do feijoeiro
visando resisténcia a Fop da Universidade Federal de Vigosa, 0 uso de cruzamentos
dialélicos foi adotado. Além de permitir identificar os genitores com maior frequéncia de
alelos favoraveis e mais divergentes entre si, a analise dialélica estima os efeitos génicos
envolvidos no controle do carater e aponta as populacdes segregantes mais promissoras
para a extracdo de linhagens superiores. Neste trabalho, além da severidade da murcha-
de-fusarium (SMF), duas novas caracteristicas sdo propostas: a porcentagem de reducao
da altura da planta (RALT) e da massa fresca de parte aérea (RMF). Estas caracteristicas

foram propostas a partir da observacao da reducéo do crescimento da planta em alguns
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genotipos de feijoeiro infectados por Fop que ndo apresentavam murcha, sintoma
principal da escala de notas da severidade da doenca proposta por Pastor-Corrales e
Abawi (1987). Analisando a reducéo de crescimento como resposta de suscetibilidade ao
patdégeno, a avaliagdo da RALT e RMF em analises dialélicas garantird a selecdo de

genitores com maior frequéncia de alelos de resisténcia a Fop.

Desempenho dos genitores e hibridos F

Os genitores VC 13 e VC 25 do grupo 1 e BRSMG Talisma, CVIII 8511 e Pérola
do grupo 2 apresentaram resisténcia a FOP UFV 01 (R). Todos os hibridos envolvendo
pelo menos um desses genitores fora resistentes a Fop, indicando que a resisténcia a
murchaedefusarium (isolado FOP UFV 01) é determinada por poucos genes com
dominéncia completa. Hibridos suscetiveis s6 foram observados em cruzamentos em que
os dois genitores sao suscetiveis (S x S). Outros autores também observaram dominancia
no controle genético da resisténcia a mumiaisarium. Pereira et al. (2009), avaliando
seis cruzamentos contrastantes, observaram efeito de dominancia completa no controle
genético da resisténcia do feijoeiréap 01, isolado coletado em areas experimentais da
Universidade Federal de Lavras. Cross et al. (2000) avaliando duas geraglies F
cruzamentos contrastantes quanto a reacdo a Fop entre genitores de feijoeiro Durango,
constataram um gene com dominancia completa. Ribeiro e Hagedorn (1979) também
relataram um gene com dominancia completa no controle genético da resisténcia do
feijoeiro a Fop.

Os resultados com AACPD para reacdo a Fop foram concordantes com os de
SMF, indicando que a avaliacdo aos 21 dias foi suficiente para determinar a reacdo dos
gendtipos a Fop. E comum na literatura apenas uma avaliagdo aos 21 dias parsadetermi
a severidade de Fop no feijoeiro (Pastor-Corrales e Abawi, 1987; Candida et al., 2009;

Pereira et al., 2009). Considerando o grande numero de genotipos a serem avaliados em

24



programas de melhoramento, essa informacéo é relevante devido a economia de mao-de-
obra para avaliagbes de Fop.

A reducgéo do crescimento mensurada pela RALT e RMF variou de 43% a 63%
nos genitores suscetiveis e de 11% a 26% nos genitores resistentes (Tabela 2). Entre os
hibridos, a reducdo de crescimento variou de forma independente da reducdo de
crescimento dos seus genitores, impedindo estimar o controle genético predominante do
carater. Desse modo, ao contrario da resisténcia a Fop, avaliada por SMF ou AACPD, a
reducdo de crescimento, avaliada por RALT e RMF, tem controle genético mais
complexo, ou seja, é governada por um conjunto de genes, incluindo genes dominantes e
recessivos. Desta forma, os resultados de SMF em comparacao com os de RALT e RMF
indicam que os genes envolvidos na resisténcia a mdeshesarium provavelmente ndo
sdo os mesmos envolvidos na reducdo do crescimento. Estes resultados também
evidenciam que além da SMF, os caracteres RALT e RMF apresentam potencial para
serem usados no melhoramento do feijoeiro-comum visando a resisténcia a Fop.

A média da produtividade de gréos dos hibridos superou a média dos genitores
em 660 kg ha. O vigor hibrido manifestado na geracagustifica a superioridade das

médias dessa geracdo em relacdo aos genitores.

Andlise dialélica

A significancia de tratamentos sobre os caracteres SMF, AACPD, RALT, RMF e
PROD indica a existéncia de variabilidade entre os genotipos. Quanto aos genitores, a
significancia de todos os caracteres avaliados indica variabilidade na frequéncia de alelos
favoraveis envolvidos no controle genético dos caracteres em questao.

A significancia do contraste entre os grupos de genitores/sG&2 indica

divergéncia de alelos favoraveis entre genitores de grupos distintos.
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O efeito de hibridos, que foi significativo para todos os caracteres indica
variabilidade entre as 15 combinac¢des hibridag (b que permite ao melhorista praticar
selecéo e obter ganhos com ela.

A significancia das estimativas de capacidade geral de combinacao €GC
CGQ) indica diferenca na frequéncia de alelos favoraveis entre os genitoresedaquel
grupo, enquanto a significancia da CEC indica presenca de desvios de dominancia no
controle genético dos caracteres em questao.

A soma de quadrados da CGC (GGOCGG) comparada a soma de quadrados
da CEC foi similar para os caracteres SMF, AACPD, RMF e PROD indicando
predomindncia de genes com dominéncia completa no controle genético destes
caracteres. Para o carater RALT, a magnitude da soma de quadrados da CGC superou a
da CEC ressaltando predominéancia de efeitos aditivos no controle genético da reducédo da

altura.

Capacidade geral de combinacéo
SMF e AACPD

Os genitores resistentes apresentaram as menores estimativas de CGC tanto para
SMF quanto AACPD. Uma vez que para estes caracteres os menores valores sdo 0s
desejados, pode-se afirmar que esses genitores possuem alelos de resisténcia que
contribuem para a reducdo da nota de severidade da doenca. Além disso, a similaridade
dos valores sugere que estes genitores possuem 0s mesmos alelos de resisténcia. Tambén

€ possivel afirmar que a resisténcia a Fop € controlada por poucos genes dominantes.

Reducéo do crescimento
As linhagens VC 13 do grupo 1 e CVIII 8511 do grupo 2 apresentaram 0S menores

valores de CGC para RALT e RMF. Menores valores de CGC indicam que estes genitores
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possuem menor frequéncia de alelos que contribuem para que a planta reduza seu
crescimento na presenca de Fop. Estas linhagens séo promissoras para serem usadas er
programas de melhoramento por apresentarem maior frequéncia de alelos de resisténcia,
tanto baseado na severidade de Fop quanto na reducao de crescimento. Ao contrario do
esperado, o genitor Pérola do grupo 2, também resistente por SMF e AACPD, apresentou
CGC positiva para RALT e RMF. GCG positiva para redugao do crescimento evidencia
que esse genitor possui alelos desfavoraveis, ou seja, que reduzem o crescimento. Em
seus hibridos, entdo, serd observada maior reducdo de crescimento. Até o momento,
apenas Pereira et al. (2013) citam a reducao de crescimento em genaétipos de feijoeiro
infectados com Fop. Os autores relatam esse comportamento nos genétipos Meia Noite e
VP8 ao compara-los com plantas ndo inoculadas do mesmo gendétipo.

A escala de notas da severidade da doenca desenvolvida por Pastor-Corrales e
Abawi (1987), na qual foram baseados os caracteres SMF e AACPD, tem como principal
sintoma a murcha da parte aérea. Cabe ressaltar que sintomas como crescimento da planta
e reducdo da biomassa de parte aérea ndo sao levados em consideracado nesta escale
Entretanto, Andrade et al. (2009) e Araujo e Teixeira (2012) relatam que genétipos com
menor producado de biomassa apresentam menor produtividade de graos. Desse modo, ao
serem plantados em éareas infestadas por Fop, genétipos classificados como resistentes
segundo a escala de avaliacdo, assim como Pérola, terdo seu crescimento reduzido na
presenca do patdégeno e consequentemente sofrerdo queda na produtividade de graos.
Assim, os resultados obtidos neste trabalho apontam que em programas de melhoramento,
além da severidade da doenca, os caracteres envolvidos na reducdo do crescimento
(RALT e RMF) devem ser levados em consideracao tanto na selecéo de genitores quanto
na avaliacdo de linhagens elites. Adotando essas caracteristicas sera possivel selecionar

genotipos com maior frequéncia de alelos de resisténcia a Fop.
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A divergéncia de resultados observados entre reacdo a Fop e reducdo de
crescimento também é relevante no melhoramento por indicar que, diferentes genes estao
envolvidos no controle dos caracteres de severidade de Fop (SMF e AACPD) e reducéo

do crescimento (RALT e RMF).

Produtividade de graos

Estimativas de CGC altas e positivas para PROD dos genitores VC 25 do grupo 1
e Pérola do grupo 2 indicam maior frequéncia de alelos favoraveis para producéo de gréos
nestes genitores. Além disso, VC 25 e Pérola, sdo resistentes a Fop, destacando a
importancia da selecdo e recomendacdo desses genitores para programas de
melhoramento. Os genitores suscetiveis BRS Estilo e RC-1-8 também apresentaram CGC
positiva, porém de menor magnitude. As linhagens VC 13 do grupo 1 e CVIII 8511 do
grupo 2, ambas resistentes a Fop, apresentaram CGC negativa para PROD. Entretanto,
sua utilizacdo em programas de melhoramento visando resisténcia a Fop nao deve ser
descartada, uma vez que séo resistentes e apresentam os menores valores de CGC par:

reducao de crescimento.

Capacidade especifica de combinacgéao

Nos caracteres de severidade a Fop mensurados por SMF e AACPD, observou-se
valores negativos de CEC apenas em hibridos oriundos de cruzamentos entre genitores
contrastantes para resisténcia a Fop (R x S). Os hibridos de cruzamentos entre genitores
resistentes (R x R) apresentaram estimativas de CEC positivas e iguais. Em cruzamentos
entre genitores suscetiveis (S x S), a CEC também foi positiva. De fato, a CEC é funcao
direta da divergéncia entre genitores, de modo que valores desejaveis de CEC, que sdo os
menores valores (negativos) s6 serdo observados em cruzamentos contrastantes para um

determinado carater. Os alelos de resisténcia a Fop presentes nos genitores resistentes
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deste trabalho, provavelmente sdo os mesmos. Essa afirmativa é evidenciada pelos
valores iguais de CGC para SMF e AACPD para todos os genitores resistentes. Esses
resultados corroboram a predominéncia de genes com dominancia completa no controle
genético da resisténcia a muraafusarium.

Variacdo nos valores das estimativas de CEC dos hibridos tanto em magnitude
quanto no sinal foi observada para as caracteristicas que mensuraram a reducdo do
crescimento da planta (RALT e RMF). Independente da reacdo a Fop e da resposta d
reducédo de crescimento de seus genitores mensurada pela CGC, os hibridos apresentaram
valores divergentes. Esses resultados demonstram maior complexidade dos caracteres
RALT e RMF reducdo do crescimento comparada a resisténcia avaliada por SMF ou
AACPD. Ao comparar os valores das estimativas de CEC para RALT e RMF do hibrido
8 (VC 13/ CVIIl 8511) com o hibrido 13 (VC 25/ CVIII 8511), nota-se que o hibrido 8
apresentou a maior estimativa e o hibrido 13 a menor estimativa para estes caracteres.
Assim, concluiu-se que CVIII 8511 apresenta baixa divergéncia em relagcdo ao genitor
VC 13 e alta em relacéo a VC 25 para os caracteres RALT e RMF. Hallauer e Miranda
(1988) relatam que cruzamentos envolvendo linhagens com mesma base genética
apresentam estimativas de CEC negativas. Entretanto, para caracteres como redugéo do
crescimento, em que interessam 0s menores valores, as estimativas positivas e de elevada
magnitude é que indicam menor divergéncia entre os genitores cruzados.

Apesar do hibrido 13 (VC 25/ CVIII 8511) se destacar como resistente a murcha-
de-fusarium pelos caracteres relacionados a severidade da doenca e reducdo do
crescimento, este hibrido apresentou CEC negativa para produtividade de grédos e uma
das menores médias de produtividade entre os hibridos. Ja no hibrido 15 (VC 25/ Pérola),
comportamento contrario € observado. Além de ser o segundo mais produtivo, a
estimativa de CEC do hibrido 15 para PROD ¢é positiva e seus genitores apresentaram os

maiores valores de CGC para o carater. Entretanto, este hibrido se destaca apenas com
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relacdo & PROD, uma vez que ndo houve incidéncia de Fop no campo e, pelo genitor
Pérola, que apresentou CGC positiva para RALT e RMF, apresentar alelos que reduzem
o crescimento. Apesar de ndo apresentarem alelos favoraveis para todos os caracteres em
questdo, a populacdo segregante oriunda do cruzamento entre estes hibridos (VC 25 /
CVIII 8511 /I VC 25 / Pérola) é promissora visando o melhoramento do feijoeiro para
produtividade de gréos, resisténcia a mumbiisarium e reducdo do crescimento,

considerados simultaneamente.

