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EXTRATO

NIETSCHE, Silvia, D. S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2000.
Mancha-angular do feijoeiro-comum: variabilidade geneéetica do
patdégeno e identificagio de marcadores moleculares ligados a
resisténcia. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Conselheiros: Everaldo
Gongalves de Barros e Maurilio Alves Moreira.

A mancha-angular, causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola (Sacc.)
Ferraris, & atualmente uma das principais doencas do feijoeiro no Brasil. O
patdgeno apresenta alta variabilidade, e o desenvolvimento de novas
variedades depende da identificagao de novas fontes de resisténcia. Trabalhos
recentes tém demonstrado a alta diversidade genética desse patégeno e a sua
co-evolugdo com os grupos Andino e Mesoamericano de feijoeiro. Trabalhos
acerca da heranga da resisténcia a P. griseola tém evidenciado uma herancga
monogénica dominante em alguns casos e recessiva em outros. Os objetivos
dessa série de estudos foram investigar a diversidade genetica de P. griseola,
determinar a heranga da resisténcia e identificar marcadores RAPD e SCAR
ligados ao gene de resisténcia a mancha-angular no cruzamento entre Ruda e
Cornell 49-242. Para avaliar a diversidade genética de isolados de P. griseola
coletados no Estado de Minas Gerais e em diversos estados brasileiros. foi
utilizada uma série diferenciadora composta de 12 variedades de feijjao e

marcadores RAPD. Os estudos acerca da diversidade genética confirmaram a
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alta variabilidade genética do patégeno no Estado de Minas Gerais e no Brasil
Dentre 49 isolados provenientes do Estado de Minas Gerais, identificaram-se
17 ragas fisiolégicas. O patotipo 63.31 foi a raca que agrupou o maior nimero
de isolados, estando distribuida em quatro das cinco regides amostradas.
Apenas um isolado apresentou reacao de compatibilidade com todos os
genodtipos da série diferenciadora e foi classificado como do patétipo 63.63, o
que indicou a necessidade de inclusdo de novos genédtipos na série
diferenciadora. Por meio do uso do primer OPAA 11 e dos dados do fenotipo
de viruléncia, determinou-se a presenca do acervo Mesoamericano no Estado
de Minas Gerais. Foram estudados 39 isolados provenientes de diversos
estados brasileiros, tendo sido identificados 20 patétipos. Além da
determinacédo da diversidade genética, foram testadas nove potenciais fontes
de resisténcia. O cultivar Mexico 54 evidenciou-se como o mais resistente,
apresentando reacao de incompatibilidade a 20 das 25 racas testadas. Os
cultivares AND 277, MAR 2, Cornell 49-242, Bat 332 e G 5686 também se
destacaram como boas fontes de resisténcia. O cultivar Ruda foi suscetivel a
maioria dos isolados testados. Os resultados do estudo de heranca indicaram a
presenca de um gene dominante controlando a resisténcia a mancha-angular
no cultivar Cornell 49-242. Foram mapeados dois marcadores RAPD (OPNO02
890 e OPE04 650) ligados em fase de acoplamento a 3.2 e 12,5 cM do gene de
resisténcia. O fragmento NO02 890 foi transformado em um marcador do tipo
SCAR. Foi proposta a designagéo Phg-2 para o gene de resisténcia presente
no cultivar Cornell 49-242. As analises efetuadas na série diferenciadora
indicaram que alguns gendtipos ndo sédo bons diferenciadores da mancha-
angular. Fatores experimentais podem estar contribuindo para uma
classificagéo incorreta dos patdtipos de P. griseola.



ABSTRACT

NIETSCHE, Silvia, D. S. Universidade Federal de Vigosa, July, 2000.

pomr.non bean angular leaf spot pathogen genetic variability and
identification of molecular markers associated with resistance. Adviser:

Aluizio Borém de Oliveira. Committee Members: Everaldo Gongalves de
Barros and Maurilio Alves Moreira.

Angular leaf spot, caused by fungus Phaeoisariopsis griseola (Sacc.)
Ferraris, is one of the most important bean disease in Brazil. The pathogen has
demonstrated to be highly variable and breeding programs dependent on the
identification of new resistance genes to develop resitant cultivars. Recent
studies demonstrated a high genetic diversity of this pathogen and its co-
evolution with the Andean and Mesoamerican common bean groups. Several
works has demonstrated that resistance to this pathogen has been attributed to
one gene, sometimes dominant or recessive. The objective of this study were to
determinate the inheritance of the resistance and to identify RAPD and SCARs
markers linked to angular leaf spot resistance gene in the cross between
Cornell 49 -2424 and Ruda, and to assay the genetic diversity P. griseola
isolates from the state of Minas Gerais and from others Brazilian states. A
differential series composed of 12 bean varieties and RAPD markers were
used. Out of 49 isolates tested in Minas Gerais state, 17 races were identified.

Race 63.31 grouped the greatest number of isolates, being distributed in four of



the five studied regions. The virulence phenotypes showed a high virulence of
the isolates. One isolate presented a reaction of compatibility with all genotypes
of the differential series and was classified as being from race 63.63, wich
suggest the introduction of the new genotypes in the series. The use of OPAA
11 primer and differential series, suggest the group mesoamerican in Minas
Gerais state presence. The genetic diversity of 39 P. griseola isolates from the
seven brasilian states were studied. The results confirmed a variability of the
pathogen in Brazil: in 30 isolates tested. 20 phisiological races were obtained.
In this study, not only the determination of the races was carrie out, but also
nine potential resistance sources were tested. The results confirmed a
variability of the pathogen in Minas Gerais state and in Brazil The Mexico 54
cultivar was the most resistant, pressenting incompatibility reaction to 20 of the
25 races tested. AND 277, MAR-2, Cornell 49-242, BAT 332 and G5686
cultivars were good resistance sources. The cultivar Ruda, type, was
susceptible to most of the isolates. In the inheritance study, the results indicated
that a single gene dominant controls resistance in Cornell 49-242. Two RAPD
markers were mapped OPN02 seo and OPEO4 g5 in coupling phase at 3.2 and
12.5 cM from the resistance gene. The NOO2 gqo fragment was transformed into
a SCAR marker and we proposed the designation Phg-2 for the angular leaf
spot resistance gene in cultivar Cornell 49-242. The use of RAPD markers and
the characterization of the pathotypes of P. griseola indicate the necessity of
the substitution of some genotypes and the standardization of the protocols and

methodologies related to the characterization of the genetic variability of P.
griseola.
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INTRODUGAO

De acordo com a FAO... (1992), o Brasil & o maior produtor e
consumidor mundial de feijao (Phaseolus vulgaris L.), com um consumo "per
capita” de 20,3 kg/hab./a. A produgao média nacional no periodo de 1994-1998
foi em torno de 2,7 milhées de toneladas, correspondendo a uma area de 4.9
milhGes de hectares, com rendimento médio de 550 kg/ha (IBGE, 1994). No
Brasil, o feijoeiro, além de ser a principal leguminosa utilizada na alimentacédo

humana, caracteriza-se por ser um dos produtos agricolas de maior

importancia socio-econémica (TULMANN NETO, 1975).

Apesar da grande area de producao de feijao, dados tém evidenciado a
baixa produtividade brasileira. Entretanto, em condigdes ideais, podem ser
obtidas produtividades em torno de 3.500 kg/ha. O feijdo & uma espécie de
origem americana, que desde sua domesticagdo vem sofrendo intenso
processo de selegao. Apesar disso, possui diversas caracteristicas que
precisam ser melhoradas e adaptadas as condigbes de cultivo brasileiras.
Cultivares com baixo potencial produtivo, plantio em solos de baixa fertilidade,
baixa utilizagdo de tecnologia e associagdo simbidtica ineficiente, além da
suscetibilidade a diversas pragas e doengas, sdo os principais fatores que
contribuem para a baixa produtividade nacional (BALARDIN, 1990).

No Brasil, os programas de melhoramento do feijoeiro tém como
Principais objetivos o aumento da produtividade e a resisténcia a doengas. O

feijoeiro é hospedeiro de grande numero de organismos patogénicos (fungos,
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bactérias, virus e nematéides). Dentre as doengas fungicas, a mancha-angular,
cujo agente causal é o fungo Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, € uma
das mais importantes, sendo de ocorréncia generalizada nas diversas areas
produtoras dessa leguminosa. No Brasil, esta foi uma das primeiras doencas
do feijoeiro a serem investigadas (Noack, citado por COSTA et al., 1982). No
passado foi considerada uma doenca de final de ciclo da cultura, que causava
pequena redugcdo na produgdo (BONILLA, 1958). Entretanto, mais
recentemente, passou a ser considerada uma das principais doengas do
feijoeiro, sendo a ela atribuida expressiva redugao nos rendimentos.

De acordo com ZAUMEYER e THOMAS (1957), a mancha-angular
reduz a vitalidade do feijoeiro, diminuindo, conseqlentemente, sua
produtividade. Na Colémbia, a mancha-angular pode reduzir de 40% a 60% o
rendimento da cultura, além de prejudicar a qualidade fisiologica da semente
(BARROS et al., 1957). No México, relatos evidenciaram perdas de até 80%
(CRISPIN et al., 1976); no Brasil, conforme informagdes de MORA-BRENES et
al. (1983), RAVA et al. (1985) e SARTORATO e RAVA (1992), as perdas
chegam a 70%, dependendo das condigbes de ambiente e da suscetibilidade
dos cultivares.

A variabilidade genética apresentada por um patégeno constitui-se num
importante fator a ser considerado em um programa de melhoramento visando
ao controle de doengas. Evidéncias preliminares acerca da resisténcia do
feijoeiro-comum a mancha-angular foram apresentadas por BROCK (1951).
Posteriormente, a variabilidade patogénica de P. griseola foi documentada por
varios autores, que demonstraram a grande variabilidade desse patégeno no
Brasil, na América Latina e na Africa (ALVAREZ-AYALA e SCHWARTZ, 1979;
SARTORATO e RAVA, 1984 CORREA-VICTORIA, 1987, SARTORATO et al.,
1991, PYNDJI, 1993; LACERDA et al., 1994; GUZMAN e GILBERTSON, 1995;
PASTOR-CORRALES e JARA, 1995; PASTOR-CORRALES e PAULA JR.,
1996; APARICIO, 1998). CORREA-VICTORIA (1987), por meio de analises
isoenzimaticas, avaliou 55 isolados provenientes dos EUA, de diversos paises
da América Latina e da Africa, dividindo-os em dois grupos. Isolados africanos
apresentaram o padréo tipo 1 associado aos cultivares de sementes grandes
oriundos da regido dos Andes. Isolados dos EUA e da América Latina

apresentaram o padréo tipo 2 associado aos cultivares de sementes pequenas



provenientes das Américas do Norte e Central. PASTOR-CORRALES e JARA
(1995) também conduziram trabalhos a respeito da diversidade genética de P.
griseola e da sua co-evolugdo com o feijoeiro na Ameérica Latina. Na
caracterizacdo da variabilidade do patogeno, esses autores utilizaram
cultivares diferenciadores e marcadores moleculares RAPD. Os resultados
obtidos com esse trabalho confirmaram a separacgao dos fenodtipos de viruléncia
em dois grupos: o primeiro, denominado Andino, por infectar somente os
cultivares de origem andina e, o segundo grupo, denominado Mesoamericano,
por infectar tanto cultivares Andinos quanto Mesoamericanos.

