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RESUMO

SOUZA, Thiago Livio Pessoa Oliveira de, M.S., Universidade Federal de
Vigosa, Agosto de 2005. Classificacao de racas fisiologicas de Uromyces
appendiculatus e piramidaciao de genes de resisténcia ao patégeno em
feijao do tipo carioca. Orientador: Everaldo Gongalves de Barros.
Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e José Eustdquio de Sousa Carneiro.

Visando contribuir com a padronizacao internacional da classificacdo de
ragas fisiologicas do fungo Uromyces appendiculatus, agente causal da ferrugem
do feijoeiro comum, no presente trabalho foi realizada a caracterizagdo de
1solados do patégeno usando a nova série diferenciadora e o sistema binario de
nomenclatura propostos no “3™ The Bean Rust Workshop”. Esses isolados,
oriundos do estado de Minas Gerais, sdao utilizados nas avaliagdes dos genotipos
resistentes a ferrugem desenvolvidos pelo programa de melhoramento do
feijoeiro conduzido no BIOAGRO/UFV. O procedimento utilizado classificou 12
1solados em sete racas fisiologicas distintas: 21-3, 29-3, 53-3, 53-19, 61-3, 63-3 ¢
63-19. Espera-se que a ado¢do desse procedimento possa facilitar o intercdmbio
de informacdes e o uso cooperativo dos resultados obtidos pelos diferentes
grupos de pesquisa que, no mundo, estudam o U. appendiculatus. Com esta
classificacdo, foram também identificadas fontes com amplo espectro de
resisténcia: Mexico 309, Mexico 235 e PI 181996, as quais se mostraram
incompativeis com todos os isolados caracterizados. Em face a grande
variabilidade apresentada por U. appendiculatus, ¢ visando o controle genético
eficiente e duradouro desse patogeno, outra meta do presente trabalho foi
piramidar os genes de resisténcia Ur-5 (Mexico 309), Ur-11 (Belmidak RR-3,
derivado de PI 181996) e Ur-ON (Ouro Negro) no background genético
“carioca” do feijoeiro, utilizando o cultivar Rudd como genitor recorrente. Graos
do tipo carioca possuem maior aceitacdo pelo consumidor brasileiro. Para
viabilizar a piramidacdo, a estratégia adotada foi o uso de marcadores

moleculares, para estudos de fingerprinting e na sele¢do indireta dos genes
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mencionados, em associacao a métodos convencionais de melhoramento, como
os retrocruzamentos € o avango de geragdes segregantes com controle
genealdgico. Os marcadores SCAR SI1944 € SAE19599, € 0 RAPD OPX1 155,
associados aos genes Ur-3, Ur-11 e Ur-ON, respectivamente, foram os utilizados
no monitoramento dos alelos de resisténcia ao longo do processo de piramidagao.
A selecdo com base no fendtipo era invidvel devido ao idéntico espectro de
resisténcia apresentado por estas fontes frente aos isolados de U. appendiculatus
disponiveis na micoteca do BIOAGRO/UFV. A partir de plantas F, selecionadas
com base nos trés marcadores citados e quanto ao tipo de graos, conforme o
padrao Rudé, sementes F; portando os trés genes piramidados foram obtidas. A
partir dessa populacdo, espera-se, posteriormente, atingir a homozigose para
todos os locos de resisténcia, utilizando o método genealdgico e a selegdo
assistida por marcadores moleculares. Concomitantemente as atividades ja
mencionadas, o cultivar com graos do tipo carioca BRSMG Talisma,
recentemente recomendado para o plantio em Minas Gerais e no Parand, foi
avaliado quanto a reagdo frente aos isolados de U. appendiculatus mantidos na
colecdo fungica do BIOAGRO/UFV. Além disso, realizou-se também a sua
caracterizagdo molecular com os marcadores SI19450, SAE19g990 € OPX11550.
BRSMG Talisma foi suscetivel a cinco dos 12 isolados com os quais foi testado.
Os trés marcadores analisados foram polimorficos entre BRSMG Talisma e as
fontes de resisténcia portadoras dos genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON. Esses resultados
corroboram a hipdtese de auséncia de alelos de resisténcia para esses trés locos
em BRSMG Talisma e demonstram que os marcadores moleculares poderdo ser
utilizados para o monitoramento de uma possivel introgressao simultanea de Ur-

5, Ur-11 e Ur-ON neste cultivar.



ABSTRACT

SOUZA, Thiago Livio Pessoa Oliveira de, M.S., Universidade Federal de
Vigosa, August 2005. Classification of Uromyces appendiculatus
physiological races and pyramiding of resistance genes to this pathogen
in “carioca-type” common bean. Advisor: Everaldo Gongalves de Barros.
Committee Members: Maurilio Alves Moreira and José Eustaquio de Souza
Carneiro.

Aiming to contribute to the international standardization of the
classification of physiological races of the fungus Uromyces appendiculatus, the
causal agent of common bean rust, this work characterized isolates of the
pathogen using the new differential series and the binary nomenclature system
recommended in the 3" Bean Rust Workshop. These isolates were collected in
the state of Minas Gerais, Brazil, and are used for the evaluation of bean rust
resistant genotypes developed in the BIOAGRO/UFV breeding program. Twelve
isolates were classified into seven physiological races: 21-3, 29-3, 53-3, 53-19,
61-3, 63-3 and 63-19. It is expected that the adoption of this classification
procedure will facilitate the exchange of information among different research
groups interested in common bean rust and its causal agent U. appendiculatus.
The classification procedure also allowed the identification of resistance sources
with ample resistance spectra: ‘Mexico 309°, ‘Mexico 235° and ‘PI 181996°.
These sources were incompatible with all the isolates analyzed. Considering the
high variability of U. appendiculatus, and aiming the durable and efficient
genetic control of this pathogen, in this work the following rust resistance genes
were associated (pyramided) in the “carioca-type” genetic background Ruda: Ur-
5 (Mexico 309), Ur-11 (Belmidak RR-3, derived from PI 181996) and Ur-ON
(Ouro Negro). Cultivars with “carioca-type” grains are preferred by the Brazilian
consumer. Molecular markers were used for fingerprinting analyses and indirect
selection during the pyramiding process in association with conventional

breeding techniques, such as backcrossing and segregating generation

xi



advancement with genealogical control. SCAR markers SI194¢, and SAE19g,
and RAPD marker OPX11g3, linked to Ur-5, Ur-11 and Ur-ON, respectively,
were used to monitor the resistance alleles along the pyramiding process. The
phenotypic selection of these three alleles was not possible because they present
the same resistance spectra in relation to the isolates available in the
BIOAGRO/UFV breeding program. F; seeds with pyramided Ur-5, Ur-11 and
Ur-ON rust resistance alleles were obtained from F, plants harboring the three
molecular markers, and also the “carioca-type” genetic background. Aiming to
reach homozygosity for all three resistance loci, the F3 population and subsequent
generations will be conducted by a molecular-marker assisted genealogical
breeding process. In addition to the activities already mentioned, the “carioca-
type” cultivar BRSMG Talisma, which was recently recommended for
commercial use in the Minas Gerais and Parana States, was evaluated as to its
reaction to U. appendiculatus isolates maintained in the fungal collection of
BIOAGRO/UFV. It was also characterized with molecular markers SI194,
SAE19g9, and OPX11¢39. The results demonstrate that ‘BRSMG Talisma’ is
susceptible to five of the 12 U. appendiculatus isolates tested. The three
molecular markers analyzed were polymorphic between ‘BRSMG Talisma’ and
the resistance sources harboring the alleles Ur-5, Ur-11 and Ur-ON. That
indicates the absence of these resistance alleles in cultivar BRSMG Talisma and
that these markers can be used to monitor the possible simultaneous introgression

of the resistance alleles in this cultivar.
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1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) possui
uma grande importancia social e econdmica. Com isso, esforcos tém sido
despendidos para se obter melhores niveis de produtividade, a qual tem sido
severamente afetada pela incidéncia de doencas, sobretudo as de origem fungica.
Entre tais doencas, merece destaque a ferrugem, incitada pelo fungo Uromyces
appendiculatus (Pers.: Pers.) Unger [sin. U. phaseoli (Reben) Wint.], que
principalmente na safra do inverno, e sob irrigagdo, tem causado sérios prejuizos
aos produtores (VIEIRA et al., 2005).

Para o manejo integrado desta enfermidade, as medidas comumente
empregadas incluem a eliminacdo dos restos culturais contaminados e a rotagao
de culturas, as quais diminuem o indéculo inicial do patdégeno. Além disso,
também sdo usados cultivares resistentes e a pulverizagdo com fungicidas, por
reduzirem a taxa de progresso da doenca (STAVELY e PASTOR-CORRALES,
1989; PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 1998). O controle genético de U.
appendiculatus tem recebido atencdo especial pelas pesquisas, devido a sua
eficacia, seu menor custo, sua facil aceitagdo e uso pelos produtores, além de ser
menos prejudicial ao ambiente em relagdo ao controle quimico.

Uma etapa bésica dos programas de melhoramento cujos objetivos
incluem a resisténcia a ferrugem ¢ a classificagao das ragas fisiologicas do seu
agente causal e, por conseqliéncia, o diagndstico da variabilidade apresentada
pelo fungo. Nesta etapa, possiveis fontes de resisténcia podem ser identificadas
ou mesmo confirmadas, com base na compatibilidade diferencial por elas
apresentada frente aos isolados caracterizados (SOUZA et al., 2005).

Um passo subseqiiente seria estudar a heranga genética do mecanismo de
incompatibilidade ao patdogeno apresentado pelas fontes promissoras.
Posteriormente, os genes caracterizados poderiam ser transferidos para genotipos
agronomicamente adaptados e que possuam interesse comercial na regido onde

se pretende recomendar os novos cultivares. Simultaneamente a esta etapa, para



auxiliar os programas de melhoramento genético, marcadores moleculares do
tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions) ligados a genes de resisténcia ao U.
appendiculatus € a outros importantes patogenos que atacam o feijoeiro estdo
sendo identificados, ou mesmo validados, para serem utilizados na selecao
assistida desses genes (HALEY et al., 1993; MIKLAS et al., 1993; KELLY et
al., 1998; STAVELY, 2000; CAIXETA et al., 2003; FALEIRO et al., 2003;
KELLY et al., 2003; QUEIROZ et al., 2004a, b, c).

Atualmente, o melhorista de plantas autogamas dispde de vérias
estratégias para o desenvolvimento de linhagens resistentes a doengas. Porém, no
caso da ferrugem do feijoeiro, por ser o U. appendiculatus um parasita
obrigatério com ampla variabilidade genética e fisioldgica, a transferéncia
simultanea (piramidagao) de distintos alelos de resisténcia para um unico cultivar
comercial tem sido a mais recomendada. Isso porque esta estratégia possibilita a
obteng¢do de linhagens com resisténcia de maior espectro e durabilidade a doenca
(JOHNSON, 1984; STAVELY e PASTOR-CORRALES, 1989; KELLY et al.,
1995).

O uso apenas de métodos convencionais de melhoramento ndo tém sido
eficiente para viabilizar o processo de piramidagdo, principalmente em razao das
dificuldades encontradas na identificacdo dos diferentes alelos de resisténcia
contidos em um mesmo gendtipo, o que demanda a realizagdo de inoculagdes
multiplas ou seqiienciais em uma mesma populagdo (MICHELMORE, 1995).
Esta estratégia afeta o dinamismo do programa de melhoramento como um todo,
além de comprometer a eficiéncia na avaliagdo da reacdo ao patdogeno
(BIGIRIMANA e HOFTE, 2001). Interagdes epistaticas entre os diferentes genes
de resisténcia também dificulta o reconhecimento preciso dos véarios alelos
presentes em um mesmo gendtipo (SINGH et al., 2001). Por isso, marcadores
moleculares, principalmente os de DNA, tém sido utilizados para monitorar a
piramidacao dos genes de interesse, dispensando a necessidade de inoculagdes

multiplas para a selecdo dos genotipos promissores.



O programa de melhoramento do feijoeiro conduzido no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal
de Vigosa (UFV), tem utilizado a sele¢ao assistida por marcadores moleculares
associada a métodos convencionais de melhoramento para piramidar genes de
resisténcia a ferrugem, antracnose e mancha angular no background genético
“carioca”, “preto” e ‘“‘vermelho” do feijoeiro. Genoétipos contendo
simultaneamente genes de resisténcia as trés doengas mencionadas j& foram
desenvolvidos, principalmente com graos do tipo carioca (RAGAGNIN, 2004;
ARRUDA, 2005). Porém, apenas o gene Ur-ON do cultivar Ouro Negro tem sido
empregado para o controle genético da ferrugem. Para ampliar esta base genética,
uma das prioridades do programa tem sido a caracterizagdo e a introgressao de

novos genes de resisténcia a esta enfermidade.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho foi desenvolvido com o proposito de: (i) classificar

racas fisioldgicas do fungo U. appendiculatus, agente causal da ferrugem do

feijoeiro, oriundas do estado de Minas Gerais; e (ii) piramidar genes de

resisténcia ao patdégeno em feijdo com graos do tipo carioca, o qual possui maior

aceitacdo pelo mercado consumidor brasileiro. Para isso, os objetivos especificos

foram:

Obter isolados monopustulares a partir dos patédtipos de U. appendiculatus
mantidos na micoteca do BIOAGRO/UFV;

Classificar os isolados obtidos em racas fisiologicas, com base na série
diferenciadora e no sistema bindrio de nomenclatura propostos
internacionalmente no “3™ The Bean Rust Workshop™;

Introgredir individualmente os genes de resisténcia a ferrugem Ur-5 (Mexico
309) e Ur-11 (Belmidak RR-3) no cultivar com graos do tipo carioca Ruda;
Piramidar os genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON em Rud4, usando como estratégia a
selecdo assistida por marcadores moleculares associada a métodos
convencionais de melhoramento;

Caracterizar fenotipicamente e molecularmente o cultivar comercial BRSMG
Talisma (graos do tipo carioca) quanto a resisténcia a ferrugem, verificando a
necessidade de introgredir genes de resisténcia neste cultivar e se os

marcadores moleculares ja identificados poderao ser utilizados para esse fim.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A cultura do feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris 1L.) estd entre as mais antigas
espécies cultivadas no mundo. Descobertas arqueoldgicas demonstraram
evidéncias de que o seu consumo na alimenta¢do humana j& era uma realidade a
pelo menos 5.000 anos antes da Era Crista (CIAT, 1986). O género Phaseolus,
com cerca de 55 espécies ja identificadas, além de P. vulgaris L., possui outras
quatro que sao cultivadas: P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray
var. latifolius Freeman, e P. polyanthus Greenman (DEBOUCK et al., 1993).

Atualmente, sabe-se que P. vulgaris teve dois centros principais de
domesticagdo e um terceiro de menor expressao (GEPTS e DEBOUCK, 1993).
O primeiro localiza-se na regido central das Américas, principlamente no
México. O segundo situa-se no sul dos Andes, abrangendo, sobretudo, o norte da
Argentina e o sul do Peru. O terceiro é intermedidrio entre os dois primeiros,
localizando-se na Colombia. Apds a descoberta do continente americano pelos
europeus, no século XV, o feijado-comum foi levado ao Velho Mundo, onde se
tornou muito familiar entre agricultores e botanicos (CIAT, 1986).

Entre as plantas leguminosas comestiveis, o feijdo se destaca como uma
das mais importantes, devido a sua ampla distribuicdo geografica e pelo seu
relevante valor nutricional. Trata-se de uma boa fonte de proteina (20-25%) e
vitaminas, possui bom conteudo de carboidratos, ferro e acidos graxos livres
(linoléico e linolénico), além de fornecer grande quantidade de fibras soluveis e
insoluveis (SCHNEEMAN, 1986; SINGH e SINGH, 1992).

Seu cultivo visa, basicamente, a producdo de graos, os quais sdo
consumidos principalmente secos. Também sdo comestiveis as vagens imaturas e
as folhas, conforme o habito alimentar de cada regido (FONSECA et al., 2002).

O feijao ¢ uma fonte de proteina economicamente mais acessivel a populagdo



quando comparada as fontes de origem animal, principalmente em paises em
desenvolvimento (SINGH e SINGH, 1992).

No Brasil, pais maior produtor e consumidor mundial de graos (FAO,
2004), o feijio-comum possui grande importincia social e econémica. E
cultivado tanto por pequenos agricultores, que utilizam baixo nivel tecnologico
no processo produtivo, quanto por empresarios rurais altamente tecnificados, em
uma darea total de aproximadamente 4 milhdes de hectares (IBGE, 2005). Seu
consumo per capita ultrapassa 16 kg/habitante/ano (IBGE, 2005).

O mercado brasileiro ¢ exigente quanto aos aspectos relacionados com a
cor, tamanho, forma e qualidade culindria dos graos. Atualmente no pais sdo
cultivados feijoes do tipo carioca, preto, vermelho, roxo, mulatinho, rosinha e
manteigdo, sendo os do tipo carioca os mais consumidos. No que se refere a este
background genético, aos graos devem apresentar cor creme com estrias marrom
claras, auséncia de brilho, o halo em torno do hilo deve ter a mesma tonalidade
da cor creme, o formato do grao deve ser oblongo, o peso de 100 sementes em
torno de 23 a 25 gramas e o tempo médio de cocg¢ao sempre inferior a 30 minutos
(RAMALHO et al., 2004).

Dependendo da regido, seu plantio pode ser feito em trés épocas do ano.
Na primeira delas, a safra das aguas, a semeadura ¢ realizada no inicio do periodo
chuvoso (outubro/novembro), e a colheita no inicio do verao. Na segunda safra, a
da seca, o plantio ¢ feito no més de fevereiro ou marco. Apesar do perigo
premente de déficit hidrico apés o més de margo, esta €poca de plantio ¢
apreciada pelos produtores, pois possibilita a colheita em época seca. A terceira
época de plantio (outono/inverno) ¢ feita de abril a julho, e a colheita no inverno,
sendo geralmente praticada por agricultores que utilizam alta tecnologia, pois
demanda irrigagao.

Apesar da relevancia desta cultura no Brasil, a produtividade média
nacional ainda ¢ muito baixa, cerca de 750 kg/ha (IBGE, 2005). Um dos fatores
que explicam essa situagdo ¢ o grande numero de doengas que acometem o
feijoeiro (VIEIRA, 1983; VIEIRA et al., 2005). Entre elas destaca-se a ferrugem,

que dependendo das condi¢des climdticas, do estagio de desenvolvimento das



plantas e do uso de cultivares suscetiveis, pode ocasionar severos prejuizos na
producdo (JESUS JUNIOR et al., 2001). Em decorréncia da ferrugem, perdas
superiores a 68% ja foram relatadas em Minas Gerais (VIEIRA, 1983), onde a
infeccdo ocorreu antes da floracao e no plantio da seca. Temperaturas moderadas
(17 a 27°C) e alta umidade relativa (>95%) propiciam-lhe a condigdo mais
favoravel (PAULA JUNIOR ¢ ZAMBOLIM, 1998). Assim, a partir de 1980,
com o cultivo de feijdo de inverno sob condi¢des irrigadas, principalmente na
regido do Brasil Central, a ferrugem passou a ser uma preocupacao a mais para

os produtores (VIEIRA et al., 2005).

