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RESUMO

SANTOS, Ana Caroline Duque, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, agosto de
2024. Co-segregagcdao de genes de resisténcia ao Colletotrichum
lindemuthianum e a Pseudocercospora griseola em linhagens endogamicas de
feijao comum (Phaseolus vulgaris L.). Professora orientadora: Dra. Maria Celeste

Gongalves Vidigal. Coorientadores: Dr. Pedro Soares Vidigal Filho, Dra. Mariana Vaz
Bisneta e Dra. Andressa Gongalves Vidigal Rosenberg.

A antracnose e a mancha angular, causadas por Colletotrichum lindemuthianum e
Pseudocercospora griseola, respectivamente, sao as principais doengas fungicas
que afetam a produtividade do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.). O uso de
cultivares resistentes é reconhecido como a estratégia mais eficaz para controle
dessas doencgas. Este estudo teve como objetivo analisar a co-segregagdo dos
genes de resisténcia as ragas 73 de C. lindemuthianum e 63-39 de P. griseola por
meio da fenotipagem de linhagens endogamicas F,s, originadas do cruzamento
entre as cultivares Awauna UEM e IPR88 Uirapuru. Os resultados indicaram que,
das 56 linhagens avaliadas, 50 co-segregaram para reacbes de
resisténcia/suscetibilidade, enquanto 6 linhagens apresentaram recombinagdo. A
segregacao observada ajustou-se a razdo 1RR:1SS, com um x2 de 0.071 e um
P-valor de 0.78, evidenciando resisténcia monogénica dominante a raca 73 de C.
lindemuthianum. Similarmente, a segregacdo para a raga 63-39 de P. griseola
também se ajustou a razdo 1RR:1SS (x*>= 0,64 e P-valor= 0,42). Esses resultados
sdo promissores para os programas de melhoramento genético afim de desenvolver
cultivares de feijdo resistentes tanto a antracnose quanto a mancha angular,
permitindo a selecdo eficiente para resisténcia multipla e otimizando o

desenvolvimento de cultivares mais resistentes e adaptadas as condigdes adversas.

Palavras-chave: Resisténcia genética, Antracnose, Mancha angular.



ABSTRACT

SANTOS, Ana Caroline Duque, M.Sc. State University of Maringa, August 2024.
Co-segregation of resistance genes to Colletotrichum lindemuthianum and
Pseudocercospora griseola in inbred lines of common bean (Phaseolus
vulgaris L.) Advisor: Dr. Maria Celeste Gongalves Vidigal. Co-advisors: Dr. Pedro
Soares Vidigal Filho, Dr. Mariana Vaz Bisneta and Dr. Andressa Gongalves Vidigal
Rosenberg.

Anthracnose and angular leaf spot, caused by Colletotrichum lindemuthianum and
Pseudocercospora griseola, respectively, are the main fungal diseases significantly
affecting common bean (Phaseolus vulgaris L.) productivity. The use of resistant
cultivars is considered the most effective strategy for controlling these diseases. This
study aimed to analyze the co-segregation of resistance genes to race 73 of C.
lindemuthianum and race 63-39 of P. griseola by phenotyping F,:g inbred lines
derived from the cross between the cultivars Awauna UEM and IPR88 Uirapuru.The
results showed that, among the 56 lines evaluated, 50 co-segregated for
resistance/susceptibility reactions, while six lines exhibited recombination. The
observed segregation fit the expected 1RR:1SS ratio (x* = 0.071; p = 0.78), indicating
monogenic dominant resistance to race 73 of C. lindemuthianum. Likewise,
segregation for race 63-39 of P. griseola also fit the 1RR:1SS ratio (x* = 0.64; p =
0.42).

These findings are promising for breeding programs aimed at developing bean
cultivars resistant to both anthracnose and angular leaf spot, enabling efficient
selection for multiple resistances and optimizing the development of cultivars that are
more resilient and better adapted to adverse conditions.

Keywords: Genetic resistance, Anthracnose, Angular Leaf Spot.



1. INTRODUGAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa mais importante
usada para consumo humano direto. Nutricionistas o destacam como uma relevante
fonte nutritiva devido ao seu alto teor de proteinas, além de sua combinagcdo de
carboidratos, fibras alimentares e minerais, como ferro e zinco, que sao
fundamentais para diversas fungdes corporais, incluindo o fortalecimento do sistema
imunologico (Uebersax et al., 2023).

Estudos moleculares indicam que o feijao comum teve origem na regiao da
Mesoamérica, mais especificamente no México, resultando em dois principais
centros de domesticacao: o Mesoamericano e o Andino (Bitocchi et al., 2012, 2013;
Schmutz et al., 2014). O centro Mesoamericano se estende do norte do México até a
Colébmbia e fornece a base genética para a maioria das cultivares comerciais
brasileiras (Gepts et al., 1986; Blair et al., 2013; Almeida et al., 2020). Por sua vez, o
centro Andino é distribuido no sul dos Andes, abrangendo do sul do Peru ao
noroeste da Argentina (Gepts et al., 1986; Bellucci et al., 2014; Rodriguez et al.,
2016).

Dentro do grupo de cultivares comerciais brasileiras, os feijdes dos tipos
carioca e preto sdo os mais relevantes em termos de produgdo e consumo (Conab,
2024). Esses tipos de feijdo sdo amplamente cultivados em diversas regides do pais
devido a sua adaptabilidade as diferentes condigbes climaticas. As cultivares do
feijao tipo preto sdo reconhecidas por serem fontes importantes de genes de
resisténcia a varias doencgas, incluindo antracnose e mancha angular (Mastenbroek,
1960; Young et al., 1998; Corréa et al.,, 2001; Faleiro et al., 2001; Queiroz et al.,
2004; Coelho et al., 2013; Gongalves-Vidigal et al., 2013).

A antracnose € causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Saccardo e Magnus) (Briosi e Cavara, 1889; Singh e Schwartz, 2010). A doenca
pode desenvolver sintomas em toda a parte aérea da planta e nas sementes,
apresentando lesdes ovais e deprimidas de margens escuras (Chaves, 1980) e, em
casos mais severos, pode apresentar estrangulamento do hipocétilo (Bianchini et al.,
1997). Atualmente, cerca de 298 racas de C. lindemuthianum foram relatadas no
mundo, das quais cerca de 89 racgas foram identificadas nos campos de producao do

Brasil (Nunes et al., 2021; Xavier et al., 2021) o que evidencia uma ampla



variabilidade patogénica deste fungo no pais e no mundo (Pastor- Corrales et al.,
1995; Ansari et al., 2004).

Outra doenca que merece destaque por afetar significativamente a
produtividade do feijdo comum é a mancha angular. Esta doenga é causada pelo
fungo hemibiotréfico Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & Braun (Bianchini et
al., 2005) e pode ocasionar perdas econdmicas irreparaveis a cultura (Stavely e
Pastor-Corrales, 1989; Pastor-Corrales et al.,, 1995). A doenga manifesta-se por
meio de lesdes circulares marrom-cinzentas de formas angulares, que causam a
necrose foliar, levando a desfolha prematura das plantas (Schwartz et al., 1982;
Rodriguez et al., 2017). Esse patdogeno também apresenta ampla variabilidade
patogénica, mundialmente, ja foram identificadas mais de 50 ragas de P. griseola
(Ddamulira et al., 2014; Rodriguez et al., 2017; Rezene et al., 2018; Nay et al.,
2019a; Aytenfsu e Terefe, 2023).

Tanto a antracnose como a mancha angular sob condi¢gdes ambientais
favoraveis podem levar a perdas de produtividade de até 100% (Damasceno e Silva
et al., 2007) e 80%, respectivamente (Singh e Schwartz, 2010). Essas doencas
representam uma ameaca significativa para a producdo de feijdo, exigindo
mecanismos de manejo eficazes. As estratégias de controle geralmente incluem o
uso de produtos quimicos, utilizagcdo de sementes livres de doengas e adogao de
cultivares resistentes. No entanto, devido ao alto custo associado ao uso de
produtos quimicos e a preocupagao ambiental com seu impacto, a escolha de
semente livres de doencas e a implantagcdo de cultivares resistentes tém se
destacado como as abordagens predominantes e mais sustentaveis no manejo
eficaz da doencga (Nabi et al., 2022).