A determinagdo da variabilidade genética do fungo e o estudo da
heranga da resisténcia das principais fontes de resisténcia de P. vulgaris a P.
griseola s&o essenciais em programas de melhoramento visando a resisténcia
a mancha-angular. Estudos de heranca vém indicando que a resisténcia pode
ser atribuida a um, dois ou trés genes, em alguns casos dominantes e, em
outros, recessivos. BARROS et al. (1957), SANTOS FILHO et al. (1976),
SINGH e SAINI (1980) e SARTORATO et al. (1993) observaram que, na
maioria dos cruzamentos simples, a resisténcia era recessiva e controlada por
dois ou trés genes independentes e que, em poucos cruzamentos, a resisténcia
era dominante.

Trabalhos mais recentes sobre a heranga da resisténcia a mancha-
angular evidenciaram que, nos cruzamentos das linhagens AND 277, MAR 2 e
Mexico 54 com o cultivar suscetivel Ruda, foi determinada heranca
monogeénica e dominante nos trés cruzamentos (CARVALHO et al., 1998;
FERREIRA, 1998; SARTORATO et al., 1999).

Marcadores moleculares tém sido utilizados em programas de
melhoramento para monitorar a transferéncia de genes especificos de um
cultivar para outro. Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) (WILLIAMS et al., 1990, WELSH e Mc CLELLAND, 1990) tém sido
amplamente utilizados para identificar e selecionar genodtipos com importantes
genes de resisténcia a varios patégenos (HALEY et al., 1993; JOHNSON et al..
1995; YOUNG e KELLY, 1996; CARVALHO et al., 1998; FERREIRA, 1998:
ALZATE-MARIN et al., 1999; SILVA et al., 1998; SARTORATO et al., 1999).

Os marcadores do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region) (KESSELI et al., 1992) séo altamente especificos e nao apresentam os
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problemas de reproducibilidade dos marcadores RAPD; em muitos casos,
marcadores podem ser detectados sem a necessidade da sua separagéo por
eletroforese (MELOTTO et al.,, 1996). Esses marcadores representam locos
unicos geneticamente definidos, identificados por amplificagdo de PCR de DNA
gendmico, com pares de primers especificos de oligonucleotidios.

O objetivo geral do presente trabalho consistiu no estudo da heranga da
resisténcia do feijoeiro-comum a mancha-angular e na analise da variabilidade
genética de isolados de P. griseola coletados em diferentes estados do Brasil.
Os objetivos especificos foram:

- Classificar em patotipos os isolados de P. griseola de cinco localidades do
Estado de Minas Gerais, por meio do uso de uma série diferenciadora.

- Verificar a que acervos os isolados coletados pertencem.

- Classificar em patotipos os isolados de P. griseola coletados em diferentes
estados brasileiros, por meio do uso de uma série diferenciadora.

- Avaliar a reagéo de algumas fontes de resisténcia 8 mancha-angular.

- Avaliar o comportamento da série diferenciadora internacionalmente aceita,
bem como a sua contribuigdo nos estudos de diversidade genética de P.
griseola.

Os artigos desta tese seguem os padroes da Revista Brasileira de
Fitopatologia, com adaptagées as normas da Universidade Federal de Vigosa

para feitura de tese.
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ESTUDO DA DIVERSIDADE GENETICA DE Phaeoisariopsis griseola NO
BRASIL

RESUMO

A mancha-angular do feijoeiro-comum, cujo agente causal € o fungo
Phaeoisariopsis griseola, € uma enfermidade de ocorréncia comum no Brasil.
Em razdo da crescente importancia dessa doenga em Minas Gerais € no
Brasil, o constante monitoramento da variabilidade do patégeno € uma
estratégia importante em programas de melhoramento visando a resisténcia a
doenca. Estudou-se a variabilidade patogénica de 72 isolados de P. griseola,
utilizando a série diferenciadora internacional. A primeira folha trifoliolada de
cada planta, com 15 dias de idade, foi inoculada com uma suspenséo de 2 x
10* conidios/ml, sendo as avaliagdes realizadas 15 dias apds a inoculagao.
Foram identificados 26 patétipos, confirmando a grande variabilidade
apresentada por esse fungo no Brasil. De todos os patétipos determinados,
destacaram-se como de maior freqiiéncia os seguintes: 63.31, 63.23, 63.39,
63.55 e 63.47. Apenas um dos isolados analisados infectou todos os cultivares
da série diferenciadora, tendo sido classificado como patétipo 63.63. Apenas o
isolado Pg 14, proveniente da Colémbia e utilizado como controle, apresentou
fenétipo de viruléncia do tipo Andino. Os resultados obtidos através do uso da
série diferenciadora e as analises moleculares com o primer OPA 11
evidenciaram a presenca apenas do grupo Mesoamericano de P. griseola em
Minas Gerais.

Palavras-chave: mancha-angular, variabilidade, resisténcia e marcadores
RAPD.



ABSTRACT

STUDY OF THE GENETIC DIVERSITY OF Phaeoisariopsis griseola IN
BRAZIL

Angular leaf spot, caused by Phaeoisariopsis griseola is a very common
bean disease in Brazil. Due to the great importance of this disease, the
constant monitor of the pathogen variability is an important strategy in a
breeding program aiming the development of resistant cultivars. The
pathogenic variability of 72 isolates was studied using the international
differential set. The first trifoliolate leaf of each plant was inoculated with
suspension of a 2 x 10* spores/ml. Evaluations were carried out 15 days after
inoculation. Twenthy six patotipes were identified which demonstrate the great
variability of the fungus in Brazil. Pathotypes, 63.31, 63.23, 63.39, 63.55 and
63.47 were the most frequent. Pathotype 63.63 was the most virulent. Only
isolate Pg 14, from Colombia, used as control, presented the virulence
phenotype of the Andean group. The virulence test and molecular marker,
using primer OPAA 11 confirmed the Middle American phenotype pool in
Brazil.

Key words: angular leaf spot, variability, resistance and RAPD markers.
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INTRODUGCAO

A mancha-angular do feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.), cujo
agente causador & o fungo Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, encontra-
se amplamente distribuida nas zonas tropicais e subtropicais do mundo
(Pastor-Corrales & Schwartz, 1994). No Brasil, o maior produtor e consumidor
de feijao do mundo, a mancha-angular € uma das enfermidades mais
importantes. Além do Brasil, em paises como Bolivia @ México, bem como na
América Central e na Africa, a doenga vem gradativamente causando danos
econdmicos aos produtores (Pastor-Corrales et al., 1998). Quando as
condigbes ambientais sdo favoraveis e o patbgeno esta presente, as perdas na
produtividade podem alcangar até 70% (Schwartz et al, 1982). O
melhoramento genético do feijoeiro visando a resisténcia a mancha-angular é
prioridade nesses locais, mas tem sido dificultado pela alta variabilidade
genética apresentada pelo patégeno (Villegas, 1959; Alvarez-Ayala e
Schwartz, 1979; Buruchara, 1983; Sartorato & Rava, 1984; Sartorato et al.,
1991; Lacerda et al., 1994; Pastor-Corrales & Jara, 1995; Aparicio, 1998).

Um dos importantes trabalhos sobre a variabilidade patogénica de P.
griseola no Brasil, através do uso da série diferenciadora, foi realizado por
Pastor-Corrales e Paula JR. (1996). Nesse trabalho, foram avaliados 27
isolamentos monospéricos provenientes de quatro estados brasileiros, onde
foram detectados 21 patétipos diferentes, cujas principais ragas encontradas
foram 7.39, 15.23, 15.39, 31.39 e 63.31, indicando que a diversidade de
patétipos de P. griseola no Brasil é bastante ampla. Outro trabalho de
destaque foi reportado por Aparicio (1998), autora que estudou cerca de 66
isolamentos monospéricos provenientes do Brasil e determinou a presenca de
30 patétipos diferentes. As ragas mais frequentes determinadas foram 15.39,
31.23, 63.31, 63.23 e 31.39, respectivamente 9, 7, 5, 3 e 3 isolados para cada
raca. Ambos os trabalhos realizados indicaram a alta diversidade de patétipos
e a presenca do acervo Mesoamericano no Brasil.

Devido a crescente importancia dessa enfermidade, diferentes grupos
vém estudando o patégeno na tentativa de caracterizar sua variabilidade

genética, bem como identificar novas fontes de resisténcia. O conhecimento
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dessa variabilidade e a identificagdo de novos genes de resisténcia sao de
grande importancia para o desenvolvimento de estratégias apropriadas para
obtencdo de variedades resistentes ao patégeno (Pyndji, 1993). O estudo da
diversidade de P. griseola ¢é efetuado por meio do uso de uma série
diferenciadora (Centro...— CIAT, 1994; Sartorato, 1989; Pastor-Corrales & Jara,
1995), de isoenzimas (Correa-Victoria, 1987), de marcadores RAPD (Guzman
e Gilbertson, 1995) e do uso combinado da série diferenciadora e de
marcadores RAPD (Pastor-Corrales & Jara, 1995; Nietsche, 1997).

O objetivo do presente trabalho foi estudar a diversidade genética de P.
griseola no Brasil, bem como monitorar a freqiiéncia das ragas através do uso

da série diferenciadora.
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MATERIAL E METODOS

Obtencdo de culturas monosporicas

Os isolados provenientes de diferentes estados do Brasil foram cedidos
pela Embrapa — Arroz e Feijao e coletados de variedades de feijao que
apresentavam os sintomas da mancha-angular em condigbes de campo de
diversas regides produtoras de feijao de Minas Gerais (Quadros 1 e 2). Na
obtencao das culturas monosporicas, utilizou-se a metodologia descrita por
Correa-Victoria (1987) e Pyndji (1991).

