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RESUMO

OLIVEIRA, Eder Jorge, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2002.
Selecdo de Linhagens de Feijoeiro Resistentes a Mancha-angular Assistida
por Marcadores Moleculares e Identificagdo de Novas Fontes de
Resisténcia. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira. Conselheiros: Maurilio Alves
Moreira e Ana Lilia Alzate-Marin.

A mancha-angular, causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola, € uma das
principais doencas do feijoeiro, provocando perdas que podem chegar a 70% da
producdo no Brasil. Para o controle da doenca, o uso de cultivares resistentes &
uma medida eficiente, pratica e econdmica, no entanto, a alta variabilidade
patogénica de P. griseola dificulta o trabalho dos melhoristas. Neste caso, a
estratégia de piramidacéo de genes de resisténcia, pode ser utilizada, buscando-se
uma resisténcia mais duradoura. Este trabalho teve como principais objetivos, a
obtencao de linhagens de feijoeiro com graos tipo carioca e resistentes a mancha-
angular, além da caracterizacao de 58 cultivares de feijoeiro quanto a esta doenca.
Na geracdo RC,F, do cruzamento Ruda x México 54, procedeu-se a selecédo de
plantas resistentes por meio de inoculacdo com a raca 63.19 de P. griseola, bem
como pelo uso do marcador SCAR OPNO02ggo. Estas, geraram 15 familias RC,F»:3
com graos tipo carioca, as quais foram avaliadas em teste de progénie,
identificando-se duas familias como homozigotas para o gene de resisténcia. A
partir da analise das distancias genéticas por marcadores RAPD, foram

selecionadas quatro linhagens RC,F3; com distancias genéticas relativas em
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relacdo ao genitor Ruda variando de 8,38 a 11,26%. Para o cruzamento Ruda x
MAR-2, utilizou-se a raga 63.39 de P. griseola e o marcador RAPD OPEO045u na
geracao RC;F,, para selecdo de plantas resistentes. Foram selecionadas
dezenove familias RC;F2.3 com grédos tipo carioca, para o teste de progénie.
Destas, foram selecionadas duas como resistentes homozigotas. Quatro linhagens
RCiF3 foram selecionadas com auxilio de marcadores RAPD, com distancias
genéticas relativas variando de 11,73 a 14,17% em relacdo a cultivar Ruda. Na
geracdo RCiF, do cruzamento entre Ruda x BAT 332, plantas resistentes foram
selecionadas, por meio do marcador RAPD OPAO12¢5. Selecionaram-se
dezessete familias RC;F,.3 que possuiam grdos do tipo carioca para o teste de
progénie. Por este teste, foram selecionadas 5 familias como homozigotas
resistentes. Seis linhagens RC1F; foram selecionados pela analise por RAPD, com
distancias genéticas relativas variando de 13,94 a 14,14% em relacdo ao Ruda. Na
caracterizacdo de 58 cultivares de feijoeiro quanto a reacao as racas 63.19, 31.15,
63.55 e 63.23 de P. griseola, as cultivares Antioquia 8 e CAL 143, ambas de
origem andina e Equador 299 e México 235, de origem mesoamericana,
apresentaram resisténcia as quatro racas testadas. O uso de cultivares andinas e
mesoamericanas em programas de melhoramento visando resisténcia a mancha-
angular é importante, devido as evidéncias de coevolucdo patégeno-hospedeiro.
Desta forma, Antioquia 8, CAL 143, Equador 299 e México 235 podem ser Uteis em
tais programas. Todos as outras cultivares possuem algum nivel de suscetibilidade
as quatro racas de P. griseola estudadas. Os mais suscetiveis foram: AB 7419, AN
9022180, Aporé, Bambui, Carioca 80, CNC, CNF 9287, Diamante Negro, Earlly
Gallatin, Jamapa e KW 780.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Eder Jorge, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2002.
Selection of Common Bean Lines Resistant to Angular Leaf Spot Assisted
by Molecular Markers and Identification of New Resistance Sources.
Advisor: Aluizio Borém de Oliveira. Committee Members: Maurilio Alves Moreira
and Ana Lilia Alzate-Marin.

Angular leaf spot caused by the fungus Phaeoisariopsis griseola is a major
common bean disease, and may cause Yyield losses up to 70% in Brazil. An
effective, practical and economic way to control the angular leaf spot is to use
resistant cultivars, however, high P. griseola pathogenic variability makes the
development of such resistant cultivars a difficult task. In this case, pyramiding of
resistance genes may be used if a longer lasting resistance is to sought. This work
aimed at obtaining common bean lines with “carioca” grain type and resistant to the
angular leaf spot, as well as the characterization of 58 common bean cultivars to
this disease. In generation BC,F, of Ruda x Mexico 54 cross the selection of
resistant plants was proceeded by inoculation of race 63.19 of P. griseola, as well
as by the use of the SCAR OPNO02g90 marker. Those plants bred 15 BC,F,.3 families
with “carioca” grain type, which were used in the progeny test, and two families
were identified as resistant and homozygous. From the analyses of genetic
distances by RAPD markers, four BC,F3 plants were selected with relative genetic
distances to the recurrent parent Ruda ranging from 8.38 to 11.26%. In the Ruda x
MAR-2 cross, race 63.39 of P. griseola and the RAPD OPEO4s5y0 were used in



generation BC;F, to select resistant plants. Nineteen BC;F, plants were selected
for progeny test which bred BC;F,.; families with “carioca” grain type, From those
19 families, 2 were selected as homozygous resistant. Through the analysis of
BC;F3 plants by RAPD markers, four were selected with relative genetic distances
to Ruda ranging from 11.73 to 14.17%. In generation BC;F, of Ruda x BAT 332
cross, resistant plants were selected using the RAPD OPAO12450 marker. Those
plants bred 17 BC;F,.3 families with “carioca” grain type, which were used in the
progeny test, and 5 families were identified as resistant homozygous. Six BCiF3
individuals were selected through the RAPD analysis, with relative genetic
distances, ranging from 13.94 to 14.14% to Ruda. In the characterization of 58
common bean cultivars, for their reaction to the races 63.19, 31.15, 63.55 and
63.23 of P. griseola, the cultivars Antioquia 8 and CAL143, both of Andean, and
Equador 299 and México 235, of Mesoamerican common bean groups, showed
resistance to the four tested races. The use of Andean and Mesoamerican common
beans in breeding programs aiming angular leaf spot resistance is an important
strategy due to the evidences of pathogen-host coevolution. Thus, Antioquia 8, CAL
143, Equador 299 and México 235 may be good choices in such programs. All the
other cultivars were susceptible to at least one of the four races tested. Amongst
the most susceptible ones were: AB 7419, AN 9022180, Aporé, Bambui, Carioca
80, CNC, CNF 9287, Diamante Negro, Earlly Gallatin, Jamapa and KW 780.
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1. INTRODUCAO

O feijao comum ¢é atualmente cultivado em regides tropicais, subtropicais e
temperadas em todos os continentes (SCHWARTZ et al.,, 1996). Aspectos
alimentares e o processo de domesticacdo da espécie contribuiram para que o
feijdo se tornasse uma das principais leguminosas comestiveis nestas regides
(HALL, 1991).

O feijdo destaca-se como importante fonte de proteina na dieta humana
mundial (SCHWARTZ et al., 1996) e como alternativa de custo inferior ao da
proteina animal (TEIXEIRA e ROCHA, 1988), especialmente importante em paises
em desenvolvimento. No Brasil, o feijao esta incorporado aos habitos alimentares,
na dieta da populagéo rural e urbana (YOKOYAMA et al., 1996) e contribui com
18,5% do consumo de proteinas, chegando a representar, no Nordeste, 34% do
ferro consumido (LAJOLO et al., 1996).

O Brasil € o maior produtor e consumidor desta leguminosa, com uma
producdo anual de 2,7 milhdes de toneladas (BOREM e CARNEIRO, 1998;
FAOSTAT - banco de dados da FAO, 2002). Ocupa uma area de 4,15 milhdes de
hectares (IBGE, 2002). Com certa tendéncia de crescimento, 0 consumo per capita
de feijio no Brasil situa-se acima dos 20,3 kg/habitante/ano (BOREM e
CARNEIRO, 1998).

O rendimento médio da cultura no Brasil € considerado baixo (705 kg/ha),

sendo inferior a produtividade média mundial (IBGE, 2002). Contudo, é grande o



potencial desta cultura no Brasil, pois em condi¢cdes favoraveis, pode chegar a
4000 kg/ha (VIEIRA et al., 1999).

A ocorréncia de doencas é uma das principais causas do baixo rendimento
da cultura no Brasil. Como principais objetivos do melhoramento do feijoeiro no
pais, estdo o aumento da produtividade e resisténcia aos patdgenos. Entre as
doencas de maior impacto na produtividade do feijoeiro, estdo aquelas causadas
por fungos, como a antracnose, ferrugem e mancha-angular.

A mancha-angular, causada por Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, é
uma das doencas mais importantes da parte aérea do feijoeiro, sendo de
ocorréncia generalizada nas regides produtoras desta leguminosa (MORA-
BRENES et al., 1983; SARTORATO, 1988).

O controle da doenca pode ser feito pelo uso de produtos quimicos e de
cultivares resistentes (SARTORATO et al., 1996). Entretanto, a grande
variabilidade do patdégeno, apresentando formas patogénicas especializadas ou
patétipos, tem dificultado a obtencdo de -cultivares resistentes. Estudos da
variabilidade do patégeno apresentam grande importancia em programas de
melhoramento que visam a obtencdo de cultivares resistentes a mancha-angular
(FERREIRA et al., 1999). Neste sentido, uma estratégia interessante na obtencgéo
de cultivares com resisténcia a um maior nimero de patotipos é a “piramidacao” de
genes, onde o objetivo é incorporar, em uma Unica cultivar, o maior namero
possivel de genes de resisténcia. Neste caso, marcadores moleculares ligados aos
varios genes de resisténcia podem facilitar grandemente este processo.

Nos programas de melhoramento visando resisténcia a mancha-angular, um
dos primeiros passos € a identificacdo e selecdo de diferentes fontes de
resisténcia. NIETSCHE et al. (2000a) avaliaram a reacdo de nove cultivares de
feijoeiro a 60 isolados de P. griseola, classificados em 25 ragas e demonstraram
gue as cultivares México 54, AND 277, MAR-2, Cornell 49-242, G5686 e BAT 332
sdo importantes fontes de resisténcia. Entretanto, € interessante que se tenha
diversidade de fontes de resisténcia, para o sucesso ha piramidacdo de genes de
resisténcia complementares.

O Programa de Melhoramento do Feijoeiro visando resisténcia a doencas do
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria — BIOAGRO/UFV, tem como
objetivo o desenvolvimento de linhagens resistentes a ferrugem, antracnose e

mancha-angular por meio da piramidacao de diferentes genes de resisténcia, bem



como a identificacdo de novas fontes de resisténcia para se manter na vanguarda

do desenvolvimento de cultivares resistentes a estas doencas.



2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a selecédo de linhagens de feijoeiro com

gréos tipo carioca e resistentes a mancha-angular, bem como a identificagdo de

novas fontes de resisténcia a esta doenca.

Os objetivos especificos foram:
Selecdo de familias com graos tipo carioca e homozigotas para os locos que
conferem resisténcia a P. griseola advindos das cultivares BAT 332, México 54
e MAR-2;
Identificacdo de linhagens homozigotas resistentes a P. griseola mais proximas
do genitor recorrente Ruda;
Caracterizacao de 58 cultivares de feijoeiro quanto a resisténcia as racas 63.19,
63.55, 31.17 e 63.23 de P. griseola.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Importancia da Mancha-angular

A mancha-angular foi uma das primeiras doencas do feijoeiro a ser
investigada no Brasil (NOACK, 1898, citado por COSTA et al., 1972). Esta doenca
era considerada de pequena importancia no passado pois aparecia no final do ciclo
da cultura, ndo causando grandes perdas. Entretanto, hoje é considerada de
grande importancia, uma vez que aparece logo no inicio do ciclo da cultura,
principalmente nos plantios “da seca” ou safrinha nas regides sul, sudeste e centro-
oeste (SARTORATO, 2001a), podendo causar reducéo de até 70% na producao.

O aparecimento precoce da doenca pode ser devido a: (1) plantio da cultura
em novas épocas, especialmente outono-inverno-primavera, quando as
temperaturas sdo favoraveis, havendo a cultura ou restos de cultura contaminados
no campo durante todo o ano; (2) plantio irrigado com pivés-centrais, que propicia
condicdo de alta umidade, favoravel a doenca; (3) utilizacdo de sementes
contaminadas, introduzindo o patégeno em novas regides; (4) utilizacdo de
cultivares com base genética de resisténcia a doenca muito restrita; (5) possiveis
alteracdes no quadro das racas do patdgeno ao longo dos anos (PAULA JR. e
ZAMBOLIM, 1998). Acredita-se que o plantio de materiais suscetiveis aliado a um
ambiente favoravel tenha proporcionado condicfes ideais a sua evolucao (PRIA et
al., 1999)



A mancha-angular causa severa desfolha, reduzindo a produtividade
(CARDONA-ALVAREZ e WALKER, 1956). As perdas no rendimento sdo maiores
guanto mais precoce for o aparecimento da doenca na cultura. Estimativas de
perdas causadas por esta doenca sdo da ordem de 80% da producdo na Africa
(BOSHOFF et al., 1996), 60% na Colémbia (BARROS et al., 1957), 80% no México
(CRISPIN et al., 1976; ) e 70% no Brasil dependendo das condi¢cdes ambientais e
suscetibilidade das cultivares (MORA-BRENES et al., 1983; RAVA et al., 1985;
SARTORATO e RAVA, 1992).

3.2. O fungo Phaeoisariopsis griseola (Sintomatologia e epidemiologia)

O fungo Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris, agente causador da
mancha-angular, € um fungo imperfeito, pertencente a classe dos Deuteromicetos,
ordem Moniliales, familia Stilbaceae. Os conidiéforos sao produzidos em grupos
denominados de corémios ou sinémios (estruturas reprodutivas), compostos de 8 a
40 conidioforos. Os conidiéforos crescem formando tufos. Os esporos do fungo
formam os conidiésporos ou conidios, na parte superior dos conidi6foros. Os
conidios sao de coloracdo acinzentada, ligeiramente curvados, com dimensdes de
3-8x43-68 mmcom 1 a 6 septos (SAETLER, 1994).

Este fungo infecta numerosas culturas, incluindo feijao comum, feijao lima,
feijdo “scarlet runner”, feijao “terapy”, “black gram”, ervilha, cowpea, Vigha
angularis (Willd.) Ohwi & H. Ohashi e Vigna umbellata (Thumb.) Ohwi & H. Ohashi
(SAETLER, 1994).

A infeccdo e a doenca sao favorecidos por temperaturas entre 16 e 28°C,
com um 6timo em 24°C (VIEIRA, 1994). Longos periodos de alta umidade relativa,
alternados com periodos de baixa umidade e acdo de ventos, sdo também
importantes para o desenvolvimento da doenca (PASTOR-CORRALES et al.,
1998), sendo que a producao de sinémios e de conidios é intensa durante periodos
prolongados de alta umidade (PAULA JR. e ZAMBOLIM, 1998). Uma vez formados
0S esporos, a baixa umidade favorece sua disseminacao.

Como fonte primaria de inb6culo do patégeno incluem-se sementes

contaminadas e restos de plantas infectadas. Em ambos o0s casos, 0S esporos



produzidos sao disseminados para as folhas pela acdo do vento, respingos de
chuva, ou ambos (PRIA et al., 1999).

A mancha-angular ocorre em folhas, hastes e vagens (CARDONA-
ALVAREZ e WALKER, 1956; SARTORATO, et al., 1996). A penetracdo do fungo
se da pelos estbmatos das folhas e a medida que ocorre a coloniza¢édo, o micélio
do fungo se estende do parénquima esponjoso as células palicadicas e
posteriormente as células da epiderme superior. O desenvolvimento intracelular do
fungo nos tecidos necrosados se da a partir do nono dia, ficando seu crescimento
restrito aos feixes vasculares, dando a forma angular as lesfes. Entre 9 e 12 dias
apos a infeccdo ocorre o desenvolvimento do estrdbmata na cavidade subestomatal,
ressaltando-se que a esporulacdo ocorre durante periodos de alta umidade. Os
esporos, ap6s a disseminacdo sdo responsaveis pelo desenvolvimento do ciclo
secundario da doenca.

Pode haver a unido de varias lesbes numa mesma folha, 0 que causa
necrose parcial, amarelecimento das folhas e por fim, sua queda prematura. Nas
folhas primarias, as lesGes, de coloracdo castanho-acinzentada, ndo possuem
formato bem caracteristico, geralmente com formato circular. Nas vagens, as
manchas tém tamanho e conformacao variaveis, mas sdo geralmente circulares ou
ovais, de cor castanho-avermelhadas podendo apresentar bordas com coloragao
mais escura. Vagens infectadas apresentam sementes pouco desenvolvidas ou
totalmente enrugadas (BARROS et al., 1957). No caule e nos peciolos as lesdes
sdo pardo-avermelhadas e alongadas (VIEIRA, 1988, 1994; PAULA JR. e
ZAMBOLIM, 1998).

3.3. Manejo da mancha-angular e medidas de controle

A mancha-angular pode ser controlada por meio de praticas culturais,
emprego de fungicidas, tanto via tratamento de sementes, quanto em
pulverizacdes foliares e também, pela resisténcia genética (SARTORATO et al.,
1996). Dentre as praticas culturais, podem ser utilizadas sementes livres do
patdgeno, com o objetivo de evitar a introducdo de novos patétipos em areas nas
guais os mesmos inexistem (DHINGRA e KUSHALAPA, 1980), rotac&o de culturas



por pelo menos dois anos e eliminacdo de restos culturais (CARDONA-ALVARES
e WALKER, 1956).

Uma outra pratica que pode ser adotada, é o uso de pulverizacfes foliares
com fungicidas. No Brasil, o controle quimico tem sido utilizado, principalmente,
pelos grandes produtores, pois esta pratica, normalmente, é onerosa. Entretanto, a
maior parte da producdo de feijao no Brasil advém dos pequenos e médios
produtores que nao utilizam este tipo de controle devido ao seu alto custo
(SARTORATO, 2001b).

O uso de cultivares resistentes é uma pratica econémica e eficiente, além de
ecologicamente correta (GUZMAN et al., 1995; SARTORATO et al., 1996;
SARTORATO, 1989; SARTORATO, 2001b). Neste sentido, o conhecimento da
variabilidade do patégeno é de suma importancia para orientar os programas de
melhoramento, pois com base nestas informacdes é que séo selecionados os

genitores para 0s cruzamentos.

3.4. Variabilidade do patégeno

O desenvolvimento de cultivares resistentes & mancha-angular é uma
alternativa importante. Entretanto, é dificultada devido a grande variabilidade do
patogeno, dificuldade de isolamento e crescimento lento do fungo em meio de
cultura (KARANJA et al., 1994).

Estudos demonstram dois grandes grupos envolvidos na variabilidade do
patdbgeno, quais sejam: Andino e Mesoamericano, devido a um padrédo
evolucionario similar ao que ocorre com a cultura do feijdo (GEPTS e BLISS, 1985;
GEPTS et al., 1986).

Para a caracterizacdo do fenétipo de viruléncia em racas, os isolados séo
inoculados em um conjunto de 12 cultivares de fejioeiro (Tabela 1), chamadas de
série diferenciadora da mancha-angular. Estas sdo representadas por racas de
feijdo pertencentes aos centros de domesticagdo andino e mesoamericano
(PASTOR-CORRALES e JARA, 1995). Por exemplo, se um isolado ataca as
cultivares diferenciadores F (grupo andino, valor binario 32), G (grupo

mesoamericano 1) e K (grupo mesoamericano, valor binario 16), a raca denomina-



se 32.17. Obtém-se a designacdo da raca, somando-se seus valores binarios para
cada diferenciadora, no caso de reagédo de compatibilidade.

Os isolados de P. griseola obtidos de cultivares andinos atacam
predominantemente cultivares diferenciadoras de sementes grandes, mostrando
um estreito e especifico padrao de viruléncia, enquanto que os isolados obtidos de
materiais mesoamericanos tem um padrdo de viruléncia menos especifico. Estes
atacam preferencialmente cultivares mesoamericanos, no entanto, podem também
atacar cultivares andinos (PASTOR-CORRALES e JARA, 1995).

