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RESUMO

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das espécies
vegetais de maior importancia mundial, porém, o grande nimero de doencas
€ um dos fatores que comprometem a produtividade, sendo a antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum) uma das principais doencas flingicas
relacionadas a cultura do feijoeiro. A ampla variabilidade do patégeno é um
desafio para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia de amplo
espectro. Para isso, torna-se necessaria a identificacdo, caracterizacdo e uso
de distintas fontes de resisténcia fundamentais para o sucesso dos
programas de melhoramento. Dessa forma, os objetivos dos dois ensaios
deste trabalho foram: (i) caracterizar o perfil fenotipico e molecular de
linhagens e cultivares de feijoeiro-comum quanto a resisténcia a antracnose
e, (ii) estudar a heranca desta caracteristica na cultivar ‘BRS Cometa’. Os
experimentos foram conduzidos no Centro Nacional Pesquisa em Arroz e
Feijdo, da Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (CNPAF-
EMBRAPA), em Santo Antdnio de Goias-GO. Para o primeiro experimento,
foram realizados ensaio de campo e caracterizacdo molecular. Para o ensaio
de campo, 55 gendtipos foram plantados em trés parcelas de 3 metros de
comprimento e espacamento de 0,5 metros entre si. Os genétipos foram
inoculados simultaneamente com as racas 65 (isolado Cl 1614); 73 (isolado
Cl 1143); 81 (isolado Cl 1164); 91 (isolado Cl 1247); 475 (isolado Cl 1322) e
1609 (isolado Cl 1294), com uma concentracdo final 1,2 x 10° esporos/mL.
As notas atribuidas a cada gendtipo foi dada em funcdo da porcentagem de
folhas e/ou plantas. Para a caracteriza¢cdo molecular, 15 sementes de cada
um dos 55 gendtipos utilizados foram semeadas em vasos em casa de
vegetacdo. Aos sete dias, ap6s a germinacdo, discos foliares de dez
plantulas foram coletados em bulk para a extracdo de DNA. Foram realizadas
reacbes de amplificacho com os marcadores SCAR, previamente
identificados, como ligados a genes de resisténcia & antracnose: Co-3*
(SF10), Co-4 (SY20), Co-4% (SH18 E SAS13), Co-5 (SAB3) e Co-6 (SAZ20).
Para o segundo experimento, realizou-se o estudo de herangca para a
resisténcia ao C. lindemuthianum utilizando o patétipo 91, isolado Cl 1247, na
cultivar BRS Cometa. Sementes de familias F,.3  provenientes do cruzamento
Rosinha G2 x BRS Cometa, além dos genitores e da testemunha SEL 1308
(Co—42), foram pré-germinadas e plantadas em bandejas de isopor em casa
de vegetacdo. Apoés sete dias, as plantas individuais foram inoculadas com
suspenséo de esporos com concentracao de 1,2 x 10° esporos/mL. Para as
avaliacBes da severidade da doenca, utilizou-se uma escala de notas,
variando de 1 a 9. As freqiéncias fenotipicas observadas (resisténcia:
suscetibilidade) nas populagbes segregantes foram testadas pelo teste de
qui-quadrado (xz). Como resultado do primeiro experimento, 26 genétipos
foram resistentes aos patétipos 65, 73, 81, 91, 475 e 1609 de C.
lindemuthianum e dez destes genétipos foram considerados imunes.
Somente o marcador SF10 (Co-3%) foi inespecifico, ao amg)lificar outros de
resisténcia conhecidos, como o K23 (Co-5), Kaboon (Co-1%), Perry Marrow
(Co-13), Cornell 49-242 (Co-2), Mexico 222 (Co-3), SEL 1360 (Co-52), H1
(Co-7) e BRS Pitanga (Co-14). O marcador SH18 mostrou-se ainda alelo-
especifico, discriminando Co-4° de Co-4. Analisando o marcador SF10, 31



gendtipos apresentaram marca amplificada, representando 53,44 % do total
das amostras. A linhagem K10 apresentou as marcas moleculares SY20,
SAB3 e SAZ20, indicando a presenca dos genes Co-4, Co-5 e Co-6,
respectivamente. Os resultados do segundo experimento indicaram que a
razdo de segregacdo para a resisténcia a antracnose nas familias Fj3
(Rosinha G2 x BRS Cometa) ajustaram -se a proporcao esperada de 1:2:1
(RR:Rr:rr), com valor de qui-quadrado de 0,5 e probabilidade de 77,88 %.
Este resultado indica a presenca de um Unico gene dominante envolvendo a
resisténcia ao patétipo 91 de C. lindemuthianum na cultivar ‘BRS Cometa’.

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum, estudo
de heranga, genes de resisténcia, marcadores moleculares.



ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most important
vegetables species worldwide, but the large number of diseases is one of the
factors that undermine productivity, being the anthracnose (Colletotrichum
lindemuthianum) one of the major fungal diseases related to bean crop. The
wide variability of the pathogen is a challenge for the development of cultivars
with broad-spectrum resistance. For this, it is necessary to identify,
characterize and use of different fundamental sources of resistance to the
success of breeding programs. Thus, the objectives of the two trials of this
study were: (i) to characterize the phenotypic and molecular profile lines and
common bean cultivars for resistance to anthracnose and, (ii) to study the
inheritance of this trait in the cultivar 'BRS Cometa'. The experiments were
conducted at the Centro Nacional Pesquisa em Arroz e Feijdo, da Empresa
Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (CNPAF-EMBRAPA) in Santo Ant6nio
de Goiés - GO. For the first experiment, they were conducted field testing and
molecular characterization. For the field trial, 55 genotypes were planted in
three installments of 3 meters long and spaced 0.5 meters apart. Genotypes
were inoculated simultaneously with the races 65 (isolated Cl 1614); 73
(isolated Cl 1143); 81 (isolated CI 1164); 91 (isolated Cl 1247); 475 (isolated
Cl 1322) 1609 (isolate CI 1294), with a final concentration of 1,2 x 10°
spores/ml. The marks awarded to each genotype were given according to the
percentage of leaves and/or plants. For the molecular characterization, 15
seeds of each of the 55 genotypes used were sown in pots in the greenhouse.
At seven days after germination, leaf discs ten seedlings were collected in
bulk for DNA extraction. Amplification reactions were performed with the
SCAR markers previously identified as linked to anthracnose resistance
genes Co-3* (SF10), Co-4 (SY20), Co-4% (SH18 and SAS13), Co-5 (SAB3)
and Co-6 (SAZ20). For the second experiment, there was the inheritance
study for resistance to C. lindemuthianum using the pathotype 91, isolated ClI
1247, the ‘BRS Cometa’. Families seeds F,.3, from the cross Rosinha G2 x
BRS Cometa, in addition to parents and withess SEL 1308 (Co—42), were pre-
germinated and planted in trays in a greenhouse. After seven days, individual
plants were inoculated with a spore suspension with a concentration of 1,2 x
10° spores / ml. For assessments of disease severity, we used a grading
scale ranging from 1 to 9. The observed phenotype frequencies (resistance:
susceptibility) in the populations were tested using the chi-square test (x2). As
a result of the first experiment, 26 genotypes were resistant to the pathotypes
65, 73, 81, 91, 475 and 1609 of C. lindemuthianum and ten of these
genotypes were considered immune. Only the marker SF10 (Co-3%) was
specific, to amplify other known resistance, such as K23 (Co-5), Kaboon (Co-
12), Perry Marrow (Co-13), Cornell 49-242 (Co- 2), Mexico-222 (Co-3), SEL
1360 (Co-5°), H1 (Co-7) and BRS Pitanga (Co-14). The SH18 marker was
even allele-specific, discriminating Co-4° of Co-4. Analyzing the marker SF10,
31 genotypes amplified brand, representing 53.44% of total samples. The K10
strain showed the molecular markers SY20, SAB3 and SAZ20, indicating the
presence of the Co-4 genes Co-5 and Co-6, respectively. The results of the
second experiment showed that the segregation ratio for the resistance to the
anthracnose F,. ; families (Rosinha G2 x BRS Cometa) set is directed to the



expected ratio of 1: 2: 1 (RR:Rr:rr) value of chi-square and 0.5 probability of
77.88%. This result indicates the presence of a single dominant gene
involving resistance to pathotype 91 C. lindemuthianum the cultivar 'BRS
Cometa'.

Keywords: Phaseolus vulgaris, Colletotrichum lindemuthianum, inheritance
study, resistance genes, molecular markers.
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CAPITULO 1- REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie de leguminosa
mais cultivada no mundo e com representatividade no mercado nacional,
sendo a principal fonte proteica com maior acessibilidade social (AIDAR,
2003). O gréo, além de fornecer proteina, € excelente fonte de minerais e de
outros nutrientes (SINGH; SINGH,1992). Na safra 2013, a producao total no
pais foi de 2.564.790 milhGes de toneladas e produtividade média de 1.353
kg/ha (SILVA, 2013). A cultura apresenta importancia para o pais, tanto em
relagdo aos aspectos econdmicos quanto sociais.

A cultura apresenta baixa capacidade produtiva e diversos sdo o0s
fatores que justificam essa situacdo, como a ocorréncia de pragas e doencgas.
Sao mais de 45 tipos de doencgas que incidem sobre o feijoeiro-comum,
podendo restringir & sua produgdo (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 1998).
Entre as doencas de maior importancia que acometem a cultura, destaca-se
a antracnose, incitada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magn.) Scrib. (BIANCHINI et al., 1997). Podem ser observados até 100% de
perdas em locais onde h& condicdes favoraveis ao desenvolvimento da
doenca (SINGH; SCHWARTZ, 2010). Com isso, é importante a ado¢édo de
meétodos integrados de controle da doencga, como a utilizacdo de sementes
sadias, rotacdo de culturas, eliminagcdo de restos culturais e, principalmente,
a adogdo de cultivares resistentes, considerada uma estratégia eficiente e
acessivel aos produtores (DILLARD; COBB, 1993; SUTTON, 1992).

Em programas de melhoramento genético, que visam a resisténcia a
doencas, a obtencdo de cultivares resistentes se torna um dos objetivos
primordiais, uma vez que 0 patégeno que provoca a doenca apresenta alta
variabilidade patogénica. Para tal, a utilizagdo de marcadores moleculares,
para a identificacdo de alelos de resisténcia, possibilita a selegdo em vérias

etapas no melhoramento de plantas.
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O desenvolvimento de marcadores moleculares possibilita a
classificacdo de grupos de interesses aos programas de melhoramento
(EICHENBERG et al, 2000). E importante no mapeamento de genes
relacionados com as principais doencas, observando a ligagédo entre os alelos
de resisténcia e os marcadores, podendo ser utilizados na selecdo assistida
(ALZATE-MARIN et al., 2005). Assim, um dos marcadores moleculares
utilizados na selecdo assistida sdo os SCAR, dentre 0s quais permitem
estabelecer o perfil molecular das linhagens utilizadas no melhoramento.
ApOs a caracterizagdo desses genes de resisténcia, a maior combinacéo dos
alelos, em uma mesma cultivar, pode resultar em resisténcia efetiva e duravel
a doenca.

Concomitantemente, a determinacdo do numero de genes e quais
estdo envolvidos no controle desse carater se torna necessario, uma vez que
fornecem informac¢des, para identificar os cruzamentos e combinacdes
alélicas mais vantajosas, com 0 objetivo de aumentar o0 espectro de
resisténcia (VIANA, 2000). Assim, o estudo de heran¢a determina o padrédo
de heranga mendeliana, envolvido no carater estudado, resultante de
cruzamentos entre uma fonte suscetivel e outra resistente.

Com isso, a caracterizagcdo molecular e o estudo de heranca visam
obter informacgdes relevantes, que podem garantir a eficacia e rapidez na
selecdo de gendtipos superiores, para aumentar o espectro de resisténcia do
feijoeiro-comum a antracnose. E importante salientar que, com tais medidas,
pode haver o aumento da produtividade da cultura, aumentando, assim, sua

maior producao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijoeiro-comum

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma espécie de grande
interesse agronémico, pois representa um dos alimentos mais importantes na
dieta alimentar (ANGIOI et al., 2010). Representa 1% da comercializagédo de
graos e as espécies do género Phaseolus séo as mais cultivadas no mundo,
englobando 55 espécies, das quais somente cinco sdo cultivadas (AIDAR,
2003).