3.2. Patossistema Uromyces appendiculatus-feijoeiro

3.2.1. Aspectos gerais do fungo

O fungo U. appendiculatus (Pers.: Pers.) Unger [sin. U. phaseoli (Reben)
Wint.] € um parasita obrigatorio do tipo autdico (completa todo seu ciclo de vida
em um unico hospedeiro) e macrociclico (produz todos os estadios de esporos)
(ANDRUS, 1931). Faz parte do super-reino Eucariota, reino Fungi, filo
Basidiomycota, classe Teliomycetes, ordem Uredinales e familia Pucciniaceae
(STAVELY e PASTOR-CORRALES, 1989). Infecta as faces abaxial e adaxial
das folhas, onde inicialmente forma manchas esbranquicadas, cerca de 5 dias
apds a infeccdo. Também ¢ capaz de infectar vagens, peciolos e ramos. As
pustulas comegam a eclodir expondo os uredosporos quando as frutificacdes do
fungo amadurecem, aproximadamente 15 dias ap6s a inoculagao. Os uredosporos
fazem com que as pustulas adquiram uma coloracdo marrom-avermelhada (cor
de ferrugem) em ambas as superficies foliares (Figura 1). Em condi¢des
favoraveis, e se a infec¢do € severa, as folhas tornam-se secas e escuras, sofrendo
posterior senescéncia (STAVELY e PASTOR-CORRALES, 1989; PAULA
JUNIOR ¢ ZAMBOLIM, 1998).



Este fungo esta mundialmente distribuido, mas sua infec¢do ¢ favorecida
nas regides tropicais e subtropicais uUmidas (STAVELY e PASTOR-
CORRALES, 1989), como ¢ o caso do Brasil, onde a ocorréncia de temperaturas
moderadas e alta umidade do ar lhe favorecem. Por isso, as principais perdas na
produgdo do feijoeiro decorrentes da incidéncia do U. appendiculatus ocorrem

nestas regides.

Figura 1. Reagdo compativel entre o fungo U. appendiculatus, agente causal da
ferrugem do feijoeiro comum, e o cultivar US Pinto 111 (suscetivel
universal). Face adaxial (A) e abaxial (B) das folhas primarias
infectadas.

Os uredosporos do fungo sdo disseminados principalmente pelo vento,
mas também por meio de implementos agricolas, dgua de irrigacdo e insetos, o
que propicia a sobrevivéncia continua do patégeno em lavouras cultivadas com
variedades suscetiveis (ZAMBOLIM ¢ CHAVES, 1974; FALEIRO et al., 1996).
O U. appendiculatus pode apresentar diversas geracdes durante o ciclo de vida
do hospedeiro. A sua reprodugdo sexuada ¢ mediada por picniosporos
compativeis, o que proporciona a ocorréncia de muitas ragas, porém esse tipo de
reproducao ndo ocorre nas condi¢des ambientais do Brasil. No pais, a reprodugao
do patogeno ¢ assexuada, mecanismo também presente em seu ciclo de vida, o
qual pode gerar grande variabilidade genética ao longo das varias geragdes do

fungo (GROTH e OZMON, 1994).



Por ser o U. appendiculatus um parasita obrigatorio, ou seja, sO se
multipla no hospedeiro compativel, a coleta de uredosporos somente ¢ possivel
em plantas que apresentam os sintomas da ferrugem no campo ou quando
inoculadas em condigdes artificiais especialmente controladas para esse fim
(FALEIRO et al., 1996). Esta ultima ¢ a maneira mais vidvel e segura para
multiplicar ragas do patégeno visando sua manutengdo em micotecas, pois
garante a pureza das mesmas e a quantidade necessaria de uredosporos na coleta.

O armazenamento adequado de uredosporos deve ser feito em ampolas de
vidro recobertas com papel aluminio, evitando exposi¢do a luz. Estas sdo
geralmente acondicionadas a 5°C e sob umidade relativa de cerca de 50%
(ZAMBOLIM e CHAVES, 1974). Desta maneira ¢ possivel impedir a

germinagdo dos uredosporos € a contaminagao com outros microrganismos.

3.2.2. Variabilidade do patéogeno

Ja na década de 70, muitas racas do fungo U. appendiculatus haviam sido
identificadas no Brasil e no exterior (DIAS FILHA e COSTA, 1968; FERRAZ,
1969; JUNQUEIRA NETTO et al, 1969; AUGUSTIN e COSTA, 1971;
COELHO e CHAVES, 1975). Porém, ndo era possivel comparar com exatidao os
resultados obtidos pelos varios autores, devido aos diferentes critérios utilizados
na caracterizacao das ragas, tanto no que se refere as variedades diferenciadoras
adotadas quanto ao diagnostico dos graus de reagdo ao patégeno (FALEIRO et
al., 1999a; VIEIRA et al., 2005). No intuito de solucionar este problema, foi
proposta no “The Bean Rust Workshop”, realizado em 1983, em Porto Rico, uma
padronizagdo da série diferenciadora, bem como da escala de avaliacao dos tipos
de infeccdo incitados pelo patogeno (STAVELY et al., 1983). Com base neste
procedimento, mais de 250 ragas foram identificadas no mundo (STAVELY e
PASTOR-CORRALES, 1989; PASTOR-CORRALES, 2001). No Brasil,
caracterizacdes foram realizadas por MORA-NUNES et al. (1992), SANTOS e
RIOS (2000) e SOUZA et al. (2005). Porém, a nomenclatura atribuida as ragas



continuou sendo desuniforme, dificultando a interpretagdo e comparacdo dos
dados gerados pelos diferentes grupos de pesquisa.

No “3" Bean Rust International Workshop”, realizado em 2002, na Africa
do Sul, foi proposta uma nova série diferenciadora para o patégeno, contendo
seis variedades de origem Andina e seis de origem Mesoamericana (Tabela 1),
além de um novo sistema para designar as ragas, visando a padronizagdo
internacional da nomenclatura a elas atribuida (STEADMAN et al., 2002). Neste
novo sistema de classificacdo, a escala de avaliacdo que considera seis graus de
reacao a doenga, proposta por STAVELY et al. (1983), foi codificada em apenas
dois tipos de infecgdo: resistente (graus de 1 a 3) e suscetivel (grau 4 ou maior).
Com base neste novo critério, recaracterizacoes de isolados de U. appendiculatus
originados dos EUA, da Africa do Sul, de Honduras, da Argentina e de
Mocambique j& foram realizadas (STEADMAN et al., 2002; ACEVEDO et al.,
2004; JOCHUA et al., 2004). No Brasil, até o presente momento, ainda nao
existem relatos na literatura sobre classificagdes de ragas do patégeno utilizando

este novo procedimento.

Tabela 1. Nova série de variedades diferenciadoras para U. appendiculatus
proposta no “3 Bean Rust International Workshop”, realizado na
Africa do Sul em 2002 (STEADMAN et al., 2002)

Ordem Variedade Gene Origem Valor Binario
A Early Gallatin Ur-4 Andina 1
B Redlands Pioneer Ur-13 Andina 2
C Montcalm Ur-?" Andina 4
D PC-50 Ur-9, Ur-12 Andina 8
E Golden Gate Wax Ur-6 Andina 16
F  PI260418 Ur-?" Andina 32
A Great Northern 1140 Ur-7 Mesoamericana 1
B Aurora Ur-3 Mesoamericana 2
C Mexico 309 Ur-5 Mesoamericana 4
D Mexico 235 Ur-3" Mesoamericana 8
E Compuesto Negro Ur-?" Mesoamericana 16

Chimaltenango
F PI 181996 Ur-11 Mesoamericana 32

E3 N =~ .
Gene ainda ndo caracterizado.
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Marcadores isoenzimaticos ¢ de DNA também tém sido utilizados no
estudo da diversidade do fungo agente causal da ferrugem do feijoeiro (LU e
GROTH, 1988; LINDE et al., 1990a, b; MCCAIN et al., 1992; GROTH et al.,
1995; MACLEAN et al., 1995). De modo geral, tem sido demonstrado que U.
appendiculatus ndo ¢ uma espécie homogénea. Além disso, verifica-se uma
maior variagcdo entre os isolados que raramente, ou nunca, produzem teliosporos
e os que normalmente produzem esse tipo de esporo. Estudos de diversidade
genética entre isolados monopustulares identificados em Minas Gerais, com base
em marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
foram realizados por FALEIRO et al. (1998). Os resultados demonstraram alta
variabilidade entre eles, com distancias genéticas variando de 9,60 a 83,12%.

Com base no que foi apresentado, torna-se evidente a alta variabilidade
genética e fisiologica apresentada pelo fungo U. appendiculatus, o que dificulta
os trabalhos de melhoramento cujos objetivos incluem o desenvolvimento de

cultivares resistentes ao patogeno.

3.2.3. Mecanismos de defesa existentes no hospedeiro

O crescente avango de ciéncias como a genética molecular e a
epidemiologia tem contribuido para um melhor entendimento das interacdes
planta-patogeno. Fica cada vez mais evidente que esse tipo de relagdo envolve
fatores genéticos de ataque e defesa, presentes em patdgenos e hospedeiros,
respectivamente, os quais agem sob a influéncia do ambiente (FLOR, 1971;
BROWN, 2003; HAMMOND-KOSACK e PARKER, 2003; LAINE, 2004).

Distintos padrdes de resisténcia raga-especifica tém sido relatados na
literatura. STAVELY e PASTOR-CORRALES (1989), assim como SINGH
(1991), fizeram uma andlise dos estudos sobre a genética da resisténcia do
feijoeiro a ferrugem, e apresentaram as seguintes conclusdes: (i) existem claras
evidéncias de interacdo gene-a-gene no patossistema U. appendiculatus-feijoeiro,
a semelhanca do que ocorre na interagdo entre o fungo Melampsora lini, agente

causal da ferrugem do linho (Linum usitatissimum L.), € seu hospedeiro, descrita
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por FLOR (1942); (ii) existem varios alelos dominantes e de heranca simples
controlando resisténcia raga-especifica, entretanto, ha casos em que a resisténcia
¢ controlada por dois ou mais genes dominantes complementares; (iii) foram
identificadas fontes que apresentam resisténcia monogénica dominante eficaz no
controle de multiplas ragas, ou seja, ha genes que conferem amplo espectro de
resisténcia; (1v) alguns genes de resisténcia exercem efeito epistatico sobre outros
semelhantes; e (v) também ha casos onde a resisténcia ¢ governada por alelos
recessivos de heranca simples.

Estudos de heranga realizados por pesquisadores do BIOAGRO/UFV
indicaram o envolvimento de genes de efeito maior, ou principal, e de genes de
efeito menor, ou secundario, no controle genético da incompatibilidade do
feijoeiro ao U. appendiculatus (FALEIRO, 1997; CORREA, 1999; FALEIRO,
2000; SOUZA et al., 2002; DESSAUNE et al., 2005).

Além da incompatibilidade, a hipersensibilidade ¢ outro mecanismo
utilizado pelo feijoeiro para resistir a ferrugem, no qual células do hospedeiro,
marginais ao local de penetracao do patégeno, morrem logo apds a infec¢dao. A
morte destas células, chamadas de altruistas, restringe o crescimento do fungo ao
local da infec¢do, impedindo a colonizagdo generalizada da planta
(GREENBERG e YAO, 2004).

No trabalho de SHAIK (1985), foram observadas evidéncias de que o
aumento da densidade de tricomas nas folhas reduz o niimero de pustulas
formadas pelo patdégeno, porque impede que parte dos uredosporos atinja a
superficie foliar. Esse autor, assim como GROTH e URS (1982), verificou que
alguns cultivares apresentam a chamada “baixa receptividade” a ferrugem, em
que a intensidade de pustulas ¢ diminuida ndo importando a raga. O tubo
germinativo dos uredosporos de U. appendiculatus geralmente penetra no
hospedeiro através dos estdmatos, provavelmente por isso a densidade de
estomatos influencie o numero de pustulas (SHAIK, 1985).

Alguns cultivares de feijoeiro sdo tolerantes a enfermidade, ou seja,

mesmo infectados e apresentando os sintomas da ferrugem, no que se refere a
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producdo, se comportam como se ndo tivessem sido contaminados (VIEIRA,

1983).

3.2.4. Fontes de resisténcia

As variedades portadoras de genes de resisténcia ao U. appendiculatus
internacionalmente caracterizados sdao: B1627 (Ur-1); B2090 (Ur-2); B2055 (Ur-
2%); Aurora, Ecuador 299, NEP-2 ¢ 51051 (Ur-3); Mexico 235 (Ur-3"); Early
Gallatin (Ur-4); Mexico 309 (Ur-5); Pinto Olathe e Golden Gate Wax (Ur-6);
Great Northern 1140 (Ur-7); U.S. #3 (Ur-8); Pompadour Checa e PC-50 (Ur-9);
Cape e Resisto (Ur-10); P1 181996 (Ur-11); California Small White 643,
Pompadour Checa e PC-50 (Ur-12); e Redlands Pioneer (Ur-13) (BASSETT,
2004).

No Brasil, o cultivar Ouro Negro (Honduras 35), portador do gene de
resisténcia a ferrugem Ur-ON, assim provisoriamente denominado pelo fato de
ndo ter sido ainda completamente caracterizado, ¢ a fonte de resisténcia mais
utilizada (FALEIRO et al., 2004). Este cultivar foi resistente a todos os patotipos
de U. appendiculatus identificados em Minas Gerais por FALEIRO et al
(1999b), e moderadamente resistente a populagdes do patdégeno amostradas em
Goias, Bahia, Parana e Sao Paulo (RIOS et al., 2001).

FALEIRO et al. (1999b) também demonstraram que Mexico 309 (gene
Ur-5), diferenciador internacional para o U. appendiculatus, foi imune a nove e
moderadamente resistente a dois dos 13 patdtipos do fungo provenientes do
Estado de Minas Gerais. No trabalho de SOUZA et al. (2005), a estabilidade
desta resisténcia frente aos patdtipos mais virulentos identificados por FALEIRO
et al. (1999b) foi confirmada. Mexico 309 também se mostrou resistente a todos
os 11 isolados do fungo identificados por SANTOS e RIOS (2000) no estado de
Goias. Além disso, foi incompativel com os patétipos 1 e 3, coletados no campo
experimental da Embrapa Arroz e Feijao, em Santo Antonio de Goids, Goids

(RIOS et al., 2001).
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O gene de resisténcia Ur-11, presente na variedade diferenciadora PI
181996 e na linhagem norte americana Belmidak RR-3, também merece destaque
devido ao seu bom desempenho frente a patétipos identificados em Minas Gerais
(FALEIRO et al., 2001).

Outras importantes fontes de resisténcia para o Brasil foram identificadas
no trabalho desenvolvido por SOUZA et al. (2005). O cultivar Redlands Pioneer
(Ur-13) foi resistente a todos os 39 isolados coletados nos Estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Goias e Minas Gerais; California Small White 643
(Ur-12) e Brown Beauty (Ur-4) foram resistentes a 38 destes 39; e AxS 37 (Ur-
?) e Compuesto Negro Chimaltenango (Ur-?) mostraram-se incompativeis com
37 e 34, respectivamente. Ecuador 299 (Ur-3) e Mexico 235 (Ur-3")
apresentaram amplo espectro de resisténcia apenas em Goias e Minas Gerais; ja
Kentucky Wonder 814 (Ur-?), foi altamente resistente aos isolados oriundos de

Santa Catarina e do Rio Grande do Sul, sendo suscetivel aos demais.

3.3. Piramidacéo de genes de resisténcia a patogenos

A piramidagdo, ou seja, a introgressdo simultanea de distintos genes de
resisténcia em um mesmo gendtipo tem sido proposta como uma estratégia para
o desenvolvimento de cultivares aptos ao controle genético eficiente de
enfermidades (COYNE e SCHUSTER, 1975; MIKLAS et al., 1993; KELLY e
MIKLAS, 1998; FALEIRO et al., 2004). Isso se deve ao fato de que a resisténcia
monogénica, a mais amplamente usada pelos programas de melhoramento, pode
ser facilmente suplantada em virtude do rapido surgimento de novas ragas
virulentas dos patdégenos, uma vez que, geralmente, estes sdo parasitas que
apresentam uma ampla variabilidade (MIKLAS et al., 1993; STAVELY e
PASTOR-CORRALES, 1989).

O conceito de piramidacao pode ser entendido sob dois aspectos, restrito
e amplo. O restrito se refere ao acimulo de genes, na planta, que conferem

incompatibilidade a diferentes racas de um mesmo patogeno. Isso acarreta em
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um aumento do espectro de resisténcia a enfermidade e a torna possivelmente
mais duravel. O conceito amplo estd relacionado a introgressdo simultanea de
genes de resisténcia a distintos patdgenos, estratégia também conhecida como
resisténcia multipla. Com isso, as vantagens ja mencionadas se aplicam a
diferentes doencas (PEDERSEN e LEATH, 1988; MICHELMORE, 1995).

Evidéncias experimentais demonstraram que o acumulo de genes confere
maior resisténcia ao genotipo receptor do que a soma da resisténcia apresentada
pelos seus genitores (YOSHIMURA et al., 1995; HUANG et al., 1997; SINGH
et al., 2001). Segundo SCHAFER e ROELFS (1985), a probabilidade de um
patdogeno suplantar a resisténcia imposta por uma piramide de quatro ou seis
genes, ¢ muito baixa. Para que 1sso ocorra, mutantes que surgem
independentemente devem ser combinados no mesmo espago e tempo, ou ainda,
mutagdes devem ocorrer simultaneamente ou seqiiencialmente no genoma de um
mesmo isolado. NELSON (1979) argumenta que, no hospedeiro, a resisténcia
decorrente dos efeitos parciais de numerosos genes exerce uma menor pressao de
selecdo sobre o patdgeno e, assim, deve ser mais duravel. Apesar deste conceito
ndo ser aceito de forma unanime pela comunidade cientifica, existem
comprovagdes experimentais que dao suporte a ocorréncia desses efeitos parciais
de resisténcia em alguns patossistemas hospedeiro-parasita (BRONDY et al.,
1986; PEDERSEN e LEATH, 1988). De acordo com a teoria apresentada, a
durabilidade da resisténcia de um cultivar piramidado dependerd do numero de
genes a serem suplantados pelo patégeno, ou seja, quanto maior o niumero de
genes introduzidos no hospedeiro mais dificil serd para o patdogeno desenvolver
um genotipo virulento.

Outro aspecto que corrobora o uso da piramidagdo como estratégia para o
controle genético eficaz de doencas, ¢ o epidemiologico. Estudando o
patossistema Melampsora lini-Linum marginale (espécie silvestre do linho), a
partir de populagdes naturais de ambas as espécies coletadas na Planicie de
Kiandra, na Australia, THRALL e BURDON (2003) demonstraram haver uma
relacdo inversamente proporcional entre a fecundidade do patégeno (producao de

esporos) e o acimulo de viruléncia. Os autores observaram que as populagdes do
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fungo capazes de infectar um maior nimero de populacdes do hospedeiro
apresentavam menor agressividade comparativa frente ao controle suscetivel.
Isso indica que o aciimulo de genes de viruléncia no patégeno, ou seja, a
inativacdo conjunta de varios genes de aviruléncia implica em um custo a sua
adaptabilidade (fitness). Provavelmente seja por este motivo que a fixacdo da
viruléncia nao tem sido observada nos diferentes patossistemas parasita-
hospedeiro (BROWN, 2003). No que se refere a piramidacao, o estudo realizado
por THRALL ¢ BURDON (2003) indica que o surgimento de gendtipos do
patégeno capazes de suplantar uma pirdamide de genes de resisténcia no
hospedeiro, cuja probabilidade ¢ inversamente proporcional ao nimero de genes
piramidados, nao implicard diretamente em um aumento da taxa de progresso da
doenca, uma vez que estes novos patdtipos apresentardo uma menor
agressividade. Esse fato ¢ positivo dentro do ponto de vista epidemiolédgico, pois
contém a doenca em um nivel abaixo do dano econdmico, além de prevenir sua
rapida disseminagao.