Neste sentido, o Programa de Melhoramento de Feijdo da Universidade
Estadual de Maringa desenvolveu a cultivar Awauna UEM, originada do cruzamento
de FT Nobre/SEL 1308. Esta cultivar, pertencente ao grupo comercial preto, &
destaque, pois possui o gene de resisténcia Co-4? (RNC-MAPA, 2016, n® 35631),
que confere ampla resisténcia ao fungo C. lindemuthianum. Adicionalmente, a
cultivar Awauna UEM também é resistente a maioria das doengas que afetam a
produtividade do feijdo, tais como: mancha angular, ferrugem, crestamento
bacteriano comum, murcha de Curtobacterium, virus do mosaico comum, oidio e
fogo selvagem. A cultivar também se destaca por suas caracteristicas agronémicas,

como alto potencial produtivo, precocidade, porte ereto e alto teor de proteina.
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Outra cultivar do tipo preto importante para o mercado brasileiro de feijao é a
IPR88 Uirapuru desenvolvida pelo IAPAR. Originada do cruzamento entre os
gendtipos BAC29/PR1711/3/ NEP2/2/Puebla173/Icapijao, a IPR88 Uirapuru
destaca-se por sua ampla adaptacao e elevado potencial de rendimento. No entanto,
€ suscetivel as doengas de antracnose e mancha angular, o que pode limitar seu
uso em areas onde essas doencas sao prevalecentes.

A populacéo F,; derivadas do cruzamento entre as cultivares Awauna UEM
e IPR 88 Uirapuru foi recentemente utilizada em estudos de Quantitative Trait Loci
(QTL), levando a identificacdo de cinco QTLs associados aos componentes de
rendimento nos cromossomos Pv01, Pv04, Pv0O8 e Pv10 (Reche et al., 2023). A
identificacdo desses QTLs em cromossomos especificos oferece informagdes
valiosas sobre quais regides gendmicas sao cruciais para os componentes de
rendimento, o que pode facilitar uma selegdo mais eficiente. Além disso, trabalhos
que analisam a resisténcia a doencas nesta populacio ainda ndo foram conduzidos.

Estudos de co-segregacao e segregagao para genes de resisténcia a
doencas sao essenciais para o desenvolvimento de cultivares mais resistentes, a
compreensao dos mecanismos de resisténcia, a implementacdo de estratégias de
melhoramento e manejo mais eficazes. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi
analisar a co-segregacao dos genes de resisténcia as ragcas 73 de Colletotrichum
lindemuthianum e 63-39 de Pseudocercospora griseola, por meio da fenotipagem de
linhagens endogamicas F,g derivadas do cruzamento entre Awauna UEM e IPR88

Uirapuru.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e domesticacao do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijao comum, pertencente a classe Dicotyledoneae, ordem Rosales,
familia Fabaceae (Leguminosae), género Phaseolus e espécie Phaseolus vulgaris L.
(Maréchal et al., 1978; Debouck, 1999), € uma das leguminosas mais importantes. A
familia Fabaceae é conhecida por apresentar uma grande quantidade de espécies
gue possuem altas taxas de proteina em sua composi¢ao (Sarbhoy, 1977). Das mais
de 100 espécies do género Phaseolus, cinco foram domesticadas e sao cultivadas:
feijdao comum (P. vulgaris L.); feijao Ayocote (P. coccineus L.); feijao lima (P. lunatus
L.); feijao tepari (P. acutifolius) e P. polyanthus (Debouck, 1999; Bitocchi et al., 2017).

O feijao comum originou-se na regidao da Mesoameérica, especificamente no
México, ha aproximadamente de 4 a 6 milhdes de anos (Bitocchi et al., 2012;
Schmutz et al.,, 2014). A domesticagdo ocorreu de forma independente na
Mesoamérica e nos Andes ha cerca de 8.000 anos (Mamidi et al., 2011), a partir de
um ancestral silvestre comum ha cerca de 165.000 anos. Esse processo de
domesticacdo passou por deriva genética com efeito fundador, resultando na
formagdo de duas populagdes distintas: a Mesoamericana e a Andina. O grupo
génico Andino surgiu com menor tamanho populacional e menor diversidade
genética em relacdo ao Mesoamericano, refletindo diferengas na sua constituigao
genética (Schmutz et al., 2014).

O grupo génico Mesoamericano se estende do norte do México até a
Colémbia, originando cultivares de sementes pequenas (massa de 100 sementes <
25 g) e médias (massa de 100 sementes entre 25 e 40 g). Em contraste, o grupo
génico Andino é encontrado principalmente no sul dos Andes, do sul do Peru ao
noroeste da Argentina, onde originaram-se cultivares de sementes médias e grandes
(massa de 100 sementes > 40 g) (Singh et al., 1991; McClean et al., 2002;
Broughton et al.,, 2003; Diaz e Blair, 2006). O tamanho das sementes esta
relacionado ao tipo de faseolina: o grupo Mesoamericano apresenta padroes de
faseolina "S", "B", "Sb" e "Sd", enquanto o grupo Andino apresenta padrdoes de
faseolina dos tipos "T", "C", "H" e "A" (Koenig et al., 1990; Gepts et al., 1986; Singh
etal., 1991).

A variagao no tamanho das sementes e nos padrdes de faseolina reflete o

complexo processo de domesticagcdo e selegao ocorrido em cada grupo génico.
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Apds os eventos de domesticagdo, os grupos Mesoamericano e Andino foram
subdivididos em distintas racas de feijao comum. No grupo Mesoamericano,
surgiram as racas Durango, Jalisco e Mesoameérica, enquanto no grupo Andino
surgiram as ragas Chile, Nova Granada e Peru (Beebe et al., 2001; Singh et al.,
1991).

No Brasil, as rotas de introdugdo do feijdo comum nao estdo totalmente
esclarecidas. Entretanto, estudos propdem duas hipoteses principais para a entrada
dos feijdes no pais. A primeira hipétese sugere um caminho pré-histérico, com um
fluxo que passou pelo México, llhas do Caribe, Colébmbia, Venezuela e Brasil,
introduzindo feijdes do grupo génico Mesoamericano. A segunda hipotese aponta
para uma rota mais contemporanea, originada nos Andes, onde feijdes de sementes
maiores teriam sido levados para a Europa pelos colonizadores e, posteriormente
trazidos ao Brasil por imigrantes (Gepts et al., 1988). Relatos posteriores indicam
que os feijdes do grupo Andino provavelmente foram introduzidos pelos povos
indigenas Guarani, que transportaram sementes de feijdo comum do Peru e Bolivia
para o Brasil (Blair et al., 2013).

A cultura do feijao comum adaptou-se de maneira eficiente as diversas
condigdes climaticas do Brasil, resultando na diversificacdo de cultivares locais ao
longo do tempo. Esta adaptagcdo é um reflexo da grande variabilidade genética da
espécie, que permite a selecado de cultivares capazes de uma ampla adaptabilidade
e estabilidade em diferentes ambientes. Atualmente, o feijdo comum é uma das
leguminosas mais importantes no pais, com os tipos carioca e preto sendo os mais
cultivados e consumidos no pais (Almeida et al., 2020; Carbonell et al., 2021; Conab,
2024).

O sucesso dessas cultivares se deve, em parte, aos avangos em programas
de melhoramento genético que tém focado na resisténcia a doengas, na adaptacao
a diferentes condigbes ambientais e no aumento da produtividade. Além disso, na
pesquisa agrondmica, tem sido desenvolvida praticas de manejo que otimizam o uso
de recursos naturais, promovendo uma agricultura mais sustentavel. A continuidade
da pesquisa e do desenvolvimento de novas cultivares € de fundamental importancia
para assegurar a producao de feijao comum no Brasil frente as mudancas climaticas

e aos desafios fitossanitarios (Assefa et al., 2019; Conab, 2024).
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2.2. Importancia nutricional e econémica da cultura

O feijao comum é uma das fontes de proteina mais acessiveis entre as
leguminosas e a base da alimentacdo de milhdes de pessoas (Broughton et al.,
2003; Faostat, 2022). Os graos sao ricos em acidos fendlicos, proteinas,
carboidratos, fibras, minerais, fontes antioxidantes, como flavonoides e polifendis.
Além disso, sdo uma excelente fonte de lisina e vitaminas do complexo B. O feijao
comum também se destaca como um dos principais fornecedores de micronutrientes
essenciais, como ferro e zinco (Lin et al., 2008; Machado et al., 2008; Petry et al.,
2015). Além de possuir baixo teor de gordura e é praticamente isento de gorduras
saturadas, contribuindo para uma dieta equilibrada e saudavel.

De acordo com o ultimo levantamento da Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO), o cultivo de feijdes secos (dry beans) esta presente em
todos os continentes habitados. Ficando o continente Asiatico responsavel por
aproximadamente 12,6 milhdes de toneladas da produgdo mundial, seguindo dos
continentes Africano com 7,8 milhdes de toneladas, Americano com 7,3 milhdes de
toneladas, representando uma alta porcentagem da produgao global. Em contraste,
os continentes Europeu e Oceénico apresentam producdes que ndo chegam a 3%
da producao global. A produgao mundial totaliza aproximadamente 28,3 milhdes de
toneladas, cultivadas em cerca de 36,8 milhées de hectares, com produtividade
média de 1.300 kg ha™' (Faostat, 2022).