Aplicacdo da redugéo do crescimento no melhoramento visando resisténcia a Fop

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que, a utilizacdo da reducéo do
crescimento avaliada por RALT e RMF, associada a resisténcia a Fop por SMF e
AACPD, aumenta a eficacia tanto na identificacdo de linhagens fontes de resisténcia a
murchaedefusarium quanto na escolha de genitores pela analise dialélica. Cabe ressaltar
que, no dialelo, a avaliacdo da RALT e RMF deve ser realizada apenas em genitores e
hibridos pois, na avaliagcdo da reducdo do crescimento, ha a necessidade do controle
negativo constituido de plantas de mesmo gendtipo daquelas que serdo inoculadas com
Fop.

No melhoramento do feijoeiro, a etapa seguinte a escolha das populacdes
segregantes com maior potencial para a extracao de linhagens superiores é a avaliacao de
familias endogamicas, derivadas destas populacfes. Estas familias sao avaliadas em duas
ou trés geracdes (Ramalho et al., 2001) quanto aos caracteres de herangca mais complexa,
entre eles produtividade de gréos e arquitetura de plantas. Nesta fase, ndo seria possivel
a avaliacdo da reducao do crescimento em razdo da auséncia do controle negativo (plantas
de mesmo genotipo a serem inoculadas em agua). Entretanto, como ha fortes indicios de
que a severidade da murdtkefusarium (SMF) seja controlada por poucos genes

dominantes, a inoculacdo de Fop em plantas Bbertura de linhas apenas daquelas
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resistentes, garantira a presenca do gene de resisténcia em plantas dentro das linhas em
geracdes mais avancadas de endogamia. Na extracao de linhagens, a inoculagdo com Fop
também poderia ser novamente utilizada, extraindo linhagens apenas de plantas

resistentes, que serdo avaliadas em ensaios de competicdo em diferentes anos, safras e
locais. Nesta fase, as linhagens resistentes a Fop também poderdo ser avaliadas quanto &
reducao de crescimento, aumentando as chances de sucesso no melhoramento do feijoeiro

para resisténcia a murcha-de-fusarium.

Conclusoes

i) a resisténcia do feijoeiro & murctiefusarium (isolado FOP UFV 01) é controlada por
poucos genes dominantes, enquanto a reducdo do crescimento da planta, como resposta
de suscetibilidade a Fop, é governada por um conjunto diferente de genes, incluindo genes
dominantes e recessivos;

i) a reducédo do crescimento apresenta potencial na selecdo de genitores e de linhas
endogamicas no melhoramento genético do feijoeiro para resisténcia a murcha-de-
fusarium e

iif) a populagdo segregante, oriunda do cruzamento VC 25/ CVIII 8511 // VC 25 / Pérola

€ promissora, visandimo melhoramento do feijoeiro para os caracteres produtividade de

graos, resisténcia a murcha-de-fusarium e reducéo do crescimento.
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CAPITULO 2. Heranca da resisténcia do feijoeiro-comum & murchate-fusarium

36



Resumo
O feijdo-comum (Phaseolus wvulgaris L.) é o legume mais consumido e cultivado no
mundo sendo considerado uma fonte rica em nutrientes essenciais e proteinas para
populacdes de baixa renda. Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) € um patégeno
habitante de solo que causa murcha vascular no feijoeiro, sendo uma das doengas mais
importantes da cultura. A ado¢cdo de cultivares resistentes € a melhor estratégia de
controle do patégeno. Assim, o modo de heranca e a interacdo alélica dos genes de
resisténcia do feijoeiro-comum a murcha-de-fusarium foram estudados a partir de
cruzamentos contrastantes do dialelo parcial 3 x 5 realizado previamente R&is, F
foram inoculados com o isolado FOP UFV Olsplantas de cada geracdo foram
avaliadas individualmente quanto a severidade da doenca. Dos oito genitores, cinco foram
resistentes e trés suscetiveis a Fop. Apenas duas classes fenotipicas foram observadas no
parentais (resistente e suscetivel). Na geragdodes os individuos foram resistentes,
indicando dominancia da resisténcia. A partir da segregacdo da geraddouve
contraste entre metodologias, porém pelos estimadores de maxima verossimilhanca,
metodologia mais adequada, conclui-se que a resisténcia € governada por um gene
dominante de efeito maior com a presenca de poligenes. Por retrocruzamento € possivel
a transferéncia do gene dominante de efeito maior das fontes de resisténcia deste trabalho.

Por selecao recorrente, a piramidacao dos poligenes também podera searealizad
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Introducao

O feijdo-comum (Phaseolus wvulgaris L.) é o legume mais consumido no mundo e
considerado uma fonte rica em nutrientes essenciais e proteinas. Especialmente na Africa
e na América Latina, mais de 200 milhdes de pessoas dependem deste grdo como alimento
basico (Schmutz et al., 2014). Além do seu consumo, o cultivo do feijoeiro-comum se
expandiu em regides tropicais, subtropicais e temperadas em mais de 100 paises em todo
0 mundo, atingindo uma producdo superior a 23 milhdes de toneladas anualmente. Na
América, o Brasil se destaca como maior produtor e consumidor de feijao (Faostat, 2013).

A murchadefusarium causada pelo patégeno habitante de solo Fusarium
oxysporum (Schlecht.) f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder (Fop) é uma das doencas mais
importantes do feijoeiro e esta presente em regides produtoras de varios paises (Abawi e
Pastor-Corrales, 1990; Alves-Santos et al., 2002; Buruchara e Camacho, 2000), inclusive
no Brasil (Toledo-Souza et al., 2012). A infec¢éo do feijoeiro por Fop se d& via ferimentos
dos pelos do sistema radicular por onde o patdgeno penetra e coloniza os tecidos da
epiderme até atingir os vasos condutores. Os sintomas da doenca incluem murcha das
folhas mais velhas e clorose. Posteriormente, com o progresso da colonizacéo, observa-
se a senescéncia destas folhas, murcha das folhas mais novas, necrose do apice da plant:
e dos tecidos vasculares, os quais adquirem coloracdo vermelho-amarronzada em corte
longitudinal do caule. Em condicbes de umidade e temperatura favoraveis é possivel
visualizar esporos do patdgeno na haste da planta mMNortzampo os danos da doenca
séo reducao do ciclo da cultura, reducao no tamanho das sementes, na producao de graos
e morte da planta (Abawi e Pastor-Corrales, 1990; Brick et al., 2006; Fall et al., 2001).
Apoés a entrada do patdgeno na aeapntrole da doenca se restringe a rotacdo de
culturas. Além disso, Fop € conhecido por produzir clamiddsporos, estruturas de
resisténcia que permanecem viaveis no solo por varios anos. Deste modo, a resisténcia

conferida por genes de resisténcia (genes & melhor estratégia de controle, tanto em
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termos econOmicos e ambientais, quanto da facilidade de adoc&o por parte dos
agricultores (Miklas et al., 2006).

Em um programa de melhoramento visaadesisténcia a doencas, a selecéo de
genitores constitui etapa inicial e fundamental, pois dela depende o sucesso de etapas
posteriores. Apos a selecédo e recombinacdo de gendtipos suscetiveis com aqueles que
possuem o gene R, o método de conducdo da populagédo segregante € primordial para a
obtencdo de uma cultivar resistente em menor tempo e custo. Entretanto, essa deciséo
depende do conhecimento do melhorista quanto a heranca e parametros genéticos
envolvidos na resisténcia.

A resisténcia do feijoeiro a Fop ja foi retratada como mono (Cross et al., 2000;
Fall et al., 2001; Ribeiro e Hagedorn, 1979; Salgado et al., 1995), oligo (Candida et al.,
2009; Pereira et al., 2009) e poligénica (Cross et al.,; Z¥lfado et al., 1995). Cross
et al. (2000) e Salgado et al. (1995) relataram um Unico gene dominante conferindo
resisténcia a Fop raca 4 em feijoeiro Durango e heranca poligénica para a mesi@a raca
Fop em feijoeiro de origem Mesoamericana. Fall et al. (2001) observaram resisténcia
parcial a raca 4 de Fop devido a um QTL que explicou 63,5% da variacéo fenotipica das
populacdes de RILs (Recombinant Inbred Line) de &B&lnebRR1 Em A55, genitor
Mesoamericano, 0s autores encontraram um locus de resisténcia com comportamento
qualitativo atribuindo heranca monogénica para esse genétipo apesar dos sesultado
sugerirem genes adicionais e interagbes génicas na resisténcia da populagéo oriunda dele.

Em feijoeiro, a resisténcia a Fop ja foi relatada como raca-especifica (Brick et al.,
2004; Ribeiro e Hagedorn, 1979) e pode ser compreendida como resisténcia vertical, onde
as classes fenotipicas predominantes sdo resisténcia e suscetibilidade (Zambolim et al.,
2014). De fato, resultados contrastantes podem ser atribuidos ao uso de isolados distintos
em cultivares e linhagens de diversos centros de origem. No Brasil, trabalhos com a raca

2 brasileira, isolado coletado no nordeste do pais, ja foram realizados (Candida et al.,
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2009; Pereira et al., 2009). Entretanto, a auséncia de trabalhos com outros isolados em
linhagens e cultivares com caracteristicas agronémicas de interesse sdo escassos.
Trabalhos envolvendo isolados distintos da raca 2 brasileira devem ser realizados
visando a obtengcdo de uma cultivar de feijoeiro resistente a Fop, sobretudo, com
resisténcia duravel e com caracteristicas agronémicas de interesse.

Neste contexto, n0sso objetivo neste trabalho foi estudar a heranca da resisténcia

do feijoeiro-comum a murchade-fusarium, isolado FOP UFV 01, a partir de sete

cruzamentos contrastantes.

Material e Métodos
Linhagens parentais e cruzamentos

Este trabalho teve inicio a partir de sete cruzamentos contrastantes obtidos de um
dialelo parcial 3 x 5. Neste dialelo, cultivares e linhagens elites de feijoeiro grao tipo
carioca, porte ereto ou elevado potencial produtivo foram cruzados manualmente com
gendtipos resistentes a Fop (Tabela 1). No estadio R9 as seménfemim colhidas e
armazenadas.

Na safra da seca (2014), sementes dos hibrigesdram semeadas em campo
para a obtencdo de sementesMpos a colheita, as sementegdfam armazenadas para
a avaliacdo da severidade da murdbeddsarium. Plantas das geracdes parentais P
(Resistente), PA(suscetivel), F(hibridos) e k(populacédo segregante) foram usadas para

0 estudo de heranga da resisténcia a Fop em feijoeiro.
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Tabela 1. Origem e principais caracteres de interesse de oito genitores de feijoeiro
utilizados no dialelo parcial.

Genitores Origem Caracteristica de Interesse

Grupo 1

BRS Estilo Embrapa Porte ereto e produtividade de gréos
VC 13 UFV Resisténcia a Fé produtividade de grabs
VC 25 UFV Resisténcia a Fé produtividade de grabs
Grupo 2

BRSMG Talisméa UFLA Resisténcia a Fép

RC-I-8 UFLA Produtividade de grads

CVIlI 8511 UFLA Resisténcia a Fép

CNFC 11965 Embrapa Produtividade de grads

Pérola Embrapa Resisténcia a Fé@ produtividade de grabs

1- Melo et al., 2010. 2- Silva et al., 2011. 3- Dados ndo publicanld¥arama de Melhoramento do
Feijoeiro - UFV.

Isolado do fungo

Foi utilizado o isolado FOP UFV 0Odoletado em Coimbra (Minas Gerais, Brasil)
de plantas da cultivar de feijoeiro Meia Noite que exibiram os sintomas tipicos de murcha-
de-fusarium (Pereira et al., 2013). Ao ser inoculado nas séries diferenciadoras de Fop
propostas por Nascimento et al. (1995), Woo et al. (1996) e Alves-Santos et al. (2002),
Pereira (2013) considerou FOP UFV 01 uma nova raca da espécie.

Para a producéo do in6culo de FOP UFV 01, discos de BDA (batata - dextrose -
agar) contendo micélio do fungo foram repicados para placas de Petri contendo novo
meio BDA. As placas foram mantidas em BOD durante 14 dias a 25°C+1°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. A suspensdo de esporos foi preparada uma hora antes da
inoculacdo sendo utilizada a concentracdo de 1°xdfidios.mL, incluindo macro e

microconidios, como recomendado por Pastor-Corrales e Abawi (1987).

