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RESUMO

PERIOTO, Paula Silveira, D.Sc., Universidade Estadual de Maringa, Dezembro de
2007. Heranca da resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et
Magn.) Scrib. na cultivar de feijoeiro comum México 222. Professora
Orientadora: Maria Celeste Goncalves-Vidigal. Professores Conselheiros: Alberto
Joseé Prioli e Adriana Gonela.

México 222 é uma cultivar mesoamericana que confere resisténcia a 77 racas de
Colletotrichum lindemuthianum. Mediante a importancia da cultivar México 222, o
presente trabalho teve como objetivo estudar a heranca da resisténcia desta cultivar
as racas 7 e 23 de C. lindemuthianum, bem como verificar a independéncia dos
genes presentes em México 222 em relacdo aos alelos dos loci Co-4, Co-7 e Co-9.
O estudo de heranca da resisténcia foi conduzido nas populacbes F, dos
cruzamentos México 222 (resistente a raca 7) x Michigan Dark Red Kidney
(suscetivel a raca 7) e México 222 (resistente a raga 23) x Widusa (suscetivel). Por
sua vez, os estudos de alelismos foram realizados em geracdes F, dos cruzamentos
México 222 x MSU 7.1, México 222 x Pl 207262 e México 222 x BAT 93, inoculadas
com a raga 7 de C. lindemuthianum. Os resultados revelaram que a cultivar México
222 apresenta dois genes dominantes de resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum
e apenas um gene dominante de resisténcia para a raca 23. As geracoes F, dos
cruzamentos entre México 222 com as cultivares MSU 7.1, Pl 207262 e BAT 93,
inoculadas com a raga 7 revelaram a presengca de alelismo. Estes resultados
demonstraram que os alelos presentes nas cultivares México 222, MSU 7.1, PI
207262 e BAT 93 que conferem resisténcia a raca 7 sao alelos de um mesmo locus.
Uma vez que, México 222 apresenta um espectro de resisténcia diferente do
diferente das cultivares BAT 93 e Pl 207262, estes resultados permitem concluir que
México 222 possui um segundo alelo diferente de Co-9 e de Co-3. Os autores
propdem o simbolo Co-3° para nomear o segundo alelo presente em México 222 que

confere resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum.

Palavras-chave: antracnose, Phaseolus vulgaris L., resisténcia genética.
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ABSTRACT

PERIOTO, Paula Silveira, D.Sc., Universidade Estadual de Maringd, December
2007. Inheritance of resistance to Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et
Magn.) Scrib in common cultivar Mexico 222. Adviser: Maria Celeste Goncalves-
Vidigal. Committee Members: Alberto José Prioli and Adriana Gonela.

México 222 is a Mesoamerican cultivar resistant to 77 races of Colletotrichum
lindemuthianum. Considering the importance of the cultivar Mexico 222, the present
work has as objective to study the inheritance of resistance of this cultivar to races 7
and 23 of C. lindemuthianum, and to verify the independence of the genes present in
Mexico 222 in relation to alleles of the loci Co-4, Co-7 and Co-9. The inheritance
study of resistance was conducted in the F, populations from the crosses Mexico 222
(resistant to race 7) x Michigan Dark Red Kidney (susceptible to race 7) and Mexico
222 (resistant to race 23) x Widusa (susceptible). On the other hand, the allelism
studies were performed in F, generations from the crosses Mexico 222 x MSU 7.1,
Mexico 222 x Pl 207262 and Mexico 222 x BAT 93, inoculated with race 7 of C.
lindemuthianum. The results showed that the cultivar Mexico 222 has two dominant
genes for resistance to race 7 of C. lindemuthianum and only one dominant gene for
resistance to race 23. F, generations derived from the crosses between the cultivars
Mexico 222 and MSU 7.1, P1 207262 and BAT 93, inoculated with race 7 revealed
the presence of allelism. These results demonstrated that the alleles present in the
cultivars Mexico 222, MSU 7.1, Pl 207262 and BAT 93 conferring resistance to race
7 are alleles of the same locus. Since Mexico 222 presents a different spectrum of
resistance in relation BAT 93 and Pl 2072629 cultivars, these results indicate that
Mexico 222 has a second allele different from Co-3 and Co-9. The authors propose
the symbol Co-3* to name the second allele present in Mexico 222, which confers

resistance to race 7 of C. lindemuthianum.

Key words: anthracnose, genetic resistance, Phaseolus vulgaris L..
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1. INTRODUCAO GERAL

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € um importante componente da
dieta brasileira, por fornecer uma grande fonte de proteinas, bem como de
carboidratos e ferro. O feijoeiro tem contribuido amplamente no habito alimentar da
populacao brasileira, seja urbana ou rural, e consiste ndo somente a base protéica,
mas também a base energética na alimentacdo. Nas classes mais humildes
desempenha muitas vezes o papel da principal fonte de proteinas, principalmente
para populacdo de paises em desenvolvimento das regides tropicais e subtropicais,
em especial na América Latina, no Leste e Sudeste da Africa (Broughton et al.
2003).

Tanto no Brasil, maior produtor e consumidor o feijdo (FAO 2008), quanto no
continente africano, o feijoeiro comum constitui-se em um dos produtos agricolas da
mais elevada expressao econdémica e social (Ramalho et al., 1993; Wortmann et al.,
1998).

O Brasil € o maior produtor de P. vulgaris (FAO, 2008), sendo que o estado
do Parana é responsavel por 25% da producdo brasileira. No entanto, a
produtividade média é considerada baixa, em torno de 745 Kg/ha (IBGE, 2005),
qgquando comparada ao potencial genético apresentado por algumas cultivares
melhoradas, que podem chegar a 4.000Kg /ha. O baixo nivel de producéo € devido a
varios fatores, dentre os quais, encontra-se a elevada incidéncia de doencas na
cultura.

Dentre as diversas doencas que afetam a cultura do feijoeiro (Bianchini et
al., 1989) a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e
Magn.) Scribner, tem se destacado como uma das mais importantes em virtude da
sua ocorréncia em varias regides durante as trés safras (das aguas, da seca e a de
inverno) e pelo fato do patégeno possuir elevada variabilidade patogénica.

No Brasil, a antracnose é prevalecente nos estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e Pernambuco, sendo
importante ainda nos estados do Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba (Rava
et al., 1994). O controle da doenca pode ser realizado através da utilizacdo do

tratamento quimico e de variedades resistentes (Sartorato et al., 1996).



Entretanto, o uso de cultivares resistentes é a medida mais eficiente e
econbmica para combater a antrachose (Zaumeyer e Thomas, 1957; Tu, 1984;
Vieira, 1983; Singh et al., 1992; Mahuku et al., 2002), uma vez que dispensa 0 uso
de defensivos agricolas, e consequentemente, resulta em menor nivel de dano
ambiental e reducéo do custo final da lavoura (Mahuku e Riascos, 2004).

A estabilidade da resisténcia a antracnose em diversas cultivares é dificil de
ser obtida, pois no campo existe uma relagcéo direta entre a plasticidade genotipica
do patdgeno e a estabilidade de resisténcia do hospedeiro (Araya, 2003). A ampla
variabilidade genética do C. lindemuthianum tem sido um desafio aos programas de
melhoramento que visam resisténcia a antracnose em diversas regides da Europa,
América Central e América do Sul (Pastor-Corrales et al., 1995; Gonzélez et al.,
1998; Rodriguez-Guerra et al., 2003; Gonzales-Chavira et al., 2004).

O aparecimento continuo de novos patétipos, bem como a rapida adaptacéo
dos mesmos, induz a “quebra” da resisténcia, dificultando assim, a obtencdo de uma
cultivar que apresente ampla resisténcia as racas do fungo. Desta forma, novas
fontes de germoplasma resistentes sdo continuamente necessérias (Pastor-Corrales
et al., 1995; Talamini et al., 2002).

Muitos loci resistentes a antracnose tém sido caracterizados em cultivares
do feijoeiro comum, incluindo Co-1 (Kelly e Vallejo, 2004), Co-1% Co-1* (Melotto e
Kelly, 2000), Co-1* (Alzate-Marin et al., 2003a), Co-1°> (Gongalves-Vidigal e Kelly,
2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-3 (Fouilloux, 1976), Co-4> e Co-5 (Young et
al., 1998), Co-6 (Schwartz et al., 1982; Goncalves-Vidigal, 1994; Young e Kelly,
1996a), Co-7 (Young et al., 1998; Kelly e Vallejo, 2004), Co-9 (Geffroy et al., 1999
Geffroy et al., 1999; Alzate-Marin et al., 2007), Co-10 (Alzate-Marin et al., 2003c),
Co-11 (Goncalves-Vidigal et al., 2007), Co-12 (Goncalves-Vidigal et al., 2008a) e Co-
13 (Goncalves-Vidigal et al., 2009).

A cultivar P. vulgaris México 222 possui 0 gene de resisténcia a antracnose,
Co-3, originalmente conhecido como Mexique 1 (Bannerot, 1965). A sua resisténcia
foi derivada do germoplasma Mexicano, mas sua origem especifica ainda
permanece desconhecida (Kelly e Vallejo, 2004).

Pesquisadores observaram que o México 222 é resistente a 77 racas do C.
lindemuthianum no Brasil (Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al.,, 1997;
Thomazella et al., 2002b; Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004).



Estudos prévios sobre heranca da resisténcia na cultivar México 222 ao
Colletotrichum lindemuthianum revelaram a existéncia de um gene dominante
conferindo resisténcia as racas 9 e 23 (Goncgalves-Vidigal e Kelly, 2006; Alzate-Marin
et al., 2007; Goncalves-Vidigal et al., 2008a). Entretanto em relacdo as racas 7 e 8
foi observado que a cultivar México 222 possui dois genes de resisténcia que
conferem resisténcia a estas racas (Kelly e Vallejo, 2004; Vallejo e Kelly, 2005;
Goncalves-Vidigal et al., 2007).

Dado a importancia da cultivar México 222, o presente estudo teve como
objetivo determinar a heranca de resisténcia em México 222 a raca 7 de
Colletotrichum lindemuthianum e verificar a sua independéncia em relacdo aos

genes Co-3, Co-4, Co-7 e Co-9, previamente caracterizados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais e aimportancia econémica da cultura

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) pertencente a ordem Rosales, e a familia
Leguminosae, € classificada como espécie dipléide. A planta de feijoeiro comu é
anual, herbacea, trepadora ou ndo, cujo habito de crescimento pode ser
determinado ou indeterminado. De modo geral, a reproducdo dessa espécie se da
pelo processo de autogamia, o qual é facilitado pelo mecanismo de cleistogamia. Em
estudos realizados no Parana foi verificada taxa de cruzamento natural inferior a 2%
(Royer et al., 2002).