O feijoeiro é originario das Américas e foi domesticado por povos
indigenas (MENSACK et al., 2010). H& dois centros primarios de diversidade
genética ou pools génicos - Andino e Mesoamericano, sugeridos por SINGH
et al (1991). No centro primario Andino (A regido do Sul dos Andes abrange o
Norte do Peru até as provincias do Noroeste da Argentina, e Norte dos
Andes, abrangendo a Colémbia, Venezuela até ao Norte do Peru), os feijdes
apresentam como caracteristicas a grande diversidade de cores, formatos e
grdos de tamanho grande, similar a cultivar Jalo (VIEIRA et al., 2006). No
pool génico Mesoamericano (localizada regido do Sudeste dos Estados
Unidos até ao Panama) os feijdes apresentam sementes pequenas, a
exemplo de a cultivar carioca (SINGH et al., 1991).

Apesar do Brasil ndo ser um centro primario de diversidade genética,
estudos com marcadores moleculares indicam que h& uma ampla
variabilidade genética da espécie no pais, que pode ser justificada pela
domesticacdo da cultura no periodo anterior e posterior & colonizacdo
europeia. Com isso, BURLE et al. (2010) sugerem que o pais deve ser
considerado um centro secundario de diversidade da espécie.

O feijoeiro é uma leguminosa que pertence a familia Fabaceae,
diploide (2n = 2x = 22), autdgama, mas pode ocorrer também até 5% de taxa
de fecundacéo cruzada (CIAT, 1974; SINGH, 2001; BURLE et al., 2010). E
uma planta herbacea, trepadeira, cujo ciclo de vida varia de 65 a 120 dias
conforme as caracteristicas das cultivares e das condi¢cdes da época de

cultivo. Apresenta dois tipos de habito de crescimento: determinado ou
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indeterminado. Ha variacdo na forma das sementes (arredondada, eliptica
ou reniforme) e nos tamanhos, e possuem uma ampla variabilidade de cores
dependendo de a cultivar (ALMEIDA; CANECHIO FILHO, 1987; VIEIRA et al,
2001). Possui bom conteddo de minerais e de nutrientes com
aproximadamente 25 a 35% de proteinas. Essa taxa € variavel nos gréos
pela influéncia dos diversos tratos culturais e das varias cultivares da espécie
(AIDAR, 2003; SGARBIERI, 1996; SINGH; SINGH, 1992).

Os principais produtores mundiais de feijoeiro-comum séo o Myanmar,
india, Brasil e a China (FAO, 2014). No Brasil, 0o estado do Parana se
destaca por ser o maior produtor de feijdo do pais; em 2013, o estado
produziu 690.836 mil toneladas em areas estimadas de 485.703 mil hectares,
com rendimento de 1.422 kg/ha. O estado de Minas Gerais € 0 segundo
maior produtor, produzindo 564.295 toneladas em 391.753 mil hectares, com
uma produtividade média de 1.440 kg/ha (SILVA, 2013).

O plantio consorciado da cultura é responsavel por 50 a 70% da
producgéo brasileira, por ser pouco competitiva com outras culturas e por ser
de ciclo curto, além de possuir boa tolerancia a competicdo por ser semeada
em diferentes épocas do ano (VIEIRA, 2008). O feijoeiro apresenta
aproximadamente 20% de uso de sementes ndo melhoradas e sdo os
pequenos produtores responsaveis pela manutencdo da diversidade
genética, uma vez que conservam variedades crioulas e, assim, mantém a
variabilidade genética, o que pode contribuir para o aprimoramento dos
programas de melhoramento (ANUARIO ABRASEM, 2003, COELHO et al.,
2007; PEREIRA et al., 2009).

De acordo com BONETT et al. (2006), praticamente todos os estados
sédo produtores de feijdo, sob diversas condi¢gbes edafoclimaticas e épocas de
semeadura. Geralmente é cultivado em trés safras: feijdo das “aguas” (plantio
de outubro a novembro); feijao da “seca” (plantio de fevereiro a margo) e
feijao de “inverno” (plantio de maio a junho, utilizando irrigacéo), por meio dos
diversos sistemas de producdo (ARAUJO et al., 1996; VIEIRA et al., 2006).

Nos ultimos 20 anos, houve uma crescente evolugdo tecnoldgica da
cultura com adocgéo de varias praticas de manejo para o maior aumento do

potencial produtivo, principalmente pela utilizacdo de novas cultivares que
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apresentam caracteristicas de estabilidade e adaptabilidade as questdes
fitossanitarias e ambientais (GUARNIEI et al., 2009). No Brasil, ha ampla
variabilidade de gendétipos cultivados, desenvolvidos de métodos de
melhoramento vegetal que permitiram a fixagcdo de caracteristicas favoraveis
para o aumento do potencial produtivo (DOMINGUEZ et al., 2000;
RODRIGUES et al., 2002). Entretanto, fatores limitantes como o clima, a
dificuldade de comercializag&do do produto e a dificuldade em tecnificagdo dos
processos produtivos faz com que haja perdas expressivas, o que leva a
baixa produtividade (ARAUJO et al., 1996). Outro fator crucial sio as
guestbes fitossanitérias, como a incidéncia de pragas e de doencas. Sao
contabilizadas mais de 45 doengas que acometem o feijoeiro-comum,
restringindo a sua maior produgdo (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 1998).
Segundo Ripado (1992), uma das principais doenc¢as que atacam a cultura é
a antracnose (Colletotrichum spp.), que provoca diversos danos que afetam

expressivamente a sua produtividade.

2.2 Selecéo assistida por marcadores moleculares

Nos programas de melhoramento convencional, a selecdo de
gendtipos é feita com base nas informag8es fenotipicas. Contudo, com o
advento dos marcadores moleculares, foi possivel a sua utilizagdo como
ferramentas auxiliares na selecdo de gendtipos superiores, cujo método é
conhecido como Sele¢do Assistida por Marcadores (SAM). A SAM é um
método que permite inferir a presengca de um gene pela presenca de uma
sequéncia de nucleotideos especifica, em que este gene esta estreitamente
ligado a ele. Assim, a SAM consiste em integrar a genética molecular com a
selecao fenotipica, pela da identificacdo de genes ou alelos desejaveis aos
objetivos dos programas de melhoramento, por meio da utilizacdo dos
marcadores moleculares (KUMAR, 1999). A medida que se identificam mais
marcadores associados a genes de resisténcia, seu uso na selecdo assistida
se torna mais viavel (MILACH; CRUZ, 1997).

A utilizagdo dos marcadores moleculares iniciou a partir da década de

1980 e podem ser definidos como segmentos de DNA, identificadores de
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locos, 0s quais possuem genes que expressam as caracteristicas dos
individuos. O potencial dos marcadores, em programas de melhoramento
genético, é pelo fato de serem ilimitados e altamente faceis de serem
detectados (SOLLER; BECKMANN, 1983).

O desenvolvimento da biologia molecular colaborou com mapeamento
de genes que estdo relacionados com as principais doengas (ALZATE-
MARIN et al., 2005). O uso de marcadores moleculares é uma ferramenta
que permite a comparacdo genética entre individuos, possibilitando a
classificacdo de grupos de interesses, ou seja, grupo de materiais com
caracteristicas inerentes aos objetivos dos programas de melhoramento de
plantas (EICHENBERG et al., 2000).

Os programas de melhoramento genético do feijoeiro dispbem de
vérias estratégias para o desenvolvimento de gendtipos resistentes a
diversos patétipos de uma doenca. O C. lindemuthianum possui amplo
espectro de variabilidade e a piramidacédo de distintos alelos de resisténcia
em uma mesma cultivar tem sido recomendada, visando a obtencdo de
resisténcia ampla e durdvel (RAGAGNIN et al.,, 2009). Ha desafios que
comprometem a eficiéncia na avaliagcdo das rea¢fes dos patdégenos, como as
interacdes epistaticas entre os diferentes genes de resisténcia. Por isso, 0s
marcadores moleculares vém sendo utilizados para a piramidagédo de genes
e, além disso, sdo pouco influenciados por fatores ambientais e nem por
possiveis interagbes com os genes de resisténcia. (MICHELMORE, 1995;
BIGIRIMANA; HOFTE, 2001; SINGH, 2001).

O uso das técnicas convencionais, para o melhoramento, reflete-se
nos ganhos em produtividade, ao longo dos anos, porém as novas
alternativas, para aumentar a eficiéncia dos programas de melhoramento,
podem ser empregadas, reduzindo tempo e custo (MATOS, 2005). Como
caracteristicas ideais, os marcadores moleculares ou genéticos devem
possuir alto grau de polimorfismo, heranca mendeliana, auséncia de efeitos
ambientais, simplicidade na identificacdo e analise, heranca codominante e
deteccdo nas primeiras fases do desenvolvimento da planta (JUNGHANS et
al., 2003).
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Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), nem todos os genes tém
segregacdo independente e isso é fundamental para a utilizacdo dos
marcadores moleculares no melhoramento de plantas. Além disso, quanto
maior a proximidade do marcador ao gene de interesse, maior serd a
eficiéncia de selecdo dos individuos desejaveis e mais Uteis serdo esses
marcadores no processo de melhoramento genético.

Os marcadores moleculares possuem ampla utilizacdo: construcdo de
mapas genéticos, fingerprinting molecular, similaridade genética, escolha de
genitores para cruzamentos, identificacdo de progénies, estudos de
caracteres quantitativos (MILACH, 1998). Segundo Borém (2001), a selecao
para a resisténcia a doengas apresenta inimeros desafios em comparacao a
selecdo de outros caracteres agrondmicos, uma vez que o melhorista precisa
entender dois sistemas biolégicos e normalmente sdo utilizados varios
patdégenos e diferentes ragas, requerendo inimeras inoculacoes.

A deteccdo de polimorfismos de DNA pode ser feita por meio de
hibridizacdo do DNA com sondas ou na amplificacdo de sequéncias de DNA
via PCR. Os marcadores que estdo baseados em hibridizacdo s&o os
marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e os
minissatélites ou VNTR (Variable Number of Tandem Repeats). No entanto,
entre aqueles cujo polimorfismo é identificado por amplificacdo de DNA via
PCR destacam-se o0s marcadores AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), ISSR (Inter Sequence Simple Repeat), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), microssatélites ou SSR (Single Sequence
Repeat), SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) e SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) (BOREM; CAIXETA, 2009).

2.3 Melhoramento genético do feijoeiro visando a resisténcia a doencgas

O feijdo é um dos alimentos que constitui a base da dieta dos
brasileiros, por ser a fonte proteica mais acessivel. A maioria das cultivares
utilizadas € do tipo de grao carioca e, apesar das tecnologias disponiveis, a
produtividade média brasileira é baixa. Somente os produtores que utilizam

dessas tecnologias, como irrigacdo controlada e controle de pragas e



21

doencas, conseguem atingir produtividades de aproximadamente 3000 kg/ha
(BOREM; CARNEIRO, 2006). Como a demanda é grande, existem varios
fatores que contribuem para o aumento da produtividade, destacando o
melhoramento genético (VENCOVSKY; RAMALHO, 2000).

O melhoramento genético € uma estratégia para o incremento de
caracteristicas desejaveis em uma espécie vegetal. De acordo com Moose e
Mumm (2008), o melhoramento é constituido de métodos que envolvem a
criacdo ou selecdo de gendtipos adaptados de acordo com os critérios dos
agricultores e consumidores. Desse modo, 0 avango na genética e genémica,
nos ultimos anos, vem integrando o conhecimento para viabilizar o
desenvolvimento de gendtipos superiores (VARSHNEY et al., 2006).

O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil é conduzido
principalmente por empresas publicas, localizadas nas regifes Sul, Sudeste e
Centro-Oeste. Podem-se destacar alguns objetivos comuns inerentes aos
programas, como a qualidade comercial dos graos, resisténcia a doencgas,
alta produtividade e porte ereto das plantas (CARNEIRO, 2002; VIEIRA et al.
1999).

Para autdbgamas e alégamas, existem varios métodos de
melhoramento de plantas (RAMALHO et al., 1993; BOREM, 1999). Uma das
categorias principais e mais frequentemente utilizadas é a variabilidade por
meio da hibridacdo entre genitores, visando reunir os fenétipos de interesse
em uma linhagem superior.

No caso de caracteres de herancga qualitativa, ou seja, controlados por
poucos genes e pouco influenciados pelo ambiente, como o controle genético
de grande parte das doencas, a escolha de genitores é facilitada, pois a
hibridagcdo pode ser realizada com um dos genitores que contém o alelo de
interesse com outro que apresente caracteristicas agrondmicas importantes.
Nos programas de melhoramento que visam ao melhoramento, para
caracteristicas quantitativas, € necessério considerar as diferencas entre as
capacidades produtivas dos genitores, interagdes gendtipo x ambiente e a
baixa capacidade de combinacéo entre os genitores (SINGH, 2001).

Para o controle de doengas, podem ser utilizados varios métodos de

controle como praticas culturais e controle quimico. Porém, o método de
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controle mais eficiente e econémico é a utilizacdo de gendtipos resistentes. O
melhoramento genético visando a resisténcia a doencas € uma estratégia
viavel economicamente, pois a ampla variabilidade fisiolégica dos patégenos
€ um dos obstaculos aos programas para obter genétipos com resisténcia de
amplo espectro e duravel (RAGAGNIN, 2001).