O Brasil destaca-se como o segundo maior produtor e um dos principais
consumidores mundiais de feijdo comum. O pais é precedido apenas pela india, que
lidera a produgdo global com 6,6 milhdes de toneladas (Faostat, 2022; Conab,
2024). Nas trés safras de 2023/24, aproximadamente 2,8 milhdes de hectares foram
cultivados com feijao no Brasil, resultando em uma producédo de 3,3 milhdes de
toneladas e uma produtividade média de 1.143 kg ha'. Essas informagdes
abrangem os dois principais grupos de feijao cultivados no Brasil: Phaseolus vulgaris
L. (feijao comum) e Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijao caupi) (Conab, 2024).

No mesmo periodo, a producao de feijao comum no Brasil, incluindo feijao
cores e preto, demonstrou um desempenho satisfatorio, atingindo cerca de 2,6
milhdes de toneladas. Isso representa aproximadamente 80% da producéo total dos
feijdes cultivados, com uma area colhida de 1,6 milhdes de hectares, resultando em
um rendimento médio de 1.617 kg ha"'. Essa produtividade coloca o Brasil em

destaque acima da média mundial. Dentre os principais estados produtores, o
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Parana lidera a producdo nacional de feijao comum, com uma produtividade média
de 1.590 kg ha”', seguido por Minas Gerais e Bahia (Conab, 2024).

A producado de feijao preto no Brasil € de grande importancia para o
mercado nacional, especialmente na regido Sul do pais, que se destaca como maior
produtora e consumidora. Os estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul sédo os principais produtores de feijao preto da regiao Sul. O Parana lidera com
uma producao de 565,4 mil toneladas, seguido por Santa Catarina com 86,3 mil
toneladas e o Rio Grande do Sul com 52,5 mil toneladas. Juntos, esses estados
contribuem com 704,2 mil toneladas, representando a maior parte da producéo
nacional de feijao preto, que totaliza 731,7 mil toneladas, com produtividade média
de 1.525 kg ha™' (Conab, 2024).

Esse destaque da regido Sul na producdo nacional de feijao preto é
resultado da adocdo e implementacdo de melhorias técnicas de producao
desenvolvidas pela pesquisa, principalmente no desenvolvimento de cultivares mais
resistentes e adaptadas a diversas condigdes climaticas. Essas pesquisas tém
contribuido para o aumento da produtividade do feijdo preto, beneficiando
diretamente essa regido e fortalecendo sua posigdo como lider na produgao dessa
leguminosa (Carneiro et al., 2015; Carbonell et al., 2021; Conab, 2024).

Nesse contexto, a expansao da area cultivada nos ultimos anos no Brasil
reflete a necessidade de disponibilizar um maior nimero de cultivares adaptaveis e
estaveis em diferentes regides, considerando que o cultivo do feijao comum ocorre
durante todo o ano, em trés safras distintas (Moura e Brito, 2015; Conab, 2024).
Fatores de estresse abiotico, como o clima e solo, sao as principais limitagdes para
a produtividade do feijao comum na maioria dos paises tropicais e subtropicais (Rao,
2014). Embora a cultura seja bem adaptavel a diversas condigbes climaticas, ela
também esta amplamente sujeita ao desenvolvimento de diversos patégenos, como
fungos, virus, bactérias e nematoides (Paula Junior e Zambolin, 2006). Entre as
doencgas de origem fungica, a antracnose e a mancha angular exercem impacto
significativo na redug&o da produtividade da cultura (Damasceno et al., 2007; Singh
e Schwartz, 2010).
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2.3. Antracnose no feijao comum
2.3.1 Agente causal e sintomas

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Saccardo
e Magnus) Briosi e Cavara (1889) € uma das doengas economicamente mais
importantes do feijdo comum e pode causar perdas de até 100% em cultivares
suscetiveis (Damasceno e Silva et al.,, 2007). C. lindemuthianum (Saccardo e
Magnus), pertence a classe Deuteromycetes (fungos imperfeitos), ordem
Melanconiales, familia Melanconiaceae (Rava et al.,1994).

E uma doenca de carater cosmopolita, com ocorréncia mais severa em
locais onde ha predominancia de temperaturas amenas e alta umidade (Walker,
1959; Carneiro et al., 2015). Essa doenga fungica pode ocasionar perdas
significativas na produtividade do feijao comum quando em temperaturas amenas
(18 e 22°C) sendo a temperatura favoravel ao desenvolvimento do patégeno 21°C e
umidade relativa acima de 91% (Chaves,1980; Kelly et al., 1994). Os sintomas da
antracnose podem ser observados nas sementes, nas folhas, nos peciolos e nas
vagens. Quando a doenca afeta plantulas, observam-se lesbes pequenas de
coloragdo marrom ou preta nos cotilédones. O hipocétilo pode apresentar lesées
alongadas, superficiais ou deprimidas, podendo ocorrer o estrangulamento do
hipocotilo e morte da plantula (Bianchini et al., 2005).

As sementes contaminadas representam as principais fontes do indculo e,
consequentemente, desempenham um papel crucial na disseminagado da doenca,
conforme observado por Kimati (1980). As lesdes, geralmente ovais e deprimidas,
exibem margens escuras com um centro claro, podendo também apresentar
coloragdes pardas e negras. Sob condigbes ideais de temperatura e umidade, as
lesbes revelam esporos de tonalidade rosada, conforme descrito por Chaves (1980).

O tecido foliar inicialmente manifesta sintomas na face abaxial,
acompanhando as nervuras da folha, embora também possam ser observados na
face adaxial (Figura 1 A e B). Em estagios avangados, pode ocorrer necrose do
tecido foliar (Sartorato, 1988; Bassanezi et al., 2001).
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Figura 1. Sintomas da antracnose causada pelo fungo C. lindemuthianum. A- Lesdes
na face adaxial no tecido foliar; B- Lesdes na face abaxial no tecido foliar; C-D -
Sintomas no peciolo e caule do feijao comum — Fonte: Nupagri, 2023.

Nos peciolos e caules, os sintomas se apresentam com coloragdo escura,
formato oval e depressdes (Figura 1 C e D). Observam-se sintomas semelhantes em
vagens, especialmente no centro de lesbes com coloragdo clara e esporulagao,

quando as condigdes de temperatura e umidade sao ideais (Sartorato, 1988).

2.3.2 Variabilidade patogénica do Colletotrichum lindemuthianum

Os danos causados pelo fungo C. lindemuthianum tém sido relatados desde
1875. Os primeiros estudos detalhados sobre a variabilidade do patégeno foram
realizados no inicio do século XX. Em 1911, Barrus comegou a investigar a
diversidade genética de C. lindemuthianum, revelando a existéncia de diferentes
ragas do fungo. Este trabalho pioneiro destacou a complexidade e a variabilidade do
patdgeno. Atualmente, a variabilidade genética de C. lindemuthianum continua a ser
um desafio significativo para os programas de melhoramento de feijao.

Para enfrentar esse desafio, a comunidade cientifica desenvolveu um
sistema padronizado de identificacdo de racas de C. lindemuthianum. Esse sistema
proposto por Pastor-Corrales (1991) descreveu o uso de um sistema binario de
Habgood (1970), utilizando 12 cultivares diferenciadoras de antracnose (Quadro 1).
Essa padronizacdo envolve a atribuicdo de um valor numérico a cada cultivar
diferenciadora, utilizando a formula "2™"", em que "2" representa o numero de
classes fenotipicas (resistente ou suscetivel) e "n" é determinado pela ordem das

cultivares diferenciadoras. Esse valor numérico padronizado é utilizado para
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designar cada raga, por meio da soma dos valores binarios das cultivares

diferenciadoras suscetiveis. (Quadro 1).

Quadro 1 — Diferenciadoras para antracnose no feijdo comum, valores binarios,
conjuntos génicos e genes de resisténcia identificados

Cultivares diferenciadoras Valor binario  Conjunto génico' Gene de
resisténcia

Michelite 1 MA Co-11

Michigan Dark Red Kidney 2 A Co-1

Perry Marrow 4 A Co-13

Cornell 49-242 8 MA Co-2

Widusa 16 A Co-1°

Kaboon 32 A Co-12

México 222 64 MA Co-3

Pl 207262 128 MA Co-4% Co-3°

TO 256 MA Co-4

TU 512 MA Co-5

AB 136 1024 MA Co-6, Co-8

G2333 2048 MA Co-3°, Co-4?, Co-52

'Conjunto génico: MA - Mesoamericano; A - Andino
Fonte: Kelly e Young, 1996; Sousa et al. 2014.