ALVAREZ-AYALA e SCHWARTZ (1979) verificaram a existéncia de
especializacao fisiolégica ou de racas de P. griseola ao inocular diferentes isolados
em diferentes cultivares. BURUCHARA (1983), utlizando seis -cultivares

diferenciadoras e 21 isolados, determinou a existéncia de 5 racas de P.griseola.

Tabela 1. Cultivares de feijao utilizadas como diferenciadoras para caracterizar as
racas de P. griseola

Cultivar Tamanho da Acervo genético Valor binario®
diferenciadora semente! guando suscetivel
A. Don Timoteo 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 2
I. Flor de Mayo P Mesoamericano 4
J. México 54 M Mesoamericano 8
K. BAT 332 P Mesoamericano 16
L. Cornell 49242 P Mesoamericano 32

1/ G = grande, M = médio e P = pequeno

2/ Valor binario para nomear as racas de P. griseola.



Estudos sobre a variabilidade do patégeno feitos com a série diferenciadora
(CIAT, 1986; CORREA-VICTORIA et al., 1989; SARTORATO, 1989), marcadores
moleculares RAPD (GUZMAN et al., 1995), pelos dois métodos (PASTOR-
CORRALES e JARA, 1995; MAYA et al., 1995; NIETSCHE et al., 2001, CHACON
et al., 1997), bem como da co-evolucdo patégeno-hospedeiro (GUZMAN et al.,
1995; PASTOR-CORRALES e JARA, 1995) tornam-se primordiais em programas

gue visam a obtencdo de cultivares resistentes a mancha-angular.

3.5. Fontes de resisténcia a P. griseola

Um dos primeiros passos no programa de melhoramento visando resisténcia
a mancha-angular € a identificacdo de fontes de resisténcia. Diversos
pesquisadores tém encontrado fontes de resisténcia a mancha-angular. BROCK
(1951), na Austrdlia, testou mais de 150 acessos de Phaseolus vulgaris e dois
acessos de Phaseolus coccineus, quanto a reacéo a P. griseola e demonstrou que
as cultivares Alabama, Café, California Small White, Case Knife (P. coccineus),
Epicure, Mexican Black, MsCaslan, Navy, Negro, Costa Rica, Scotia e Rojo Chico,
podem ser consideradas como altamente resistentes.

A cultivar Preto 20 foi considerada resistente a mancha-angular por VIEIRA
(1964). Este mesmo autor, em 1988, relatou as seguintes cultivares de feijdo como
resistentes: Morado (G2392), Col. N° 161 (G2614), Col. N° 38 (G2704), G2922,
Puebla 152 (G3353), Guanajuato 115-A (G3449), Guatemala 669 (G9586),
G11823, G 12391 e G 13165.

COSTA et al. (1972) citaram a cultivar CUVA-168-N como a mais resistente,
em ensaios de 36 cultivares de feijao realizado na Estagdo Experimental de
Uberaba, MG, em 1968/69.

RAVA et al. (1985) demonstraram que as cultivares Jalo EEP 558 e Caraota
260 sao resistentes e Ricopardo 896 possui apenas resisténcia intermediria.
Estas mesmas cultivares apresentaram menor indice de doenca, bem como menor
perda em rendimento, dentre nove cultivares de feijoeiro testadas para resisténcia
a mancha-angular (SARTORATO e RAVA, 1992). SANTOS FILHO et al. (1976)
também demonstraram que a cultivar Caraota 260 é resistente a mancha-angular

possuindo um gene recessivo de resisténcia. PAULA-JR et al. (1997) verificaram
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gue as cultivares Milionario 1732 e Ouro foram as mais resistentes em Minas
Gerais.

PAULA-JR e ZAMBOLIM (1998) citaram as cultivares México 167, ICA
Guali, Diacol Nima, IPA 86, Aiguille Vert, Cubano, Jalo, Vermelho, Diacol Calima,
Tupi, Cornell 49242, RG 1342CH60, México 279, México 74, AN512722,
PF721245, como cultivares que apresentam diferentes niveis de resisténcia a
mancha-angular. Em estudo conduzido por PASTOR-CORRALES e PAULA-JR
(1996), a cultivar México 54, apresentou-se como importante fonte de resisténcia.

Segundo SARTORATO et al. (1996), testes realizados no campo indicaram
qgue as cultivares Bagajo, Costa Rica, FT-120, FT-Taruma, Favita, Gordo, IAPAR
31, IAPAR 44, IPA 1, IPA 6, Irai, Jalo, Jalo EEP 558, Mineiro Precoce, Ouro Negro,
Pampa, Rico 1735, Rio Negro, Rim de Porco e Varre-Sai, comportaram-se como
resistentes ou moderadamente resistentes a P. griseola.

SARTORATO et al. (1982), trabalhando com a incidéncia de mancha-
angular em sistema consorciado e solteiro, relataram que as cultivares Diacol
Nima, Vermelho, Jalo, FF 28, FF 6 e ICA COL 10103 apresentaram 0s menores
indices de severidade da doenca, independentemente das épocas e dos sistemas
de cultivo. SARTORATO et al. (1991), estudando a reacdo de 15 cultivares de
feijoeiro a 24 isolados de P. griseola, encontraram que somente Cornell 49242, RG
1342 CH60, México 279 e México 54 mostraram resisténcia vertical completa a
alguns isolados.

Avaliando a reagdo de cultivares de P. wvulgaris, P. coccineus e P.
polyanthus a 54 isolados de P. griseola, BUSOGORO et al. (1999) encontraram
gue: a) os cultivares do grupo génico secundario (P. coccineus e P. polyanthus)
foram resistentes a um grande numero de isolados, b) interacdo entre gendtipos
das plantas e isolados do patégeno sugerem genes para resisténcia vertical dentro
do género P. vulgaris, assim como em P. coccineus e P. polyanthus e c) o cultivar
NI666 (P. coccineus) mostrou-se resistente a todos os isolados do fungo, enquanto
gue a cultivar Aroana (P. vulgaris) foi a mais suscetivel.

NIETSCHE et al. (2000a) avaliando a reacdo de nove cultivares de feijoeiro
a 60 isolados de P. griseola, classificados em 25 ragas, relataram os cultivares
México 54, AND 277, MAR-2, Cornell 49-242, G5686, além de BAT 332 como

importantes fontes de resisténcia.
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FALEIRO et al. (2001) relataram que as cultivares Ouro Negro e Emgopa
201 Ouro foram resistentes a trés das cinco racas de mancha-angular utilizados
em seu estudo.

PASTOR-CORRALES et al. (1998) avaliaram 22832 acessos de feijao e
encontraram 59 materiais com nota intermediaria (4 a 6) e 64 resistentes (2 a 3).
Neste mesmo trabalho, a partir de uma avaliacdo de 13219 linhagens melhoradas,
0s autores encontraram 89 materiais resistentes ou com nota intermediéria, mas
nao encontraram genotipos imunes (nota 1) a P. griseola no campo, indicando a
necessidade de continuidade no trabalho de busca de novas e melhores fontes de

resisténcia a P. griseola.

3.6. Heranca da resisténcia a P. griseola

Estudos tem demonstrado que a resisténcia a este patégeno pode ser
atribuida a um, dois ou trés genes, sendo estes em alguns casos, recessivos
(BARROS et al.,, 1957; SANTOS FILHO et al., 1976; SINGH e SAINI, 1980;
SARTORATO et al., 1993).

Nos cruzamentos de Cornell 49242 com Rosinha G-2 e Caraota 260, foi
observada heranca monogénica dominante (SARTORATO et al.,, 1993). No
cruzamento entre Ouro Negro e US Pinto 111, encontrou-se heranca monogénica
dominante presente na cultivar Ouro Negro e monogénica recessiva em US Pinto
111 (CORREA et al., 2001). A resisténcia presente nas cultivares AND 277, MAR-
2, México 54, Cornell 49242 e BAT 332, em cruzamentos com a cultivar Ruda,
também revelou heranca monogénica e dominante (CARVALHO et al.,, 1998;
FERREIRA et al.,, 1999; SARTORATO et al., 2000; NIETSCHE et al., 2000b;
CAIXETA, 2002).

CAIXETA (2002) fez testes de alelismo entre as fontes de resisténcia México
54, MAR-2, Cornell 49242, AND 277 e BAT 332 e observou uma maior
complexidade que a encontrada nos estudos anteriores. Foi demonstrando que
Cornell 49242 possui apenas um gene dominante, denominado de Phg-3; México
54 possui trés genes, denominados de Phg-2, Phg-5, Phg-6; MAR-2 apresenta dois
genes designados Phg-4 e outro Phg-52 (forma alélica de Phg-5); BAT 332 possui
a forma alélica Phg-6° e AND 277 possui as formas alélicas Phg-22, Phg-3? e Phg-
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4%, Estes resultados sdo importantes no processo de piramidacdo de genes de
resisténcia, pois entendendo a relacéo existente entre os genes, o melhorista tem a
oportunidade de escolher os genitores para seu programa de melhoramento com

as combinacdes mais favoraveis desses genes.

3.7. Melhoramento Genético e Piramidacao de genes de resisténcia

Segundo BOREM (2001), a estratégia de melhoramento visando resisténcia
a doencas é relativamente simples quando se objetiva a transferéncia de apenas
um gene que confere resisténcia vertical. Neste caso, o procedimento mais
indicado € o uso do método dos retrocruzamentos combinado com a inoculacéo
artificial para selecdo de individuos resistentes. No entanto, a extensa variabilidade
de P. griseola no Brasil, particularmente em Minas Gerais, tem sido um desafio aos
programas de melhoramento do feijoeiro (PASTOR-CORRALES e PAULA JR.,
1996; PAULA-JR e ZAMBOLIM, 1998; NIETSCHE et al., 2001). Isso significa que a
resisténcia obtida nem sempre é duradoura ou eficiente em todas as regides de
cultivo (RAMALHO e ABREU, 1998).

O conhecimento sobre a frequéncia e a distribuicdo de racas, combinados
com o uso de diferentes genes de resisténcia, €& necessario para 0
desenvolvimento de cultivares resistentes mais estaveis e adaptados as regides de
producdo. Essa situacao requer novas estratégias de melhoramento, como por
exemplo a piramidagédo de genes de resisténcia provenientes de diferentes fontes
(NELSON, 1978; McDONALD et al., 1988; HUANG et al., 1997; KELLY e MIKLAS,
1998). A piramidacdo de genes pode ser definida como a introgressdo de varios
genes de resisténcia em uma cultivar.

De acordo com PEDERSEN e LEATH (1988), a piramidacdo pode ser
realizada com genes maiores, menores, efetivos (patdbgeno avirulento) ou néo
(patégeno virulento), raca-especifico ou raca-nao-especifico, ou qualquer outro tipo
de gene que confira resisténcia ao patdégeno.

Em feijao, a piramidacao de trés genes de resisténcia a ferrugem, UP-2, B-
190 e Ur-3 conferiu resisténcia a 63 das 65 racas de ferrugem do feijoeiro
caracterizadas na colecao do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos -

USDA. Apenas as racas 58 e 67 superaram 0s genes dessa piramide (KELLY et
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al.,, 1994). A linhagem de feijao G2333 constitui um exemplo natural de eficiéncia
da piramidagéo de genes. Ela apresenta mais de um gene maior para resisténcia a
antracnose. Uma colecdao de 380 isolados de Colletotrichum lindemuthianum,
agente causal da antracnose, proveniente de diferentes partes do mundo sao
incompativeis a esta cultivar (PASTOR-CORRALES et al., 1994).

HUANG et al. (1997) piramidaram quatro genes de resisténcia a
Xanthomonas oryzae pv. oryzae na cultura do arroz. Linhagens melhoradas com
dois, trés e quatro genes foram desenvolvidas e testadas para a resisténcia a este
patdgeno. Observou-se que essas linhagens apresentaram niveis mais altos de
resisténcia e/ou maior espectro de resisténcia que linhagens (genitores) com
apenas um gene. Este resultado pode ser devido a interagdo e/ou
complementacéo entre genes de resisténcia.

SINGH et al. (2001) piramidaram os genes xa5, xal3 e Xa21l de resisténcia
a Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xo0) na cultivar de arroz PR106. Em
inoculacbes em casa-de-vegetacdo, os autores demonstraram que a combinacéo
dos genes promoveram altos niveis de resisténcia aos isolados testados. Testes
feitos no campo, em 31 ambientes, confirmaram as observacoes feitas em casa-
de-vegetacao.

No patossistema mancha-angular/feijoeiro, devido a evidéncias de co-
evolucdo, patdgeno-hospedeiro, bem como da existéncia de grande variabilidade
patogénica, o acumulo de genes dos conjuntos génicos andino e mesoamericano,
€ uma estratégia eficiente no controle da doenca (PASTOR-CORRALES et al.,
1998).

MICHELMORE (1995) cita a piramidacdo de genes de resisténcia como uma
estratégia eficiente no controle de patogenias, tendo em vista o aumento na
durabilidade da resisténcia. No entanto, ha determinadas restricbes quanto ao uso
dessa estratégia no melhoramento genético por métodos convencionais de
avaliacdo, tendo em vista a grande dificuldade de reconhecer a presenca de
diferentes genes de resisténcia em uma mesma cultivar. Uma série de
cruzamentos-teste pode ser necessaria para determinar a presenca dos genes, 0
gue torna o processo muito trabalhoso (FEHR, 1987; BROWN et al., 1996; HUANG
et al., 1997; GEFFROY et al., 1998).

Segundo PEDERSEN e LEATH (1988), combinar trés ou quatro genes em

uma unica cultivar e manter outras caracteristicas superiores ndo € um trabalho
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simples. Devido as interacdes epistaticas entre genes de resisténcia, muitos testes
séo requeridos com diferentes racas para assegurar que cada um dos alelos
desejados esteja presente. Se varios genes estdo sendo incorporados e todos eles
conferem resisténcia completa ao mesmo patégeno, a presenca de um fator de
resisténcia mascara o efeito fenotipico dos demais (KELLY et al., 1995; MILACH e
CRUZ, 1997).

Estas limitagOes dificultaram, no passado, o uso da piramidacdo como uma
alternativa para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel.
Entretanto, a possibilidade de usar marcadores moleculares para monitorar a
presenca de genes de resisténcia em um genotipo, levantou novamente a questédo
do uso desta estratégia no melhoramento. Uma vez que os genes de resisténcia
sejam identificados por meio desta técnica, eles poderiam ser facilmente

acumulados num genotipo via selecao assistida por marcadores moleculares.

3.8. Marcadores moleculares

Os primeiros marcadores utilizados em plantas foram os marcadores
morfolégicos, determinados por mutacdes simples em um gene especifico. Embora
sejam de facil monitoramento, possuem limitagdes, tais como numero restrito de
marcadores disponiveis, auséncia de ligacdo com caracteristica de importancia
econdmica, influéncia do ambiente e efeitos deletérios das mutacdes (LANZA et
al., 2000).

Mais recentemente, um outro tipo de marcador genético comecou a ser
utilizado, as isoenzimas (HEIDRICH-SOBRINHO, 1982). Por serem produtos
diretos da expressado de genes, podem ser identificados em qualquer fase da
planta e nao interferem com o processo bioldgico que se deseja estudar
(ROBINSON, 1998). Entretanto, possuem a desvantagem de apresentar um baixo
namero de locos detectaveis no genoma, além de baixo nivel de polimorfismo
genético em cada loco (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Com a crescente demanda por novas cultivares, a necessidade crescente
de informacBes sobre novas espécies vegetais e o grande avanco da biologia
molecular, surgiu a possibilidade de deteccdo de polimorfismo genético, por meio
da andlise direta da molécula de DNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996).
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Atualmente existem diversos tipos de marcadores moleculares e a escolha de um
tipo em particular depende dos objetivos do pesquisador, do método e aspecto
técnico a ser utilizado e das vantagens e limitacdes de cada marcador (WILLIAMS
et al., 1993).

Marcadores moleculares possibilitam entender a contribuicdo de locos
genéticos mdltiplos no desenvolvimento dos organismos, além de mudancas na
organizagcdo do genoma que ocorrem durante o desenvolvimento ou em resposta
ao meio ambiente (YOUNG, 1993). Os marcadores moleculares tém sido
amplamente utilizados para diversos estudos genéticos em organismos eucariotos
e procariotos.

O RFLP (Restriction Fragment Length polymorphisms), foi o primeiro
marcador de DNA a ser utilizado no mapeamento genético (BOTSTEIN et al.,
1980). A técnica do RFLP é baseada na digestdo do DNA gendémico com enzimas
de restricdo, na separacdo dos fragmentos em gel de agarose e na transferéncia
destes para membranas de nitrocelulose, onde sao hibridizados com sondas de
DNA. As sondas sdo marcadas com nucleotideos radioativos ou
guimioluminescentes e apds a hibridizacéo, sdo expostas a um filme de raio-X e
submetidas ao processo de revelacdo. Os fragmentos serdo detectados, se
possuirem regido de homologia a sonda. Os marcadores RFLP apresentam
heranca codominante, sendo possivel a identificacdo de individuos homozigotos e
heterozigotos na populacdo. Outra importante vantagem dos RFLPs é o fato de
representarem locos Unicos em cada genoma, e possibilitarem a utilizacdo de
sondas heterélogas, permitindo 0 mapeamento comparativo entre espécies
relacionadas. Uma grande limitacdo do RFLP é a inexisténcia de bibliotecas de
sondas para espécies pouco estudadas. Outra limitacdo € sua complexidade
técnica, 0 que requer laboratérios bem equipados e mao-de-obra altamente
especializada (LANZA et al., 2000). O alto custo da técnica inviabiliza sua
utilizacdo em rotina nos programas de melhoramento (KELLY e MIKLAS, 1998).

Com o advento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), surgiu
uma nova classe de marcadores baseados na amplificagdo seletiva do DNA
(MULLIS e FALOONA, 1987). A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade da
PCR a torna muito importante nos estudos de genética molecular, que envolve

grande numero de genotipos e organismos.
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No inicio da década de 90 dois grupos (WILLIAMS et al., 1990 e WELSH et
al., 1990) quase que ao mesmo tempo, baseados na técnica de PCR, descreveram
um novo tipo de marcador genético, onde a amplificacdo do DNA nao requer o
conhecimento da sequUéncia alvo a ser copiada. Esses marcadores, chamados
marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) sdo gerados pela
amplificacdo de sequéncias de DNA, ao acaso, com pequenos oligonucleotideos
com seqléncia arbitraria de nucleotideos. A amplificacdo de segmentos de DNA é
inteiramente ao acaso, podendo ser de um gene cépia Unica ou até sequéncias
altamente repetitivas (WILLIAMS et al. 1993).

Esta técnica exige pequena quantidade de DNA (AFANADOR et al., 1993),
além de permitir a automatizacdo do processo devido a utilizacdo de uma DNA
polimerase termoestavel e termocicladores programaveis com elevada capacidade
de processamento (LANZA et al., 2000). Os polimorfismos revelados pela técnica
RAPD sao oriundos de muta¢des de ponto, ou delecdes no sitio de pareamento do
primer ou insercdes entre os sitios de pareamento. Tais polimorfismos baseiam-se
na presenca ou auséncia do fragmento amplificado de DNA, sendo considerados
marcadores dominantes e, por isso néo distinguem locos em estado heterozigoto,
constituindo uma desvantagem do método (CARLSON et al., 1991). Uma outra
desvantagem € que o RAPD pode gerar padrdes de bandas variaveis, que ndo sdo
devidos a variacdo genética, sendo chamados artefatos.

Os marcadores microssatélites também sdo marcadores que se baseiam em
amplificagbes de PCR. Esses marcadores sao denominados repeticoes de
sequiéncias Unicas (SSR — simple sequence repeats ) e amplificam repeticbes de
di-, tri-, tetra-, ou penta-nucleotideos. Sdo marcadores codominantes e altamente
reprodutiveis. Quando disponiveis os primers de microssatélites, sdo de utilizacdo
mais rapida, mais econdmicos e requerem menos trabalho do que a utilizacédo de
marcadores RFLPs (DENNY el al., 1996).

O AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) € uma classe de
marcadores, que alia a especificidade dos sitios de restricio do RFLP as
facilidades da amplificacdo da PCR, apresentando-se como uma ferramenta util na
caracterizacdo de genomas e no mapeamento genético (VOS et al., 1995). Esta
técnica tem sido utilizada de forma crescente para finalidades de fingerprinting,

mapeamento genético localizado (Bulk Segregant Analysis) e construcdo de mapas
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genéticos, principalmente em espécies cultivadas com baixa taxa de polimorfismo
de DNA.