De acordo com Cordeiro e Sa (1999), a interacdo planta-patégeno
pode ser dividida em interagdo compativel que resulta em suscetibilidade e
interacdo incompativel, resultando em resisténcia. Essa interacdo, quanto ao
mecanismo das doencas, pode ser explicada pela teoria gene-a-gene,
proposta por Flor (1955). Esse mecanismo é especifico, uma vez que uma
planta pode reconhecer uma determinada raga A e ndo reconhecer a raca B
de um mesmo patégeno. Assim, 0s genes R, que conferem resisténcia raca-
especifica, atuam conforme o genétipo do patégeno e se enquadram na
teoria gene a gene (CORDEIRO; SA, 1999).

A introgressdo de genes estabiliza as cultivares, em relacdo ao
rendimento entre as safras, provocadas por maior ou menor intensidade dos
ataques de fitopatdgenos (VIEIRA et al., 1999). Assim, a resisténcia vertical
para piramidacao de genes é uma das estratégias, para aumentar o espectro
de resisténcia a doencas, uma vez que pode ser estabelecida com a
incorporacdo de genes de efeitos principais e secundérios. Porém, a
introgress@o de muitos genes em um (nico cultivar, com a manutenc¢do de
outras caracteristicas, € um processo complexo e demorado, assim, o0s
métodos tradicionais de melhoramento de plantas em autbgamas sao
recomendados na incorporagéo de resisténcia.

O feijoeiro-comum € uma cultura propensa ao ataque de varios
patégenos que limitam a producdo e reduzem a qualidade do produto. Mais
de 45 tipos de doencas, que podem ser de menor ou maior importancia, sdo
causadas por fungos, bactérias e virus. No Brasil, as doencas mais presentes
sdo a mancha angular, a ferrugem, o mofo branco, a murcha de fusarium, o
mosaico dourado, crestamento bacteriano e a antrachose. O conhecimento
das doengcas e das condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento é
necessario para que sejam adotadas medidas de controle adequadas
(ROSOLEM; MARYBAYASHI, 1994).
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2.4. Antracnose
2.4.1- Etiologia

Inicialmente, a antracnose foi descrita por Saccardo & Magnus, em
1878, como Gloeosporium lindemuthianum e posteriormente, por notar a
presenca de setas nos conidios. Scribner modificou o género para
Colletotrichum, sendo o agente etiolégico conhecido como Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib (ZAUMEYER; THOMAS, 1957).

A antracnose do feijoeiro-comum pertence a classe dos
Deuteromicetos, ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae e apresenta
fases reprodutivas distintas: uma fase assexuada e outra sexuada (KIMATI et
al.,, 1997; RAVA et al.1994). A fase mitospérica ou assexuada €
caracterizada pela producgéo de conidios. O fungo produz micélio ramificado e
septado, com coloracdo hialina que escurece ho processo de
envelhecimento. Como caracteristicas, 0s conidios s&o unicelulares de
formato oblongo ou cilindrico. Sdo formados no interior de acérvulos e sobre
conidiéforos eretos e sem ramificagdes, com comprimento de 40 a 60 um e
envolvidos por uma massa gelatinosa rdésea, agregados de 30 a 50
conidioforos por acérvulo (SUTTON, 1992; BIANCHINI et al., 1997).

Na fase sexuada ou perfeita, pertence a classe dos Ascomicetos,
conhecido como Glomerella cingulata f. sp. phaseoli. Esta produz ascos e
peritécios os quais originam conidios denominados ascésporos, dificilmente
encontrados na natureza (KIMATI; GALLI, 1970; KIMATI et al., 1997; TU,
1992; ROCA et al., 2003; GUARRO et al., 1998).

2.4.2 Epidemiologia

O fungo é um patégeno necrotrofico, sobrevivendo no interior das
sementes na forma de micélio em restos culturais entre as estacdes de
cultivo do feijdo. Além disso, sementes infestadas com diversos patétipos
também séo responsaveis pela disseminacdo da doenca a longas distancias.
Entre outras formas de disseminacdo, a agua da chuva também é
responsavel por uma maior disseminagdo, uma vez que € um veiculo que

dissolve a biotina que envolve os esporos, projetando-os a certa distancia. O
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homem pode ser uma fonte de inéculo, ao disseminar os esporos, quando
opera maquinas agricolas com residuos culturais e sementes (KIMATI, 1980).
A doenca desenvolve-se sob temperaturas amenas, que variam de
18 a 22°C, e com umidade relativa acima de 91%, em que ha um o6timo
desenvolvimento flingico. Assim, temperaturas superiores a 30 °C ou
inferiores a 13 °C limitam o crescimento (CHAVES, 1980; KELLY et al.,
1994). Com condi¢des favoraveis, a infeccéo ocorre de 6 a 9 horas apés a
germinacdo dos conidios. A penetracdo ocorre pela formacdo da hifa
desenvolvida com base no apressério, formando micélio primario e,
posteriormente, secundario. Os sintomas sdo imperceptiveis a olho nu de 2 a
4 dias poés - infeccdo, sendo visiveis a partir dos 6 dias da infeccédo
(PASTOR-CORRALES; TU, 1989; BIANCHINI et al., 1997).

2.4.3 Sintomatologia

Nas folhas, os sintomas apresentam-se, principalmente, na parte
abaxial, com manchas de coloracdo marrom escura nas nervuras, podendo
ocorrer necrose nas areas adjacentes (FIG- 1). Nos caules e nos peciolos os
sintomas apresentam-se como manchas necroticas de coloragdo marrom
escura e com bordas avermelhadas, alongadas e deprimidas (FiG- 2). Nas
vagens, onde os sintomas sdo mais tipicos, ocorrem lesdes deprimidas, de
cor escura, de tamanho variavel e em condi¢des de elevada umidade relativa
do ar, desenvolve-se uma massa rosea de esporos de cor marrom-escuro a
avermelhada (FIG-3). Nos cotilédones, os sintomas aparecem em lesdes
deprimidas. As sementes infectadas podem apresentar lesbes de cor
marrom com bordas escurecidas, levemente deprimidas (KIMATI et al., 1997;
SCHWARTZ, 1994).



Figura 1- Sintomas de antracnose na parte abaxial foliar
Foto: Adrianne Wendland

Figura 2- Sintomas de antracnose no caule e peciolos do feijoeiro
Foto: Adrianne Wendland
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Figura 3- Sintomas da doenca nas vagens de feijao

Foto: Adrianne Wendland
Fonte:http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/feijao/arvore/CO
NT000gvwk5em102wx7ha0g934vg3trxyh6.html

2.4.4 Medidas de controle

O controle da doenca se torna dificil pela capacidade de sobrevivéncia
do C. lindemuthiuanum no solo e em restos culturais infectados, em virtude
da formagdo dos esclerédios e transmissdo de sementes infestadas. A
variabilidade do patdgeno e a grande quantidade de espécies hospedeiras
fazem com que ocorram varios patossistemas, necessitando de métodos
integrados para controle efetivo da doenca (DILLARD; COBB, 1993;
SUTTON, 1992).

Dessa forma, € importante salientar que medidas integradas de
controle como: i) tratamento quimico das sementes com fungicidas
sistémicos ou protetores ii) eliminacdo dos restos culturais e, iii) rotacdo de
culturas com espécies ndo hospedeiras podem apresentar resultados
satisfatorios (RAVA et al.,, 1993; CHAVES, 1980; BIANCHINI et al., 1997).
Nos programas de melhoramento genético, a incorporacdo de genes de
resisténcia € o método com maior eficiéncia para o controle da doenca, pois é

vantajosa do ponto de vista econémico, da menor utilizacdo de defensivos
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quimicos na cultura, resisténcia mais duravel, buscando obter cultivares com
maior espectro de resisténcia (KELLY et al., 1994; YOUNG; KELLY, 1996).

2.5 Variabilidade patogéncia do Colletotrichum lindemuthianum

Os primeiros relatos da variabilidade patogénica foram realizados por
Barrus, em 1911 e 1918, o qual identificou as racas alfa e beta a partir das
cultivares diferenciadoras ‘Michelite, Perry Marrow e Michigan Dark Red
Kidney’, pois estas cultivares apresentavam comportamento diferenciado
quando inoculadas com isolados de diferentes procedéncias. Em estudo de
Burkholder (1923) foi descrita a ragca gama e Andrus e Wade (1942)
identificaram a raca denominada delta.

Outros trabalhos realizados foram desenvolvidos para a identificagdo
de racgas de C. lindemuthianum. Inicialmente, a identificacdo dessas ragas era
associada aos locais de origem e a nomenclatura tinha por base o alfabeto
grego: alfa, beta, gama, delta, épsilon, eta, teta, lambda, capa, um, zeta, alfa-
brasil, Mexicano I, Mexicano I, Brasileiro I, Brasileiro Il (GOTH; ZAUMEYER,
1965; BANNEROT, 1965; AYONOADU, 1974; FOUILLOUX, 1979;
BALARDIN et al.,, 1990; RAVA et al., 1994; TALAMINI et al., 2004
SANSIGOLO et al., 2008). No Brasil, identificaram-se as racas alfa, beta,
gama, épsilon, lambda, alfa-Brasil, teta, eta e zeta (KIMATI, 1966; OLIVEIRA
et al. 1973; BALARDIN et al. 1990).

A dificuldade na identificacdo de racas por comparacéo de resultados
entre diversos pesquisadores resultou na necessidade de um sistema
padronizado de identificacdo. Assim, Pastor-Corrales (1992) prop6s um
conjunto diferenciador com base em 12 variedades recomendadas pelo CIAT
(1990), no qual a nomenclatura obedecia a um sistema binario proposto por
Habgood (1970). A nova nomenclatura tinha por base a posicdo da cultivar
na série diferenciadora, facilitando a identificacdo das racas e padronizagéo
das nomenclaturas Essas cultivares possuem diferentes respostas causadas
pelas racas ou patétipos (CARBONELL et al, 1999). Cada cultivar recebeu
um valor bindrio e o valor 2 (dois) equivale a reagcdo das classes,

consideradas resistentes ou suscetiveis, e dn é em fungdo da ordem do
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conjunto diferenciador. Conforme Young et al. (1998), a raga fisiolégica do
patdégeno é determinada pela soma dos valores binarios, por meio da reacao
de suscetibilidade das variedades diferenciadoras de cada isolado inoculado
(TAB-1).

TABELA 1
Classificacéo de raca fisiolégica de Colletotrichum lindemuthianum, em
funcdo da reacéo das doze variedades diferenciadoras do feijdo

Ordem Variabilidade Série Valor Binario

Diferenciadora Binomial (Zd”'l)

1 Michelite 2° 1

2 MDRK 2! 2

3 Perry Marrow 2° 4

4 Cornell 49242 2° 8

5 Widusa 24 16

6 Kaboon 2° 32

7 México 222 2° 64

8 Pl 207262 2! 128

9 TO 28 256

10 TU 2° 512

11 AB 136 2% 1024

12 G 2333 2t 2048

Fonte: Pastor-Corrales (1992)

Jé& foram identificadas mais de 100 ragas do patégeno no mundo desde
a adocdo do sistema de identificacdo de racas (BALARDIN et al., 1997;
MAHUKU; RIASCOS, 2004). No Brasil, identificaram-se 50 ragas, sendo os
patétipos 65, 73, 81 e 87 os mais frequentes nos estados do Parana, Santa
Catarina, Goias e Rio Grande do Sul (ANDRADE et al. 1999; THOMAZELLA
et al. 2000; ALZATE-MARIN; SARTORATO, 2004).

2.6 Genes de resisténcia a antracnose no feijoeiro-comum

Foram identificados doze genes que condicionam resisténcia a
antracnose no feijoeiro-comum, de Co-1 a Co-14, conforme nomenclatura
proposta por Kelly e Young (1996). Quatro séries alélicas foram identificadas
para esses locos: Co-1: Co-1', Co-1% Co-1° Co-1* e Co- 1% Co-3: Co-3° Co-
3% e Co- 3% Co-4: Co-4% e Co-4% e Co-5: Co-5° (BIC, 2014a). Para onze deles,
sdo dominantes e somente 0 gene co-8 é recessivo. Co-1, Co-12 e Co-13

sdo de origem Andina e os demais sao de origem Mesoamericana. Ja foram
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mapeados oito locos de resisténcia entre os 11 cromossomos (B1-B11) do
feijoeiro: Co-1 (B1), Co-2 (B11), Co-3 (B4), Co-4 (B8), Co-5 (B7), Co-6 (B7),
Co-10 (B4) e Co0-13 (B3) (KELLY et al., 2003; SINGH; SHWARTZ, 2010;
LACANALLO et al., 2010).