A origem evolutiva do género Phaseolus, assim como a sua diversificacao
primaria, ocorreu no continente Americano (Vavilov, 1931, citado por Debouck, 1991.
Durante milénios, os agricultores cultivaram misturas complexas de tipos de feijao.
Este processo produziu uma variabilidade genética quase ilimitada, com uma grande
variacdo de cores, textura e de tamanho de gréo, vindo ao encontro das condi¢des
de plantio e das preferéncias de sabor de pessoas de diferentes regides. Os
diversos tipos de feijdo séo cultivados desde o nivel do mar até mais de trés mil
metros de altitude, principalmente por pequenos agricultores em areas com menos
de um hectare, sem uso de irrigagcéo ou utilizacdo inadequada de fertilizantes ou de
pesticidas (Schoonhoven e Voysest, 1991).

Pesquisas com base em caracteristicas morfolégicas, padrées
eletroforéticos de faseolina (proteina de reserva em sementes dos feijoeiros
cultivados e selvagens), isoenzimas e marcadores moleculares (Gepts, 1988; Singh
et al., 1992; Haley et al., 1994; Sonnante et al., 1994), sugerem que o feijoeiro
comum possui varios locais de domesticacdo. Segundo Debouck (1988), ha trés
centros de origem localizados na América Latina, os quais sédo definidos como centro
mesoamericano, centro norte andino e centro sul andino. O mesoamericano
compreende a regido desde o sudeste dos Estados Unidos até o Panama, tendo
como zonas principais México, Guatemala, Nicardgua, El Salvador, Honduras e
Costa Rica, sendo encontrados os tipos mais cultivados, tais como: P. vulgaris, P.
lunatus, P. cocccineus e P. acutifolius.

Por sua vez, o centro norte andino estende-se desde a Colémbia,

compreendendo a regido da Venezuela, até o norte do Peru, e possui menos
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espécies que a regido mesoamericana. Por outro lado, o centro sul andino estende-
se do norte do Peru até as provincias do noroeste da Argentina, sendo encontradas
as espécies P. vulgaris, P. lunatus e P. vulgaris var. aborigineus. Andlises
eletroforéticas demonstraram os varios tipos de faseolina, onde o tipo “S” e
sementes pequenas predominaram nos centros mesoamericano e norte andino;
enguanto que o tipo “T” e sementes grandes predominaram no centro sul andino. No
centro sul andino também foram encontrados outros tipos de faseolina, como: “C”,
“H” e “A”. O tipo “B” foi encontrado somente em feijoeiros cultivados da Colémbia
(Gepts, 1984; Gepts et al., 1986).

Estudos conduzidos por Gepts e Bliss (1986) e Gepts et al. (1986),
estabeleceram um paralelo geogréafico para a variacdo do tipo de faseolina e o
tamanho da semente, entre formas de feijdes selvagens e cultivados. Os feijoes de
origem mesoamericana exibiram predominantemente uma faseolina tipo “S” e
sementes menores; enquanto que o0s andinos na maioria dos cultivares
apresentaram uma faseolina do tipo “T”, com sementes maiores e mais largas. Da
mesma forma, Gepts e Bliss (1986) designaram o norte dos Andes, mais
especificamente a regidao da Coldémbia, como um centro de domesticacdo adicional,
com caracteristicas intermediarias entre o centro mesoamericano e sul andino. As
cultivares colombianas apresentaram sementes pequenas com faseolinas do tipo “S”
e “T”, com baixa frequiéncia do tipo “B”.

De acordo com Gepts et al. (1986) e Pereira (1990), o processo de
domesticacdo resultou em grande perda dos tipos de faseolina nos materiais até
entdo cultivados, notando-se que uma pequena parte da variabilidade dos feijoeiros
selvagens se concentrou nos feijoeiros cultivados. No entanto, resultados de outro
estudo sugeriram que, em termos de variabilidade genética referente aos caracteres
morfologicos, houve um aumento em virtude dos agricultores selecionarem o0s tipos
morfologicos de seu interesse (Gepts, 1990).

Por meio de estudos realizados por Singh et al. (1992) e Beebe et al. (2000),
foi observado que o conjunto génico Mesoamericano apresenta elevada
variabilidade genética quando comparado ao conjunto génico Andino.

O processo de utilizagdo de misturas de feijdo pelos agricultores propiciou
uma variabilidade genética muito ampla, com uma grande variedade de cores,
textura, tamanho de grdos, em decorréncia das condicbes de plantio e das

preferéncias de sabor em diferentes regides brasileiras (Aidar et al., 2002). Essa
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variabilidade genética contribuiu para o sucesso e expansdo do banco genético dos
programas de melhoramento, principalmente em relacdo aos caracteres de

importancia econdmica (Ramalho et al., 1993) (Figura 1).
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Figura 1 — Variabilidade dos feijdes encontrados no Estado do Parana, Brasil
(Vidigal Filho, 2004).
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O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € um dos mais importantes
constituintes da dieta do brasileiro, por ser reconhecidamente, uma excelente fonte
protéica (Borém e Carneiro, 1998). Além disso, a presenca de alguns componentes
e algumas caracteristicas torna o0 consumo desta leguminosa vantajoso do ponto de
vista nutricional. Dentre eles, citam-se o elevado teor de lisina, a fibra alimentar, o
alto contetdo de carboidratos complexos e a presenca de vitaminas do complexo B
(Del Peloso et al., 2003). Além das implicacdes relacionadas a seguranca alimentar,



a cultura tem notéria importancia soécio-econdémica, haja vista que representa
importante fonte de emprego e renda no campo (Zimmermann et al., 1996).

O feijoeiro é uma das leguminosas que se adapta a diferentes condi¢cbes
edafocliméticas. A producdo da cultura € dividida em trés épocas de plantio: das
aguas, da seca e de inverno, com plantios em agosto-setembro, janeiro-fevereiro e
maio-junho, respectivamente. A safra das aguas ocorre com predominéancia na
regido Sul, enquanto que a da seca abrange a maioria dos Estados produtores, e a
de inverno é comum nas regifes Centro-Oeste e Sudeste (Borém e Carneiro, 1998).
Por conseguinte, o cultivo dessa leguminosa pode ocorrer durante o ano todo, em
quase todos os Estados brasileiros, possibilitando uma constante oferta do produto
no mercado. Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2006), a cultura teve uma éarea plantada na safra de 2005/2006 equivalente a 4.251
mil ha, sendo 1.233 mil ha do feijdo da primeira safra, 2.0548 mil ha do feijdo da
segunda safra e 937.2 ha na terceira safra.

A producgédo do feijoeiro comum ocorre em diferentes regides, tropicais e
temperados, empregando o sistema de monocultivo e/ou consorciado, favorecendo
a diversificacao na producéo (Yokoyama et al., 1996; Vieira et al., 1999).

No Brasil, o feijoeiro comum é cultivado tanto por pequenos agricultores que
empregam baixo nivel tecnolégico no processo produtivo; quanto por empresarios
rurais que dispdem de equipamentos de alta tecnologia, os quais sé&o utilizados em
propriedades de uma area total de aproximadamente 4 milhdes de hectares (IBGE,
2005)

A producédo mundial do feijao atualmente excede 23 milhdes de toneladas,
sendo que 7 milhdes sdo produzidas somente na América Latina (Broughton et al.,
2003). Em adicdo, notou-se que nesta mesma regido, ha um incremento anual na
produtividade em torno de 3% ao ano nas ultimas décadas, indicando também um
aumento do consumo per capta (estima-se que em média sao consumidos 11 Kg de
feijao/habitante/ano).

Considerando todos os géneros e as espécies classificadas como feijdo nas
estatisticas da FAO (2005), existem aproximadamente 107 paises produtores em
todo o mundo, sendo o Brasil o segundo maior produtor de feijoeiro do género
Phaseolus, e o primeiro da espécie Phaseolus vulgaris L. (Debouck, 1991).

O Estado do Parana € considerado o maior produtor nacional, com uma

producao de 763,8 mil toneladas em uma area plantada de 501,5 mil hectares, o que
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corresponde a uma produtividade de 1.523 kg.ha™ (CONAB, 2009). Além disso, os
principais produtores sdo também os maiores consumidores, fazendo com que o
excedente a ser exportado seja muito pequeno. Apesar de nos ultimos ter ocorrido
incremento na producdo do feijoeiro comum, existem fatores que limitam a
produtividade e o desempenho da cultura como um todo, temos as doencas como

principal causa e sendo a antracnhose uma das mais importantes (Vieira, 1983).

2.2. Antracnose do feijoeiro

2.2.1. Agente causal e sintomas

Organismos fitopatoldégicos sdo grandes responsaveis por perdas
significativas nas lavouras do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), propiciando em
muitos casos a inviabilizacdo da cultura em determinadas regibes. Em regides
favoraveis ao desenvolvimento da doenca, as perdas podem chegar até 100 %
(Chaves, 1980; Schwartz, 1994).

O fungo causador da antracnose, C. lindemuthianum, afeta grande ndmero
de plantas leguminosas, como Phaseolus acutifolius, P. coccineus, P. lunatus, Vicia
faba e Vigna unguiculata. No entanto, a infeccdo mais severa é principalmente
observada em plantas da espécie Phaseolus vulgaris L. (Kimati et al.,1980).

O fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib., agente da
antracnose do feijoeiro comum, encontra-se entre 0s principais patdgenos desta
cultura. Embora seja uma doenca de carater cosmopolita, apresenta maiores indices
nas areas tropicais e subtropicais, especialmente sob condi¢cdes de frio e umidade
(Kelly et al., 1994; Pastor-Corrales et al.,, 1988). Esta doenca € considerada
endémica nas regibes da Africa, da Austrélia, da Asia e muitos paises da América
Latina (Pastor-Corrales,1988).

No Brasil, o C. lindemuthianum é capaz de infectar a planta durante as trés
épocas de cultivo do feijoeiro, sendo freqlente nos principais estados produtores de
feijdo, como Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais,
Bahia, Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba (Menezes e
Dianese, 1988; Rava et al. 1994; Thomazella et al., 2002b; Mahuku e Riascos, 2004;
Goncalves-Vidigal et al., 2008b).

O fungo causador da antracnose foi descrito primeiramente descrito por

Saccardo e Magnus em 1878, como Gloeosporium lindemuthianum, a partir de
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material coletado Lindemuth na regido de Bonn, Alemanha (Zaumeyer e Thomas,
1957). Conforme citado por Augustin e Costa (1971), foi Scribner em 1889, quem o
classificou definitivamente como Colletotrichum lindemuthianum. O presente fungo
pertence a classe dos Deuteromicetos (fungos imperfeitos), a ordem Melanconiales
e a familia Melanconiaceae.

O fungo, na fase anamorfica, € denominado Colletotrichum lindemuthianum.
Ele produz conidios unicelulares hialinos, em acérvulos providos de seta, que se
desenvolvem sobre uma massa estoméatica. Sob condi¢cdes favoraveis, produzem
um tubo germinativo curto, formando um apressorio na extremidade. O micélio
septado e ramificado é inicialmente hialino e, posteriormente escuro. A fase sexual
ou telomoérfica desse fungo corresponde a Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld e
Schrenk f.sp. phaseoli Kimati, e somente foi obtida através de condi¢cdes especiais
de laboratério (Kimati, 1980).