Os marcadores moleculares sédo ferramentas Uuteis para fornecer
informacGes a respeito da diversidade genética do germoplasma. A apurada
determinacédo do grau de parentesco de linhas ou de populacdes pode auxiliar os
melhoristas na obtencéo de combinacdes genéticas mais favoraveis em programas
de melhoramento. Com isto, os marcadores moleculares séo utilizados em estudos
de filogenia, determinacdo de similaridade genética, localizacdo de genes,
mapeamento genético, estudos evolucionarios dentre outras aplicacdes.

Os melhoristas podem fazer uso dos marcadores moleculares para geragéo
de informacdes genéticas e uso na selegdo indireta de caracteristicas ligadas ao
marcador. O uso de marcadores visando resisténcia a patdgenos oferece
vantagem adicional de permitir selecdo para resisténcia na auséncia do patégeno
ou de um variante do patégeno. Marcadores ligados a varios genes de resisténcia
poderiam facilitar grandemente o melhoramento visando resisténcia a multiplas
doencas (piramidacao), desde que a selecdo baseada nos marcadores possa ser
facilmente incorporada no programa de melhoramento (KELLY, 1995). Dessa
forma, ferramentas moleculares oferecem novas oportunidades para a
manipulagéo, por meio da selecdo assistida por marcadores e entendimento dos
genes de resisténcia (GEFFROY et al.,, 1998). Os marcadores de DNA também
sdo Uteis na andlise genbmica e estudos de evolucdo e clonagem de genes
(CREGAN et al., 1999)

MICHELMORE (1995) cita uma série de usos de marcadores moleculares
em programas de melhoramento para resisténcia a patégenos: (1) podem auxiliar
na preservacao e exploracdo de germoplasma; (2) permitem selecao baseada em
marcadores; (3) facilitam a geracdo de combinacbes particulares de genes de
resisténcia; (4) podem permitir, a médio prazo, a caracterizacdo e manipulacdo de
genes de resisténcia quantitativa; e (5) auxiliam a clonagem de genes de
resisténcia que serdo usados para obtencédo de transgénicos.

A selecéo assistida por marcadores moleculares tem sido utilizada como um
método util para introducdo de genes maiores de resisténcia a patégenos (KELLY,
1995). Por meio da identificacdo indireta de gendétipos, baseada em marcadores
moleculares que segregam conjuntamente com 0s genes de resisténcia, muitos

dos problemas de analise fenotipica podem ser resolvidos (REIFSCHNEIDER e
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LOPES, 1997). Além disso, estes marcadores podem aumentar a velocidade de
recuperacao do fenétipo do genitor recorrente no processo de retrocruzamento
(KELLY, 1995 e MILACH e CRUZ, 1997).

A selecéo assistida por marcadores moleculares apresenta, também, grande
potencial de utilizacdo para a piramidacéo de genes de resisténcia (BOREM, 2001;
HUANG et al.,, 1997; MILACH e CRUZ, 1997), e a medida que o uso destes
marcadores se tornarem parte dos programas de melhoramento, a estratégia de

piramidacao podera ser mais amplamente aplicada (MILACH e CRUZ, 1997).

3.8.1. Marcadores RAPD no melhoramento visando resisténcia a patogenos

A técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) (MULLIS e FALOONA,
1987) abriu enormes perspectivas para a analise de genes (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996). A técnica consiste na amplificacao in vitro de fragmentos
de DNA, usando-se primers de sequéncia definida que se ligam a fitas simples,
sendo as copias detectadas por eletroforese em gel. A PCR envolve trés etapas: a)
desnaturacao das fitas do DNA; b) pareamento de primers com a fita de DNA; e c)
sintese do fragmento pela DNA polimerase.

A técnica de PCR foi modificada para desenvolver um novo tipo de
marcador, o polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente - RAPD. Este
marcador apresenta algumas vantagens sobre os outros métodos: (a) envolve um
processo mais simples e mais rapido; (b) um conjunto Unico universal de primers
arbitrarios pode ser utilizado e rapidamente rastreado, no lugar das sondas; (c)
apenas uma pequena quantidade de DNA é necessaria; (d) mais sensivel na
deteccdo de polimorfismos do DNA; (e) custo por genotipagem € menor (KELLY,
1995; FERREIRA e GRATTAPAGILA, 1996). Portanto, a tecnologia de RAPD é
bastante acessivel e pode ser utilizada em estacbes experimentais de
melhoramento, rotineiramente (FERREIRA e GRATTAPAGILA, 1996).

A identificacdo e selecdo de gendtipos que carregam combinacdes
especificas de genes de resisténcia sdo amplamente feitos via andlises de
polimorfismo de DNA com marcadores RAPD (HALEY et al, 1994b; FOOLAD et al.,
1993). Os marcadores RAPD tem tornado disponivel o desenvolvimento de

cultivares de feijoeiro resistentes a doencas como ferrugem (HALEY et al, 1993),
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mosaico-comum (HALEY et al, 1994a), antracnose (ADAM-BLONDOM et al, 1994;
YOUNG e KELLY, 1994; ALZATE-MARIN et al, 1997) e mancha-angular
(CARVALHO et al., 1997; FERREIRA et al., 1999; CORREA et al., 2001).

Atualmente, a utilizacdo de marcadores moleculares em programas de
introgressdo de genes por retrocruzamento € o exemplo mais concreto de
melhoramento genético assistido por marcadores. Além de monitorar a presenca
do gene de interesse, a genotipagem dos individuos com marcadores moleculares
permite a selecdo de individuos mais semelhantes ao genitor recorrente. Desse
modo, o numero de ciclos de retrocruzamentos necessarios para a recuperacao do
fendtipo recorrente é reduzido de forma acentuada, acelerando o desenvolvimento
de cultivares melhoradas (GUIMARAES e MOREIRA, 1999).

No programa de Melhoramento do feijoeiro visando resisténcia a doencas do
Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria — BIOAGRO/UFV, diversos
marcadores para genes de resisténcia a mancha-angular ja foram identificados. O
objetivo do programa € desenvolver linhagens do tipo carioca com genes de
resisténcia a mancha-angular, por meio de retrocruzamentos da cultivar Ruda com
as diversas fontes de resisténcia. CARVALHO et al. (1998), trabalhando com a
cultivar AND 277, relataram que o marcador RAPD OPOH-1349, esta ligado em
fase de acoplamento ao gene de resisténcia a raca 63.23 de P. griseola, a uma
distancia de 5,5 cM. Os marcadores RAPD OPNO2g90, OPAC142400 € OPEO044s50
estdo ligados em acoplamento, respectivamente, a 5,9; 6,6 e 11,8 cM de distancia
do gene de resisténcia ao patétipo 63.19 de P. griseola presente em México 54. Os
marcadores OPNO02g90 € OPE04¢50, também estdo ligados ao gene de resisténcia
presente em Cornell 49242 a uma distancia de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente
(NIETSCHE et al., 2000). O marcador OPNO2gy foi convertido em SCAR
(sequence characterized amplified region), para aumentar sua reprodutibilidade
(SARTORATO et al., 2000).

O marcador OPEO4500, também em fase de acoplamento, esta ligado ao
gene de resisténcia ao patétipo 63.39 de P. griseola, presente em MAR-2, a uma
distancia de 5,8 cM (FERREIRA et al., 2000). CAIXETA (2002) relatou que os
marcadores OPAO12¢5p € OPAAO0795 estdo ligados a 5,83 e 5,10 cM,
respectivamente, do gene de resisténcia ao patétipo 61.41 de P. griseola da
cultivar BAT 332.
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O objetivo do capitulo 1 é promover a selecdo de familias com graos tipo
carioca e homozigotas para os locos que conferem resisténcia a P. griseola
advindos de retrocruzamentos das cultivares BAT 332, México 54 e MAR-2 com o
background Ruda. O capitulo 2 visa a identificacdo de linhagens homozigotas
resistentes a P. griseola mais proximas do genitor recorrente Ruda e o capitulo 3 a
caracterizacdo de 58 cultivares de feijoeiro quanto a resisténcia as racas 63.19,
63.55, 31.17 e 63.23 de P. griseola.
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IDENTIFICACAO DE LINHAGENS DE FEIJOEIRO RESISTENTES A MANCHA-
ANGULAR

1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta-se como um alimento rico em
proteinas e de baixo custo para o brasileiro (VIEIRA et al., 1999).

No Brasil, a maioria dos programas de melhoramento do feijoeiro visam o
aumento da capacidade produtiva, bem como a resisténcia a patégenos. VIEIRA
(1983) cita mais de 45 doencas de maior ou menor importancia, causadas por
virus, bactérias, fungos e nematdides. No entanto, dentre as doencas fangicas da
parte aérea que tém merecido atencdo, estdo a antracnose causada por
Colletotrichum lindemuthianum, a ferrugem causada por Uromyces appendiculatus
e a mancha-angular causada por Phaeoisariopsis griseola. Segundo PAULA JR. e
ZAMBOLIM (1998) a mancha-angular ocasiona grandes prejuizos durante 0s
meses de abril a julho, quando sdo observados nas principais regides produtoras
condicbes climaticas favordveis ao desenvolvimento da doenca como,
temperaturas amenas e ocorréncia de orvalho.

As perdas causadas pela mancha-angular podem chegar a 70% no Brasil
dependendo das condigcbes ambientais e suscetibilidade das cultivares (MORA-
BRENES et al., 1983; RAVA et al., 1985; SARTORATO e RAVA, 1992).

Como medida de controle, pode-se utilizar praticas culturais, como
sementes livres do patégeno (DHINGRA e KUSHALAPA, 1980), rotacdo de
culturas por pelo menos dois anos, eliminacdo de restos culturais (CARDONA-
ALVARES e WALKER, 1956) e uso de fungicidas. No entanto, esta ultima pratica
ndo € muito adotada no Brasil, tendo em vista que, a maior parte da producéo
advém de pequenos e médios produtores que nao utilizam este tipo de tecnologia
(SARTORATO, 2001).

O uso de cultivares resistentes constitui uma alternativa pratica, econémica
e eficiente, além de nao prejudicial ao ambiente, no manejo da mancha-angular
(GUZMAN et al., 1995; SARTORATO et al., 1996; SARTORATO, 2001).
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Para a obtencdo de cultivares resistentes a mancha-angular o uso do
método dos retrocruzamentos tém sido utilizado para transferéncia de genes de
resisténcia para cultivares superiores (RAGAGNIN, 2001). No retrocruzamento, a
por¢cdo do genoma do parental doador € reduzida pela metade a cada ciclo, na
auséncia de selecao e ligacdo. A equacao para a média de recuperacao do genitor
recorrente é 1- (%)™, em que m é o nimero de retrocruzamentos realizados.

O método dos retrocruzamentos tem sido utilizado principalmente para
transferir caracteristicas monogénicas. Entretanto, existem situacfes em que pode-
se ter o interesse de transferir duas ou mais caracteristicas para um genitor
recorrente. Quando o objetivo € a transferéncia de duas ou mais caracteristicas,
pode-se utilizar a estratégia sequencial, paralela ou simultanea (BOREM, 2001).

No programa sequencial, transfere-se um gene ou uma caracteristica de
cada vez. Apés a transferéncia da primeira, inicia-se a transferéncia da segunda,
sendo que este procedimento, embora simples, requer um longo periodo para sua
conclusdo. Na estratégia do programa paralelo, existe a conducdo de
subprogramas, em gue cada caracteristica € transferida independentemente. Apos
a transferéncia em ambos o0s subprogramas, as progénies sao intercruzadas
permitindo a selecdo de individuos com ambas as caracteristicas. No programa
simultaneo, as caracteristicas séo transferidas de uma sé vez (BOREM, 2001)

No Programa de Melhoramento do Feijoeiro visando resisténcia a doencas
do Instituto de Biotecnologia Aplicado a Agropecuaria/UFV utiliza-se a estratégia
do programa paralelo, para a obtencdo de piramides de genes de resisténcia a
ferrugem, antracnose e mancha-angular.

Este trabalho é parte do subprograma visando resisténcia a mancha-angular
e teve como objetivo a selecdo de familias com grdos tipo carioca, que possuam
genes de resisténcia derivados das cultivares México 54, MAR-2 e BAT 332 em
cruzamento com o background genético Ruda, por meio do uso de marcadores
moleculares RAPD e SCAR, previamente identificados por pesquisadores do

BIOAGRO/UFV, como auxilio na selecao das linhagens.
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2. MATERIAL E METODOS

Para a obtencéo de linhagens de feijoeiro com resisténcia a mancha-angular
e com as caracteristicas agronémicas da cultivar Ruda, foram utilizadas progénies
oriundas de retrocruzamentos obtidos no Programa de melhoramento do Feijoeiro

visando resisténcia a doenc¢as do BIOAGRO/UFV (Figura 1).

Figura 1. Esquema dos retrocruzamentos visando a obtencdo das familias

homozigotas de feijoeiro resistentes a mancha-angular.

Rudéa (Prog. Recorrente) x Prog. Resistente
4
Ruda x F;
4
Ruda x RC;F; (selecao das plantas resistentes com o uso de inoculagéo)
0
RC, F; (sele¢éo das plantas resistentes com o uso de inoculacéao)
4 A
RC,F, (Selecdo das plantas resistentes com o uso de inoculacdo e marcadores
RAPD e SCAR ligados em acoplamento ao gene de resisténcia)
3 A
RC,F,3 (ldentificacdo das familias homozigotas resistentes com o uso de
inoculacdo e marcadores RAPD e SCAR ligados em acoplamento ao

gene de resisténcia)

2.1. Material genético e cruzamentos

As cultivares México 54, MAR-2, BAT 332 e Rud4, foram fornecidos pelo
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e Centro Nacional de Pesquisa
de Arroz e Feijao (CNPAF/EMBRAPA) e as sementes RC,F, pelo Programa de
Melhoramento do Feijoeiro visando resisténcia a doencas do BIOAGRO/UFV. A
cultivar Ruda, desenvolvido pelo CIAT e introduzido no Brasil pela EMBRAPA
Arroz e Feijao (Goiania, GO), foi utilizada por pesquisadores do BIOAGRO/UFV,
como genitor recorrente, por possuir caracteristicas culinarias e agronémicas
desejaveis, tais como alta produtividade, estabilidade de producéo e tipo de gréo,

sendo no entanto, suscetivel a diversas racas de P. griseola.
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Nos cruzamentos originais, os genitores BAT 332, México 54 e MAR-2,
foram utilizados como fontes de resisténcia & mancha-angular (CAIXETA, 2002;
SARTORATO et al., 2000; FERREIRA et al., 2000). Algumas caracteristicas dos

genitores utilizados neste trabalho s&o apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos genitores utilizados nos cruzamentos.

Cultivares Centro de origem Tipo de grao Cor da flor
Ruda Mesoamericano Carioca Branca
BAT 332 Mesoamericano Mulatinho Roxa
MAR-2 Mesoamericano Carioca Branca
México 54 Mesoamericano Mulatinho Roxa

As populacbes oriundas dos cruzamentos Ruda x Meéxico 54 (157
sementes), Ruda x MAR-2 (109 sementes) e Ruda x BAT 332 (94 sementes),
encontravam-se nas geragdes RC;F;, RCiF, e RC;F,, respectivamente. Estes
materiais foram obtidos previamente por pesquisadores do BIOAGRO/UFV, de
maneira que a cada ciclo de retrocruzamento, as plantas resistentes foram
selecionadas. As sementes RCyF, dos trés cruzamentos foram utilizadas para a
selecdo de plantas resistentes pela inoculacdo com o fungo e pelo uso de

marcadores moleculares RAPD e SCAR, previamente caracterizados (Tabela 2).

Tabela 2. Marcadores moleculares RAPD e SCAR caracterizados e utilizados na
selecdo de plantas resistentes derivadas das fontes de resisténcia BAT
332, México 54 e MAR-2.

Cultivares  Raca Oligonucleotideo Distancia Referéncia
Iniciador (cM)
RAPD SCAR
BAT 332 61.41 OPAO12 g5 - 5,8 Caixeta, 2002
México 54 63.19 - NO2 590 5,9 Sartorato et al., 2000
MAR-2 63.39 OPEO04 54 - 5,8 Ferreira et al., 2000

No teste de progénie para a identificacdo de linhagens homozigotas para

resisténcia a mancha-angular, foram utilizadas 15, 19 e 17 familias RC,F2.3 dos
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cruzamentos de Ruda com México 54, MAR-2 e BAT 332, respectivamente. Estas
familias foram selecionadas dentre as familias RCpF,3 resistentes, que
apresentavam graos do tipo carioca ja fixados. As sementes foram semeadas em
vasos contendo 3 Kg de solo adubado com NPK, de acordo com as necessidades

da cultura e mantidos em condices de casa-de-vegetagéo.

2.2. Racas e preparo do in6culo

As racas de P. griseola utilizadas no presente trabalho (Tabela 3),
pertencem a Micoteca do Programa de Melhoramento do Feijoeiro visando
resisténcia a doencas do BIOAGRO/UFV. A escolha destas racas deveu-se a sua
significativa importancia, sendo frequentemente encontrados em varias regides
produtoras (NIETSCHE, 2000), além de serem as mesmas utilizadas no estudo de
heranca de cada fonte de resisténcia (SARTORATO et al., 2000; FERREIRA et al.,
2000; CAIXETA, 2002).

Tabela 3. Ragas de P. griseola utilizadas no presente trabalho.

Cruzamentos Racas
Ruda x BAT 332 61.41
Rudé& x México 54 63.19
Ruda x MAR-2 63.39

Os isolados foram obtidos de culturas monosporicas, mantidos em placa de
petri ou tubo de ensaio contendo meio V8 (Campbell Soup Company, EUA). De
cada tubo contendo a cultura do patdégeno, foi obtida uma suspensao de conidios e
fragmentos de micélio, a partir da adicdo de agua estéril. Esta suspensédo foi
espalhada em placas contendo meio de suco de vegetais V8. Em seguida, as
placas foram incubadas por 12 dias, no escuro, a 24°C. Este procedimento
produziu altos niveis de esporulacao.

A suspensédo de conidios para inoculacéo foi obtida adicionando-se agua
destilada e raspando-se suavemente a superficie do meio com o auxilio de uma
espatula, em seguida filtrada em gaze. Esta suspensdo foi ajustada para a

concentracao final de 2 x 10* conidios/ml.
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2.3. Inoculacéo e avaliagcéo

Quinze dias apos o plantio (estadio V3), as plantas oriundas das populacées
segregantes RC1F, (Ruda x MAR-2 e Ruda x BAT 332) e RC,F, (Ruda x México
54), genitores e, posteriormente, as familias RCpF,.3 resultantes com graos tipo
carioca, foram inoculados com uma suspensdo de 2 x 10* conidios/ml de P.
griseola (Tabela 3). A suspensédo foi aplicada em ambas as faces, abaxial e
adaxial, das folhas, com auxilio do atomizador De Vilbiss n® 15, acionado por um
compressor elétrico, evitando-se atingir o ponto de escorrimento. As plantas foram,
entdo, incubadas por um periodo de 48 horas numa camara umida (RIBEIRO et al.,
1993; LACERDA et al., 1994), mantidas entre 20 e 22°C e 100% de umidade
relativa, sendo, posteriormente, transferidas para casa-de-vegetacao.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 15 e 21 dias ap6s
inoculagdo, usando-se uma escala de severidade de nove graus (VAN
SCHOONHOVEN e PASTOR-CORRALES, 1987) descrita a seguir: 1 — plantas
sem sintomas da doenca; 2 — presenca de até 3% de lesdes; 3 — presenca de até
5% de lesdes ndo-esporuladas; 4 — presenca de lesbes 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 é&rea foliar;, 6 —
presenca de numerosas lesbes 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 éarea foliar; 8 — presenca de numerosas lesdes
esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem 25-30% da é&rea foliar, geralmente
associadas a tecidos cloréticos, os quais podem coalecer e formar extensas areas
infectadas; 9 — sintomas severos da doenca, resultando em queda prematura de

folhas e morte. Plantas com notas acima de 3 foram consideradas suscetiveis.