O gene Co-1 foi o primeiro gene a ser identificado, presente no cultivar
Michigan Dark Red Kidney, em estudos realizados por McRostie (1919), e
possuia a nomenclatura de gene A (KELLY; VALLEJO, 2004). Nas cultivares
Kaboon e Perry Marrow foram encontrados alelos do Co-1, denominados Co-
1> e Co-1° , respectivamente (MELOTTO; KELLY, 2000). Em estudos de
Alzate-Marin et al. (2003a), foi identificado o alelo Co-1*no cultivar AND 277.

O gene Co-2 (gene Are) foi identificado no cultivar Cornell 49-242, por
Mastenbroek em 1960 (KELLY; VALLEJO, 2004). A cultivar possui
resisténcia a varias ragas do patdgeno e estudos de Adam-Blondon et al.
(1994) identificaram um marcador RAPD, ligado ao gene de resisténcia, o
gual foi convertido em marcador SCAR (marcador SCH20).

Bannerot, em 1965, descreveu o0 gene Co-3, presente no cultivar
México 222, conhecido antigamente por Mexique 1. Posteriormente, Fouilloux
(1979) descreveu o alelo desse gene (C0-32) na variedade México 227.

O gene Co-4, antigamente nomeado por Mexique 2, foi descrito por
Fouilloux (1979) no gendtipo TO. O alelo deste gene, denominado Co-4?, foi
observado no cultivar SEL 1308 e, no cultivar Pl 207262, foi encontrado o
alelo Co-4% (KELLY; VALLEJO, 2004; ALZATE-MARIN et al. 2007). A cultivar
TO é muito importante no melhoramento, uma vez que é resistente a 44 das
50 racgas de antracnose descritas no pais (ARRUDA et al., 2000).

O gene Co-5, anteriormente nomeado como Mexique 3, foi descrito na
cultivar TU, originaria do cruzamento entre Tenderette x México. Este gene
também esta presente nas cultivares SEL 1360 e G 2333. Estudos de Alzate-
Marin et al. (2001) identificaram o marcador RAPD OPB03,s5q, como ligado ao
gene Co-5 a uma distancia de 15,4 cM, observada também na cultivar
G2338. Porém, como o marcador possuia dificuldade de amplificacdo, o
mesmo foi convertido a marcador SCAR, denominado SAB3, presentes nos
gendtipos TU, SEL 1360, G2333 e G2338 (VALLEJO; KELLY, 2001).
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Conforme Kelly e Vallejo (2004), o gene Co-6, presente na cultivar
AB136, foi identificado pela primeira vez por Schwartz et al. (1982), umas das
principais fontes de resisténcia a antracnose.

O gene Co-7 foi identificado como terceiro gene independente da
cultivar G 2333. Pastor-Corrales et al. (1994) identificaram os genes de
resisténcia, utilizando a raca 521 de antracnose, porém foram com o0s
estudos de Young et al. (1998) que confirmaram a presenca de trés genes
independentes (Co-42, Co-5 e Co-7) na cultivar.

Alzate-Marin et al. (2001) identificaram, em seus estudos, 0 gene
recessivo co-8, em cruzamentos com as cultivares AB136 (resistente) e Ruda
(suscetivel), inoculados com 18 patétipos de antracnose. No experimento
observou-se, em uma das linhas, o padrdo de heranca e era de 1:3
(resistente: suscetivel), indicando a presenca de um gene recessivo.

O gene Co-9, atualmente denominado Co-3° (BIC, 2014a), foi descrito
por Geffroy et al. (1999) na cultivar BAT 93. Estudos de Kelly e Vallejo (2004)
confirmaram que o gene presente na cultivar BAT 93 era proveniente do seu
genitor Pl 207262, uma vez que por estudos de alelismo, realizado por
Alzate-Marin et al. (2007), demonstraram que a cultivar Pl 207262 possuia 0s
genes Co-4* e Co-9; este ultimo gene provém de um dos seus genitores, 0
BAT 93.

O gene Co-10, atualmente denominado Co-3* (BIC, 2014a), foi
caracterizado na cultivar Ouro Negro por estudos de alelismo com os genes
Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5 e Co-6, realizados por Alzate-Marin et al.
(2007), cujos resultados indicavam que 0 gene presente na cultivar
segregava independentemente dos outros.

O gene Co-11 foi identificado na cultivar mesoamericana Michelite,
pelo estudo de heranga a resisténcia, realizado por Gongalves-Vidigal et al
(2007). No trabalho, a cultivar Michelite foi cruzada com as cultivares
diferenciadores resistentes a raca 64 (MDRK, Kaboon, Perry Marrow, AND
277, Widusa, Cornell 49-242, TO, TU, AB 136, BAT 93, Ouro Negro, PI
207262) e com a cultivar México 222, suscetivel a raca 64. Por meio dos
testes de alelismo pode-se observar a presenca de genes dominantes

independentes, ou seja, cada uma das cultivares possui um gene de
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resisténcia dominante e independente. Como resultado, a cultivar apresentou
um gene independente dos ja caracterizados. Os autores nomearam esse
gene por Co-11, gene no qual é encontrado na cultivar Michelite.

O gene Co-12, identificado no cultivar andino Jalo Vermelho, foi
descrito por Gongalves-Vidigal (2008).

Atualmente, sdo trés genes que identificam resisténcia a antracnose
em cultivares andinas: o gene Co-13 foi identificado por Gongalves-Vidigal et
al. (2009), na cultivar andina Jalo Listras Pretas; o gene Co-14 foi identificado
no cultivar Pitanga (MEIRELLES et al., 2010); o gene Co-15, encontrado no
cultivar ‘Corinthiano’, descrito por Gongalves et al. (2010), no qual devera ser
inserido na lista oficial de genes de resisténcia a doenca.

O gene Co-16 foi recentemente identificado por Coelho et al. (2013)
na cultivar mesoamericano ‘Crioulo 159’, que também devera ser inserido na

proxima versdo oficial da lista de genes de resisténcia a doenga (TAB-2).

TABELA 2
Fontes de resisténcia ao fungo Colletotrichum lindemuthianum
Linhagem Gene Sindnimo Pool génico GL®
MDRK? Co-1 A
Kaboon® Co-1?
Perry Marrow® Co-1° Andino B1
AND 277 Co-1*
Widusa® Co-1°
Cornell 49-2422 Co-2 Are Mesoamericano B11
Mexico 2222 Co-3 Mexique 1 Mesoamericano B4
BAT 93 Co-3° Co-9
TO? Co-4 Mexique 2
SEL1308 Co-4* Mesoamericano B8
Pl 2072622 Co-4’e Co-9 Co0=9=Co-3° B8 e B4
G 23332 Co-4%, Co-5 e Co-7 B8, B7 e ND
TU? Co-5 Mexique 3 Mesoamericano B7
SEL1360 Co-5°
AB 1362 Co-6 e co-8 Co-6=Q Mesoamericano B7 e ND
H1 Co-7 ND° Mesoamericano ND
Ouro Negro Co-10 Co-10= Co-3" Mesoamericano B4
Michelite® Co-11 ND Mesoamericano ND
Jalo Vermelho Co-12 ND Andino ND
Jalo Listras Pretas Co-13 ND Andino B3
Pitanga Co-14 ND Andino ND
Corinthiano Co-15° ND Andino ND
Crioulo 159 Co-16° ND Mesoamericano ND

2variedade diferenciadora, "ND: informagéo ndo disponivel, ‘GL: grupo de ligagdo: cromossomo
IGenes que deverdo ser inseridos na proxima lista oficial de genes resisténcia a antracnose.
Fonte: BIC (http://www.css.msu.edu/bic.cfm)


http://www.css.msu.edu/bic.cfm

32

2.7- Marcadores SCAR ligados a genes de resisténcia a antracnose

Existem indmeros marcadores utilizados no melhoramento de
plantas, entre eles os marcadores SCAR. Os SCARs foram desenvolvidos,
com base nos marcadores RAPD e estes apresentavam baixa
reprodutibilidade (JUN et al., 2002).

Como caracteristicas, possuem temperatura de anelamento mais
especificas, evitando fragmentos miltiplos de amplificacdes; podem ser de
natureza codominante, altamente especificos por serem mais longos (17 a 30
bases) para a amplificacdo da regido selecionada (HERNANDEZ, 1999;
NIETSCHE et al., 2000). Conforme MIKLAS (2006), existem 42 marcadores
SCAR ligados a locos e resisténcia a doengas e, dentre estas, podem-se
citar, para a antracnose, os marcadores SAS13, SH18, SBB14, SAB3, SB12,
SCARY20, SCARC08, SCARAZ20, SCARZzZ04, SF10. Houve o
desenvolvimento de novos marcadores, associados aos locos de interesse,
encontrando aproximadamente 15 marcadores SCAR ligados aos genes de
interesse de C. lindemuthianum (TAB-4).

Um grande numero de marcadores moleculares esta disponivel para
a cultura do feijoeiro visando a resisténcia a doencas, utilizados por
universidades, empresas publicas e privadas na selecao assistida (BARROS;
SOUZA, 2012).
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TABELA 3
Marcadores moleculares tipo SCAR identificados como ligados a genes de resisténcia a antracnose do feijoeiro
Marcador Gene GL Primer Produto | Distancia Fase de T Referéncia
(5.3) (pb) (cM) Ligacéo (°Cc)?
SEact/Mcca Co-1 1 F: AATTCACTTATAAAAAATAAAAT 108/107 9,9 Co-dominante 52 Vallejo; Kelly (2008)
R :AACCATAACTGTTATCAGACC
TAG1.1 Co-1" 1 F: CAGAGGATGCTTCTCACGGT 570 1,3 Acoplamento 50 McClean et al.(2010);
R :AAGCCATGGATCCCATTTG Gongalves-Vidigal et
al. (2011)
CV542014 Co-17 1 F: GGGAGACATCCATCAGACAACTCC 450 0,7 Acoplamento 50 McClean et al.(2010);
R:GCACAAGGACAAGTGGTCTGG Gongalves-Vidigal et
al. (2011)
SH20/SCAreoli Co-2 11 F: GGGAGACATCCATCAGACAACTCC 1300/1000 0,0 Co-dominante 65 Adam-Blodon et al.
R: GGGAGACATCTTCATTTGATATGC (1994); Geffroy et al.
(1998)
SW12 Co-3/Co-9 4 F: TGGGCAGAAGTTCTAGCATGTGGC 700 1,5 Acoplamento 70 Rodriguez-Suarez et
R:TGGGCAGAAGCACAGTATGATTTG al. (2008)
SCo08 Co-4 8* F: AGAATGCCTTTAGCTGTTGG 910 7,8 Acoplamento 65 Queiroz et al. (2004);
R:CAGAGAGGCTAGGCTTATCG Kelly et al. (2003)
SY20 Co-4 8* F: AGCCGTGGAAGGTTGTCAT 830 1,2 Acoplamento 65 Queiroz et al. (2004);
R: CAGAGACCCTAGGCTTATCG Kelly et al. (2003)
SBB14 Co-4 8* F: GTGGGACCTGTTCAAGAATAATAC 1150/1050 5,9 Co-dominante 67 Kelly et al. (2003)
R: GTGGGACCTGGGTAGTGTAGAAAT
SH18 Co-4° 8* F: CCAGAAGGAGCTGATAGTAGTCCACAAC 1100 4,3 Acoplamento 62 Kelly et al. (2003)
R: GGTAGGCACACTGATGAATCTCATGTTGGG
SAS13 Co-4° 8* F: CACGGACCGAATAAGCCACCAACA 950 0,0 Acoplamento 72 Young et al. (1998);
R: CACGGACCGAGGATACAGTGAAAG Kelly et al. (2003)
SAB3 Co-5 7 F: TGGCGCACACATAAGTTCTCACGG 400 12,9 Acoplamento 67 Vallejo; Kelly (2001);
R: TGGCGCACACCATCAAAAAAGGTT Campa et al. (2005)
SAZ20 Co-6 7* F: ACCCCTCATGCAGGTTTTTA 845 7,1 Acoplamento 60 Queiroz et al. (2004);
R: CATAATCCATTCATGCTCACC Kelly et al. (2003)
Sz04 Co-6 7* F: GGCTGTGCTGATTAATTCTGG 567 2,9 Repulsao 45 Queiroz et al. (2004);
R: TGCTCATTTTATAATGGAGAAAAA Kelly et al. (2003)
SB12 Co-9 4 F: CCTTGACGCACCTCCATG 350 2,9 Acoplamento 68 Mendez de Vigo et al.
R: TTGACGATGGGTTGGCC (2002)
SF10 Co-10 4 F: GGAAGCTTGGTGAGCAAGGA 1072 6,0 Acoplamento 65 Corréa et al. (2000);
R: GGAAGCTTGGCTATGATGGT Alzate-Marin et al.