Para viabilizar a piramidac¢do, marcadores moleculares t€ém sido utilizados
para monitorar os genes de interesse ao longo do processo de melhoramento
(MIKLAS et al., 1993; STAVELY, 2000; KELLY et al., 2003). Com isso, ¢
possivel superar dificuldades encontradas durante a identificacdo dos varios
alelos contidos em um mesmo genotipo. Entre tais dificuldades destacam-se a
necessidade de inoculagdes multiplas ou seqiienciais em uma mesma populagao,
0 que compromete a eficiéncia na avaliacdo da reacdao a doenga, e a ocorréncia de
interagdes epistaticas entre os diferentes genes de interesse (MICHELMORE,
1995; BIGIRIMANA e HOFTE, 2001; SINGH et al., 2001; TOENNIESSEN et
al.,2003).

As principais etapas executadas durante o desenvolvimento de um
programa de piramidagdo de genes de resisténcia a doengas assistido por
marcadores moleculares, sdo: (i) identificagdo das ragas mais virulentas e
prevalentes do patdogeno, e com isso, a caracterizagdo das fontes de resisténcia
promissoras para a regido a qual se destinam os novos cultivares; (ii) estudo da

heranga genética do mecanismo de incompatibilidade as racas identificadas, a
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partir de cruzamentos entre as fontes de resisténcia selecionadas e o cultivar
suscetivel de interesse; (iii) identificacdo de marcadores moleculares ligados aos
diferentes alelos de resisténcia; (iv) obtencdo de linhagens contendo os genes de
resisténcia e as marcas moleculares correspondentes, mais freqiientemente, via
retrocruzamentos; (v) identificagdo dos marcadores moleculares capazes de
discriminar especificamente cada um dos alelos de resisténcia, evitando com isso
problemas posteriores com os falsos positivos; e (v) piramidag¢do dos alelos de
resisténcia a partir de intercruzamentos entre as linhagens obtidas. Durante a
condugdo de um programa desta natureza, as seguintes atividades sdo também
consideradas como de rotina: (i) caracterizagdo continua da variabilidade
genética do patogeno e do hospedeiro; (ii) caracterizacdao e introdugdo de novas
fontes de resisténcia ao programa; e (iii) identificacdo de marcadores moleculares
ligados a alelos de resisténcia (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Um trabalho pioneiro sobre piramidagdo de genes de resisténcia a
patogenos foi o realizado por FLOR e COMSTOCK (1971), no qual os autores
utilizaram retrocruzamentos e selecdo com base no fenotipo para desenvolver um
cultivar de linho contendo varios genes de resisténcia ao fungo M. [lini, agente
causal da ferrugem. Posteriormente, a piramidagdo, principalmente a assistida
por marcadores moleculares, passou a ser preconizada e mesmo praticada no
melhoramento de outras espécies.

Em arroz, HUANG et al. (1997) piramidaram quatro genes de resisténcia
a Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Linhagens com dois, trés e quatro genes foram
desenvolvidas e testadas quanto a resisténcia a este patogeno. SINGH et al.
(2001) introduziram no cultivar PR106 os genes xa3, xal3 e Xa2l, os quais
também conferem resisténcia a X. oryzae pv. oryzae. A partir de inoculagdes em
casa de vegetagdo, estes autores demonstraram que as diferentes combinagdes de
genes promoveram altos niveis de resisténcia aos isolados testados. Avaliagoes
em nivel de campo, em 31 ambientes, confirmaram as observacdes feitas em casa
de vegetagao.

Em milho, um trabalho relevante foi realizado por WIDSTROM et al.

(2003). Os autores piramidaram QTLs envolvidos com a resisténcia fisica a
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invasdo da planta por Aspergillus spp., principalmente A. flavus, ¢ também, a
resisténcia quimica (detoxificacdo) contra a aflotoxina, metabolito produzido
pelo fungo o qual ¢ téxico ao milho.

No trigo, esfor¢os t€ém sido despendidos para, a partir da introgressao
simultanea de genes de resisténcia em linhagens elites, promover o controle
genético amplo e duravel do oidio (Blumeria graminis f. sp. tritici) e das
ferrugens do colmo (Puccinea graminis f. sp. tritici) e da folha (Puccinea
recondita f. sp. tritici). A reducdo na produtividade desta cultura tem sido
atribuida, freqiientemente, a estas moléstias (MOHAN et al., 1997; FEDERIZZI
et al., 2005).

Na cevada, marcadores moleculares RAPD e STS (Sequence Tagged
Sites) foram usados na selegdo indireta dos alelos rym4, rym9 e rymli1, os quais
conferem resisténcia ao virus do mosaico dourado (BYDYV), para viabilizar o
processo de sua piramidacdo (WERNER et al., 2000). Atualmente, trabalhos t€ém
sido concentrados para adicionar os alelos rym5 e rymiI3 a piramide ja
desenvolvida e, além desses, alelos de resisténcia a outras viroses que acometem
a cultura (THOMAS, 2003; ORDON et al., 2004).

Na soja, marcadores moleculares RAPD e microssatélites ligados a genes
de heranga simples e a QTLs associados a resisténcia ao nematoide de cisto
(Heterodera glycines Ichinohe) tém sido identificados visando a piramidacao
(CREGAN et al., 1999a, b; CERVINGI, 1999; SCHUSTER ef al., 2001; YUE et
al.,2001).

Em tomate, usando uma populagdo segregante derivada do cruzamento
entre Lycopersicon esculentum e Lycopersicon hirsutum, e também marcadores
moleculares, ZHANG et al. (2002) mapearam alguns genes de resisténcia
analogos entre as duas espécies mencionadas. Segundo os autores, o principal
objetivo deste trabalho foi identificar € combinar genes de resisténcia a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (gene 12), Meloidogyne ssp. (gene Mi) e Verticillium
dahliae (gene Ve).

Na cultura da maca, o crestamento dos frutos, incitado pelo fungo

Venturia inaequalis, tem causado sérios prejuizos aos produtores. Marcadores
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moleculares associados aos genes Vf, Vr, Vb, Va, Vm e Vbj, os quais conferem
resisténcia ao V. inaequalis, foram identificados e atualmente estdo sendo
utilizados no processo de piramidagao destes genes (GYGAX et al., 2004).

No feijoeiro, uma das espécies que tem recebido maior atencdo dos
melhoristas no que se refere a combinagdo de genes de resisténcia a patogenos,
KELLY et al. (1995) piramidaram cinco alelos (I, bc-u, be-1°, be-2° e be-3) que
conferem incompatibilidade ao virus do mosaico comum (BCMV). O United
States Department of Agriculture (USDA), em colaboracao com as Estagdes de
Experimentacdo Agricola de Michigan, Nebraska e North Dakota, EUA, ja
desenvolveram um total de 52 linhagens contendo genes piramidados para o
BCMYV e/ou para a ferrugem, com distintas combinacdes alélicas e em diferentes
backgrounds genéticos (PASTOR-CORRALES, 2003). Outras linhagens de
feijoeiro comum, e também de feijao caupi, com genes piramidados para uma ou
mais enfermidades, sdo relatadas por BEAVER et al. (2003), COYNE et al.
(2003) e KELLY et al. (2003).

Em atividades realizadas no programa de melhoramento do feijoeiro
conduzido no BIOAGRO/UFV, o qual ¢ assistido por marcadores moleculares,
RAGAGNIN (2004) piramidou genes de resisténcia a ferrugem (Ur-ON),
antracnose (Co-4, Co-6 e Co-10) e mancha angular (Phg-1) nos cultivares Ruda e
Pérola (graos do tipo carioca). Visando a introgressdo desta piramide génica
desenvolvida em feijao com graos do tipo preto, este material foi posteriormente
utilizado como genitor doador em retrocruzamentos com o cultivar Diamante
Negro (COSTA, 2004), o qual ja possui resisténcia ao crestamento bacteriano
comum € ao mosaico comum. Posteriormente, no intuito de incrementar ¢ tornar
mais eficaz a piramide de resisténcia a antracnose, ARRUDA (2005) substituiu o
alelo Co-4 pelo Co-4° e introduziu o alelo Co-5 na linhagem Rud4 com genes
piramidados. O alelo Co-4° é o mais efetivo entre os ja caracterizados, sendo o
unico capaz de conferir resisténcia a raca 2047 de C. lindemuthianum, agente
causal da antracnose. Atualmente, o programa do BIOAGRO/UFV tem

concentrado esfor¢os para introduzir novos genes de resisténcia a ferrugem e a
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mancha angular no material genético desenvolvido e, além disso, transferir a

piramide génica j4 obtida para cultivares comerciais com graos do tipo vermelho.
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CAPITULO 1

CLASSIFICACAO DE RACAS FISIOLOGICAS DO FUNGO Uromyces
appendiculatus ORIUNDAS DO ESTADO DE MINAS GERAIS

1. INTRODUCAO

O fungo Uromyces appendiculatus (Pers.: Pers.) Unger [sin. U. phaseoli
(Reben) Wint.], agente causal da ferrugem do feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris L.), estd mundialmente distribuido. No entanto, sua infeccdo ¢
favorecida nas regides com temperaturas entre 17 e 27°C e umidade relativa do
ar em torno de 95% durante 10 a 18 horas/dia (AUGUSTIN et al., 1972). Por
isso, as maiores perdas em decorréncia da ferrugem ocorrem nas regides tropicais
e subtropicais imidas (STAVELY et al., 1989), como ¢ o caso do Brasil, onde a
doenca ¢ citada entre as de maior importancia econdomica devido aos sérios
prejuizos que ela ocasiona (LINDGREN et al., 1995; BASSANEZI et al., 2001;
JESUS JUNIOR et al., 2001).

O uso de cultivares resistentes tem se mostrado uma estratégia vantajosa
economicamente € menos impactante ao ambiente comparada aos métodos
convencionais utilizados para o controle da ferrugem. Porém, a alta variabilidade
patogénica de U. appendiculatus tem dificultado o trabalho dos melhoristas. A
piramidacdo, ou seja, a introgressao simultanea de distintos genes de resisténcia
em um mesmo genodtipo de feijoeiro tem sido proposta no intuito de obter
cultivares com resisténcia de amplo espectro e duradoura a doencas (COYNE e
SCHUSTER, 1975; MIKLAS et al., 1993; KELLY et al., 1994; RAGAGNIN et
al.,2003).

A classificagdo de ragas fisioldgicas de U. appendiculatus e, por

conseqiiéncia, o conhecimento de sua variabilidade local, representa uma das
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etapas bdasicas dos programas de melhoramento cujos objetivos incluem o
controle genético da ferrugem. Além disso, nesta etapa ¢ que poderdo ser
identificados os patotipos potencialmente uteis para monitorar o processo de
piramidacao, ou seja, as racas que serao capazes de discriminar distintos genes de
resisténcia contidos em um mesmo genotipo com base na compatibilidade
diferencial por eles apresentada.

Uma das dificuldades no estudo do fungo U. appendiculatus era a
definicdio do conjunto de variedades diferenciadoras utilizadas para a
determinacdo de suas ragas fisioldgicas. Entre os anos de 1941 e 1983, a
classificagdo era feita com base na série diferenciadora proposta por HARTER e
ZAUMEYER (1941). No entanto, alguns pesquisadores realizaram modificacoes
nesta série, com o objetivo de facilitar a discrimina¢ao de determinados isolados
(FISHER, 1952; DIAS FILHA e COSTA, 1968; AUGUSTIN e COSTA, 1971;
PEREIRA e CHAVES, 1977; BALLANTYNE, 1978).

No “The Bean Rust Workshop”, realizado em Porto Rico no ano de 1983,
35 pesquisadores de diversos paises propuseram uma série de 20 variedades
como sendo o padrdo internacional de diferenciadoras para U. appendiculatus
(STAVELY et al., 1983). Mas ja em 1984, a variedade Mountainer White Half
Runner foi eliminada desta série por ser muito semelhante a Kentucky Wonder
780 (STAVELY, 1984). Caracterizagdes de isolados brasileiros frente as 19
diferenciadoras recomendadas foram realizadas por MORA-NUNES et al.
(1992), SANTOS e RIOS (2000) e SOUZA et al. (2005). No trabalho de MORA-
NUNES et al. (1992), os autores concluiram que as variedades Kentucky Wonder
814, Early Gallatin, 51051, NEP-2, Ecuador 299, Pinto Olathe, Mexico 309 e
Redlands Pioneer eram suficientes para a discriminagdao e classificacdo de
1solados coletados no Brasil. Utilizando essas oito variedades, FALEIRO et al.
(1999a) caracterizaram 13 ragas do fungo no estado de Minas Gerais.

Outro aspecto que dificultou o estudo do patossistema U. appendiculatus-
feijoeiro foi o uso de distintas escalas para avaliar os sintomas incitados pelo
patogeno. Na tentativa de padronizar a avaliagdo, varios esforgos foram

despendidos (HARTER e ZAUMEYER, 1941; CRISPIN e DONGO, 1962;
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DAVISON e VAUGHAN, 1963; STAVELY et al., 1983; FALEIRO et al.,
1999b). A escala proposta por DAVISON e VAUGHAN (1963) foi a mais usada
em todo o mundo. No Brasil, alguns pesquisadores realizaram modifica¢des nesta
escala (JUNQUEIRA NETTO et al, 1969; PEREIRA e CHAVES, 1977;
CARRIJO et al., 1980). No “The Bean Rust Workshop” também foi proposta
uma escala para avaliar os tipos de infec¢do incitados por U. appendiculatus, a
qual considerava 37 graus de reagao (STAVELY et al., 1983).

Além das distintas séries diferenciadoras ¢ escalas de avaliagdo, outro
fator que dificultou a classificagdo das racas fisioldgicas do fungo foi a
nomenclatura a elas atribuida. A terminologia utilizada para este fim nao era
uniforme. A maioria dos autores designava as ragas arbitrariamente por nimeros
sucessivos (HARTER e ZAUMEYER, 1941; FISHER, 1952; ZUNIGA e
VICTORIA, 1975; STAVELY, 1984). No Brasil, a nomenclatura geralmente era
dada por um numero precedido de uma letra maiuscula, a qual representava a
area geografica onde as ragas eram identificadas (DIAS FILHA e COSTA, 1968;
JUNQUEIRA NETTO et al., 1969; AUGUSTIN e COSTA, 1971; COELHO e
CHAVES 1975; CARRIJO et al., 1980). Na Australia, BALLANTYNE (1978)
atribuiu a cada variedade diferenciadora uma letra minuscula e a designacao foi
dada pelas letras correspondentes as diferenciadoras com as quais as ragas eram
compativeis.

Tentando simplificar a classificacdo de racas de U. appendiculatus,
FALEIRO et al. (1999b) desenvolveram um procedimento que considerava como
diferenciadoras apenas as oito variedades propostas por MORA-NUNES et al.
(1992). Além disso, propuseram o uso de uma escala de avaliacdo com trés graus
de reacdo e um sistema numérico para a nomenclatura das racas. Utilizando este
procedimento, os autores agruparam em 66 as 86 racas do fungo que haviam sido
previamente identificadas por STAVELY (1984), MORA-NUNES et al. (1992) e
FALEIRO et al. (1999a).

Esta falta de padronizacao para a classificacdo de ragas fisiologicas do
agente causal da ferrugem do feijoeiro prejudicou a interpretacao dos resultados

: . ~ . d
obtidos com as classificagdes realizadas em todo o mundo. No “3" Bean Rust
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International Workshop”, realizado em 2002 na Africa do Sul, foi definida uma
nova série diferenciadora para o fungo U. appendiculatus, contendo seis
variedades Andinas e seis Mesoamericanas. Além disso, foi proposto um sistema
binario para a nomenclatura das racas, no qual a avaliagdo da doenga foi
codificada em apenas duas classes de reacdo, resistente e suscetivel
(STEADMAN et al., 2002). Na nova série diferenciadora, as variedades Early
Gallatin, Redlands Pioneer, Golden Gate Wax, Aurora, Mexico 309, Mexico 235
e Compuesto Negro Chimaltenango, pertencentes a série proposta em 1983,
foram mantidas. Ja as variedades Montcalm, PC-50, PI 260418, Great Northern
1140 e PI 181996 foram acrescentadas.

Assim, este trabalho teve como objetivo classificar, com base no novo
procedimento internacional (STEADMAN et al., 2002), isolados monopustulares
de 12 patotipos de U. appendiculatus coletados em quatro diferentes municipios
produtores do estado de Minas Gerais. Tais isolados tém sido utilizados para
selecionar gendtipos resistentes a ferrugem no programa de melhoramento do
feijoeiro conduzido no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOIAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Com a adocdo desse
novo procedimento de classificacdo, espera-se facilitar o intercambio de
informagdes entre os diferentes grupos de pesquisa que estudam o fungo U.

appendiculatus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Variedades diferenciadoras

Sementes de sete das 12 variedades diferenciadoras para o fungo U.
appendiculatus, Early Gallatin, Redlands Pioneer, Golden Gate Wax (GG Wax),
Aurora, Mexico 309, Mexico 235 e Compuesto Negro Chimaltenango (CNC), e
das variedades Ouro Negro (controle resistente) e US Pinto 111 (controle
suscetivel), foram obtidas do banco de germoplasma do programa de
melhoramento do feijoeiro do BIOAGRO/UFV. As outras cinco diferenciadoras
complementares a série, Montcalm, PC-50, PT 260418, Great Northern 1140 (GN
1140) e PI 181996, foram fornecidas pelo Agricultural Research Service, United
States Department of Agriculture (USDA), Beltsville, Maryland, EUA. Para
uniformizar o poder germinativo das sementes, estas foram multiplicadas em

casa de vegetacao antes de serem utilizadas nos ensaios envolvendo inoculagdes.

2.2. Origem e obtenc¢ao dos isolados monopustulares de U. appendiculatus

Os isolados monopustulares de U. appendiculatus classificados neste
estudo foram obtidos a partir de 12 patotipos do fungo preservados na micoteca
do BIOAGRO/UFV. Onze destes patotipos pertencem ao grupo dos 13
previamente identificados por FALEIRO ef al. (1999a), os quais foram coletados
em quatro municipios produtores de Minas Gerais, sao eles: Coimbra (isolados 1,
2 ¢ 4), Lavras (isolados 6, 7 ¢ 8), Lambari (isolados 9 ¢ 10) e Patos de Minas
(isolados 11, 12 e 13). O outro patotipo, identificado como C (Coimbra), foi
recentemente coletado no campo experimental da UFV situado no referido
municipio mineiro.

Para a obtengao dos isolados monopustulares, foi empregada a variedade

suscetivel US Pinto 111 e a metodologia de inoculacdao descrita por CARRIJO et
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al. (1980), utilizando uma concentragdo de inéculo menor que a usual (1,0 x 10*
uredosporos/mL), com o objetivo de obter pustulas separadas. Os uredosporos
provenientes de uma unica pustula de cada um dos patotipos (isolados
monopustulares) foram coletados cuidadosamente e posteriormente multiplicados
em US Pinto 111 por trés inoculagdes sucessivas, utilizando a concentragdo de
inéculo padrdo (2,0 x 10* uredosporos/mL) (DAVISON ¢ VAUGHAN, 1964).
Para evitar contaminagdes, para cada patotipo foi utilizada uma célula individual
da camara de nevoeiro durante o processo de incubacdo. Além disso, na casa de
vegetagdo, as plantas de US Pinto 111 inoculadas com cada um dos distintos
1solados permaneceram por aproximadamente 15 dias até a completa formagao
das pustulas, sendo isoladas por barreiras fisicas construidas com laminas de
isopor. Apds a multiplicagdo, os uredosporos dos isolados monopustulares foram
coletados e armazenados em ampolas de vidro recobertas com papel aluminio,

para evitar a exposi¢cdo a luz, e acondicionados sob condi¢des controladas (5 +

1°C e umidade relativa <50%), segundo a técnica descrita por ZAMBOLIM e
CHAVES (1974).