Quadro 1 — Isolados de Phaeoisariopsis griseola e sua origem coletados de
plantas de feijoeiro-comum, em diferentes localidades

N® Isolados Tamanho Grao' Localidade

1 Pg 14 P Colémbia

2 Jupi P Recife-PE

3 38-4 P Ipanema-AL

4 35 P Santana-AL

5 67 P Caruaru-PE

6 122-6 P Campina Grande-PB
7 122-3 P Campina Grande-PB
8 145-8 P Sta. M? Jetiba-ES
9 144-3 P Venda Nova-ES
10 155-7 P Afonso Claudio-ES
11 158-1 P Goiania- GO

12 161-3 P Afonso Claudio-ES
13 164-4 P Anépolis-GO

14 168-7 P Anapolis-GO

15 168-5 P Anapolis-GO

16 197-3 P Barreiras-BA

17 204-4 P Barreiras-BA

18 221-10 P Puxinana-PB

19 210-1 P Mato Grosso do Sul-MS
20 216-4 G Mato Grosso do Sul-MS
21 386-1 P Goiania-GO

22 517-1 P ltuporanga-SC

23 568-1 P Rio Verde-GO

24 581-3 P Urussanga-SC

25 581-1 P Urussanga-SC
26 586-2 P Urussanga-SC
27 594-2 P Anapolis-GO

¥ Tamanho do gréo: P = pequeno e G = grande.
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Quadro 2 - Isolados de Phaeoisariopsis griseola e sua origem coletados de
plantas de feijoeiro-comum em diferentes localidades

N® 2 Tamanho do Grao' Localidade* da Coleta
1 7-3 G Lavras
2 8-2 P Lavras
3 10-2 P Lavras
4 12-3 P Lavras
5 21-3 P Lavras
6 24-2 P Lavras
7 29-3 P Lambari
8 32-5 P Lavras
9 33-1 P Patos de Minas
10 36-3 P Patos de Minas
11 40-1 P Lavras
12 42-2 P Lavras
13 41-1 P Lavras
14 47-1 = Coimbra
| 15 48-1 P Coimbra
16 57-4 P Coimbra
i 59-3 P Coimbra
18 58-1 G Coimbra
19 75-2 P Coimbra
20 83-1 p Coimbra
21 94-1 P Coimbra
22 101-1 P Coimbra
23 105-2 = Coimbra
24 104-1 P Coimbra
25 110-4 P Pocrane
26 110-3 G Pocrane
27 110-2 P Pocrane
28 111-2 p Pocrane
29 1id=1 P Florestal
30 113-2 P Pocrane
31 112-1 =] Pocrane
32 113.1 = Pocrane
33 116-1 P Pocrane
34 147-1 =] Lambari
35 119-2 P Montes Claros
36 122-5 P Lavras
37 122-4 = Lavras
38 192.2 P Lavras
39 124-2 P Lavras
40 125-1 =] Lavras
41 144-1 P Coimbra
42 184-6 P Paracatu
43 291-6 P Unai
44 316-6 P Lavras
45 316-1 P Lavras

Y Tamanho do gréo: P= pequeno e G= grande.



Preparo do inéculo

De cada tubo contendo a cultura do patdégeno, obteve-se uma
suspenséao de conidios e fragmentos de micélio, a partir da adi¢géo de 2 ml de
agua estéril. Foi depositado 0,8 ml dessa suspensdo no centro de placas
contendo meio de suco de vegetais V8 (Campbell Soup Company, EUA). Em
seguida, as placas foram incubadas por 12 dias, a 24°C. O inéculo foi
preparado a partir das placas, adicionando-se agua destilada e raspando
suavemente a superficie da placa para remover os conidios;, em seguida,
procedeu-se a sua filtragem em gaze. Da suspensao obtida, ajustou-se a

concentragao final para 2 x 10* conidios/mL (Pastor-Corrales & Jara, 1995).

Inoculagao e avaliagao

Para analise do fenétipo de viruléncia, foi plantado um total de seis
plantas de cada diferenciadora (Quadro 3) para cada isolado monospérico de
P. griseola. Dezoito dias apés o plantio, a primeira folha trifoliolada de cada
planta foi inoculada com a suspenséo de conidios nas faces abaxial e adaxial,
com o auxilio de um DeVilbis n® 15. As plantas inoculadas foram mantidas em
camara Umida por um periodo de 48 horas, sendo, posteriormente, transferidas
para casa de vegetacao.

As avaliagdes foram efetuadas 15 dias apés a inoculagéo, por meio de
uma escala de severidade de nove graus adaptada do CIAT (1987) e descrita
a seguir: 1 — plantas sem sintomas da doenga; 2 — presenca de até 3% de
lesGes; 3 — presenca de até 5% de lesGes nao-esporuladas; 4 — presenca de
lesGes esporuladas, que cobrem aproximadamente 10% da area foliar; 5 —
presenca de varias lesbes esporuladas entre 2 € 3 mm, que cobrem
aproximadamente 10-15% da area foliar; 6 — presenca de numerosas lesées
esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem 15-20% da area foliar; 7 -
presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem
20- 25% da area foliar; 8 — presenga de numerosas lesdes esporuladas
maiores que 3 mm, que cobrem 25-30% da area foliar — geralmente
associadas a tecidos cloréticos, os quais podem coalescer e formar extensas

areas infectadas; e 9 — sintomas severos da doenca, resultando em queda
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prematura de folhas e morte. Plantas apresentando graus de severidade
maiores que 3 foram consideradas suscetiveis.
Na nomenclatura dos patétipos de P. griseola, foi utilizada uma escala

de valores binarios, apresentada no Quadro 3 (Pastor-Corrales & Jara, 1995).

Quadro 3 - Gendtipos de feijoeiro-comum como diferenciadores para
caracterizar patétipos de Phaeoisariopsis griseola

Genétipo Tamanho da Acervo Genético Valor Binario®
Diferenciador Semente' Quando
Suscetivel
A. Don Timéteo G Andino 1
B. G 11796 G Andino 2
C. Bolén Bayo G Andino 4
D. Montcalm G Andino 8
E. Amendoim G Andino 16
F. G 5686 G Andino 32
G. PAN 72 P Mesoamericano 1
H. G 2858 M Mesoamericano P
I. Flor de Mayo P Mesoamericano 4
J. México 54 M Mesoamericano 8
K. BAT 332 P Mesoamericano 16
L. Cornell 49-242 P Mesoamericano 32

¥ G= grande, M= médio e P= pequeno.

3’_Valor binario para nomear os patétipos de P. griseola. Por exemplo, se um isolado ataca os cultivares
diferenciadores F (grupo Andino, valor binario = 32), G (grupo Mesoamericano, valor binario = 1) e K
(grupo Mesoamericano, valor binario = 16), a raca denomina-se 32.17. Obtém-se a designagdo do

patotipo, somando seus valores bindrios para cada diferenciadora, no caso de reagdo de
compatibilidade.

Caracterizagao molecular

A massa micelial de P. griseola foi produzida em meio descrito por Kado
& Heskett (1970), e a extracdo de DNA foi efetuada segundo a metodologia
desenvolvida por Raeder & Broda (1987). Uma amostra ao acaso de 28 dos
73 isolados estudados foi selecionada para efetuar a caracterizagao molecular.
Foram construidos "bulks" de isolados com os patétipos mais freqiientes no
Brasil (Quadro 4). Quatro patétipos foram selecionados: 63.23, 63.39, 63.31 e

63.55, sendo cada "bulk" construido com 7, 6, 7 e 7 isolados monospéricos,
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respectivamente. Para construgcao desses "bulks", quantidades equimolares de
DNA de cada isolado do mesmo patotipo foram misturadas. Para
caracterizacdo da diversidade genética entre os "bulks" das ragas de P.
griseola, utilizou-se a técnica RAPD (Williams et al., 1990). Os
oligonucleotidios iniciadores, que evidenciaram polimorfismos entre os quatro
patétipos, foram utilizados na amplificacdo de cada isolado pertencente aos

quatro "bulks".

Quadro 4 — Isolados e origem geogréafica de Phaeoisariopsis griseola

N° de isolados Isolado Origem Geografica
1 94-1 Coimbra
2 158-1 Goiania - GO
S 47-1 Coimbra
4 83-1 Coimbra
5 104-1 Coimbra
6 57-4 Coimbra
7 144-1 Coimbra
8 21-3 Lavras
9 12-3 Lavras
10 10-2 Lavras
11 7-3 Lavras
12 41-1 Lavras
14 113-1 Pocrane
15 113-2 Pocrane
16 110-4 Pocrane
17 112-1 Pocrane
18 122-5 Campo Grande — PB
19 110-3 Pocrane
20 291-6 Unai
21 110-2 Pocrane
22 41-1 Lavras
23 568-1 Rio Verde — GO
24 36-2 Patos de Minas
25 594-2 Anapolis - GO
26 184-6 Paracatu
27 29-3 Lambari
28 58-1 Coimbra

7



RESULTADOS E DISCUSSAO

Classificagdo dos isolados utilizando cultivares diferenciadores

Todos os isolamentos monospéricos provenientes dos 10 estados
brasileiros amostrados apresentaram fenotipos de viruléncia tipicamente do
cultivar Mesoamericano. Apenas o isolado Pg 14, proveniente da Colémbia e
utilizado como controle, caracterizou-se com padrdo tipico Andino, com a
ressalva de que este isolado pode ser utilizado como padrao em estudos de
diversidade através do uso de primers especificos (Guzman et al., 1999). Nos
Quadros 5 e 6, apresentam-se os patétipos observados e os respectivos
fenétipos de viruléncia. Dos 72 isolados, foram caracterizados 26 patétipos
diferentes. As racas mais freqiientes foram 63.31, 63.23, 63.55, 63.39 e 63.47,
respectivamente com 14, 12, 9, 8 e 6 patétipos cada. De acordo com 0s dados,
em cada trés isolados, um patétipo de P. griseola foi identificado, confirmando
sua alta variabilidade genética. Tais resultados confirmam a alta variabilidade
desse patogeno, ja reportada por diversos autores (Buruchara, 1983; Sartorato
& Rava, 1984: Sartorato et al., 1991; Lacerda et al., 1994; Pastor-Corrales &
Jara, 1995: Pastor-Corrales & Paula JR., 1996; Aparicio, 1998). Todos os
trabalhos citados se referem ao estudo da variabilidade do patégeno no Brasil
e na América Latina, destacando-se a grande diversidade de ragas. Nietsche
(1997) publicou resultados de estudos acerca da variabilidade genética de P.
griseola no Estado de Minas Gerais. Os referidos autores classificaram 13
diferentes patétipos provenientes de 30 isolados monosporicos, coletados em
cinco regides produtoras de feijio de Minas Gerais. Os principais patétipos
encontrados foram 31.21, 31.23, 63.23, 63.39 e 63.55, sendo o patétipo 63.23
o mais freqliente. Todos os isolados apresentaram reagéo de compatibilidade
com variedades andinas e mesoamericanas, caracterizando-os como
pertencentes ao acervo Mesoamericano (Pastor-Corrales & Jara, 1995). Os
isolados provenientes de diferentes estados brasileiros atacam variedades
andinas e mesoamericanas, um tipo de comportamento que demonstra que, no
Brasil, h& predomindncia do grupo Mesoamericano. Isso se deve,
principalmente, ao fato de, no Brasil, a maioria dos cultivares pertencer a esse
grupo.
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Dos 26 patotipos determinados, apenas cinco deles apresentaram
reacdo de compatibilidade com as variedades diferenciadoras Cornell 49-242 e
Bat 332, simultaneamente. Esse dado também foi observado por Aparicio
(1998). Esses resultados indicaram que as variedades Cornell 49-242 e BAT
332 podem ser utilizadas como fontes de genes de resisténcia
complementares @ mancha-angular em um programa de melhoramento.

As variedades que apresentaram menor reagédo de compatibilidade com
os isolados testados foram Mexico 54, Cornell 49 242 e Bat 332, apresentando
reagéo de resisténcia a 20, 13 e 11 patétipos. Dentro do grupo Andino, pode-
se ressaltar a variedade G5686, que apresentou resisténcia a 14 patétipos de
P. griseola, podendo ser utilizada como fonte de resisténcia de genes a
isolados do grupo Mesoamericano .