(2003b)

*Temperatura de anelamento dos primers
Fonte: PhaseolusGenes (http:// phaseolusgenes.bioinformatics.ucdavis.edu)
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2.8 Estudo de heranca

A obtencdo de informacBes do controle genético dos caracteres é
importante para tomada de decisdo para a obtencdo de procedimentos de
melhoramento mais adequados a serem adotados, com o propésito de
maiores ganhos por selecéo (SILVA et al., 2000; VIANA, 2000).

Nos programas de melhoramento que visam a piramidacdo de
genes, a determinacdo do nimero de genes e quais estdo envolvidos no
controle do carater estudado sdo de grande importancia, pois fornecem
informacdes para que os melhoristas identifiquem quais os cruzamentos e,
consequentemente, quais combinacdes alélicas possiveis e mais vantajosas,
de posse dos objetivos do programa (VIANA, 2000).

Para uma determinada doenca, a inferéncia de quantos genes e
quais determinam o fendétipo para uma determinada doenca (caracteristica de
resisténcia: suscetibilidade) consiste nos estudos de heranca e teste de
alelismo. Nos estudos de heranca, avaliam-se as popula¢cbes segregantes
obtidas dos cruzamentos entre uma fonte suscetivel e uma fonte de
resisténcia. O padrdo de segregacdo determinard o nimero de genes
envolvidos no carater estudado. O primeiro estudo de heranca, para a
antracnose, foi realizado por Burkholder (1918), o qual identificou a presenca
de um gene dominante que induzia a resisténcia & doencga, presente na
cultivar Wells Red Kidney, denominado gene A.

Foram identificados mais dois hovos genes com estudo de heranca, o
Co-15 e o Co-16, presentes, respectivamente, nas cultivares ‘Corinthiano’ e
‘Crioulo 159’ de feijoeiro-comum (GONCALVES et al., 2010; COELHO et al.,
2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo fenotipica e molecular de linhagens e
cultivares de feijoeiro-comum, quanto a resisténcia a antracnose, além de

estudar a heranca para a resisténcia a antracnose na cultivar ‘BRS Cometa’.

3.1 Objetivos Especificos

e Inocular linhagens e cultivares com os principais patétipos de C.
lindemuthianum que ocorrem no Brasil, os quais serdo selecionados
com base nos critérios de viruléncia e prevaléncia.

e Comparar o espectro de resisténcia apresentado pela cultivares e
linhagens testadas de feijoeiro-comum, visando aferir a presenca de
genes em comparagdo a outros previamente identificados em
cultivares do tipo carioca.

o Amplificar o DNA de todas as cultivares e linhagens testadas com
marcadores moleculares do tipo SCAR, previamente identificados
como ligados a genes de resisténcia a antracnose.

e Comparar o perfil molecular das fontes de resisténcia, visando
identificar evidéncias adicionais para a presencga/auséncia de alelos de
resisténcia a antracnose nas linhagens e cultivares de feijoeiro-comum.

e Estudar a heranga da resisténcia a antracnose na cultivar ‘BRS

Cometa, utilizando a populagéo F,.; (Rosinha G2 x BRS Cometa).
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CAPITULO 2- CARACTERIZAGAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE
LINHAGENS E CULTIVARES DE FEIJOEIRO-COMUM QUANTO A
RESISTENCIA A ANTRACNOSE
RESUMO

O feijoeiro-comum é a leguminosa mais consumida no Brasil. O potencial
produtivo da cultura é baixo, principalmente, em virtude da antracnose,
causada pelo fungo Colletrotrichum lindemuthianum. Assim, a identificacdo
de fontes de resisténcia € uma das alternativas mais viaveis para o maior
controle efetivo da doenca. Objetivou-se, neste trabalho, fazer a
caracterizagdo fenotipica e molecular de 55 gendétipos de feijoeiro-comum
(cultivares e linhagens) quanto a resisténcia & antracnose com marcadores
SCAR ligados aos genes Co-3*, Co-4, Co-4°, Co-5 e Co-6. Para a
caracterizagdo fenotipica, o experimento foi conduzido no campo e delineado
em blocos casualizados (DBC), com trés repeticbes e cada parcela
constituiu-se de uma linha de 3 metros. Para a caracterizagdo molecular, os
genotipos foram semeados em casa de vegetacdo e discos foliares de dez
plantulas foram coletados para extracdo de DNA. Posteriormente, foram
feitas reacBes de PCR para amplificacdo e a genotipagem por auséncia (0)
ou presenca (1) de marca molecular em comparagdo a um marcador de
massa molecular conhecido. Dos 55 genétipos testados, 26 foram
considerados resistentes e dentre eles dez considerados imunes. Exceto
para o marcador SF10 e SY20, houve especificidade dos marcadores. A
linhagem K10 apresentou marcas moleculares para os marcadores SY20,
SAB3 e SAZ20, o que indica a presenca dos genes Co-4, Co-5 e Co-6,

respectivamente.

Palavras-chave: marcadores SCAR, biotecnologia, genes de resisténcia.
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CHAPTER 2 - CHARACTERISTICS AND MOLECULAR PHENOTYPIC
LINES AND CULTIVARS OF COMMON BEAN FOR ANTHRACNOSE
RESISTANCE
ABSTRACT

The common bean is the most widely consumed legume in Brazil. The crop
production potential is low, primarily because of the anthracnose caused by
the fungus Colletotrichum lindemuthianum. Thus, the identification of sources
of resistance is one of the most viable alternatives to the most effective
control of the disease. The objective of this work was to make the phenotypic
and molecular characterization of 55 common bean genotypes (cultivars and
lines) in relation of the resistance to anthracnose with SCAR markers linked to
genes Co-3*, Co-4, Co-4%, Co-5 and Co-6. For phenotypic characterization,
the experiment was conducted in the field and in a randomized block design
(RBD), with three replications and each plot consisted of a line of 3 meters.
For the molecular characterization, the genotypes were grown in the
greenhouse and leaf discs ten seedlings were collected for DNA extraction.
Subsequently, PCR reactions were performed for amplification and
genotyping by absence (0) or presence (1) molecular tag compared to a
known molecular weight marker. Of the 55 genotypes tested, 26 were
considered resistant and among them ten considered immune. Except for the
marker SF10 and SY20, there were specific markers. The K10 strain showed
molecular markers for SY20 markers, SAB3 and SAZ20, which indicates the

presence of the Co-4, Co-5 and Co-6 genes, respectively.

Keywords: SCAR markers, biotechnology, resistance genes.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das principais fontes
de proteina vegetal. E principalmente consumido na maioria dos paises da
América Latina e da Africa e em distintas regibes e estacbes do ano. E
cultivada tanto por pequenos agricultores quanto por empresarios rurais que
detém tecnologia moderna. Nesse contexto, é importante o investimento em
pesquisas para 0 aumento da produgdo, uma vez que a produtividade média
nacional ainda é baixa, quando comparada ao potencial produtivo, o qual
supera 4.000 kg/ha (DEL PELOSO; MELO, 2005).

Um dos fatores que explicam essa situacdo é o elevado niumero de
doencgas que afetam a cultura. Uma das principais doencas flungicas que
afetam a cultura é a antracnose, incitada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib. (BIANCHINI et al., 2005). Essa
doenca se desenvolve bem em locais cujas temperaturas sdo moderadas a
frias e com alta umidade relativa do ar. Pode ocasionar até 100% de perdas
na producdo (KIMATI et al., 1997). No pais ja foram identificadas 50 racas
fisiologicas ou patétipos de antracnose (ALZATE-MARIN; SARTORATO,
2004; RAVA et al., 1994; BALARDIN, 1997; CARBONELL et al., 1999).

Ja foram identificados e caracterizados 12 genes (Co-1, Co-2, Co-3,
Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, co-8, Co-11, Co-12, Co-13 e Co-14; C0-9=Co-3° e
Co-10=Co-3% e quatro séries alélicas para resisténcia & antracnose (BIC,
2014a). Gongalves-Vidigal et al. (2010), também, descreveram um gene
adicional presente na cultivar ‘Corinthiano’ (Co-15) e Coelho et al. (2013)
descreveram o0 gene Co-16, presente na cultivar ‘Crioulo 159’, os quais
deverdo ser incluidos na proxima versdo da lista oficial de genes de
resisténcia a  doenga, periodicamente publicada pela BIC
(http://bic.css.msu.edu/). Com isso, tornam-se essenciais 0s estudos visando
a um melhor entendimento da interacdo patdégeno-hospedeiro no intuito de
viabilizar o controle efetivo da doenca por meio de cultivares resistentes.

No manejo integrado de doencas, as medidas comumente
empregadas incluem o controle quimico, praticas culturais e a

resisténcia genética. A adocdo de cultivares resistentes € uma medida
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considerada efetiva para o controle de doencas e de maior facilidade de
adocdo pelos agricultores. Nesse contexto, a introgressdo de genes de
resisténcia € uma estratégia que vem sendo utilizada para o desenvolvimento
de cultivares com resisténcia ampla (CORREA et al., 2000, MIKLAS et al.,
1993).

Os marcadores moleculares s&o utilizados como ferramentas
auxiliares na selecdo indireta de genes R, possibilitando a identificacdo e
caracterizagdo de fontes de resisténcia pela selecdo de genétipos que
contenham marcas associadas a resisténcia ou marcas especificas de
interesse, pois, geralmente, os gendtipos que vieram dos processos de
melhoramento tendem a ser semelhantes fenotipicamente (BERALDO et al.,
2009).

Nesse contexto, os marcadores SCAR sdo marcadores utilizados na
selecdo assistida e foram desenvolvidos a partir de marcadores RAPD. O
polimorfismo pode ser detectado pela auséncia ou presenca da banda
amplificada (PARAN; MICHELMORE,1993; HERNANDEZ, 1999, NIETSCHE
et al., 2000). Atualmente, existem cerca de 59 marcadores SCAR ligados a
genes de resisténcia a varias doencas do feijdo e para a antracnose ja foram
identificados aproximadamente 15 marcadores (BIC, 2014b).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou realizar a
caracterizagdo fenotipica e molecular de cultivares e linhagens elite de
feijoeiro-comum quanto a resisténcia a antracnose, com base na
genotipagem destas, usando marcadores SCAR previamente identificados
como ligados aos genes Co-3* (SF10), Co-4 (SY20), Co-4% (SH18 E SAS13),
Co-5 (SAB3) e Co-6 (SAZ20).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Ensaios de campo

O experimento foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Arroz
e Feijdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (CNPAF-
EMBRAPA), localizado no municipio de Santo Antdnio de Goias-GO. Foram
obtidos 55 gendtipos de feijoeiro-comum (cultivares, linhagens elites e
testemunhas). O ensaio a campo foi conduzido, durante o inverno de 2014,
em delineamento em blocos casualizados (DBC) com trés repetic6es. Cada
parcela possuia uma linha de 3 m de comprimento, com espagcamento de 0,5
m entre si. No campo, os genétipos foram inoculados simultaneamente com
as racas 65 (isolado ClI 1614); 73 (isolado Cl 1143); 81 (isolado Cl 1164); 91
(isolado CI 1247); 475 (isolado Cl 1322) e 1609 (isolado ClI 1294). A
concentracdo final da suspenséo de esporos foi 1,2 x 10° esporos/mL. As
notas atribuidas a cada genétipo foram dadas em funcéo da porcentagem de

folhas e/ou plantas infectadas (TAB-1).

TABELA 1
Escala descritiva de notas para avaliacdo de doencas a campo, baseadas na
porcentagem de folhas e/ou plantas infectadas
Grau (nota) % de infeccdo em folhas e/ou
% de plantas infectadas
0
1
5
10
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40
60
80
100

Fonte: Procedimentos para condugdo de experimentos de valor de cultivo e uso em feijoeiro-
comum (MELO, 2009).
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Amostras foliares de cada um dos gendtipos foram coletadas em bulks
(dez individuos de cada acesso), sendo cada amostra formada por folhas do
Gltimo trifdlio e acondicionada em papel aluminio. Os bulks foram

armazenados em um freezer a -20 °C, até 0 momento da extracdo de DNA.
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2.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada, conforme o protocolo CTAB, proposto
por Doyle e Doyle (1987), com adaptacfes de Ferreira e Grattapaglia (1998).
Para isto, cerca de 50 mg dos bulks foliares foram macerados na presenca
de 700 pL de tampéao de extracdo [(Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, EDTA 20 mM,
pH 8,0, NaCl 1,4 M, - Mercaptoetanol 0,2 % (v/iv) e CTAB 2 % (p/v)] em
microtubos de 2,0 mL. Os microtubos foram incubados em banho-maria a 65
°C, por 1 hora.