Tanto a forma mitospdrica como a meiospodrica do C. lindemuthianum séo
altamente variaveis, sendo diferenciadas em tipos fisiolégicos e genéticos (Balardin
et al.,, 1997). Portanto, o agente causal da antracnose é diferenciado em racas
fisiologicas que afetam de modo particular determinadas cultivares de um mesmo
hospedeiro.

A reproducéo do C. lindemuthianum é assexual, de forma, que conidios sé&o
produzidos num corpo de frutificacdo denominado acérvulo. Apresenta o miceélio
septado e ramificado, com coloracdo variando de hialina a quase negra (Walker,
1959). Os conidios formam massas de coloracdo salmao ou mel no meio de cultura,
sendo unicelulares, hialinos e oblongos ou cilindricos (Sutton, 1992). Por ocasidao da
germinacdo, um conidio pode emitir um ou mais tubos germinativos, 0s quais
poderdo formar apressorios em seus apices, ou continuar crescendo e formando as
hifas e os micélios.

Os conidios germinam de seis a nove horas ap0s o contato inicial com o
hospedeiro. Se as condi¢cbes sédo favoraveis, ha formacdo do tubo germinativo,
seguido do apressorio, 0 qual penetra mecanicamente pela cuticula e pela epiderme
da planta. O aparecimento dos sintomas € notado a partir do sexto dia apos o inicio
da infecgéo (Kimati et al., 1997).

Os sintomas podem ser observados em toda a parte aérea da planta e em
todos os estadios do desenvolvimento (Sartorato et al.,, 2003), ou seja, séo

visualizados nas folhas, nos caules, nas vagens e nas sementes. As lesdes se
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caracterizam por apresentar inicialmente pequenas manchas marrons escuras e
posteriormente negras, 0 que pode resultar em necrose dos tecidos das nervuras
guando se encontram em estado avancado. Esses sintomas sdo mais facilmente
visualizados nas vagens. Desta forma, o patdégeno pode afetar as sementes e, ao
atravessar o tegumento, produzir desde uma leve descoloracdo até lesdes nos
tecidos dos cotilédones. As lesbes sdo cancros ligeiramente deprimidos e de
tamanho variado. As sementes infectadas sdo geralmente descoloridas, podendo
apresentar cancros cuja coloracdo varia de amarela a café-escura a negra
(Zaumeyer e Thomas, 1957; Chaves, 1980). Todavia, nas sementes que possuem
tegumento negro, estes sintomas sédo mais dificeis de serem observados.

As lesBes produzidas no caule e nos peciolos (Figura 2A) sao alongadas,
escuras e as vezes deprimidas, podendo apresentar cancros. As plantulas,
provenientes de tais sementes, geralmente apresentam cancros escuros nos
cotilédones (Chaves,1980; Kimati, 1980).

A antracnose é mais facil de ser reconhecida nas vagens (Figura 2B), onde
as lesbes que caracterizam os sintomas se apresentam de forma arredondada,
deprimida, de tamanho variavel e com o centro claro sendo delimitadas por um anel
negro, um pouco saliente, rodeado por um bordo de cor café avermelhado (Chaves,
1980; Kimati, 1980).

Nas folhas (Figura 2C), resulta na formacdo de lesdes necroéticas de
coloracdo marrom-escura nas nervuras da face inferior da folha. Estas lesfes, ao se
desenvolverem, dao origem a regides cloréticas, fazendo com que as folhas se
curvem para baixo (Kimati,1980).

Além de diminuir o rendimento da cultura, a antracnose deprecia a qualidade
do produto por ocasionar manchas nos graos, como visto acima, tornando-os
improprios para o consumo (Vieira, 1983).

A disseminagdo da antracnose pode ocorrer por meio de respingos de
chuvas, pelos ventos, pelos implementos agricolas, pela acdo do homem, pelo
contato de insetos e varios outros agentes.

No entanto, a principal fonte de inéculo, do ponto de vista epidemiolégico, €
representada pelas sementes infectadas, jA& que elas sdo responsaveis pela
disseminacdo da doenca a longas distancias. Além disso, o homem e diversos

insetos que visitam as plantas doentes podem disseminar os esporos aderidos aos
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corpos. Vieira et al. (1993) descreveram a existéncia de uma substancia gelatinosa

gue cerca 0s esporos, propiciando aderéncia.

Fonte: Nupagri

Figura 2 - Sintomas da antracnose do feijoeiro comum. A) Cancros presentes nos
caules e nos peciolos; B) Vagens com lesdes; C) Sintomas nas nervuras principal e
secundérias.

O surgimento da doenca é favorecido em temperaturas que variam de 15°C
a 22°C, e em condicbes de alta umidade (Paula Junior e Zambolim, 1998).
Temperaturas superiores a 24°C e inferiores a 13°C limitam tanto a infecgdo como o
desenvolvimento do fungo (Vieira, 1967). Este patdogeno possui a capacidade de
sobreviver no solo associado a presenca de restos de cultura por um a dois anos
(Zaumeyer e Thomas, 1957).

O livre comércio de graos entre os estados e a reutilizacdo dos mesmos
grados para futuros plantios em uma mesma area contribuem para a distribuicao
destas racas no pais, consequentemente, acarretando em um aumento no potencial
do indculo do patdégeno de uma safra para outra (Vieira, 1983).

Em geral, o controle da antracnose no feijoeiro é limitado devido ao grande
namero de racas do C. lindemuthianum (diferentes patotipos, com diferentes tipos ou

nameros de genes de aviruléncia). Em adicdo a isto, o surgimento de novas racas,
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justifica a importancia da caracterizacdo tanto das racas como o0s bancos de
germoplasma, de forma a buscar novas fontes de resisténcia, a fim de incorpora-las
em futuros programas de melhoramento (Bigirimana e Hofte, 2001).

O emprego da resisténcia genética como método de controle da doenga é
econdmico e eficiente. Entretanto, deve estar associado a um manejo integrado,
adotando medidas como: uso de sementes de alta qualidade sanitaria, a rotacédo de
culturas e a eliminacgéo de restos culturais, dentre outros (Talamini et al., 2004).

Uma grande dificuldade encontrada pelos programas de melhoramento, que
visam a resisténcia genética, consiste na alta variabilidade exibida pelo patégeno
que resulta em elevado numero de racas nas regides produtoras dessa cultura
(Carbonell et al., 1999; Rava et al., 1994; Talamini et al., 2004).

2.3. Denominacdao das racas fisioldgicas do Colletotrichum lindemuthianum

O termo raca fisiologica vem sendo utilizado para descrever patdégenos da
mesma espécie, que sejam morfologicamente semelhantes e demonstrem mesmo
tipo de viruléncia (Borém, 2001). Portanto, patdgenos de ragas fisiologicas distintas
apresentam diferentes niveis de viruléncia.

A primeira ocorréncia do C. lindemuthianum foi descrita nos Estados Unidos
por Barrus (1911), que verificou reacdes de suscetibilidade diferenciada nas
cultivares do feijoeiro, quando inoculadas com isolados de diferentes procedéncias,
0s quais foram denominados como Alfa e Beta. No Brasil, o trabalho pioneiro para a
identificacdo de racas foi feito por Kimati em 1966, a partir de isolados de Sao Paulo,
identificando duas racas pertencentes ao grupo Alfa Mexicano Il e Delta (Silva,
2004).

Em todo o mundo, vérias racas foram identificadas, revelando elevada
variabilidade neste patdégeno. Tal variabilidade patogénica era representada, até ha
pouco tempo, por grupos de raca denominados Alfa, Beta, Gama, Delta, Mexicano I,
Mexicano Il, Brasileiro, Brasileiro Il; e também pelas racas fisiologicas pertencentes
a estes grupos Alfa, Alfa BR, Epsilon, Eta, Gama, Delta, Teta, Lambda, Capa, Mu,
Mexicano |, Mexicano Il, Brasileiro |, Zeta, Brasileiro Il e Sigma. No entanto, nao
havia um consenso quanto a nomenclatura das racas, o que dificultava a
comparacao de resultados e a troca de informacdes entre pesquisadores. A partir de
1998, um novo sistema de classificacdo baseado em numeros binarios foi proposto
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na primeira Reunido Latino Americana de Antracnose do Feijoeiro realizada em Cali,
Colémbia (CIAT, 1990; Pastor-Corrales, 1991).

Assim sendo, Pastor-Corrales (1991) prop0s a utilizagcdo de um grupo de
cultivares em uma ordem pré-estabelecida, e de um sistema binario proposto por
Habgood (1970) que facilitasse o trabalho para a designacdo das racas, a fim de
padronizar a nomenclatura das mesmas. Para C. lindemuthianum foi proposto o uso
de 12 cultivares diferenciadoras pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), em 1990. Diante disso, a questéo da variabilidade das variedades utilizadas
foi solucionada. Para tanto, cada variedade recebeu um valor, 2"*. O nimero 2
representa 0 numero de classes de reacdes consideradas (resistente ou suscetivel)
e n é funcdo da ordem das diferenciadoras. As reacdes de resisténcia ou
suscetibilidade apresentadas pelas cultivares recebem respectivamente os valores

zero e um (Quadro 1).

Quadro 1 — Conjunto de cultivares diferenciadoras do feijoeiro, para a caracterizacao
das racas fisiolégicas do C. lindemuthianum

Cultivares Série Alelos de Origem das
Diferenciadoras Binomial Resisténcia Cultivares
Michelite 20 Co-11 Mesoamericana

MDRK’ 21 Co-1 Andina
Perry Marrow 2? Co-1° Andina
Cornell 49-242 28 Co-2 Mesoamericana
Widusa 24 Co-1° Andina
Kaboon 2° Co-1° Andina
México 222 26 Co-3 Mesoamericana
Pl 207262 27 Co-4%, Co-9 Mesoamericana
TO 28 Co-4 Mesoamericana
TU 2° Co-5 Mesoamericana
AB 136 210 Co-6 Mesoamericana
G 2333 211 Co-42, Co-5 e Co-7 Mesoamericana

*Michigan Dark Red Kidney.

Segundo Young et al. (1998), a raca fisiolégica do isolado € determinada
adotando-se valores binarios, através da reacdo de suscetibilidade das variedades

diferenciadoras a cada isolado.
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Os somatérios dos valores binarios referentes a reacdo de suscetibilidade
das variedades diferenciadoras determinam a raca fisiolégica do isolado inoculado
(Quadro 2).

Conforme apresentado no Quadro 3, pode-se verificar a equivaléncia do
sistema de denominacdo classica das racas e do sistema de classificacdo binaria
(Rava et al., 1994).

Quadro 2 - Exemplo de classificacdo de raca fisiologica do Colletotrichum
lindemuthianum, em fun¢éo da reacéo das 12 variedades diferenciadoras do feijoeiro
comum

Ordem Variabilidade Exemplo de isolado
Diferenciadora Valor Binario
Peru Costa Rica
1 Michelite® 1 R(0) S(1)
2 MDRK? 2 S(2) R(0)
3 Perry Marrow® 4 S(4) R(0)
4 Cornell 49242° 8 R(0) S(8)
5 Widusa® 16 R(0) S(16)
6 Kaboon® 32 R(0) R(0)
7 México 222° 64 R(0) S(64)
8 Pl 207262° 128 R(0) S(128)
9 TOP 256 R(0) S(256)
10 TU® 512 R(0) R(0)
11 AB 136" 1024 R(0) S(1024)
12 G 2333° 2048 R(0) S(2048)
Raca’ 6 3545

'A designacéo das racas é obtida pela somatéria dos valores binarios das variedades
diferenciadoras susceptiveis; *Genétipos Andinos; "Genétipos Mesoamericanos.