Inoculacéao de Fop

Em casadevegetacdo do Campo Experimental Diogo Alves de Melo da
Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, 0s genitores, hibridos e populacdes
segregantes de cada cruzamenio PR F. e ) foram avaliados quanto a resisténcia a

Fop. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com trés repeticoes (para
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genitores e hibridos) e 70 repeticdes (para populagbes segregantes). A unidade
experimental consistiu de um vaso com trés plantas.

Para a inoculacao destes gendtipos utilizou-se a metodologia de imersao de raizes
em suspensdo de conidios proposta por Pastor-Corrales e Abawi (1987). Para isso, a
semeadura de todos os genotipos foi realizada em bandejas de isopor de 128 células
contendo substrato para hortalicas Topstiatendo mantidas em casa de vegetacdo para
germinacao e crescimento das plantulas. No estadio V2 (folha priméaria completamente
expandida) nove plantulas dos pais e hibridos e 210 plantulas de cada popUiagio F
cuidadosamente retiradas das bandejas, suas raizes lavadas e 1/3 do seu comprimento
foram cortadas. Imediatamente apGs o corte, as raizes das plantulas foram imersas na
suspensédo de macro e microconidios do isolado FOP UFV 01 durante 5 minutos. Apos
este procedimento, as plantulas foram transplantadas para vasos plasticos contendo 2,5 L
de substrato Topstrét@ mantidas em casa de vegetacdo a 25°C + 4°C. Diariamente as
plantas foram irrigadas e, 10 dias apds inoculacdo (DAI), cada vaso recebeu 1,0 g de uréia

como fonte de nitrogénio.

Analise da severidade da doenca
A avaliacdo da severidade da murdegusarium (SMF) foi realizada aos 21 DAI

utilizando a escala de notas da severidade da doenca descrita por Pastor-Corrales e Abawi
(1987) que se baseia, principalmente, na intensidade de murcha de parte aérea. Por esta
escala, 1 = nenhum sintoma visivel; 3 = de 1% a 10% de folhas sintomaticas (folhas com
murcha suave e clorose); 5 = 11% a 25% de folhas sintoméaticas (folhas com murcha
moderada e clorose); 7 = 26% a 50% de folhas sintomaticas (folhas com murcha severa
e clorose) e 9 = planta morta. Foram considerados resistentes os genoétipos com nota de

1,0 a 3,0; intermediario de 3,1 a 6,0 e suscetivel de 6,1 a 9,0.
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Analise genétio-estatistica da heranca da resisténcia a FOP UFV 01

As notas de severidade da murcha-de-fusarium atribuidas individualmente a
plantas dos genitores, hibridos e populacdes segregantes de cada cruzamento foram
utilizadas para a estimacao de parametros genéticos e teste do modelo da resisténcia do

feijoeiro a Fop.

Estimativa de parametros genéticos da resisténcia do feijoeiro a FOP UFV 01

A partir das notas de severidade dos pais, hibridos e populagdesam
calculadas médias e variancias genotipsza, (fenotipica ) e ambiental@3) de cada
geracdo e cruzamento, conforme Mather e Jinks (1977). A partir dessas médias, o grau
médio de dominancia (GMD) também foi estimado.

A herdabilidade no sentido amplb4j foi calculada conforme abordado por

Allard (1960):

~2
h2 _ 9%p;
A T =2

OFp,

sendosé, a variancia genotipicad¥,, a variancia fenotipica da populacéo F
Em cada cruzamento, o numero minimo de genes (n) determinando a resisténcia

do feijoeiro a Fop foi estimado usando os métodos de Castle (19319 C@ruz et al.

(2012) (rr). Esses métodos podem ser expressos por:

_ 2
Método Castle () = %, em quePy representa a média da nota de severidade da
GF2

murchade-fusarium para o pai resistentePgdo pai suscetivel e Método Cruz{n=

(PR — Ps) 2x (1+0,5K?)
~2
8 X O'GFZ

, sendo K o grau médio de dominancia.

43



Teste das hipdteses de heranca mono e oligogénica da resisténcia a FOP UFV 01

As frequéncias das plantas resistentes, da classe intermediéria e suscetiveis (R, |
e S) dos genitores, hibridos e plantas da geragfmdm obtidas para cada cruzamento
conforme Pastor-Corrales e Abawi (1987), em que plantas com notas de 1 a 3 foram
agrupadas na classe R, de 3,1 a 6,9 na classe | e de 7 a 9 na classe S. A partir das
frequéncias de plantas R, | e S da geragAdoram testadas hipoteses de heranca
Mendeliana da resisténcia pelo teste qui-quadrado, a 5% de probabilidade, com auxilio

do programa GENES (Cruz, 2013).

Testes de modelos genéticos utilizando a fungcdo de maxima verossimilhanca

A metodologia baseada em estimadores de maxima verossimilhanca proposta por
Silva (2003) foi considerada para testar a hipétese de um gene de efeito maior e/ou
presenca de poligenes afetando a expressdo do gene R em feijoeiro. Baseado em médias
e variancias (Mather e Jinks, 1977) foi considerado que:
Py = (u—la] -4 %)
P,= (u+[a]l +4,0%

Fy = (u+[d]l +D,0?)

FZ=% (u+[;l—]—A,crz+ Va +VD>+ % (u+L;]+D,oZ+ V, +VD)+ % (u+%+A,az+ Va +VD)

sendo:u = constante de referénci# = efeito aditivo do gene de efeito mai@ = efeito
de dominancia do gene de efeito majal= efeito aditivo dos poligénicosd]= efeito
de dominancia dos poligénicog, = variancia aditiva dos poligénico¥, = variancia
atribuida aos desvios de dominancia dos poligéniee’s=evariancia ambiental. A partir

das funcdes de verossimilhanca, para cada modelo, foi possivel compor testes de

interesse, tendo-se considerado diferentes hipdteses (Tabela 2). Tais testes de razédo de
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Tabela 2. Modelos genéticos testados para a resisténcia do feijoeiro a nogrcha-
fusarium.

Modelos Parametros

1= gene maior com efeito aditivo e de dominancia + .
: ) . o U, A, D, [a], [d], Va, Vb, S, 62
poligenes com efeito aditivo e de dominancia

2= gene maior com efeito aditivo e de dominancia +
. . . u! A1 Dl [a]1 VA’ 02
poligenes apenas com efeito aditivo

3= gene maior apenas com efeito aditivo + poligenes .
) . o U, A [a], [d], Va, Vb, S, 62
com efeito aditivo e de dominancia

4= gene maior apenas com efeito aditivo + poligenes

. " U, A, [a], Va, 62
apenas com efeito aditivo
5= poligenes com efeito aditivo e de dominancia u, [a], [d], Va, Vb, Swo’, 62
6= poligenes apenas com efeito aditivo U, [a], Va, 6?
7= gene maior com efeitos aditivo e de dominancia u, A, D, 62
8= gene maior apenas com efeito aditivo u, A, o2
9= apenas efeito do ambiente u, 62

*Sap: componente da variacao relativa ao produto dos efeitos poligénicos aditivesfgigdsspoligénicos
de dominancia.

verossimilhanca foram feitos por meio da estatistica LR (Likelihood ratio) (Mood et al.,
1974) dada por:

L (M;)

LR = —2In
L (M;)

sendoL(M;) e L(M;) as funcdes de verossimilhanca dos modietgs em que o modelo
i deve estar hierarquizado ao modgl@s testes foram realizados utilizando o software
estatistico Monogen v.0.1 (Silva, 2003).

Os modelos 1, 3 e 5 ndo puderam ser testados devido a auséncia dos
retrocruzamentos, impossibilitando estimar o efeito de dominancia associado aos efeitos

poligenes.
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Resultados
Resisténcia dos genitores e hibrideaFFOP UFV 01

Os genotipos VC 13 e VC 25 do grupo 1 e BRSMG Talisma, CVIII 8511 e Pérola
do grupo 2 foram resistentes a FOP UFV 01, enquanto BRS Estilo (grupo 1), RC-I-8 e
CNFC 11965 (grupo 2) foram suscetiveis. Todos 0s genitores resistentes apresentaram
alto nivel de resisténcia, com a maioria considerada imune (nota de severidade igual a 1).
Por outro lado, os genitores suscetiveis apresentaram uma pequena variacdo dentro da
classe com notas de 7 a 9. Nao foram observados genitores com nota intermediaria (Figura
1).

Quando inoculado na geracan FOP UFV 01 nao foi capaz de causar sintomas
nas plantas de cruzamentos contrastantes (R x S), indicando dominancia compéeta para
resisténcia (Figura 1).

A severidade da doenca em plantas individuais, avaliada em 210 individuos de
cada populacao oF apresentou distribuicdo discreta com duas classes fenotipicas:
resistente e suscetivel (Figura 1). Menos de 2% dos genoétipos apresentaram reacao

intermediéaria a Fop.
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Figura 1. Distribuicdo das frequéncias das notas de severidade da murcha-de-fusarium
de genitores, geracdes € K de cruzamentos contrastantes de um dialelo parcial em

porcentagem de plantas comnotasde la3,3a5,5a7e7a9.
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Estimativa de parametros genéticos da resisténcia do feijoeiro a FOP UFV 01

As estimativas de variancia genotipiég ) da populagdoFforam proximas das
fenotipicas §2), indicando pouca variacdo de origem ndo genética na resisténcia. Entre
os cruzamentos avaliados, VC 13 / RC-I-8 apresentou o maior vakf €&/ C 25 /
CNFC 11965 o menor valor para este parametro (Tabela 3).

O grau médio de dominancia (GMD) obtido com base nas médias variou de -0,95
a -1,20 indicando dominancia completa no sentido do menor valor do carater nota de
severidade da doenca, o que implica em dominancia da resisténcia a Fop. Altos valores
de herdabilidade (de 94 a 99%) foram observados em todos os cruzamentos indicando ser
possivel a selecdo fenotipica de gendtipos resistentes. Apesar de se tratar de herdabilidade
no sentido amplo, os altos valores observados indicam maior chance de sucesso com a
selecéo (Tabela 3).

O numero minimo de genes calculado conforme Castle (1921) indicou de 0,30 a
1,27 genes no controle da resisténcia do feijoeiro a Fop e de 0,54 a 1,51 conforme Cruz

et al. (2012) (Tabela 3), ressaltando heran¢a governada por um ou dois genes.
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Tabela 3. Estimativas dos parametros genéticos: variancia fenoti@fdagmbiental §3) e genotipicad?), grau médio de dominancia
(GMD), herdabilidade no sentido ample;] e nimero minimo de genes (n) conforme Casti¢ énCruz (8) em geracles segregantes e
nao segregantes(A, F1 e k) de feijoeiro inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) isolado FOP UFV 01.

. . A NUmero minimo de genes
Variancia Variancia Variancia 9

L - . 2 (n)
Cruzamento fen(%tzlplca amglze)ntal ger(lgztlplca GMD hi Castle Cruz
F A G (Nca) (Ner)
1 BRSMG Talismé / BRS Estilo 12,35 0,88 12,26 -1,00 99,29 0,55 0,65
2 CVIII 8511/ BRS Estilo 13,39 0,88 13,30 -1,00 99,34 0,50 0,60
3 Pérola/BRS Estilo 8,75 0,25 8,49 -1,20 97,08 0,65 0,94
4 VC13/RCI-8 15,07 0,15 14,92 -0,95 99,00 0,30 0,54
5 VC 13/ CNFC 11965 5,87 0,20 5,67 -1,00 96,63 1,24 1,41
6 VC25/RCI-8 7,47 0,21 7,26 -1,00 97,17 0,58 1,10
7 VC 25/ CNFC 11965 5,60 0,30 5,29 -0,98 94,61 1,27 1,51
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Teste das hipdteses de heranga mono e oligogénica da resisténcia a FOP UFV 01

As proporc¢des fenotipicas de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) observadas
nas populacdes segregantes Viariou entre os cruzamentos, possibilitando quatro
hipoteses da heranca do feijoeirB@ com valores de 2 ndo significativos (Tabelas 4 e
5).