As racas de C. lindemuthianum, assim como o feijao comum, tém origem
Mesoamericana ou Andina. Ragas de origem Mesoamericana possuem uma elevada
taxa de viruléncia em cultivares de ambos os conjuntos génicos de feijao comum
enquanto que as ragas Andinas sdo mais virulentas no grupo de feijao comum
Andino (Gepts, 1988; Pastor-Corrales, 1996; Balardin e Kelly, 1998; Chiorato et al.,
2006).

Atualmente, cerca de 298 racas de C. lindemuthianum foram relatadas no
mundo, das quais 89 estdo presentes no Brasil (Nunes et al., 2021; Paulino et al.,
2021, Xavier et al., 2021). A ampla variabilidade apresentada pelo C.
lindemuthianum pode ser atribuida a diferentes mecanismos, como mutagéo,
recombinacdo sexual, heterocariose e parassexualidade (Azevedo, 1976; Rava et
al., 1994). A ampla variabilidade de feijdo comum cultivado no Brasil e a diversidade
patogénica de C. lindemuthianum sugerem um processo de coevolugdo entre o
patdbgeno e o hospedeiro. Isso significa que, a medida que o feijao comum
desenvolve novas resisténcias, o patdogeno também evolui para superar essas

defesas, resultando em uma continua adaptagdo mutua. Essa coevolugdo complexa
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torna o controle da antracnose um desafio constante e exige o desenvolvimento
continuo de novas cultivares resistentes (Melotto e Kelly, 2000; Gongalves-Vidigal et
al., 2013; Gongalves-Vidigal et al., 2020).

2.3.3 Resisténcia Genética

Um dos mecanismos mais eficientes para o controle da antracnose no feijao
comum € o uso da resisténcia genética (Kelly e Vallejo, 2004; Singh e Schwartz,
2010; Gongalves et al., 2023). Essa estratégia se destaca pelo alto custo associado
aos produtos quimicos (Nabi et al., 2022) e por contribuir para a redugado da
contaminagdo ambiental decorrente do uso inadequado desses insumos. No
entanto, o fungo Colletotrichum lindemuthianum esta em constante evolucéo,
apresentando ampla variabilidade e superagéo da resisténcia de diversas cultivares,
sendo assim necessarios estudos constantes em busca de novas fontes de
resisténcia duravel a esse patdégeno (Balardin e Kelly, 1998; Melotto e Kelly, 2000;
Gongalves-Vidigal et al., 2008, 2020).

Devido a grande variabilidade patogénica de C. lindemuthianum e ao
surgimento constante de novas ragas, € essencial identificar continuamente novos
genes e/ou alelos de resisténcia. A incorporacdo dessas descobertas nas cultivares
comerciais pode ampliar o espectro de resisténcia, resultando em maior estabilidade
da produgdo de feijdo comum. Atualmente, 24 genes de resisténcia de efeito
dominante, com seus respectivos alelos, ja foram descritos e nomeados com o
simbolo Co (Quadro 2).

Desses genes de resisténcia, onze foram identificados no conjunto génico
mesoamericano: Co-2, Co-3 (e série alélica Co-3% Co-33% Co-3‘, Co-3°), Co-4 (e
série alélica Co-4%e Co-43), Co-5 (e o alelo Co-53), Co-6, Co-11, Co-16, Co-17, Co-u,
Co-v, CoPv09c°. Para o conjunto génico Andino, treze genes foram identificados:
Co-1 (e série alélica Co-12 Co-13 Co-1*, Co-1°, Co-1"Y) Co-12, Co-13, Co-14, Co-15,
Co-18, Co-w, Co-x, Co-y, Co-z, Co-Pa, Co-AC, Co-BF e CoPv01°PRK (Campa et al.,
2014; Castro et al., 2017; Chen et al., 2017; Paulino et al., 2019; Gilio et al., 2020;
Gongalves-Vidigal et al.,, 2020; Marcon et al.,, 2021; Lateef et al.,, 2024).
Adicionalmente, um unico gene de efeito recessivo foi identificado na cultivar AB 136

e nomeado como co-8 (Alzate-Marin et al., 1997).
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Quadro 2. Genes de resisténcia a antracnose, fonte de resisténcia, grupos génicos,
cromossomos e referéncias

Gene Fonte de resisténcia Grupo GL? Referéncias
génico’
Co-1 MDRK?3; A193 A Pv01 Burkholder (1918); McRostie (1919); Young
e Kelly (1997); Mendonza et al. (2001)
Co-12 Kaboon A Pv01 Melotto e Kelly (2000); Campa et al. (2011)
Co-1* Perry Marrow A Pv01 Melotto e Kelly (2000)
Co-1* AND 277 A Pv01 Alzate-Marin et al. (2003); Gongalves-
Vidigal et al. (2011)
Co-1° Widusa A Pv01 Goncalves-Vidigal e Kelly (2006)
Co-11" Hongyundou A Pv01 Chen et al. (2017)
Co-2 Cornell 49242 \ Pv11 Mastenbroek (1960)
Co-3 México 222 M Pv04 Bannerot (1965); Rodriguez-Suarez et al.
(2008)
Co-3? México 227 M Pv04 Fouilloux (1979)
Goncalves-Vidigal et al. (1997); Geffroy et
Co-3° al. (1999); Alzate-Marin et al. (2007);
BAT 93; Pl 207262 M Pv04 Rodrigues-Suarez et al. (2004); Méndez-
Vigo et al. (2005); Geffroy et al. (2008);
Co-3* Ouro Negro M Pv04 Gongalves-Vidigal et al. (2013)
Co-3° G 2333; MSU 7-1 M Pv04 Pastor-Corrales (1994); Young et al. (1998),
Sousa et al. (2014)
Fouilloux (1976); Fouilloux (1979); Young et
Co-4 TO M Pv08 al. (1998); Arruda et al. (2000); Queiroz et
al. (2004)
Young et al. (1998); Alzate-Marin et al.
Co-4? G 2333; SEL 1308 M Pv08 (2001); Awale e Kelly (2001); Melotto e
Kelly (2001); Trabanco et al. (2015);
Oblessuc et al. (2015); Burt et al. (2015)
Co-4° P1207262 M Pv08 Alzate-Marin et al. (2007); Alzate-Marin et
al. (2007); Arruda et al. (2000)
Co-5 TU M Pv07 Bannerot (1965); Fouilloux (1976); Campa
et al. (2009)
Co-5° G 2333; SEL 1360; Young e Kelly (1996); Alzate-Marin et al.
MSU 7-1 M Pv07 (2001); Vallejo e Kelly (2009); Sousa et al.
(2014)
Schwartz et al. (1982); Alzate-Marin et al.
Co-6 AB 136 M Pv07 (1999); Gongalves-Vidigal et al. (2001);
Kelly et al. (2003); Queiroz et al. (2004);
Campa et al. (2017)
co-8 AB 136 M - Alzate-Marin et al. (1997)
Co-11 Michelite M - Goncalves-Vidigal et al. (2007)
Co-12 Jalo Vermelho A Pv04 Goncalves-Vidigal et al. (2008)
Co-13 Jalo Listras Pretas A Pv03 Gongalves-Vidigal et al. (2009); Lacanallo e
Goncalves-Vidigal (2015)
Co-14 Pitanga A Pv01 Gongalves-Vidigal et al. (2012); Gongalves-
Vidigal et al. (2016)
Co-15 Corinthiano A Pv04 Sousa et al. (2015)
Co-16 Crioulo 159 M Pv04 Coimbra-Goncalves et al. (2016)
Co-17 SEL 1308 M Pv03 Trabanco et al. (2015)
Co-18 KRC-5 A Pv10 Lateef et al. (2024)
Co-u BAT 93 M Pv02 Geffroy et al. ( 2008)
Co-v BAT 93 M Pv07 Geffroy (1997)
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Co-x Jalo EEP 558 A Pv01 Geffroy et al. ( 2008)
Co-w Jalo EEP 558 A Pv01 Geffroy et al. ( 2008)
Co-y Jalo EEP 558 A Pv04 Geffroy et al. (1999); Geffroy et al. (2008)
Co-z Jalo EEP 558 A Pv04 Geffroy et al. (1999); Geffroy et al. (2008)
Co-Pa Paloma A Pv01 Castro et al. (2017)
Co-AC Amendoim Cavalo A Pv01 Nanami et al. (2017); Gilio et al. (2017)
CoPv(1CPRK CDRK* A Pv01 Gongalves-Vidigal et al. (2020)
CoPv09c® Cornell 49242 M Pv09 Campa et al. (2014)
Co-Bf Beija Flor A Pv04 Marcon et al. (2021)

'Grupo génico: A=Andino, M=Mesoamericano, 2GL: Grupos de ligagdo, *MDRK: Michigan Dark Red
Kidney, 4 CDRK: Califérnia Dark Red Kidney. * Gene proposto para Aprovagédo do Bean Improvement
Cooperative Genetics Committee (BIC).