Por outro lado, o conjunto de diferenciadoras ainda ndo é o ideal, pois,
algumas cultivares possuem alelos de um mesmo locus (Young et al., 1997). Por
exemplo, as cultivares diferenciadoras de C. lindemuthianum, Michigan Dark Red
Kidney, Perry Marrow, Widusa e Kaboon, possuem alelos do locus Co-1, com
diferentes espectro de resisténcia. As cultivares Pl 207262, TO e G 2333
compartilham o mesmo locus Co-4, com diferentes séries alélicas. Ja as cultivares
diferenciadoras TU e G 2333 possuem gene para resisténcia a antracnose no
mesmo locus Co-5.

Por outro lado, o conjunto de diferenciadoras ainda ndo é o ideal, pois,
algumas cultivares possuem alelos de um mesmo locus (Young et al., 1997). Por

exemplo, as cultivares diferenciadoras de C. lindemuthianum, Michigan Dark Red
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Kidney, Perry Marrow, Widusa e Kaboon, possuem alelos do locus Co-1, com

diferentes espectro de resisténcia. As cultivares Pl 207262, TO e G 2333

compartilham o mesmo locus Co-4, com diferentes séries alélicas. Ja as cultivares

diferenciadoras TU e G 2333 possuem gene para resisténcia a antracnose no

mesmo locus Co-5.

Quadro 3 - Correspondéncia das denominagbes das diferentes ragcas do C.
lindemuthianum segundo o sistema binario de classificacdo das racas fisiologicas e
grupos do sistema classico de nomenclatura (Rava et al.,1994, com adaptacdes)

Racas Fisiologicas

Grupo : : —
Diferentes Autores Sistema Binario
Alfa Alfa-Brasil 89
Alfa-Brasil — Widusa (R) 73
Alfa-Brasil — Widusa (R); TU (S) 585
Epsilon — México 222 (S) 65
Epsilon — Kaboon (S); México 222 (S) 97
Eta 81
Gama Gama 102
Delta Delta — Widusa (S) 23
Delta — Widusa (R); MDRK* 7
Lambda 55
Lambda — México 222 (S) 119
Capa — Widusa (R), México 222 (S) 79
Capa — México 222 (S) 95
Mu 87
Mu -TO (S) 343
Mexicano | Mexicana 1 — Cornell 49-242.(S) 8
Mexicana 1 — México 222 (S) 64
Mexicana 1 — Cornell 49-242 (S); México 222 (S) 72
Mexicano Il Mexicana 2 67
Mexicana 2 — Cornell 49-242 (S) 75
Mexicana 2 — Widusa (S) 83
Mexicana 2 — TO (S) 339
Brasileiro Brasileira 1 101
Brasileira 1 117
Zeta — Widusa (R); México 222 (S) 453

*Michigan Dark Red Kidney; R = resistente e S = suscetivel.
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Atualmente foram identificadas aproximadamente 114 racas do patégeno em
todo o mundo (Balardin et al. 1997; Mahuku e Riascos, 2004). Por sua vez, no Brasil
ja foram identificadas mais de 50 racas de C. lindemuthianum. No Brasil foram
identificadas as seguintes racas de C. lindemuthianum: 1, 5, 7, 8, 17, 23, 31, 55, 64,
65, 67, 69, 71, 72, 73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 86, 87, 89, 93, 95, 96, 97, 101, 102,
105, 109, 111, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 137, 193, 217, 249, 320, 321, 337, 339,
343, 453, e 585) (Andrade et al. 1999; Rava et al. 1994a; Thomazella et al. 2002b;
Alzate-marin e Sartorato, 2004; Talamini et al. 2004; Damasceno e Silva et al. 2007
Goncalves-Vidigal et al., 2008b; Sansigolo et al. 2008; Ishikawa et al., 2008).

O Estado do Parana tem apresentado destaque quanto a variabilidade das
racas de C. lindemuthianum. Rava et al. (1994a) identificaram neste Estado, no
periodo de 1989 a 1992, diferentes racas de C. lindemuthianum, sendo elas, racas
55, 64, 65, 81, 89, 95, 102 e 453. Carneiro (1999), neste mesmo Estado, em 70
isolados coletados, identificou as racas 65, 69, 73, 81, 87, 89 e 342.

Em estudos realizados em 200 isolados provenientes de varios paises do
mundo foram identificadas 90 racas (Mahuku e Riascos, 2004). Além disso, foi
verificado que todas as cultivares diferenciadoras, inclusive a cultivar G 2333 tiveram
sua resisténcia superada por isolados do C. lindemuthianum. Portanto, este fato
evidencia que o uso do conjunto de diferenciadoras ndo é suficiente para a
determinacao da variabilidade patogénica deste fungo.

Thomazella et al. (2002b) realizaram estudos de caracterizacao de isolados
coletados no Estado no Parand e identificaram as racas 7, 31, 69, 65, 73, 81, 87, 89
e 95 de C. lindemuthianum. Os autores observaram que dentre as 12
diferenciadoras, apenas seis foram resistentes a todos os isolados; considerando
que das cultivares Mesoamericanas apenas Michelite e Cornell 49-242 foram
suscetiveis e, das Andinas, apenas Kaboon foi resistente a todas as racas
estudadas. Por sua vez, a raga 31 foi virulenta para Michelite, Michigan Dark Red
Kidney, Perry Marrow, Cornell 49-242 e Widusa. Ja as racas 65 e 73 demonstraram
serem virulentas em diferentes cultivares Mesoamericanas.

Estudos de identificacdo de ragas conduzidos no Brasil demonstraram que
as racas mais frequentes sao a 65, 73, 81 e 87, principalmente nas regides do

Distrito Federal e nos estados do Parana, Santa Catarina e Goias.
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O Estado do Parand apresentou a maior variabilidade de racas de C.
lindemuthianum (29 ragas), seguido por Goias (17 racas), Santa Catarina (16 racas)
e 0 Rio Grande do Sul (14 racas) (Alzate-Marin e Sartorato, 2004). Em adicéo, as
racas 65, 81 e 89 sdo as mais frequientes no Estado do Parana (Thomazella et al.,
2002a).

Diante do exposto, varios estudos de levantamento de racas vém sendo
realizados (Abreu et al., 1996; Rava et al., 1994; Balardin et al., 1997; Carbonell et
al., 1999; Sartorato, 2002; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Mahuku e Riascos, 2004,
Talamini et al., 2004; Ishikawa et al., 2005; Damasceno et al., 2007; Goncalves-
Vidigal et al., 2008b), e os resultados tém comprovando a ampla variabilidade
patogénica do C. lindemuthianum.

2.4. Fontes de resisténcia

A resisténcia de plantas as doencas resulta da presenca de um gene
especifico de resisténcia na planta - gene R - e um gene de aviruléncia
correspondente no patdgeno. O gene R satisfaz ao modelo gene a gene, o qual tem
sido identificado em plantas cultivadas e selvagens (Flor, 1971). Assim, o problema
da variabilidade do C. lindemuthianum pode ser solucionado devido a existéncia de
muitos genes “R- Genes” nos hospedeiros que conferem resisténcia as muitas racas
do patogeno (Faleiro et al., 2003). Uma vez que a obtencdo das cultivares
resistentes é a maneira mais eficaz e econémica para o controle da antracnose
(Zaumeyer e Thomas, 1957) e o estudo de novas fontes de resisténcia e de genes
envolvidos deve ser constantemente realizado.

No caso especifico da antracnose, estes genes eram nomeados por letras,
como o gene ‘A’ presente na cultivar Michigan Dark Red Kidney (Burkholder, 1918);
0 gene ‘Are’ em Cornell 49-242 (Mastenbroek, 1960); os genes ‘Mexl’, ‘Mex2’ e
‘Mex3’ presentes em Meéxico 222, TO e TU, respectivamente (Fouilloux, 1978).
Entretanto, no ano de 1996, uma nova nomenclatura foi proposta pelos
pesquisadores Kelly e Young (1996). Os genes dominantes passaram a ser
representados pelo simbolo Co, que significa Colletotrichum, seguido de um nimero
que indica a ordem de identificacdo do gene de resisténcia ao patdégeno. Os alelos
de cada gene sdo expressos por um numero expoente (também seguindo a ordem

de identificacdo) ao numero ordinal do gene.
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Os genes de resisténcia apresentam muitos alelos especificos, 0os quais séo
proporcionais a diversidade dos genes de aviruléncia presentes nas racas do
patdgeno. Portanto, o0s mesmos podem ser incorporados em uma mesma cultivar
possibilitando o aumento da sua vida util no campo (Mundt, 1990; Young e Kelly,
1996a; Miklas et al., 1996; Ito et al., 1996; Kelly e Miklas, 1998; Castanheira et al.,
1999).

Os programas de melhoramento genético do feijoeiro comum tanto do Brasil
quanto do exterior tém constantemente realizado pesquisas na busca de novas
fontes de resisténcia a antracnose. Até o presente momento foram identificados 10
genes de resisténcia de origem Mesoamericana e trés de origem Andina. Dentre
esses Ultimos, estdo o gene Co-12, presente em Jalo Vermelho, e o Co-13 presente
em Jalo Listras Pretas (Goncalves-Vidigal et al., 2008a; Goncalves-Vidigal et al.,
2009).

Além desses genes, também foram caracterizados os genes Co-11
(mesoamericano) presente na cultivar Michelite (Gongalves-Vidigal et al., 2007) e o
gene Co-1° de origem andina, presente na cultivar Widusa (Goncalves-Vidigal e
Kelly, 2006).

O primeiro estudo sobre a heranca da resisténcia ao fungo causador da
antracnose no feijoeiro ocorreu em 1918 por Burkholder. Esse trabalho identificou a
presenca de um gene dominante, que governava a resisténcia, presente na cultivar
Wells Red Kidney, denominado de gene A. Atualmente, esse gene € conhecido
como Co-1, sendo constatado pela primeira vez na cultivar Michigan Dark Red
Kidney por McRostie (1919), conferindo resisténcia a raca alfa. Co-1 € um locus
originério do pool génico Andino.

Portanto, o gene Co-1 foi o primeiro e principal gene utilizado para
desenvolver cultivares resistentes a antracnose foi de origem Andina.

Além disso, foram também encontrados dois outros alelos do Co-1 nas
cultivares Kaboon e Perry Marrow (Melotto e Kelly, 2000), sendo denominados de
Co-1? e Co-1°, respectivamente.