2.4. Condicdes de amplificacdo do DNA pela técnica de RAPD e SCAR

Para confirmar a presenca dos genes de resisténcia nas plantas RC,F; e
posteriormente, nas familias RC,F,.3 resistentes homozigotas, foram utilizados
marcadores moleculares RAPD e SCAR, previamente caracterizados para as

fontes de resisténcia utilizadas no Programa de Melhoramento de Feijoeiro do
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BIOAGRO/UFV, como mostrado na Tabela 2. Para efeito de normatizacdo, os
marcadores moleculares utilizados neste trabalho, apresentam um ndamero
subscrito, que corresponde ao seu tamanho em pares de nucleotideos (pb). Todos
estes marcadores, encontram-se ligados em fase de acoplamento ao alelo de
resisténcia.

Para a extracdo de DNA, dois foliolos de cada planta RC.F, e suas
respectivas familias RC,F2.3 e dos genitores (BAT 332, México 54, MAR-2 e Rudd)
foram coletados e embalados em papel aluminio devidamente identificados e
armazenados a -80 °C.

A extracdo foi efetuada com base na metodologia de DOYLE e DOYLE
(1990) com algumas modificacdes (ABDELNOOR et al., 1995). Cada reacdo de
amplificacdo de RAPD, apresentava um volume total de 25m, contendo 25 ng de
DNA, 100nmM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
2,0 mM de MgCl,, 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 0,4 nM de um
oligonucleotideo iniciador ou primer e uma unidade de Taq polimerase.

As reacOes de amplificacdo foram feitas em termociclador, de acordo com
WILLIAMS et al. (1990). Os ciclos de amplificacdo constaram de uma etapa de
desnaturagcédo a 94 °C, por 15 segundos, uma etapa de ligacdo do primer ao DNA
molde a 35 °C, por 30 segundos, e uma etapa de extensao a 72 °C, por um minuto.
Depois de 40 ciclos, efetuou-se uma ultima etapa de extensdo a 72 °C, por sete
minutos.

Para a amplificacdo do DNA pela técnica de SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region), procedeu-se a mistura de reacdo de 25m
contendo as mesmas concentragcbes de reagentes utilizadas pela técnica de
RAPD, com excecdo do primer, que foi substituido por cinco picomoles de cada
primer especifico. O termociclador foi programado para um passo inicial de 94°C
por 3 minutos; 35 ciclos, sendo cada destes composto de 30 segundos a 94 °C, 60
segundos a 65°C e 90 segundos a 72°C e um passo final a 72 °C por 7 minutos,
apos o ultimo ciclo.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,2%
contendo 0,5ng/ml de brometo de etidio, imerso em tampéo TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz

ultravioleta e fotografadas com o sistema de fotodocumentacéo Eagle Eye II.
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2.5. Andlise da segregacao dos genes de resisténcia

O teste de significancia do c?, utilizando o programa GENES (CRUZ, 2001)
foi efetuado para comparar a razdo tebrica, esperada para segregacao
monogénica dominante dos genes de resisténcia, com as razbes fenotipicas
observadas entre as plantas RCyF,, sendo esperada uma segregacao de 3:1
(R_:rr).

Para o teste de progénie das familias RC,F2.3 foram utilizadas entre 8 e 12
plantas provenientes de cada uma das familias RC,F2.3. Para genes que segregam
independentemente, as informacdes baseadas em 8, 9, 10, 11 e 12 plantas RC,F3
permitem determinar com certeza de 89,98; 92,49; 94,36; 95,77 e 96,8%,

respectivamente, o gendtipo das plantas RC,F..
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Obtencéo das linhagens RC,F3; — Ruda x México 54

Foram analisadas 157 plantas RC,F, para resisténcia a mancha-angular,
por meio de inoculacdo com a raca 63.19, para o qual foi identificado o marcador
molecular do tipo SCAR NO0239 (SARTORATO et al., 2000). Do total de plantas
RC,F, analisadas, 109 apresentaram-se como resistentes, tanto pela inoculacéo
guanto pela selecdo por meio do marcador molecular e 32 plantas apresentaram-
se suscetiveis em ambos os processos de avaliacao.

Entre as plantas RC;F,, foram detectados individuos recombinantes, sendo
gue 5 plantas possuiam o marcador molecular mas eram suscetiveis e 7 plantas
ndo possuiam o marcador molecular, mas eram resistentes. A presenca de
individuos recombinantes, de certa forma era esperado, pois, conforme relatado
por SARTORATO et al. (2000), o marcador SCAR NO02g9 esta ligado ao alelo de
resisténcia presente no genitor México 54 a uma distancia de 5,9 cM e também,
pela subjetividade na avaliacdo da doenca por meio de notas. Existe uma grande
dificuldade de avaliagcdo da doenca, tendo em vista que, frequentemente existem
plantas que apresentam pequenas lesbes tipicas da doenca, entretanto a
esporulacdo do patdgeno ndo se apresenta de forma evidente, com isto, existe a
dificuldade de avalia-las como resistentes (nota 3) ou suscetivel (nota 4). Isso pode
levar a um erro na avaliagdo da resisténcia. No entanto, neste trabalho, para
prosseguir com o processo de selecéo, foram consideradas apenas as 141 plantas
gue nao apresentaram recombinacéo.

A eficiéncia de selecado, que estima a discordancia entre a selecao feita por
inoculacdo e por marcador molecular, medida como a propor¢cdo dos individuos
identificados pela inoculagédo e pelo marcador, foi de 94% para a resisténcia e de
87,80% para a suscetibilidade, como se observa na Tabela 4. Este resultado é
interessante, pois revela uma adequada eficiéncia de selecdo das plantas
resistentes portadoras do alelo de interesse, com o0 uso do marcador SCAR NO02ggp.
Isto é especialmente importante, tendo em vista as dificuldades encontradas nos
processos de manutencdo e esporulacdo do fungo, bem como de avaliacdo da

doenca.
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Tabela 4. Eficiéncia de sele¢céo para a raga 63.19 de P. griseola em 157 plantas
RC,F, do cruzamento Ruda x México 54 baseado no marcador
molecular SCAR N02g9g

Fendtipo das plantas Frequéncia Selecédo pelo  Eficiéncia de selecao
observada® marcador? pelo marcador (%)

Resistentes R_:116 R_:109 (+) R :94

Recombinantes R:7()

Suscetiveis rr:41 rr: 36 (-) rr: 87,80

Recombinantes rr:5(+)

N de plantas resistentes e suscetiveis observadas via inoculagédo com a raca 63.19 de P. griseola,
onde R_ corresponde a plantas resistentes e rr plantas suscetiveis
24 = panda presente, - = banda ausente do marcador SCAR NO02gg,

Segundo KELLY e MIKLAS (1998), a eficiéncia da selecédo indireta pode ser
influenciada pelo numero, distancia de ligacdo e orientacdo dos marcadores, e
também, pelos métodos de melhoramento utilizados. Quando sdo utilizados
marcadores dominantes ligados diretamente ao alelo de suscetibilidade
(marcadores em repulsdo), é possivel selecionar contra a suscetibilidade. O
aumento da eficiéncia com esses marcadores, resulta da habilidade de selecionar
contra os heterozigotos, e € particularmente (til quando a selecdo é feita para
genes de resisténcia recessivos. Marcadores ligados a suscetibilidade foram
identificados para o gene bc-3 de resisténcia ao Virus do Mosaico-comum do
feijoeiro. Para a identificacdo de individuos bc-3/bc-3 resistentes homozigotos, uma
eficiéncia de selecdo de 82% na auséncia do marcador ligado a suscetibilidade
(repulsdo) foi observada, em comparacdo a 26% de eficiéncia de selecdo para
outro marcador ligado em acoplamento (HALEY et al., 1994). Outros autores,
também utilizaram esta metodologia (ALZATE-MARIN et al., 1999; ARRUDA, et al.,
2000).

O marcador SCAR NO0Z2sg90, ligado em fase de acoplamento ao gene de
resisténcia de México 54, promoveu uma adequada eficiéncia de selecdo (94%)
para a resisténcia (R_). Entretanto, este marcador nao discrimina os individuos
homozigotos dominantes dos heterozigotos, sendo necessario promover o teste de
progénie para este propoésito.

A eficiéncia de selecdo com marcadores € sem duvida uma importante
ferramenta no acompanhamento dos genes de resisténcia em processos de

selecdo e piramidacdo de genes de resisténcia de diferentes fontes. Para isso, é
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necessario promover estudos de heranca da resisténcia para compreender como
estes genes sdo herdados, e posteriormente, proceder a identificacdo de
marcadores ligados a estes genes.

Neste trabalho, procurou-se estudar a segregacdo da populacdo RC,F,.
Pela andlise do teste de significancia do c? encontrou-se uma segregacao
monogénica dominante, verificando-se a propor¢ao de trés plantas resistentes (R )

para uma suscetivel (rr) (Tabela 5).

Tabela 5. Analise da segregacdo da resisténcia a raca 63.19 de P. griseola na

populacdo RC,F;, do cruzamento Ruda x México 54.

Populacéao N° de plantas Relacdo esperada c? Probabilidade
R_(+)" Rr() (%)
Ruda x México 54 109 36 31 0,0022 96,17

'+ presenca e - auséncia do marcador

SARTORATO et al. (2000), estudando o cruzamento entre Ruda e México
54, demonstraram que a heranca da resisténcia presente em México 54 a raca
63.19 de P. griseola era controlada por um gene dominante. Entretanto, CAIXETA
(2002) por meio de teste de alelismo demonstrou a existéncia de uma maior
complexidade da resisténcia nesta cultivar. Na caracterizagdo dos genes que
conferem resisténcia a raca 63.19 de P. griseola foram encontrados dois genes na
cultivar México 54, que foram denominados de Phg-2 e Phg-5.

Os dados apresentados aqui confirmam a presenca de um gene dominante
na geracado RC,F, do cruzamento Ruda x México 54, entretanto, ndo se sabe qual
dos dois genes relatados por CAIXETA (2002) foi selecionado neste cruzamento.
Com isso, foi adotado a denominacdo do gene Phg-2, inicialmente proposta por
SARTORATO et al. (2000).

Ap6s a analise da segregacdo dos genes e identificacdo das plantas
resistentes, as sementes RC,F3; foram coletadas. Quinze familias RC,F,.3 foram
selecionadas por apresentarem grdos do tipo carioca, para o teste de progénie,
com intuito de identificar familias homozigotas para o gene de resisténcia.

Por meio da inoculacdo com a raca 63.19 de P. griseola, foram
selecionadas apenas duas familias RC,F2.3 como homozigotas resistentes. Estas

duas familias estao identificadas como 9-2-117 e 37-6-155 (Tabela 6).
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Tabela 6. Analise da segregacao da resisténcia a raca 63.19 de P. griseola das

familias RC,F»,-3 do cruzamento Ruda x México 54

Familias Avaliacéo daresisténcia (N° de plantas) Gendétipo
Resistente Suscetivel
37-8-84 9 3 Rr
37-8-80 7 5 Rr
37-8-60 11 1 Rr
9-4-89 7 3 Rr
9-4-110 8 4 Rr
9-4-106 9 3 Rr
37-7-35 8 2 Rr
37-7-30 5 4 Rr
9-2-117 10 0 RR
9-2-130 7 5 Rr
9-2-180 10 2 Rr
37-6-155 8 0 RR
9-3-179 8 4 Rr
37-6-148 9 3 Rr
9-3-171 10 2 Rr

A confirmacédo da resisténcia foi feita utilizando-se o marcador, sendo que

todas as plantas possuem o marcador SCAR NO02gqo (Figura 2).

17 2 S8 ¥4 5F 168 WENCH AN M OIS EMANNS R6 M "18" .19 20 21

Figura 2. Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo com o primer SCAR
NO2 (SARTORATO et al., 2000). Da esquerda para a direita: 1, DNA do
fago lambda digerido com enzimas EcoRIl, BamHI e Hindlll; 2, Ruda; 3,
México 54; 4-13 e 14-21 correspondem a individuos das familias RC,F:3
homozigotas resistentes 9-2-117 e 37-6-155, respectivamente. A seta
indica a banda de 890 pb correspondente ao marcador.
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RAGAGNIN (2001) utilizou esta mesma metodologia para identificacdo de
isolinhas homozigotas resistentes a ferrugem do feijoeiro, antracnose e mancha-
angular.

As 18 linhagens RC;F3; serdo caracterizadas pela técnica de RAPD, com
intuito de identificar aquelas geneticamente mais proximas do genitor recorrente
Ruda.

3.2. Obtencéo das linhagens RC;F3; — Ruda x MAR-2

Neste cruzamento, foram analisadas 109 plantas RC;F, para resisténcia a
mancha-angular, por meio de inoculacdo com a raca 63.39, bem como pelo uso do
marcador RAPD OPEO4s0 (FERREIRA et al., 2000). Setenta e uma plantas RC1F;
apresentaram-se como resistentes, tanto pela inoculacdo quanto pela selecéo por
meio do marcador molecular. Vinte e nove plantas mostraram-se suscetiveis em
ambos os processos de avaliacao.

Foram detectados individuos recombinantes, como observado na geracao
RC,F, do cruzamento entre Ruda x México 54. Foram encontradas 3 plantas RC1F;
gue apresentavam o marcador molecular, mas eram suscetiveis e 6 que nao
possuiam o marcador molecular, mas eram resistentes. Conforme mencionado
anteriormente, devido a subjetividade na avaliacdo da doenca e ao fato do
marcador RAPD OPEOQ4s5, estar ligado ao gene de resisténcia a mancha-angular
no genitor MAR-2 a uma distancia de 5,8 cM (FERREIRA et al., 2000), a presenca
destes individuos € esperada. Para dar continuidade ao processo de selecéo,
foram analisadas apenas as 100 plantas que nao apresentaram recombinacéo.

A eficiéncia de selecdo das plantas resistentes com o uso do marcador
RAPD OPEO04, ligado em fase de acoplamento ao gene de resisténcia de MAR-2,
foi de 92,20% (Tabela 7).

Marcadores dominantes ligados em acoplamento a genes de resisténcia séo
Uteis em programas de retrocruzamentos, pois podem ser utilizados para identificar
e selecionar plantas RC,F; heterozigotas durante os ciclos subsequentes de
retrocruzamento (KELLY e MIKLAS, 1998).
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Tabela 7. Eficiéncia de selecéo para a raca 63.39 de P. griseola em 109 plantas

RC.F, do cruzamento Ruda x MAR-2 baseado no marcador molecular

RAPD OPEO4
Fendtipo das plantas Frequéncia Selecdo pelo Eficiéncia de selecéo
observada® marcador? pelo marcador(%)
Resistentes R_:77 R :71(%) R :92,20
Recombinantes R :6()
Suscetiveis rr: 32 rr:29 (-) rr: 90,62
Recombinantes rr:3(+)

N de plantas resistentes e suscetiveis observadAs via inoculacdo com a raca 63.39 de P. griseola,
onde R_ corresponde a plantas resistentes e rr plantas suscetiveis
%+ = banda presente, - = banda ausente do marcador RAPD OPEO4

A resisténcia a raca 63.39 de P. griseola, presente na cultivar MAR-2 em
cruzamento com Ruda revelou heranca monogénica e dominante (FERREIRA et
al., 2000). CAIXETA (2002) demonstrou que a cultivar MAR-2 possui os genes de
resisténcia Phg-4 e Phg-5°. Entretanto, o estudo de alelismo realizado com a raca
63.39 de P. griseola mostrou a ndo segregacao da populacdo F, do cruzamento
México 54 x MAR-2, comprovando a presenca de um loco em comum nestas duas
cultivares. Estas duas cultivares apresentam diferentes reagcdes, quando testadas
contra um conjunto de racas do patégeno, por isso, os fatores presentes naquele
loco em comum n&o s&o um mesmo alelo e sim alelos diferentes. Sendo assim, a
cultivar México 54 possui o alelo Phg-5 e MAR-2 o alelo Phg-52.

Confirmando os dados daqueles autores, observou-se a segregacao de
apenas um gene no cruzamento entre Ruda e MAR-2 (Tabela 8), e provavelmente

este é 0 Phg-52.

Tabela 8. Analise da segregacdo da resisténcia a raca 63.39 de P. griseola na

populacdo RC1F, do cruzamento Ruda x MAR-2.

Populacéao N° de plantas  Relagdo esperada c¢? Probabilidade
R_(+)" Rr() (%)
Ruda x MAR-2 71 29 31 0,85 35,56

'+ presenca e - auséncia do marcador



Identificadas as plantas RC;F, resistentes, procedeu-se a selecao e colheita
daquelas com graos tipo carioca. Foram selecionadas 19 familias para o teste de
progénie com intuito de identificar familias homozigotas para o gene de resisténcia
proveniente da cultivar MAR-2. Pelo uso de inoculagdo com a raca 63.39 de P.
griseola, foram selecionadas apenas duas familias RC;F,.;3 como homozigotas
resistentes (Tabela 9). A confirmacéo da resisténcia foi feita utilizando o marcador
RAPD OPEO04sq (Figura 3).

As 23 linhagens RC;F3; serdo caracterizadas pela técnica de RAPD, com
intuito de identificar aquelas geneticamente mais proximas do genitor recorrente
Rud4, objetivando acelerar o desenvolvimeto de cultivares resistentes no programa

de melhoramento.

Tabela 9. Analise da segregacao da resisténcia a raca 63.39 de P. griseola das

familias RC1F»:3 do cruzamento Ruda x MAR-2

Familias Avaliacdo daresisténcia (N° de plantas) Gendétipo
Resistente Suscetivel
195A-66 10 2 Rr
195A-68 9 1 Rr
195A-83 10 2 Rr
195A-86 7 1 Rr
138A-18 8 3 Rr
138A-19 8 2 Rr
138A-22 5 3 Rr
138A-40 7 4 Rr
138A-42 5 4 Rr
138A-46 9 1 Rr
138A-17 6 3 Rr
138A-25 7 1 Rr
139A-120 12 0 RR
139A-128 10 3 Rr
139A-140 6 1 Rr
139A-142 10 0 RR
189A-11 6 2 Rr
189A-16 6 3 Rr
191A-102 8 3 Rr
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Figura 3. Analise eletroforética dos produtos de amplificagdo com o primer RAPD
OPEO4 (FERREIRA et al., 2000). Da esquerda para a direita: 1, DNA do
fago lambda digerido com enzimas EcoRI, BamHI e Hindlll; 2, Ruda; 3,
MAR-2; 4-15 e 16-25 correspondem a individuos das familias RCiF2:3
homozigotas resistentes 139A-120 e 139A-142, respectivamente. A seta
indica a banda de 500 pb correspondente ao marcador.

3.3. Obtencéo das linhagens RC;F3 — Ruda x BAT 332

Neste cruzamento, devido a problemas de repicagem e esporulagdo da raca
61.41 de P. griseola, ndo foi possivel a inoculacdo das plantas RC;F,. Assim, 94
plantas RC;F, do cruzamento entre Ruda x BAT 332, foram analisadas quanto a
resisténcia a mancha angular, por meio do marcador molecular RAPD OPAO1245
(CAIXETA, 2002). Como resultado observou-se que dentre as 94 plantas RC;F»,
65 apresentaram-se como resistentes e 29 como suscetiveis.

Os genes de resisténcia foram herdados do genitor BAT 332 de forma
monogénica dominante. Verificou-se uma proporcdo de 3R _:lrr (plantas
resistentes: plantas suscetiveis), a qual foi confirmada pelo teste de significancia
do c? (Tabela 10). A observacdo da segregacdo de um s6 gene dominante
confirma os resultados obtidos por CAIXETA (2002). Este autor demonstrou que

BAT 332 possui a forma alélica denominada de Phg-62.

Tabela 10. Analise da segregacdo da resisténcia a raca 61.41 de P. griseola na

populacdo RC;F, do cruzamento Ruda x BAT 332.

Populacéao N° de plantas  Relacdo esperada c? Probabilidade
R_(+)" Rr() (%)
Ruda x BAT 332 65 29 3.1 1,71 19,02

'+ presenca e - auséncia do marcador
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Foram derivadas 17 familias RC1F,.3 com gréos do tipo carioca, para o teste
de progénie, com intuito de identificar familias homozigotas para o gene de
resisténcia presente em BAT 332. Cinco familias RC1F,.3 foram selecionadas como
homozigotas resistentes, por meio da inoculacdo com a raca 61.41 de P. griseola
(Tabela 11), sendo que a confirmacao da resisténcia foi feita utilizando o marcador
OPAO12¢s5¢ (Figura 4).

Tabela 11. Andlise da segregacao da resisténcia a raca 61.41 de P. griseola das

familias RC1F,.3 do cruzamento Ruda x BAT 332.