A caracterizagdo de genes de resisténcia destaca-se pela sua eficiéncia no
controle da antracnose. A utilizagdo de cultivares resistentes, aliada ao
melhoramento genético continuo, é fundamental para garantir a sustentabilidade da

produgao de feijdo comum e minimizar os impactos da antracnose.

2.4. Mancha angular no feijao comum

2.4.1 Agente causal e sintomas

Assim como a antracnose, a mancha angular se destaca pela sua
importancia, sendo a segunda principal doenga fungica que afeta a produtividade e
qualidade dos graos (Carneiro et al.,, 2015). A presenca deste fungo na lavoura
associado a temperaturas moderadas e elevada umidade, fornece um ambiente
ideal para a ocorréncia desta doenga (Bianchini et al., 2005), com potencial de
perdas na producao de até 80% (Singh e Schwartz, 2010).

A mancha angular é causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.),
no qual pertence ao filo dos Deuteromicetos, classe Hyphomycete, ordem Miniliales,
familia Stilbaceae (Bianchini et al., 1997; Pastor-Corrales et al., 1998). De acordo
com Bianchini et al. (1997), o fungo P. griseola produz sinémios na face inferior da
folna, com 250 ym de comprimento e 20-40 pm de largura, compostos por
conidiéforos paralelos escuros, formando tufos visiveis a olho nu. Os conidios s&o
de cor cinza, cilindricos a fusiformes, as vezes curvos, com 2 a 6 septos, medindo
35-70 ym de comprimento e 5-7,5 ym de largura no centro e 1,5-2 um de largura na
base.

O processo de dispersao deste patégeno pode ocorrer por meio de respingos

de chuva, sementes contaminadas, restos de cultura no campo e principalmente
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pelos ventos, ou seja, tem facilidade de disseminag&o no campo (Singh e Schwartz,
2010). Os conidios germinam em temperaturas entre 8 e 32° C, com 6timo a
20-28°C. O desenvolvimento da doenga ocorre em temperaturas entre 16-28° C,
preferencialmente a 24° C (Bianchini et al., 2005). Quando em condi¢gdes ambientais
favoraveis, como temperaturas amenas, ocorréncia de orvalho, presenga do
patdgeno, suscetibilidade das cultivares, a mancha angular pode levar a perdas
elevadas de produtividade (Schwartz et al., 1982; Bianchini et al., 1997).

Os sintomas desta doengca podem ser observados em vagens, folhas e
caules e aparecem de 8 a 12 dias apds infeccao. Nas folhas, os sintomas sao bem
caracteristicos, sendo lesdes em formato angular e coloragdo marrom escura

delimitado pelas nervuras (Figura 2). Com a ocorréncia de grande numero de lesoes,

ocorre uniao destas em toda a folha, evoluindo para necroses e desfolha prematura
(Schwartz et al., 1982; Rodriguez et al., 2017).

Figura 2. Sintomas foliar da mancha angular em trifélios de feijdo comum. Fonte:
Nupagri 2023.

Nos ramos e peciolos, as lesdes sado escuras e alongadas. Nas vagens, as
manchas arredondadas e castanho-escuros, com tamanho variavel, ndo sendo
lesbes deprimidas, o que a difere da lesdao de antracnose. Nas sementes, a infeccao
ocorre principalmente através do hilo, prejudicando a germinacdo e o

desenvolvimento das plantulas (Bianchini et al., 2005).
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2.4.2 Variabilidade patogénica da Pseudocercospora griseola

A ampla variabilidade entre isolados de P. griseola aumenta a importancia de
estudos de caracterizacdo e identificacdo do patégeno. Essa identificacdo é
realizada por meio da inoculagdo de esporos do patdbgeno em um grupo de 12
cultivares diferenciadoras. A padronizacao das cultivares diferenciadoras da mancha
angular foi estabelecida no "International Workshop of the Angular Leaf Spot on
Common Beans" no CIAT em 1995. As seis primeiras cultivares diferenciadoras sao
de origem Andina (A) e as seis seguintes sdo de origem Mesoamericana (MA),
conforme proposto por Pastor-Corrales e Jara (1995) (Quadro 3).
Quadro 3. Cultivares diferenciadoras utilizadas na caracterizagdo de ragas de

Pseudocercospora griseola em feijao comum utilizando o sistema binario proposto
por Pastor-Corrales e Jara (1995)

Cultivares Pool aéni Valor binari Valor numérico
diferenciadoras 00l genico alor binario (291)
Don Timoéteo Andino 2! 1
G 11796 Andino 22 2
Bolon Bayo Andino 23 4
Montcalm Andino 24 8
Amendoim Andino 2° 16
G 5686 Andino 26 32
PAN 72 Mesoamericano 21 1
G 2858 Mesoamericano 22 2
Flor de Mayo Mesoamericano 23 4
México 54 Mesoamericano 24 8
BAT 332 Mesoamericano 2° 16
Cornell 49-242 Mesoamericano 26 32

T Valor binario andino (1 + 8 + 16) = 25. 1 Valor binario mesoamericano (1 + 2 + 4 + 32) = 39 (raga
25-39).

A identificacdo e denominagdo de uma determinada raga € feita por um
numero composto por duas somatarias. O primeiro niumero corresponde a soma dos
valores numéricos para as cultivares andinas suscetiveis e 0 segundo refere-se a
cultivares suscetiveis Mesoamericanas. As duas somatorias sao separadas por

traco. A suscetibilidade de uma cultivar é avaliada por uma escala de severidade da
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doenca, podendo variar de 1 a 9, sendo 1 a 3 plantas resistentes, 4 a 6 plantas
intermédias, e 6 a 9 plantas suscetiveis (Inglis et al., 1988).

Mais de 50 racas de P griseola ja foram identificadas mundialmente
(Ddamulira et al., 2014; Rodriguez et al.,, 2017; Rezene et al.,, 2018; Nay et al.,
2019a; Aytenfsu e Terefe, 2023), fato este que evidencia a importancia da busca por
controle da doenca. Atualmente, um dos mecanismos mais eficiente e econémico é
a utilizacdo de cultivares resistentes. No entanto, sdo necessarios estudos de
identificacdo das possiveis fontes de resisténcia, bem como o conhecimento do seu

controle genético.

2.4.3 Resisténcia Genética

A resisténcia @ mancha angular no feijdo comum & amplamente conferida
por loci que exibem padrées qualitativos de heranca (Nay et al., 2019a), indicados
por um unico locus dominante identificado por meio de abordagens genéticas
classicas. No entanto, existem também loci de efeitos cumulativos, responsaveis
pela variacdo continua da resisténcia (QTLs - Quantitative Trait Loci) (Mahuku et al.,
2009; Oblessuc et al., 2012, 2013, 2015; Keller et al., 2015; Bassi et al., 2017).

Até o momento, foram identificados seis loci de resisténcia, codificados
como Phg. Estudos de heranga da resisténcia a mancha angular permitiram a
caracterizagcdo de quatro genes dominantes e independentes, denominados Phg-1
(presente na cultivar andina AND 277), Phg-2 (presente na cultivar Mesoamericana
México 54 e seu alelo Phg-2? presente na cultivar mesoamericana BAT 332) Phg-3
(presente na cultivar Mesoamericana Ouro Negro) e PhgPv01°PRK (presente na
cultivar Andina Califérnia Dark Red Kidney) (Sartorato et al. 1999; Gongalves-Vidigal
et al., 2011, 2013, 2020). Outros dois loci de caracteristicas quantitativas também
foram relatados: Phg-4 (presente na cultivar andina G5686) e Phg-5 (presente nas
cultivares andinas CAL 143 e G5686) (Mahuku et al., 2009; Oblessuc et al., 2012;
Keller et al., 2015; Souza et al., 2016; Nay et al., 2019a).

Os loci Phg-1 e PhgPv01°PRX foram mapeados no cromossomo Pv01, o
Phg-2 no Pv08 e o Phg-3 no Pv04 (Sartorato et al., 1999; Gongalves-Vidigal et al.,
2011, 2013, 2020; Gil et al., 2019; Nay et al., 2019a, 2019b). Por sua vez, os dois
QTLs Phg-4 e Phg-5 foram mapeados nos cromossomos Pv04 e Pv10,
respectivamente (Corréa et al., 2001; Oblessuc et al., 2012, 2013; Keller et al., 2015;
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Gil et al., 2019; Nay et al., 2019a) (Quadro 4). Além disso, o QTL denominado

ALS 1145 foi mapeado no cromossomo Pv11 (Bassi et al., 2017).