A obtencdo de isolados monopustulares a partir dos patotipos a serem
classificados em ragas fisiologicas foi realizada visando reduzir a possibilidade
de misturas genéticas que levariam a interpretagdes erroneas nas avaliagdes da
interacdo planta-patdgeno. As misturas poderiam ter sido provocadas por
contaminagdes durante as multiplicagdes do fungo anteriormente realizadas para

a manutencao da micoteca.

2.3. Inoculaciio do patégeno na série diferenciadora

Ensaios individuais foram conduzidos para classificar cada um dos 12
isolados monopustulares representativos de cada patotipo. Em cada ensaio, dez
sementes de cada diferenciadora e de cada testemunha foram semeadas em
bandejas plésticas (60 x 40 x 10 cm). Duas bandejas foram suficientes para

comportar todas as 14 variedades (sete por bandeja). Para o plantio, em todos os
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casos, foi utilizada uma mistura de solo e esterco curtido, na propor¢ao de 4:1,
adubada no momento do preparo com 5 kg de 4-14-8 por m’ de substrato. Este
experimento foi realizado durante o inverno de 2004 e repetido no verdo de 2005.
Portanto, cada isolado foi classificado com base na reagao por ele incitada em 20
plantas de cada diferenciadora.

As inoculagdes também foram realizadas segundo a metodologia descrita
por CARRIJO et al. (1980), quando as folhas primarias das plantas apresentavam
aproximadamente 2/3 do seu desenvolvimento completo, cerca de 10 dias apds a
semeadura. A concentracdo de indéculo foi de 2,0 x 10° uredosporos/mL,
suspensos em agua destilada contendo 0,05% de Tween 20, visando uma melhor
dispersdo. A suspensdo foi aplicada em ambas as superficies foliares, com o
auxilio de um atomizador manual do tipo De Vilbiss n° 15, acionado por
compressor elétrico. Apos a inoculagdo, as plantas foram transferidas para
camara de nevoeiro (20 + 1°C e umidade relativa >95%), onde permaneceram
por 48 horas, sob periodos de 12 horas luz/escuro. Para evitar contaminagdes,
foram utilizados compartimentos individuais da cadmara de nevoeiro para a
incubag¢do de cada isolado. Apos esse periodo, as plantas foram transferidas para
casa de vegetacdo (20 = 5°C), onde permaneceram até a avaliagdo dos sintomas

da doenga.

2.4. Avaliacao dos graus de reacio ao patéogeno

Em todos os ensaios, os graus de reacdo ao patdégeno foram determinados
com base no método adotado pelo novo procedimento de classificacdo
internacional (STEADMAN et al., 2002), o qual se baseia em uma escala com
seis tipos de infec¢do (STAVELY ef al., 1983): 1- auséncia de sintomas (imune),
2- manchas necroticas sem esporulagdo, 3- pustulas esporulando com didmetro
<300 um, 4- pustulas esporulando com diametro de 300 um a 499 um, 5-
pustulas esporulando com didmetro de 500 um a 800 pum, e 6- pustulas

esporulando com diametro >800 pm.
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Os graus de reacao foram avaliados cerca de 15 dias apos a inoculagao,
quando se completou o periodo de laténcia, que corresponde ao nimero de dias
desde a inoculagdo até que 50% das pustulas apresentem esporulacdo. O
diagnostico foi realizado pela observacao visual das lesdes em ambas as faces das
folhas primarias, utilizando como auxilio o diagrama de representacdo grafica
desenvolvido por CASTANO (1985) (Figura 1). Avaliou-se planta por planta.
Todos os graus apresentados foram registrados, tanto o predominante quanto os
presentes em menor freqiiéncia. As variedades que apresentaram
predominantemente grau 3 ou menor foram consideradas resistentes, e as que

apresentaram predominantemente grau 4 ou maior, suscetiveis (STEADMAN et

al., 2002).

Figura 1. Diagrama de representagio grafica utilizado na avaliagdo dos graus de
reacdo do feijoeiro ao U. appendiculatus, agente causal da ferrugem
(CASTANO, 1985). Escala: 1- auséncia de sintomas (imune), 2-
manchas necroticas sem esporulagdo, 3- pustulas esporulando com
diametro <300 pm, 4- pustulas esporulando com diametro de 300 um
a 499 um, 5- pustulas esporulando com didmetro de 500 um a 800
um, e 6- pustulas esporulando com didmetro >800 pum.

2.5. Designacio das racas fisiologicas

Foram considerados como pertencentes a mesma raga os isolados que
incitaram um mesmo padrdo de reacdes frente as 12 variedades da série

diferenciadora.
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As ragas fisiologicas foram designadas com base no sistema binario de
nomenclatura proposto por STEADMAN ef al. (2002), o qual se assemelha ao
utilizado atualmente para a nomenclatura das racas do fungo Phaeoisariopsis
griseola, agente causal da mancha angular do feijoeiro comum (PASTOR-
CORRALES e JARA, 1995). Este sistema se caracteriza pela separagdo, por
meio de um hifen, dos valores obtidos com a avalia¢ao das diferenciadoras de
origem Andina e Mesoamericana que compdem a série (Andinas: 1- Early
Gallatin, 2- Redlands Pioneer, 4- Montcalm, 8- PC-50, 16- GG Wax, 32- PI
260418; Mesoamericanas: 1- GN 1140, 2- Aurora, 4- Mexico 309, 8- Mexico
235, 16- CNC, 32- PI 181996). Na nomenclatura atribuida as racas, o primeiro
nimero foi obtido pela soma dos valores binarios referentes as variedades
Andinas que se comportaram como suscetiveis. J4 o segundo nimero, apds o
hifen, foi dado pela soma dos valores binarios das variedades Mesoamericanas

também suscetiveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os graus de reagao apresentados pelas variedades diferenciadoras frente
aos isolados monopustulares de U. appendiculatus classificados neste estudo
podem ser visualizados na Tabela 1. O uso da nova série diferenciadora
internacional e do sistema binario de nomenclatura classificou em sete racas
fisiologicas distintas os 12 isolados avaliados (Tabela 2).

As ragas 21-3, 29-3, 53-3, 53-19 e 63-19 foram pouco freqiientes na
regido, sendo representadas por apenas um isolado cada. J4 as ragas 61-3 e 63-3
foram as mais freqlientes, sendo representadas, respectivamente, por cinco e dois
isolados.

Além da testemunha Ouro Negro, as diferenciadoras de origem
Mesoamericana Mexico 309, Mexico 235 ¢ PI 181996 foram resistentes a todos
os isolados testados. A variedade CNC foi incompativel com dez dos 12 isolados,
sendo suscetivel apenas aos isolados 2 e 7 (racas 63-19 e 53-19,
respectivamente). As outras duas diferenciadoras Mesoamericanas
complementares a série, GN 1140 e Aurora, foram compativeis com todos os
isolados.

Com relagdo as diferenciadoras pertencentes ao pool génico Andino, Early
Gallatin, Montcalm ¢ GG Wax foram suscetiveis a todos os isolados, assim como
a testemunha US Pinto 111. Redlands Pioneer foi compativel apenas com os
isolados 2 (ragas 63-19), 9 ¢ 13 (raga 63-3). PC-50 foi resistente aos isolados C, 7
e 8 (ragas 21-3, 53-19 e 53-3, respectivamente) e suscetivel aos demais. PI
260418 foi incompativel somente com os isolados C e 10 (racas 21-3 e 29-3,
respectivamente).

As variedades Redlands Pioneer, PC-50, PI 260418 e CNC foram
imprescindiveis para a classificacdo dos isolados avaliados neste trabalho, uma
vez que possibilitaram a diferenciagao efetiva entre eles. As demais variedades
complementares a série apresentaram o mesmo tipo de reagdo (resisténcia ou

suscetibilidade) frente cada um 12 isolados testados (Tabela 2).
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Tabela 1. Graus de reagdo das variedades de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) diferenciadoras para o fungo Uromyces appendiculatus,
e das testemunhas, a isolados monopustulares do patdogeno coletados no estado de Minas Gerais

Graus de Reaciio aos Isolados de U. appendiculatusi

gf‘frieda‘}ed : Patétipos’
iferenciadora C 1 2 4 6 7 8 9 10 11 12 13
Early Gallatin W2.3®  617.20) 60030 LT 609.50) 40960 61930 6150 600 5T 605.56) 416,64
Redlands Pioneer 3(15), 5(5) 1(83)’(62)(6)’ 4(152)(’5(3)’ 34%))’ 316, 4¢4) 103,47  1(11),209) 6(93’(;)(8)’ A (15(){22)(’3) 202.48) (26(){25)(’2) 4(14), 2(6)
Montcalm 520 4% 615 6e0) 620 6n2e 6o NI 60 e2.56) 614,560 600)
PC-50 e N O 4L YS9 smvam 20630 saes@ seo saes@ sanze) Y
GG Wax 6(20) 6&55)) ©6(16).5(4)  6(20) 620)  5(11),609)  6(0) 6(20) 6(20) 6(20) 6(20) 620)
6(15), 5(16), 403), 6(9), 4(6),  6(14), 5(4), 6(13),
GN 1140 4(20) 55) 16) 6(20) 6(13),5(7)  6(13),4(7) 5(5) 30) 6(20) 6(16),2(4)  6(20) 3(4), 403)
Aurora 6(20) e 6(20) 6(20) 6200 6(15),4(5)  6(13),5(7)  6(120,58)  6(20) 6(20) 60 g0y
Mexico 309 120) 120) 120) Sy 120) 120) 120) 120) 1200 108),20)  1Q0) 120)
Mexico 235 1(8), 2(12) 1;;;; 120) 12%1)) C3I5,265)  100) 120) 119).3) 1) 120) 120) 1@
CNC 200 oS S92 20 aanae) 02w 1asae) KNG 1O 10240 204140 102240)
PI 181996 120) pis 120) 1(20) 120 1019.2() 120 120) 120 129 10 10726
Ouro Negro® 3(16), 4(4) 1237)) 2(14), 3(6) 23%‘)) 1« 13)(13(5)’ 1(20) 1(20) 1(20) 1(14),3(6)  1(18),32)  1(16),3(4)  1(16),3(4)
US Pinto 111° 6(20) o 6(20) 6(20) 6(20) 6(20) 6(20) 620)  6(16),54)  6(0) 6(20) 6(20)

"Variedades pertencentes  série diferenciadora internacional proposta por STEADMAN et al. (2002); *testemunha resistente; “testemunha suscetivel.

fReagdo resistente: predomindncia de grau 3 ou menor; reagio suscetivel: predominancia de grau 4 ou maior (Figura 1); onde aparecem mais de um grau de reagdo, estes estdo dispostos em ordem decrescente de
prevaléncia; cada grau ¢ acompanhado, entre parénteses, pelo nimero de plantas de cada variedade que o apresentaram.

$1,2,4,6,7,8,9, 10, 11, 12 e 13 refere-se a nomenclatura original dos patétipos previamente identificados por FALEIRO et al. (1999a); o patétipo C (Coimbra) foi recentemente coletado no referido municipio
mineiro por pesquisadores do BIODAGRO/UFV.
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Tabela 2. Classificag¢ao de ragas fisiologicas do fungo Uromyces appendiculatus com base na série diferenciadora internacional
e no sistema bindrio de nomenclatura propostos por STEADMAN et al. (2002)

Pool Valor Vflrieda(?e ReagﬁoT
Génico Binario PDiferenciadora (Gene Isolados Monopustulares de U. appendiculatus*
de Resisténcia) C 1 2 4 6 7 8 9 10 11 12 13
1 Early Gallatin (Ur-4) + + + + + + + + + + +
° 2 R. Pioneer (Ur-13) - - + - - - - + - - - +
£ 4 Montcalm (Ur-?) + + + + + + + + + + + +
g 8 PC-50 (Ur-9, Ur-12) - + + + + - - + + + + +
16 GG Wax (Ur-6) + + + + + + + + + + + +
32 P1260418 (Ur-?) - + + + + + + + - + + +
= 1 GN 1140 (Ur-7) + + + + + + + + + + + +
s 2 Aurora (Ur-3) + + + + + + + + + + + +
5 4 Mexico 309 (Ur-5) - ; ; ] ; _ ) ) ] ] ; )
g 8  Mexico 235 (Ur-3") - ; ; ; ] ] ] ] ] ] ] ]
2 16  CNC (Ur-?) _ - + : ; ] ) ] ] ] )
> 32 PI 181996 (Ur-11) _ ; - ; ; _ ] ) _ ] ] )

Nomenclatura das Ragas  21-3  61-3 63-19 61-3  61-3  53-19  53-3 63-3 29-3 61-3 61-3 63-3

"Reagdio compativel (+) e incompativel (-).
*Osisolados 1,2, 4,6,7,8,9,10, 11, 12 e 13 correspondem aos patotipos previamente identificados por FALEIRO et al. (1999a).
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A utilizagdo da série diferenciadora e do sistema binario de nomenclatura
para ragas fisiologicas de U. appendiculatus, propostos por STEADMAN et al.
(2002), podera servir como subsidio para a elaboracdo de uma metodologia de
classificagdo internacionalmente padronizada. Isso facilitaria o processo de
identificagdo e designacao das ragas, e também, o intercambio de informagdes € o
uso cooperativo dos resultados obtidos pelos diferentes grupos de pesquisa em
todo o mundo. Nesse intuito, e utilizando este mesmo procedimento,
recaracterizagdes de isolados do referido patdégeno originados dos EUA, da
Africa do Sul, de Honduras, da Argentina e de Mogambique ja foram realizadas
(STEADMAN et al., 2002; ACEVEDO et al., 2004; JOCHUA et al., 2004).

Neste trabalho duas ragas foram representadas por diferentes isolados
(Tabela 2). Este resultado diverge dos obtidos por FALEIRO et al. (1999a), os
quais classificaram em 11 racas fisioldgicas distintas, onze dos 12 patétipos de U.
appendiculatus classificados neste estudo. Essa divergéncia pode ser explicada,
principalmente, pela alteragdo das variedades que foram utilizadas como
diferenciadoras. Além disso, pela redu¢do do nimero de graus de reagdo de 37
para dois e pelo novo isolamento monopustular realizado no presente trabalho.

Estudos de diversidade genética entre esses mesmos 11 isolados, com base
em marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), demonstraram
alta variabilidade entre eles (FALEIRO et al., 1998). As distancias genéticas
obtidas variaram de 9,6 a 83,12%. A andlise de agrupamento pelo método do
vizinho mais proximo, baseada em um dendrograma com 40% de distancia
relativa, dividiu os 11 isolados em quatro grupos distintos.

Outra possivel causa da incongruéncia entre a classificagao realizada neste
estudo e a realizada por FALEIRO ef al. (1999a), ¢ a subjetividade da escala de
sintomas usada por estes ultimos autores, a qual foi proposta no “The Bean Rust
Workshop” por STAVELY et al. (1983). Tal subjetividade j& foi mencionada por
FALEIRO et al. (1999b). O presente trabalho adotou a escala codificada em
apenas duas classes de reacdo, resistente (predominancia de graus de 1 a 3) e
suscetivel (predominancia de graus de graus 4 a 6) (STEADMAN et al., 2002).

Entretanto, mesmo essa escala, que supera outras ja desenvolvidas no que se
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refere a subjetividade, também apresenta problemas quanto a distingdo entre os
graus limiares 3 e 4 (Figura 1). Isso dificulta a separagdo entre as classes
resistente e suscetivel, respectivamente. O diagnostico preciso destas classes ¢
imprescindivel para a correta classificacdo de ragas com base no procedimento
proposto por STEADMAN et al. (2002).

No intuito de reduzir este problema, propde-se que a determinacao das
classes de resisténcia e suscetibilidade seja modificada de modo a facilitar os
seus diagnodsticos. A classe de resisténcia poderia compreender apenas os graus
de reagdo 1 e 2, sendo caracterizada desta forma pela auséncia de uredosporos
nas plantas avaliadas (Figura 1), o que facilitaria a deteccdo das reagdes
incompativeis. Com isso, o grau de reacdo 3, bem como os graus 4, 5 ¢ 6
determinariam a classe de suscetibilidade, assim convencionada pela presenca de
uredosporos no tecido foliar infectado (Figura 1). O fato de viruléncia vs.
aviruléncia (graus 1 e 2 vs. graus 3, 4, 5 e 6) ser uma caracteristica qualitativa,
pouco influenciada pelo ambiente, e agressividade (grau 3 vs. grau 4 vs. grau 5
vs. grau 6) ser uma caracteristica quantitativa, mais sensivel aos fatores
ambientais, faz com que seja coerente essa proposta de modificacao das classes
de resisténcia e suscetibilidade.

A adogao dessa proposta poderia colaborar com a maior fidedignidade nas
classificagdes das racas de U. appendiculatus, pelo fato de reduzir possiveis erros
de avaliacdo decorrentes das distintas condi¢cdes ambientais nas quais as
diferenciadoras podem ser avaliadas, os quais ja foram mencionados por
SANTOS e RIOS (2000). Utilizando esse critério de avaliagcdo, bem como a série
diferenciadora e o sistema de nomenclatura sugeridos por STEADMAN et al.
(2002), os 12 isolados classificados neste trabalho seriam reorganizados em cinco
ragas distintas, sdo elas: 53-3 (isolado 8), 61-3 (isolados 1, 10, 11 e 12), 61-19
(isolado 7), 63-3 (isolados C, 4, 6, 9 e 13) e 63-19 (isolado 2).

Uma importante contribuicdo deste trabalho foi a identificagdo de
patotipos com uso potencial durante o processo de piramidagdo, ou seja, a
deteccao de ragas capazes de discriminar distintos genes de resisténcia com base

na compatibilidade diferencial por eles apresentada frente as ragas. Como
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exemplo, considerando a piramidagdo dos genes de resisténcia presentes nas
diferenciadoras Redlands Pioneer (Ur-13) e CNC (Ur-?), os quais conferem
amplo espectro no Brasil (SOUZA et al., 2005), as racas 53-19 e 63-3 (Tabela 2)
poderiam ser usadas, respectivamente, para a identificacdo de gendtipos que
contenham simultaneamente estes dois genes. O gene Ur-13 confere resisténcia a
11 patotipos de U. appendiculatus identificados no estado de Goias e a 23
caracterizados nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. J4 o gene
ainda nao caracterizado presente na variedade CNC (Ur-?), também conferiu
resisténcia aos mesmos 11 isolados caracterizados em Goids e aos sete avaliados
em Minas Gerais por SOUZA et al. (2005).

Também foram demonstradas as reacdOes nunca antes relatadas das
diferenciadoras Montcalm, PC-50, PI 260418, GN 1140 e¢ PI 181996 frente a
isolados brasileiros de U. appendiculatus (Tabela 2). Estes dados auxiliardo os
estudos de distribui¢ao geografica do patogeno.