Até o presente momento ja foram caracterizados 196 isolados de P.
griseola no Brasil (Pastor-Corrales & Jara, 1995; Pastor-Corrales & Paula JR.,
1996; Nietsche, 1997; Aparicio, 1998), sendo identificados 57 patotipos. Os
patétipos mais freqiientes foram 63.23, 63.31, 63.39, 31.23 ¢ 15.39. Tais
resultados indicaram a grande variabilidade genética de P. griseola no Brasil,
bem como a sua necessidade de monitoramento para o desenvolvimento de
novos cultivares resistentes. De acordo com Pastor-Corrales & Jara (1995), o
comportamento dos isolados brasileiros caracteriza-se por pertencer ao grupo
Mesoamericano. Nos trabalhos desenvolvidos por Pastor-Corrales & Paula JR.
(1996), Nietsche (1997), Nietsche et al. (1999), Aparicio (1998) e Pastor-
Corrales et al. (1998), os genétipos Bolon Bayo e G11796 demonstraram
reacao de compatibilidade em torno de 97,3% e 86%, respectivamente, em
relacéo a todos os isolados testados. Nietsche (1997) e Nietsche et al. (1999)
estudaram 98 isolados brasileiros, relatando reagcéo de compatibilidade desses
gendtipos de 96,25%. Esses resultados sdo confirmados no trabalho de
Aparicio (1998), em que as variedades G 11796 e Bolon Bayo apresentaram
92% e 98,5% de reacdo de compatibilidade com os isolados brasileiros
testados. Essa autora ainda estudou 22 isolados provenientes da Bolivia,
detectando uma compatibilidade de 100% dos isolados nos genétipos G
11796 e Bolon Bayo. Recentemente, Pastor-Corrales et al. (1998) confirmaram

0 comportamento desses genétipos andinos, obtendo 928% de
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compatibilidade com os isolados testados. De acordo com todos os resultados
relatados até o momento, pode-se verificar que as linhagens G 11796 e Bolon
Bayo ndo estdo sendo eficientes na diferenciagéo de patétipos de P. griseola.
Além desse fato, essas linhagens apresentaram a desvantagem de né&o
florescer em determinadas regides do Brasil, como Minas Gerais e Goias e os
estados das Regides Norte e Nordeste brasileiras. Uma das variedades que
vém despertando interesse como fonte de resisténcia a mancha-angular € a
linhagem AND 277 (Sartorato et al., 1993). Esta linhagem se caracteriza por
apresentar excelente fonte de resisténcia, pertencente ao grupo Andino, e
pode ser amplamente utilizada pelos pesquisadores, pois nao apresenta
problemas de sensibilidade ao fotoperiodo. Até o presente momento, a
caracterizacdo da variabilidade patogénica de P. griseola tem apresentado
problemas. Isolado caracterizado como patétipo em um local estda sendo
caracterizado como outro patétipo em outras condigbes ambientais. A partir
dessas observagdes, acredita-se que as condi¢gbes experimentais e de
avaliagdo devem ser urgentemente uniformizadas, para que a caracterizagao
de patétipos de P. griseola seja amplamente utilizada pelos pesquisadores.

Os resultados obtidos neste trabalho e em outros sédo de importancia
para programas de melhoramento visando a resisténcia @ mancha-angular,
pelo fato de que a caracterizagéo de ragas de P. griseola pode contribuir para
determinar as principais fontes de resisténcia e entender a distribuicao do

patégeno no Estado de Minas Gerais e no Brasil.

Analise da variabilidade genética usando marcadores moleculares RAPD

Foi realizada a analise da variabilidade genética, usando-se
marcadores RAPD, dos patétipos relacionados no Quadro 4. Foram utilizados
os primers OPAQ7, OPG05 e OPAA 11, que produziram bandas fortes e
polimérficas entre os bulks dos quatro patétipos. Os dados obtidos com a
andlise dos primers polimérficos nos bulks de isolados de P. griseola
determinaram a auséncia de bandas caracteristicas de determinada raca. Esse
resultado indicou a dificuldade de caracterizagéo de patétipos de P. griseola
via técnica de RAPD.

20



Quadro 5 — Caracterizacdo de isolados de Phaeoisariopsis griseola coletados
em diferentes estados do Brasil

Fendtipo de Viruléncia das Variedades

2]
N= Isolado N - DhEEE S N % b Raca Local
14 Ay DN G de a | 31.5 Colémbia

2 Jupi gk “bp cp dee gt gl ghe )l k | 63.55 Recife - PE
3 384 a b c d e o Ji] | 31.39 Ipanema — AL
4 35 a ce d fo kg ch i k 39.23 Santana — AL
5 67 a bh chdie g ¢h i | 45.39 Caruaru - PE
6 1226 ay bh ce dae et g ah | 63.39 Campo Grande - PB
¢ 122835 e by cod g I 16.33  Campo Grande - PB
8 458 a b c d e f g h i j k 63.31  San. M". Jetiba - ES
9 1443 a b c¢c d e f g h k 63.19 Venda Nova —- ES
10 155-7 a b c d e g oh k | 3165  Afonso Claudio —ES
11 1581 a8y by cpdueist g eh k 63.23 Goiania - GO
12: 18433 & (bh cr due of 19 B I 63.39  Afonso Claudio - ES
13:1644., a b, c. dye g 4l w0 K 31.31 Anépolis — GO
14 168-7 as bsics dae h o K 31.31 Anapolis — GO
15 168-5 a8y by oo dye he i )k 31.31 Anapolis — GO
16 197-3 a; by cedue af g b i | 63.47 Barreiras — BA
17 204-4 a b d g h k 11.19 Barreiras — BA
18 210-1 ds Dh © 6 o fo2g gsh ul | 55.39 Dourados — MS
19 2164 2y DR cpdue gt gl sheis A ik 63.31 Dourados — MS
20 2211 & by chidae s fygt i Sl | 63.47 Puxinana — PB
21 386-1 a8 by cp doge gt g v sl k 63.23 Goias — GO
26171 a b ¢ d.e f g h i k 63.23 ltuporanga — SC
23 568-1 auhi e dge: if g Sl k |, 6355 Rio Verde — GO
24 581-3 a c d e (o o kK | 2955 Urussanga — SC
25 581-1 g b.c.d o T ig.h | 63.35 Urussanga - SC
26 586-2 a b ¢y dwe g ug ah Nl ek 63.31 Urussanga — SC
275942 a b ¢ .d.e .f g h i k | 6355 Anapolis — GO

~ A = Don Timéteo, B = G 11796, C = Bolon Bayo, D = Montcalm, E = Amendoim, F = G 5686, G = PAN

72, H= G 2858, | = Flor de yo, J = Mexico 54, K = BAT 332 e L = Cornell 49-242,
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Quadro 6 — Caracterizacao de isolados de Phaeoisariopsis griseola coletados
em diferentes localidades

Fendtipo de viruléncia das variedades

N° Isolado TR b e ) Ko Ra Local

1 {Hshcal. Batoakd Felke om Wi }73763.39 Lavras
2 82 a b ¢ d e < R ¢ I 31.39 Lavras
IR0 g bl eVediWigel fe g W I 6339 Lavras
o Rty b W T ¢ R R S e o S I 63.39 Lavras
OF 213" a b €T d T e TE gt | 63.39 Lavras
6. 242 @,'b/CLid~e giesrhip sl N7 Lavras
7 294 @& 'h. e dvie i g Wl KRR 63.50 Lambari
gLegRsian'd . ¢ hd p@ T g9 W 63.7 Lavras
9 331 a b c d e g k 31.17 Patos de Minas
033" Ja b " d et 1 gt k | 6355 Patosde Minas
Ak o 80=10 8y oo G0 « @ g | 3133 Lavras
12 422 ‘al b ¢ d: e T g b k 63.23 Lavras
104G gl ne od e sl s gestywil I 63.39 Lavras
14 471 .8 B e d @& f gogh k 63.23 Coimbra
19" 451" g™ p” c-d" e "f g™ h k 63.19 Coimbra
16 .+ 574 82 b. .c.  di Supta B B k 63.23 Coimbra
W7 6893 a b 'c 4d @ £ @ h | k 63.23 Coimbra
18.L3881 faveh; ¢ ad r@indasig schiiaxi Koyl ehi 8355 Coimbra
19 752 a b ¢ d e g i k 31.21 Coimbra
207 3TN gt SiSNE Wi N SR TS k 63.23 Coimbra
21 9441 2. b Crod e i Qs ¥ k 63.23 Coimbra
2 101-1 a b ¢ d e gren il k 31.23 Coimbra
23 1052 a b ¢ d e g i ke IN¥731:63 Coimbra
24 1041 a b ¢ d e .9 h i k 63.23 Coimbra
20" MO4T fa'h" e g e g T T Tk 63.31 Pocrane
26,1108 ‘a b:. ¢e..d. e ¥ . .0..h 1 §J Kk 63.31 Pocrane
2 1w "a " h e d 8.1 8 W iy 'k 63.31 Pocrane
28 111208 b ricindln 8 tinag st jren ke 63.31 Pocrane
20 . 1. a b e doe o9 W ¥ ) K 63.31 Florestal
SO EMSETa Vb rgr gl TECIgeeht O Y] VWK 63.31 Pocrane
L 4124 _a. b ¢ d. @ fog B i 0 Kk 63.31 Pocrane
a1 < R gl il e Tl e Vil | 63.39 Pocrane
33 1161 a (o T T VI T | i |  61.41 Pocrane
4 11t a b ¢ d & f g h i j | 63.47 Lambari
ST Igaibise @ et EERRT Falj | 63.47 Montes Claros
38 12286 a b ¢ d o f g h. i I 31.39 Lavras
12T E Th e "de U R Y Y Lk 63.31 Lavras
38:,122:2, A b e od 0. f 8y B k 1 6355 Lavras
39 1242 a b ¢ d e f g h i j k 63.31 Lavras
40¢ 126 Nkea abmca dine ufvvgarhowili o | k. I 83,63 Lavras
41 1441 va. b e d & £ g b i K 63.23 Coimbra
42 184-6'v'a" Ve Ndgvae s 1R gt i I 6339 Paracatu
43 2816 &K et dre, FOg b b fLk 63.31 Unai
44 3166 a b ¢ d o t g h 0 .} | 63.47 Lavras
45 3181 a'h o d e f g--h i I 63.47 Lavras

A = Don Timéteo, B =G 11796, C = Bolén Bayo, D = Montcalm, E = Amendoim, F = G 5686, G = PAN
72, H = G 2858, | = Flor de yo, J = Mexico 54, K = BAT 332 e L = Cornell 49-242.
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Dos trés primers que demonstraram polimorfismo, foi testado o primer
OPAA11 (Figural). Esse primer € de grande interesse em estudos de
diversidade genética de P. griseola. Guzman et al. (1999) relataram o uso
eficiente desse primer na separagao dos grupos Andinos e Mesoamericanos
de P. griseola. Naquele trabalho, os autores demonstraram que o uso do
primer OPAA 11 possibilita, em uma Unica reagdo, separar isolados
provenientes do acervo de evolugdo Andino daqueles do grupo
Mesoamericano. A banda caracteristica do grupo Andino apresenta
aproximadamente 400 pb e a banda do grupo Mesoamericano,
aproximadamente 700 pb, e esta ligada a isolados Mesoamericanos. De
acordo com os resultados apresentados na Figura 1, indicando um padréo de
amplificagdo com os 28 isolados selecionados de P. griseola, observa-se
apenas a banda de 700 pb ligada a isolados de origem Mesoamericana. Esses
resultados confirmam os de trabalhos anteriores efetuados por Nietsche (1997)
e Aparicio (1998), que, realizando estudos de diversidade genética de P.
griseola com o auxilio de marcadores RAPD, detectaram a presenga do grupo
Mesoamericano no Estado de Minas Gerais e no Brasil. A partir do
desenvolvimento de primers especificos, como o primer OPAA 11, que
separam os grupos Andinos dos Mesoamericanos, os estudos de variabilidade
genética serdo mais rapidos e eficientes.