Quadro 4. Genes de resisténcia a mancha angular identificados, cultivar fonte do

gene, conjunto génico e referéncia (Souza et al., 2016), com modificacbes

Conjunto .
Fonte do n Referéncia
Gene/Alelo génico Cromossomo
gene
Phg-1 AND 277 A Pv01 Carvalho et al. (1998),
Gongalves-Vidigal et al. (2011)
Phg-2 México 54 M Pv08 Sartorato et al. (1999, 2000)
Phg-2? BAT 332 M Pv08 Namayanjaet al. (2006)
Phg-3 Ouro Negro M Pv04 Corréa et al. (2001),
Goncalves-Vidigal et al. (2013)
Mahuku et al. (2009), Oblessuc et
Phg-4 55686 A PvO4 al. (2012), Keller et al. (2015)
CAL 143 A Pv10
Oblessuc et al. (2012, 2013)
Phg-5 G5686 A Pv10 Keller et al. (2015)
PhgPv(Q1C°PRK CDRK A PVO01 Goncalves-Vidigal et al., 2020

' Conjunto génico: M - Mesoamericano; A - Andino.

Em relagdo aos loci de resisténcia a mancha angular, diversos marcadores
moleculares ligados a esses loci estdo disponiveis e podem ser usados para
incorporar eficientemente os loci de resisténcia em novas variedades de feijao (Nay
et al., 2019a). Esses marcadores permitem que os melhoristas identifiquem
rapidamente plantas que possuem os genes de resisténcia desejados, acelerando o
processo de melhoramento genético e aumentando a eficacia na introdugdo de
resisténcia a doencas em cultivares comerciais. Com o uso desses marcadores, &
possivel selecionar plantas resistentes desde o0s estadios iniciais do
desenvolvimento, economizando tempo e recursos. Além disso, a utilizagdo de
marcadores moleculares facilita a piramidacdo de genes de resisténcia,
proporcionando a combinagdo de multiplos genes de interesse em uma unica
variedade ou linhagem, acarretando a uma defesa mais duradoura e abrangente a

mancha angular.

2.5. Co-segregacao de genes de resisténcia

Os genes de resisténcia (R) sao considerados componentes do mecanismo

da Teoria da interagdo gene-a-gene proposta por Flor (1942), no qual para cada
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gene que condiciona uma reagdo de resisténcia no hospedeiro existe um gene
complementar no patégeno que condiciona a aviruléncia. O estudo da diversidade e
da organizacdo gendmica dos genes R tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, pois abre novas perspectivas para a compreensdo da evolugao
desses genes e para o desenvolvimento de estratégias eficazes de melhoramento
visando a resisténcia a doencas. Esses estudos mostram que as plantas possuem
muitos genes especificos de raga, que sdao mapeados em poucos loci. Esses loci
podem ser compostos por genes isolados, genes ligados e organizados de forma
sequencial ou genes que contém diferentes alelos (Pryor e Ellis, 1993).

Esses genes agrupados sdo chamados de "clusters" ou blocos génicos e
podem conferir resisténcia a diferentes racas do mesmo patdgeno ou a diferentes
patdégenos, conforme descrito em muitas espécies (Michelmore e Meyers, 1998),
incluindo o feijdo comum (Ferrier-Cana et al., 2003, Gongalves-Vidigal et al., 2020).
Estudos conduzidos 2001 por Gongalves-Vidigal e colaboradores, avaliaram a
resisténcia da cultivar AB 136 as ragas 31 e 69 do C. lindemuthianum em 56 familias
F,s, provenientes do cruzamento AB 136 (Resistente) e Michelite (Suscetivel). Os
resultados evidenciaram a existéncia do gene Co-6 presente em AB 136,
responsavel pela resisténcia as duas racas estudadas.

Em P. wulgaris, ha relatos sobre a existéncia de regides genbmicas que
concentram resisténcia a varios patdogenos (Oblessuc et al., 2015; Valentini et al.,
2017). Na co-segregacgao de familias F,; derivadas do cruzamento entre AND 277
(resistente) e Ouro Negro (suscetivel), inoculadas com a raga 2047 da antracnose e
a raga 63-23 da mancha angular, verificou-se que os genes de resisténcia Co-7*
IPhg-1, presentes na cultivar AND 277, sao herdados juntos, co-segregando para
resisténcia as racas avaliadas (Gongalves-Vidigal et al., 2011).

Estudos conduzidos por Gongalves-Vidigal e colaboradores (2013), estudando
a cultivar Mesoamericana Ouro Negro, que apresenta resisténcia as ragas 7 e 73 de
C. lindemuthianum e a racga 63-39 de P. griseola, verificaram que os genes Co-3* e
Phg-3 estdo intimamente ligados no cromossomo Pv04 (0.0 cM), com o marcador
molecular g2303 associado a ambos.

Estudos vem sendo conduzidos com outras doengas que acometem a cultura
do feijao, como a ferrugem. Uma analise de co-segregacao inoculando familias F,.

do cruzamento Ruda e Ouro Negro com as ragas de C. lindemuthianum e Uromyces
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appendiculatus relatou a ligacdo genética entre os genes da ferrugem, Ur-14, e da
antracnose, Co-3* (Valentini et al., 2017),

Um estudo recente de co-segregagdao foi realizado entre os genes
CoPv01°PRK @ PhgPv01°PRK em uma populagdo de RIL derivada do cruzamento entre
California Dark Red Kidney e Yolano, inoculada com as ragas 73, 2047 e 3481 de C.
lindemuthianum e a raga 63-39 de P. griseola. Este estudo verificou que ambos os
genes segregam juntos (Gongalves-Vidigal et al., 2020). Esse resultado destaca a
importancia deste estudo, pois pode ser fundamental para o desenvolvimento de
cultivares mais resistentes a ambas as doencas.

Diante disso, os trabalhos de co-segregacédo demonstram uma importancia
para o melhoramento de plantas, pois permitem identificar a relagao entre diferentes
genes de resisténcia e suas localizagbes no genoma. Através desses estudos, é
possivel determinar se os genes sdo herdados juntos, facilitando assim, o
desenvolvimento de cultivares mais resistentes a multiplos patégenos, ou a ragas
diferentes do mesmo patégeno (Gongalves-Vidigal et al., 2020).

Adicionalmente, a co-segregacdo também pode revelar a presenca de
clusters de resisténcia no genoma, onde varios genes de resisténcia estdo
localizados proximos uns aos outros. Essa informacgao € valiosa porque permite a
identificacdo e transferéncia simultdnea de multiplos genes de resisténcia para
novas cultivares, aumentando a durabilidade e a eficacia da resisténcia as doengas.
Dentre os genes/alelos identificados, o Co-4? € um dos mais eficazes pois confere
resisténcia a raca 2047, que foi identificada na Costa Rica e € uma das mais
virulentas coletadas até o momento (Balardin e Kelly 1998, Alzate-Marin et al.,
2004). O alelo Co-4?do feijao comum é encontrado nas cultivares SEL 1308 (Young
et al., 1998; Vallejo e Kelly, 2009), G 2333 (Young et al., 1998) e Awauna UEM
(RNC-MAPA, 2016, n° 35631).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao e no Laboratério
de Biotecnologia do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), Paranda, Brasil (latitude 23°26'8"S e
longitude 51°53'42"W), durante o periodo de margo de 2022 a julho de 2024. Um
total de 10 plantas de cada uma das 56 Linhagens Recombinantes Endogamicas
(RILs) provenientes de estudos conduzidos anteriormente, entre as cultivares
Awauna UEM (9) e IPR88 Uirapuru (J3') foram utilizadas. As linhagens foram obtidas
utilizando o método de Descendente de Semente Unica (Brim, 1966) até a geracao
Fog.

No presente estudo, utilizou-se o parental resistente de feijdo comum
Awauna UEM, de origem mesoamericana, pertencente ao grupo comercial preto
(Figura 3). Essa cultivar foi desenvolvida pelo Programa de Melhoramento de Feijao
Comum do Nupagri-UEM e tem como parentais a cultivar FT Nobre e a linhagem
SEL 1308. A Awauna UEM destaca-se por sua resisténcia a maioria das doencas
que afetam a produtividade da cultura, incluindo mancha angular, ferrugem,
crestamento bacteriano comum, murcha de Curtobacterium, virus do mosaico
comum, oidio, fogo selvagem e algumas das ragas endémicas brasileiras de
Colletotrichum lindemuthianum, como a raga 73, em razao da presenga do alelo de
resisténcia a antracnose Co-4° (RNC-MAPA, 2016). Além disso, apresenta

resisténcia ao acamamento e potencial produtivo de até 4.000 kg ha™.