Na primeira hipotese (3:1) a resisténcia € governada por um gene dominante (A )
e foi observada no primeiro cruzamento (BRSMG Talisméa / BRS Estilo) (Tabela 5). Na
hipotese 9:7, a resisténcia € governada por dois genes dominantes complementares
(A_B_) e foi observada no cruzamento quatro (VCREBA-8). Considerando trés genes
segregantes, duas hipoteses foram elaboradas: i) a hipétese 43:21, observada na
populacao FFde CVIII8511 / BRS Estilo, referindo-se a dois genes dominantes (A_B_)
ou um Unico gene recessivo (cc) conferindo resisténcia e ii) a hipétese 54:10, que insere
um quarto gene dominante observado nos cruzamentos trés (Pérola// BRS Estilo), cinco
(VC 13/ CNFC 11965) e seis (VC 25 / RC-I-8), em que a resisténcia é atribuida a dois
genes dominantes complementares (A_B_, A D_ou B_D ). A ultima hip6tese com
quatro genes envolvidos na resisténcia foi observada no cruzamento sete (VC 25/ CNFC

11965). Assim, pelo teste ¢é, a heranca da resisténcia do feijoeiro a Fop € atribuida a

trés genes dominantes (A, B e D) ou um recessivo (c), sendo que plantas resistentes

possuem dois dos trés genes dominantes ou um recessivo apenas (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4. Relacdo fenotipica esperada na geracdadm base nas hipdteses de
resisténcia do feijoeiro a Fop para um, dois, trés e quatro genes segregantes

Genes Re'a,‘?‘?‘o Genes envolvidos na Genotipo de
Segregantes fenotipica resisténcia plantas resistentes
esperada (R:S
Um gene 3:1 Um gene dominante A
Dois genes 9:7 Dois genes dominantes A B
43:21 Dois genes dominantes (A A_BC_
' B) ou um recessivo (c) aa bbcc
Trés genes A B CC dd
54:10 Dois genes dominantes A_bb CCD_

complementares (A, BouC aaB_CCD_
A B CCD_

Dois genes dominantes A B CCadd
Quatro genes 226:30 complementares (A, BouC A_bb CCD_
Ou um recessivo (c) aaB_CCD_

aa bbccdd

* em negrito, os genes de resisténcia a Fop.

Tabela 5.Hipoteses da heranca da resisténcia do feijoeiro comum a murcha-de-fusarium,
isolado FOP UFV 01, em cruzamentos contrastantes (geraga@s$ociadas as relacbes
fenotipicas esperadas e observadas com seus respectivos valores de qui-quadrado

. Relacdo Relacao r’e
Cruzamento Hipdtese observada esperada Probacbilidade
BRSMVIG Talisma / . ) . s 0
1 BRS Estilo 3:1 144 R:62S 157R:53S 2,85% (9,11%)
CviIll 8511/ . ) . ns 0
2 BRS Estilo 43:21 134R:70S 137R:67S 0,21%(64,79%)
Pérola / ) . . s 0
3 BRS Estilo 54:10 170 R: 39S 176 R:33S 1,46%(22,68%)
4 VC13/RCI-8 9:7 128R:82S 118R:92S 1,89%(16,95%)
VC 13/ ) . . s 0
5 CNEC 11965 54:10 185R:24S 176 R:33S 2,72%(9,91%)
6 VC25/RCI-8 54:10 176 R:33S 178 R:32S 0,00™(94,78%)
VC 25/ . ) . ns 0
7 CNEC 11965 226:30 186 R:21S 182R:24S 0,49%(48,14%)

"S- ndo significativo pelo teste de qui-quadrado.
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Testes de modelos genéticos utilizando a fun¢cdo de maxima verossimilhanga

A partir da nota de severidade, modelos genéticos foram testados para a heranca
da resisténcia pelo método da maxima verossimilhanca. Em todos os cruzamentos, a
significancia do contraste entre os modelos 8 e 9 confirma que os valores observados
deve-se a fatores genéticos e ndo apenas a efeitos ambientais (Tabela 6). Do mesmo
modo, a significancia do teste de hipotese entre os modelos 7 e 8 indicou que a heranca
em todos os cruzamentos deve ser atribuida tanto a efeitos aditivos dos genes de
resisténcia, quanto a efeitos de dominancia. Nos cruzamentos um, dois e trés, que
envolvem o genitor suscetivel BRS Estilo, a significAncia do contraste entre os modelos
2 e 7, confirma a existéncia de um gene dominante de efeito maior além da presenca de
poligenes. Nos cruzamentos quatro e seis, que inclui o genitor suscetivel RCI-8, 0 mesmo
comportamento foi observado, mostrando que no controle genético da resisténcia ha tanto
genes dominantes de efeito maior quanto poligenes. J4 nos cruzamentos cinco e sete,
envolvendo CNFC 11965, genitor suscetivel de maior nota da severidade da doenca, o
contraste entre os modelos 2 e 7 foi ndo significativo. Esses resultados destacam a
presenca de um gene de efeito maior nos genitores VC 13 e VC 25 e auséncia de poligenes

tanto nestes, quanto no genitor suscetivel.
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Tabela 6 Hipoteses de modelos genéticos da heranca da resisténcia do feijoeiro comum a murcha-de-fusdaur®@Bal&V 01 por

meio da funcdo de maxima verossimilhanca.

Graus de Ke
Modelos liberdade BRSMG Talisma/ CVIII 8511/ Pérola / VC 13/ VC 13/ VC 25/ VC 25/
BRS Estilo BRS Estilo BRS Estilo RC I-8 CNFC 11965 RC I-8 CNFC 11965

2vs.4 1 545,40 666,71 591,03 596,81 745,02 577,26 628,68
2Vs.6 2 547,81 672,56 593,71 690,46 745,02 577,42 628,68
2vs.7 2 14,33 9,87 23,65 257,04 0,19Ns 72,27 0,27Ns
2vs.8 3 548,46 669,22 591,56 702,94 759,84 585,31 643,49
2vs.9 4 628,11 754,26 654,89 779,05 825,44 652,18 709,98
4vs.6 1 2 41s 5,85 2,68NS 93,64 onNs 0,15NS onNs
4vs.8 2 3,06Ns 2 51Ns 0,52Ns 106,12 14,82 8,04 14,81
4vs.9 3 82,71 87,55 63,86 182,23 80,41 74,92 81,30
6vs.9 2 80,29 81,69 61,18 88,59 80,41 74,76 81,30
7vs.8 1 534,12 659,35 567,90 445,89 759,65 513,03 643,21
7vs.9 2 613,77 744,39 631,23 522,00 825,25 579,91 709,71
8vs.9 1 4 - - - - - -

1 - Valor negativo, talvez devido a problemas de convergéncia; * significati¥odeSrobabilidade pelo teste de quadrd@nio significativo.
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Discussao

A demanda dos produtores por cultivares de feijoeiro com resisténcia duravel tem
estimulado melhoristas a se empenharem em estudos de herangca mais acurados visando
a estimacédo de parametros envolvidos no controle genético e identificacdo de genes de
resisténcia a patdégenos. Este € o primeiro estudo de heranca da resisténcia do feijoeiro a
murchade-fusarium em um dialelo realizado com este objetivo e com o isolado FOP
UFV 01. Os parametros e informacfes a respeito da heranca da resisténcia retratados
neste trabalho irdo subsidiar programas de melhoramento em decisdes na selecdo e
conducao das populacdes segregantes, reduzindo tempo e recursos no desenvolvimento
de cultivares resistentes a Fop.

As classes fenotipicas dos genitores, hibridos e geragatoms€rvadas para nota
de severidade da murcdafusarium apresentaram distribuicdo discreta com
classificacdo dos gendtipos em resistente ou suscetivel. Entre 0s resistentes, a nota de
severidade mais frequente foi imunidade (nota 1,0), enquanto uma pequena variacao foi
observada entre os genitores suscetiveis (notas superiores a 7,0); gendétipos com reacao
intermediaria foram observados em menos de 2% dos individuos. Distribuicdo
descontinua das classes fenotipicas geralmente € retratada em caracteres de heranca mon
ou oligogénica (Ramalho et al., 2012) e em resisténcia vertical (Zambolim et al., 2014).
Ao avaliar linhagens de feijoeiro do banco de germoplasma da UFLA quanto a severidade
da murcha-de-fusarium com o isolado Fop 01, a predominancia das classes resistente e
suscetivel também foi observada nas linhagens avaliadas por Pereira et al. (2011). Em
contraste, Cross et al. (2000) concluiram heranca poligénica para resisténcia a raga 4 de
Fop em feijoeiro do grupo Mesoamericano, mesmo grupo dos genitores utilizados em
nosso trabalho. Os autores chegaram a esta conclusao pela distribuigcdo continua das notas
de severidade na geracép d-pelo padrédo de segregacao observado n&do se adequar a

modelos genéticos de heranca simples. A utilizacdo de isolados diferentes podem ser a
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justificativa dessa divergéncia de resultados. Um exemplo que ressalta essa afirmativa
sao os estudos da resisténcia do feijoeiro a Fop raca 2 brasileira, em que Céndida et al.
(2009) e Pereira et al. (2009) afirmam que poucos genes estao envolvidos no controle
genético do carater. Brick et al. (2004) retratam em seu trabalho exatamente a resisténcia
raca-especifica caracteristica da resisténcia vertical, onde os autores afirmam que genes
diferentes estariam envolvidos na resisténcia as racas 4 e 5 do patégeno. Em outras formae
speciales de Fusarium oxysporum, heranca simples para murcha-de-fusarium também é
relatada em outros patossistemas com as culturas do repolho (Lv et al., 2014), couve
chinesa (Shimizu et al., 2014), banana (Ssali et al., 2013), meldo (Oumouloud et al.,

2010), berinjela (Boyaci et al., 2011) e maxixe (Matsumoto e Miyagi, 2012).

Parametros genéticos

Altas estimativas de herdabilidade no sentido artfo foram observadas em
todos os cruzamentos (de 96 a 98%), indicando variancia genética entre genitores e baixa
magnitude da variancia de origem ambiental. Uma vez que a variancia ambiental exerce
grande influéncia sobre a severidade da murcha-de-fusarium (Abdullaev et al., 2015;
Salgado et al., 1995), o controle ambiental foi suficiente para assegurar que essa
estimativa fosse de baixa magnitude, o que também contribuiu para maiores estimativas
de herdabilidade. Valores elevados de herdabilidade também sugerem que o carater esta
sob controle genético de poucos locos (Beserra Junior et al., 2006). Além disso, indica
gue o melhoramento desse carater a partir de fontes de resisténcia como o0s genitores deste
trabalho, pode ser facilitado pelo processo de selecédo devido a maiores chances de ganho
(Mukankusi et al., 2011). Altos valores de herdabilidade que sugerem controle
oligogénico da resisténcia a Fop sado concordantes com estudos anteriores de Brick et al.
(2004), Pereira et al. (2009) e Candida et al. (2009). Em gréo de bico, estimativas de

herdabilidade de 90% foram relatadas por Halila et al. (2010), indicando heranga simples
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da resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, agente causal da murcha-de-fusarium
nesta cultura.

A dominancia completa no sentido do menor valor do carater observada em todos
os hibridos (GMD = -1) revela a dominancia da resisténcia. Varias murchas causadas por
Fusarium oxysporum apresentam esse comportamento. Lv et al. (2014) avaliaram uma
populacéo EFresultante de um cruzamento contrastante de repolho e observaram um gene
dominante conferindo resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. conglutinans. Os autores
utilizaram essa populacdo para mapear o gene de resisténcia e desenvolver marcadores
moleculares para auxiliar o melhoramento com selecao assistida. A partir de avaliagoes
fenotipicas, Ulloa et al. (2013) também identificaram um gene dominante no algodao
conferindo resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em trés poputagcdes F
oriundas de cruzamentos interespecificos de Gossypium hirsutum x G. barbadense. Em
feijoeiro, um gene dominante conferindo resisténcia as racas 3, 7, 19 e 81 de
Colletotrichum lindemuthianum foram relatados por Campa et al. (2011). Hart e Griffiths
(2015) também observaram heranca simples e dominancia para resisténcia a Bean yellow
mosaic virus. Do mesmo modo, Zapata et al. (2011) observaram o mesmo comportamento
para resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. Entretanto, genes recessivos
também ja foram relatados conferindo resisténcia ao crestamento bacteriano aureolado
em feijoeiro (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) (Duncan et al., 2014).

O numero de genes estimado conforme Castle (1921) e Cruz et al. (2012) variou
de 0,30 a 1,51 genes. Vale ressaltar que estas metodologias detectam apenas genes
dominantes indicando que, caso outros genes de efeito apenas aditivo estejam
influenciando o carater, estes ndo seriam identificados e a estimativa estaria, portanto,
subestimada. Bjarko e Line (1988) destacam que ao estimar o numero de genes no
controle da resisténcia da ferrugem em trigo, a presenca de genes ligados, dominancia e

efeito diferenciado de cada gene resulta em valores subestimados do nimero de genes.
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Teste das hipéteses de heranca mono e oligogénica da resisténcia a FOP UFV 01

Cinco hipoteses explicaram as proporcdes fenotipicas dos sete cruzamentos que
indicaram um a quatro genes conferindo resisténcia ao isolado FOP UFV 01, pelo teste
de qui-quadrado. Trés genes dominantes, sendo dois complementares (A_, B_e D_) ou
um gene recessivo (c) estdo presentes nos genitores avaliados. O primeiro cruzamento
(BRSMG Talisma // BRS Estilo) € explicado pela hipétese de heranca simples de um
gene dominante. Ja a hip6tese do ultimo cruzamento (VC // CNFC 11965) apresenta
maior complexidade com quatro genes segregantes, apontando que o genitor VC 25
possui 0s quatro genes de resisténcia e CNFC 11965 nenhum deles. Campa et al. (2011)
relatam trés genes dominantes independentes para a resisténcia do feijoeiro a antracnose,
ragca 1545 de Colletotrichum lindemuthianum. Entretanto, os autores basearam o0s
resultados em dados moleculares para afirmar essa hipotese. Em contrapartida,
Mukankusi et al. (2011), com base em dados fenotipicos, testaram um a trés genes
dominantes e recessivos pelo teste qui-quadrado, porém, concluiram que devido a
interacdes alélicas, epistaticas e efeito materno, provavelmente varios genes devem estar
envolvidos na resisténcia do feijoeiro a podridao radicular-seca (Fusarium solani f. sp.

phaseoli).