ApoOs o procedimento de incubacdo, foram adicionados 600 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (CIA 24:1) e centrifugadas em microcentrifuga
Eppendorf 5415C (Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA) por 15
minutos a velocidade de 13000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
novos microtubos de 1,5 mL. Foram adicionados, ao sobrenadante, 800 pL
de etanol absoluto gelado (PA: 99,5 %) e os tubos foram armazenados em
freezer -20 °C por 2 horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
temperatura ambiente por 15 minutos a 13000 rpm para formagdo do DNA
precipitado (pellet) e o etanol descartado para a adicdo de 1 mL de etanol
70% e centrifugacdo por 5 minutos a 13000 rpm. Apds o descarte do etanol
70%, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto, repetindo 0 mesmo processo da
centrifugacao anterior. Apos o descarte do etanol, o precipitado foi seco ao
ar, por 15 minutos e ressuspenso em 50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0) e incubado a 37° C em banho-maria, por 1 hora, com RNAse a
concentracao final de 20 pg/mL.

A concentracdo do DNA foi quantificada em espectrofotbmetro
(Nanodrop, modelo 2000c, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EUA), por
relacdo de absorbancia a 260/280 nm, no qual indica a concentracdo de
acido nucleico presente por pL de amostra. Posteriormente, a concentracdo

das amostras foi ajustada para 50 ng/pL.
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2.3 Condicdes de amplificacdo dos marcadores SCAR

As amostras de DNA dos genotipos foram amplificadas, utilizando os
primers SCAR (TAB- 2), com as respectivas temperaturas de anelamento.

TABELA 2
Marcadores SCAR ligados a genes de resisténcia a antracnose do feijoeiro-
comum
SCAR Gene Fonte Primer 5°--> 3’ T(°C)* Referéncias
Corréa et al.
SF10 4 F: GGAAGCTTGGTGAGCAAGGA (2000);
Co-3" Ouro Negro . o AAGCTTGGCTATGATGGT 65 Alzate-Marin
et al. (2003b)
Queiroz et
F: AGCCGTGGAAGGTTGTCAT al. (2004);
SY20  Co-4 TO R: CAGAGACCCTAGGCTTATCG 60 Kelly etal.
(2003)
F: CACGGACCGAATAAGCCACCAACA 72 Youngetal.
) R: CACGGACCGAGGATACAGTGAAAG (1998);
SAS13 Co-4° SEL1308 y
Kelly et al.
(2003)
Awale; Kelly
2 F: CCAGAAGGAGCTGATAGTAGTCCACAAC (2001);
SH18 Co-4" SEL1308 o G GTAGGCACACTGATGAATCTCATGTTGGG 60 Kelly et al.
(2003)
Vallejo; Kelly
F: TGGCGCACACATAAGTTCTCACGG (2001);
SABO3 Co-5 TU R: TGGCGCACACCATCAAAAAAGGTT 5 Campaetal.
(2005)
Queiroz et
F: ACCCCTCATGCAGGTTTTTA al. (2004);
SAZ20 Co-6 ABI36 g CATAATCCATTCATGCTCACC 0 Kellyetal
(2003)

*Temperatura de anelamento
Fonte: http://www.css.msu.edu

Nas reacBes de amplificagdo foi utilizado o volume final de 5,0 pL,
sendo 1,0 uL de DNA (50 ng/pL), 0,5 yuL de Q- Solution (Qiagen, Hilden,
Alemanha), 2,5 pL da enzima GoTaq (Promega, Madison, EUA) e 1,0 pL de
cada primer a concentragdo de 10 mM. As reacgdes foram conduzidas em
termocicladores modelos Robocycler programados para uma fase inicial de
95 °C por 15 minutos; seguidos de 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos,
temperaturas de anelamento de 54 °C (SAB3), 60 °C (SY20, SH18 e SAZ20)
e 72 °C (SAS13) e por 1 minuto e 30 segundos, 72 °C por 1 minuto e 30

segundos; seguidos de uma etapa final de extensdo a 72 °C por 10 minutos.
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2.4 Eletroforese e Fotodocumentacao

Aos produtos de amplificacdo, adicionaram-se 3 pL de corante azul de
bromofenol, os quais foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5
% em TBE 1x (Tris-acidobdrico-EDTA), por 2 horas a 100 volts. Para a
visualizacéo destes produtos, os géis de agarose foram corados em solugao
de brometo de etideo, por 20 minutos e, em seguida, visualizados em luz
ultravioleta. As imagens obtidas foram fotodigitalizadas e as marcas
amplificadas interpretadas na forma de auséncia (0) ou presenca de banda
(1). Os tamanhos dos fragmentos de DNA amplificados foram aferidos por

comparacdo a um marcador de massa molecular conhecida.
2.5- Anédlise estatistica

Os dados das avaliacdes a campo foram submetidos a andlise de
variancia e teste de comparacdo de médias de Scott e Knott, com o auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaios de campo

Os genétipos foram agrupados de acordo com o teste de

agrupamento de médias de Scott-Knott (TAB-3).



TABELA 3
Reacdo a antracnose das 55 cultivares e linhagens testadas no campo

Geno6tipos Gene R *Notas
AB 136 Co-6 e co-8 1,00 a
BRS Esteio 1,00 a
BRS Realce 1,00 a
BRS Sublime 1,00 a
CNFC 10729 1,00 a
K10 Co-4%, Co-5, Co-6 e Co-10 1,00 a
K13 Co-42 1,00 a
Ouro Negro Co-3* 1,00 a
SEL 1308 Co-# 1,00 a
TO Co-4 1,00 a
BRS Embaixador 1,33a
BRS Estilo 1,33a
G 2333 Co-4%, Co-5 e Co-7 1,33a
Jalo Vermelho Co-12 1,33a
Kaboon Co-1? 1,33a
BRS Radiante 1,67b
Jalo Listras Pretas Co-13 167b
Pl 207262 Co-4>e Co-9 1,67b
AND 277 Co-1* 2,00b
BRS Supremo 2,00b
MDRK Co-1 2,00 b
Perry Marrow Co-1° 2,00 b
TU Co-5 2,00 b
Widusa Co-1° 2,00b
BRS Executivo 2,33b
BRS Notavel 2,33b
Mexico 222 Co-3 3,00c
K23 Co-5 333¢c
BRS Esplendor 4,67d
CNFP 10120 4,67 d
IAC Alvorada 4,67 d
Pérola 5,00d
CNFP 15330 5,33d
Jalo Precoce 5,33d
CNFP 10794 5,67d
H1 Co-7 567d
Ruda 5,67d
SEL 1360 Co-5° 567d
BRS Requinte 6,00d
BRSMG Majestoso 6,00 d
BRS Grafite 6,33 e
IPR Uirapuru 6,33 e
BRS Agreste 6,67 e
BRS Pitanga Co-14 6,67 e
BRS Valente 7,00 e
BRSMG Talisma 7,00 e
CNFC 15874 7,00 e
BRS Campeiro 7,33e
CNFC 15873 7,33 e
Cornell 49-242 Co-2 7,33 e
Michelite Co-11 7,33 e
BAT 93 Co-3° 7,67f
BRSMG Madrepérola 8,00 f
CNFC 15875 8,00 f
Rosinha G2 9,00 f

Fonte: Da autora
Notas: *Médias com as mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade.
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Os gendtipos que pertencem ao grupo “a e b” apresentaram maior
espectro de resisténcia a doenca (26 gendtipos), destacando-se o0s
gendtipos: AB 136, BRS Esteio, BRS Realce, BRS Sublime, CNFC 10729,
K10, K13, Ouro Negro, SEL 1308, TO (imunes) (TAB-3). O menor numero de
individuos suscetiveis € um resultado satisfatorio da selegcdo fenotipica,
realizada por programas de melhoramento, que objetivam a obtencdo de
cultivares resistentes aos patétipos de antracnose (BERALDO, 2007). Esses
resultados confrontam com os resultados obtidos por Bigirimana e Hofte
(2001), afirmando que essa metodologia de sele¢do fenotipica € pouco eficaz
em selecionar genoétipos resistentes a antracnose.

Dos 55 genotipos caracterizados, 29 foram considerados suscetiveis
a antracnose, quando inoculados com os patétipos 65, 73, 81, 91, 475 e
1609 (notas = 3,0), os quais foram enquadrados nos grupos “b, ¢, d, e, f’,
entre eles as cultivares diferenciadoras Cornell 49-242 (Co-2), BAT 93 (Co-
3%, SEL 1360 (Co-5%), H1 (Co-7) e Michelite (Co-11). Segundo Alzate-Marin
et al. (2004), a cultivar Cornell 49-242 possui resisténcia a 44 ragas de
antracnose, incluindo as ragcas 65 e 91. A cultivar BAT 93 possui outros
genes de resisténcia ou apresenta fatores complementares, sendo utilizado
como genitor nos programas de melhoramento (ALZATE-MARIN et al., 2007).
Resultado do gendétipo H1, que apresentou alta suscetibilidade frente ao
patétipos, corrobora com os estudos de Kelly e Vallejo (2004). Segundo
esses autores, o gene Co-7 ndo apresenta grande importancia nos
programas de melhoramento, pois esse gene possui baixo espectro de
resisténcia a doenga e nenhum marcador molecular foi associado a ele.
Assim, amplo espectro de resisténcia da maioria dessas cultivares demonstra
a importancia para os programas de melhoramento.

Houve testemunhas utilizadas para a caracterizagdo molecular, as
quais contém genes de resisténcia ja caracterizados, que se mostraram
resistentes em campo: Ouro Negro (Co-3%), TO (Co-4), TU (Co-5), SEL 1308
(Co-4%) e AB 136 (Co-6 e co-8). Essas linhagens devem receber maior
atencdo nos programas de melhoramento. O genétipo AB136 é resistente a,
pelo menos, 50 racas identificadas no Brasil (BALARDIN; PASTOR-
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CORRALES, 1990, ALZATE-MARIN; SARTORATO, 2004). Desses, apenas
0 gendtipo TU apresentou nota de reacdo igual a 2,0, enquanto demais
testemunhas foram imunes. A alta variabilidade do patéogeno, bem como as
variacbes ambientais, tem influéncia na mudanca de comportamento dos
gendtipos e isso pode levar ao descarte de um gendtipo que possa
apresentar boa performance em um ambiente diferente daquele utilizado
para a selecdo (DENIS; GOWER, 1996).



TABELA 4

Perfil molecular de cultivares e linhagens elite de feijoeiro-comum quanto a presenca de marcadores SCAR ligados a
genes de resisténcia a antracnose.
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Marcadores Moleculares

Gen(’)tipos Gene R SF101072 SY20s30 SH181100 SAS13950 SAB3.400 SAZ20g5
Co-3* Co-4 Co-4° Co-4° Co-5 Co-6
BRS Agreste 0 0

BRS Campeiro
BRS Embaixador
BRS Esplendor
BRS Esteio

BRS Estilo

BRS Executivo
BRS Grafite

BRS Notavel
BRS Radiante
BRS Realce
BRS Requinte
BRS Sublime
BRS Supremo
BRSMG Madrepérola
BRSMG Majestoso
BRSMG Talisma
CNFC 10729
CNFC 15873
CNFC 15874
CNFC 15875
CNFP 10120
CNFP 10794
CNFP 15330
IAC Alvorada
IPR Uirapuru
Jalo Precoce
Pérola

Ruda

BRS Valente

FOOORRFROOROOORRRORRORRORORRRORE

[eNoNoNoNoNoNoNoloNoNololoNoloNoNoNoNoNoloNoNoloNoNoloNoNoNe]

[eNoNoNoNoNoNoNoloNoNololoNoloNoNoNoNoNoloNoNoloNoNoloNoNoNe]

[eNoloNoNoNoNoNoloNoololooNoNooNoNoloNoNololoNoNoNoNeNe)

[eNoNoNeoNoNoNoNoNol NoloNoNoNoNaol NeloNoNoNoNoloNoNaoll el o]

[eNoNoNoNoNoNoNooNoololooloNooNoNooNoNololoNoNoNoNeNe)
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Marcadores Moleculares