Familias Avaliacdo daresisténcia (N° de plantas) Genotipo
Resistente Suscetivel
8-9-32 10 2 Rr
8-9-29 10 1 Rr
8-9-28 8 3 Rr
8-9-15 7 3 Rr
8-9-33 10 0 RR
8-4-27 10 2 Rr
8-4-23 10 1 Rr
8-4-15 6 5 Rr
8-4-11 11 0 RR
24-15-1 9 3 Rr
24-15-3 7 3 Rr
13-3-1 10 0 RR
13-3-3 11 0 RR
4-36-14 12 0 RR
4-36-11 10 2 Rr
4-36-3 7 4 Rr
4-36-1 9 3 Rr

As 54 linhagens RC;1F3 das 5 familias selecionadas como homozigotas para
o loco que confere resisténcia a raca 61.41 serdo caracterizadas pela técnica de
RAPD para identificacdo daquelas geneticamente mais proximas do genitor Ruda.

A cultivar BAT 332 tem sido citada como potencial fonte de resisténcia a
mancha-angular em Minas Gerais e outros Estados. Esta cultivar apresenta
resisténcia a 10 de 25 ragcas de mancha-angular testadas por NIETSCHE et al.
(2000). Segundo CAIXETA (2002), a cultivar BAT 332 apesar de nao ser resistente
a muitas racas, apresenta resisténcia a alguns isolados, os quais sdo virulentos

para outras fontes de resisténcia, como Cornell 49242,

47



e [ ——— K K — — — —

e s me S — S S SR S e R e

——— e e NI SN E———

lw2=SeduSmnipSie#6r29y 10 wih Si2 isad®ieds »16 -1/ 4819, 20 :21 22 23 24

-EEEREATATEN-AEETEr TS

- e R ———
— e

1 2 3 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

—“—r--ﬁ--—-—---ﬁ

1 2 3 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Figura 4. Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo com o primer RAPD
OPAO12 (CAIXETA, 2002). Da esquerda para a direita: 1, DNA do fago
lambda digerido com enzimas EcoRI, BamHI e Hindlll; 2, Ruda; 3, BAT
332; 4-13 e 14-24 (A) correspondem a individuos das familias RC1F2:3
homozigotas resistentes 8-9-33 e 8-4-11, respectivamente; 25-34 e 35-45
(B) correspondem a individuos das familias RC;F,3 homozigotas
resistentes 13-3-1 e 13-3-3, respectivamente; e 46-57 (C) correspondem
a individuos da familia RC;F,.3 homozigota resistente 4-36-14. A seta
indica a banda de 950 pb correspondente ao marcador.

O genotipo México 54 confere resisténcia a 20 racas e MAR-2 confere
resisténcia a 16 de 25 racas testadas (NIESTCHE et al., 2000). Existe uma
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complementariedade de resisténcia entre BAT 332, México 54 e MAR-2, em
relacdo a 22 racas testadas. As exce¢des compreendem a raga 63.63, para a qual
ainda nao foi identificado fonte de resisténcia no Brasil; a raca 63.21 para a qual as
cultivares AND 277 e Cornell 49242 possuem resisténcia e a raca 31.31, para a
qual G 5686 e Cornell 49242 possuem resisténcia (NIETSCHE, 2000).

Este trabalho demonstra a importancia de se ter marcadores moleculares
previamente identificados no programa de melhoramento do feijoeiro visando
resisténcia a mancha-angular, tendo em vista que a selecao de plantas resistentes
na geracdo RC;F, do cruzamento Ruda x BAT 332, ndo pbde ser feita por meio de
inoculagéo, devido a problemas de esporulagéo e inoculacdo do fungo. Com isto, a
selecdo das plantas resistentes teve que ser realizada apenas com o marcador
RAPD OPAO12¢50. Demonstrou-se que a selecdo baseada no marcador foi
eficiente, comprovado pela andlise das familias RC;F».3 (Tabela 11), em que todas
demonstraram ser resistentes por meio da inoculacdo com a raca 61.41 de P.
griseola e ainda pela presenca do marcador nos individuos das familias
homozigotas resistentes (Figura 4). Com isto foi possivel selecionar linhagens
RC;F3 com gréos tipo carioca e resistentes a mancha-angular por meio da selecao
assistida pelo marcador molecular RAPD OPAO12gsp.

As progénies das familias selecionadas nos cruzamentos entre Ruda x
México 54, Ruda x MAR-2 e Ruda x BAT 332 como homozigotas para os locos que
conferem resisténcia a P. griseola, constituem-se de importantes linhagens para
programas de melhoramento visando piramidacdo de genes de resisténcia a
patébgenos, além da possibilidade de utilizacgdo em programas de selecdo

recorrente.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O uso de cultivares resistentes € uma importante estratégia de controle da
mancha-angular. O Programa de Melhoramento do Feijoeiro do BIOAGRO/UFV
tem utilizado o método dos retrocruzamentos para a introducdo de genes de
resisténcia a esta doenca na cultivar Ruda, sendo conduzidos subprogramas de
retrocruzamentos paralelos para cada gene de resisténcia. O presente trabalho,
teve como principal objetivo a identificacdo e selecdo de familias RCF2:3
homozigotas para os locos que conferem resisténcia a mancha-angular,
provenientes dos cruzamentos Ruda x México 54, Ruda x MAR-2 e Ruda x BAT
332.

Por meio da inoculacdo com a raca 63.19 de P. griseola e uso do marcador
SCAR NO23s99, foram selecionadas plantas RC,F; resistentes do cruzamento entre
Ruda e México 54. Foram identificadas duas familias RC,F,.3 como homozigotas
resistentes a mancha-angular com gréos tipo carioca.

As plantas RC;F; oriundas do cruzamento entre Ruda e MAR-2 foram
selecionadas pela inoculagdo com a raca 63.39 e marcador RAPD OPEO04s500,
enquanto que as plantas RC;F, oriundas do cruzamento entre Ruda e BAT 332
foram selecionadas apenas pelo marcador OPAO1245,. Os resultados, permitiram
selecionar duas e cinco familias RC;F2.3 homozigotas resistentes as raca 63.39 e
61.41 de P. griseola com gréos tipo carioca provenientes dos cruzamentos entre
Ruda x MAR-2 e Ruda x BAT 332, respectivamente.

Em todos os cruzamentos, os valores de c? sugerem taxas de segregacao
de 3:1, indicando resisténcia monogénica dominante para as racas 63.19, 63.39 e
61.41 de P. griseola.

Este trabalho demonstra a utilidade dos marcadores moleculares em
programas de retrocruzamentos, auxiliando na selecéo de individuos que possuem
0 gene desejado e ajudando na identificacdo de linhagens homozigotas para um

determinado gene de resisténcia.
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SELECAO DE LINHAGENS DE FEIJOEIRO RESISTENTES A MANCHA-
ANGULAR GENETICAMENTE MAIS PROXIMAS DO GENITOR RECORRENTE

1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) com consumo per capita de 20,3 kg/hab./ano (BOREM e CARNEIRO,
1998). O feijdo destaca-se como importante fonte de proteina na dieta humana
mundial (SCHWARTZ et al., 1996) e como alternativa de menor custo em relacao a
proteina animal (TEIXEIRA e ROCHA, 1988), importante principalmente para os
paises em desenvolvimento. O rendimento médio brasileiro da cultura esta em
torno de 705 kg/ha (IBGE, 2002), quando se considerando um potencial de 4000
kg/ha (VIEIRA et al., 1999).

A baixa produtividade brasileira de feijao € devida, em parte, ao ataque de
patdgenos, sendo a cultura hospedeira de grande numero de organismos
patogénicos (fungos, bactérias, virus e nematdides). Dentre as doencas causadas
por fungos, pode-se destacar a mancha-angular, causada pelo agente patogénico
Phaeoisariopsis griseola, de ocorréncia generalizada nas diversas areas
produtoras desta leguminosa (MORA-BRENES et al., 1983; SARTORATO, 1988).

Para o controle da doenca pode-se utilizar de pulverizacdes foliares com
fungicidas, o que, entretanto, eleva os custos de producao. Préticas culturais, como
utilizacao de sementes livres do patdgeno, rotacdo de culturas por pelo menos dois
anos e eliminacdo de restos culturais, também sédo recomendadas. No entanto,
uma alternativa pratica, econdmica e eficiente, além de ecologicamente
autosustentavel € o uso de cultivares resistentes (SARTORATO, 2001).

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes a esta doencga, tem-se
utilizado o método dos retrocruzamentos com uma cultivar adaptada, produtiva e
com boas caracteristicas agronémicas e culinarias. Este método tém sido
largamente utilizado para transferéncia de caracteristicas simples como resisténcia
a doencas, geralmente controladas por um Gnico ou poucos genes (BOREM,
2001).
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Este método, pode ser associado ao uso de marcadores moleculares, com
dois objetivos. O primeiro € ajudar na selecéo de individuos que possuem o gene
desejado, dispensando a necessidade de inoculacbes com o patégeno e
possibilitando selecdo precoce, e 0 segundo € selecionar, dentre estes, aqueles
gue possuem a maior por¢do do genoma da linhagem parental recorrente, na
tentativa de apressar a recomposicdo de seu genoma (YOUNG e TANKSLEY,
1989).

A taxa com que as plantas recuperam o genoétipo do genitor recorrente
considerando 0 conjunto de genes responsaveis pela expressdo das
caracteristicas agrondbmicas e comerciais desejaveis podem estar sendo
recuperadas mais rapidamente em algumas plantas nos primeiros
retrocruzamentos. Se a cada retrocruzamento forem identificadas essas plantas
para serem utilizados no retrocruzamento seguinte, o tempo para se fixar as
caracteristicas desejaveis pode ser reduzido, diminuindo consequentemente o
tempo para o langcamento da nova cultivar (SANTOS et al., 2001). De acordo com
ALZATE-MARIN et al., (2001) a alta acuracia dos marcadores moleculares para
detectar a similaridade/divergéncia entre cultivares é uma vantagem a ser
explorada em programas de selecdo de cultivares desejaveis.

Exemplos bem sucedidos desta abordagem foram a transferéncia
concomitante de dois alelos de resisténcia a ferrugem em cevada (TOOJINDA et
al.,, 1998) e a selecao de isolinhas resistentes a mancha-angular, ferrugem e
antracnose, mais proximas geneticamente do genitor recorrente (Ruda) com o
auxilio de marcadores moleculares (RAGAGNIN, 2001).

Segundo LEE (1995), os marcadores de DNA oferecem consideraveis
vantagens para 0s retrocruzamentos, como selecdo indireta de genes desejaveis,
selecdo para regibes do genitor recorrente nao-ligados a regido introgredida e
reducdo do arrasto de DNA (linkage drag) de regido ndo desejada do genoma,
situada préxima a regido introgredida do genitor doador.

O objetivo deste trabalho foi o de identificar e selecionar linhagens RC,F3
homozigotas resistentes a raca 63.19 derivadas do cruzamento Ruda x México 54
e RC;F3; homozigotas resistentes as racas 61.41, 63.39 derivadas dos cruzamentos
Ruda x BAT 332 e Ruda x MAR-2, respectivamente, mais proximas do genitor

recorrente (Ruda), por meio do uso de marcadores moleculares RAPD.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Genético

Foram utilizadas linhagens oriundas de familias F,3; derivadas das
populacdes RC, de Ruda x México 54 e RC; de Ruda x MAR-2 e Ruda x BAT 332,
homozigotas para os locos que conferem resisténcia as racas 63.19, 63.39 e 61.41
de P. griseola, respectivamente (Tabela 1). Estas linhagens foram obtidas como

demonstrado no capitulo 1.

Tabela 1. Linhagens homozigotas para os locos que conferem resisténcia as racas
61.41, 63.39 e 63.19 de P. griseola

Linhagens
Rudéa x BAT 332 Ruda x MAR-2 Rudéa x México 54
Geracdo RC;F; Geracdo RC;F; Geracao RC,F3
8-9-33-1 13-3-1-136 139A-120-156 9-2-117-92
8-9-33-2 13-3-1-137 139A-120-157 9-2-117-93
8-9-33-3 13-3-1-138 139A-120-158 9-2-117-94
8-9-33-4 13-3-1-139 139A-120-159 9-2-117-95
8-9-33-5 13-3-1-141 139A-120-160 9-2-117-96
8-9-33-6 13-3-1-142 139A-120-161 9-2-117-97
8-9-33-7 13-3-1-143 139A-120-162 9-2-117-98
8-9-33-9 13-3-1-144 139A-120-163 9-2-117-99
8-9-33-11 13-3-1-145 139A-120-164 9-2-117-100
8-9-33-12 13-3-1-146 139A-120-165 9-2-117-101
8-4-11-61 13-3-1-147 139A-120-166 37-6-155-126
8-4-11-62 13-3-1-149 139A-120-167 37-6-155-127
8-4-11-63 13-3-1-150 139A-142-131 37-6-155-128
8-4-11-64 13-3-1-151 139A-142-132 37-6-155-129
8-4-11-65 13-3-1-152 139A-142-133 37-6-155-130
8-4-11-66 4-36-14-189 139A-142-134 37-6-155-131
8-4-11-67 4-36-14-190 139A-142-135 37-6-155-132
8-4-11-68 4-36-14-191 139A-142-136 37-6-155-133
8-4-11-69 4-36-14-192 139A-142-137
8-4-11-70 4-36-14-193 139A-142-138
8-4-11-71 4-36-14-194 139A-142-139
13-3-1-130 4-36-14-195 139A-142-140
13-3-1-131 4-36-14-196 139A-142-141
13-3-1-132 4-36-14-197
13-3-1-133 4-36-14-198
13-3-1-134 4-36-14-199
13-3-1-135 4-36-14-200
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2.2. Extracdo de DNA e amplificacdo pela técnica de RAPD

Para a extracdo de DNA, dois foliolos de cada genitor doador (BAT 332,
MAR-2 e México 54) e do recorrente (Rudd), bem como de cada uma das
linhagens RC,F3; foram coletados e embalados em papel aluminio, devidamente
identificados e armazenados a -80 °C.

A extracao foi efetuada com base na metodologia de DOYLE e DOYLE
(1990), com algumas modificacdes (ABDELNOOR et al., 1995). Amostras de DNA
dos genitores e das linhagens RC,F; oriundas dos trés retrocruzamentos, foram
amplificados pela técnica de RAPD. Os primers foram adquiridos junto a Operon
Technologies (Alameda, CA, EUA).

Cada reacdo de amplificacdo de RAPD foi processada em um volume total
de 25nm, contendo 25 ng de DNA; 100mM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,0 mM de MgCl,; 10 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 50
mM de KCI; 0,4 mM de um oligonucleotideo iniciador ou primer; e uma unidade de
Taq polimerase.

As reacdes de amplificagéo foram feitas em termociclador, de acordo com
WILLIAMS et al. (1990). Os ciclos de amplificacdo constavam de uma etapa de
desnaturacdo a 94 °C, por 15 segundos, uma etapa de ligacdo do primer ao DNA
molde a 35 °C, por 30 segundos, e uma etapa de extensdo a 72 °C, por um minuto.
Depois de 40 ciclos, efetuou-se uma ultima etapa de extensdo a 72 °C, por sete
minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,2%
contendo 0,5ng/ml de brometo de etidio, imerso em tampéo TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram visualizadas sob luz
ultravioleta e fotografadas com o sistema de fotodocumentagéo Eagle Eye Il

2.3. Andlise dos dados

O registro dos dados foi feito a partir das bandas polimérficas intensas e
meédias detectadas entre os dois genitores envolvidos em cada retrocruzamento,

bem como da progénie. Foi gerada uma matriz de dados, onde a codificacdo (0)
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significou auséncia e (1) presenca da banda, entre os individuos, gerando uma
matriz de valores binérios.

Estimativas de similaridades genéticas entre as linhagens homozigotas
resistentes e genitores, foram expressas como coeficientes de similaridades de
Jaccard, empregando-se a equacgdo SG;j = a/(a+b+c), em que SG; é a similaridade
genética entre os genotipos i e j, a € o numero de bandas presentes em ambos i e
j, b € 0 nUmero de bandas presentes em i e ausentes j, e ¢ € o0 nUmero de bandas
presentes em j e ausentes em i. A conversao para distancia genética (DG) foi feita,
empregando-se a equacdo DGj = 1- SGj. O programa GENES (CRUZ, 2001) foi
utilizado para o célculo das distancias genéticas. O dendrograma, baseado na
matriz de distancias genéticas, foi obtido pela andlise de agrupamento do
programa STATISTICA, versao 5.0, usando-se o método UPGMA (unweighted
pair-group method using arithmetic average).

Para calculo das distancias genéticas relativas (DGRj), a maior DGj foi
transformada para 100% e as demais DG;, corrijidas proporcionalmente. Pelas
distancias genéticas relativas, foram selecionadas, em cada cruzamento, aquelas
linhagens que apresentaram as menores distancias em relacdo ao genitor

recorrente.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise molecular das linhagens RC,F3 do cruzamento Rudé x México 54

Para a analise da divergéncia genética foram utilizadas 18 linhagens RC,F3
homozigotas para o loco que confere resisténcia a raca 63.19 de P. griseola,
oriundas do cruzamento inicial entre Ruda e México 54. Neste estudo foram
utilizados 20 primers previamente caracterizados como polimorficos entre os
genitores. Estes geraram 42 bandas polimérficas, com uma média de 2,1 bandas
por primer.

As distancias genéticas relativas entre as linhagens RC,F3 e 0 genitor
recorrente (Ruda) variaram de 8,38 a 30,23% (Tabela 2). A Tabela 3 apresenta a

matriz de distancia genética, calculada pelo Programa GENES (CRUZ, 2001).

Tabela 2. Distancias genéticas relativas entre o genitor recorrente (Ruda), genitor

doador (México 54) e linhagens RC;Fs.

Genitor doador e linhagens Distancia Genética Relativa
em relacao ao Ruda (%)
México 54 100,00
9-2-117-92* 8,38
9-2-117-93 11,17
9-2-117-94 30,23
9-2-117-95 14,08
9-2-117-96 24,73
9-2-117-97 19,39
9-2-117-98 16,90
9-2-117-99 13,84
9-2-117-100 19,55
9-2-117-101 11,26
37-6-155-126 19,39
37-6-155-127 16,62
37-6-155-128 13,97
37-6-155-129 21,98
37-6-155-130 16,76
37-6-155-131 16,76
37-6-155-132 14,08
37-6-155-133 11,17

'0s nimeros em destaque referem-se a identificacéo das plantas selecionadas.
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Tabela 3. Distancias genéticas (%) expressas como complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, obtidas para 18

linhagens RC,F3 originadas do cruzamento entre Ruda e México 54.

o - o N~ o) (o)) o — [aV] ™
<t N (90) < n [{e) N~ [e0] ()] o o [qV] N N N ($7) ™ ™ ™
5 ® © 9 9 9 9 9 o 5 § o < o o o o o o
g o ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ . g ITo) ITo) T} T} T} To) To) 7o)
S 9 b b S S S i i i = = et et et 8 et et et 3
X ' ' ' ' ' ' ' ' — i ' ' | | | | | |
T3 @ @ d D d d g d e e e e o o e
= ©® o o o o o o o 5 & K N N N & =
Ruda -
México 54 29,58 -
9-2-117-92* 2,48 27,66 -
9-2-117-93 3,31 27,14 4,10 -
9-2-117-94 8,94 2296 8,13 10,48 -
9-2-117-95 417 26,81 6,56 4,17 6,67 -
9-2-117-96 7,32 24,09 806 574 661 661 -
9-2-117-97 574 2536 3,31 574 500 661 656 -
9-2-117-98 500 26,28 7,38 500 588 4724 420 583 -
9-2-117-99 410 26,43 3,28 4,10 9,68 656 650 650 7,38 -
9-2-117-100 579 2555 8,13 4,17 826 3,39 6,61 661 424 656 -
9-2-117-101 3,33 27,34 4,13 4,96 583 4,20 4,17 4,17 504 574 5,83

37-6-155-126 574 2536 6,50 574 500 336 49 656 4,20 6,50 5,00 4,17 -

37-6-155-127 492 2590 248 492 579 738 732 250 820 569 7,38 333 574 -

37-6-155-128 4,13 26,62 650 574 661 500 49 656 583 492 500 4,17 3,33 574 -

37-6-155-129 6,50 24,64 4,10 331 7,38 579 574 574 661 569 579 49 4,13 331 7,32 -

37-6-155-130 496 26,09 574 496 9,02 583 738 579 667 7,32 420 661 579 656 4,17 6,56 -

37-6-155-131 496 26,09 574 656 7,44 7,44 4,17 4,17 504 7,32 583 500 894 6,56 5,79 8,13 5,00 -
37-6-155-132 4,17 26,81 49 7,38 6,67 504 976 500 588 8,13 504 583 500 579 500 7,38 254 5383 -
37-6-155-133 331 27,14 410 650 738 738 887 574 820 7,26 738 49 574 331 413 650 3,33 6,56 2,52 -

'0s nimeros em destaque referem-se a identificacéo das plantas selecionadas.
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As linhagens ainda se encontram geneticamente distantes do genitor
recorrente, mas isto era de se esperar tendo em vista, que foram feitos apenas
dois ciclos de retrocruzamento. Estas linhagens teoricamente possuem 87,5% do
genoma do genitor Ruda, contudo os marcadores nos permitiram selecionar
linhagens com distancias de apenas 8,38% em relacéo a este genitor.