Fontes promissoras para uso em programas de melhoramento que visam
desenvolver cultivares resistentes a ferrugem e adaptados ao estado de Minas
Gerais foram também identificadas. Além de Ouro Negro, fonte mais usada no
pais, as variedades Mexico 309, Mexico 235 e PI 181996 foram incompativeis
com todos os 12 isolados caracterizados (Tabela 1). CNC também apresentou um
bom espectro de resisténcia, sendo suscetivel a apenas dois isolados (Tabela 1).
Desta maneira, sugere-se que estas fontes sejam preferencialmente usadas como
doadoras de genes para o controle genético da ferrugem nesta regiao.

MACLEAN et al. (1995) e SANDLIN et al. (1999) demonstraram a
especializacao da viruléncia de U. appendiculatus ao pool Andino de P. vulgaris,
mas também a existéncia de isolados ndo especificos, os quais sdo compativeis
com os dois pools génicos do feijoeiro, Andino e Mesoamericano. Os resultados
obtidos neste trabalho demonstraram que as ragas fisioldgicas amostradas no
estado de Minas Gerais foram compativeis com as variedades pertencentes a
ambos os pools génicos (Tabela 1). Com isso, pode-se deduzir que os isolados

classificados neste trabalho pertencem ao grupo dos ndo especificos.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Doze isolados monopustulares de Uromyces appendiculatus, agente causal
da ferrugem do feijoeiro comum, oriundos do estado de Minas Gerais foram
classificados com base na série diferenciadora internacional € no sistema binario

“3' Bean Rust International Workshop”, realizado

de nomenclatura propostos no
em 2002 na Africa do Sul. Tais isolados sdo utilizados nas avaliagdes dos
genotipos resistentes a ferrugem desenvolvidos pelo programa de melhoramento
do feijoeiro conduzido no BIOAGRO/UFV.

O procedimento utilizado classificou em sete racas fisiologicas distintas os
12 isolados avaliados. As ragas 21-3, 29-3, 53-3, 53-19 e 63-19 foram pouco
freqiientes, sendo representada por apenas um isolado cada. J4 as ragas 61-3 e 63-
3, representadas por cinco e dois isolados, respectivamente, foram as mais
freqiientes na regido. Espera-se com a adocdo desse novo procedimento
corroborar a padronizagdo da classificacio de ragas fisioldgicas de U.
appendiculatus, facilitando assim o intercambio de informagdes e o uso
cooperativo dos resultados obtidos pelos diferentes grupos de pesquisa em todo o
mundo. Contudo, em face a dificuldade encontrada em distinguir os graus de
reacdo ao patogeno limiares para a separagdo entre as classes de resisténcia e
suscetibilidade, foi proposta uma modificacdo no diagndstico da doenga. Propoe-
se que resisténcia seja caracterizada pela auséncia de uredosporos nas plantas
avaliadas, sendo a suscetibilidade, portanto, convencionada pela presenca de
uredosporos no tecido foliar infectado. Utilizando o critério de avaliagdo da
doenga proposto neste trabalho, os 12 isolados de U. appendiculatus seriam
classificados em cinco ragas distintas: 53-3, 61-3, 61-19, 63-3 e 63-19.

As diferenciadoras Mexico 309, Mexico 235 e PI 181996 foram
incompativeis com todos os isolados caracterizados. Desta maneira, sugere-se
que estas variedades sejam preferencialmente usadas como fontes de resisténcia a
ferrugem pelos programas de melhoramento que visam o desenvolvimento de

cultivares adaptados ao estado de Minas Gerais.
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CAPITULO 2

PIRAMIDACAO DE GENES DE RESISTENCIA A FERRUGEM
EM FEIJAO DO TIPO CARIOCA

1. INTRODUCAO

Os feijdes (Phaseolus vulgaris L.) com graos do tipo carioca sdo 0s mais
consumidos no Brasil, ocupando lugar de destaque no mercado nacional e nas
pesquisas visando melhores niveis de produtividade. Porém, tem sido verificado
que a maioria dos cultivares com este tipo de graos, recomendados para o plantio
no pais, ndo apresentam niveis satisfatorios de resisténcia a determinados
patogenos, entre os quais se encontra o fungo Uromyces appendiculatus (Pers.:
Pers.) Unger [sin. U. phaseoli (Reben) Wint.], agente causal da ferrugem
(FALEIRO et al., 1996, 1999a, 2001a; RIOS et al., 2001). Embora esta doenga
ndo possua ocorréncia generalizada no Brasil, dependendo das condicdes
climéticas, do estagio de desenvolvimento das plantas e do cultivar utilizado, sua
incidéncia pode causar drasticas perdas na produtividade (JESUS JUNIOR et al.,
2001; VIEIRA et al., 2005). LINDGREN et al. (1995) estimaram que a cada 1%
de aumento na severidade da ferrugem, ocorre um decréscimo de
aproximadamente 19 kg/ha na produtividade.

O uso de variedades resistentes para o controle de fitopatogenos tem sido
uma medida preferencialmente recomendada por ser eficiente, de menor custo e
de facil adogao pelos produtores, além de ser ecologicamente mais adequada. Por
isso, trata-se do componente mais importante do manejo integrado da ferrugem, o
qual abrange outras estratégias, como a eliminacdo dos restos culturais
contaminados, a rotacao de culturas e a pulverizagdo com fungicidas (MIKLAS

et al., 1993; PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 1998).
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No melhoramento vegetal, os retrocruzamentos tém sido muito utilizados
para transferir caracteristicas simples e de alta herdabilidade, como resisténcia a
doencas, para linhagens elites. Com este método, apos cada ciclo, a proporcao do
genoma usado como doador de uma dada caracteristica ¢ reduzida, em média,
pela metade. Logo, apds cerca de cinco a sete retrocruzamentos, ¢ possivel
recuperar o background genético recorrente, porém, contendo a caracteristica de
interesse. Além disso, o uso deste método permite reduzir o arraste de genes
(linkage drag) indesejaveis durante o processo de transferéncia de alelos de
resisténcia a partir de um material genético exotico (HARLAN e POPE, 1922;
FEHR, 1987).

Em associacdo aos retrocruzamentos, marcadores moleculares podem ser
usados para selecionar, a cada ciclo, os individuos com maior propor¢ao do
genoma recorrente, o que reduz o nimero de cruzamentos necessarios para a
introgressdo da caracteristica de interesse (YONG e TANKSLEY, 1989;
OPENSHAW et al., 1994; FALEIRO et al., 2004). Portanto, com a adogao desse
procedimento, ¢ possivel dinamizar e acelar o processo de melhoramento como
um todo.

Em face a grande variabilidade genética e fisioldgica apresentada pelo
fungo U. appendiculatus, tanto no Brasil (FALEIRO et al., 1998; SANTOS e
RIOS, 2000; SOUZA et al., 2005) como em outras partes do mundo (STAVELY
e PASTOR-CORRALES, 1989; GROTH et al., 1995; SANDLIN et al., 1999;
PASTOR-CORRALES, 2001), a associagdo (piramidagdo) de genes que
conferem incompatibilidade a este patdégeno € sugerida como uma estratégia para
a obten¢do de resisténcia ampla e duravel a ferrugem. O uso de cultivares com
genes piramidados dificulta, ou retarda, o surgimento de genotipos virulentos do
patogeno (COYNE e SCHUSTER, 1975; MIKLAS ef al., 1993; KELLY et al.,
1994; RAGAGNIN, 2004). Isso se deve ao fato de que a resisténcia monogénica,
a mais amplamente usada pelos programas de melhoramento, pode ser facilmente

suplantada em virtude do rapido surgimento de novas ragas infecciosas do fungo

(STAVELY et al., 1989).
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No programa de melhoramento do feijoeiro conduzido no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV), em Minas Gerais, cujos objetivos incluem o controle de doengas
por meio da resisténcia genética, o gene Ur-ON, presente no cultivar Ouro
Negro, vinha sendo utilizado como a unica fonte de resisténcia a ferrugem
(RAGAGNIN et al., 2003; COSTA, 2004; FALEIRO et al., 2004; RAGAGNIN,
2004; ARRUDA, 2005). No entanto, outras fontes tém sido testadas e
caracterizadas. Com isso, foi verificado que a variedade diferenciadora Mexico
309 e a linhagem norte-americana Belmidak RR-3 tiveram um 6timo
desempenho frente a patotipos do fungo U. appendiculatus provenientes de
distintas localidades do estado de Minas Gerais (FALEIRO et al., 1999b;
FALEIRO et al., 2001b; SOUZA et al., 2005). Estudos de heranga demonstraram
que a resisténcia apresentada por estas fontes se comporta como do tipo
monogénica, de efeito maior ou principal, sendo governada pelos locos Ur-5
(Mexico 309) e Ur-11 (Belmidak RR-3), ambos com interacdo intra-alélica de
dominancia completa (STAVELY, 1990; SOUZA et al., 2002; DESSAUNE et
al., 2005). Testes de alelismo foram realizados e constatou-se a independéncia de
Ur-5 e Ur-11 em relagao a Ur-ON (ALZATE-MARIN et al., 2004).

Com isso, no programa do BIOAGRO/UFV, retrocruzamentos foram
utilizados para introgredir individualmente os genes de resisténcia Ur-5 e Ur-11
no cultivar comercial Ruda (graos do tipo carioca), para a posterior piramidagao
destes genes e de Ur-ON no referido background genético. Em uma etapa inicial,
foram obtidas sementes RC,F,, derivadas dos cruzamentos Ruda x Mexico 309
(Ur-5) e Rudé x Belmidak RR-3 (Ur-11).

Desta forma, um dos objetivos do presente trabalho foi avangar ciclos de
retrocruzamentos a partir das sementes RC,F, previamente obtidas, usando Ruda
como genitor recorrente. Com este procedimento espera-se obter linhagens
contendo individualmente os genes Ur-5 e Ur-11, e com boa recuperacao do
genitor recorrente Rudd; estabelecida em aproximadamente 98%. Visando
acelerar este processo, nas populacdes de retrocruzamento avaliadas neste

trabalho, entre os individuos resistentes, realizou-se a selecdo quanto a maior

52



similaridade genética em relacdo a Ruda. Para esse fim, foi utilizada a técnica de
fingerprinting molecular com base em polimorfismos de DNA amplificados ao
acaso (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA). Posteriormente,
atendendo a outro objetivo deste trabalho, o material genético desenvolvido
contendo individualmente Ur-5 e Ur-11 foi intercruzado e, em seguida, com a
linhagem Vi-4899 (graos do tipo carioca, portadora do gene Ur-ON), no intuito
de piramidar os referidos genes no background genético “carioca” do feijoeiro.
Esta estratégia visa o desenvolvimento de cultivares com resisténcia duravel, de
amplo espectro, que contemplem as exigéncias do mercado consumidor e que

sejam adaptados as condigdes ambientais brasileiras.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Introgressao individual dos genes Ur-5 e Ur-11 no cultivar Ruda

2.1.1. Material genético e retrocruzamentos

Os genitores utilizados no programa de retrocruzamentos, assim como

suas principais caracteristicas, sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais caracteristicas dos genitores utilizados no programa de

retrocruzamentos
Material _ . Tamanho dos Tipo de . 1
Genético’ Habito de Crescimento Grios Grios Origem
Ruda Indeterminado (tipo II) Médio Carioca MA
Mexico 309 Indeterminado (tipo III) Médio Preto A/MA
Belmidak RR-3  Indeterminado (tipo II) Pequeno Branco MA

"Ruda: genitor recorrente, suscetivel a ferrugem; Mexico 309 (gene Ur-5) e Belmidak RR-3 (gene Ur-11): genitores
doadores, resistentes a ferrugem.
fA: andina; MA: mesoamericana.

O cultivar Rudd, genitor recorrente utilizado em todos os
retrocruzamentos, foi desenvolvido a partir da hibridagdo entre os cultivares
Carioca e Rio Tibagi pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT,
1986), sendo introduzido no Brasil como linhagem A285 pela Embrapa Arroz e
Feijao, Santo Anténio de Goias, Goias (CNPAF, 1995). Ruda possui
caracteristicas agronOmicas e comerciais desejaveis, como graos do tipo carioca
(cor creme com estrias marrom claras, fundo claro, sem halo, graos de tamanho
médio e ndo achatados), bons aspectos culindrios e nutricionais, além de boa
produtividade. Entretanto, ¢ suscetivel a diversos patégenos, inclusive ao U.
appendiculatus.

Os genitores doadores usados foram Mexico 309 e Belmidak RR-3,

portadores dos genes Ur-5 e Ur-11, respectivamente.
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Mexico 309 ¢ uma das variedades que integram o grupo de 19
diferenciadoras elaborado por STAVELY et al. (1983), permanecendo na nova
série internacionalmente proposta por STEADMAN et al. (2002). FALEIRO et
al. (1999b) demonstraram que Mexico 309 foi imune a nove e moderadamente
resistente a dois dos 13 patétipos de U. appendiculatus isolados no estado de
Minas Gerais. No trabalho de SOUZA et al. (2005), a estabilidade desta
resisténcia frente aos sete patdtipos mais virulentos identificados por FALEIRO
et al. (1999b) foi confirmada. Mexico 309 também se mostrou incompativel com
11 patotipos do fungo oriundos do estado de Goias (SANTOS e RIOS, 2000) e
foi resistente aos isolados 1, 3 e 8, coletados no campo experimental da Embrapa
Arroz e Feijao (RIOS ef al., 2001). Além disso, quando testado frente a isolados
de U. appendiculatus mantidos na colecdo fungica do programa de
melhoramento do feijoeiro conduzido no United States Department of
Agriculture (USDA), Beltsville, Maryland, EUA, Mexico 309 foi resistente a 73
dos 94 avaliados (PASTOR-CORRALES, 2001). No trabalho realizado por
SANDLIN et al. (1999), este cultivar também se mostrou incompativel com
patotipos do fungo U. appendiculatus isolados na Argentina, Republica
Dominicana, Honduras e Jamaica.

A linhagem Belmidak RR-3 foi desenvolvida pelo USDA, em colaboragao
com as Estacdes de Experimentacdo Agricola de Michigan, Nebraska e North
Dakota, EUA. Sua genealogia ¢ composta por: Mayflower (graos do tipo branco,
genitor recorrente), NX-040 (gene /) e PI 181996 (gene Ur-11). Com isso, além
de resistente a ferrugem (Ur-11), Belmidak RR-3 também possui o gene /, o qual
confere resisténcia ao virus do mosaico comum (STAVELY et al., 1994). O gene
de resisténcia a ferrugem Ur-I/ merece destaque devido ao seu 6timo
desempenho frente a patotipos de U. appendiculatus identificados em Minas
Gerais, sendo resistente a todos com os quais foi testado, conforme demonstrado
por FALEIRO et al. (2001b) e no CAPITULO 1. Este gene também se mostrou
resistente a 89 dos 90 isolados de U. appendiculatus com os quais foi testado em
atividades realizadas por pesquisadores do USDA (STAVELY et al., 1994,
MIKLAS, 2002a).
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As sementes RC,F; (Rudd x Mexico 309 e Ruda x Belmidak RR-3)
utilizadas neste trabalho foram desenvolvidas pelo programa de melhoramento
do feijoeiro conduzido no BIOAGRO/UFV. A partir destas, foram selecionadas
as plantas resistentes com maior recuperagdo do genitor recorrente Ruda, as quais
foram utilizadas como doadoras de pdlen para o ciclo de retrocruzamentos
seguinte.

Em todos os casos, os cruzamentos artificiais foram realizados em casa de

vegetacdo, ¢ as analises moleculares, no Laboratorio de Genética Molecular de

Plantas do BIOAGRO/UFV.

2.1.2. Inoculagdo com U. appendiculatus e avaliacdo da doenca

Em todos os ciclos de retrocruzamentos, a identificagdo dos individuos
resistentes foi realizada apos inoculagdes artificiais utilizando patotipos de U.
appendiculatus 1solados no estado de Minas Gerais (FALEIRO et al., 1999b). No
processo seletivo da populacdo RC,F,, anteriormente realizado por pesquisadores
do BIOAGRO/UFV, foi utilizado o patédtipo 6. Ja na avaliagdo das populacoes
RC,F, e RC;Fy, realizada neste trabalho, foi usada uma mistura eqiiitativa de
uredosporos de varios patotipos (2, 6,8 e 12 e 2, 6,9, 10 e 13, respectivamente).

As inoculagdes foram realizadas conforme a metodologia proposta por
CARRIJO et al. (1980). O inoculo foi preparado com agua destilada contendo
0,05% de Tween 20, visando uma melhor dispersao dos esporos, na concentragao
de 2,0 x 10" uredosporos/mL. A inoculagio foi realizada quando as folhas
primarias das plantas apresentavam aproximadamente dois ter¢os do seu
desenvolvimento completo, cerca de 10 dias apos a semeadura. O inoculo foi
aspergido em ambas as superficies foliares. Apos a inoculacao, as plantas foram
transferidas para a cdmara de nevoeiro (20 + 1°C e umidade relativa >95%), onde
permaneceram por 48 horas, sob fotoperiodo ajustado para 12 horas. Apos esse
procedimento, foram novamente transferidas para a casa de vegetagdo (20 +

5°C), onde permaneceram até serem avaliadas, aos 15 dias ap0s a inoculagao.
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A avaliacdo do grau de reagdo ao patdgeno foi realizada com o auxilio do
diagrama de representacio grafica desenvolvido por CASTANO (1985), o qual
considera seis tipos de infec¢do. Os graus foram determinados mediante a
observacgao visual dos sintomas em ambas as faces das folhas inoculadas. As
plantas que apresentaram graus 1, 2 ou 3 (auséncia de sintomas visiveis, lesdes
sem esporulacdo e/ou esporulando com menos de 300 um de didmetro) foram
classificadas como resistentes, sendo assim selecionadas, e as com graus de 4 a 6
(lesdes esporulando com didmetro maior ou igual a 300 um) foram consideradas

suscetiveis, sendo, portanto, descartadas.

2.1.3. Analise de fingerprinting molecular

Nas populagdes de retrocruzamento avaliadas no presente trabalho, RC,F,;
e RC;F; (Ruda x Mexico 309 e Ruda x Belmidak RR-3), os individuos resistentes
foram submetidos a selecdo quanto a maior similaridade genética em relagao ao
genitor recorrente Rudd, a qual foi determinada usando a técnica de
fingerprinting molecular com base em marcadores RAPD. Este critério de
selecdo foi empregado com o objetivo de acelerar a recuperacao do background
genético recorrente no processo de introgressao individual dos genes de
resisténcia a ferrugem Ur-5 e Ur-11 no cultivar Ruda.

Folhas dos genitores e das plantas RC,F; e RC;F; avaliadas como
resistentes foram coletadas e mantidas a -80°C para posterior extragdo de DNA, a
qual foi realizada pelo método do CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio),
conforme o protocolo descrito por DOYLE e DOYLE (1990), adotando,
entretanto, algumas modifica¢des propostas por ABDELNOOR et al. (1995). A
amplificacdo de DNA pela técnica RAPD foi realizada com base na metodologia
usada por VASCONCELOS et al. (1996). Cada ciclo de amplificagdo dos
fragmentos de DNA foi constituido de uma etapa de desnaturacao a 94°C por 15
s, uma etapa de pareamento do oligonucleotideo iniciador (primer) ao DNA
molde, a 35°C por 30 s, e uma etapa de extensdo a 72°C por 1 min. Depois de 40

ciclos, foi efetuada uma ultima etapa de extensdao a 72°C por 7 min. Cada reacao
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de amplificagdo com 25 pL continha 30 ng de DNA, 0,1 mM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2,0 mM de MgCl,, 10
mM/50 mM de Tris-HCI/KCI1 (pH 8,3), uma unidade da enzima 7ag DNA
polimerase, ¢ 0,4 uM de um dos primers decameros utilizados (Operon
Technologies, Alameda, CA, EUA).