Alzate-Marin et al. (2003a), buscando identificar o gene que conferia
resisténcia a antracnose na cultivar AND 277, realizaram cruzamentos entre a
cultivar AND 277 com Perry Marrow (cultivar suscetivel), MDRK (Co-1), Kaboon (Co-
1%) e Ouro Negro (Co-10) e analisaram as geracdo F, desses cruzamentos. Os

autores identificaram a presenca de alelismo nas populacdes F, e concluiram que o
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quarto alelo do locus Co-1 era responsavel pela resisténcia de AND 277 a
antracnose.

Além disso, através do uso dos marcadores moleculares OF10s3 e
SEact/Mcca foi possivel mapear os dois alelos do I6cus Co-1 no grupo de ligacdo B1
(Melotto e Kelly, 2000; Vallejo e Kelly, 2008).

Devido a eficacia do gene Co-1 contra a raca 73 da antracnose na América
do Norte, este gene tem sido introgredido com sucesso em cultivares
mesoamericanas de feijdes preto tais como Raven, Phatom e Jaguar, além das
cultivares de feijdo branco do tipo Seafarer e Newport (Beaver et al., 2003).

Mastenbroek (1960) identificou na cultivar mesoamericana Cornell 49-242,
originaria da Venezuela, a presenca de um gene dominante, designado como Are,
que conferia resisténcia a todas as ragas conhecidas naquela época (alfa, beta,
gama e delta), sendo este de extrema importancia para muitos programas de
melhoramento genético. Posteriormente, Menezes e Dianese (1988) relataram que
esse gene conferia resisténcia também as racas epsilon, zeta, eta, teta, lambda e
mu. O primeiro pat6tipo capaz de superar a resisténcia desse gene foi identificado
na Franca por Fouilloux (1976), correspondendo a um isolado da raca alfa
introduzido do Brasil, por este motivo, foi denominado alfa-brasil. Depois surgiram as
racas capa e iota (Menezes, 1985; Rava et al.,, 1993) que também superaram a
resisténcia do gene Are. Este gene foi extensivamente utilizado no passado e hoje
faz parte das genealogias de um grande numero das cultivares e das linhagens
provenientes do CIAT (Alzate-Marin et al., 2001).

Atualmente, este gene € denominado Co-2 e, representa umas das maiores
fontes de resisténcia a antracnose nas areas nao tropicais (Adam-Blondon et al.,
1994). Segundo Balardin et al. (1997), a cultivar Cornell 49-242 possui resisténcia as
racas 1, 2, 7, 17, 19, 23, 55, 64, 65, 67, 69, 71, 81, 83, 85, 86, 87, 96, 97, 101, 102,
117, 119, 193, 209, 256, 257, 320, 321, 337, 339, 343, 357, 448, 449, 453, 465, 469,
833, 1344, 1431, 1472, 1600, 1601. O amplo espectro de resisténcia demonstrado
revela a importancia desta cultivar, bem como desse gene para os programas de
melhoramento.

Todavia, o uso do gene Co-2 conduz a uma situacao perigosa, uma vez que
essa resisténcia € governada somente por um gene (Vieira, 1983). As cultivares que
apresentam somente um alelo ou um gene de resisténcia apresentam a

caracteristica de controlar a doencga por um curto espago de tempo até que haja o
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aparecimento de novas racas do fungo (Castanheira et al., 1999). Logo,
preocupados com essa situacdo, Varios pesquisadores comecaram a procura de
novas fontes de resisténcia.

O uso dos marcadores moleculares OQ41440, OH20450, B3551000, permitiram
a localizacdo do gene Co-2 no grupo B11 do mapa de ligacdo (Mastenbroek, 1960;
Adam-Blondon et al., 1994; Young e Kelly, 1996b).

Bannerot (1965), utilizando a linhagem mexicana México 222, identificou um
gene dominante e designou-o como Mexique 1, sendo este diferente e independente
do Are (Co-2). Um segundo alelo no locus Co-3 (Mexique 1) na variedade
mesoamericana México 227 também foi descrito, porém atualmente ja extinto.

Em 1976, Hallard e Trebuchet, citados por Vieira (1983) demonstraram que
h&d uma série alélica no locus Mexique: Mex. 1la e Mex. 1b. Esse alelo confere
resisténcia a todas as racas, com excecao da raca Alfa-Brasil.

A resisténcia do alelo Mex. 1la é dominante sobre Mex. 1b para a raca capa
(Fouilloux, 1979). Ademais, 0 mesmo autor verificou que a cultivar TO apresentava
um gene dominante e independente dos demais conhecidos anteriormente, e o
denominou de Mexique 2. Este gene condiciona resisténcia as racas alfa, beta,
gama, delta, epsilon, lambda, capa e alfa-brasil. Outro gene, descrito pelo mesmo
autor e presente na cultivar TU, foi denominado de Mexique 3 (Fouilloux, 1976).

O gene Co-4, originalmente conhecido como Mexique 2, foi descrito pela
primeira vez no genotipo TO, derivado do cruzamento da cultivar Tenderette com a
linhagem resistente Acapulco (Bannerot, 1965; Fouillox, 1976, 1979; Hallard e
Trebuchet, 1976).

A resisténcia em TO mostrou ser independente dos genes ja descritos: Co-1
(Young e Kelly, 1997), Co-2 e Co-3 (Fouilloux, 1976, 1979). Segundo Kelly e Vallejo
(2004), um segundo alelo desse gene, denominado Co-42, foi encontrado na cultivar
SEL 1308, e um terceiro alelo, o Co-43, foi encontrado na cultivar PI 207262 (Alzate-
Marin et al., 2007).

A cultivar TO é de grande importancia no melhoramento, pois € resistente a
44 das 50 racas de antracnose descritas no Brasil. Os marcadores moleculares
utilizados para mapear o Icus Co-4 no grupo B8 do mapa de ligagdo foram: SAS13,
SH18, SBB14, OC8, OY20 (Fouilloux, 1979; Awale e Kelly, 2001; Young et al., 1998;
de Arruda et al., 2000).

20



Anteriormente conhecido como Mexique 3, o gene Co-5, foi descrito
inicialmente na cultivar TU originaria do cruzamento entre Tenderette x México
(Bannerot, 1965; Fouilloux, 1976, 1979; Hallard e Trebuchet, 1976). Pesquisas
indicaram que este gene estava presente nas cultivares SEL 1360 e G 2333
(Fouilloux, 1979). O marcador RAPD OPB034s0 foi identificado como ligado ao gene
Co-5 da cultivar TU, a uma distancia de 15,4 cM. A banda do RAPD OPBO034s0n
também foi observada na cultivar G 2338 (Alzate-Marin et al., 2001). Devido a
dificuldade de amplificacdo deste marcador RAPD, ele foi convertido em SCAR
(Sequence Characterized Amplied Regions), e passou a ser denominado SAB3
(Vallejo e Kelly, 2001). Esse marcador se mostrou presente em TU, SEL 1360, G
2333 e G 2338, confirmando a presenca do gene Co-5 nas quatro cultivares.

Schwartz et al. (1982) descreveu pela primeira vez a resisténcia do gene
Co-6 na cultivar AB 136 (Kelly e Vallejo, 2004), uma das fontes de resisténcia contra
C. lindemuthianum, agente causador da antracnose. Tal cultivar foi avaliada em
relacdo a isolados provenientes da Colombia. Os resultados revelaram que ela
apresentou reacao intermediaria a um isolado, mas foi resistente a quatro isolados
testados (Schwartz et al., 1982). O simbolo Q, proposto por Goncalves-Vidigal
(1994), para o gene que condiciona a resisténcia a raca 31 de C. lindemuthianum na
cultivar de feijoeiro comum AB 136, foi posteriormente renomeado por Co-6 (Kelly e
Young, 1996).

Estudo conduzido por Rava et al. (1994) verificou que a cultivar AB 136 €
uma excelente fonte de resisténcia, pois apresentou resisténcia a 25 racas de C.
lindemuthianum coletadas no Brasil. Pastor-Corrales et al. (1994) avaliando a
resisténcia de cultivares observaram que a cultivar G 2333 foi resistente a 380
isolados do patdgeno testados.

Alzate-Marin et al. (2000) por meio de cruzamentos efetuados entre a
cultivar AB136 (contendo o gene Co-6) e a cultivar susceptivel Ruda, identificaram
um novo marcador RAPD OPAZ20440 em populacdes segregantes. O marcador esta
localizado a 7,1cM do gene. Os marcadores OPZ04560 e OPAZ20940 foram
convertidos em SCARs e denominados de OPAZ20 e OPZ04 (Queiroz et al., 2004).
O gene Co-6 foi mapeado no grupo de ligacdo B7 (Kelly et al., 2003).

Pastor-Corrales et al. (1994) identificaram os genes de resisténcia presentes

na cultivar G 2333, utilizando a raca 521 da antracnose. Uma vez que o gene Co-5

21



ndo confere resisténcia a essa raca, concluiu-se que esses autores haviam
encontrado dois genes de resisténcia nesta cultivar.

Estudos relataram que a cultivar G 2333 possui trés genes de resisténcia,
quais sejam: Co-4?, identificado por Young et al. (1998) e Silvério et al. (2002); o
gene Co-5 e o0 Co-7 relatado por Young et al. (1998) e Poletine et al. (2000).

O gene Co-9 foi descrito pela primeira vez por Geffroy et al. (1999), na
cultivar BAT 93. Mendez-Vigo et al. (2002) encontraram uma ligacdo entre o
marcador RAPD OB1235, e 0 gene Co-9, presente na linhagem A 1220 e,
construiram um marcador SCAR (SB12) para monitorar esse gene.

Realizando estudos de alelismo, Alzate-Marin et al. (2007) demonstraram
que a cultivar Pl 207262 possui os genes de resisténcia, Co-4°> e Co-9. Os mesmos
autores afirmaram que o gene Co-9 presente na cultivar Pl 207262 provém de um
dos seus genitores, o BAT 93. Com base nas diferentes respostas de inoculacéo dos
dois genotipos, os autores sugeriram que a cultivar BAT 93 possui outros genes de
resisténcia ou apresenta, entao, outros fatores complementares.

O gene Co-10 esta presente na cultivar de feijoeiro comum Ouro Negro, 0
qual foi introduzido no Brasil, previamente denominado de Honduras 35 (Alzate-
Marin et al., 2003c). Esses autores, através de estudos de alelismo e por meio de
andlises de segregacdo, observaram que 0 gene presente na cultivar Ouro Negro
segregava independentemente dos genes Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, e Co-6. Em
adicao, o referido gene era diferente dos previamente caracterizados nas cultivares
Widusa e Pl 207262. Estes estudos permitiram os autores denominaram de Co-10 o
novo gene de resisténcia a antracnose presente na cultivar de feijoeiro comum Ouro
Negro.

A inoculacdo da cultivar Ouro Negro com 19 racas de C. lindemuthianum,
revelou que o gene Co-10 é resistente as racas 23, 64, 67, 73, 81, 83, 87, 89, 95,
102, 117, 119, 343, 453, 1033, 1545, 1600 e suscetivel as racas 65 e 2047(Alzate-
Marin et al., 2003c).