A caracterizagdo de patotipos efetuada via marcadores RAPD e a série
diferenciadora evidenciaram a dificuldade de se correlacionarem os resultados
obtidos com ambas as técnicas. Os métodos para caracterizagéo de patétipos
via marcadores moleculares devem ser melhorados, e técnicas mais apuradas
podem vir a auxiliar no monitoramento dos patétipos. JA o uso da série
diferenciadora desenvolvida por Pastor-Corrales & Jara (1995) ndo apresenta
eficiéncia suficiente para discriminar os patétipos. Problemas de condigdes
experimentais e de alguns cultivares podem estar contribuindo para uma

caracterizagdo menos apurada da variabilidade genética de P. griseola.

23



12 345 67 891011 12 13 141516171819 20 21 2223 24 25 26 2728 )

Figura 1 — Andlise eletroforética dos produtos de amplificagdo com o primer
OPAA11. A dUltima coluna corresponde ao DNA do fago lambda
digerido com EcoRI, BamHI e Hindlll (marcadores de tamanho dos
fragmentos de DNA). As colunas 1-28 referem-se aos produtos de
amplificagdo do DNA dos isolados dos patétipos de P. griseola
listados no Quadro 4. A seta indica uma banda de 700 pb ligada a
isolados de origem mesoamericana.
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FONTES DE RESISTENCIA A MANCHA-ANGULAR DO FEIJOEIRO-COMUM
NO BRASIL

RESUMO

A mancha-angular, cujo agente causador é o fungo Phaeoisariopsis
griseola, & de ocorréncia generalizada em todas as regiées produtoras de
feijao. As perdas na produgéo dependem da suscetibilidade dos cultivares, das
condigbes ambientais, da patogenicidade do patégeno e da época em que a
doencga ocorre. Atualmente, essa enfermidade tem sido considerada uma das
principais doencas da parte aérea do feijoeiro-comum em Minas Gerais. Os
objetivos deste trabalho foram avaliar a resisténcia de genétipos de feijao aos
patétipos de Phaeoisariopsis griseola e identificar as principais fontes de
resisténcia ao patégeno. Estudou-se a reagao de nove genoétipos de feijoeiro
(MAR 1, MAR 2, MAR 3, Ruda, AND 277, G 5686, BAT 332, Cornell 49-242 e
Mexico 54) inoculados com 25 patétipos de P. griseola. As plantas com 15 dias
de idade foram inoculadas e mantidas em condigcbes de umidade relativa >
95% e temperatura entre 20 e 22°C, por 48 horas. As avaliagbes foram
realizadas 18 dias apdés a inoculagdo. A linhagem Mexico 54 mostrou-se
resistente a 20 patétipos, demonstrando ser a melhor fonte de resisténcia entre
os gendtipos testados. As linhagens AND 277, MAR 2, Cornell 49-242, G5686
e BAT 332 foram resistentes a 17, 16, 12, 13 e 10 patétipos, respectivamente.
O cultivar Rudé apresentou reagéao de compatibilidade a 23 patétipos. Apenas
o patdtipo 63.63 infectou todos os genétipos de Phaseolus vulgaris. Esse
resultado indicou a necessidade de introdugdo de novas fontes de resisténcia

nos programas de melhoramento visando a resisténcia a mancha-angular.

Palavras-chave: Phaeoisariopsis griseola, Phaseolus vulgaris e patétipos.
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ABSTRACT

BEAN ANGULAR LEAF SPOT RESISTANCE SOURCES IN BRAZIL

Angular leaf spot, caused by fungus Phaeoisariopsis griseola (Sacc.)
Ferraris, is one of the most important bean disease in Brazil. The pathogen has
demonstrated to be highly variable and breeding programs dependent on the
identification of new resistance genes to develop resitant cultivars. The
objective of this study was to evaluate the resistance of bean genotypes to
different races of Phaeoisariopsis griseola present in Brazil. The reaction of
nine potential resistant bean sources (MAR 1, MAR 2, MAR 3, AND 277, G
5686, BAT 332, Cornell 49-242 and Mexico 54) inoculated with 25 pathotypes.
The first trifoliate leaf of each plant was inoculated with a 2 x 10* spores/mL
suspension. Plants were maintained at 20-22°C and 95 % relative humidity for
48 hours. The evaluations carried out 15 days after inoculation. The variety
Mexico 54 presented a resistance reaction to 20 races therefore being
considered the best resistance source tested. The varieties AND 277, MAR 2,
Cornell 49-242, G5686 and BAT 332 were resistant to 17, 16, 12, 13 and 10
respectively races. The Ruda variety presented a reaction of susceptibility to
most races. These results demonstrated the need of the introduction of

resistance genes to angular leaf spot in commercial varieties.

Key words: Phaeoisariopsis griseola, Phaseolus vulgaris and pathotypes.
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INTRODUGAO

Em décadas passadas, a mancha-angular do feijoeiro-comum, cujo
agente causador € o fungo Phaeoisariopsis griseola, era considerada uma
doenga de importancia secundaria, pois sua maior ocorréncia era no final do
ciclo da cultura. Recentemente, esse patégeno vem sendo responsavel por
consideraveis perdas, que chegam, em alguns casos, até 70% (Mora-Brenes
et al., 1983; Rava et al., 1985). O melhoramento, visando a resisténcia a
doenga, é considerado uma das estratégias mais seguras no controle da
mancha-angular (Guzman & Gilbertson, 1995). Além disso, a utilizagao de
cultivares com alto nivel de resisténcia, associada a praticas culturais
apropriadas, proporciona alta protegdo a cultura (Sartorato et al., 1991). O
estudo da variabilidade genética do patégeno e a identificagdo de gendtipos
com adequado nivel de resisténcia sdo imprescindiveis em programas de
melhoramento. Singh & Sharma (1975), Santos Filho et al. (1976), Singh &
Saini (1980) e Sartorato et al. (1991) estudaram o comportamento de diversas
variedades de feijoeiro, com o objetivo de identificar fontes de resisténcia a
mancha-angular. Estudos recentes, realizados por Pastor-Corrales & Paula JR.
(1996), utilizando a série diferenciadora desenvolvida por Pastor-Corrale &
Jara (1995), demonstraram que o cultivar diferenciador G 5686 foi o que
apresentou maior resisténcia a isolados brasileiros de P. griseola. Trabalhos
realizados por Aparicio (1998), estudando a variabilidade do patégeno de
diversos estados brasileiros; e Nietsche et al. (1998), avaliando a diversidade
do patégeno no Estado de Minas Gerais, determinaram que as variedades
Mexico 54, Cornell 49-242, BAT 332 e G 5686, pertencentes a série
diferenciadora, sdo importantes fontes de resisténcia. Além dessas, Sartorato
et al. (1993) e Nietsche et al. (1998) relataram que as linhagens MAR 2 e
AND 277, respectivamente, podem ser utilizadas em programas de
melhoramento visando a resisténcia @ mancha-angular. O objetivo do presente
trabalho foi identificar genétipos que possam ser utilizados como fontes de
resisténcia em programas de melhoramento no Estado de Minas Gerais e no

Brasil.
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MATERIAL E METODOS

Preparo do inéculo

De cada tubo contendo a cultura do patégeno, obteve-se uma
suspensdo de conidios e fragmentos de micélio, a partir da adi¢cao de 2 ml de
agua estéril. Foi depositado 0,8 ml dessa suspensdo no centro de placas
contendo meio de suco de vegetais V8 (Campbell Soup Company, EUA). Em
seguida, as placas foram incubadas por 12 dias a 24°C. O indculo foi
preparado a partir das placas, adicionando-se agua destilada e raspando
suavemente a superficie da placa, para remover os conidios; em seguida,
procedeu-se a sua filtragem em gaze. Com a suspenséo obtida, ajustou-se a

concentragéo final para 2 x 10* conidios/mL (Pastor-Corrales & Jara, 1995).

Inoculacgéo e avaliagao

Para determinagéao da resisténcia, foi plantado um total de seis plantas
de cada genétipo (Quadro 1) para cada patétipo de P. griseola. Dezoito dias
apds o plantio, a primeira folha trifoliolada de cada planta foi inoculada com a
suspensdo de conidios nas faces abaxial e adaxial, com o auxilio de um
DeVilbis n? 15. As plantas inoculadas foram mantidas em camara umida por um
periodo de 48 horas, sendo, posteriormente, transferidas para casa de
vegetacao.

As avaliagdes foram efetuadas 15 dias apos a inoculagao, por meio de
uma escala de severidade de nove graus adaptada do CIAT (1987) e descrita
a seguir: 1 — plantas sem sintomas da doenga; 2 — presenga de até 3% de
lesGes; 3 — presenca de até 5% de lesdes nao-esporuladas; 4 — presenga de
les6es esporuladas, que cobrem aproximadamente 10% da area foliar; 5 —
presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 e 3 mm, que cobrem
aproximadamente 10-15% da area foliar; 6 — presenga de numerosas lesdes
esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem 15-20% da area foliar; 7 —
presenca de numerosas lesées esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem
20-25% da area foliar, 8 — presenga de numerosas lesdes esporuladas

maiores que 3 mm, que cobrem 25-30% da é&rea foliar — geralmente
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associadas a tecidos cloréticos, os quais podem coalescer e formar extensas

areas infectadas; e 9 — sintomas severos da doenca, resultando em queda

prematura de folhas e morte. Plantas apresentando graus de severidade

maiores que 3 foram consideradas suscetiveis.