Foram selecionadas as linhagens RC,F; com as menores distancias em
relacdo ao genitor recorrente Ruda, com a seguinte identificacdo: 9-2-117-92
(8,38%), 9-2-117-93 (11,17%), 9-2-117-101 (11,26%) e 37-6-155-133 (11,17%).
Estas linhagens serdo utilizadas em outro retrocruzamento com o genitor Ruda
visando uma maior recuperacdo do genoma desta cultivar, além de avaliagdes no
campo com intuito de selecionar linhagens com boas caracteristicas agronémicas
para serem utilizadas em programas de selecao recorrente.

De acordo com o dendrograma produzido pelo método UPGMA (Figura 1), a
uma distancia genética relativa de 30%, podem ser definidos dois grupos, um
contendo o genitor doador (México 54), e o outro contendo todas as linhagens

RC,F3 e o genitor recorrente (Ruda).

Figura 1. Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de distancias
genéticas relativas expressas em complementos de Jaccard, entre 18

linhagens RC;F3 originadas do cruzamento entre Ruda e México 54.
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37-6-155-132
37-6-155-133 - F
9.2-117-96
37-6-155-131 :l—
5-2-117-94
Meéxico 54

=

20 40 &0 g0 100
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3.2. Andlise molecular das linhagens RC;F3; do cruzamento Ruda x MAR-2

Para avaliar as distancias genéticas entre 23 linhagens RC1F3; homozigotas
resistentes a mancha-angular e o genitor recorrente Ruda, foram utilizados 25
primers RAPD, previamente caracterizados como polimérficos entre os genitores
utilizados no cruzamento inicial. Estes primers geraram 47 bandas polimorficas,
com uma média de 1,88 bandas por primer.

Como apresentado na Tabela 4, as distancias genéticas relativas entre as
linhagens RC;1F3 e o genitor Ruda variaram de 11,73 a 27,97%. A Tabela 5 contém

a matriz de distancia genética calculada pelo Programa GENES (CRUZ, 2001).

Tabela 4. Distancias genéticas relativas entre o genitor recorrente (Ruda), genitor
doador (MAR-2) e linhagens RC;Fs.

Genitor doador e linhagens Distancia Genética Relativa
em relacdo ao Rudé (%)

MAR-2 100,00
139A-120-156 16,42
139A-120-157 16,53
139A-120-158 25,97
139A-120-159 25,80
139A-120-160 18,77
139A-120-161 16,42
139A-120-162 18,65
139A-120-163" 11,73
139A-120-164 13,99
139A-120-165 16,32
139A-120-166 18,53
139A-120-167 16,42
139A-142-131 27,97
139A-142-132 25,48
139A-142-133 14,17
139A-142-134 16,42
139A-142-135 16,42
139A-142-136 14,17
139A-142-137 20,98
139A-142-138 20,59
139A-142-139 21,11
139A-142-140 20,98
139A-142-141 20,98

'0s numeros em destaque referem-se a identificagdo das plantas selecionadas.
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Tabela 5. Distancias genéticas (%) relativas expressas como complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, obtidas para

23 linhagens RC;F3 originadas do cruzamento entre Ruda e MAR-2.

Rudéa
MAR-2
139A-120-156
139A-120-157
139A-120-158
139A-120-159
139A-120-160
139A-120-161
139A-120-162
139A-120-163
139A-120-164
139A-120-165
139A-120-166
139A-120-167
139A-142-131
139A-142-132
139A-142-133
139A-142-134
139A-142-135
139A-142-136
139A-142-137
139A-142-138
139A-142-139
139A-142-140
139A-142-141

Ruda -

MAR-2 27,33 -

139A-120-156 4,49 23,81 -

139A-120-157 4,52 23,95 2,61 -

139A-120-158 7,10 22,09 3,95 2,67 -

139A-120-159 7,05 21,95 6,45 5,23 4,00 -

139A-120-160 5,13 23,35 4,52 4,55 5,88 8,33 -

139A-120-161 4,49 23,81 5,13 5,16 7,74 6,45 4,52 -

139A-120-162 5,10 23,21 3,23 4,52 7,10 8,28 3,87 5,73 -

139A-120-163' 3,21 24,71 3,85 3,87 6,45 6,41 573 3,85 4,46 -

139A-120-164 3,82 24,12 1,94 3,23 581 8,23 3,85 446 2,56 3,18 -

139A-120-165 4,46 23,67 5,10 6,37 892 7,64 6,96 3,85 570 506 5,66 -

139A-120-166 5,06 23,08 3,21 4,49 7,05 577 6,33 4,46 5,06 4,43 3,80 4,43 -

139A-120-167 4,49 23,81 3,87 5,16 3,95 5,19 5,77 6,37 573 510 4,46 6,33 5,70 -

139A-142-131 7,64 21,34 455 3,29 4,64 588 519 581 516 5,77 5,13 7,01 513 7,05 -

139A-142-132 6,96 21,69 6,37 7,64 7,74 7,69 8,23 6,37 6,9 755 5,70 3,85 5,70 7,59 7,05 -

139A-142-133 3,87 24,40 3,25 197 461 584 516 452 3,87 195 258 573 3,85 452 392 7,01 -

139A-142-134 4,49 23,81 3,87 6,41 5,23 5,19 5,77 6,37 6,96 6,33 5,70 510 5,70 3,87 581 5,13 7,01 -

139A-142-135 4,49 23,81 2,60 1,32 395 6,45 3,25 3,87 323 3,85 1,94 6,33 4,46 3,87 3,27 759 196 6,37 -

139A-142-136 3,87 24,40 452 455 588 7,10 6,41 4,52 6,37 4,49 3,85 449 6,33 7,01 6,45 452 516 4,52 577 -

139A-142-137 5,73 22,75 3,87 5,16 5,23 5,19 5,77 5,13 573 3,85 4,46 6,33 570 3,87 3,27 759 3,25 3,87 3,87 577 -
139A-142-138 5,63 22,35 3,80 5,06 7,59 8,75 5,66 6,25 4,40 500 4,38 3,77 559 6,25 570 6,25 566 5,03 503 566 5,03 -
139A-142-139 5,77 22,89 3,90 2,63 3,97 5,23 581 6,41 577 3,87 4,49 6,37 449 516 3,29 6,41 197 5,16 3,90 581 3,90 5,06 -
139A-142-140 5,73 22,75 2,60 3,90 523 6,45 452 5,13 449 3,85 3,21 510 3,21 6,37 1,97 5,13 325 3,87 3,87 452 260 3,80 2,61 -
139A-142-141 5,73 22,75 2,60 3,90 523 645 452 513 449 385 321 510 3,21 6,37 197 513 3,25 3,87 387 452 260 380 261 0,00 -

'0s nimeros em destaque referem-se a identificagédo das plantas selecionadas.
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Foram selecionadas as linhagens RC;F; com as menores distancias em
relacdo ao genitor recorrente, com a seguinte identificacdo: 139A-120-163
(11,73%), 139A-120-164 (13,99%), 139A-142-133 (14,17%) e 139A-142-136
(14,17%).

De acordo com o dendrograma (Figura 2), a uma distancia genética relativa
de 28%, pode-se definir dois grupos, um contendo o genitor doador (MAR-2), e 0
outro contendo todas as linhagens RC;F3 e o genitor recorrente (Rudd).

Figura 2. Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de distancias
genéticas relativas expressas em complementos de Jaccard, entre 23
linhagens RC;F; originadas do cruzamento entre Ruda e MAR-2.

Ruda
139A-120-161

139A-120-1586
139A-120-164
139A-120-157
139A-142-135
139A-120-163
139A-142-133
139A-142-139
139A-142-131
139A-142-140
139A-142-141
139A-142-137 M
139A-120-166
139A-120-160
139A-120-162

139A-120-158
1394-120-159 %
1394-120-167
1394-142-134

1394-120-1685
139A-142-138 :—'7
1394-142-132

MAR-2

Pelo exposto anteriormente, foi observado que neste cruzamento, as
progénies se encontram ainda mais distantes do genitor (Rudd) do que no
cruzamento com México 54. Isto de certa forma, € devido ao fato de ter sido feito
apenas um retrocruzamento, sendo que, teoricamente estas plantas possuem
apenas 75% do genoma do genitor Ruda.

O arraste de genes ligados ao gene de interesse € uma outra hipétese sobre

a maior distancia genética em relacdo ao genitor recorrente. Quando o0s genitores
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possuem pequena distancia genética o arraste de ligacdo entre os individuos da
progénie tem menor importancia do que quando eles sdo mais distantes
geneticamente.

Entretanto, ARRUDA, (1998) trabalhando com a introgresséo do gene Co-4
de resisténcia a antracnose da cultivar TO em Ruda, demonstrou que o arraste de
genes parece nao justificar a elevacéo das distancias entre as plantas.

O uso de marcadores moleculares facilita a selecdo de cultivares mais
préximos ao genitor recorrente, pois como se observou nos resultados, é possivel
encontrar linhagens com distancia genética de apenas 11,73% em relacdo ao
Ruda. Sem este recurso o melhorista pode selecionar linhagens que possuam
boas caracteristicas agrondmicas, porém levaria maior tempo para recuperacao do
genoma de parental recorrente. Isto demonstra o potencial dos marcadores
moleculares na selecdo de individuos para o0s proximos ciclos de
retrocruzamentos, com objetivo de acelerar o processo de piramidacdo de genes

de resisténcia.

3.3. Andlise molecular das linhagens RC;F3do cruzamento Ruda x BAT 332

Foram utilizados 28 primers RAPD polimorficos entre os genitores utilizados
no cruzamento inicial, para avaliar a distancia genética entre as 54 linhagens
RC;F3; homozigotas resistentes a mancha-angular e o genitor recorrente (Ruda).
Estes primers geraram 50 bandas polimérficas, com uma média de 1,78 bandas
por primer.

A variacdo da distancia genética relativa entre as linhagens RCiF3; e 0
genitor Ruda, foi de 13,94 a 30,00% (Tabela 6). A matriz de distancia genética
absoluta entre os genitores e as linhagens RC1F3; € apresentada na Tabela 7. Um
fator importante na recuperacdo do genoma recorrente € a divergéncia genética
entre os genitores. Como a distancia genética absoluta entre Ruda e MAR-2 foi de
27,33% e entre Ruda e BAT 332 foi de 30,33% (Tabelas 5 e 7), e como foi feito
apenas um retrocruzamento em ambos 0s casos, pode-se concluir que os
resultados se ajustam a esta premissa, tendo em vista que a maior recuperacao do
genoma recorrente aconteceu entre a progénie do cruzamento entre Ruda e MAR-

2 (distancias variando de 11,73 a 27,97% em relacdo ao Ruda).
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Tabela 6. Distancias genéticas relativas entre o genitor recorrente (Ruda), genitor
doador (BAT 332) e linhagens RC;Fs.

Genitor doador  Distancia Genética Genitor doador  Distancia Genética
e linhagens Relativa em relagdo e linhagens Relativa em relacéo
ao Ruda (%) ao Ruda (%)
BAT 332 100,00 13-3-1-136 16,27
8-9-33-1 27,31 13-3-1-137 23,08
8-9-33-2 25,21 13-3-1-138 16,38
8-9-33-3 16,38 13-3-1-139 18,72
8-9-33-4* 13,94 13-3-1-141 21,06
8-9-33-5 18,46 13-3-1-142 16,27
8-9-33-6 18,33 13-3-1-143 20,77
8-9-33-7 18,46 13-3-1-144 16,38
8-9-33-9 18,46 13-3-1-145 16,38
8-9-33-11 22,92 13-3-1-146 16,27
8-9-33-12 22,76 13-3-1-147 25,38
8-4-11-61 14,04 13-3-1-149 20,92
8-4-11-62 20,77 13-3-1-150 16,27
8-4-11-63 18,46 13-3-1-151 23,08
8-4-11-64 18,59 13-3-1-152 16,38
8-4-11-65 13,94 4-36-14-189 29,79
8-4-11-66 14,14 4-36-14-190 30,00
8-4-11-67 25,56 4-36-14-191 23,24
8-4-11-68 20,92 4-36-14-192 25,38
8-4-11-69 18,72 4-36-14-193 23,24
8-4-11-70 14,14 4-36-14-194 27,69
8-4-11-71 16,27 4-36-14-195 23,08
13-3-1-130 30,00 4-36-14-196 23,08
13-3-1-131 16,27 4-36-14-197 23,24
13-3-1-132 18,72 4-36-14-198 20,92
13-3-1-133 23,40 4-36-14-199 25,56
13-3-1-134 23,08 4-36-14-200 18,72
13-3-1-135 14,04

'0s numeros em destaque referem-se a identificagdo das plantas selecionadas.

As distancias genéticas desta progénie em relacdo ao Ruda ainda sédo altas.
Contudo existe a possibilidade de se selecionar linhagens com uma distancia
genética relativa de apenas 13,94%.

Neste trabalho foram selecionadas as linhagens: 8-9-33-4 (13,94%), 8-4-11-
61 (14,04%), 8-4-11-65 (13,94%), 8-4-11-66 (14,14%), 8-4-11-70 (14,14%) e 13-3-
1-135 (14,04%).
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Tabela 7. Distancias genéticas (%) relativas expressas como complemento aritmético do coeficiente de Jaccard, obtidas para 54

linhagens F3RC; originadas do cruzamento entre Ruda e BAT 332.

Ruda
BAT 332
8-9-33-1
8-9-33-2
8-9-33-3
8-9-33-4
8-9-33-5
8-9-33-6
8-9-33-7
8-9-33-9
8-9-33-11
8-9-33-12
8-4-11-61
8-4-11-62
8-4-11-63
8-4-11-64
8-4-11-65

Ruda -
BAT 332 30,30 -
8-9-33-1 8,27 23,45 -
8-9-33-2 7,64 24,07 3,62 -
8-9-33-3 4,96 26,38 1,42 3,55 -
8-9-33-4" 4,23 26,67 2,10 4,20 3,50 -
8-9-33-5 5,59 25,61 2,10 5,56 3,50 1,40 -
8-9-33-6 5,56 25,45 2,08 5,52 3,47 1,39 1,39 -
8-9-33-7 5,59 25,61 2,10 4,20 3,50 2,78 2,78 2,76 -
8-9-33-9 5,59 25,61 2,10 5,56 2,11 1,40 1,40 1,39 2,78 -
8-9-33-11 6,94 24,54 3,47 4,20 3,50 2,78 1,40 2,76 2,78 2,78 -
8-9-33-12 6,90 24,39 3,45 5,52 3,47 2,76 2,76 2,74 2,76 1,39 2,76 -
8-4-11-61 4,26 26,83 3,50 4,23 4,90 4,17 4,17 4,14 2,80 4,17 5,62 5,48 -
8-4-11-62 6,29 25,15 5,52 4,90 4,20 4,83 4,83 4,79 6,16 3,47 4,83 4,79 3,50 -
8-4-11-63 5,59 25,61 6,16 5,56 7,53 5,48 5,48 5,44 6,80 6,80 6,80 8,05 4,17 4,83 -
8-4-11-64 5,63 25,77 6,21 4,23 6,25 4,17 5,52 5,48 5,52 5,52 5,52 6,80 2,82 2,11 4,17 -
8-4-11-65 4,23 26,67 4,83 4,20 6,21 4,14 5,48 5,44 5,48 5,48 6,80 5,44 2,80 3,47 2,78 2,80 -
8-4-11-66 4,29 26,99 4,90 4,26 6,29 2,82 2,82 4,17 5,56 4,20 4,20 5,52 4,23 4,90 4,20 4,23 4,20
8-4-11-67 7,74 24,37 4,90 2,86 4,93 5,56 6,90 6,85 6,90 6,90 6,90 8,16 4,23 3,62 4,20 2,84 2,82
8-4-11-68 6,34 25,31 6,90 4,93 6,94 6,21 6,21 7,48 6,21 7,53 6,21 8,78 3,62 4,20 3,50 2,13 3,50
8-4-11-69 5,67 25,93 6,25 4,26 4,93 5,56 5,56 6,85 6,90 5,56 5,56 6,85 4,23 2,13 2,82 2,84 2,82
8-4-11-70 4,29 26,99 4,90 2,86 4,93 4,20 5,56 5,62 5,56 5,56 5,56 6,85 4,23 4,90 5,56 4,23 4,20
8-4-11-71 4,93 26,22 4,17 3,52 4,20 4,83 4,83 4,79 4,83 4,83 4,83 6,12 2,11 2,80 4,83 3,50 3,47
13-3-1-130 9,09 23,27 4,20 3,55 4,23 4,86 4,86 4,83 4,86 4,86 4,86 6,16 3,52 4,20 4,86 4,90 4,86
13-3-1-131 4,93 26,22 4,17 3,52 4,20 4,83 4,83 4,79 4,83 4,83 4,83 6,12 2,11 2,80 3,47 3,50 3,47
13-3-1-132 5,67 25,93 4,90 4,26 4,93 5,56 5,56 5,62 5,56 5,56 5,56 6,85 4,23 4,90 5,56 5,59 5,56
13-3-1-133 7,09 25,00 6,29 5,67 4,96 6,94 6,94 6,90 5,59 5,59 6,94 6,90 4,26 4,93 6,94 5,63 6,94

'0s ntimeros em destaque referem-se a identificacéo das plantas selecionadas.
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Tabela 7. Cont...