O gene Co-11 encontra-se presente na cultivar Mesoamericana Michelite
(Goncalves-Vidigal et al., 2007), a qual tem sido utilizada para caracterizar racas do
C. lindemuthianum. No Brasil, Michelite é resistente as ragas 8, 64, 72, e 102.
Recentemente, 0s mesmos autores investigaram a heranca da resisténcia da cultivar
Michelite e caracterizaram a independéncia do gene Co-11 em relacdo aos demais

genes previamente caracterizados, usando a raca 64.
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Neste estudo, a cultivar Michelite foi cruzada com as cultivares MDRK,
Kaboon, Perry Marrow, AND 277, Widusa, Cornell 49-242, TO, TU, AB 136, BAT 93,
Ouro Negro, Pl 207262 (genotipos resistentes) e com México 222 (suscetivel a raca
64). Testes de alelismo efetuados indicaram que o gene Co-11 presente na cultivar
Michelite é independente dos loci previamente caracterizados: Co-1, Co-2, Co-3, Co-
4, Co-4%?, Co-4%, Co-5, Co-6, Co-9 e Co-10. Consequentemente, os autores
propuseram que Co-11 € o gene de resisténcia a antracnose na cultivar Michelite.
Ainda ndo foram encontrados marcadores moleculares ligados a este gene e sua
posicdo no mapa de ligacéo é desconhecida.

Goncalves-Vidigal et al. (2008a), por meio do estudo de heranca e de testes
de alelismo em relacéo aos genes Co-1 (Co-1?, Co-1%, Co-1°), Co-2, Co-5, Co-6, Co-
9 e Co-11, demonstraram que a cultivar andina do feijoeiro comum, Jalo Vermelho,
possui um gene dominante posicionado num locus diferente dos genes previamente
caracterizados. Os autores propuseram que este novo gene fosse nomeado de Co-
12.

Apesar dos trabalhos referentes a esse novo gene de resisténcia, nenhum
dado molecular é conhecido, e a sua posi¢cao no mapa de ligacao € desconhecida.

Estudos de heranca e alelismo conduzidos por Goncalves-Vidigal et al.
(2009) demonstraram que o gene Co-13, presente na cultivar Jalo Listras Pretas,
tratava-se de um gene independente dos acima mencionados, sendo portanto, um
locus distinto. Dessa forma, os autores o denominaram de locus Co-13. Contudo,
ainda ndo foram encontrados marcadores moleculares para essa cultivar e, sua
posi¢cdo no mapa de ligacdo € desconhecida.

Em suma, atualmente ja foram identificados 13 genes que conferem
resisténcia a antracnose no feijoeiro comum, os quais foram designados pelos
simbolos Co-1 (McRostie, 1919; Vallejo e Kelly, 2008), Co-2 (Mastenbroek, 1960),
Co-3 (Bannerot, 1965), Co-4 (Fouilloux, 1979; Awale e Kelly, 2001), Co-5 (Young et
al., 1998; Vallejo e Kelly, 2001; Young e Kelly, 1996a), Co-6 (Gongalves-Vidigal,
1994; Young e Kelly 1996b, 1997), Co-7 (Young et al., 1998), Co-9 (Geffroy et al.,
1999), Co-10 (Alzate-Marin et al., 2003c), Co-11 (Gongalves-Vidigal et al., 2007),
Co-12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008a) e Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2009)
presentes nas cultivares Michigan Dark Red Kidney, Cornell 49-242, México 222,
TO, TU, AB 136, MSU 7.1, BAT 93, Ouro Negro, Michelite, Jalo Vermelho e Jalo

Listras Pretas, respectivamente (Quadro 4).
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Quadro 4 — Genes de resisténcia, simbolos originais, fontes genéticas, grupo génico, marcadores moleculares, mapeamento dos

genes maiores que condicionam resisténcia a antracnose (Kelly e Vallejo, 2004), com adaptacdes

Simbolos dos genes Fontes dos genes Coniunto génico Marcadores Localizagdo no .
Novos Original 9 junto g genéticos mapa Referéncias
Co-1 A MDRK Andino OF10s30 B1 McRostie (1919); Vallejo e Kelly (2008)
Co-1? Kaboon SEact/Mcca Melotto e Kelly (2000)
Co-1® Perry Marrow Melotto e Kelly (2000)
Co-1* AND 277 Alzate-Marin et al. (2003b)
Co-1° Widusa Gongalves-Vidigal e Kelly (2006)
Co-2 Are Cornell 49-242 MA 0OQ41440 B11 Mastenbroek (1960)
OH20450 Adam-Blondon et al. (1994)
B3551000 Young e Kelly (1996b)
Co-3 Mexique 1 México 222 MA NA NA Bannerot (1965)
Co-3 México 227 Fouilloux (1979)
Co-4 Mexique 2 TO MA SAS13, SH18 B8 Fouilloux (1979); Awale e Kelly (2001);
Co-#* SEL1308 SBB14, OC8 Young et al. (1998)
Co-43 Pl 2072627 ov20 de Arruda et al. (2000); Alzate-Marin et al.
(2007)
Co-5 Mexique 3 TU MA OAB3450 NA Young et al. (1998); Vallejo e Kelly (2001);
SEL1360 SAB3 Young e Kelly (1996a)
Co-6 Q AB 136 MA OAH17g0 B7 Schwartz et al., 1982; Goncalves-Vidigal
OAK20gg0 (1994)
Young e Kelly (1996b, 1997)
Co-7 NA? MSU 7.1.1e MA NA NA Young et al. (1998)
G 23337
Co-9 NA BAT 93 MA SB12 B4 Geffroy et al. (1999)
Co-10 NA Ouro Negro MA F10 B4 Alzate-Marin et al. (2003c)
Co-11 NA Michelite MA NA Gongalves-Vidigal et al. (2007)
Co-12 NA Jalo Vermelho A NA Gongcalves-Vidigal et al. (2008a)
Co-13 NA Jalo Listras A NA Gongalves-Vidigal et al. (2009)
Pretas

MDRK = Michigan Dark Red Kidney; MA = Mesoamericano; ' = Possui dois genes; G 2333 possui trés genes; “NA = Nao nomeados anteriormente.



Amplo programa de melhoramento do feijoeiro, visando a resisténcia a
antracnose, tem sido conduzido, com a colaboracdo de pesquisadores dos
programas nacionais, em muitas localidades da América Latina e da Africa.
Algumas linhagens e variedades de feijdo analisadas em condi¢cdes de campo e
em casa de vegetacdo tém se mostrado resistentes a Colletotrichum
lindemuthianum, tais como: A 193, A 321, A 373, A 381, A 475, A 483, G 811, G
984, G 2333, G 2338, G 2641, G 2367, AB 136, Evolutie, Equador 1056 (G
12488), K,, Princor e Gloriabamba, entre outros (Pastor-Corrales et al., 1988).
Segundo Schwartz et al. (1982), no CIAT foram avaliados 13.000 acessos,
inoculados com racas fisiolégicas do patdgeno dos referidos acessos, foram
selecionadas 150 fontes de resisténcia.

Em termos de Parana, foram avaliadas as variedades e linhagens: Rio
Negro, IAPAR 20, Tarumd, Evolutie, AB 136, A 321, A 373, A 381, G 2338, G
2641 e G 3367, pelo seu comportamento (resisténcia ou suscetibilidade) as racas
alfa, epsilon, delta, eta, teta, zeta, capa, lambda e mu. Segundo Menezes e
Dianese (1988), todas as variedades citadas foram resistentes as racas do fungo
em questao.

Atualmente, mapas genéticos e marcadores moleculares tém sido usados
para auxiliar na localizacdo e identificacdo de genes que conferem resisténcia a

antracnose do feijoeiro.

2.5. Cultivar Mesoamericana México 222

A cultivar México 222 faz parte do grupo das 12 diferenciadoras, que
foram propostas pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em
1990, para padronizar os patétipos do C. lindemuthianum.

Essa cultivar possui sementes de tamanho médio com coloracdo branca
apresenta habito de crescimento determinado, ou seja, caule e ramos laterais
terminando com inflorescéncia e namero limitado de nds. A floracéo inicia-se do
apice para a base da planta.

Pesquisas com base em caracteristicas morfologicas (tamanho e
coloracédo de sementes), tipo de crescimento, padrdes eletroforéticos de faseolina
(Tipo S e T), isoenzimas, marcadores moleculares (Gepts, 1988; Singh et al.,

1991, Haley et al., 1994), demonstram a existéncia de dois centros de origem: 0
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Mesoamericano e o Andino. Portanto, os caracteres apresentados pela cultivar
México 222, como sementes de tamanho médio com coloragdo branca, e
faseolina do tipo S a caracteriza como originaria do centro mesoamericano.

A diferenciacdo das cultivares Andinas e Mesoamericanas € de extrema
importancia para os programas de melhoramento genético do feijoeiro, uma vez
que a medida de controle mais eficaz e econémica a antracnose € a utilizacdo das
cultivares resistentes (Mahuku et al., 2002). A utilizagcdo de diferentes fontes de
resisténcia genética tem sido procurada em diversos programas de melhoramento
(Paradela Filho et al., 1981; Menezes e Dianese, 1988).

Em geral, os hospedeiros de origem Mesoamericana Sao mais resistentes
as racas Andinas do C. lindemuthianum, e vice versa (Vidigal Filho et al., 2007).
Conforme Young e Kelly (1997) e Melotto e Kelly (2000), o gene Co-1 de origem
Andina confere resisténcia a raca 73 de origem Mesoamericana; enquanto o gene
Co-2, de origem Mesoamericana, confere resisténcia a raca 7, cuja origem é
Andina.

A combinacgéo dos genes Co-1 e Co-2 em uma mesma cultivar é a melhor
estratégia para o desenvolvimento de uma cultivar resistente a essas duas racas
(Young e Kelly, 1997). Dos 13 genes que conferem resisténcia a antracnose no
feijoeiro comum, 10 sdo de origem Mesoamericana. Dentre eles, o gene Co-3
presente na cultivar México 222 encontra-se mapeado no Grupo de Ligacdo Pv04
do Mapa Consenso do Feijoeiro Comum da cultivar, conferindo resisténcia as
seguintes racas fisiologicas do C. lindemuthianum no Brasil, quais sejam: 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 11, 12, 15, 17, 19, 23, 31, 36, 38, 39, 47, 55, 63, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 137, 139, 141, 256, 257, 261, 290, 295, 384, 385, 388, 393, 407,
513, 515, 517, 521, 523, 525, 641, 647, 651, 653, 905, 1024, 1025, 1032, 1033,
1049, 1153, 1161, 1165, 1417, 1431, 1433, 1435, 1545, 1549, 1561, 1572, 1673,
1677, 1929, 1945, 3481, 3977, 3993 (Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al.,
1997; Thomazella et al., 2002b; Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004).