ApoOs a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3,0 uL de
corante tipo IV (0,25% de azul de bromofenol e 60% de glicerol). Essas amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,2%) contendo 0,5 pg/mL
de brometo de etidio, submerso em TBE (Tris-Borato 90mM, EDTA 1mM, pH
8,0), a 120 volts por aproximadamente 3 horas. Ao término desse processo, 0s
produtos de amplificagdo contidos nos géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e fotodocumentados em aparelho Eagle Eye II (Stratagene).

Na avaliagdo da similaridade genética em relagdo ao genitor recorrente
Rudd, realizada em cada uma das distintas populacdes, foram utilizados 13
primers RAPD tomados ao acaso. Somente os produtos de amplificacao de facil
visualizacdo e distingao foram usados no estudo de fingerprinting molecular.

As bandas de DNA monomorficas e polimoérficas detectadas entre os
gendtipos avaliados foram codificadas em uma matriz de valores binarios, onde a
codificacao 0 (zero) significou auséncia da banda e 1 (um), a presenga.

Utilizou-se o Programa Genes versao Windows (CRUZ, 2001) para
calcular as estimativas de similaridade genética (SGij), com base no coeficiente
de coincidéncia simples, dividindo-se o numero total de encontros de presenga
(1-1) e auséncia (0-0) de bandas comuns a dois dados individuos pelo nimero

total de bandas analisadas:

SGij=(a+d)~(a+b+c+d

Sendo que:
SGij — similaridade genética entre os genotipos i € J;
a — total de coincidéncias do tipo 1-1 para cada par de genotipos;
b — total de discordancias do tipo 1-0 para cada par de genoétipos;
¢ — total de discordancias do tipo 0-1 para cada par de genotipos;
d — total de coincidéncias do tipo 0-0 para cada par de gendtipos.
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A similaridade genética foi tomada como sendo igual a zero entre o
genitor recorrente Ruda e os genitores doadores Mexico 309 e Belmidak RR-3.

As demais foram corrigidas proporcionalmente.

2.2. Piramidacao

2.2.1. Material genético

O material genético utilizado no processo de piramidagao dos genes de

resisténcia a ferrugem no cultivar Rudd encontra-se descrito na Tabela 2. Esse

material foi obtido por retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares.

Tabela 2. Caracteristicas do material genético utilizado como doador de genes de
resisténcia a ferrugem no processo de piramidacao

Material Genético Genealogia Gene de Resisténcia Tipo de Graos
Plantas RC5F, Ruda x Mexico 309 Ur-5 Carioca
Plantas RC;5F, Ruda x Belmidak RR-3 Ur-11 Carioca

Linhagem Vi-4899 Ruda x Ouro Negro Ur-ON Carioca

As plantas RC;F; derivadas dos cruzamentos Ruda x Mexico 309 e Ruda x
Belmidak RR-3, portadoras dos genes Ur-5 e Ur-11, respectivamente, foram
obtidas pelo presente trabalho. Ja a linhagem Vi-4899, a qual possui o gene Ur-
ON (cultivar Ouro Negro), foi desenvolvida por FALEIRO et al. (2004), em
atividades realizados no programa de melhoramento do BIOAGRO/UFV. Esta
linhagem além de ser resistente a ferrugem e possuir graos do tipo carioca,
também ¢ portadora do gene Co-10 (ALZATE-MARIN et al., 2003; FALEIRO
et al., 2004), o qual confere resisténcia a antracnose do feijoeiro.

O gene Ur-ON do cultivar Ouro Negro, fonte de resisténcia ao U.
apendiculatus mais usada no pais, mostrou-se incompativel com todos os
patdtipos do fungo identificados em Minas Gerais por FALEIRO et al. (1999b),

além de ser moderadamente resistente a populacdes do patogeno amostradas nos
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estados de Goias, Bahia, Parand e Sao Paulo (RIOS et al., 2001). Segundo
comunicagdo pessoal do Dr. J. R. Stavely, citada por ALZATE-MARIN et al.
(2004), quando testado com 24 dos 94 isolados do fungo U. apendiculatus
preservados na micoteca do USDA, Ur-ON conferiu resisténcia a 23 deles. O
cultivar Ouro Negro tem mantido sua incompatibilidade com a grande maioria
dos patotipos com os quais tem sido testado desde a sua introdugdo no Brasil
(PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 1998; VIEIRA et al., 2005).

Quanto a produtividade de graos, Vi-4899 obteve média estatisticamente
similar a de seus genitores, ¢ também em relagdo ao cultivar Pérola, o mais
plantado no Brasil, em experimentos realizados na regido da Zona da Mata de
Minas Gerais (FALEIRO et al., 2004). Além disso, dentre um grupo de 12
gendtipos, entre os quais se encontravam linhagens avangadas desenvolvidas por
diferentes institui¢des de pesquisa do pais e os cultivares Carioca e Pérola, Vi-
4899 apresentou ampla adaptacdo e desempenho superior em diferentes

ambientes da regido Sul do Brasil (CARNEIRO et al., 2003).

2.2.2. Validaciao de marcadores moleculares para a selecio assistida

Tendo em vista que os genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON conferem resisténcia a
todas as racas fisiologicas do fungo U. appendiculatus disponiveis na micoteca
do BIOAGRO/UFV (CAPITULO 1), o monitoramento destes genes durante o
processo de piramidacdo s6 poderia ser viabilizado via sele¢do assistida por
marcadores moleculares. Para esse fim, marcas identificadas como ligadas a Ur-
5, Ur-11 e Ur-ON (Tabela 3) foram testadas frente as fontes utilizadas como
doadoras individuais de cada um destes genes (Tabela 2). Com isso, objetivou-se
validar os marcadores capazes de discriminar cada gene em especifico, os quais,
desta forma, poderiam ser utilizados na selecao indireta dos alelos de resisténcia

durante a piramidagao.
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Tabela 3. Marcadores moleculares RAPD (OP) e SCAR (S) ligados aos genes de resisténcia a ferrugem do feijoeiro usados no
processo de piramidacao

Marcador Segqiiéncia do primer (5° — 3’) Gene Cultivar/Fonte Dl(sct;;l)?a TP ("C)i Referéncia
OPX1lssy GGAGCCTCAG Ur-ON  Ouro Negr 58— A 35 FALEIRO etal. (2000)
550 - uro Negro 89— A 35 FALEIRO et al. (2003)

OPF10979 GGAAGCTTGG Ur-5 B-190 2,1-A 35 HALEY et al. (1993)

OPAC20499 ACGGAAGTGG Ur-11 PI1 181986 SR-A 35 JOHNSON et al. (1995)
GGAAGCTTGGTGAGCAAGGA .

SF101.050 GGAAGCTTGGCTATGATGGT Ur-ON  Ouro Negro 43— A 65 CORREA et al. (2000)
CCACAGCCGACGGAGGAG .

SBAO08s60 GCCATGTTTTTIGTCCCC Ur-ON Ouro Negro 6,0-A 65 CORREA et al. (2000)

S119 AATGCGGGAGTTCAATAGAAAAACC Ur-5 B-190 SR - A 53 MELOTTO e KELLY (1998)

460 AATGCGGGAGATATTAAAAGGAAAG Mexico 309 33-A 50 DESSAUNE et al. (2005)
SAE19g99 CAGTCCCTGACAACATAACACC Ur-11 Belmidak RR-3  1,0—R 58 QUEIROZ et al. (2004)

CAGTCCCTAAAGTAGTTTGTCCCTA

T(A): marcador ligado em fase de acoplamento ao gene de resisténcia, (R): marcador ligado em fase de repulsio; (SR): sem recombinantes.
“Temperatura de anelamento dos primers.
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Assim, folhas das plantas RCsF; Ruda x Mexico 309 (Ur-5) e Ruda x
Belmidak RR-3 (Ur-11), de plantas da linhagem Vi-4899 (derivada do
cruzamento Ruda x Ouro Negro, gene Ur-ON), e de seus genitores foram
coletadas e delas extraiu-se o DNA, conforme a metodologia descrita no item
2.1.3. A amplificacdo do DNA pela técnica RAPD, a eletroforese em gel de
agarose ¢ a fotodocumentacao dos produtos de amplificacdo foram realizadas de
acordo com VASCONCELOS et al. (1996). Nas avaliagdes usando marcadores
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), os procedimentos foram os
mesmos usados nos ensaios com a técnica RAPD, exceto com relacdo ao
oligonucleotideo iniciador, que foi substituido por 0,2 uM de cada primer
especifico. As temperaturas de anelamento usadas para cada par de primers
SCAR encontram-se descritas na Tabela 3.

Os marcadores moleculares capazes de discriminar especificamente cada
um dos genes de resisténcia a ferrugem Ur-5, Ur-11 e Ur-ON foram utilizados
para viabilizar a selecdo de plantas contendo alelos dominantes para os trés
referidos locos. Para tornar possivel este processo, foi necessario realizar a
extracdo de DNA dos individuos de todas as geracdes obtidas, desde a derivada
do cruzamento inicial entre plantas RC;F; Ruda x Mexico 309 (Ur-5) e RC;F,
Ruda x Belmidak RR-3 (Ur-11), até a geracdo F, proveniente do processo de

piramidacao.

2.2.3. Obtencao das populagdes segregantes

Em uma primeira etapa foram realizados cruzamentos entre as fontes
portadoras dos genes Ur-5 e Ur-11 (Tabela 2). Usando marcadores moleculares
capazes de discriminar especificamente cada um destes genes, identificados
durante o processo de validacdo, foram selecionadas, na populacao F, derivada
deste cruzamento, plantas que possuiam alelos de resisténcia para ambos os
locos. Tais plantas foram usadas como genitores femininos em cruzamentos com
a linhagem Vi-4899, doadora do gene Ur-ON (Tabela 2). Com isso, plantas F,

foram obtidas. Dentre estas, foram selecionados os hibridos triplos (genotipo Ur-
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Sur-5Ur-11ur-11Ur-ONur-ON), 0s quais geraram a populacao F, da piramidagdo.
Essa populagdo também foi avaliada com marcadores moleculares para a
identificacdo das plantas portadoras dos trés alelos de resisténcia.

Em todos os casos, os cruzamentos artificiais foram realizados em casa de
vegetagdo, e as andlises moleculares, no Laboratorio de Genética Molecular de

Plantas do BIOAGRO/UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Introgressao individual dos genes Ur-5 e Ur-11 no cultivar Ruda

3.1.1. Primeiro retrocruzamento

Em atividades anteriormente realizadas no programa de melhoramento do
feijoeiro conduzido no BIOAGRO/UFV, foram obtidas 21 plantas RC,F,
derivadas do cruzamento Rudd x Mexico 309 (Ur-35). Quando inoculadas com o
patotipo 6 (raca 61-3) de U. appendiculatus, sete se mostraram resistentes, as
quais foram utilizadas como genitores masculinos no ciclo de retrocruzamentos
subseqiiente. Com relagdo aos individuos RCF; oriundos do cruzamento Ruda x
Belmidak RR-3 (Ur-11), seis dos 17 avaliados foram classificados como
incompativeis com o patotipo 6, sendo, portanto, utilizados como doadores de

po6len para o segundo ciclo de retrocruzamentos.

3.1.2. Segundo retrocruzamento

Vinte e duas plantas RC,F; derivadas do cruzamento Ruda x Mexico 309
foram avaliadas com base na reac¢ao aos patdtipos 2 (raga 63-19), 6 (raca 61-3), 8
(raga 53-3) e 12 (raca 61-3) de U. appendiculatus. Destas, seis se mostraram
resistentes, as quais foram submetidas a analise de fingerprinting molecular. Tal
analise foi realizada utilizando 13 primers RAPD escolhidos aleatoriamente, os
quais geraram 93 produtos de amplificacdo, sendo 35 polimoérficos e 58
monomorficos. Na Figura 1 podem ser observados os padrdes das bandas de
DNA dos seis referidos individuos, € dos genitores, obtidos por meio da
amplificacdo com o primer OPF6. A avaliagdo da similaridade genética destas
seis plantas RC,F; (Rudd x Mexico 309) em relacdo a Ruda demonstrou uma
recuperacao do background recorrente que variou de 86,8 a 94,3% (Figura 2A).

Foram selecionados os individuos 28.1, 34.1 e 34.2 para comporem o ciclo de
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retrocruzamentos seguinte, os quais tiveram recuperagao de 88,7, 94,3 e 92,5%,

respectivamente (Figura 2A).
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Figura 1. Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA de
individuos RC,F; (Ruda x Mexico 309) resistentes, ¢ de seus
genitores, usando o primer OPF6. As caneletas correspondem a:
Ruda (R), Mexico 309 (M) e plantas RC,F,; resistentes (1 a 6). As
setas indicam as bandas consideradas como polimorficas.

Com relagao a populacao RC,F, originada a partir do cruzamento Ruda x
Belmidak RR-3, cinco dos 18 individuos avaliados foram selecionados também
quanto a resisténcia aos patétipos 2, 6, 8 e 12 de U. appendiculatus. Estes,
posteriormente, foram submetidas a analise de fingerprinting molecular. Os treze
primers RAPD usados para esse fim, tomados ao acaso, geraram um total de 69
marcas de DNA, sendo 36 monomorficas e 33 polimorficas. Os resultados da
analise de similaridade genética mostraram uma recuperacao do background
Ruda variando de 75,8 a 97,0% (Figura 3A). Foram selecionados para o terceiro
retrocruzamento os individuos 2.1 e 2.6, os quais apresentaram recuperagao de

97,0 e 87,9%, respectivamente (Figura 3A).

3.1.3. Terceiro retrocruzamento

Na populacao RCsF; obtida a partir dos individuos RC,F; (Ruda x Mexico
309) selecionados, sete das 33 plantas avaliadas foram incompativeis com os

patotipos 2 (raga 63-19), 6 (raga 61-3), 9 (raca 63-3), 10 (raca 29-3) e 13 (raga
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63-3) de U. appendiculatus, sendo, com isso, submetidas a analise molecular. Os
13 primers RAPD utilizados, escolhidos aleatoriamente, geraram 80 marcas de
DNA, sendo que 39 foram polimoérficas e 51 monomorficas. A recuperagao do
background Ruda, determinada pela analise de similaridade genética relativa,
variou de 80,8 a 98,1% (Figura 2B). Foram selecionados os individuos 34.1.5 ¢
32.2.1, que tiveram recuperacao de 97,6 e 98,1%, respectivamente (Figura 2B).

Vinte e duas plantas RC;F; (Rudd x Belmidak RR-3) foram também
avaliadas quanto a reacdo aos patétipos 2, 6, 9, 10 e 13. Destas, as sete que se
mostraram resistentes foram selecionas. Na andlise de fingerprinting molecular
destas plantas, os 13 primers RAPD utilizados, tomados ao acaso, geraram 95
bandas de DNA, das quais 39 foram polimoérficas € 56 monomorficas. A
avaliacdo da similaridade genética demonstrou uma recuperacdo do genitor
recorrente Ruda que variou entre 82,1 e 98,2% (Figura 3B). Foram selecionados
os individuos 2.1.26 e 2.6.15, os quais tiveram recuperagdo de 98,2 e 97,4%,
respectivamente (Figura 3B).

Apoés apenas trés ciclos de retrocruzamentos, sendo os dois ultimos
assistidos por marcadores moleculares, foram desenvolvidas sementes genéticas
RC;F, portando individualmente os alelos de resisténcia a ferrugem Ur-5 e Ur-
11, e com boa recuperagdo do background genético carioca do cultivar Ruda;
aproximadamente 98%, conforme objetivo estabelecido anteriormente.

Os resultados obtidos no presente trabalho vao de encontro aos relatados
por FALEIRO et al. (2004). Esses autores introduziram no cultivar Ruda, apods
trés retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares RAPD, o gene de
resisténcia a ferrugem presente no cultivar Ouro Negro (Ur-ON). Além disso, os
dados aqui apresentados também corroboram a proposta de OPENSHAW et al.
(1994), a qual afirma que o numero de retrocruzamentos necessarios para a
recuperagdo do genoma recorrente pode ser reduzido para até trés, quando estes
forem assistidos pela técnica de fingerprinting molecular. Com isso, nota-se que
a utilizagcdo conjunta de marcadores moleculares com métodos convencionais de
melhoramento dinamiza e acelera a introgressdao de caracteristicas simples e de

alta herdabilidade, como resisténcia a doencgas, em cultivares comerciais.
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Figura 2. Similaridade genética relativa (%) de plantas RC,F, (A) e RC;F; (B)
resistentes a ferrugem, e do genitor doador Mexico 309 (M.309), em
relacdo ao genitor recorrente Rudd. As colunas em cinza
correspondem as plantas com maior similaridade genética em relagao
a Ruda, as quais foram selecionadas.
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Figura 3. Similaridade genética relativa (%) de plantas RC,F; (A) e RC;F; (B)
resistentes a ferrugem, e do genitor doador Belmidak RR-3 (B.RR3),
em relacdo ao genitor recorrente Rudd. As colunas em cinza
correspondem as plantas com maior similaridade genética em relagao
a Ruda, as quais foram selecionadas.
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Outro aspecto relevante deste trabalho foi o fato da recuperacdo média do
background Ruda, estimada com base na analise de fingerprinting molecular, ter
sido coerente com a recuperacdo esperada considerando eventos de
recombinagdo e a segregacao independente dos cromossomos homologos (Tabela
4). Com isso, pode-se inferir que a analise molecular realizada neste estudo, no
que diz respeito ao numero de primers RAPD utilizados e bandas de DNA
avaliadas, foi eficiente para uma amostragem representativa do genoma

recorrente.

Tabela 4. Parametros usados na estimacdo da similaridade genética relativa de
plantas RC,F; e RC;F; resistentes a ferrugem, e dos genitores
doadores Mexico 309 e Belmidak RR-3, em relagdo ao genitor
recorrente Ruda

Cruzamento/Geracao
Parametro Ruda x Mexico 309 Ruda x Belmidak RR-3

RC,F, RC;F, RC,F, RC;F,
Numero de primers RAPD' 13 13 13 13
Numero total de bandas avaliadas* 93 80 69 95
Numero de bandas polimorficas 35 39 36 39
Numero de bandas monomorficas 58 41 33 56
% Bandas polimorficas 37,6% 48,7% 52,2% 41,0%
Médi,a .da similaridad@ gfenética obtida pela 89.4% 90.2% 86.1% 90.7%

analise de fingerprinting molecular

Similaridade genética esperada® 87,5% 93,7% 87,5% 93,7%

"Tomados ao acaso quando da analise de cada uma das distintas geragdes.
*Produtos de amplificagdo de facil visualizagao e distingao.
SObtida pelo estimador: [1 - (0,5) '] x 100, sendo “n” o numero de ciclos de retrocruzamentos.

As plantas RCsF; resistentes € com maior similaridade genética em
relagdo ao genitor recorrente, obtidas a partir de ambos os cruzamentos (Figuras
2B e 3B), foram utilizadas como doadoras dos alelos Ur-5 e Ur-11 para a
piramidacao destes e de Ur-ON no background genético Rudd. As sementes
RC;F,, produzidas a partir das plantas mencionadas, foram coletadas e
armazenadas no banco de germoplasma do BIOAGRO/UFV. A partir destas
populacdes, em traballhos futuros, espera-se obter linhagens individualmente
homozigotas para os locos Ur-5 e Ur-11, além de portadoras de graos com o

mesmo padrao dos produzidos por Ruda. Estas linhagens, apds serem testadas
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quanto a resisténcia e ao desempenho agrondémico, se superiores, poderdo ser

langadas como novos cultivares.