Ruda
BAT 332
8-9-33-1
8-9-33-2
8-9-33-3
8-9-33-4
8-9-33-5
8-9-33-6
8-9-33-7
8-9-33-9
8-9-33-11
8-9-33-12
8-4-11-61
8-4-11-62
8-4-11-63
8-4-11-64
8-4-11-65

13-3-1-134 6,99 24,69 6,21 5,59 6,25 6,85 6,85 6,80 6,85 6,85 6,85 6,80 4,20 4,86 5,52 5,56 4,17
13-3-1-135 426 26,83 3,50 2,84 3,52 4,17 4,17 4,14 4,17 4,17 4,17 5,48 2,82 3,50 4,17 4,20 4,17
13-3-1-136 4,93 26,22 4,17 3,52 4,20 4,83 4,83 4,79 4,83 4,83 4,83 4,79 3,50 4,17 4,83 4,86 3,47
13-3-1-137 6,99 24,69 6,21 5,59 6,25 6,85 6,85 6,80 6,85 6,85 6,85 8,11 5,56 6,21 6,85 6,90 6,85
13-3-1-138 496 26,38 4,20 3,55 4,23 4,86 4,86 4,83 4,86 4,86 4,86 6,16 3,52 4,20 6,21 4,90 4,86
13-3-1-139 567 2593 4,90 4,26 4,93 5,56 5,56 5,562 5,56 5,56 5,56 6,85 4,23 4,90 5,56 5,59 5,56
13-3-1-141 6,38 2547 5,59 6,34 6,99 6,25 6,25 6,21 6,25 6,25 7,59 7,53 4,93 6,94 6,25 7,64 6,25
13-3-1-142 493 26,22 4,17 3,52 4,20 4,83 4,83 4,79 4,83 4,83 4,83 6,12 3,50 4,17 4,83 4,86 4,83
13-3-1-143 6,29 2515 5552 4,90 5,56 6,16 6,16 6,12 6,16 6,16 6,16 7,43 4,86 5,52 6,16 6,21 6,16
13-3-1-144 496 26,38 4,20 3,55 4,23 4,86 4,86 4,83 4,86 4,86 4,86 6,16 3,52 4,20 4,86 4,90 4,86
13-3-1-145 496 26,38 4,20 3,55 4,23 4,86 4,86 4,83 4,86 4,86 4,86 6,16 3,52 4,20 4,86 4,90 4,86
13-3-1-146 493 26,22 4,17 3,52 4,20 4,83 4,83 4,79 4,83 4,83 4,83 6,12 3,50 4,17 4,83 4,86 4,83
13-3-1-147 7,69 24,22 6,90 6,29 6,94 7,53 7,53 7,48 7,53 7,53 7,53 8,78 6,25 6,90 7,53 7,59 7,53
13-3-1-149 6,34 2531 5,56 3,55 5,59 6,21 6,21 6,16 4,86 6,21 4,86 6,16 4,90 5,56 6,21 6,25 6,21
13-3-1-150 493 26,22 4,17 2,13 4,20 4,83 4,83 4,79 3,47 4,83 3,47 4,79 3,50 4,17 4,83 4,86 4,83
13-3-1-151 6,99 24,69 6,21 4,23 6,25 6,85 6,85 6,80 5,52 6,85 5,52 6,80 5,56 6,21 6,85 6,90 6,85
13-3-1-152 496 26,38 4,20 3,55 4,23 4,86 4,86 4,83 4,86 4,86 4,86 6,16 3,52 4,20 4,86 4,90 4,86
4-36-14-189 9,03 23,13 8,22 6,29 8,28 8,84 7,53 8,78 7,53 8,84 6,21 8,78 7,59 8,22 7,53 8,90 8,84
4-36-14-190 9,09 23,27 8,28 7,69 8,33 8,90 7,59 8,84 8,90 8,90 759 10,14 7,64 8,28 7,59 8,97 8,90
4-36-14-191 7,04 2484 6,25 5,63 6,29 6,90 5,56 6,85 6,90 6,90 5,56 8,16 5,59 6,25 5,56 6,94 6,90
4-36-14-192 7,69 24,22 6,90 4,93 6,94 7,53 6,21 7,48 6,21 7,53 4,86 7,48 6,25 6,90 6,21 7,59 7,53
4-36-14-193 7,04 2484 6,25 4,26 6,29 6,90 5,56 6,85 5,56 6,90 4,20 6,85 5,59 6,25 5,56 6,94 6,90
4-36-14-194 839 23,75 7,59 5,63 7,64 8,22 6,90 8,16 6,90 8,22 5,56 8,16 6,94 7,59 6,90 8,28 8,22
4-36-14-195 6,99 2469 6,21 4,23 6,25 6,85 6,85 6,80 5,52 6,85 5,52 6,80 5,56 6,21 6,85 6,90 6,85
4-36-14-196 6,99 24,69 6,21 4,23 6,25 6,85 6,85 6,80 5,52 6,85 5,52 6,80 5,56 6,21 6,85 6,90 6,85
4-36-14-197 7,04 2484 6,25 5,63 6,29 6,90 6,90 6,85 6,90 6,90 6,90 8,16 5,59 6,25 6,90 6,94 6,90
4-36-14-198 6,34 2531 5,556 4,93 5,59 6,21 6,21 6,16 6,21 6,21 6,21 7,48 4,90 5,56 6,21 6,25 6,21
4-36-14-199 7,75 24,38 6,94 6,34 6,99 7,59 6,25 7,53 7,59 7,59 6,25 8,84 6,29 6,94 7,59 7,64 7,59
4-36-14-200 567 2593 4,90 4,26 4,93 5,56 5,56 5,52 5,56 5,56 5,56 6,85 4,23 4,90 5,56 5,59 5,56

'0s nimeros em destaque referem-se a identificacéo das plantas selecionadas.
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Tabela 7. Cont...
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8-4-11-67 5,63 -
8-4-11-68 4,93 3,55 -
8-4-11-69 4,26 2,86 2,14 -
8-4-11-70 2,86 4,26 3,55 4,26 -
8-4-11-71 4,90 3,52 2,82 3,52 2,13 -
13-3-1-130 4,93 4,93 5,59 4,93 3,55 2,82 -
13-3-1-131 4,90 3,52 4,20 3,52 3,52 141 1,42 -
13-3-1-132 5,63 5,63 6,29 5,63 4,26 3,52 2,14 2,13 -
13-3-1-133 5,67 7,04 6,34 5,67 4,29 4,93 3,57 3,55 2,88 -
13-3-1-134 6,94 5,59 6,25 5,59 5,59 3,50 3,52 2,11 1,43 4,26 -
13-3-1-135 4,23 4,23 4,90 4,23 2,84 2,11 0,71 0,71 1,43 2,86 2,82 -
13-3-1-136 4,90 4,90 5,56 4,90 3,52 2,80 1,42 141 2,13 3,55 2,11 0,71 -
13-3-1-137 6,94 6,94 7,59 6,94 5,59 4,86 3,52 3,50 2,84 4,26 4,20 2,82 3,50 -
13-3-1-138 4,93 4,93 5,59 4,93 3,55 2,82 2,84 2,82 3,55 4,96 4,90 2,13 2,82 4,90 -
13-3-1-139 5,63 5,63 6,29 5,63 4,26 3,52 2,14 2,13 2,86 4,29 4,23 1,43 2,13 4,23 2,14 -
13-3-1-141 4,96 7,69 8,33 7,69 4,96 5,59 4,26 4,23 4,96 5,00 6,29 3,55 4,23 4,93 5,63 3,57 -
13-3-1-142 4,90 4,90 5,56 4,90 3,52 2,80 1,42 141 2,13 3,55 3,50 0,71 141 2,11 2,82 2,13 4,23 -
13-3-1-143 6,25 6,25 6,90 6,25 4,90 4,17 2,82 2,80 3,52 4,93 4,86 2,11 2,80 3,50 2,82 3,52 4,23 141
13-3-1-144 4,93 4,93 5,59 4,93 3,55 2,82 1,43 1,42 2,14 3,57 3,52 0,71 1,42 3,52 2,84 2,14 2,86 1,42
13-3-1-145 4,93 4,93 5,59 4,93 3,55 2,82 1,43 1,42 2,14 3,57 3,52 0,71 1,42 3,52 2,84 2,14 2,86 1,42
13-3-1-146 4,90 4,90 5,56 4,90 3,52 2,80 1,42 141 2,13 3,55 3,50 0,71 141 3,50 2,82 2,13 4,23 141
13-3-1-147 6,29 7,64 8,28 7,64 4,93 5,56 4,23 4,20 4,93 4,96 6,25 3,52 4,20 3,52 4,23 3,55 2,86 4,20
13-3-1-149 4,93 6,29 6,94 6,29 3,55 4,20 2,84 2,82 3,55 3,57 4,90 2,13 2,82 3,52 4,23 3,55 2,86 2,82
13-3-1-150 4,90 4,90 5,56 4,90 3,52 2,80 1,42 141 2,13 3,55 3,50 0,71 141 3,50 2,82 2,13 4,23 141
13-3-1-151 5,59 6,94 7,59 6,94 4,23 4,86 3,52 3,50 4,23 4,26 5,56 2,82 3,50 4,20 4,90 2,84 3,55 2,11
13-3-1-152 4,93 4,93 5,59 4,93 3,55 2,82 1,43 1,42 2,14 3,57 3,52 0,71 1,42 3,52 2,84 2,14 2,86 1,42
4-36-14-189 7,64 8,97 6,94 7,64 6,29 5,56 5,59 5,56 4,93 6,34 6,25 4,90 5,56 6,25 6,94 6,29 6,99 5,56
4-36-14-190 7,69 9,03 8,33 7,69 7,69 6,94 5,63 5,59 4,96 6,38 6,29 4,93 5,59 3,55 6,99 6,34 5,67 5,59
4-36-14-191 5,63 6,99 6,29 5,63 5,63 4,90 3,55 3,52 2,86 4,29 4,23 2,84 3,52 4,23 4,93 4,26 4,96 3,52
4-36-14-192 6,29 7,64 6,94 6,29 6,29 5,56 4,23 4,20 3,55 4,96 4,90 3,52 4,20 4,90 4,23 4,93 5,63 4,20
4-36-14-193 5,63 6,99 6,29 5,63 5,63 4,90 3,55 3,52 4,26 5,67 5,59 2,84 3,52 5,59 4,93 4,26 4,96 3,52
4-36-14-194 6,99 8,33 7,64 6,99 6,99 6,25 4,93 4,90 4,26 5,67 5,59 4,23 4,90 2,84 6,29 5,63 4,96 3,52
4-36-14-195 6,94 6,94 7,59 6,94 5,59 4,86 3,52 3,50 2,84 4,26 4,20 2,82 3,50 4,20 4,90 4,23 4,93 3,50
4-36-14-196 6,94 6,94 7,59 6,94 5,59 4,86 3,52 3,50 2,84 4,26 4,20 2,82 3,50 2,82 4,90 4,23 4,93 3,50
4-36-14-197 6,99 6,99 6,29 6,99 4,26 3,52 3,55 3,52 2,86 4,29 4,23 2,84 3,52 2,84 4,93 4,26 3,57 3,52
4-36-14-198 6,29 6,29 6,94 6,29 4,93 4,20 2,84 2,82 2,14 3,57 3,52 2,13 2,82 2,13 4,23 3,55 4,26 1,42
4-36-14-199 6,34 7,69 5,63 6,34 4,96 4,23 5,63 5,59 4,96 6,38 6,29 4,93 5,59 4,93 5,63 6,34 5,67 5,59
4-36-14-200 5,63 5,63 6,29 5,63 4,26 3,52 2,14 2,13 1,44 2,88 2,84 1,43 2,13 2,84 3,55 2,86 3,57 2,13
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Tabela 7. Cont...

13-3-1-143
13-3-1-144
13-3-1-145
13-3-1-146
13-3-1-147
13-3-1-149
13-3-1-150
13-3-1-151
13-3-1-152
4-36-14-189
4-36-14-190
4-36-14-191
4-36-14-192
4-36-14-193
4-36-14-194
4-36-14-195
4-36-14-196
4-36-14-197
4-36-14-198
4-36-14-199

4-36-14-200

13-3-1-144 1,42 -

13-3-1-145 1,42 0,00 -

13-3-1-146 2,80 1,42 142 -

13-3-1-147 4,20 4,23 4,23 4,20 -

13-3-1-149 420 2,84 2,84 282 284 -

13-3-1-150 2,80 1,42 142 141 420 142 -

13-3-1-151 3,50 3,52 352 350 352 213 211 -

13-3-1-152 1,42 0,00 0,00 1,42 423 284 142 3,52 -

4-36-14-189 5,556 4,23 4,23 556 828 559 420 6,25 4,23 -

4-36-14-190 559 4,26 4,26 4,23 563 563 559 7,64 4,26 4,26 -

4-36-14-191 3,52 2,14 2,14 213 6,29 493 352 559 214 355 216 -

4-36-14-192 282 2,84 2,84 420 559 423 282 490 284 284 426 214 -

4-36-14-193 3,52 2,14 2,14 352 6,29 355 213 423 214 2,14 357 286 214 -

4-36-14-194 352 355 355 490 6,29 355 352 423 355 355 357 286 214 286 -

4-36-14-195 350 2,13 2,13 2,11 6,25 352 211 420 2,13 352 355 143 213 284 284 -

4-36-14-196 3,50 2,13 2,13 350 490 352 211 420 213 352 355 284 213 284 284 142 -

4-36-14-197 3,52 2,14 2,14 352 493 355 352 559 214 355 357 286 355 426 286 284 284 -
4-36-14-198 1,42 143 1,43 282 559 423 282 352 143 423 426 214 284 355 214 213 213 214 -
4-36-14-199 559 4,26 4,26 423 699 563 559 764 426 426 288 216 4,26 49 357 355 493 216 4,26 -
4-36-14-200 2,13 0,72 0,72 2,13 493 355 213 423 0,72 355 357 144 214 286 286 143 143 144 0,72 3,57
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Observa-se acentuada divergéncia genética do genitor ndo recorrente em
relacdo as plantas das populacfes de retrocruzamento, principalmente porque elas
possuem, em meédia, apenas 25% do seu genoma em RC;. De acordo com o
dendrograma (Figura 3), a uma distancia genética relativa de 30%, pode-se definir
dois grupos, um contendo o genitor doador (BAT 332), e 0 outro contendo todas as
linhagens RC;F; e o genitor recorrente (Ruda).

Figura 3. Dendrograma obtido por meio do método UPGMA a partir de distancias
genéticas relativas expressas em complementos de Jaccard, entre 54

linhagens RC1F3 originadas do cruzamento entre Ruda e BAT 332.
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SANTOS et al. (2001), trabalhando com uma populacdo RC;F,4 oriunda do
cruzamento entre G2333 e a linhagem ESAL 696, observaram que 0S menores
valores de similaridade ocorreram entre o genitor doador G2333 e 0 recorrente
ESAL 696, enquanto que os maiores valores de similaridade ocorreram entre a
linhagem ESAL 696 e plantas da geracdo RCiF4, que possuem em média 75% do
seu genoma.

Desta forma, o uso da selecdo assistida por marcadores moleculares em

programas de melhoramento permite identificar individuos com caracteristicas
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fenotipicas de interesse, além de poder ajudar na identificacdo daqueles, mais
proximos ao genitor recorrente, acelerando, assim, o desenvolvimento de cultivares
melhoradas (MIKLAS et al., 1993, YOUNG e KELLY, 1997). Segundo OPENSHAW
et al. (1994) para se recuperar de 97 a 98% do genoma do genitor recorrente, o
namero de retrocruzamento poderia ser reduzido de seis, quando se trabalha com

melhoramento tradicional, para apenas trés, utilizando os marcadores de DNA.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Marcadores moleculares RAPD foram utilizados na selecdo de linhagens
RC,F3; homozigotas resistentes a mancha-angular, oriundas de trés subprogramas
de retrocruzamento com o0 objetivo de otimizar a eficiéncia no desenvolvimento de
cultivares resistentes.

Do cruzamento entre Rudd e México 54, foram selecionadas 4 linhagens
RC,F3; com distancias genéticas em relacdo ao genitor recorrente Ruda, variando
de 8,38 a 11,26%. No cruzamento entre Rudd e MAR-2, foram selecionadas 4
linhagens RC1F3 com distancias genéticas entre 11,73 e 14,17% e no cruzamento
entre Rudad e BAT 332 foram selecionadas 6 linhagens RC;F3; com distancias
genéticas entre 13,94 e 14,14% em relacdo ao Ruda.

O agrupamento pelo método UPGMA definiu dois grupos em todos os trés
cruzamentos analisados. Um grupo contendo os genitores doadores e o outro
contendo o genitor recorrente utilizado nos retrocruzamentos, bem como as
progénies resultantes dos mesmos.

Com apenas um ou dois retrocruzamentos € possivel selecionar linhagens
de feijoeiro homozigotas resistentes a mancha-angular com relativa recuperacao
do genoma recorrente e ainda apresentando graos do tipo carioca. Estas linhagens
sdo Uteis, pois aceleram a obtencdo de isolinhas resistentes a mancha-angular do
feijoeiro para o processo final de piramidacéo de genes de resisténcia.

Estas linhagens serdo utilizadas para novo ciclo de retrocruzamento para
aumentar a recuperacdo do genoma da cultivar Ruda, e também, serdo avaliadas
no campo para selecao daquelas com caracteristicas agronémicas desejaveis para

serem utilizadas em programas de selecao recorrente.
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IDENTIFICACAO DE NOVAS FONTES DE RESISTENCIA A MANCHA-
ANGULAR

1. INTRODUCAO

A mancha-angular do feijoeiro comum (Phaeoisariopsis griseola) encontra-
se distribuida em todas as regides do mundo onde esta leguminosa é cultivada.
Segundo o Commonwealth Mycological Institute esta enfermidade ocorre em mais
de 60 paises (SARTORATO e RAVA, 1994).

As perdas no rendimento da cultura sdo maiores quanto mais precoce for o
aparecimento da doenca. Estimativas de perdas na producdo causadas por esta
doenca sdo de até 80% na Africa (BOSHOFF et al., 1996), 60% na Colémbia
(BARROS et al., 1957), 80% no México (CRISPIN et al., 1976; ) e 70% no Brasil
dependendo das condicbes ambientais e suscetibilidade das cultivares (MORA-
BRENES et al., 1983; RAVA et al, 1985; SARTORATO e RAVA, 1992).
Atualmente o fungo P. griseola tem sido considerado, também, como um
importante patégeno na Bolivia, América Central e México (PASTOR-CORRALES
et al., 1998).

Dentre as diversas estratégias que podem ser empregadas no controle da
doenca, a utilizacdo de cultivares comerciais com adequado nivel de resisténcia
proporciona uma protecao adicional, dentro de um sistema de manejo integrado da
mancha-angular (GUZMAN et al., 1995; SARTORATO et al., 1996; SARTORATO,
1989; SARTORATO, 2001). Entretanto, a alta variabilidade do patdgeno torna
dificil encontrar cultivares de feijoeiro com ampla resisténcia a esta doenca
(CORREA et al., 2001).

De acordo com trabalhos de NIETSCHE et al. (1998) e APARICIO (1998), ja
foram caracterizados 53 ragcas de P. griseola no Brasil. Varios estudos sobre a
variabilidade do patdgeno, feitos por meio da série diferenciadora (CIAT, 1986;
CORREA-VICTORIA, et al., 1989; SARTORATO, 1989), marcadores moleculares
RAPD (GUZMAN et al., 1995), por ambos os métodos (PASTOR-CORRALES e
JARA, 1995; MAYA et al., 1995; NIETSCHE et al., 2001, CHACON et al., 1997),
bem como da co-evolugéo patdgeno-hospedeiro (GUZMAN et al., 1995) se tornam
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primordiais em programas que visam a obtencdo de cultivares resistentes a
mancha-angular.

No Brasil, existem diversos relatos de fontes de resisténcia a mancha-
angular (VIEIRA, 1964; COSTA et al., 1972; SANTOS FILHO et al.,, 1976;
SARTORATO et al., 1982, 1991; RAVA et al., 1985; SARTORATO e RAVA, 1992,
PASTOR-CORRALES e PAULA-JR, 1996; SARTORATO et al., 1996; PAULA-JR
et al., 1997; PAULA-JR e ZAMBOLIM, 1998; NIETSCHE et al, 1998; NIETSCHE, et
al., 2000; FALEIRO et al., 2001). Entretanto, de acordo com NIETSCHE et al.
(2000) ainda nédo foi identificado nenhum acesso de Phaseolus vulgaris com
resisténcia completa as diversas racas de P. griseola. Além disso, existem
diferencas quanto a variabilidade patogénica de P. griseola nas diferentes regides
produtoras. Isto faz com que cultivares resistentes em determinadas regides
comportem-se de maneira diferente em outras.

O estudo da variabilidade genética do patégeno, bem como sua distribuicéo
geografica e a determinacdo de fontes com adequado nivel de resisténcia, sédo
pontos-chave em programas de melhoramento visando resisténcia a esta doenca.

O objetivo do presente trabalho foi o de caracterizar 58 cultivares de
feijoeiro, pertencentes ao banco de germoplasma do BIOAGRO/UFV, quanto a
resisténcia a mancha-angular por meio de inoculacdo com quatro racas de P.

griseola previamente caracterizadas por NIETSCHE (2000).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material genético

O material genético utilizado no presente trabalho foi obtido com a
EMBRAPA - Arroz e Feijao, Centro Internacional de Agricultura Tropical - CIAT,
Universidade Federal de Lavras - UFLA, Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos - USDA e Universidade de Michigan (EUA) (Tabela 1). A Figura 1 mostra as
58 cultivares utilizados neste trabalho.

Tabela 1. Caracteristicas das cultivares utilizadas para caracterizacdo quanto a

resisténcia a mancha-angular.