Quadro 1 — Principais caracteristicas das linhagens/cultivares de feijoeiro-
comum utilizados no ensaio de resisténcia a mancha-angular

; Tamanho
Linhagem/ : Grupo : Peso de 100
Culti%ar aa 1 LONio Gg CHgE comercial ikl sementes (g)
semente
MAR 1 M Mesoamericano Mulatinho  Opaco 27
MAR 2 M Mesoamericano  Carioca  Brilhante 30
MAR 3 M Mesoamericano  Carioca Opaco 26
AND 277 G Andino Manteigdo Opaco 38
Ruda P Mesoamericano  Carioca QOpaco 22
México 54 M Mesoamericano Mulatinho Brilhante 32
Cornell 49-242 P Mesoamericano Preto Opaco 22
BAT 332 P Mesoamericano Mulatinho  Opaco 13
G 5686 G Andino Manteigdo  Opaco 49

P = pequeno, M = médio e G = grande.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostrados no Quadro 2 evidenciaram que  as
linhagens/cultivares foram resistentes a diferentes patétipos de P. griseola e
apresentaram reacéo de suscetibilidade a pelo menos um dos patétipos. Até o
momento, n&o foi caracterizado nenhum genétipo do tipo resisténcia completa
aos patétipos de P. griseola. Dos nove genoétipos avaliados no presente
estudo, a linhagem Mexico 54 foi resistente a 20 dos 25 patétipos testados,
confirmando os resultados obtidos por Aparicio (1998) e Nietsche et al. (1998).
Esses autores afirmaram que a linhagem Mexico 54 caracteriza-se como a
principal fonte de resisténcia a mancha-angular no Brasil. Com os resultados
obtidos por Nietsche (1997) e Aparicio (1998) e os do presente trabalho, ja
foram caracterizados 53 patétipos de P. griseola, sendo o cultivar Mexico 54
resistente a 44 patétipos. Dos 25 patétipos testados, as linhagens BAT 332,
G5686, MAR 2, AND 277 e Cornell 49-242 apresentaram reacédo de
incompatibilidade a 10, 13, 16, 17 e 12 patétipos, respectivamente. Além da
linhagem Mexico 54 de origem mesoamericana, a linhagem AND 277, de
origem andina, € uma excelente opgdo como fonte de resisténcia em
programas de melhoramento. Pode-se observar, no Quadro 2, que o cultivar
Cornell 49-242 e a linhagem BAT 332 apresentam-se como fontes de
resisténcia complementares e que poderiam ser utilizados em programas de
melhoramento para obter resisténcia de amplo espectro aos principais
patétipos de P. griseola. Se considerar os genes de resisténcia presentes na
linhagem BAT 332 e no cultivar Cornell 49-242, pode-se obter resisténcia a 23
patétipos. O cultivar Ruda, por sua vez, foi resistente apenas as ragas 39.23 e
15.33. Esse resultado, associado aos de Nietsche et al. (1998), indica que as
variedades comerciais do tipo “carioca” se caracterizam por ser altamente
suscetiveis aos patétipos de P. griseola.

As linhagens andinas AND 277 e G 5686 se caracterizaram como boas
fontes de genes de resisténcia. Esses resultados confirmam os estudos
efetuados por Sartorato et al. (1993) e Pastor-Corrales & Paula JR. (1996).

Esses autores demonstraram que as linhagens AND 277 e G 5686 se

33



caracterizam como boas fontes de resisténcia a patétipos do grupo
Mesoamericano.

Os resultados do presente trabalho incluiram patétipos de diferentes
estados brasileiros. Dos 60 isolados caracterizados em 25 patétipos, 37 foram
provenientes de Minas Gerais, 5 de Goias, 4 da Paraiba, do Espirito Santo e
de Santa Catarina, 2 de Alagoas e da Bahia e 1 de Mato Grosso e de
Pernambuco. Os resultados indicaram que as linhagens Mexico 54, AND 277,
Cornell 49242, MAR 2, G5686 e BAT 332 demonstraram ser importantes fontes
de resisténcia ndo apenas no Estado de Minas Gerais, mas apresentaram o
mesmo comportamento quando avaliadas com patétipos provenientes de
outros estados.

Até o presente momento ja foram caracterizados 196 isolados de P.
griseola no Brasil (Pastor-Corrales & Jara, 1995; Pastor-Corrales & Paula JR,
1996; Nietsche, 1997; Aparicio, 1998), sendo identificados 57 patétipos. Dos
gendtipos testados, observou-se que, nas condigdes brasileiras, as principais
fontes de resisténcia & mancha-angular sdo: Mexico 54, AND 277, MAR 2,
Cornell 49-242, BAT 332 e G 5686. Destas, quatro pertencem ao grupo
Mesoamericano, e as linhagens AND 277 e G 5686 s&do do grupo Andino. Uma
das variedades que vém despertando interesse como fonte de resisténcia a
mancha-angular é a linhagem AND 277 (Sartorato et al., 1993). Esta linhagem
se caracteriza por excelente fonte de resisténcia; pertence ao grupo Andino e
pode ser amplamente utilizada pelos pesquisadores, pois nao apresenta
problemas de sensibilidade ao fotoperiodo. Com o constante monitoramento,
espera-se que novos patétipos de P. griseola venham a ser caracterizados.
Dessa forma, novas fontes de resisténcia poderao ser incluidas nos programas

de melhoramento visando a resisténcia a mancha-angular.
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IDENTIFICAGAO DE MARCADORES RAPD E SCAR LIGADOS AO GENE DE
RESISTENCIA A MANCHA-ANGULAR DO FEIJOEIRO-COMUM

RESUMO

A mancha-angular, cujo agente causal &€ o fungo Phaeoisariopsis
griseola, € uma das mais importantes doengas do feijoeiro-comum no Brasil. O
presente trabalho teve como objetivos determinar a heranga da resisténcia e
identificar marcadores RAPD e SCAR ligados a genes de resisténcia a
mancha-angular do feijoeiro-comum em populagbes segregantes no
cruzamento entre os cultivares Cornell 49-242 (resistente) e Ruda (suscetivel).
Os genitores, as populagdes F1e F2 e os retrocruzamentos (RCg e RCg) foram
inoculados com o patétipo 31-17 de P. griseola, em condi¢bes controladas de
casa de vegetacdo. Os resultados obtidos indicaram que a resisténcia do
cultivar Cornell 49-242 a este patétipo é determinada por um gene dominante.
Na populagdo F, foram identificados dois marcadores RAPD, OPNO0Z2s0 €
OPEO04g¢s, ligados, em fase de acoplamento, ao gene de resisténcia no cultivar
Cornell 49-242. Na analise de co-segregacgao, verificou-se que esses
marcadores RAPD estdo ligados ao gene de resisténcia a uma distancia de
3,2 cM e 12,5 cM, respectivamente. O marcador OPN02g foi transformado em
um marcador do tipo SCAR.

Palavras-chave: heranca da resisténcia, Phaeoisariopsis griseola e

marcadores moleculares.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF RAPD AND SCAR MARKERS LINKED TO
RESISTANCE GENE TO ANGULAR LEAF SPOT IN COMMON BEAN

Angular leaf spot, caused by Phaeoisariopsis griseola, is one of the most
important bean diseases in Brazil. The objectives of this study were to
determine the inheritance of disease resistance and to identify RAPD and
SCAR markers linked to angular leaf spot resistance gene in the cross between
the Middle American cultivars Cornell 49 242 (resistant) and Ruda
(susceptible). The genitors, Fy, F2 and backcross-derived plants (BC+-R and
BC-S) were inoculated with the patotype 31-17 of P. griseola under
environmentally-controlled greenhouse conditions. The results indicated that a
single dominant gene control disease resistance in Cornell 49-242. In the F
population, the RAPD OPNO02gy and OPEO4gs, markers were found to be
linked with the resistance gene present in the cultivar Cornell 49-242 in
coupling phase, at 3,2 cM and 12,5 cM respectively. The identified RAPD

marker OPN02g4, was converted into a SCAR marker.

Key words: Phaeoisariopsis griseola, molecular markers and resistance.
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INTRODUCAO

A mancha-angular do feijoeiro, cujo agente causador &€ o fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr., € considerada uma das principais
doengas desta cultura. Dados recentes tém indicado que este patégeno se
encontra distribuido em todas as regides produtoras de feijao (Correa-Victoria
et al., 1994). As perdas no rendimento devido a doenca podem alcangar 70%,
principalmente se o cultivo for realizado durante os periodos de temperaturas
mais amenas (24°C), entre os meses de fevereiro e abril (Mora-Brenes et al.,
1983; Sartorato & Rava, 1992). Dentre as estratégias de controle da doenca, a
utilizacdo de cultivares com elevado grau de resisténcia proporciona protecao
adicional, principalmente se associada as praticas de manejo integrado.

A heranca da resisténcia da mancha-angular a esse patégeno tem sido
atribuida a um ou mais genes, em alguns casos dominantes e, em outros,
recessivos (Barros et al., 1957; Cardona-Alvarez, 1962; Santos Filho et al,,
1976; Singh & Saini, 1980; Sartorato et al., 1993; Carvalho et al., 1997,
Ferreira, 1998; Sartorato et al., 1999).

Atualmente, varios marcadores moleculares do tipo RAPD — Random
Amplified Polimorphic DNA (Williams et al., 1990) ligados a genes que
condicionam resisténcia a doengas tém sido identificados em diversas
espécies (Carvalho, 1995; Martin et al., 1991; Michelmore et al., 1991; Alzate-
Marin, 1999; Young & Kelly, 1996; Silva et al., 1998), ressaltando-se que a
utilizacdo desses marcadores vem possibilitando efetuar selegdo indireta dos
genotipos resistentes.

Atualmente, é possivel aumentar a utilidade e a reprodutibilidade de um
marcador RAPD de interesse, convertendo-o em um marcador mais especifico
e reprodutivel, denominado SCAR - Sequence Characterized Amplified
Regions (Paran & Michelmore, 1993).

O presente trabalho teve como objetivos estudar a heranga da
resisténcia do feijoeiro-comum ao patétipo 31.17 de P. griseola e identificar
marcadores moleculares RAPD e SCAR ligados a genes de resisténcia do
cultivar Cornell 49-242.
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MATERIAL E METODOS

Isolado de Phaeoisariopsis griseola

Foi utilizado um isolado monospérico (Ig 97.2) de P. griseola coletado
no municipio de Coimbra, regido da Zona da Mata mineira. O isolado foi
caracterizado como raga 31-17 (Nietsche, 1997), por meio de sua inoculagéo

na seérie diferenciadora descrita por Pastor-Corrales & Jara (1995).

Material genético e cruzamentos

O cultivar Cornell 49-242, de origem mesoamericana, de grios
pequenos de cor preta e resistente a raga 31-17 de P. griseola, foi cruzado
com o cultivar suscetivel Ruda, de origem mesoamericana e de grios
pequenos, do tipo "carioca". Parte das plantas F obtidas desse cruzamento foi
retrocruzada com Cornell 49-242 (RCr) € Ruda (RCs). As plantas F,
remanescentes foram autofecundadas para obtengdo da populagdo F,. As
sementes dos genitores, F;, F,, RCkr e RCs foram semeadas em vasos
contendo 3 kg de solo. Todos os cruzamentos e plantios foram realizados em

casa de vegetagdo, na Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.