3.2. Piramidacao dos genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON

3.2.1. Validacao dos marcadores

Os resultados da validagdo dos marcadores moleculares capazes de
discriminar especificamente cada um dos genes Ur-5, Ur-11 e Ur-ON sao
apresentados na Tabela 5. Para a selecao indireta destes genes durante sua
piramidacdo no cultivar Rud4, foi demonstrado ser vidvel somente a utilizagdo
dos marcadores SI194, (Ur-5), SAE19g9g (Ur-11) e OPX11s50 (Ur-ON). Os
outros marcadores avaliados ndo foram polimoérficos entre as distintas fontes de
resisténcia a ferrugem. Pelo fato de ndao serem especificos, apresentando
resultados falsos positivos, estes ndo podem ser usados na selecao assistida dos
genes de resisténcia com o quais estdo associados quando da piramidagao.
MIKLAS et al. (2002b) ja haviam relatado a ocorréncia de resultados falsos
positivos relacionados aos marcadores OPAC2049 (Ur-11) € SF10, o590 (Ur-ON).
Neste trabalho, OPF10¢7y (Ur-5) e SBAO08ss, (Ur-ON) também se mostraram
inespecificos em relacdo as fontes utilizadas.

O programa de melhoramento do BIOAGRO/UFV ja vinha utilizando o
marcador OPX11s5, para a selegdo indireta do gene Ur-ON durante a sua
introgressao conjunta com a de genes de resisténcia & antracnose € a mancha
angular em linhagens de feijoeiro com graos do tipo carioca e preto
(RAGAGNIN, 2004; COSTA, 2004; ARRUDA, 2005). Esse marcador foi
identificado por FALEIRO et al. (2000) como ligado em fase se acoplamento a
5,8 ¢cM do gene Ur-ON, em uma populagdo F, derivada do cruzamento US Pinto
111 x Ouro Negro. Posteriormente, foi avaliado em uma populagdo de RILs
derivada de Ruda x Ouro Negro, mostrando, neste caso, estar ligado a 8,9 cM de

distancia do loco Ur-ON (FALEIRO et al., 2003).
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Tabela 5. Resumo dos resultados obtidos com a amplificagdo do DNA de fontes de resisténcia a ferrugem, e do cultivar Ruda,
usando marcadores moleculares RAPD (OP) e SCAR (S) ligados aos seus respectivos genes de resisténcia

Marcador Molecular?

Material Genético Gene' OPX11ss | OPF10,
Ur-ON (A) | Ur-5 (A)

Plantas RC;F; (Ruda x Mexico 309) Ur-5 (ht) -

Plantas RC;F; (Ruda x Belmidak RR-3) | Ur-11 (ht) -

Vi-4899 (Rudé x Ouro Negro) Ur-ON (hm) +

Ruda * -

Mexico 309 Ur-5 (hm) -

Belmidak RR-3 Ur-11 (hm) -

Ouro Negro Ur-ON (hm) +

T(ht): em heterozigose, (hm): em homozigose, (+): auséncia de genes de resisténcia.

OPAC20,
Ur-11 (A)

SF10,0s0 | SBAO8ssy | SI1940 | SAE190,
Ur-ON (A) Ur-11 (R)

+

+

+

+

+

+

*(A): marcador ligado em fase de acoplamento ao gene de resisténcia, (R): marcador ligado em fase de repulsdo; (+): presenca da marca, (-): auséncia da marca. Em
cinza estdo evidenciados resultados falsos positivos, o que invalida o uso do respectivo marcador para a selecdo assistida do gene de resisténcia com o qual ele esta

ligado durante o processo de piramidagao.
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O marcador RAPD OPAEI19gy, foi identificado por JOHNSON et al.
(1995) como ligado em fase de repulsao a 6,2 cM do gene Ur-11 presente em PI
181996. Este, posteriormente, foi avaliado por SOUZA et al. (2002) em uma
populagdo F,.; derivada do cruzamento Ruda x Belmidak RR-3 (derivado de PI
181996), mostrando, neste caso, estar ligado a uma distancia de 1,0 cM do
referido gene de resisténcia. Este marcador foi convertido em SCAR (SAE19g9)
por QUEIROZ et al. (2004), e quando testado na mesma populagdo usada por
SOUZA et al. (2002), confirmou-se sua ligagdo em fase de repulsao a 1,0 cM do
gene Ur-11.

HALEY et al. (1993) identificaram o marcador RAPD OPI1944, como
ligado, em fase de acoplamento e sem apresentar recombinantes, ao gene Ur-5 do
cultivar B-190 (derivado de Mexico 309). Este marcador foi posteriormente
convertido em SCAR por MELOTTO e KELLY (1998), sendo assim
denominado de SI194. Recentemente, no trabalho desenvolvido por
DESSAUNE et al. (2005), SI19,4¢, mostrou-se ligado a 3,3 cM do gene Ur-5 em
uma populacao segregante derivada do cruzamento Ruda x Mexico 309.

O uso destes marcadores ¢ fundamental para o monitoramento dos
genotipos que contenham simultaneamente alelos de resisténcia para Ur-5, Ur-11
e Ur-ON durante o processo de piramidacdo. Isso se deve ao fato de que na
micoteca do BIOAGRO/UFV nao existem patdtipos capazes de discriminar estes
genes com base nos espectros de resisténcia por eles apresentados, ou seja, os
trés conferem resisténcia a todos os isolados (CAPITULO 1). Outro mérito
relevante da validacdo de marcadores capazes de discriminar especificamente
cada um dos genes Ur-5, Ur-11 ¢ Ur-ON, ¢ que estes poderdo também ser
utilizados quando da introgressdo destes genes em cultivares modernos ou
linhagens elites que apresentem suscetibilidade a ferrugem (STAVELY, 2000).

Nesta etapa do presente trabalho, nota-se a importancia da colaboracdo e
do uso cooperativo dos resultados obtidos entre os programas de melhoramento
cujos objetivos incluem a piramidagdo de genes de resisténcia a doengas. Uma
vez que, tanto a identificagdo e o desenvolvimento de novos marcadores quanto a

validacdo dos que ja se encontram disponiveis, sdo de suma importancia para os
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diferentes grupos de pesquisa, € requer um esfor¢o concentrado. Testar a
fidelidade de uma marca molecular com a caracteristica a qual ela est4 associada
ndo ¢ interesse apenas do grupo que a identificou ou desenvolveu, mas também

dos que idealizam sua utilizacao.

3.2.2. Populacdes segregantes

Tendo em vista a natureza dos marcadores moleculares validados como
possiveis de serem utilizados no processo de piramidagao, principalmente no que
diz respeito a fase de ligagdo em relacdo aos genes de resisténcia (Tabela 5), na
Figura 4 encontra-se um resumo da estratégia utilizada neste trabalho para a
introgressdo simultanea de Ur-5, Ur-11 e Ur-ON no background genético
“carioca” do cultivar Ruda.

Inicialmente, visando associar os genes Ur-5 e Ur-11, foram realizados
cruzamentos entre as plantas RC5F,; selecionadas quanto a resisténcia a ferrugem
e com base no estudo de fingerprinting molecular (Figuras 2B e 3B). As plantas
RC;F, derivadas do cruzamento Rudé x Mexico 309 (Ur-5) foram usadas como
genitores masculinos, ¢ as derivadas de Rud4a x Belmidak RR-3 (Ur-11) como
genitores femininos. Todas estas plantas apresentaram a marca SAE19g9, € ndo
apresentaram a marca produzida por OPX11s50. Somente as portadoras do gene
Ur-5 apresentaram a marca SI194¢, (Tabela 5).

A partir destes cruzamentos foram obtidas 19 plantas F,, dentre essas,
hibridos simples (gendtipo Ur-5ur-5Ur-11ur-11). Por meio da analise molecular
usando SI19440, seis das 19 plantas F; foram selecionadas, as quais também
foram testadas com SAE19g para confirmar a presenga do produto de
amplificacdo produzido por este marcador e, assim, evitar a sele¢do de falsos
positivos posteriormente. As plantas F; que apresentaram a marca SAE19g,, por
autofecundacdo, geraram a populagdo F, carregando os alelos Ur-5 e Ur-11,
formada por 83 plantas. Essa populacdo foi primeiramente avaliada com o

marcador SAE19g, €, com isso, selecionou-se 11 individuos homozigotos
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dominantes para o loco Ur-11. A partir destes, usando o marcador SI19,4,, foram

identificados sete individuos que também possuiam o alelo Ur-35.

(Inoculagio e Fingerprinting Molecular)

SAE" | RCFy (Ur-11) X RCyF, (Ur-5) [smo
oprx11* | Ruda x Belmidak RR-3 Ruda x Mexico 309
\ 4
Fy (Ur-5 e Ur-11) [gg;m]
®
v
SAE19 OPX11
SI19 - - i- - SI19*
P F, (Ur-5e Ur-11) x Vi-4899 (Ur-ON) o o
r
v OPXI11
_ _ _ SI19
F, (Ur-5, Ur-11 e Ur-ON) | Skero
®
v 4 “
SAE19
F, (Ur-5, Ur-11 e Ur-ON) | s119
_OPXI1 |

Figura 4. Representacdo esquemadtica da estratégia utilizada para a piramidagao
de genes de resisténcia a ferrugem no cultivar Rud4d. Em azul, entre
parénteses € em seqiiéncia, os critérios usados para a selecdo indireta
dos alelos de resisténcia em cada etapa do processo de melhoramento.
Os marcadores SI19 e OPX11 sao ligados, em fase de acoplamento,
aos genes Ur-5 e Ur-ON, respectivamente, ¢ o marcador SAE19, em
fase de repulsdo ao gene Ur-11. O asterisco (*) indica os marcadores
que foram utilizados, nas respectivas etapas de sele¢do, apenas para
evitar problemas de falsos positivos nas geracdes subseqiientes.

As sete plantas F, selecionadas com ambos os marcadores (genotipos Ur-
11Ur-11Ur-5 ) foram testadas com OPXl1l1s5, € ndo apresentaram a marca
correspondente, sendo, portanto, cruzadas com a linhagem Vi-4899 (gendtipo
Ur-ONUr-ON), usada como genitor masculino. Assim, 68 plantas F; foram
obtidas, a partir das quais oito foram selecionados apds a analise molecular

usando os marcadores OPX11s509, SI19450 € SAE19g9y, respectivamente. Neste
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caso, o marcador SAE19g9, foi usado também no intuito de evitar possiveis
problemas futuros com os falsos positivos. Apds esta etapa, a partir da
autofecundacdo dos oito hibridos triplos selecionados (gendtipo Ur-Sur-sUr-
1 lur-11Ur-ONur-on), foi gerada uma populacdo F,, a qual foi novamente
avaliada com os trés marcadores.

No processo seletivo da populacdo F, da piramidagdo, inicialmente, foi
realizada a identifica¢do das plantas homozigotas dominantes para o loco Ur-11,
usando para esse fim o marcador SAE19g9,. Das 189 plantas avaliadas, 55 ndo
apresentaram a marca SAE19g9, (genotipo Ur-11Ur-11). A partir destas, foram
identificadas as que carregavam simultaneamente os alelos Ur-5 (gen6tipo Ur-
5 ) e Ur-ON (gendtipo Ur-ON ), com base na analise molecular com os
marcadores SI194¢, € OPX1 155, respectivamente. Ao final deste processo, foram
selecionadas 17 plantas.

Ao analisar as sementes F,; produzidas pelas 17 plantas selecionadas a
partir da populagdo F, da piramidagdo, constatou-se que oito delas deram origem
a sementes com o mesmo padrao das produzidas pelo cultivar Rudd; cor creme
com estrias marrom claras, fundo claro, sem halo, de tamanho médio e nao
achatadas. Segundo MARQUES JUNIOR et al. (1997) e SANTOS et al. (2001),
a selegdo precoce da caracteristica tipo de graos ¢ bastante eficiente, devido a sua
alta herdabilidade. Além disso, do ponto de vista pratico, esta estratégia ¢
favoravel aos programas de melhoramento, os quais, nas geragdes futuras,
poderdo concentrar seus esforgos nas avaliagdes de outras caracteristicas, como ¢
o caso da produtividade. Possuir graos aceitaveis comercialmente ¢ um dos
fatores primordiais para o sucesso do cultivar a ser desenvolvido.

Assim, a partir das sementes produzidas por estas oito plantas F,
contendo os trés alelos de resisténcia a ferrugem piramidados, selecionadas com
base nos marcadores associados especificamente a cada um destes genes (Figura
5), e quanto ao tipo de grdos, serd constituida a populacdo F; subseqiiente.
Espera-se, posteriormente, atingir a homozigose para todos os locos de
resisténcia, conduzindo as geracdes por autofecundagdes, utilizando o método

genealdgico e a selegdo com base nos marcadores moleculares validados.
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Figura 5. Andlise eletroforética de produtos de amplificacido do DNA usando os
primers SAE19s9y (A), SI19460 (B) e OPX11ss59 (C) (Tabelas 3 e 5). As
canaletas M contém DNA de fago lambda digerido com EcoRI, BamHI e
Hindlll (marcador de tamanho). Os genitores Rud4, Mexico 309 (Ur-5),
BelmidaK RR-3 (Ur-11) e Ouro Negro (Ur-ON) estdo representados nas
canaletas 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Em seguida, sdo representadas as
plantas F, que contém os trés alelos de resisténcia a ferrugem (canaletas 5-
12), as quais também possuem graos do tipo carioca com o mesmo padrao
dos produzidos por Ruda. As setas indicam as bandas polimorficas
associadas aos referidos alelos de resisténcia.
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A proxima etapa sera confirmar a homozigoze para o loco Ur-11 nas
plantas F; a serem obtidas, por meio da andlise molecular com o marcador
SAE19g90, as quais também serdo avaliadas com SI19,4, ¢ OPX1155, para, assim,
identificar os gendtipos Ur-5 e Ur-ON__, respectivamente. Posteriormente, a
partir das plantas F; a serem selecionadas, espera-se obter a familias F;.4, as quais
serdo submetidas ao teste de progénie usando os marcadores moleculares, o que
permitird a identificacdo de familias homozigotas para todos os locos de
resisténcia.

Com base no que foi apresentado neste trabalho, pdde-se verificar que a
estratégia de piramidagdao adotada, usando a sele¢do assistida por marcadores
moleculares em conjunto com métodos convencionais de melhoramento,
diminuiu consideravelmente o tempo médio exigido para a introgressao
simultdnea de genes de resisténcia a ferrugem em um mesmo genétipo do
feijoeiro. O germoplasma desenvolvido podera ser diretamente combinado com
outros materiais desenvolvidos pelo programa do BIOAGRO/UFV, os quais ja
possuem genes de resisténcia para outras doengas, como antracnose € mancha
angular (RAGANIN, 2004; COSTA, 2004; ARRUDA, 2005).

A equipe do BIOAGRO/UFV tem trabalhado desde 1992 visando o
desenvolvimento de cultivares comerciais resistente a ferrugem, antracnose e
mancha angular. Ja foram criadas varias isolinhas avancadas contendo genes de
resisténcia para as trés doencas mencionadas. Essas isolinhas estdo agora sendo
intercruzadas para a piramidacao de diversos genes de resisténcia em um mesmo
background genético. Todo o processo de melhoramento tem sido acompanhado
por estudos de heranca dos genes de resisténcia, testes de alelismo entre eles e,
também, monitorado por marcadores moleculares identificados e/ou validados
nas proprias populacdes desenvolvidas pelo programa.

O material a ser obtido ao final do processo de piramidagdo para ferrugem,
iniciado neste trabalho, poderad vir a ser posteriormente lancado como cultivar,
caso este confirme sua resisténcia e se mostre produtivo nos experimentos a

serem futuramente realizados em campo.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Em avaliagdes realizadas no programa de melhoramento do feijoeiro
comum para resisténcia a doencas conduzido no BIOAGRO/UFV, a variedade
diferenciadora Mexico 309 e a linhagem Belmidak RR-3, portadoras dos genes
Ur-5 e Ur-11, respectivamente, apresentaram um amplo espectro de resisténcia
ao fungo Uromyces appendiculatus, agente causal da ferrugem. Estudos de
alelismo demonstraram a independéncia destes genes em relacdo a Ur-ON,
presente no cultivar Ouro Negro, o qual j4 vem sendo utilizado como fonte de
resisténcia no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi introduzir individualmente os genes Ur-5 e
Ur-11 no cultivar comercial Ruda (graos tipo carioca), para a posterior
piramidagdo destes genes e de Ur-ON no background genético ‘“carioca” do
feijoeiro.

Apo6s apenas trés ciclos de retrocruzamentos, sendo os dois ultimos
assistidos por marcadores moleculares, foram obtidas sementes portando
individualmente os alelos Ur-5 e Ur-11, e com aproximadamente 98% de
recuperacdo do background Ruda. Esse material genético foi utilizado na
piramidacao de Ur-5, Ur-11 e Ur-ON em uma mesma linhagem com graos do
tipo carioca. Para esse fim, as sementes RC;F; desenvolvidas, originadas a partir
dos cruzamentos Ruda x Mexico 309 (Ur-5) e Ruda x Belmidak RR-3 (Ur-11),
foram intercruzadas e, com isso, plantas contendo simultaneamente Ur-5 ¢ Ur-11
foram obtidas. Estas foram novamente cruzadas com a linhagem Vi-4899 (Ur-
ON), essencialmente derivada de Ruda por retrocruzamentos. Assim, foram
desenvolvidos hibridos triplos para os locos Ur-ON, Ur-5 e Ur-11. A partir da
autofecundacao destes, obteve-se a geracdo F, da piramidacao.

Uma vez que Ouro Negro, Mexico 309 e Belmidak RR-3 foram
incompativeis com todas as ragas de U. appendiculatus mantidas na micoteca do
BIOAGRO/UFV, o monitoramento de seus genes de resisténcia durante o

processo de piramidacdo foi realizado por meio da selecdo assistida pelos
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marcadores moleculares SI19440 (Ur-5), SAE19g9y (Ur-11), e OPX1155y (Ur-ON).
Assim, foram obtidas sementes que originardo a populacao F; da piramidacao, a
partir das plantas F, selecionadas com base nos trés marcadores mencionados e
quanto ao tipo de graos, de acordo com o padrdo dos produzidos pelo cultivar
Ruda. A partir desta populacdo, espera-se, em trabalhos futuros, atingir a
homozigose para todos os locos de resisténcia, utilizando o método genealogico e
a selecdo assistida por marcadores moleculares.