Figura 3. Sementes da Cultivar Awauna UEM. Fonte: Nupagri, 2023.
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O parental suscetivel utilizado neste trabalho foi o IPR88 Uirapuru, cultivar
do grupo comercial preto (Figura 4), desenvolvida pelo Instituto de Desenvolvimento
Rural do Parana — IDR/Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR, destaca-se por sua
ampla adaptagao e elevado potencial de rendimento. Apresenta resisténcia ao virus
do mosaico comum, ferrugem e oidio. Adicionalmente possui tolerancia a altas
temperaturas e periodos curtos de estresse hidrico (Moda-Cirino et al., 2001). No
entanto, € suscetivel as doencas de antracnose e mancha angular, 0 que pode

limitar seu uso em areas onde essas doengas sao prevalecentes.

Figura 4. Sementes da Cultivar IPR88 Uirapuru. Fonte: IDR — Parana, 2023.

As sementes foram plantadas em bandejas plasticas com dimensdes de 50
x 30 x 9 cm, contendo substrato a base de turfa, utilizando 10 sementes de cada
linhagem (560 plantas) e de cada parental (20 plantas) (Figura 5).

Figura 5. A - Bandejas plasticas com as sementes dispostas em fileira demonstrando o
esquema de semeadura; B - Plantas com a primeira folha trifoliada desenvolvida. Fonte:
Nupagri, 2023.
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3.2. Inéculos de Colletotrichum lindemuthianum e Pseudocercospora griseola

As racas utilizadas neste estudo foram a 73 de Colletotrichum
lindemuthianum e 63-39 de Pseudocercospora griseola. A raga 73 foi obtida da
micoteca do Nupagri, da Universidade Estadual de Maringa. E a raga 63-39 foi
gentiimente fornecida pela Dra. M. Goreti de Almeida Oliveira do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (Bioagro) da Universidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil.

O preparo do indculo de Colletotrichum lindemuthianum foi realizado
conforme a metodologia descrita por Cardenas et al. (1964), a qual consiste na
multiplicagdo dos esporos de cada isolado do patégeno em tubos de ensaio
contendo vagens esterilizadas, parcialmente imersas em meio de agar-agua. A
repicagem do fungo para as vagens foi realizada em cémara de fluxo laminar
previamente esterilizada, e o material foi posteriormente incubado em BOD
(Biochemical Oxygen Demand) por 14 dias, a 20 = 2 °C, para esporulagao.

Apds o periodo de esporulagado, as vagens foram retiradas dos tubos de
ensaio e colocadas em um béquer contendo agua esterilizada, em seguida, filtrada
em gaze dupla para a obtengdo da suspensdo de esporos. Para determinacéo da
concentragdo de esporos do patdgeno, foram efetuadas cinco contagens em
microscopio, com o auxilio de hematocitdmetro (cAmara de Neubauer-Preciss). Apos
a contagem, a suspensio de esporos foi ajustada a concentragdo de 1,2 x 10°
esporos mL™' de agua destilada e esterilizada. Além disso, foi adicionado uma gota
Tween 20 a cada 100 mL de suspenséao de esporo obtida (Pastor-Corrales, 1985).

O in6culo da raca 63-39 de P. griseola foi multiplicado em placas de Petri
contendo meio suco de tomate V8 e incubadas em BOD a uma temperatura de +
24°C, por aproximadamente 21 dias (Sanglard et al., 2009). A transferéncia do fungo
das placas contendo micélio do patdégeno foi realizada com o auxilio de agua
destilada esterilizada mediante raspagem da superficie das placas, transferindo a
solucdo para um béquer. A solugao filtrada em uma camada dupla de gaze e a
contagem dos esporos foram efetuadas com auxilio de um hematocitobmetro (camara
de Neubauer-Preciss). A concentragdo da solugdo foi ajustada para 2,0 x 10*
conidios mL' em agua destilada esterilizada, conforme metodologia de

Pastor-Corrales e Jara (1995).
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3.3. Inoculagao e avaliagao

Os parentais e 10 plantas de cada uma das 56 Linhagens Recombinantes
Endogémicas (RILs) do cruzamento Awauna UEM x [PR88 Uirapuru foram
inoculados com a raga 73 de C. lindemuthianum e a raga 63-39 de P. griseola,
separadamente. Apds a expansao da primeira folha trifoliolada (estadio V3) (Gepts,
1987), as bandejas com as plantas foram transferidas para uma cémara de
nebulizagdo, onde as inoculagdes foram realizadas. As inoculagdes foram feitas com
a suspensao de esporos, previamente descritas acima. Apds a inoculagdo, as
plantas foram mantidas em camara de nebulizacdo com umidade relativa superior a
95%, temperatura de 20 + 2°C, e luminosidade controlada (12 h de iluminacédo de
680 lux/12 h de escuro) por 72 horas.

Ap6s o periodo de incubagao, as bandejas foram transferidas para bancadas
e mantidas a uma temperatura de 20 + 2°C, sob luz artificial, onde permaneceram
por 7 dias para posterior avaliagao visual dos sintomas. As avaliagdes visuais dos
sintomas de antracnose e mancha angular foram conduzidas de acordo com as
escalas de severidade propostas por Pastor-Corrales et al. (1995) e Inglis et al.
(1988), respectivamente, utilizando escores variando de 1 a 9. Plantas que
apresentaram escores entre 1 e 3 foram classificadas como resistentes, enquanto

aquelas com escores de 4 a 9 foram consideradas suscetiveis.

3.4. Analise estatistica

Com base nos dados obtidos nas analises fenotipicas, aplicou-se o teste do
qui-quadrado (x?) para verificar o ajuste a proporgcéao de segregagao esperada de 1:1
na populagdo F,g oriunda do cruzamento Awauna UEM x |PR 88 Uirapuru,

utilizando o software Genes (Cruz, 2013).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a reagao fenotipica dos parentais, da geracao F,g
de 56 linhagens endogamicas recombinantes, derivadas do cruzamento entre os
parentais Awauna UEM (R) e IPR88 Uirapuru (S), inoculados separadamente, com
as ragas 73 de C. lindemuthianum e 63-39 de P. griseola.

Os resultados obtidos das avaliagdes fenotipicas estao descritos no Quadro
5. Os dados mostram a segregacédo observada e esperada, bem como o valor de
qui-quadrado (x?) e P-valor. Como esperado as linhagens F, ajustaram-se a uma
propor¢cdo de 1RR:1SS a antracnose, (x> = 0,071 e P-valor =0.78), condicionada
pelo Unico alelo de resisténcia dominante Co-4? presente em Awauna UEM
(RNC-MAPA, 2016, n° 35631). Do mesmo modo a segregagcao observada para
mancha angular ajustou-se a mesma proporgao de 1RR:1SS (x2 = 0,64 e P-valor =
0,42).

Quadro 5. Reagdo das 54 linhagens endogamicas F,.; do cruzamento das cultivares
de feijao comum Awauna UEM x IPR88 Uirapuru inoculadas com a raga 73
Colletotrichum lindemuthianum e raca 63-39 Pseudocercospora griseola

Parentais e Geragao Segregacao Segregacao X2 P-valor
cruzamento observada esperada
(1RR:1SS)? (1RR:1SS)
Raca 73 do C. Lindemuthianum
Awauna UEM R 10:0
IPR88Uirapuru S 0:10
Awauna UEM x Fois 27:29 28:28 0.071 0.78

IPR88 Uirapuru

Raca 63-39 do P. Griseola

Awauna UEM R 10:0
IPR88 Uirapuru S 0:10
Awauna UEM x Fsog 25:31 28:28 0.64 0,42

IPR88 Uirapuru

P-valor do qui-quadrado superiores a 0,05 indicam que os valores observados nao foram
significativamente diferentes dos esperados; °RR: Resistente; SS: Suscetivel.