Modelos genéticos

Os modelos genéticos de heranca testados pelos estimadores de maxima
verossimilhanca (EMV) foram aplicados visando identificar a predominancia de efeitos
aditivos ou de dominancia do gene de resisténcia a Fop em feijoeiro, além de apontar a
existéncia de poligenes no controle genético do carater. Por esta metodologia, 0 modelo
completo (modelo 2) foi confrontado um a um com cada um dos modelos reduzidos

(modelos 4, 6, 7, 8 e 9). A significAncia do contraste entre esses modelos indica que o
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efeito dos parametros diferentes entre eles (que estdo apenas no modelo completo) é
significativo e, portanto, o modelo completo é mais adequado para explicar a haranca d
resisténcia no cruzamento envolvendo aqueles genitores. Por conseguinte, a nao
significancia do contraste entre modelos indica que o modelo reduzido é o que melhor
explica a heranga da resisténcia naquele cruzamento.

A significancia do contraste entre os modelos 7 e 8 para todos os cruzamentos
evidencia a presenca de efeitos aditivos e de dominéancia dos genes de resisténcia. A
resisténcia de 100% das plantas da gerag@&@mRodos os cruzamentos ja € um indicio
dessa afirmativa que também pode ser confirmada pela magnitude da capacidade
especifica de combinagéo na analise dialélica dos genitores do dialelo parcial (dados nao
mostrados). A dominancia da resisténcia do feijoeiro a Fop também ja foi relatada em
outros trabalhos (Brick et al., 2004; Pereira et al., 2009; Ribeiro e Hagedorn, 1979). A
significancia do contraste entre os modelos 2 e 7 nos cruzamentos um, dois, trés, quatro
e seis, envolvendo os genitores BRS Estilo e RCI-8 aponta para poligenes além do gene
dominante de efeito maior. Entretanto, nos cruzamentos cinco (VC 13/ CNFC 11965) e
sete (VC 25 / CNFC 11965) ambos com o genitor suscetivel CNFC 11965, a nao
significancia do contraste entre os modelogs.27 ressalta que poligenes nao foram
detectados. Neste caso, pode-se afirmar que nestes cruzamentos a resigiéagiada
apenas por um gene dominante de efeito maior, que esta presente nos genitores resistentes
VC 13 e VC 25. Embora possa haver poligenes presentes em genitores resistentes, estes
geralmente apresentam genes de efeito maior. A partir destes genes a resisténcia vertical
pode ser proposta para a resisténcia do feijoeiro a Fop. A resisténcia vertical é observada
guando ocorre a interacéo entre o gene R (da planta) e A\JR(eresente no patdégeno),
acarretando em imunidade resultante da interacdo raca-especifica (Brick et al., 2004).
Essa interacdo contribui para o controle do indculo inicial impedindo que o patdgeno seja

capaz de multiplicar-se em um ambiente, uma vez que, este nao é capaz de colonizar os
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tecidos do hospedeiro (Zambolim et al., 2014). Essa resisténcia € possivel apenas para
genes de efeito maior.

Apesar da expressao dos poligenes geralmente ndo ser observada fenotipicamente
devido a expressado do gene de efeito maior (Ulloa et al., 2013), sua deteccao é possivel
pelos estimadores de méxima verossimilhanca. Nos cruzamentos um, dois, trés, quatro e
seis, poligenes com efeito aditivo foram detectados juntamente com um gene dominante
de efeito maior. Uma nova abordagem descrita por Singh et al. (2014), aponta para a
aplicacdo dos poligenes no Centro Internacional de Melhoramento do Milho e do Trigo
(CIMMYT). Os autores relatam que o desenvolvimento de cultivares de trigo resistentes
a ferrugem é baseado na combinagdo de genes de efeito menor que, quando presentes
sozinhos, ndo conferem resisténcia adequada especialmente sobre alta pressao de inéculo
do patdégeno. Entretanto, a combinacdo de 4 a 5 genes de efeito menor, geralmente
resultam em “quase imunidade” ou alto nivel de resisténcia, assim como a conferida por

um gene de efeito maior.

Contraste de metodologias

As trés metodologias (analise de geracgdes, teste de hipéteses de heranca mono e
oligogénica pelo teste de qui-quadrado e teste de modelos genéticos usando estimadores
de méxima verossimilhanca - EMV) utilizadas no estudo de heranca da resisténcia a FOP
UFV 01 apresentaram resultados diferentes. Na analise de geracdes, a conclusao foi que
a heranca é conferida por pelo menos dois genes dominantes. Pelo teste de qui-quadrado,
a heranca do carater é devido a trés genes dominantes, sendo dois complementares ou
apenas um gene recessivo. Por estimadores de maxima verossimilhanga, um gene
dominante de efeito maior e poligenes com efeito aditivo foram apontados no controle da
resisténcia. Além da peculiaridade de cada metodologia, a forma de considerar os dados

de nota de severidade é uma justificativa desses resultados divergentes. Na geracao
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segregante 4-210 plantas de cada um dos sete cruzamentos foram avaliadas. Na analise
de geracdes e EMV, a nota de cada planta foi considerada individualmente, permitindo
explorar a variabilidade dentro de cada uma das classes fenotipicas de resisténcia (R) e
suscetibilidade (S). No teste de qui-quadrado, as notas dos individuos sdo agrupadas nas
classes R ou S, impossibilitando detectar as variagOes individuais que podem ser
atribuidas a fatores genéticos.

Uma das limitacdes do qui-quadrado esta na ambiguidade de segregacéo, em que
hipoteses similares com numero de genes diferentes podem néo ser rejeitadas pelo teste.
Um exemplo é a segregacdo ambigua das hipoteses 3:1 (um gene) e 13:3 (dois genes)
assim como, as hipéteses 9:7 (dois genes) e 27:37 (trés genes) (Salgado, 2012). O autor
ressalta a ineficiéncia do teste na ambiguidade de segregacao, ou seja, indicar a hipétese
correta quando hipéteses alternativas semelhantes sdo testadas. Quanto ao tamanho deé
amostra, o teste também se mostra bastante sensivel, principalmente tratando-se de
hipoteses similares. Liu et al. (1997), avaliando tamanho populacional 6timo para
discriminar hip6teses similares pelo qui-quadrado, concluiu que seriam necessarios pelo
menos 666 individuos para inferir a hipétese mais apropriada entre 3:1 e 13:3 e, entre 9:7
e 27:37, 23.383 individuos. Um grande numero de individuos certamente aumentaria a
chance de ndo rejeitar a hipétese verdadeira no teste de qui-quadrado. Entretanto, em
programas de melhoramento, ha grande dificuldade de avaliar tamanhos populacionais
elevados devido ao tempo, mao de obra e custo requeridos. Salgado (2012) também relata
que a ambiguidade de hipoteses aumenta para numero maior de genes evolvidos no
controle genético da caracteristica em estudo. Assim, a ambiguidade de hipoteses pode
ser responsavel pela auséncia de conclusbes quanto ao numero exato de genes que
controlam a resisténcia a Fop em feijoeiro. Isso pode ser observado em trabalhos que,
apesar de citarem altos valores de herdabilidade e distribuicdo discreta da geracéo

segregante em classes predominantes R e S, concluirem que a resisténcia é conferida por
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poucos genes, sem citar exatamente quantos (Pereira et al., 2009; Candida et al., 2009).
Pelo teste qui-quadrado, ndo é raro encontrar discordancia sobre o padréo de heranca da
resisténcia a patégenos em uma mesma cultura. Em café, Kukhang et al. (1993)
identificou um gene dominante (3:1) para resisténcia a Hemileia vastatrix em hilridos d
Timor. Entretanto, para este mesmo hibrido, Capucho et al. (2009) relataram tanto as
proporgdes 15:1 e 61:3 envolvidas no controle genético da resisténcia, indicando pelo
menos dois ou trés genes dominantes presentes nestes hibridos.

Quanto aos estimadores de maxima verossimilhanga, uma limitacdo também é
observada. Ao apontar a existéncia de poligenes no controle genético da resisténcia do
feijoeiro a Fop, ndo se sabe ao certo, quantos genes de efeito menor estariam envolvidos.
Apenas com dados fenotipicos ndo € possivel responder a essa questdo. No entanto, a
analise com dados moleculares possibilitaria determinar de forma mais precisa quantos
genes estariam envolvidos, bem como os efeitos de cada gene. Todavia, a metodologia
EMV apresenta a vantagem de identificar um gene de efeito maior e poligenes de
pequenos efeitos envolvidos no controle genético do carater.

A andlise de geracdes apresenta limitacdes similares ao teste de qui-quadrado.
Essa metodologia fornece apenas o niumero de genes que exibem dominancia e ndo o
efeito de cada gene envolvido no controle do carater, sendo incapaz de identificar

poligenes.

LimitacOes da avaliacdo da severidade da murcha-de-fusarium

Nas avaliagbes da murcha-de-fusarium em feijoeiro, a desuniformidade de
infeccdo e condicbes ambientais que afetam o crescimento do patdgeno, da planta e a
interacdo entre eles, podem influenciar os sintomas e consequentemente as notas finais
de severidade (Salgado et al., 1995). Escape dessa natureza pode ocorrer nasavaliacd

0 que demanda dos pesquisadores maior atencao e cuidado ao avaliar a severidade da
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doenca. Erros quanto a classificagdo fenotipica de uma planta S em R podem
eventualmente ocorrer. Entretanto, o método de estimadores de méxima verossimilhanca
€ menos sensivel a essas varia¢des individuais de nota de severidade comparativamente
ao qui-quadrado pelo fato de este método estimar parametros a partir de todas as notas,
como citado anteriormente. J& no qui-quadrado, pequenas alteragbes no namero de
plantas de uma classe para outra € capaz de provocar mudancas quanto a rejeicao ou nac
rejeicdo de uma dada hipdtese, o que aumenta as chances de erro com 0 uso dessa

metodologia.

Perspectivas e aplicacdo em programas de melhoramento

Nos ultimos anos, a murcha-de-fusarium tornou-se uma das principais doencas do
feijoeiro, expandindo-se no pais devido ao uso de implementstadde com conidios
do fungo e uso irregular da irrigacdo. O plantio sucessivo do feijoeiro distribuido em trés
safras ao ano, permitiu que essa doenca causasse danos expressivos devido ao aument
do indculo inicial. Por tratar-se de um patégeno de solo, o uso de cultivares resistentes é
a estratégia de controle mais efetiva neste patossistema.

Em programas de melhoramento visando resisténcia as doencas as etapas
principais sdo: i) selecdo de germoplasma resistente, ii) escolha do método de
melhoramento, iii) recombinacdo e selecdo e iv) avaliacdo do gendtipos (Caixeta e
Zambolim, 2014). Na escolha do método de melhoramento a ser adotado o modo de
heranca da resisténcia é crucial, sendo o sucesso do programa dependente dessa decisac
Informacdes incorretas em relacéo a natureza da heranca da resisténciastrdteges
menos eficientes de selecdo e conducao de populacdes segregantes acarretando em perd.
de recursos do programa e tempo para incorporar esses genes no genotipo de interesse.
Além disso, no nosso estudo de heranca, fontes de genes R foram identificadas e podem

ser utilizadas para a incorporacéo desses genes em cultivares comerciais. Os altos valores
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de herdabilidade j& sdo indicio de que com a selecdo, maiores ganhos podem ser
proporcionados.