Genétipos Gene R SF101072 SY20830 SH181100 SA513950 SAB3400 SA220845
Co-3* Co-4 Co-4° Co-4° Co-5 Co-6
MDRK Co-1 0 0 0 0 0 0
Kaboon Co-1° 1 0 0 0 0 0
Perry Marrow Co-1* 1 0 0 0 0 0
AND 277 Co-1* 0 0 0 0 0 0
Widusa Co-1° 0 0 0 0 0 0
Cornell 49-242 Co-2 1 0 0 0 0 0
Mexico 222 Co-3 1 0 0 0 0 0
BAT 93 Co-3° 1 0 0 0 0 0
Pl 207262 Co-4%e Co-9 1 1 0 1 0 0
G 2333 Co-4%, Co-5 e Co-7 0 1 0 0 1 0
K10 Co-4% | Co-5, Co-6 e Co-10 1 1 0 1 1 1
K13 Co-42 0 1 0 1 0 0
K23 Co-5 1 0 0 0 1 0
SEL 1360 Co-5? 1 0 0 0 1 0
H1 Co-7 1 0 0 0 0 0
Michelite Co-11 0 0 0 0 0 0
Jalo Vermelho Co-12 0 0 0 0 0 0
Jalo Listras Pretas Co-13 0 0 0 0 0 0
BRS Pitanga Co-14 1 0 0 0 0 0
Rosinha G2° 0 0 0 0 0 0
Ouro Negro® Co-3° 1 0 0 0 0 0
TO" Co-4 0 1 0 0 0 0
SEL 1308° Co-4? 0 1 1 1 0 0
TU° Co-5 1 0 0 0 1 0
AB 136" Co-6 € co-8 1 0 0 0 0 1

2Testemunha suscetivel & antracnose "Testemunhas resistentes & antracnose

Fonte: Da autora
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3.2 Caracterizacdo molecular

Observando os resultados apresentados pelas testemunhas
resistentes, nota-se que os marcadores testados foram especificos para os
locos de resisténcia a que estao ligados, exceto o marcador SF10, que
amplificou fragmentos de DNA para as testemunhas ‘Ouro Negro’ (Co-3%),
‘TU’ (Co-5) e ‘AB136’ (Co-6 e c0-8) e outros gendtipos com genes ou alelos
de resisténcia conhecidos, como o ‘K 23’ (Co-5), ‘Kaboon’ (Co-1%), ‘Perry
Marrow’ (Co—13), ‘Cornell 49-242’ (Co-2), ‘Mexico 222’ (Co-3), ‘SEL 1360’ (Co-
5%), ‘H1’ (Co-7) e ‘BRS Pitanga’ (Co-14).

Dos 55 gendtipos testados, 31 apresentaram marca amplificada para o
marcador SF10, representando 53,44 % dos gendtipos trabalhados. Destes,

28 cultivares e linhagens e trés testemunhas (FIG- 1).

30 +

25 A

20 - m Testemunhas
15 - H Cultivares elinhagens

10 -

g - ‘ - J J -

SF10 SY20 SH18 SAS13 SAB3  SAZ20
(Co-34) (Co-4) (Co-4%) (Co-4?) (Co-5) (Co-6)

Marcadores SCAR

Figura- 1: NOmero de gendétipos (cultivares, linhagens e testemunhas) apresentando os
marcadores moleculares SCAR ligados a genes de resisténcia a antracnose.
Fonte: Da autora

Gendtipos com amarca

O marcador SY20 foi especifico para o loco Co-4, contudo, este
marcador ndo discriminou os diferentes alelos, pois amplificou fragmentos de
DNA apenas para as testemunhas ‘TO’ (Co-4) e ‘SEL 1308’ (C0-42) e para as
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linhagens ‘K10’ (Co-4% , Co-5, Co-6 e Co-10) , ‘K13’ (Co-42) , ‘Pl 207262’ (Co-
4%e Co-9) e ‘G 2333’ (Co-4%, Co-5 e Co-7),. Esse resultado n&o corrobora com
0s dados obtidos por Beraldo (2009), ao analisar esse marcador com 42
genitores e 76 linhagens de feijoeiro, constatou que somente o gendtipo ‘G
2338’ amplificou DNA associado a resisténcia esperada.

No caso do marcador SH18, este foi eficiente em discriminar o alelo
Co-4 do Co-4” nas testemunhas, linhagens e cultivares, uma vez que apenas
‘SEL 1308’ apresentou a marca SH18. Awale e Kelly (2001) desenvolveram o
marcador SH18 ligado ao alelo Co-4? e verificaram que este é preciso, uma
vez que amplifica somente esse alelo.

O marcador SAS 13, que amplifica também o alelo Co-4 foi especifico,
mas ndo se mostrou alelo-especifico ao amplificar o alelo Co-4° presente na
cultivar ‘Pl 207262’, além de amplificar DNA nas linhagens ‘K10’ (C0-42, Co-
5, Co-6 e Co-10) e ‘K13 (Co-4?). Conforme AWALE e KELLY, (2001) e
ALZATE-MARIN et al (2007), o marcador SAS13 amplifica diferentes alelos
do Co-4, inclusive, o alelo gene Co-4° presente na cultivar ‘Pl 207262’. Porém
isso ndo inviabiliza 0 seu uso nos programas de melhoramento, mas, para
detectar o alelo Co-4” seria ideal a utilizagdo do marcador SH18

Oito gendétipos apresentaram o marcador SAB3: ‘BRS Campeiro’,
‘BRS Esplendor’, ‘BRS Supremo’, ‘CNFC 15875, ‘K10’ (C0—42, Co-5, Co-6 e
Co-10), ‘K23’ (Co-5), ‘G 2333’ (Co-4°, Co-5 e Co-7) e ‘SEL 1360’ (Co-59),
além da sua testemunha (TU), indicando a presenca do gene Co-5. Contudo,
ele ndo discriminou os alelos desse loco.

Somente a linhagem ‘K10’ apresentou o marcador molecular SAZ20,
ligado ao gene Co-6 e 0 seu positivo (AB136). Estudos de Alzate Marin e
Sartorato (2004) relataram que as cultivares que possuem o gene Co-4, Co-5
e Co-6 e seus alelos, individualmente ou em associagdo com outros genes,
sdo aqueles que possuem maior espectro de resisténcia a antracnose no
Brasil.

Trés linhagens elite se destacaram na caracterizacdo molecular. A
linhagem ‘K10’ (Co-42, Co-5, Co-6 e Co-10) apresentou marcas amplificadas
para os marcadores SF10, SY20, SAS 13, SAB 3 e SAZ20; o ‘K13’ (Co-4?3)
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aos marcadores SY20 e SAS 13; o ‘K23 (Co-5) aos marcadores SF10 e
SAB3. No campo, esses genoétipos mostraram-se resistentes a doenga,
destaque para o ‘K10’ que apresentou um amplo espectro de resisténcia
frente aos patétipos pelo nimero de genes no seu background. Conforme
Kelly et al. (2003), quanto maior o nimero de genes, maior a durabilidade e
eficiéncia na resisténcia a um determinado patégeno. A presenca do gene
Co-6 somente nessa pode ser ao uso da cultivar ‘AB136’ como genitor, pois
este confere resisténcia a inUmeros patotipos de antracnose. AB136 é
resistente a 50 patétipos de C. lindemuthianum descritas (ALZATE MARIN et
al. 1999), além disso, a superioridade desse gene foi relatado por Alzate
Marin e Sartorato (2004) e Moura (2005), no qual encontraram a marca
amplificada em 64 dos 248 acessos estudados. Os marcadores SCAR sao
eficientes ao detectar genes em geracdes avancadas de feijoeiro, podendo
ser utilizados como ferramentas para a sele¢cdo de linhagens superiores
(BERALDO, 2009).

Onze das doze cultivares diferenciadoras apresentaram ao menos
um marcador, com excec¢do da ‘Michelite’ que ndo amplificou nenhuma marca
genética. Estudos de Alzate-Marin e Sartorato (2004) descreveram que 0s
genotipos ‘Michelite’, ‘MDRK’, ‘Perry Marrow’, ‘Cornell 49-242’, ‘Widusa’,
‘Kaboon’, ‘México 222’, ‘Pl 207262’, ‘TO’, ‘TU’, ‘AB 136’ e ‘G 2333, sdo
utilizados nos programas de melhoramento genético que visa a resisténcia a
doencas. Nesse caso, essas cultivares sao resistentes a 7, 31, 26, 29, 27, 35,
9, 45, 44, 49, 50 e 50 racas da antracnose descritas no Brasil. Os resultados
comprovam, entdo, a importancia dos genotipos ‘G 2333’ (Co—42, Co-5 e Co-
7), ‘Pl 207262’ (Co-4° e Co-3%), ‘TO’ (Co-4), ‘AB 136’ (Co-6 e co-8) e ‘TU’

(Co-5) como fontes de resisténcia.
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4 CONCLUSAO

Nos ensaios de campo, 26 gendtipos foram resistentes (nota < 3,0) aos
patotipos de C. lindemuthianum e dez gendtipos foram considerados imunes
(nota = 1,0). Todas as testemunhas (Ouro Negro, TO, SEL 1308, TU e AB
136) foram resistentes e a cultivar Rosinha G2 foi suscetivel (nota = 9,0).

Na caracterizacdo molecular das cultivares e linhagens de feijoeiro-
comum, os marcadores SH18 (Co-4%), SAS 13 (Co-4%), SAB3(Co-5) e SAZ20
(Co-6) se mostraram especificos, para os seus locos, porém néo
discriminaram os alelos. Somente o marcador SH18 mostrou-se, ainda,
alelo-especifico, discriminando Co-4° de Co-4 e Co-4°,

Dos 55 genotipos, 31 apresentaram o marcador SF10, incluindo
cultivares, linhagens e testemunhas, o que representou 53,44% dos
genotipos testados.

A linhagem K10 apresentou os marcadores moleculares SY20, SAB3 e
SAZ20, indicando a presenca dos genes Co-4, Co-5 e Co-6,
respectivamente. Entre as cultivares, apenas o gene Co-5 foi amplificado nos

gendtipos BRS Campeiro, BRS Esplendor e BRS Supremo.
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CAPITULO 3- ESTUDO DE HERANCA PARA RESISTENCIA A
ANTRACNOSE PRESENTE NA CULTIVAR DE FEIJOEIRO-COMUM DO
GRUPO CARIOCA ‘BRS COMETA’

RESUMO

A cultivar de feijoeiro-comum ‘BRS Cometa’ possui caracteristicas
agronbmicas relevantes como alto potencial produtivo, precocidade e
resisténcia a antracnose em campo e sob inoculacdo artificial. Visando a
utilizagdo dessa fonte como genitor nos programas de melhoramento
genético, este trabalho foi realizado com o objetivo de definir o padrdo de
heranca de resisténcia da cultivar ‘BRS Cometa’. O ensaio foi conduzido em
camara de nebulizagdo com temperatura controlada (21 °C + 2 °C) e umidade
(80 % UR). Familias F,.3, obtidas do cruzamento entre ‘Rosinha G2’ e ‘BRS
Cometa’, foram plantadas em linhas em bandejas em casa de vegetacéo,
além da testemunha que contém o alelo Co-4° (SEL 1308) e dos genitores.
Aos sete dias, foram inoculadas todas as plantas na face abaxial e adaxial,
com uma suspensao de 1,2 x 10° esporos/mL de C. lindemuthianum, patétipo
91, isolado Cl 1247, sendo mantidas na camara de nebulizacéo por sete dias
até a avaliacdo. A reacdo a antracnose das plantas foi avaliada usando uma
escala de notas de 1 a 9. A avaliagdo dos sintomas da doenca demonstrou
gue a resisténcia da cultivar BRS Cometa a raca 91 é governada por um
gene dominante, sendo o padrdo de segregacdo de 1:2:1 nas familias Fy,
com valor de qui-quadrado de 0,5 e probabilidade de 77,88%.

Palavras-chave: Estudo de heranga, antracnose, segregacdo mendeliana.
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CHAPTER 3 - STUDY OF HERITAGE FOR RESISTANCE TO
ANTHRACNOSE PRESENT THE COMMON BEAN CULTIVAR OF THE
'BRS COMETA' CARIOCA GROUP

ABSTRACT

The common bean cultivar 'BRS Cometa’ has relevant agronomic traits such
as high vyield potential, earliness and resistance to anthracnose in the field
and under artificial inoculation. Aiming to use this source as parent in
breeding programs, this work was carried out in order to set the standard for
the resistance inheritance of the 'BRS Cometa' cultivar. The test was
conducted in a mist chamber with controlled temperature (21 + 2 ° C) and
humidity (80% RH). Families F,.;, obtained from the cross between 'Rosinha
G2' and 'BRS Cometa’, were planted in rows in trays in a greenhouse, and a
control containing the Co-4? allele (SEL 1308) and parents. Seven days, all
plants were inoculated in abaxial and adaxial face, with a suspension of 1,2 x
10° spores/mL of C. lindemuthianum, pathotype 91, isolated Cl 1247, being
held in the mist chamber for seven days until the evaluation. The reaction
anthracnose of plants was evaluated using a rating scale of 1 to 9. The
assessment of disease symptoms demonstrated that the resistance of the
‘BRS Cometa’ race 91 is governed by a single dominant gene segregation
pattern being 1:2:1 in the F,.; families, with chi-squared value of 0.5 and the
probability of 77.88%.