Inoculagéo e avaliagdo das populagdes segregantes

Para o preparo do inéculo, um disco de meio contendo micélio do fungo
foi macerado em tubo contendo agua estéril. A suspensao resultante foi
distribuida uniformemente em placas de Petri contendo meio V-8 (Campbell
Soup Company, EUA) (Campos & Fucikovsky, 1980). As placas foram
incubadas durante 14 dias, no escuro, a 22°C. O inéculo foi preparado a partir
dessas placas, adicionando-se 5 ml de agua destilada por placa e raspando a
superficie delas com uma espatula. A concentragdo do inéculo foi ajustada
para 2 x 10* conidios/ml. Aos 18 dias apds o plantio, os genitores e os
individuos das populagées Fy, F,, RCs e RCg foram inoculados em ambas as
superficies da primeira folha trifoliolada (estadio V3), com o auxilio de um

pincel. As plantas inoculadas foram mantidas em camara de nevoeiro por
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quatro dias, com UR > 95% e temperatura entre 20 e 22°C e, em seguida,
transferidas para casa de vegetacao.

As avaliagdes foram efetuadas aos 18, 21 e 24 dias ap6s a inoculagéo,
usando-se uma escala de severidade de nove graus, adaptada do CIAT
(1987), resumidamente descrita a seguir: 1 — plantas sem sintomas da doenga;
2 — presenca de até 3% de lesbes; 3 — presenga de até 5% de lesbes néo-
esporuladas; 4 - presenga de lesbes esporuladas, que cobrem
aproximadamente 10% da area foliar; 5 — presengca de varias lesbtes
esporuladas entre 2 e 3 mm, que cobrem aproximadamente 10-15% da area
foliar; 6 — presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que
cobrem 15-20% da area foliar;, 7 — presenga de numerosas lesGes
esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem 20- 25% da area foliar; 8 —
presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem
25-30% da érea foliar; geralmente associadas a tecidos cloréticos, os quais
podem coalescer e formar extensas areas infectadas; 9 — sintomas severos da
doenga, resultando em queda prematura de folhas e morte. Plantas
apresentando graus de severidade superiores a 4 foram consideradas
suscetiveis. Para o estudo da heranga, as freqiiéncias das classes obtidas

foram testadas para significancia, utilizando-se o teste de .

Extragédo e amplificagdo do DNA

Para identificacdo de marcadores moleculares ligados ao gene de
resisténcia, folhas das plantas da populagéo F, foram coletadas e seu DNA foi
extraido, com base na metodologia proposta por Doyle & Doyle (1987). As
reagoes de amplificagéo foram efetuadas em termociclador Perkin-Elmer 9600
(Williams et al., 1990), programado para 40 ciclos de 15 segundos a 94°C
(desnaturacdo do DNA), 30 segundos a 35°C (pareamento do primer ao DNA-
molde) e um minuto a 72°C (extensdo dos primers). Cada reagdo de 25 puL
continha 10 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM de MgCl,, 100 mM de cada
desoxirribonucleosidio trifosfato, 0,4 pM de um unico primer (Operon
Techonologies, Alameda, CA, EUA), uma unidade de Tag-polimerase e 30 ng

de DNA. Os fragmentos de DNA foram separados, por eletroforese, em géis de
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agarose 1,2% em tampao TBE (Tris-borato 90 mM e EDTA 2 mM), corados
com brometo de etidio (0,2 ng/mL de gel) e, posteriormente, fotografados sob
luz ultravioleta, utilizando-se o sistema de fotodocumentagao Eagle Eye Il

(Stratagene).

Construgao dos bulks e analise de ligagcao

Para identificacdo de marcadores RAPD, na populagdo F, do
cruzamento entre Cornell 49-242 e Ruda, foi utilizada a metodologia proposta
por Michelmore et al. (1991). Construiram-se dois bulks, um constituido do
DNA de plantas resistentes (grau 1) e outro do DNA de plantas suscetiveis
(grau 9), cada qual contendo o DNA de oito plantas. Os bulks foram testados
com 220 primers. Para confirmar a ligagdo entre o marcador e o gene de
resisténcia, foi utilizado o DNA de 222 plantas da populagdo F,. A distancia foi
estimada, usando-se o programa MAPMAKER Ill, com um lod score minimo de

3,0, e adotando a funcéo de mapeamento de Kosambi (Lander et al., 1987).

Amplificagdo e analise do DNA pela técnica de SCAR

A banda polimérfica identificada pela técnica de RAPD foi clonada no
vetor pGEM — T Easy (Promega, Madison, WI, USA). Células competentes de
E. coli JM 109 foram transformadas (Ausubel, 1998), e o DNA das colbnias
brancas foi seqilenciado com primers universais, M13, que flanqueiam o
inserto (Sanger et al., 1977). Baseado na sequéncia, dois primers SCAR
especificos foram desenhados e sintetizados. A sintese dos primers foi
efetuada pela GIBCO -BRL (USA). Cada primer foi constituido de 10
nucleotidios originais do primer RAPD acrescidos de 10 nucleotidios a partir
da extremidade 3’ do primer. O DNA gendémico, obtido como anteriormente, foi
amplificado com os primers SCAR via PCR (Polymerase Chain Reaction); essa
amplificagéo foi de 35 ciclos, sendo cada um destes composto de 30 segundos
a 94°C, um minuto a 65°C e um minuto e meio a 72°C. Os produtos da
amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,2% e
corados com brometo de etidio, imerso em tamp&ao TBE (Tris-borato 90 mM,
EDTA 1 mM e pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz

ultravioleta e fotografadas com o sistema Eagle Eye Il (Stratagene) de
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fotodocumentagdao. O DNA de 222 individuos da populagao F; segregante e

dos genitores correspondentes foi também amplificado.

Caracterizagdo da série diferenciadora via marcadores RAPD

Foram coletadas folhas dos 12 cultivares da série diferenciadora
(Quadro 1) e de cinco fontes de resisténcia utilizadas no programa de
melhoramento do feijoeiro do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO-UFV) (MAR 1, MAR 2, MAR 3, AND 277 e Ruda). A
extracdo do DNA foi efetuada com base na metodologia de Doyle & Doyle
(1987).

Quadro 1 — Genétipos de feijao utilizados como diferenciadores para
caracterizar as racas de Phaeoisariopsis griseola

Genotipo Tamanho da : Valor Binario®
Diferenciador Semente’ fEStvo CRNAHIco Quando Suscetivel

A. Don Timéteo G Andino 1

B. G 11796 G Andino 2
C. Bolén Bayo G Andino 4
D. Montcalm G Andino 8
E. Amendoim G Andino 16
F. G 5686 G Andino ", )
G. PAN 72 P Mesoamericano 1

H. G 2858 M Mesoamericano 2
. Flor de Mayo P Mesoamericano 4

J. México 54 M Mesoamericano 8

K. BAT 332 P Mesoamericano 16
L. Cornell 49-242 P Mesoamericano 32

¥ G = grande, M = médio e P = pequeno.

Reagdes de amplificacao

Amostras de DNA de todas as variedades da série diferenciadora, bem
como as cinco fontes de resisténcia, foram amplificadas com os marcadores
moleculares determinados em estudos de heranga da resisténcia @ mancha-
angular, dentre eles: o marcador OPH 13 (Carvalho et al., 1997), o marcador
OPE 04 (Ferreira,1998) e o marcador OPN 02 (Sartorato et al., 1999).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Heranca da resisténcia

Conforme pode ser observado no Quadro 2, os valores y° obtidos
indicam uma segregagcdo de trés plantas resistentes para uma planta
suscetivel, o que evidencia que a resisténcia do cultivar Cornell 49-242 ao

patétipo 31-17 de P. griseola € do tipo monogénico e dominante.

Quadro 2 — Heranca e ligagéo genética dos marcadores moleculares e o gene
de resisténcia (R) na populagédo F,, derivada do cruzamento entre
os cultivares Cornell 49-242 e Ruda

Proporgao : g

Lo R Esperada na Propor2®  Qui-Quadrado Probabilidade Q. aic s
R F2 3:1° 169:53 0,15 70-80 =
OPNO02 F2 3:1 155:50 0,12 90 E
OPEO4 F2 331 149:58 0,48 75-90 s
R/OPNO02 F2 9:3:3:1° 153:7:3:39 125,5 < 0,0001 3.2
R/OPE04 F2 9:3:3:1  133:21:13:35 66,17 < 0,0001 12,5

“Distancia genética em centimorgans, “propor¢do esperada para uma heranga monogénica e dominante
na progénie F2 (3 resistantes, R_: 1 suscetivel, rr) e “proporgao esperada para a segregagdo de dois
genes independentes na progénie F2 (R_/+: R_/-irr/+ir/-).

Estudos conduzidos anteriormente tém demonstrado que a resisténcia
do feijoeiro a este patégeno é atribuida a um, dois ou trés genes, em alguns
casos dominantes e, em outros, recessivos (Cardona-Alvarez, 1962; Santos
Filho et al., 1976). Barros et al. (1957) observaram que, na maioria dos
cruzamentos estudados, a resisténcia foi recessiva e controlada por dois ou
trés genes independentes; todavia, em alguns cruzamentos, foi observado que
a resisténcia era dominante. Em outros estudos, Singh & Saini (1980)
constataram que a resisténcia do cultivar PLB de P. coccineus é determinada
por um par de genes recessivos. Sartorato et al. (1993), em estudos anteriores
com o cultivar Cornell 49-242, observaram que, nos cruzamentos entre o
cultivar resistente Cornell 49-242 e os cultivares suscetiveis Rosinha G-2 e

Caraota 260, a resisténcia € monogénica e dominante. Carvalho et al. (1997),
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Ferreira (1998) e Sartorato et al. (1999) demonstraram que a resisténcia a
mancha-angular nas linhagens AND 277, MAR 2 e Mexico 54 (patotipos 63-23,
63-39 e 63-19, respectivamente) é controlada por um gene dominante,

respectivamente.

Marcador molecular

Foi testado um total de 220 primers RAPD. Destes, o primer OPN 02
(ACCAGGGGCA) e o OPE 04 (GTGACATGCC) geraram marcadores
polimérficos. O primer OPN 02 gerou uma banda polimorfica de
aproximadamente 890 pares de bases, ligados em fase de acoplamento ao
gene de resisténcia do cultivar Cornell 49-242 (Figura 1). Na analise de co-
segregagao em 222 plantas F,, este marcador foi mapeado a 3,2 cM do gene
de resisténcia, com um lod score calculado de 35,92. O marcador gerado pelo
primer OPE 04 de 650 pb, também ligado em fase de acoplamento, foi
mapeado a 12,5 ¢cM do gene de resisténcia, com um lod score de 47,77. A
partir do marcador OPN 02 foi identificado um marcador do tipo SCAR
(Sartorato et al., 1999). O par de primers foi determinado e sintetizado com
base nas sequéncias flanqueando o marcador RAPD. As sequéncias dos
primers SCAR flanqueando 0 marcador OPNO02gg0 sao
ACCAGGGGCATTATGAACAG e ACCAGGGGCAACATACTATG, sendo o
marcador correspondente amplificado designado de SCAR NO2 (Figura 2).
Com o uso do marcador SCAR N02 na populagédo segregante, obteve-se uma
eficiéncia de selegao de 98%.