A resisténcia do feijoeiro & murcha-de-fusarium é dominante e governada por um
gene de efeito maior e poligenes. A partir de retrocruzamentos, a introgresséo do gene
dominante de efeito maior pode ser realizada com sucesso. Quanto aos poligenes, cabem
estudos para determinar a propor¢cdo de seus efeitos na resisténcia. Uma hipotese seria
gue esses genes de efeito menor estejam envolvidos na redugéo do crescimento da planta,
sintoma observado em alguns gendétipos de feijoeiro infectados com FOP UFV 01.
Entretanto, apenas com analises moleculares as propor¢cdes que os poligenes explicam da
resisténcia seriam determinadas. Caso expliguem uma fracdo consideravel, €
recomendado um programa de selecao recorrente a fim de incorpora-los em linhagens
elites do programa. Além deste método, a sele¢do assistida por marcadores moleculares
também pode ser adotada na piramidacdo destes genes a fim de reduzir o tempo de
obtencéo de cultivares resistentes a Fop. Vale ressaltar que a introgressao de poligenes
para piramidacdo de genes de resisténcia € uma estratégia eficiente para evitar o efeito
vertifolia, que ocorre com a suplantagéo de genes de efeito maior. A piramidgeaesie
de resisténcia pode garantir ao cultivar, maior vida util no mercado devido a dificuldade
de suplantacdo da resisténcia pelo patégeno (Young e Kelly, 1996). Com o
desenvolvimento de cultivares contendo o gene dominante de efeito maior e poligenes
piramidados, uma nova concepc¢ao do melhoramento do feijoeiro para resisténcia a Fop

pode ser consolidada.
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Conclusao

A resisténcia do feijoeiro a murcha-de-fusarium é dominante e governada por um
gene de efeito maior e poligenes. A partir de retrocruzamentos, a introgressdo do gene
dominante de efeito maior pode ser realizada com sucesso. Por selecado recorrente, 0os
poligenes podem ser piramidados visando a obtencao de cultivares de feijoeiro resistentes

aFop.
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CHAPTER 3 - Infection and colonization of common beary Fusarium oxysporum

f. sp. phaseolrace 2 expressing GFP
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Abstract
Fusarium wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) is one of the most
serious diseases of common bean aoxlrs in many fields around the world. However,
the disease development process is poorly underdtoodder to study the colonization
of common bean by this fungus, wansformed Fop Brazilian race 2 for egfp gene
expression, and use these transformants to analyze the colonization process in common
bean roots and stems. Based on our results, the combined use of Driselase and Lyzing
Enzyme was efficient for Fop mycelium protoplastization. The PEG-<CacCl
transformation protocol was efficient to obtain stable transformants with colonies
expression the egfp geriRegarding the colonization process by Fop transformants
days post-inoculation (DPI), the fungus grew on the root hair epidermis, and on
parenquimatic cells at 11 DPI, in a intercellular way. At 19 DPI, the fungus reagbed x
vessels blocking the water and minerals passage for shoots resulting in wilt and plant
death in a few daysThis studycan contribute to the development of more effective
control measures against this phytopathogen, by add details about the main stages of
development exhibited by Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) in the colonization

process of common bean tissues.
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Introduction

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most important food crops
for human consumption, mainly because they are rich source of protein, complex
carbohydrates, and micronutrients (Nemli et al., 2015). In Brazil, common bean
represents a principal source of daily protein for consumption (Toledo et al., 2013).
Unfortunately, its production is severely constrained by many pathogens that results to
major yield loss (Paula Junior and Wendland, 2012).

Fusarium wilt (or Fusarium yellow) is caused by the soilborne fungus Fusarium
oxysporum (Schlecht.) f. sp. phaseoli Kendrick and Snyder. It occurs in the USA, South
America, Europe, Africa, and Asia (Kendrick and Snyder, 1942; Armstrong and
Armstrong, 1963; Abawi and Pastor-Corrales, 1990; Alvastos et al., 2002; Saremi et
al., 2011). In Brazil, it is the most important bean soil pathogen and occurs in many fields

of the crop (ToledeSouza et al., 2012). The disease results in severe losses that have

been gradually increasing in Brazil, mainly under central pivot irrigation, due to intensive
production practices, as planting bean succession in the same area (Ramalho et al., 2012;
Paula Junior et al., 2015).

Fusarium oxysporum infects the root system, wherein it progress through the
epidermis, cortex and endodermal tissues and penetrates the xylem vessels through the
pits. From this stage on, the fungus uses the xylem for upward movement and
establishment throughout the plant (Bishop and Cooper, 1983). The mainly symptoms
include foliar chlorosis, premature senescence of lower leaves, red-brown discolouration
of vascular tissue and wilting, which often lead to early maturity, reduction in seed size,
yield loss and plant death (Abawi and Pastor-Corrales, 1990; Brick et al., 2006;
Ronquillo-Lopez et al., 2010). In this situation, the most effective measure adopted by

farmers to control economic losses from the pathogen is the use of resistant cultivars
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(Abawi, 1989; Abawi and Pastor- Corrales, 1990; Cross et al., 2000; Brick et al., 2006;
Paula Junior et al., 2015).

Nifio-Sanchez et al. (2015) at Spain using specific country isolates and cultivars
studied colonization of bean roots by Fop and the mechanisms related to colonization
dynamics. Studies from this nature can provide relevant information to comprehend
pathogen development, spatial and/or temporal, in roots of susceptible cultivars. Besides,
the complete understanding of the colonization dynamics will allow the development of
new and more effective control measures, including new resistant cultivars (Zvirin et al.,
2010; Li et al, 2011).

The gfp gene that exprefise GreenFluorescentProtein (GFP) was amplified
from the genome of the jellyfish Aequorea victoria (Chalfie and Kain, 1998) and it has
been widely used as a molecular marker to follow, and soon to studpltrezation
process ofmany pathogens plant tissues (Lorang et al., 2001; Oren et al., 2003; Venard
et al., 2007; Paparu et al., 2009; Morocko-Bicevska et al., 2011, Liu et al., 2012). GFP-
transformants of differents formae speciales of Fusarium oxysporum were successfully
used to follow the colonization process in their hosts, such as bananas (Li et al., 2011),
carnation (Sarrocco et al., 2007), tomato (Lagopodi et al., 2002), gladioli (Lakshman et
al., 2012), and melon (Zvirin et al., 201G).dommon beans, Nifio-Sanchez et al. (2015)
transformed two isolates of Fop to follow the dynamics of the colonization in roots and
hypocotyl tissues. However, until the moment, any study was conducted with Brazilian
isolates of Fop.

Thus, in the present study, we aim the use of GFP-transformed isolates to study

infection of common bean with Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli race 2.
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Material and Methods
Fungal strain

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (frgolate Fop 46, denominated Brazilian
race 2 wild type (WT) (Ribeiro and Hagedorn, 1979) was kindly provided by Centro
Nacional de Pesquisa Arroz e Feijao (Embrapa Arroz e Feijao). The isolate grown at 25°C
with a photoperiod of 12 h under white light on Potato Dextrose Agar (PDA) (Himedia
Labs, Mumbai, India). Mycelial discs, 8 mm in diameter, were removed from the cultures

and stored in sterildistilled water at 4°C, for posterior use (Castellani, 1939).

Plasmid vector

In this study, we used the pSM1 plasmid vector (Pdggeler et al., 2003). The
construction containge Escherichia coli hygromycin B phosphotransferase (hph) gene
and the Aequorea victoria enhanced green fluorescent protein (egfp Gemedfp gene
codified the enhanced green fluorescent protein (EGFP) and the hygromycin B
phosphotransferase gene codified the resistant to Hygromycin B antibiotic, a common
dominant selectable marker for fungi transformation. The egfp gene utilizes the strong
promoter glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd) gene and trpC gene
terminator (involving in tryptophan synthesis), both of Aspergillus nidulans.

The pSM1 plasmid wagropagated according to Sambrook et al. (1987), by
employing the E. coli competent straibH5a, and purified using théhoenIX™
Maxiprep Kitpurification(MP Biomedicals, Santa Ana, CA, United States) according to

fabricant’s instructions.
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Minimum inhibitory concentration (MIC)

To evaluate the minimal concentration of hygromyciifHygromycin B from
Streptomyces hygroscopicus - Sigma-Aldrich, Product number: H7772aGhhibited
the growth of Foprace 2WT, the fungal culture was grown on PDA medium
supplemented with different concentrations of hygromycipdniL?): 25, 50, 100, 150,
200, and one negative control without antibiokor each concentration we performed

three replications and incubated the plates at 25 °C for 10 days.

Isolation of fungal protoplasts

Fop race 2 mycelium was collected from PDA plates, inoculated in PDB (Potato
Dextrose Broth) and incubated at 25°C for 40 h in continuous shaking at 120 rpm. After
the incubation period, the mycelium was collected on a filter paper and washed three
times with a saline solution (0.9% NaCl w/v). We weighed 480 mg of mycelium and
transferred it to 250 mL Erlenmeyer in which protoplasts would be isolated according to
Pecchia and Anné (1989) with some modifications. Enzyme solution was prepared with
Driselase at 10 mg mi(Driselase from Basidiomycetes spSigma-Aldrich, Product
number: D9515-1G) dissolved in 10 mL of 0.7 M NaCl (pH 6.0) and filtered through a
0.22 um membrane to retain carbohydrates (mainly, starch). Lysing Enzyme at 10 mg
mL? (Lyzing Enzyme from Trichoderma harzianum - Sigma-Aldrich, Product number:
L1412-25G) was summed to initial enzyme solution and the solution with both enzymes
was added to the Erlenmeyer contained the mycelium. The suspension was incubated with
gentle shaking (70 rpm) at 28°C and protoplast release was monitored once every hour
for 3 hours by microscopic observation of 10 UL in hemocytometer. After 3 hours, the
solution was then passed through four layers of cheesecloth to retain the mycelial cells
and centrifuged at 1000 rpm for 10 min at 5°C, where protoplasts were remained in the

supernatant fluid and the remaining mycelium pelleted. The pellet was washed in 0.7 M
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NaCl (pH 6.0) and centrifuged again (1000 rpm, 10 min, 5°C) to collect the remaining
protoplasts. Protoplast suspension was centrifugated (2500 rpm, 20 min, 5°C) and
resuspended in 0.7 M NaCl (pH 6.0) to a final concentrationgpri@oplasts mii. The

solution was added to microtubes (1.5 mL) that was placed on ice for posterior use.

Fungal Transformation

The genetic transformation of Fop race 2 WT was performed according Sarrocco
et al. (2007) with some modifications. The plasmid pSM1 (5ug) was mixed to 200 pL of
protoplast solution and 50 pL of PEG Solution (25 % polyethylene glycol 6000, 50 mM
CaCb, 1 M Sorbitol, 50 mM - pH 7.5 - Tris-HCI), and incubated on ice for 20 min. 500
pL of PEG Solution were then added and the suspensions were incubated at room
temperature for 5 minutes. Aliquots of 2pD were poured onto Petri dishes containing
20 mL of regenerating medium (PDA supplemented with 1 M Sorbitelates were
incubated at 25°C and overlaid after 16 h with 5 mL of selective molten semisolid PDA

medium [0.8% (w/v) agar, 45°C] supplemented with hygromycin B at MIC.

Protoplasts regeneration and mitotic stability

Regenerating protoplasts were observed at regular intervals, from 72 h after
antibiotic addition. Hygromicin-resistant protoplast derived cell colonies were tested for
egfp expression by examination under the fluorescence microscope. The microscope used
was Olympus (Model IX 50) with a digital camera Q Color3 (Olympus PM-C35DX)
coupled to the program Q Capture Pro 6. Putative transformants that grew through the
selective agar layer were transferred to fresh selective agar plates supplemented with
hygromycin B at MIC. These transformants were also submitted to six successive
subcultures on selective and non-selective PBD&dium for confirming the mitotic

stability. Before each subculture, fluorescence from the mycelium was checked by
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microscopic observation. Fungal colonies that maintained their growth and the
fluorescence were considered as stable transformants strains. Single-spores colonies were
obtained from fluorescent mycelium. Mycelial discs from fungal colonies transformants

were stored similarly to fungal wild type.

DNA extraction and PCR reaction

Fop race 2 WT strain and putative transformants grown over cellophane at non-
selective and selective PDA medium, respectively. After seven days, the mycelium was
collected for DNA extraction according to Specht et al. (1982). PCR reaction was
performed for detection of thphosphotransferase gene (hph)transformants. The
thermocycler Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany) was programmed to
perform the initial denaturation at 95° C for 2 min followed by 39 cycles at 95° C for 1
min, 60° C for 1 min and 72° C for 1 min, and a final elongation at 72° C for 7 min.
Amplification was performed for a 25 pL final volume containing 5.0 puL of G&®Taq
Flexi Colorless Buffer [5X] (Promega, Madison, USA); 2.5 pL of Mg{25 mM]
(Promega, Madison, USA); 1.0 uL of dNTPs [2.5 mM of each dNTP]; 1.0 pL of the
primer hphl (5> CAGCGAGAGCCTGACCTATTIGC 3’) [5 uM]; 1.0 pL of the primer
hph2 (5 GCCATCGGTCCAGACGGCCGCGQG’) [5 uM]; 0.25 pL of the Go Td®
DNA Polymerase [5 U/pL] (Promega, Madison, USA), 1.0 pL of genomic DNA [150 ng
uLl] and 13.25 uL of autoclaved ultrapure water. After amplification, the PCR products
of the hph gene 0f690 bp were separated by electrophoresis in a 1.2 % agarose gel (w/v)
stained with ethidium bromide (0.2 pg ML $X174/Haelll (Promega, Madison USA)
was used as a molecular size marker.
Southern Blotting

Integration of the egfp gene was checked by Southern Blotting analysis. For this,

the genomic DNA of Fop race 2 WT isolate and putative transformants were digested
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with the restriction enzyme Hindlll (Promega, Madison, USA), which cut once within
the pSM1 outside the hph gene. The digestion reaction was performed for a final volume
of 50 pL with: 8 uL DNA (1pg utd), 4 pL of HindIll (10 U pLY), 10 pL Buffer E (10X)
(Promega, Madison, USA), 1 puL of BSA (Bovin Serum Albumin Acetylated) (Promega,
Madison, USA) and 27 uL of ultrapure water to complete the volume. The plasmid was
used as a positive control. The reactions were putted on water bath at 37°C overnight.
After the cleavage, the digestion reactions were stopped by putting it on water bath for
20 min at 80°C. The DNA digests were electrophoresed on a 0.8% agarose gel in TAE
1X for 12 hours at 40 V.