Das 56 linhagens avaliadas, um total de 50 linhagens co-segregaram de
forma semelhante para a resisténcia/suscetibilidade aos dois patégenos e 6
recombinantes foram observados (Quadro 6), revelando uma estreita ligagdo entre o

alelo de resisténcia a antracnose (Co-4?) e o da mancha angular.
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Quadro 6. Resposta das plantas resistentes e suscetiveis das linhagens F,; derivadas do
cruzamento entre as cultivares Awauna Uem x IPR 88 Uirapuru

Linhagens endogamicas Raca 73 de Racga 63-39 de
C. lindemuthianum P. griseola
1 R R
2 S S
4 S S
6 R R
7 S S
8 S S
9 S S
10 S S
11 R S
12 R S
15 R S
16 S S
18 S S
19 S S
21 S S
24 S S
25 S S
27 S S
28 S S
30 R R
31 R R
32 S S
36 R R
37 R R
38 R R
39 R R
41 R R
42 S R
43 R R
44 R R
45 R R
46 R R
47 R R
50 R R
51 R S
53 R R
54 S S
56 S S
57 S S
58 S S
59 S R
60 R R
61 S S
62 S S
64 R R
65 R R
66 S S
67 R R
68 S S
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70 S S
71 R R
72 R R
74 R R
77 S S
78 S S
79 S S

O locus Co-4? é um dos mais importantes na resisténcia a antracnose,
desempenhando um papel crucial ao quebrar a viruléncia de diversas ragas da
doencga (Silvério et al., 2002). O Co-4 é um locus complexo que contém varias
copias de genes codificadores de quinases semelhantes a receptores (RLKs), como
0 COK-4, contendo um conjunto de quinases semelhantes a receptores previstos
(CoK-4 CrRLK1-like), que sao similares a proteina FERONIA (FER) em Arabidopsis
thaliana (Oblessuc et al. 2015). Sendo essenciais para a percepgao de patégenos e
a transducédo de sinais, ativando respostas imunes nas plantas. Azevedo et al.
(2018) demonstraram que a proteina CoK-4 no feijao comum funciona de maneira
semelhante a quinase FER em Arabidopsis, sendo crucial tanto para o
desenvolvimento da parte aérea da planta quanto para a imunidade contra
patogenos. Ambas as proteinas, que sao quinases receptoras ligadas a membrana
plasmatica, demonstrando que provavelmente, atuam nas mesmas vias de
sinalizagcdo que permitem o desenvolvimento das células-guarda e o movimento
estomatico. Esses estudos indicam que CoK-4 tem um papel significativo nas
interacdes entre planta e patégeno.

O alelo Co—4? foi mapeado no grupo de ligagdo Pv08 (Young et al., 1998;
Kelly et al., 2003) e é um alelo do gene Co-4. Neste mesmo grupo de ligagéo,
também estédo localizados genes que conferem resisténcia a importantes doencgas
fungicas que afetam a cultura do feijao, como a mancha angular e ferrugem (Souza
et al., 2023).

No Pv08, estdo localizados além do locus Co-4 (alelos Co-4? e Co-4°), QTLs
que conferem resisténcia a raca 4 de C. lindemuthianum (ANT8.1— ANT8.4), estando
esses ligados a quatro marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e
SSRs (Simple Sequence Repeats), conforme estudos conduzidos por Perseguini et
al., 2016. Em relagdo a raca 0-39 de P. griseola, os mesmos autores identificaram
dois SNPs (scaffold00034_1236020 e scaffold00041_635678) e um SSR (PvM001).

Neste cromossomo, também se encontra localizado o gene Phg-2 e seu alelo Phg-22
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que confere resisténcia a mancha angular, localizados no final deste cromossomo
identificados nas cultivares México 54 (Sartorato et al., 1999, 2000) BAT 332
(Namayanja et al., 2006). Sendo o gene Phg-2 intimamente ligado ao gene Ur-13
que confere resisténcia a ferrugem, causada pelo Uromyces appendiculatus (Garzon
e Blair, 2014).

Estudos realizados por meio de marcadores moleculares confirmam que o
gene Co-4, juntamente com seus alelos Co-4> e Co-4°, estdo localizados na
extremidade do cromossomo Pv08, nas regides aproximadas de 1,0 a 3,0 Mb
(Young et al., 1998; Awale e Kelly, 2001; Burt et al., 2015). Perseguini et al. (2016)
identificou também nessa regido por meio de GWAS, marcadores associados a
resisténcia a antracnose nas posigcdes 8,0 Mb (scaffold00105 48480), 13,4
(scaffold00097_323110), 13,6 (scaffold00097_164240), 14,8
(scaffold00034_860044), e marcadores associados a resisténcia a mancha angular
9,6 Mb (PvM001) e 15,2 (scaffold00034_1236020), sendo essas duas regides
préximas a regido do gene de resisténcia a antracnose Co-4% A alta concentragdo
dessas proteinas NBS-LLR e quinases na regido citada, sugere a co-segregacéao de
genes de resisténcia a antracnose e mancha angular. Estudos conduzidos por Vaz
Bisneta e Gongalves-Vidigal (2020) destacam a regido de 0 Mb e 15,2 Mb do Pv08,
como uma regiao de genes candidatos responsaveis pela codificagdo de proteinas
NBS-LLR e quinases, as quais desempenham papéis cruciais na resisténcia a varias
doencas, como antracnose e mancha angular.

O gene Phg-2, que confere resisténcia a mancha angular, esta posicionado
em uma regiao proxima a 58 Mb no final deste cromossomo e é presente na cultivar
México 54 (Sartorato et al., 1999, 2000). No entanto através de estudos de ligagcéo
genética realizados por Okki et al. (2019), evidenciaram a fraca ligagdo genética
entre os genes Co-4° e Phg-2 (r=44 cM e LOD score de 0.7). Em estudos
complementares, Souza et al. (2023) demonstraram que o gene Co-4? e Phg-2,
embora no mesmo cromossomo, nao estao fortemente ligados geneticamente.

A co-segregacdo dos genes Co-4° e do gene associado a resisténcia a
mancha angular presente em Awauna UEM, como evidenciado nas analises
fenotipicas, € de grande importancia para o melhoramento genético. Essa correlagao
indica que € possivel selecionar simultaneamente essas caracteristicas desejaveis
durante os processos de cruzamento e selecdo. A integracdo desses genes em uma

mesma linhagem pode desenvolver cultivares mais resistentes a doengas, o que

33



contribui para a obtencdo de plantas mais produtivas e com maior capacidade de
adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais. Isso, por sua vez, fortalece a
eficiéncia do programa de melhoramento genético, promovendo avangos na
agricultura.

Nesse sentido, avaliar a co-segregacao do gene Co-4? que confere resisténcia
a antracnose, com outros possiveis genes de resisténcia a diferentes patégenos
e/ou ragas € de fundamental importancia para os estudos de resisténcia e
desenvolvimento de cultivares, pois permite a selecdo simultdnea de multiplas
resisténcias em um unico programa de cruzamento. Isso pode levar ao
desenvolvimento de cultivares de feijdo comum que sdo mais resistentes a uma
gama mais ampla de patdogenos, melhorando a produtividade da cultura. A
resisténcia a patdégenos como Colletotrichum lindemuthianum, causador da
antracnose, e Pseudocercospora griseola, responsavel pela mancha-angular, é
particularmente importante devido ao impacto significativo dessas doengas na
producao de feijao.

Estudos adicionais utilizando técnicas de mapeamento genético, como
mapeamento por associagao (GWAS) e mapeamento de ligagdo, bem como analises
moleculares detalhadas, sdo recomendados para confirmar a co-segregagao e
entender melhor os mecanismos genéticos subjacentes a resisténcia a C.
lindemuthianum e P. griseola. Essas abordagens podem identificar marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia, facilitando a selegao assistida por
marcadores (MAS) e acelerando o processo de melhoramento.

A integracao de dados fenotipicos e genotipicos, juntamente com a aplicagéao
de bioinformatica e ferramentas de analise de dados, podem fornecer uma
compreensao mais abrangente das redes de genes envolvidas na resposta a esses
patdgenos, promovendo um incremento na produtividade de feijdo de maneira

sustentavel.
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5. CONCLUSAO

A analise da co-segregacdo do gene que confere resisténcia a antracnose
com genes de resisténcia a mancha angular € crucial para os programas de
melhoramento genético do feijado comum. Essa abordagem permite a selegao
eficiente de resisténcia a multiplas doencas, otimizando os cruzamentos e facilitando
o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas e resistentes. A resisténcia a
patégenos como Colletotrichum lindemuthianum e Pseudocercospora griseola,
causadores da antracnose e da mancha angular, respectivamente, é particularmente
importante devido ao seu impacto significativo na produgédo de feijao. Incorporar
multiplos genes de resisténcia em programas de melhoramento nao apenas melhora
a produtividade das lavouras, mas também contribui para a sustentabilidade agricola
ao reduzir a dependéncia de defensivos quimicos. Portanto, estratégias que
integrem a co-segregacao de genes de resisténcia sdo fundamentais para o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia ampla e duradoura, garantindo maior

seguranca e eficiéncia na producgao agricola.
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