Apesar de possuir amplo espectro de resisténcia, México 222 ainda é
suscetivel as racas de Colletotrichum lindemuthianum 64, 65, 69, 73, 79, 81, 87,
89, 95, 102, 115, 121, 192, 193, 201, 209, 320, 321, 337, 357, 448, 449, 453, 457,
465, 469, 593, 615, 631, 787, 833, 1088, 1089, 1093, 1097, 1217, 1344, 1472,
1473, 1481, 1489, 1497, 1600, 1601, 1609, 1645, 1741, 1993, 1985, 1993, 2001,
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Quadro 5 — Estudos prévios da heranca da resisténcia na cultivar diferenciadora México 222 ao Colletotrichum lindemuthianum

Cruzamentos Raca N°de plantas  Proporcéo x? P Referéncia
R S esperada

México 222 (Co-3) x Ouro Negro (Co-10) 23 83 8 15:1 1,00 0,32 Alzate-Marin et al. (2002)
México 222 (Co-3) x A1220 38 115 0 15:1 7,667 0,01 Mendéz-Vigo et al. (2005)
México 222 (Co-3) x Andecha 38 76 20 3:1 0,889 0,35 Mendéz-Vigo et al. (2005)
México 222 (Co-3) x Widusa (Co-1°) 130 10 15:1 0,054 0,82 Goncalves-Vidigal e Kelly (2006)
México 222 (Co-3) x Michelite (Co-11) 243 4 63:1 0,006 0,94 Gongalves-Vidigal et al (2007)
México 222 (Co-3) x JV (Co-12) 23 108 7 15:1 0,005 0,94 Gongalves-Vidigal et al (2008a)
México 222 (Co-3) x JLP (Co-13) 9 62 4 15:1 0,004 0,94 Gongalves-Vidigal et al (2009)
México 222 (Co-3) x Pl 207262 (Co-4%+Co-9) 23 194 5 63:1 1,16 0,28 Alzate-Marin et al. (2007)

R= Resistente / S = Suscetivel; JV — Jalo Vermelho; JLP — Jalo Listras Pretas.



2009, 2047, 3545 (Balardin et al., 1997; Thomazella et al., 2002b; Mahuku e
Riascus, 2004; Mendéz-Vigo, 2005; Rey et al., 2005; Goncalves-Vidigal e Kelly,
2006; Alzate-Marin et al., 2007; Goncalves-Vidigal et al., 2008a; Goncalves-Vidigal
et al., 2009).

Todavia, estudos de heranca e alelismo com a ragca 7 do C.
lindemuthianum tem revelado que a cultivar México 222 pode apresentar além do
gene Co-3, outro alelo que confere resisténcia a esta raga. A partir do estudo de
populacdes F, dos cruzamentos México 222 x MSU 7.1, ambos resistentes a
referida raca, verificou-se uma segregacdo de 63 resistentes para 1 suscetivel,
indicando a agao de trés genes de resisténcia no cruzamento citado .

Uma vez que a linhagem MSU 7.1 possui apenas um gene de resisténcia
a antracnose, o Co-7 derivado da cultivar diferenciadora G 2333 (Vallejo e Kelly,
dados nao publicados), infere-se que o México 222 possua dois genes para
resisténcia a raga 7 em seu pool génico.

Pesquisadores analisando a heranca e o alelismo da cultivar México 222
em relacdo a raca 8 do C. lindemuthianum verificaram também a presenca de
dois loci independentes conferindo resisténcia, assim como ocorrido com a raca 7
(Vallejo e Kelly, 2005).

Dada a importancia da cultivar diferenciadora México 222, em conferir
resisténcia as racas Andinas de antracnose no Brasil, € necesséario que haja a
realizacdo de trabalhos de heranca da resisténcia e de alelismo (Quadro 5),
evidenciam a hipétese desta cultivar apresentar dois genes independentes

condicionando resisténcia ao C. lindemuthianum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivares de feijoeiro comum e ragas fisiologicas do Colletotrichum
lindemuthianum

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao sob condi¢oes
ambientais controladas, e no laboratorio de biotecnologia do Nucleo de Pesquisa
Aplicada a Agricultura (NUPAGRI), pertencente a Universidade Estadual de Maringa,
Maringa, Parana.

Para determinar a heranca de resisténcia a antracnose, bem como o teste
de alelismo para os loci Co-3, Co-4, Co-7 e Co-9 na cultivar mesoamericana México
222, foram desenvolvidas popula¢des segregantes derivadas dos cruzamentos da
mesma com as seguintes cultivares diferenciadoras: Michigan Dark Red Kidney
(MDRK), Widusa e PI 207262, além das cultivares ndo diferenciadoras BAT 93 e
MSU 7.1. As sementes das cultivares utilizadas foram obtidas do Nupagri.

Nesta pesquisa foram utilizadas as racas fisiolégicas 7, 23 e 64 de C.
lindemuthianum. Os inéculos das racas do patdgeno foram obtidos da colecdo dos
fungos pertencentes ao Nupagri. As ragas 7 e 23 foram utilizadas na inoculagéo das
populacdes segregantes dos cruzamentos México 222 x MDRK e Meéxico 222 x
Widusa, para produzir uma reac¢do compativel de suscetibilidade (S) e resisténcia
(R), e posteriormente conduzir o estudo de heranca da resisténcia. Portanto, a
cultivar México 222 resistente as racas 7 e 23, enquanto que MDRK e Widusa sao
suscetiveisl as racas 7 e 23, respectivamente.

Para o teste de alelismo, a raca 7 foi inoculada nos cruzamentos das
seguintes populacdes segregantes: México 222 x Pl 207262, México 222 x MSU
7.1, México 222 x BAT 136.

Todas essas cultivares séo resistente ao patotipo, produzindo deste modo
reacdes de incompatibilidade (RxR). Além disso, a raca 64 foi testada nas 158
plantas F, originadas do cruzamento entre as cultivares MSU 7.1 x Pl 207262 sendo
ambas resistentes a esta raga.

A escolha dessas cultivares foi feita com base nas caracteristicas distintas
que cada uma apresenta em relacdo a doenca em estudo e, também pela
importancia das mesmas para os programas de melhoramento genético do feijoeiro

visando resisténcia genética ao C. lindemuthianum.
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3.2. Obtencéao das geracbes F; e F;

As sementes das cultivares genitoras, utilizadas nesse estudo, foram
semeadas em vasos de polietiieno, contendo solo previamente adubado e
esterilizado com brometo de metila. Os mesmo foram mantidos em casa de
vegetacao (Figura 8).

Os tratos culturais realizados foram irrigacfes diarias a fim de manter o solo
préximo da sua capacidade de campo. Para favorecer o desenvolvimento das
plantas, foram efetuadas adubacdes nitrogenadas via liquida, 10 dias ap0s
emergéncia e a adubacao potéassica (pouco antes da floracdo). As adubacdes foram
realizadas via liquida, com nitrogénio na forma de sulfato de aménio (50g de sulfato
de amonio / 2 litros de agua™), aplicando-se 250 mg de N em 50 mL de &gua.vaso™.
Além disso, foi fornecido também potassio na forma de cloreto de potassio (14g K;O.
2 litros de agua™).

Durante o periodo de floracéo foi efetuado o cruzamento entre México 222 e
as cultivares Michigan Dark Red Kidney, Widusa, Pl 207262, BAT 93 e MSU 7.1
para obtencdo dos hibridos F;. Como genitor masculino foram utilizadas as
cultivares possuidoras de caracteristica dominante, tais como habito de crescimento
indeterminado, e/ou de gene para expressao de cor de flor violeta. As sementes das

populagdes F; foram multiplicadas para obtencao das geracoes F..

3.3. Teste de heranga da resisténcia

O teste de heranca da resisténcia a antracnose no México 222 foi analisado
em duas populacdes segregantes, onde as racas compativeis foram escolhidas para
causar tanto reacdes de resisténcia quanto de suscetibilidade. Os testes de heranca
da resisténcia foram conduzidos nas gera¢cdes F, dos cruzamentos: México 222 (R)
x Michigan Dark Red Kidney (S), inoculada com a raca 7, e México 222 (R) x
Widusa (S) inoculada com a raca 23 (Quadro 6).

Quadro 6 - Esquema dos cruzamentos das cultivares para obtencdo dos hibridos e
comportamento em relacdo as duas racas fisiolégicas do Colletotrichum
lindemuthianum

Cruzamentos Reacao Racas inoculadas
México 222 x MDRK* Rx S 7
México 222 x Widusa Rx S 23

*Michigan Dark Red Kidney.
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3.4. Teste de alelismo

Os testes de alelismo foram realizados nas populacdes F, derivadas dos
cruzamentos, onde ambas cultivares envolvidas apresentaram reagao de resisténcia
(R x R) araga de C. lindemuthianum inoculada.

O objetivo desse teste foi avaliar a independéncia do gene presente em
México 222 em relacdo aos alelos presentes nos loci Co-4, Co-7 e Co-9,
previamente caracterizados.

As geragbes F, dos cruzamentos que foram realizados os testes de

alelismos, bem como a raca utilizada podem ser visualizados no Quadro 7.

Quadro 7 - Esquema dos cruzamentos das cultivares para obtencdo dos
hibridos, e comportamento em relacdo as trés racas fisioldgicas do Colletotrichum
lindemuthianum

Cruzamentos Reacao Raca inoculada
México 222 x P| 207262 RxR 7
México 222 x MSU 7.1 RxR 7
México 222 x BAT 93 R xR 7

3.5. Teste de suscetibilidade e resisténcia

3.5.1. Plantio
As sementes das geraccdes F; foram cultivadas em vasos contendo mistura
de solo previamente adubado e esterilizado até a maturacao e colheita das vagens.
As sementes das plantas F; de cada cruzamento que foram cultivadas em
casa de vegetacdo, propiciou a obtencdo das sementes F,. De cada cruzamento
foram semeadas cerca de 100 sementes em bandejas, as quais foram mantidas em
casa de vegetacdo até o surgimento da primeira folha trifoliolada, quando entdo

foram transferidas para a camara de crescimento para realizacao das inoculagdes.

3.5.2. Preparo do in6culo e inoculacéo

O preparo do in6culo seguiu a metodologia proposta por Cérdenas et al.
(1964), que consiste na multiplicacdo dos esporos de cada raca de C.

lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e parcialmente
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imersas em meio agar-agua. Apos a repicagem do fungo nas vagens, as mesmas
foram incubadas por 14 dias a 20°C.

Decorrido o periodo necesséario para o desenvolvimento do patégeno, as
vagens de cada tubo foram retiradas com o auxilio de uma ping¢a, e dispostas em um
Becker contendo agua destilada esterilizada. Assim, obteve-se uma suspensao de
esporos, que logo em seguida, foi filtrada através de uma dupla camada de gaze.

A suspenséo de esporos de cada raca foi ajustada a uma concentracao de
aproximadamente 1,2 x 10° esporos/mL, utilizando-se agua destilada esterilizada
nas diluicdes. Apds a realizacdo de quatro a cinco contagens com o auxilio da
camara de Neubauer-Preciss (hematocitdmetro), procedeu-se a inoculacdo das
plantas.

Os isolados monosporicos foram primeiramente inoculados nas 12 cultivares
diferenciadoras do Colletotrichum lindemuthianum, a fim de se confirmar os fendtipos
de viruléncia das racas (Pastor-Corrales, 1988; Mahuku e Riascos, 2004).