Before blotting, the gel was treated with denaturation solution (1.0 M NaCl and
0.4 M NaOH for 1 hour) and neutralization solution (1.0 M NaCl and 0.5 M Tris-HCI pH
7.2 for 1 hour). The DNA was then transferred by capillary from the gel to a 0.45 pm
pore size nylon membrane (Amersham Hybond™-N*, GE Healthcar®). Pre-
hybridization, hybridization, and post-hybridization washes were carried out according to
Sambrook and Russell (2001). The probe waslled using the PCR DIG Probe
Synthesis Ki{Roch&, Germany) anthe hybridizing bands were detected using the DIG
DNA Labeling and Detection Starter Kit version 19 (RF¢h8ermany)according to
fabricant’s instructions. DIG-labeled hybrids are detected with an anti-DIG-alkaline
phosphatase conjugate and the substrates NBT (nitroblue tetrazolium salt) and BCIP (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, toluidinium salt), which give a light blue
precipitate. Hybridization was carried out with the probe of PCR product of the hph gene
present in the plasmid pSM1 that ha@90 bp. For each egfp transformant, the number

of integrated copies of the plasmid pSM1 was observed.
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Plant inoculation

Two susceptible and one resistant common bean genotypes were inoculated with
two transformants. The genotypes were: BRS Estilo e CNFC 11965 (susceptible) and
Pérola (resistant). The spore suspension and inoculation of common bean plants were
prepared according to Pastor-Corrales and Abawi (1987). Spore suspension was
performed by add 10 mL of distilled water to each PDA medium plate containing the
fungus. Then, the fungal culture was scraped with a spatula to remove the mycelium
containing spores. The mycelium and spores were passed through four layers of
cheesecloth and the final spore suspension was diluted spaes mt.

The experiment was carried out in a greenhouse at Experimental Area Diogo
Alves de Melo, localized at Federal University of Vicosa, di@erais, Brazil (20°45°S
e 42°51°W). Seeds of each genotype were planted in trays containing substrate (Topstrato
HT®, Mogi Mirim-SP, Brazil) for the inoculation. 10 days after the sowing, the plants
were taken from the trays and their roots were washed in tap water. Approximately one-
third of the root tips were cut, and the remaining roots were immersed for 5 min in the
spore suspension of Fop race 2-egfp transformants. Inoculated seedlings were then
transplanted into plastic pots (one seedlings per pot) filled with the same substrate. For
each genotype were obtained 16 replications. Each pot was one repetition. The control
plants consisted in four seedlings inoculated in the same way, but the roots were immersed
in distilled water. Plants were grown at variable temperature (20-25°C), irrigated every
day or when necessary. All the pots were fertilized with urea as nitrogen source, 10 days

post-inoculation (DPI). As soon as the symptoms appeared the plants were collected.

Histopathological observation
Fluorescence MicroscopyRoot hairs sampled from common bean were analyzed by a

fluorescence microscopy. Each one of the root hairs examined was placed on a
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microscope slide with water and covered with a glass coverslip. The U-MWU?2 filter was

used for EGFP detection.

Confocal Laser Scanning Microscopy - Common bean stem and root sections were cut
on a manual microtome (model LPC, Rolemberg and Bhering) and placed on a
microscope slide with water and covered with a glass coverslip. The samples were
visualized using a Zeiss Laser Scanning Microscopy (LSM) 510 Meta. Specific excitation
and emission of the protein EGFP were effected by excitation at 488 nm (first dichroic
optical filter HFT 488/543) with Argon laser (transmission 20%), collection of emitted
light with a KP 545 nm filter, Plate for the second dichroic and None for the third channel.
Images were acquired and emerged by the Zeiss LSM Image Browser and processed using

Adobe Photoshop (version 6.0).

Results

Minimum inhibitory concentration (MIC)

The MIC assay had revealed that the growth of Fop race 2 WT was partially inhibited at
150 pg mt! and completely inhibited at 200 pg rhbf hygromycin B (Figure 1)Thus,

the selection of transformants was performed with 2§@nL* hygromycin B.
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Control 25 ug mL" 50 pug mL”" 100 pg mL" 150 pg mL" 200 pg mL"

Figure 1 Assay of resistance of Fop race 2 to increasing concentration of hygromycin B
antibiotic to obtain the minimum inhibitory concentration (MIC).
Isolation and regeneration of protoplasts

Protoplast isolation of Fop race 2 was efficient with the combined use of enzymes
Driselase and Lysing Enzyme resulting in the biggest number of protoplasts with 3 hours
of digestion. Increasing this digestion time sharply decreased the number of protoplasts.
About 90% of the mycelium formed a spherical state under observation at optical
microscopysing a high-dry objective with a magnification power of 40%.protoplasts
mL* dilutions were obtained from 480 mg of mycelium in each replication. Regeneration
capacity of fungal protoplasts showed good performance with 1M of Sorbitol, an osmotic
stabilizer. The regenerated protoplasts showed intense mycelium growth, identical to

those of the Fop race 2 WT.

The transformants and Southern Blotting analysis
The transformants colonies of Fop race 2 became visible four days after
transformation, when they produced abundant mycelium. From a total of 200

hygromycin-resistant colonies that growth in the selective medium (PDA + 200 jig mL
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hygromycin B), 60 colonies were able to express the EGFP. EGFP protein was easily
detectable in the cytoplasm from mycelial cells, and in the spores of the fungus Fop race
2 (Figure 2 A-F).

Stability of egfp-Fop race 2 transformants was tested by six consecutives
transferences of a 9 mm diameter plug (ten days old) of each putative transformant to
selective medium alternated with common medium. After this procedure, from a total of
60 colonies we selected five hygromycin resistance colonies (EGFP1, EGFP2, EGFP3,
EGFP4 and EGFP5), for posterior use. These colonies had growth, asexual structures and
morphology similar to Fop race 2 WT. Furthermore, they also showed a uniform and
strong fluorescence EGFP.

The integration of the hygromycin B phosphotransferase gene (hph) into genome
of the transformants EGFP1, EGFP2, EGFP3, EGFP4, and EGFP5, was supported by
PCR analysis. The primers hphl and hph2 amplified 690 bp fragments that corresponded
to the hygromycin B-resistant gene (hph gene). The five stable transformants expressing
EGFP were confirmed by the PCR reaction (Figure 3).

Southern blotting hybridization showed that in all cases the plasmid integrated
into genomic DNA in one (EGFP4 and EGFP5) or more positions (EGFP1, EGFP2 and
EGFP3) (Figure 4). Thus, single or multiple integrations of plasmid were detected in the
five transformants, and the hybridization pattern confirmed that all the integrations

occurred randomly in the genome of the fungus.
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Figure 2 Microscope images of the transformant mycelium of Fop observed under white
light (A) and UV fluorescent light using the filter U-MWU2 (B). Fluorescence
microscopy of Fop mycelium showing bright green fluorescence characteristic of EGFP
expression. The EGFP expression is distributed throughout the mycelial cytoplasm (C
and D) and even in the spores: macro and microconidia (E and F).
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Figure 3 PCR confirmation of the presence of the hph gene in hygromycin-resistant Fop
race 2 transformants. The PCR analysis was carried out using genomic DNA and the hphl
and hph2 primers, which amplified a 690 bp fragment. Lane 1: DNA molecular size
markerpX174/Haelll; positive control with the pSM1 plasmid vector (lane 2); selected
hygromycin-resistant Fop race 2 transformants.

A) B)
Fop race 2 pSM1

Foptace2 Marker EGFP1 EGFP2 EGFP3 EGFP4 EGFPS (ntroli

EGFP1 EGFP2 EGFP3 EGFP4 EGFP5 WT WT
(bp)

20000
0 et - —
7000 | T Sl B —

e

Figure 4 (A) Genomic DNA digested with Hindlll. DNA from putative transformants
EGFP1, EGFP2, EGFP3, EGFP4, and EGFP5; Fop race 2 WT DNA and Marker: DNA
molecular size marker; O’GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific

Fermentas, United Stated})(Southern blotting analysis. The profile of integrations and
the corresponding sizes of the hybridized DNA fragments are shown as bands. DNA from

transformants EGFP1, EGFP2, EGFP3, EGFP4, and EGFP5at®@ WT DNA and
pSM1 plasmid DNA (control).
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Pathogenicity

It was not observed any morphological, structural difference or on growth
characteristics between the transformants and the race 2 WT; all of them cultivated on
PDA. The transformants EGFP4 and EGFP5 that have only one copy of the plasmid in
their genome were selected for inoculation in common bean genotypes. When inoculated
on common bean susceptible genotypes BRS Estilo and CNFC 11965, the transformants
EGFP4 and EGFP5 were able to cause Fusarium wilt symptoms, similar to that caused
by the wild type. At 25 DPI the transformants caused wilting, leaf fall and browning,
followed by plant death (Figure 5A-B) with the stem covered with pinkish masses of Fop
conidia (arrow in Figure 5C). The colonization of EGFP4 and EGFP5 transformants was
not visualized on plants of the resistant cultivar Pérola. On this genotype, the plants did

not show any symptoms.

egfp-Fop race 2 colonization in common bean tissues

The colonization by EGFP4 and EGFP5 in roots and stems from common bean
was analyzed on different DPI using the fluorescence and confocal microscope. By using
the fluorescence microscope, we could visualized that the transformants colonized roots
systems from both susceptible genotypes in a similar way: first colonizing root surface
and subsequently penetration into the root hair epidermal cells. After penetration, at 6
DPI, egfp-Fop started the colonization with the hyphae growth throughout the
intercellular spaces of epidermal cells of roots hair (Figures 6A and B). The infection
progressed to the main root, stem, and vascular cylinder. By fluorescence microscope
observations, we could observe the presence of common bean autofluorescence
comparative to white light (Figure 6C - H). For this reason, from now on, we started using

the confocal microscope.
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Figure 5 (A) Plants of susceptible cultivar BRS Estilo inoculated with Fop race 2
transformants (EGFP4 or EGFP5) (left pot) and plants control (right pot) at 20 days pos-
inoculation. (B) Wilt shoot and necrosis of leaves of susceptible line CNFC 11965 at 25
days pos-inoculation. (C) Plant death with falling leaves, apex necrosis and sporulation
of the pathogen in susceptible cultivar BRS Estilo at 25 days pos-inoculation.
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penetration in root hair

Figure 6 Fluorescence microscope images of penetration and colonization of Fop
race 2 EGFP4 into root hair of susceptible cultivar of common bean (A and B).
Fluorescence images of longitudinal sections of common bean stems under white
light (C and D) and UV Fluorescent light (E and F) where evidences common bean
tissues autofluorescence. Transverse sections with intense autofluorescence (G and
H).
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Observing the susceptible genotypes tissues by using the confocal microscope, the
progress of root colonization to stem was observed from two to five DPI, based on tissues
sections from different plants at different times from the same genotype. The colonization
of vascular cylinder was observed only at 19 DPI. At 21 DPI, the colonization of
parenchyma cells expanded into the vascular cylinder (Figure 7A-F). At 25 DPI the plant
apex showed severe necrosis and then the plant death. In common bean tissues of the
resistant cultivar Pérola, no fungal growth was observed in any DPI.