Gen6tipo Origem Conjunto® T° Gen6tipo Origem Conjunto™ T
génico génico
Aurora EUA M P Early Gallatin EUA AM M
AB 136 México M M Emgopa 201 Ouro Coldmbia M P
AB 7419 Brasil M P Equador 299 Equador M M
AN 9022180 Brasil M P Esal 633 Brasil M P
Antiéquia 8 Colémbia A G FT Bonito Brasil M P
Aporé Brasil M P G 2333 México M M
AXS 37 EUA M P GG Wax® EUA AM M
Bambui Brasil M P GG 416° EUA A? G
B 98311 EUA M P Goytacazes Brasil M P
Brigida Colémbia M P IAPAR 14 Brasil M P
Brown Beauty EUA A M Ica Pijao Colémbia M P
CAL 143 Colémbia A G Jalo EEP 558 Brasil A G
Caraota Venezuela M P Jamapa México M P
Carioca Brasil M P Kaboon Holanda A G
Carioca 80 Brasil M P KW 765’ EUA A/M M
Catrachita Honduras M P KW 780° EUA A/M M
cNe? Guatemala M P KW 814’ EUA M M
CNF 1710 México M M Manteigqéo Fosco 11 Brasil M M
CNF 2113 Colémbia A G MDRK EUA A G
CNF 2114 Colébmbia A G Meia Noite Brasil M P
CNF 5547 Brasil M P México 235 México M M
CNF 8759 Colébmbia M P México 279 México M P
CNF 8863 México M P México 309 México AM M
CNF 9282 México M M Milionario Colébmbia M P
CNF 9287 México M P Mineiro Precoce Brasil A G
Costa Rica Brasil M P N 98122 - M G
csw 643* EUA M P NEP 2 Costa Rica M P
Diacol Calima Colémbia A G Novo Jalo Brasil A G
Diamante Negro Brasil M P Olathe EUA M M

'Conjunto génico, M — mesoamericano e A — andino; *Tamanho das sementes: P = peso de 100
sementes < 25 gramas; M = peso de 100 sementes 3 25 e £ 40 gramas; G = peso de 100 sementes
> 40 gramas; *Compuesto Negro Chimalteano; “Califérnia Small White; *Golden Gate Wax; °Golden
Gate 416; 'Kentucky Wonder 765, 780 e 814; ®Michigan Dark Red Kidney.
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Figura 1. Sementes das 58 cultivares utilizadas na caracterizacdo da reacao as

quatro racas de P. griseola

1. Aurora 2. AB 136

3. AB 7419 4. AN 9022130

11. Brown Beauty 12. CAL 143

19. CHF 2113 20. CHF 2114

25. CNF 9287 26. Costa Rica
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Figura 1. Cont...

29. Diamante Hegro

30. Early Gallatin

31. Emgopa 201 Ouro

32. Equador 299

33. ESAL 633

36. GG VWax

37.GG 416

41. Jalo EEP 558

42. Jamapa

45, KW 780

46. KWW 814

47. Manteigao Fosco 11

49. Meia Noite

50. México 235

52. México 309

53. Milionario

A4. Mineiro Precoce
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55. N 98122

56. NEP 2
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Figura 1. Cont...

57. Hovo Jalo 58. Olathe

AN 2FErF

Para a avaliacao da resisténcia foram utilizadas 12 plantas por cultivar. As
sementes utilizadas foram plantadas em vasos contendo 3 kg de solo, adubado
com NPK, em casa-de-vegetacdo. Em cada vaso foram semeadas 4 sementes.

Como testemunhas suscetiveis foram utilizadas as cultivares Rosinha G-2 e

Rudéa e como testemunha resistente foi utilizada a cultivar México 54.

2.2. Racas e preparo do indculo

As racas de P. griseola utilizadas no presente trabalho pertencem a
Micoteca do Programa de Melhoramento do feijoeiro visando resisténcia a doencas
do BIOAGRO/UFV. Foram utilizadas as racas 63.19, 63.23, 31.17 e 63.55, por
apresentarem significativa importancia no Brasil (NIETSCHE, 2000).

Os isolados foram obtidos de cultura monosporica, mantidos em placa de
petri ou tubo de ensaio contendo meio V8 (Campbell Soup Company, EUA). De
cada tubo contendo a cultura do patégeno, foi obtido uma suspensao de conidios e
fragmentos de micélio, a partir da adicdo de agua estéril. Esta suspensédo foi
espalhada em placas contendo meio de suco de vegetais V8. Em seguida, as
placas foram incubadas por 12 dias, no escuro, a 24°C. Este procedimento permitiu
altos niveis de esporulacéao.

A suspensédo de conidios para inoculacédo foi obtida adicionando-se agua
destilada e raspando-se suavemente a superficie do meio com o auxilio de uma
espatula; em seguida filtrada em gaze. A suspensdo foi ajustada para a

concentracao final de 2 x 10* conidios/ml.
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2.3. Inoculacéo e avaliagcéo

Entre os dezesseis e dezoito dias apos o plantio (estagio V3), as plantas
foram inoculadas com uma suspensdo de 2 x 10* conidios/ml de P. griseola. A
suspenséao foi aplicada em ambas as faces, abaxial e adaxial, das folhas, com
auxilio de um atomizador De Vilbiss n° 15, acionado por um compressor elétrico,
evitando-se atingir o ponto de escorrimento. As plantas foram, entdo, incubadas
por um periodo de 48 horas em camara umida (RIBEIRO et al., 1993; LACERDA et
al., 1994) mantida entre 20 e 22°C e 100% de umidade relativa, sendo que as
plantas inoculadas com diferentes racas foram mantidas em camaras separadas,
as quais foram, posteriormente, transferidas para casa-de-vegetacao.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 15 e 21 dias ap6s
inoculacdo, usando-se uma escala de severidade de nove graus (VAN
SCHOONHOVEN e PASTOR-CORRALES, 1987), descrita a seguir: 1 — plantas
sem sintomas da doenca; 2 — presenca de até 3% de lesdes; 3 — presenca de até
5% de lesdes ndo-esporuladas; 4 — presenca de lesbes 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 é&rea foliar;, 6 —
presenca de numerosas lesGes 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 — presenca de numerosas lesdes
esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem 25-30% da é&rea foliar, geralmente
associadas a tecidos cloréticos, os quais podem coalecer e formar extensas areas
infectadas; 9 — sintomas severos da doenca, resultando em queda prematura de
folhas e morte.

As plantas com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes, de 4 a 6,

com resisténcia intermediaria e de 7 a 9, suscetiveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados na Tabela 2 demonstram que Antioquia 8 e CAL 143, de
origem andina e Equador 299 e México 235, mesoamericanas, foram resistentes
as quatro racas utilizadas na inoculagdo. Ao se considerar que a maior parte do
feijoeiro plantado em Minas Gerais pertence ao grupo mesoamericano, e que as
racas de maior ocorréncia no Estado sdo por conseguinte mesoamericanas
(NIETSCHE et al., 2001), tem sido sugerido o uso de cultivares andinas como
fontes de resisténcia em programas de melhoramento, visando resisténcia a
mancha-angular. Desta forma, as cultivares Antioquia 8 e CAL 143 podem ser Uteis
no processo de transferéncia destes genes para cultivares mesoamericanas, uma
vez que evidéncias de co-evolucdo patdgeno-hospedeiro e também, a grande
variabilidade do fungo P. griseola fazem com que a piramidac&o de genes dos dois
grupos seja uma estratégia eficiente (PASTOR-CORRALES et al., 1998).

CARVALHO et al. (1998) sugeriram AND 277, fonte do gene Phg-1 de
resisténcia a mancha-angular, como fonte de origem andina a ser utilizada em
programas de melhoramento. Entretanto, CAIXETA (2002) trabalhando com teste
de alelismo entre as fontes de resisténcia a mancha-angular (Cornell 49242,
México 54, MAR-2, BAT 332 e AND 277), demonstrou que AND 277 possui trés
genes que ao contrario do esperado ndo segregam com genes de cultivares
mesoamericanas, sugerindo a possibilidade da presenca de genes
mesoamericanos nesta cultivar. A condicdo hibrida do AND 277 ja foi
anteriormente observada, pois este cultivar cruza facilmente com cultivares
mesoamericanas, sem apresentar a incompatibilidade tipica dos cruzamentos entre
individuos destes dois grupos. AND 277, também, apresenta enrugamento das
folhas nas épocas de frio, sendo que esta anomalia € uma desordem genética que
ocorre s6 quando existem combinacbes particulares de genes andinos e
mesoamericanos, como ja foi descrito por VOYSEST (2000). Acredita-se que esta
cultivar possa funcionar como uma ponte para cruzamentos entre individuos destes
dois grupos.

VIEIRA et al. (2002), estudando o comportamento de cultivares de feijao do
tipo manteigdo em Minas Gerais, demonstraram que a cultivar CAL 143 foi

resistente a ferrugem, oidio, mancha-angular e mancha-de-alternéaria, e ainda foi
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tdo produtiva quanto a cultivar Pérola (tipo carioca), com média de nove ambientes,
superiores a 2700 Kg/ha.

Tabela 2. Reacdo® de 58 cultivares de feijoeiro a quatro racas de P. griseola

Gendétipo Racas

63.19 31.17 63.55 63.23

Aurora

AB 136

AB 7419

AN 9022180
Antioquia 8
Aporé

AXS 37
Bambui

B 98311
Brigida
Brown Beauty
CAL 143
Caraota 260
Carioca
Carioca 80
Catrachita 10
CNC

CNF 1710
CNF 2113
CNF 2114
CNF 5547
CNF 8759
CNF 8863
CNF 9282
CNF 9287
Costa Rica
CSW 643
Diacol Calima
Diamante Negro
Early Gallatin
Engopa 201
Equador 299
Esal 633

FT Bonito

G 2333

VO nNITLOLOLO——0LUOLOHLLLOLOIOTOL—LUOLLOL—OLINLOLOL—LIOI0VWn——
TJOLVITOVLLL—TODTOLOL——U0NOITVLITVITNVOLLIOVOLIONVIOTNVINVONIDO-—
— — VAT —-—- 0LV —TNHOLLOO—O—UOLOLLOLOLLOLOO——U0U—0IOTOLOLOLW!
VI —ULLITLITOLOLOVIINVIOTITOLOO—OVOOLITOVBLOLOOOOLOOITOOKBOON

1S = suscetivel, | = resisténcia intermediaria e R = resistente
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Tabela 2. Cont...

Genotipo

Racas

63.19

31.17

63.55

63.23

GG Wax

GG 416
Goytacazes
IAPAR 14
Ica Pijao

Jalo EEP 558
Jamapa
Kaboon

KW 765

KW 780

KW 814
Manteigdo Fosco 11
MDRK

Meia Noite
México 235
México 279
México 309
Milionario
Mineiro Precoce
N 98122
NEP 2

Novo Jalo
Olathe
México 54°
Ruda®
Rosinha G-2°

nVunNITHL—ULLLOLLOLIOLOLILO——U00WnAI—IOW

nVOnNITOLLLOLLOLLOLOLOLIOLOL—-—LUOLOLLOLOL—-——TOT0LW

VUNITLITLOL—LIOTD—TTOVLOLLLO—OOLOLOLO—DTOTOW

VOONITDVTITOLVOL—ULLITIODVITIOTODOLOLHITOH—OLOLOVAO—

TS = suscetivel, | = resisténcia intermediaria e R = resistente

*Testemunha resistente
*Testemunha suscetivel

A identificacdo de Antioquia 8 e CAL 143, como fontes de resisténcia as
racas 31.17, 63.19, 63.23 e 63.39 de P. griseola, abre a possibilidade de utiliza-las
como fontes andinas em programas de melhoramento visando resisténcia a
mancha-angular e possivelmente a outras doencas. No entanto, ha necessidade de
se realizar estudos adicionais com intuito de verificar a reagcdo destas duas
cultivares a outras racas do patégeno.

As cultivares Equador 299 e México 235 também podem ser (teis em
programas de retrocruzamentos que utilizam cultivares mesoamericanas como
genitores recorrentes, tendo em vista a relativa facilidade de transferéncia de

genes entre individuos do mesmo conjunto génico. Além disso, estas duas

85



cultivares apresentam resisténcia a um grande numero de racas de Uromyces
appendiculatus, agente causal da ferrugem do feijoeiro (VIEIRA, 1988; FALEIRO,
1997; PASTOR-CORRALES, 2001, 2002; KIMANI et al., 2002). Com isso, existe a
possibilidade de transferéncia concomitante de genes de resisténcia a mancha-
angular e ferrugem presentes nestas cultivares para outras.

As cultivares CNF 2114 e GG 416 mostraram resisténcia a trés das quatro
racas testadas, podendo também, serem U(teis em estudos de resisténcia a
mancha-angular. Resisténcia a duas racas foi verificada em Costa Rica, Diacol
Calima, Goytacazes, Manteigdo Fosco 11, MDRK, México 279 e Novo Jalo. Neste
grupo, a cultivar Diacol Calima ainda apresenta resisténcia intermediaria as outras
duas racas testadas, sendo também uma opcao para programas de melhoramento
visando resisténcia a mancha-angular.

As cultivares AB 136, B98311, Caraota 260, CNF 8759, ESAL 633, KW 814,
Nep 2 e Olathe, apresentam resisténcia a pelo menos uma das ragas testadas. As
cultivares Catrachita, CNF 1710, CNF 2113 e G2333 também possuem resisténcia
a uma das racas testadas, porém apresentam resisténcia intermediaria a pelo
menos uma das outras ragas testadas, enquanto que as cultivares AXS 37, CSW
643, IAPAR 14 e Kaboon, além de possuirem resisténcia a uma racga, possuem,
também, resisténcia intermediaria a outras duas racas utilizadas no trabalho.

Brigida, Brown Beauty, Carioca, CNF 5547, CNF 8863, CNF 9282, Emgopa
201 Ouro, FT Bonito, GG Wayx, Ica Pijao, Jalo EEP 558 e KW 765 apresentam
resisténcia intermediaria a pelo menos uma das racas testadas. Entretanto, as
cultivares AB 7419, AN 9022180, Aporé, Bambui, Carioca 80, CNC, CNF 9287,
Diamante Negro, Earlly Gallatin, Jamapa e KW 780 foram suscetiveis a todas as
racas testadas.

FALEIRO et al. (2001), avaliando a reagdo de 17 cultivares de feijoeiro
recomendados para Minas Gerais, a 5 racas de P. griseola (63.55, 31.23, 63.39,
31.55 e 63.23), demonstraram que as cultivares Ouro Negro e Emgopa 201 Ouro
comportaram-se como as mais resistentes, apresentando resisténcia completa as
ragcas 63.55, 31.23 e 63.23. A cultivar Milionario (ou Milionario 1732) foi resistente
as raca 63.55, 31.23 e suscetivel a raca 63.23. As cultivares Jalo EEP 558, Mineiro
Precoce, Novo Jalo, Carioca MG, Carioca (ou Carioca 1030), Aporé e Diamante
Negro foram suscetiveis a todas as racas testadas por estes autores. A cultivar

Meia Noite foi resistente somente a raca 31.23.
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Confirmando os dados de FALEIRO et al. (2001), as cultivares Carioca,
Aporé, e Diamante Negro foram suscetiveis a todas as racas testadas no presente
trabalho. Entretanto, a cultivar Emgopa 201 Ouro apresentou resisténcia
intermediaria as racas 63.55 e 63.23 de P. griseola, com a maioria das doze
plantas testadas apresentando notas variando de 4 a 5. A cultivar Milionario
apresentou resisténcia intermediaria a raca 63.55; as cultivares Jalo EEP 558 e
Mineiro Precoce, apresentaram resisténcia intermediaria a raca 63.23 e a cultivar
Novo Jalo comportou-se como resistente as racas 63.55 e 63.23. As discordancias
existentes entre os dois trabalhos pode ser devida a diferencas de temperatura e
umidade na inoculacdo, época de avaliacdo da resisténcia, niumero de plantas
avaliadas, dentre outros fatores, que podem favorecer ou ndo o desenvolvimento e
colonizacdo pelo fungo e consequentemente influenciar na manifestacdo da
doenca.

A cultivar Jalo EEP 558 é citada como resistente a mancha-angular (RAVA
et al, 1985, PAULA-JR e ZAMBOLIM, 1998, SARTORATO et al., 1996,
SARTORATO e RAVA, 1992). Entretanto, esta cultivar foi suscetivel as racas
63.19, 31.17 e 63.55 e apresentou resisténcia intermediaria a raca 63.23, a mais
prevalecente em Minas Gerais (NIETSCHE, 2000). A cultivar Caraota 260 também
€ mencionada como resistente a mancha-angular por RAVA et al. (1985) e
SANTOS FILHO et al. (1976). Entretanto, neste trabalho, ela comportou-se como
suscetivel a todas as racas testadas.

Em estudo conduzido por PASTOR-CORRALES e PAULA-JR (1996), a
cultivar G5686 apresentou-se como a mais resistente a isolados brasileiros de P.
griseola e a cultivar México 54, apresentou-se como importante fonte de
resisténcia.

Segundo SARTORATO et al. (1996), testes realizados no campo pelo
CNPAF, indicaram que as cultivares Bagajo, Costa Rica, FT-120, FT-Taruma,
Favita, Gordo, IAPAR 31, IAPAR 44, IPA 1, IPA 6, Irai, Jalo, Jalo EEP 558, Mineiro
Precoce, Ouro Negro, Pampa, Rico 1735, Rio Negro, Rim de Porco e Varre-Sai,
comportaram-se como resistentes ou moderadamente resistentes a enfermidade.
Entretanto, neste trabalho a cultivar Costa Rica apresentou resisténcia apenas as
racas 63.55 e 63.23, e a cultivar Mineiro Precoce apresentou resisténcia

intermedidria a raca 63.23 e suscetibilidade as outras racas testadas.
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Provavelmente, a(s) raca(s) presentes no campo no CNPAF, ndo sdo as mesmas
utilizadas neste trabalho, contribuindo para os diferentes resultados encontrados.

SARTORATO et al. (1991), estudando a reacdo de 15 cultivares de feijoeiro
a 24 isolados de P. griseola, demonstraram que somente Cornell 49242, RG 1342
CH60, México 279 e México 54 mostraram resisténcia vertical completa a alguns
isolados. No presente trabalho, também foi encontrado que a cultivar México 279
apresenta resisténcia a mancha-angular, porém somente a duas das racas
testadas (63.55 e 63.23).

Este trabalho é de grande importancia para a cultura do feijoeiro no Brasil
pois a mancha-angular é uma doenca dificil de ser trabalhada, devido a dificuldade
de multiplicacdo e manutencdo do patégeno e exigéncia de habilidade do
pesquisador na avaliacdo da doenca. Além do mais, poucos grupos de pesquisa
trabalham com esta doenca (principalmente EMBRAPA/CNPAF e BIOAGRO/UFV).
Como mencionado, o fungo P. griseola apresenta alta variabilidade patogénica,
com isto, a busca de novas e melhores fontes de resisténcia tem sido uma
constante. As fontes de resisténcia aqui citadas devem ser caracterizadas com
outras racas do fungo para entender melhor a relacdo destas fontes com as
diferentes racas do patdgeno, a fim de finalmente poderem ser utilizadas em

programas de melhoramento.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A mancha-angular causada pelo fungo Phaeoisariopsis griseola, apresenta
grande importancia, como doenca causadora de grandes perdas da cultura do
feijoeiro no Brasil. O desenvolvimento de cultivares resistentes tem sido proposto,
como maneira eficaz, eficiente e econdmica para o controle da doenca. Porém, a
alta variabilidade apresentada pelo patdégeno, dificulta o desenvolvimento de
cultivares resistentes. No Brasil ja foram catalogados cerca de 196 isolados, sendo
identificadas 53 racas. Um dos primeiros passos no programa de melhoramento
visando resisténcia a mancha-angular seria a identificacao e selecao de diferentes
fontes de resisténcia.

Este trabalho foi conduzido, objetivando-se a caracterizacdo de 58 cultivares
de feijoeiro quanto a reacdo as racas 63.19, 31.17, 63.55 e 63.23 de P. griseola. As
cultivares Antioquia 8 e CAL 143, ambas de origem andina e Equador 299 e
México 235, de origem mesoamericana, apresentaram resisténcia as quatro racas
testadas. Devido a evidéncias de co-evolucdo patdgeno-hospedeiro, 0 Uuso
combinado de cultivares andinas e mesoamericanas em programas de
melhoramento, é sugerido como estratégia eficiente no desenvolvimento de
cultivares resistentes a mancha-angular. Neste particular, Antioquia 8 e CAL 143
seriam potencialmente Uteis aos programas de melhoramento.

As cultivares CNF 2114 e GG 416 mostraram resisténcia a trés das quatro
racas testadas, podendo também, serem U(teis em trabalhos de resisténcia a
mancha-angular. Todas as outras cultivares foram suscetiveis a pelo menos uma
das quatro racas testadas. Dentre as mais suscetiveis temos: AB 7419, AN
9022180, Aporé, Bambui, Carioca 80, CNC, CNF 9287, Diamante Negro, Earlly
Gallatin, Jamapa e KW 780.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a maioria das
cultivares avaliadas, possuem algum nivel de suscetibilidade as quatro racas de P.
griseola estudadas. As cultivares do tipo carioca, mostraram-se marcadamente
mais suscetiveis. Entretanto, existem fontes de resisténcia a esta doenca,

prontamente acessivel aos programas brasileiros.
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