Carvalho et al. (1997), verificando que a heranga de resisténcia ao
patétipo de P. griseola 63-23 no cruzamento Ruda/AND 277 foi monogénica e
dominante, sugeriram a designagéo de Phg-1 para o gene presente em AND
277. Esses autores determinaram o marcador OPH 13 ligado em fase de
acoplamento a 5,5 cM do gene. Sartorato et al. (1999) determinaram que a
heranga de resisténcia a P. griseola ao patotipo 63-19 no cruzamento
Ruda/Mexico 54 foi monogénica e dominante. Eles identificaram trés
marcadores RAPD ligados em fase de acoplamento a esse gene, OPN02gq,
AC14,,0, € OPEO44s, @ uma distancia de 5,9; 6,6; e 11,8 cM, respectivamente.
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Figura 1 — Andlise eletroforética dos produtos de amplificagdo com o primer
OPN 02 dos progenitores Cornell 49-242 (2) e Ruda (3), dos “bulks”
resistente (4) e suscetivel (5) e de plantas F, provenientes desse
cruzamento, resistentes (colunas 6 a 13) e suscetiveis (colunas 14 a
21). A primeira coluna corresponde ao DNA do fago lambda digerido
com EcoRl, BamHl e Hind lll (marcadores do tamanho dos

fragmentos de DNA).
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Figura 2 — Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo com o par de
primers SCAR NO2g dos genitores Cornell 49-242 (2) e Ruda (3),
dos “bulks” resistente (4) e suscetivel (5) e de plantas F»
provenientes desse cruzamento, resistentes (colunas 6 a 13) e
suscetiveis (colunas 14 a 21). A primeira coluna (1) corresponde ao
DNA do fago lambda digerido com EcoRl, BamHl e Hind ||
(marcadores do tamanho dos fragmentos de DNA).
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Neste trabalho, foram identificados dois marcadores RAPD, OPN 024 €
OPE 0445, ligados em fase de acoplamento a 3,2 e 12,5 cM, respectivamente,
ao gene que confere resisténcia ao patétipo 31-17, presente em Cornell 49-
242. Considerando que os cultivares Mexico 54 e Cornell 49-242 sao
resistentes aos patétipos 63-19 e 31-17 e uma vez que os genes de resisténcia
presentes nesses cultivares sao marcados pelos mesmos marcadores OPN 02
e OPE 04, relatou-se que Mexico 54 e Cornell 49-242 possuem o mesmo locus
que determina resisténcia a P. griseola.

O marcador OPE 0445, mapeado a 12,5 ¢cM no cultivar Cornell 49-242 e
a 11,8 cM na linhagem Mexico 54, também esta mapeado a 5,8 cM no cultivar
MAR 2 (Ferreira, 1998). E possivel que o mesmo locus de resisténcia esteja
presente nessas trés importantes fontes de resisténcia a mancha-angular. Se
esse for o caso, tais resultados devem ser cuidadosamente analisados e
levados em consideragdo em programas de melhoramento visando a
resisténcia @ mancha-angular do feijoeiro. Somente através de testes de
alelismo entre esses cultivares é que sera possivel designar a presenga de um

bloco de genes ou formas alélicas.

Analise dos marcadores RAPD

Os marcadores RAPD, OPH 13, OPE 04 e OPN 02 (Figuras 3 a 5),
identificados em estudos de herancga da resisténcia nos cruzamentos Ruda x
AND 277, Ruda x MAR 2, Ruda x Mexico 54 e Ruda x Cornell 49-242
(Carvalho et al., 1997: Ferreira, 1998; Sartorato et al., 1999), foram testados
no DNA do conjunto de 12 cultivares diferenciadores, bem como em cinco
fontes de resisténcia utilizadas pelo Programa de Melhoramento do Feijao do
BIOAGRO - UFV.

Na Figura 3 esta representado um padrdo de amplificacdo com o
marcador OPE 04¢5. Este marcador foi identificado por Ferreira (1998) em
estudo de heranga da resisténcia entre os cultivares MAR 2 e Ruda. Utilizando
0 marcador OPE 04¢sp no DNA dos 17 cultivares, verificou-se que a banda de
650 pb estava presente também nas variedades Mexico 54, Cornell 49-242,
MAR 1, G 2858 e Flor de Mayo. Como apenas as variedades Mexico 54,
Cornell 49-242 e MAR 2 apresentaram resisténcia ao patétipo utilizado no
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estudo de heranca, tais resultados indicaram a potencial existéncia de alelos
entre esses cultivares. Esse primer, ao ser testado no cruzamento entre Ruda
e Cornell 49-242, demonstrou estar ligado ao gene de resisténcia de Cornell
49-242 a uma distancia de 12,5 cm. A mesma seqiiéncia do marcador € a sua
ligagdo ao gene de resisténcia podem indicar alelismo entre genes das
variedades MAR 2 e Cornell 49-242.

Na Figura 4, observa-se o padrdao de amplificagdo com o marcador OPN
02g40. Este indicador foi identificado como ligado a 5,9 e 3,2 cM dos genes de
resisténcia dos cultivares Mexico 54 e Cornell 49-242. Ao ser testado o
marcador OPN 0234 nos 17 genétipos, observou-se que 11 apresentavam o
marcador. No entanto, apenas os genétipos Mexico 54, Cornell 49-242, MAR
1, MAR 2, MAR 3, G 5686 e AND 277 exibiram resisténcia aos patotipos
utilizados nos estudos de heranga. Os marcadores OPE 04g50 € OPN 0259
identificaram os genes de resisténcia nas trés variedades (Mexico 54, MAR 2 e
Cornell 49-242), e, de acordo com as distancias genéticas, pode-se considerar
esse resultado como potencial alelismo entre as trés variedades. Tal hip6tese
sO podera ser comprovada através de estudos de alelismo entre as trés
linhagens.

Na Figura 5, amplificada com o primer OPH 13 (Carvalho et al., 1997),
observa-se que somente a variedade AND 277 apresenta marcador, o que vem
confirmar os dados obtidos na caracterizacdo de fontes de resisténcia. A
linhagem AND 277, além de se comportar como excelente fonte de resisténcia,
apenas ela, dentre todos os outros genoétipos andinos, apresenta o
polimorfismo gerado pelo primer OPH 13. A variedade AND 277 nao exibe
sensibilidade ao fotoperiodo e se caracteriza como excelente fonte de

resisténcia, apresentando-se como potencial cultivar diferenciado.
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Figura 3 — Reagédo de amplificagdo com o primer OPE 04 nas variedades
diferenciadoras e nas fontes de resisténcia (1 — marcador de peso
molecular; 2 — Ruda; 3 - MAR 1; 4 — MAR 2; 5 - MAR 3; 6 — AND
277; 7 — Mexico 54; 8 — Cornell 49-242; 9 — G 2858; 10 — Flor de
Mayo; 11 — Bat 332; 12 — Pan 72; 13 — G 11796, 14 — Bolon Bayo;
15 — Amendoim; 16 — Montcalm; 17 — Don Timéteo; e 18 — G 5686).
A seta indica o polimorfismo.
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Figura 2 — Reacdo de amplificacdo com o primer OPN 02 nas variedades
diferenciadoras e nas fontes de resisténcia (1 marcador de peso
molecular; 2 — Ruda; 3 - MAR 1; 4 - MAR 2; 5 — MAR 3; 6 — AND
277: 7 — Mexico 54; 8 — Cornell 49-242; 9 — G 2858; 10 — Flor de
Mayo; 11 — Bat 332; 12 — Pan 72; 13 — G 11796; 14 — Bolon Bayo;
15 — Amendoin; 16 — Montcalm; 17 — Don Timéteo; e 18 — G 5686).
A seta indica o polimorfismo.
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Figura 4 — Reagdo de amplificagdo com o primer OPH 13 nas variedades
diferenciadoras e nas fontes de resisténcia (linha 1 marcadora de
peso molecular; 2 — Ruda; 3 — MAR 1; 4 — MAR 2; § - MAR 3; 6 —
AND 277; 7 — Mexico 54; 8 — Cornell 49-242; 9 — G 2858; 10 — Flor
de Mayo; 11 — Bat 332; 12 — Pan 72; 13 — G11796; 14 — Bolon Bayo;

15 — Amendoim; 16 — Montcalm; 17 — Don Timoéteo; e 18 — G 5686).
A seta indica o polimorfismo.
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RESUMO E CONCLUSOES

Com o objetivo de avaliar a diversidade genética em Phaeoisariopsis
griseola, agente causador da mancha-angular do feijoeiro no Estado de Minas
Gerais e no Brasil, estudou-se a variabilidade de 72 isolados do patégeno
proveniente de diversas regi6es mineiras e de diferentes estados brasileiros,
utilizando uma série de cultivares diferenciadores e marcadores RAPD. Para
determinar a heranca da resisténcia e identificar marcadores RAPD e SCAR
ligados ao gene de resisténcia a mancha-angular, foi utilizado o cruzamento
entre Ruda e Cornell 49-242.

No presente trabalho foram identificados 26 patétipos, demonstrando a
grande variabilidade do fungo nas regies amostradas. A raga 63.63 infectou
todos os cultivares da série diferenciadora, e as racas 63.31, 63.23, 63.39,
63.47 e 63.55 agruparam o maior nimero de isolados. Os resultados obtidos
com o primer OPAA 11 evidenciaram a presenga do grupo Mesoamericano no
Estado de Minas Gerais e no Brasil, € o uso dos marcadores RAPD nao se
mostrou um método eficaz na caracterizagéo de patétipos de P. griseola. Os
resultados obtidos com o marcador OPAA 11 e o fendtipo de viruléncia
demonstrado pelos patétipos comprovaram a predominancia do grupo de
evolugdo Mesoamericano no Estado de Minas Gerais e no Brasil.

Utilizaram-se os 25 patétipos identificados nos estudos de variabilidade,

com o objetivo de identificar fontes de resisténcia @ mancha-angular em Minas
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Gerais e no Brasil. A linhagem Mexico 54 apresentou reagdo de resisténcia a
20 patétipos, demonstrando ser a melhor fonte de resisténcia testada. Os
gendtipos AND 277, MAR 2, Cornell 49242, G 5686 e Bat 332 exibiram reagao
de incompatibilidade a 17, 16, 12, 13 e 10 patétipos, respectivamente. Ja o
cultivar Ruda foi suscetivel a quase todos os patétipos testados.

Os resultados obtidos no estudo de heranga entre o cruzamento
Cornell 49-242 x Ruda indicaram a presenga de um gene dominante
controlando a resisténcia no cultivar Cornell 49-242. Foram identificados dois
marcadores RAPD (OPN02g € OPE04ss50) ligados, em fase de acoplamento,
ao gene de resisténcia a uma distancia de 3,2 cM e 12,5 cM, respectivamente.
O marcador OPN02gq, foi transformado em um marcador do tipo SCAR.

As avaliagoes efetuadas acerca da série diferenciadora indicaram que
as variedades G 11796 e Bolon Bayo nado séo eficientes na diferenciagcé@o de
patétipos de P. griseola e que a linhagem AND 277 poderia ser uma alternativa
na substituicdo de uma dessas variedades. Os marcadores RAPD testados nos
17 genétipos evidenciaram a possibilidade de haver uma série alélica entre os
genétipos MAR 2, Mexico 54 e Cornell 49-242, mas somente testes de alelismo

poderdo comprovar essa hipotese.
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