The detection of EGFP expression by the fungus occurred up to 11 DPI, totaling
26 days without hygromycin B selection pressupggdifrom spores’ germination to the
11° day post-inoculation. The expression of green fluorescent protein in root hairs
occurred up to 11 DPI. Sequentially, in the stem parenchyma cells were not possible to
observe EGFP expression (Figure 7A - F). Nevertheless, after stem re-isolation on
selective medium, few colonies grew slowly and weakly produced the EGFP protein.
Besides that, the fluorescence of these colonies was not anything like that strains after the
mitotic stability and before the common bean inoculation. On the other hand, we can
confirm the presence of EGFP4 and EGFPS5 in host tissues due to plant wilting and

presence of mycelial cells and conidia during plant colonization process (Figure 7A - F).
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Figure 7 Confocal images of the longitudinal sections of common bean stems. Common
bean stem parenchyma cells with colonization of Fop race 2 EGF4 transfofraant (

B). Colonization of parenquimatic cell with mycelial growth in direction to vascular tissue
(C and D). Hypha growth in vascular tissue (xylem vessels) of transverse sections of
common bean stemk @ndF).

Discussion
Vascular wilts are widespread and destructive manifesting symptoms of wilting
that progress to falling leaves, vascular browning, and necrosis followed by plant death.

The fungus Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli occurs in almost all producing areas of
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common bean worldwide affecting the grain yield and farmers economic stability. Studies
that aimed elucidate the infection process and the dynamics of colonization of common
bean by Fop provide relevant information to understand the pathosystem. These
informations could be applied in Fop control by antagonistic microorganisms and
adoption of new mechanisms of resistance to the development of resistant cultivars. Our
work reports the isolation and analysis of Fop transformants expressing the EGFP protein

and its use to follow common bean colonization process.

MIC

To select transformants of Fop race 2 the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) of Hygromycin B, a common dominant selectable marker, was determined.
Previously, in other studies with many formae speciales of Fusarium oxysporum, 100 pg
mL? of hygromycin B was sufficient to inhibit wild type colony growth (Nonomura et
al., 2001; Zvirin et al., 2010; Lakshman et al., 2012). In contrast, in our study Fop race 2
was completely inhibited on concentration at 200 pg*rok hygromycin B (Sigma-

Aldrich) in PDA medium.

Isolation and regeneration of protoplasts
A number of 10 protoplastsnL™ of Fop race 2 WT were obtained in 3 hours of

enzyme digestion. However, when we increased this time, the number of protoplasts
declined. The bursting of protoplasts might be caused by injury to membranes by protease
present in Lysing Enzyme. Some authors have reported that proteolytic activity present
in some enzymes can affect protoplastization efficiency and protoplasts integrity (Liu and
Zhu, 2000; Patil et al., 2015). The osmotic stabilizer used in the protoplastization (NaCl
0.7 M pH 6) could keep favorable conditions for the enzimatic digestion and maintained

protoplasts integrity until new cell wall could regenerate (Singhvi et al., 2013; Zhao et
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al., 2014). Sorbitol benefited protoplast regeneration in solid medium proved by abundant
mycelial growth in two days. Sorbitol has been successfully used in fungi protoplasts
regeneration (Sarrocco et al., 2007; Morocko-Bicevska and Fatehi, 2011; Feng et al.,

2012). The protoplasts obtained were used in fungal transformation procedure.

Transformation and Southern Blotting

Fusarium oxysporum have been transformed by various authors to study host-
pathogen interaction and their host colonization process (Lagopodi et al., 2002; Visser et
al., 2004; Sarrocco et al., 2007; Paparu et al., 2009; Zvirin et al., 2010; Li et al., 2011;
Lakshman et al., 2012).

The EGFP detection were easily visualized by fluorescent microscopy where was
possible to notice fungal structures expressing the fluorescent protein. The egfp gene
encodes a protein that is produced in the cell cytoplasm, providing it’s visualization in
the structures of the fungus, as mycelium, spores (macro or micro conidia), and cell wall.
Microconidia with strong fluorescence proved that the fluorescence persisted along the
fungi reproduction.

After the transformation, egfp-Fop race 2 transformants were tested for genetic
stability of integrated plasmid. The transformants continued to express egfp gene, even
after six transfers for new PDA medium with and without hygromycin B. This result
indicated that these are stable transformants. Besides, these transformants had growth
characteristics, asexual structures and morphology similar to Fop race 2 WT, and could
be used at common bean inoculations.

Southern blotting hybridization from transformants EGFP1 to EGFP5 showed
single plasmid integration in the transformants EGFP4 and EGFP5; and the others three
transformants showed two or three copies of the plasmid were inserted. In general, many

copy of the plasmid should be integrated in the fungus mediated by PE&/CaCl
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transformation system using heterologous genes, but we could see in this study that single
integration can also be obtained. Some studies that transformed Fusarium oxysporum by
PEG/CaC] obtained single integration of egfp gene and stable transformants (Pietro and

Roncero, 1998, Nonomura et al., 2001, Visser et al., 2004, Sarrocco et al., 2007).

Common bean autofluorescence

On the fluorescence microscope images, when we follow the fungus infection and
colonization process, we could observe the presence of common bean autofluorescence.
The intense bright red and green colors of the main root and sections of stem tissues
characterized this phenomenon. There is no information about common bean anatomy
and autofluorescence in the literature. At fluorescence microscope, it was not possible
eliminate the common bean autofluorescence. However, at confocal microscope, the
adoption of filters that restrict the wavelength of excitation and emission to nearly EGFP

values (488 nm and 525 nm, respectively) eliminated that autofluorescence.

Fluorescence of egfp-Fop transformants

In this study, the Fop race 2 transformants isolates led the common bean to death
at 25 days. However, when considering the use of the disease severity scale of Pastor-
Corrales and Abawi (1987), the authors related that Fop takes 21 days to kill susceptible
genotypes. So, we found that Fop race 2 and its respectively transformants required more
time to kill the plant.

Using confocal microscopy images we observed that Fop race 2 transformants had
a narrow intercellular colonization in the parenchyma cells and it was slow to reach the
xylem vessels. Besides, the fluorescent fungal structures were hampered and we suggest
that a long time exposition of EGFP to laser excitation altered the fluorescent protein

(Lippincott-Schwartz et al., 2003). This phenomenon called as photobleaching has been
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previously reported (White and Stelzer, 1999; Heikal et al., 2001; Bogdanov et al, 2012).
The photobleaching is a possible reason for the absence of EGFP protein visualization of
the fungal structures in common bean tissues after 11 DPI. In studies with fluorescence
microscopy, the brightness and the photostability are desirable characteristics of
fluorescent proteins for successful applications (Bogdanov et al, 2012). Furthermore, the
weak intercellular colonization of Fop race 2 transformants in the parenchyma cells of
the root, crown and in the xylem vessels, could influence the EGFP observation.

Nifio-Sanchez et al. (2015) using two Fop isolates that differed in aggressiveness
and were transformed to express the GFP protein, conducted assays to evaluate the
patterns and dynamics of the fungal colonization of common bean in hydroponic system.
The weakly aggressive isolate showed a stronger growth in the intercellular spaces of the
parenchyma cells of the root and then the hypocotyl, but it was less efficient colonizer of
the xylem vessels. On the other hand, the highly aggressive isolate presented a quickly
initial colonization stage of parenchymal cells and after restricted its growth to the xylem
vessels. At 21 DPI, plants inoculated with the highly aggressive strain were almost dead
and showed complete necrosis of the crown region and extensive necrosis of the xylem
vessels of the hypocotyl. For the weakly isolate, at the same time, the plants had some
chlorosis, necrotic crown and some symptoms of necrosis in the xylem system of the
hypocotyl. Observing that the weakly isolate patterns of colonization was predominant
parenchymal, we can compare this colonization dynamics with our isolate Fop race 2,
that was mainly by the parenchyma cells.

Once the hyphae and others structures of the fungus were observed using confocal
in the bean tissues, the absence of fluorescence in Fop race 2-egfp transformants did not

prevent fungus visualization and to follow the colonization process.
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egfp-Fop race 2 colonization of common bean tissues

The infectious process of EGFP4 and EGFP5 transformants consisted of spore
germination and penetration through injuries made in bean roots. The hyphae growth in
epidermal root hairs was observed at 6 DPI. Oren et al. (2003) and Lagopodi et al. (2002)
also observed that the first contact between Fusarium oxysporum and their hosts begins
predominantly by root hairs. From th& ® the 1¥ DPI, the colonization expanded from
root parenchyma cells to the xylem vessels, where the pathogen remained in growth and
sporulation. Many factors can facilitate Fop infection on field conditions. Some of them
are natural injuries, nematodes, soil pests and pathogens, compacted and soaked soil.
These factors can benefit pathogen development and disease incidence in common bean
fields.

At this stage of disease development the plant shoot were completed wilting
resulting of the colonization process. This wilt became severe with the disease progress
which is speed up by the upward mycelial growth in conducting vessels, and the flow of
crude sap that carries conidia distributing them throughout the plant (Abawi, 1989;
Pereira et al, 2013). Obstruction of conducting vessels contributed to plant death, which
came forth from 24 DPI. It was possible to observe the spores on the surface of the dead
plant that, under field conditions, can contribute to infect neighboring plants and to spread
the disease.

At the beginning of the infection in root hairs, intercellular colonization of root
system was observed by the pathogen. Later on, the intercellular mycelial growth was
predominant in the colonization of stem parenchyma cells. The preferential growth of
hyphae along the intercellular in initial disease resembles other formae speciales of
Fusarium oxysporum as described by Lagopodi et al. (2002) and Li et al. (2011). On the
other hand, the intracellular growth in late stages of the disease had also been reported by

other authors in Fusarium oxysporum (Lagopodi et al, 2002; Olivain et al., 2006).
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This study can contribute to the development of more effective control measures
against this phytopathogen, by add informations about the main development stages
exhibited by Fop in common bean cultivars. One example of the contribution of these
informations is providing the main development stage of the pathogen for biological
control application with antagonists isolates to decreasing disease severity. This
application were related by Forsyth et al. (2006) and Olivain et al. (2006) with
nonpathogenic isolates of Fusarium oxysporum and with Trichoderma (Hilaire et al.,
2015). Further studies should be conducted to compare dynamics of the colonization of

common bean by Fop in others genotypes and with others isolates.

Conclusions
I) The PEG/CaClmediated transformation is an efficient method for insertion of

exogenous DNA and obtaining stable transformants from protoplasts of Fop;

i) Based on the visualization of common bean colonization process by Fop @aday2,
post-inoculation (DPI), the fungus grew on the root hair epidermis, and on parenquimatic
cells at 11 DPI, in a intercellular way. At 19 DPI, the fungus reached xylem vessels
blocking the water and minerals passage for shoots resulting in wilt and plant death in 25

DPI.
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CONCLUSOES GERAIS

A reducdo do crescimento, carater estimado pela reducdo da altura e da massa
fresca de parte aérea da planta, apresenta potencial para ser usado na selecao de linhagen
no melhoramento genético do feijoeiro para resisténcia a murcha-de-fusarium. Esse
carater é governado por um conjunto de genes diferentes daqueles que determinam a
resisténcia & doenca mensurada pela nota de severidade. Considerando 0s caracteres
produtividade de grdos, resisténcia a mumiéisarium e reducdo do crescimento
simultaneamente, a populagéo segregante oriunda do cruzamento entre VC 25 / CVIII
8511 e VC 25/ Pérola é promissora visando o melhoramento do feijoeiro.

A resisténcia do feijoeiro a murcha-de-fusarium é dominante e governada por um
gene de efeito maior e poligenes. Os altos valores de herdabilidade € indicio de que com
a selecdo, maiores ganhos podem ser proporcionados. A partir de retrocruzamentos, a
introgressao do gene dominante de efeito maior pode ser realizada com sucesso. Por um
programa de selecdo recorrente os poligenes também podem ser incorporados em
linhagens elites do programa. Outros trabalhos poderam elucidar se os poligenes estéo
envolvidos na reducédo do crescimento da planta, retratada no primeiro capitulo.

A partir da visualizagdo do processo de infeccdo e colonizagdo do feijoeiro-
comum por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), protoplastos foram transformados
pela metodologia de PEG/Ca@lara expressdo do gene egfp. Com base na visualizacao
do processo de colonizacao do feijoeiro por Fop raca 2, seis dias apés a inoculagéo (DPI)
o fungo colonizou a epiderme de pelo radicular da raiz, e em células parenquimaticas
adjacentes aos 11 DPI, de um modo intercelular. Aos 19 DPI, o fungo atingiu vasos do
xilema bloqueando a passagem de agua e minerais para parte aérea resultandosem murch

e morte da planta aos 25 DPI.

107



APOIO FINANCEIRO
Esta tese foi financiada pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais
(FAPEMIG) projetoAPQ-01073-13intitulado “ Transformacdo De Isolados Com GFP
Para Estudo Da Infec¢do Do Feijoeiro Com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli Visando
Melhoramento Para Resisténcia A Murdd@Fusario ” sob coordenacdo do Professor
PEDRO CRESCENCIO SOUZA CARNEIRO, coorientador da aluna RENATA

OLIVEIRA BATISTA autora desta tese.

108