Uma das metas do programa de melhoramento do BIOAGRO/UFV ¢
utilizar o germoplasma obtido no presente trabalho para o desenvolvimento de
linhagens com graos do tipo carioca e contendo diferentes genes de resisténcia
piramidados para ferrugem, antracnose ¢ mancha angular. Além disso, o material
genético a ser obtido ao final do processo iniciado neste trabalho, apos ser
testado quanto ao desempenho agronOmico, se superior, poderd também ser

langados como novo cultivar.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DO CULTIVAR
BRSMG TALISMA QUANTO A RESISTENCIA A
FERRUGEM DO FEIJOEIRO

1. INTRODUCAO

Os cultivares de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) atualmente
lancados no Brasil necessitam apresentar alto espectro de resisténcia a doengas,
uma vez que estas constituem uma das principais causas da baixa produtividade
da cultura no pais. As perdas em decorréncia de enfermidades se agravam,
principalmente, quando se considera o cultivo em pequenas propriedades que
empregam baixo nivel tecnoldgico no processo produtivo, mas que possuem um
papel importante, pois somadas, produzem a maior fragdo do produto que se
destina ao abastecimento do mercado interno (RAMALHO e ABREU, 1998).
Dentre as principais doencas de origem fungica que acometem o feijoeiro, assim
consideradas por acarretarem sérios prejuizos, encontra-se a ferrugem, incitada
por Uromyces appendiculatus (Pers.: Pers.) Unger [sin. U. phaseoli (Reben)
Wint.]. A incidéncia deste patdogeno ocorre principalmente quando sdo
observadas, nas regides produtoras, temperaturas amenas e ocorréncia de orvalho
(PAULA JUNIOR e ZAMBOLIM, 1998).

O controle da ferrugem por meio da utilizagdo de cultivares resistentes
tem sido considerado eficiente, seguro, de menor custo e acessivel a produtores
de qualquer nivel econdmico. Entretanto, tem-se verificado no Brasil que a
maioria dos cultivares de feijoeiro recomendados para o plantio ndo apresentam
niveis satisfatorios de resisténcia ao U. appendiculatus (FALEIRO et al., 1996;
FALEIRO et al., 2001a; RIOS et al., 2001).
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O cultivar BRSMG Talisma ¢ proveniente de um programa de selecao
recorrente conduzido na Universidade Federal de Lavras (UFLA). A sua
genealogia ¢ composta pelos seguintes genitores: BAT 477, IAPAR 14; FT 84-
29, Jalo EEP, A 252; A 77, Ojo de Liebre; ESAL 645, Pintado e Carioca
(RAMALHO et al., 2002). Além de possuir graos do tipo carioca dentro das
exigéncias do mercado (cor creme com estrias marrom claras, fundo claro, sem
halo, graos de tamanho médio e ndo achatados), BRSMG Talisma apresenta boas
propriedades culinédrias e nutricionais, como tempo médio de cocg¢dao de 28,5
minutos, 9,8% de so6lidos soluveis e 23,8% de proteina (ABREU et al., 2004).
Tal cultivar foi recomendado para o plantio no estado de Minas Gerais no ano de
2002 e para o estado do Parand em 2003 (ABREU et al., 2004), podendo ainda
ser recomendado para outras regides do pais. No que se refere a produtividade de
graos, avaliagdes de campo demonstraram que BRSMG Talisma foi, em média,
10,6% superior as testemunhas Carioca e Pérola (cultivar mais plantado no
Brasil) (RAMALHO et al, 2002). Com relacdo a doengas, apresentou boa
resisténcia as racas 65 e 89 do fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magn.) Scrib., agente causal da antracnose do feijoeiro, quando inoculadas
artificialmente sob condi¢des controladas (RAMALHO et al, 2002). Tal
resisténcia foi confirmada no trabalho desenvolvido por ARRUDA (2005). Estas
ragcas encontram-se entre as mais prevalentes no Brasil (ALZATE-MARIN e
SARTORATO, 2004). Além disso, possui resisténcia intermedidria & mancha
angular e resisténcia ao virus do mosaico comum, conforme se constatou durante
avaliacOes realizadas em nivel de campo (RAMALHO et al., 2002). No caso da
ferrugem, tem sido observada alta suscetibilidade neste cultivar em lavouras da
Zona da Mata Mineira.

Marcadores moleculares tém sido usados como ferramenta para a selecao
assistida de genes de resisténcia em programas de melhoramento cujos objetivos
incluem o desenvolvimento de cultivares aptos ao controle genético de doengas.
Estes marcadores possibilitam o monitoramento da transferéncia de alelos de
interesse, de forma individual ou simultinea (piramidagdo), para genotipos

adaptados. Tal ferramenta tem permitido, ainda, a verificagdo da presenca de
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alelos de resisténcia em cultivares comerciais, os quais ndo foram diretamente
selecionados durante o desenvolvimento de tais cultivares, devido,
principalmente, a limitagdes nas metodologias convencionais de monitoramento
da resisténcia (ALZATE-MARIN et al., 2001).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a reagdo de BRSMG Talisma frente a
diferentes patotipos de U. appendiculatus coletados no estado de Minas Gerais,
em face a grande variabilidade patogénica apresentada por este fungo (FALEIRO
et al., 1999; SOUZA et al, 2005). Também foi realizada a caracterizagdo
molecular deste cultivar por meio da amplificagdo do seu DNA com marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e SCAR (Sequence
Characterized  Amplified  Region)  previamente identificados  como
especificamente ligados aos alelos de resisténcia a ferrugem Ur-ON, Ur-5 e Ur-
11 (CAPITULO 2). Tais marcadores estdo sendo usados para a selecdo indireta
de tais alelos no programa de piramidacdo de genes de resisténcia a doengas do
feijjoeiro conduzido no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria

(BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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2. MATERIAL E METODOS

As sementes de BRSMG Talisma e dos cultivares usados como
testemunhas resistente (Ouro Negro) e suscetivel (US Pinto 111) ao U.
appendiculatus foram obtidas do banco de germoplasma do programa de
melhoramento do BIOAGRO/UFV.

Para averiguar a reagdo de BRSMG Talisma a ferrugem, foram usados 12
patotipos do fungo U. appendiculatus. Onze destes pertencem ao grupo dos 13
previamente caracterizados por FALEIRO et al. (1999), os quais sdo oriundos do
estado de Minas Gerais. O outro patotipo, identificado como C (Coimbra), foi
recentemente coletado por pesquisadores do BIOAGRO/UFV no campo
experimental da institui¢ao situado no referido municipio mineiro.

As inoculagdes com o patogeno foram realizadas conforme a metodologia
descrita por CARRIJO et al. (1980). Os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetagdo. Dez plantas de BRSMG Talisma e de cada cultivar testemunha foram
utilizadas para a inoculacao individual dos 12 patétipos de U. appendiculatus.

Na avaliag¢do dos sintomas da ferrugem, foram considerados seis graus de
reacdo a doenca, com base na escala proposta por STAVELY et al. (1983). O
diagnostico dos graus de reacdo foi realizado mediante observacdo visual das
lesdes incitadas nas folhas inoculadas, utilizando como auxilio o diagrama de
representacdo grafica idealizado por CASTANO (1985). Foram registrados todos
os graus observados, relacionando-se primeiro o grau predominante e, a seguir,
os presentes em menor freqliéncia. Em todos os casos, foram consideradas
resistentes as plantas que apresentaram predominantemente grau 1, 2 ou 3
(auséncia de sintomas visiveis, manchas clordticas ou necroticas sem esporulacao
e/ou lesdes esporulantes com diametro menor que 300 um). As plantas com grau
4 ou maior (lesdes esporulando com didmetro maior ou igual a 300 um) foram
consideradas suscetiveis.

Folhas das plantas de BRSMG Talisma, das fontes portadoras dos genes
de resisténcia a ferrugem Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 (Tabela 1), e da testemunha
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suscetivel US Pinto 111, foram coletadas e mantidas a -80°C para posterior
extracdo de DNA, a qual foi realizada com base no protocolo descrito por
DOYLE e DOYLE (1990), adotando, entretanto, algumas modificacoes
propostas por ABDELNOOR et al. (1995). A amplificagdo do DNA pela técnica
RAPD, a eletroforese em gel de agarose e a fotodocumentagdo dos produtos de
amplificacdo foram realizadas de acordo com a metodologia usada por
VASCONCELOS et al. (1996). Nas avaliagdes com a técnica SCAR, os
procedimentos foram os mesmos usados nos ensaios com a técnica RAPD,
exceto com relagao ao oligonucleotideo iniciador, que foi substituido por 0,2 uM
de cada primer especifico. As temperaturas de anelamento usadas para cada par

de primers SCAR encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas de marcadores RAPD (OP) e SCAR (S) ligados a genes
de resisténcia a ferrugem do feijoeiro

Cultivar/ Distancia ot A
Marcador Gene Fonte (eM)' TP (°C)* Referéncia
58—-A 35 FALEIRO et al. (2000)
OPX115s9 Ur-ON  Ouro Negro 89 A 35 FALEIRO ef al. (2003)
B-190 SR-A 53 MELOTTO e KELLY (1998)
SCARMOw0 U3 \ievico309  33-A 50  DESSAUNE eral. (2005)
SCAR AE19ggy  Ur-11  BelmidakRR3  1,0-R 58 QUEIROZ et al. (2004)

f(A): marcador ligado em fase de acoplamento ao gene de resisténcia, (R): marcador ligado em fase de repulso.
*Temperatura de anelamento dos primers.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da caracterizagao fenotipica de BRSMG Talisma quanto a
reacdo ao U. appendiculatus mostraram que este cultivar foi suscetivel a cinco
dos 12 patdtipos avaliados. E importante ressaltar que altos graus de
suscetibilidade foram detectados em BRSMG Talisma quando testado frente aos
patotipos C e 6 (Tabela 2).

Outro aspecto interessante foi o fato do referido cultivar ter sido
incompativel com os patotipos 1, 4, 11 e 12 e compativel com o 6, todos
classificados como pertencentes & uma mesma raga fisioldgica, a raga 61-3. O
mesmo ocorreu com relagdo a raga 63-3. BRSMG Talisma foi resistente ao
patotipo 9 e suscetivel ao patotipo 13, ambos pertencentes a esta raca (Tabela 2).
Estes resultados corroboram a afirmag¢dao de que o fungo U. appendiculatus
apresenta uma grande variabilidade patogénica (PASTOR-CORRALES, 2001;
SOUZA et al., 2005).

Tabela 2. Avaliagdo do cultivar de feijoeiro comum BRSMG Talisma, e
testemunhas, quanto a reacdo ao fungo U. appendiculatus

L. ¥ Cultivares*
Patotipo (Raga)” — 52 SMG Talisma US Pinto 111° Ouro Negro”
C (21-3) 6-S 6-S 2-R
1(61-3) 2 - R 6-S 1 -R
2 (63-19) 12 - R 6-S |- R
4(61-3) 1 -R 6-S 1 -R
6 (61-3) 5.8 6-S 2-R
7 (53-19) 43 - S 6-S 1 -R
8 (53-3) 1-R 6-S |- R
9 (63-3) 1 -R 6-S 1 -R
10 (29-3) 4-5 6-S 1 - R
11 (61-3) |- R 6-S 1 -R
12 (61-3) 21 - R 6-S 23 - R
13 (63-3) 4-5S 6-S |- R

"Patotipos de U. appendiculatus coletados no estado de Minas Gerais.

Plantas resistentes (R): predominancia de grau 1, 2 ou 3 - auséncia de sintomas visiveis, manchas clordticas ou
necroticas sem esporulagdo e/ou lesdes esporulantes com menos de 300 um de didmetro; plantas suscetiveis (S):
predominancia de grau 4 ou maior - lesdes esporulando com didmetro maior ou igual a 300 pm. Onde aparecem mais
de um grau de reagdo, eles estdo dispostos em ordem decrescente de prevaléncia. “Testemunha suscetivel.
®Testemunha resistente (gene Ur-ON).
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Tem-se observado uma grande incidéncia de ferrugem nas lavouras
cultivadas com BRSMG Talisma na regido da Zona da Mata Mineira. O mesmo
foi observado neste trabalho, onde este cultivar também apresentou alto grau de
suscetibilidade ao patotipo C (Coimbra), o qual foi recentemente coletado no
campo experimental da UFV situado no referido municipio mineiro. Portanto,
seria importante a transferéncia de genes de resisténcia a esta doenca para
BRSMG Talisma.

Para obter uma resisténcia duradoura e de amplo espectro a ferrugem, ¢
recomendada a transferéncia simultdnea de distintos genes de resisténcia ao U.
appendiculatus para o gendtipo de interesse. O cultivar Ouro Negro (gene Ur-
ON), testemunha resistente a ferrugem usada neste trabalho, foi imune a nove
(nota 1) e resistente a trés (nota 2) dos patdtipos analisados (Tabela 2).
FALEIRO et al. (1996) ja haviam destacado a sua importancia como fonte
doadora de resisténcia a ferrugem a ser usada pelos programas de melhoramento
no estado de Minas Gerais. Além disso, Ouro Negro também se mostrou
moderadamente resistente a populagdes de U. appendiculatus oriundas dos
estados de Goias, Bahia, Parana e Sao Paulo (RIOS et al., 2001). Também
merecem destaque, quanto ao espectro de resisténcia, o cultivar diferenciador
Mexico 309 (gene Ur-5) e a linhagem norte americana Belmidak RR3 (gene Ur-
11), os quais apresentaram um Otimo desempenho frente a patdtipos do fungo
testados em Minas Gerais ¢ em outros estados brasileiros (FALEIRO ef al., 1999;
SANTOS e RIOS, 2000; FALEIRO et al., 2001b; SOUZA et al., 2005). Os genes
presentes nas trés fontes citadas poderdo, portanto, ser incorporados em BRSMG
Talisma.

Um resumo das caracteristicas dos marcadores RAPD e SCAR ligados
especificamente a genes que conferem incompatibilidade a ferrugem
(CAPITULO 2), utilizados na caracterizagio molecular da resisténcia de
BRSMG Talisma, encontra-se na Tabela 1. Todas as marcas moleculares
avaliadas foram polimorficas entre BRSMG Talisma e as trés fontes de
resisténcia a doenga, as quais possuem genes ja caracterizados e utilizados no

programa de piramidacao conduzido no BIOAGRO/UFV. Tais resultados sao
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mostrados na Figura 1: DNA de BRSMG Talisma, Ouro Negro (gene Ur-ON) e
US Pinto 111 (suscetivel universal) amplificado com o marcador OPX1 155,
(Figura 1A); DNA de BRSMG Talisma, BelmidaK RR3 (gene Ur-11) e US Pinto
111 amplificado com o marcador SAE19gy, (Figura 1B); DNA de BRSMG
Talisma, Mexico 309 (gene Ur-5) e US Pinto 111 amplificado com o marcador

SI194¢ (Figura 1C).
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Figura 1. Andlise eletroforética dos produtos de amplificagdo do DNA de
BRSMG Talisma, e testemunhas, com os marcadores OPX1155 (A),
SAE19g90 (B) € SI19440 (C) (Tabela 1). As canaletas M contém DNA
de fago lambda digerido com EcoRI, BamHI e HindIIl (marcador de
tamanho). Os produtos de amplificacio do DNA de BRSMG
Talisma, US Pinto 111 (suscetivel), Ouro Negro (Ur-ON), BelmidaK
RR3 (Ur-11) e Mexico 309 (Ur-5) sao mostrados nas canaletas 1, 2,
3a, 3b e 3c, respectivamente. As setas indicam as bandas
polimoérficas associadas aos referidos genes de resisténcia a
ferrugem.

O polimorfismo entre BRSMG Talisma e as fontes portadoras dos genes
Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 indica a auséncia de alelos para estes genes de resisténcia
no cultivar BRSMG Talisma. Além disso, valida os marcadores para serem
utilizados em um possivel monitoramento da introgressao simultdnea destes
genes no background genético do referido cultivar. E importante salientar que

tais marcadores sdo capazes de discriminar de forma especifica cada um dos
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genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 (CAPITULO 2), o que é fundamental para viabilizar
o processo de piramidacao assistida por marcadores moleculares.

Os resultados destas avaliagdes, no ambito fenotipico e molecular, sdo de
grande importancia ndo s6 para os produtores, na escolha do material genético a
ser cultivado, mas também para orientar os programas de melhoramento cujos
objetivos incluem o desenvolvimento de cultivares resistentes a patdgenos. A
caracterizagdo de linhagens com potencial agrondémico € util no processo de
escolha de genitores, etapa fundamental para o sucesso de um programa de
melhoramento.

A resisténcia a ferrugem poderia ser transferida para BRSMG Talisma por
meio do cruzamento entre este cultivar e o material genético recentemente
desenvolvido pelo programa de melhoramento do feijoeiro conduzido no
BIOAGRO/UFV. Este material além de possuir graos do tipo carioca conforme
os produzidos pelo genitor recorrente Ruda, também carrega simultaneamente os

alelos Ur-ON, Ur-11 e Ur-5 (CAPITULO 2).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Informacgdes a respeito dos cultivares de feijoeiro comum recomendados
para uso comercial no Brasil, no que se refere a reacdo a patdgenos, sdo de
grande importancia ndo s6 para os produtores, na escolha do material genético a
ser cultivado, mas também para orientar os futuros trabalhos de melhoramento.

Assim, um dos objetivos deste estudo foi avaliar a reagdo do cultivar
BRSMG Talisma frente a 12 isolados do fungo Uromyces appendiculatus, agente
causal da ferrugem do feijoeiro, coletados no estado de Minas Gerais. Outro
proposito foi caracterizar molecularmente BRSMG Talismda com marcadores
RAPD e SCAR especificamente ligados aos genes de resisténcia a ferrugem Ur-
ON, Ur-5 e Ur-11. Tais marcadores estdo sendo usados para a selecdo indireta
dos referidos genes no programa de melhoramento do feijoeiro do
BIOAGRO/UFV, o qual visa a piramidagao de genes de resisténcia a doengas.

Os resultados demonstram que BRSMG Talisma foi suscetivel a cinco dos
12 patotipos de U. appendiculatus com os quais foi testado. Todos os marcadores
analisados foram polimérficos entre BRSMG Talisma e as fontes de resisténcia a
ferrugem portadoras dos genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11. Isso indica a auséncia de
alelos de resisténcia para estes genes em BRSMG Talisma. Além disso, valida os
marcadores para serem utilizados em um possivel monitoramento da introgressao

simultanea dos referidos alelos no cultivar BRSMG Talisma.
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CONCLUSOES GERAIS

Doze isolados monopustulares de Uromyces appendiculatus provenientes do
estado de Minas Gerais foram classificados em sete racas fisiologicas
distintas: 21-3, 29-3, 53-3, 53-19 e 63-19. Esta classificacao foi realizada com
base na série diferenciadora internacional e no sistema binario de

d
nomenclatura propostos no “3"

Bean Rust International Workshop™.

Apos trés ciclos de retrocruzamentos, sendo os dois ultimos assistidos por
marcadores moleculares, foi possivel selecionar plantas portando,
individualmente, os alelos de resisténcia a ferrugem Ur-5 e Ur-11, e com,
aproximadamente, 98% de similaridade genética em relagdo ao genitor

recorrente Ruda (graos do tipo carioca).

A partir de cruzamentos entre as plantas RC;F; obtidas e a linhagem Vi-4899
(Ur-ON), foram desenvolvidos hibridos triplos para os locos Ur-5, Ur-11 e
Ur-ON. Estes geraram a populacdo F, da piramidagdo, composta por 189
plantas. Dezessete destas plantas apresentaram as marcas associadas aos trés
genes de resisténcia, das quais oito foram selecionadas quanto ao tipo de
graos. Essas oito plantas serdo utilizadas para a obtengdo de linhagens

homozigotas para os locos de resisténcia.

O cultivar BRSMG Talisma foi suscetivel a cinco dos 12 patoétipos de U.
appendiculatus com os quais foi testado. Os marcadores moleculares
especificamente ligados aos genes Ur-ON, Ur-5 e Ur-11 foram polimoérficos
entre BRSMG Talisma e as fontes de resisténcia a ferrugem portadoras destes

genes.
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