Keywords: Inheritance study, anthracnose, mendelian segregation.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) é cultivado em trés
safras. A cultura é produzida por pequenos agricultores, o0s quais aplicam
baixa tecnologia para producdo e por grandes agricultores, que detém uma
tecnologia mais avancada que reflete na produtividade da cultura (VIEIRA et
al.,, 2006). O rendimento médio da cultura no ano de 2013 foi de,
aproximadamente, 1300 kg/ha (SILVA, 2013).

Vérios séo os fatores que sdo responsaveis pela menor produtividade
das lavouras, como o grande nUmero de organismos fitopatogénicos que
acometem a cultura. A incidéncia de doencgas contribui para o desequilibrio
da produtividade. E dificil estimar as perdas decorrentes de uma doenga
especifica, uma vez que geralmente as culturas sdo atacadas por mais de um
agente etiolégico ao mesmo tempo (BOREM, 2001).

Dentre as diversas doencas que incidem sobre a cultura, destaca-se a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magn.) Scribner. No Brasil, a antracnose ocorre principalmente nos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Minas Gerais,
Bahia e Pernambuco e, ainda, tem relevancia nos estados do Espirito Santo,
Alagoas, Sergipe e Paraiba (RAVA et al., 1994). A doenca ocorre durante as
trés safras de cultivo (safra das aguas, seca e a de inverno) e possui elevada
variabilidade patogénica, fazendo com que ocorram perdas de até 100% de
producgéo (KIMATI et al., 1997).

A ampla variabilidade patogénica do C. lindemuthianum é um desafio
de programas de melhoramento de feijoeiro, pois 0o aparecimento de novos
patétipos induz a quebra da resisténcia, dificultando a obtencdo de uma
cultivar que apresente ampla resisténcia as racas do fungo (PASTOR-
CORRALES et al., 1995).

Nos programas de melhoramento que visam obter gendtipos com
superiores, a determinacdo do numero de genes, que estdo envolvidos no

controle do carater estudado, é de grande importancia, pois fornecem
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informacdes para que os melhoristas identifiquem quais as combinacfes
alélicas possiveis e mais vantajosas. Assim, nos estudos de herancga,
avaliam-se as populagbes segregantes entre uma fonte suscetivel e uma
resistente, nas quais pelo padrdo de segregacdo determinara o nimero de
genes envolvido no carater (SILVA et al., 2000; VIANA, 2000).

A cultivar ‘BRS Cometa’ possui ciclo precoce, arquitetura ereta e é
resistente as racas 55, 95 e 453 de antracnose (CARVALHO; ALBRECHT,
2007). E um cultivar com alto potencial produtivo, que pode ser usado como
genitor nos programas de melhoramento genético, uma vez que apresenta
caracteristicas agrondmicas favoraveis que podem ser introgredidas para
outros materiais com alto potencial produtivo (FARIA et al., 2008).

Diante do exposto, este artigo teve por objetivo determinar o padrao de
heranca de resisténcia do cultivar BRS Cometa ao C.lindemuthianum, em
cruzamento com a cultivar Rosinha G2, por meio de inocula¢cbes com o
patétipo 91, isolado Cl 1247, da colecéo de fitopatégenos da Embrapa Arroz

e Feijao.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético e ensaios

As sementes da cultivar ‘BRS Cometa’, da linhagem’ SEL 1308’ que
possui 0 gene Co-4°, e da testemunha ‘Rosinha G2’ foram cedidas pela
Embrapa Arroz e Feijdo, que se encontram disponiveis na cole¢cdo de
trabalho do programa de melhoramento genético do feijoeiro.

Foi realizado o cruzamento artificial dos genétipos, com uma fonte
suscetivel e outra resistente (Rosinha G2 x BRS Cometa). As sementes da
geracdo F; foram cultivadas em vasos e foram fenotipicamente identificadas
(cor da flor) para propiciar a obtencdo das sementes F,. As progénies F,
foram pré-germinadas, por trés dias, em papel germitest, na camara de
germinacdo do laboratério de sementes da Embrapa. Posteriormente, as
sementes germinadas foram plantadas em copos plasticos contendo
substrato comercial. Aos sete dias, houve o transplantio dos materiais em
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vaso no telado, para obter familias F,; Com 75 dias ap6s o transplantio, as
plantas individuais foram colhidas, trilhadas e plantadas em bandejas de
isopor em casa de vegetacdo. Foram plantadas 8 familias por bandeja e
cada familia possuia 16 plantas.

As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo por sete dias, até
antes do momento das inoculacdes. Foram preparados dois ensaios: foram
plantadas 152 familias para primeiro ensaio e 148 familias para o segundo

ensaio, além dos genitores e testemunha.

2.2 Inoculacédo do patdgeno e avaliagcdo da doenca

Seguindo o critério de viruléncia e prevaléncia, selecionou-se o
patétipo 91, isolado Cl 1247 de C. lindemuthianum, da cole¢cdo de
fitopatégenos da Embrapa. O inéculo foi produzido, mediante repicagem do
fungo em tubos de ensaio, contendo uma vagem esterilizada, imersa em
meio agar-agua. Dez dias ap6s a repicagem, a suspensdo foi preparada,
mergulhando as vagens em 4gua destilada e filtrando a solugdo em pano de
malha fina. Foi feita a estimativa de esporos na solucdo por meio da
contagem ao microscopio, utilizando a Cémara de Neubauer. Apds a
contagem, a suspensdo do indculo foi ajustada para concentracdo de 1,2 x
10° esporos/ml.

Para a aplicacédo da suspensao do inoculo, as bandejas foram levadas
para a camara de inoculacdo, duas horas antes para aclimatacdo das
plantas, com temperatura entre 19°C e 2°C e 80% de umidade relativa. ApG4s
esse periodo, para cada planta, foi aplicada a suspenséo nas faces abaxial e
adaxial das folhas primarias, com auxilio de um pulverizador manual. A
severidade da doenga foi avaliada, sete dias apos a inoculacgado, utilizando
uma escala de notas com nove graus de severidade, proposta por Pastor-

Corrales e Jala (1995) em que:
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TABELA 1
Escala de notas para reacdo a doencas
Grau (nota) % de infecgdo em folhas
1 Plantas com nenhum sintoma foliar
2 presenca de até 3% de lesdes foliares
3 presenca de até 5% de leses foliares, sem ocorréncia de
esporulacéo do patégeno;
4 presenca de 10% de lesdes foliares, com presenca de lesbes
esporuladas
5 presenca de 10-15% de lesdes foliares, com lesdes
esporuladas entre 2 e 3 mm;
6 presenca de 15-20% de les@es foliares, com lesfes

esporuladas maiores que 3 mm
continuagéo...

7 presenca de 20-25% de lesdes foliares, com lesdes
esporuladas maiores que 3 mm

8 presenca de 25-30% de les@es foliares, com lebes
esporuladas maiores que 3 mm

9 sintomas severos da doencga, resultando em queda das

folhas e morte da planta
Fonte: Pastor-Corrales e Jara (1995)

2.3 Estudo de Heranca e analise estatistica

As frequéncias fenotipicas, que € a relacdo entre as plantas
resistentes e suscetiveis, observadas nas popula¢gbes segregantes, foram
testadas por meio do teste de qui-quadrado (xz), com o auxilio do programa
Genes (CRUZ, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados do estudo de heranca da resisténcia a antracnose

apresentada para a cultivar de gréos carioca ‘BRS Cometa’ sdo mostrados na
Tabela 3.
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TABELA 2

Razéo de segregacgdo da resisténcia ao patotipo 91 de C. lindemuthianum na
populacéo F,.3 (Rosinha G2 x BRS Cometa) utilizada no estudo de heranca

Segregacdao Segregacao
Progénies Razédo esperada* Observada X2 P %

RR** Rr**  rr* RR Rr rr

Rosinha G2 0:1 0 0 32 0 0 32 - -

BRS Cometa 1.0 32 0 0 32 0 0 - -
SEL 1308 1.0 32 0 0 32 0 0 - -
F.3 (RG2 X

BRS Cometa 1:2:1 75 150 75 75 155 70 0,5 77,88%"

Fonte: Da autora

Notas: *R= resistente, S= suscetivel

*RR= Familias com todas as plantas resistentes, Rr= familias com plantas resistentes e
suscetiveis, rr= familias com todas as plantas suscetiveis

" N&o significativo, indicando que a freqiiéncia observada de plantas R e S ndo difere
estatisticamente da frequéncia esperada para a heranga monogéncia em uma populagéo F2:3
(1RR:2Rr:1rr), pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade.

A segregacdo observada para a populagéo F,3; obtida do cruzamento
de ‘Rosinha G2’ com a cultivar resistente ‘BRS Cometa’ ajustou-se a razéo
esperada de 1:2:1 (RR:Rrirr), com valor de qui-quadrado de 0,5 e
probabilidade de 77,88 %. Este resultado indica que a resisténcia de ‘BRS
Cometa’ ao patétipo 91 de C. lindemuthianum (isolado Cl 1247), é
determinada por um Unico gene dominante (TAB-3).

De acordo com Alzate-Marin et al. (2005), algumas das principais
doencas flngicas que incidem sobre o feijdo possui heranca simples para
resisténcia, ou seja, governada por um ou poucos genes. O estudo de
heranca tem por finalidade demonstrar o nimero de genes que atuam nha
reacdo de resisténcia da cultivar ‘BRS Cometa’ ao patdégeno de C.
lindemuthianum. Para tal, a escolha dos parentais € importante, tendo sido
utilizada a cultivar ‘Rosinha G2’, umas das fontes mais suscetiveis a
antracnose e outras doencas. A raca 91 foi escolhida para esse ensaio pela

resisténcia que a cultivar ‘BRS Cometa’ apresenta em relacéo ao patotipo.
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O primeiro estudo de heranca de resisténcia ao C. lindemuthianum foi
feito em 1918, no qual Burkholder, por meio de estudo de heranca, mostrou
que um gene dominante governava a resisténcia presente na cultivar MDRK.

Estudo de heranga de Gongalves-Vidigal et al. (2001) com a cultivar
mesoamericana ‘AB136’ (Co-6 e co-8) confirmaram a resisténcia da mesma
frente aos patétipos 31 e 69 de C. lindemuthianum, indicando a heranca
monogénica dominante Esse padrdo de heranca a estas racgas foi relatado
primeiramente em estudos por Goncalves-Vidigal (1994), Gongalves-Vidigal
et al. 1997 e Poletine (1997). Ainda, esse gendtipo possui dois genes
independentes que determinam a resisténcia a doenca, sendo um dominante
(Co-6) e outro recessivo (co-8).

. O genodtipo ‘Ouro Negro’, de grdo preto, € governado por um gene
dominante de resistente e foi caracterizado por Co-10 e atualmente
recodificado por Co-3*. Além disso, mostrou resisténcia efetiva a 19 patétipos
de antracnose entre 21 testados (ALZATE-MARIN et al., 2003b).

Estudos de heranca de resisténcia & antracnose na cultivar Michelite,
gue contém o gene Co-11, revelaram que a cultivar apresentou heranga
monogénica dominante, ou seja, um padrdo de segregacdo de 1 RR:2 Rr:1 rr
(GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011). No pais, essa cultivar tem apresentado
resisténcia aos patétipos 8, 64, 72 e 102 de antracnose (RAVA et al., 1994).

Conforme Gongalves-Vidigal et al. (2009), a cultivar ‘Jalo Listras
Pretas’, por meio de estudo de heranga realizado, quando cruzado com a
cultivar ‘Cornell 49-242’, indicou a presenca de um Unico gene dominante
presente na cultivar ‘Jalo Listras Pretas’.

E importante salientar que a caracterizacdo do gene ou alelos que
conferem resisténcia a raca 91 deve ser efetuada, pois é importante nos
programas de melhoramento genético que visa a resisténcia a doengas. O
conhecimento de novas fontes de resisténcia propicia trabalhos de
piramidacdo de genes andinos e mesoamericanos, que pode conferir
resisténcia a distintas racas do C. lindemuthianum. Segundo Young e Kelly
(1996), a utilizacdo de cultivares que contenham genes de maior efeito

atenua o surgimento de novas ragas do patégeno.
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Assim, sdo necessarios outros passos para complementar o trabalho.
Testes de alelismo, para aferir qual gene esta presente em ‘BRS Cometa’,
deverdo ser conduzidos, além da identificacdo de marcadores moleculares,

possivelmente SNPs, ligados ao gene de resisténcia em ‘BRS Cometa’.

4 CONCLUSAO

A resisténcia ao patétipo 91 de C. lindemuthianum apresentada pela
cultivar ‘BRS Cometa’ é governada por um Unico gene, com interacao intra-

alélica de dominancia completa, com probabilidade de 77,88 %.
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