Quinze dias apos a emergéncia, as plantas foram inoculadas e mantidas na
camara de crescimento, com umidade relativa de aproximadamente 100% e
temperatura de 22 + 2°C.

Os genitores, as geracdes F; e as geracdes segregantes foram inoculados
com as suspensdes de cada patétipo separadamente, a fim de evitar a ocorréncia de
contaminagcfes. Para tanto, esse processo foi realizado com o auxilio de um
atomizador De Vilbiss 15 Ib, acionado por um compressor, em toda a plantula até o

ponto de escorrimento.

3.5.3. Incubacgéo

As bandejas contendo as plantas inoculadas foram colocadas na camara
nebulizadora por 96 h, a temperatura de 20 + 2°C, controlando-se a luminosidade
(12 h de iluminagdo de 680 lux/ 12 h de escuro) e com umidade relativa de
aproximadamente 100% (Figura 5). Apos esse periodo, as plantas foram transferidas
para mesas, em ambiente apropriado, com temperatura de 22 + 2°C, sob luz

artificial, onde permaneceram até o inicio das avaliacdes dos sintomas.
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Fonte: Nupagri

Figura 3 — Foto da Camara Nebulizadora do Nupagri.

3.5.4. Método de avaliacdo dos sintomas

As avaliacdes visuais dos sintomas em cada plantula foram realizadas sete

dias ap0s a inoculagdo, utilizando-se a escala de severidade proposta por Pastor-
Corrales (1991):

1
2.

auséncia de sintomas;

até 1% das nervuras principais apresentado manchas necroticas, perceptivas
somente na face inferior das folhas;

maior freqUéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis em
ambas as faces da folha

maior freqUéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

manchas necréticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das folhas
e presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos;

manchas necroticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente que se rompe. Presenca de abundantes les6es no talo,

ramos e peciolos;
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8- manchas necréticas em quase todas as nervuras, muito abundante em talos,
ramos e peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacdo e reducdo do
crescimento das plantas;

9- a maioria das plantas mortas.

As plantas consideradas resistentes (reacdo incompativel) receberam notas
de 1 a 3, enquanto aquelas que foram suscetiveis (reagdo compativel) receberam
notas de 4 a 9. Se a média das notas das plantulas de uma mesma cultivar fosse

maior ou igual a 3,6 a cultivar era considerada suscetivel.
3.5.5. Analise estatistica dos dados

A partir dos dados obtidos pelas segregacdes mendelianas dos
fendtipos de resisténcia e suscetibilidade, com o auxilio do recurso computacional do

Programa Genes (Cruz, 2006), realizou-se a analise genético-estatistica por meio do

teste do qui-quadrado (y).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Heranca da resisténcia as racas 7 e 23 do Colletotrichum lindemuthianum

A fim de verificar se a cultivar México 222 possui heranca monogénica
dominante, condicionada pelo alelo Co-3, foram realizados cruzamentos (R x S), ou
seja, entre o genitor resistente e outra cultivar suscetivel, sendo que México 222 foi
usada como parental resistente. As geracdes F, foram derivadas dos cruzamentos
México 222 (R) x Michigan Dark Red Kidney (Suscetivel a raca 7), e México 222 (R)
x  Widusa (Suscetivel a raca 23). As duas populacbes foram inoculadas com os

racas 7 e 23 de Colletotrichum lindemuthianum, respectivamente (Quadro 8).

Quadro 8 - Teste de heranca da resisténcia entre México 222 x MDRK e México 222
x Widusa

Geracoes F;

Cruzamentos Plantas Relagdo -
Raca  gpservadas Esperada .2 Proba(lgll)ldade
0
R S R:S
7 101 7 31 19,753 0,0008

México 222 (R) X MDRK (S)

México 222 (R) X MDRK (S) 7 101 7 15:1 0,0098 92,0835
México 222 (R) X Widusa (S) 23 87 28 31 0,026 87,1688
México 222 (R) X Widusa (S) 23 87 28 151 64,2834 0

MDRK — Michigan Dark Red Kidney; R — Resistente / S — Suscetivel; y2 . Qui-quadrado.

A avaliagdo dos genotipos parentais, F; e populacbes segregantes F,
revelaram que a resisténcia a raca 7 € controlada por dois genes dominantes, cuja
segregacao ajustou-se a razéo de 15R:1S. Ao se considerar a heranca monogénica
foi observado um elevado valor de qui-quadrado, cuja magnitude foi de 19,753.
Assim sendo, a geracao F, do cruzamento México 222 (R) X MDRK (S), inoculada com a

raca 7, ajusta-se melhor a hipotese 15R:1S e rejeita-se a hipétese de segregacédo de
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3R:1S. A probabilidade do México 222 apresentar a relacdo esperada de 3R:1S, foi
de 0,0008%, ou seja, quase nula. Desta forma, é correto afirmar que a possibilidade
de apenas um locus ter influenciado a resposta da cultivar frente a raca 7 é
praticamente zero. Todavia, quando foi testada a hip6tese de dois genes dominantes
estarem presentes na cultivar México 222, conferindo resisténcia a raca 7, a
probabilidade aumentou vertiginosamente para 92,08%.

Assim sendo, embora a cultivar diferenciadora de origem andina Michigan
Dark Red Kidney apresente o alelo de origem Andina Co-1 (McRostie,1919; Vallejo e
Kelly, 2008), este ndo confere resisténcia a raca andina 7 de C. lindemuthianum.
Deste modo pode-se deduzir que o outro gene de resisténcia também esta presente
na cultivar mesoamericana México 222. Entdo, além do gene Co-3, outro alelo é
responsavel pela resisténcia a raca 7 de Colletotrichum lindemuthianum. Vallejo e
Kelly (2005) também constataram que a cultivar México 222 possui dois genes que
conferem resisténcia a raca 7 de Colletotrichum lindemuthianum.

Por sua vez, a geracdo F, do cruzamento México 222 (R) x Widusa (S)
ajustou-se a razdo de 3 resistentes para 1 suscetivel, quando inoculada com a raca
23 de C. lindemuthianum. Neste caso foi rejeitada a hipotese de segregacao de dois
genes dominantes (15R:1S), uma vez que a probabilidade foi nula.
Consequentemente, a hipotese de herangca dominante condicionada por dois genes
€ inadequada. Contudo, quando se testou a relacdo de dominancia monogénica,
constatou-se que na realidade apenas um gene dominante foi responsavel pela
quebra da viruléncia da raca 23 (Figura 4).

A cultivar andina Widusa apresenta o alelo Co-1° que confere resisténcia a
diversas racas de C. lindemuthianum (Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006). No entanto,
esse alelo ndo atua no processo de resisténcia da geracdo segregante quando
inoculada com a raca 23 de C. lindemuthianum, uma vez que, esta cultivar é
suscetivel a raca 23. Logo, esse resultado indica que o Unico gene dominante
responsavel pela resisténcia a raga 23 do C. lindemuthianum nesse cruzamento,
esta presente na cultivar México 222. Resultado similar foi obtido, por Mendéz-Vigo
et al.(2005), no cruzamento entre México 222 e Andecha, quando a populacao F; foi
inoculada com a raga 38. Sendo assim, o estudo da heranca da resisténcia, do
mesmo modo neste cruzamento ajustou-se a uma razdo de 3R:1S, demonstrando a
presenca de um gene dominante presente em México 222, uma vez que o gene de

Andecha ndo atua nessa reacao, pois é suscetivel a raca em estudo.
36



RACA 7 (15:1)
101R:7S (p = 92,08%)
MEXICO 222 (Co-3) \; MDRK (Co-1)
WIDUSA (Co-1°)

RACA 23 (3:1)
82R:23S (p = 87,17%)

Figura 4 - Segregacao 15R:1S na populagédo F, do cruzamento entre México 222 x
Michigan Dark Red Kidney (raca 7) e 3R:1S na geracédo F, do cruzamento México
222 x Widusa (raga 23).

4.2. Teste de alelismo

A conducdo de testes de alelismos em populacdes segregantes F,
resistentes é de suma importancia para o estudo da localizacdo dos alelos de
resisténcia de interesse. A cultivar México 222, uma das 12 cultivares
diferenciadoras, que vem sendo constantemente estudada quanto a inconsisténcias
relacionadas ao seu conjunto génico de resisténcia.

Mendéz-Vigo et al. (2005) analisando o grupo de ligacdo B4 de resisténcia
ao feijoeiro comum, obtiveram um resultado o qual sugere que Co-3 e Co-9,
previamente considerados como genes diferentes, poderiam ser na realidade,
diferentes combinagdes de alelos resistentes presentes no cluster B4.

Até o momento foram identificados pelo menos cinco alelos de um mesmo
locus em A1220, A493, BAT 93 e PI 207262. Assim, no presente trabalho, foram
conduzidos testes de alelismos para os loci Co-3, Co-9, Co-4 e Co-7.

Em adicéo, também foi investigado qual seria o possivel gene presente na
cultivar México 222, além do Co-3, que pudesse conferir resisténcia a raca 7.

O Quadro 10 apresenta os resultados obtidos das populacdes F, dos
cruzamentos (R x R) para a realizagao do teste de alelismo. Os estudos de alelismo

conduzidos nas geracdes F, derivadas dos cruzamentos entre México 222 e as
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cultivares Pl 207262, BAT 93 e MSU, 7.1 revelaram a auséncia de segregacao
(Figura 7).

Quadro 10 - Resposta da geracao F, dos cruzamentos entre cultivares de feijao as
racas 7 e 64

Cruzamentos F, N° de Proporcéao x2 P
plantas  esperada
R S

Inoculagéo com a Racga 7 do Colletotrichum lindemuthianum

México 222 (Co-3) x P1 207262 (Co-4°+Co0-9) 369 0 - - -
México 222 (Co-3) x BAT 93 (Co-9) 115 0 - - -

México 222 (Co-3) x MSU 7.1 (Co-7) 125 0 - - -

Inoculacéo com a Raca 64 do Colletotrichum lindemuthianum

P1 207262 (Co4%+Co-9) x MSU7.1 (Co-7) 158 0 - - -

R = resistente S = suscetibilidade

A falta de segregacdo, ou seja, a presenca de alelismo, observada nestes
testes, indicam que a resisténcia a raga 7 de C. lindemuthianum nessas cultivares €
governada por alelos presentes em um mesmo locus génico e ndo por diferentes
genes. Também foi realizado o cruzamento entre a linhagem MSU 7.1, que possui 0
gene de resisténcia o Co-7 e a cultivar Pl 207262, que possui o alelo Co-4% e o gene
Co-9. Todos os 158 individuos da geracdo F, do cruzamento entre MSU 7.1 e PI
207262 foram resistentes a raga 64 de C. lindemuthianum, sugerindo que 0s genes
de resisténcia dessas duas cultivares estdo localizados no mesmo locus sendo,
portanto, alelos de um mesmo locus.

Resultados semelhantes foram obtidos com a geracdo F, do cruzamento
entre México 222 e MSU 7.1, inoculada com a raca 8 do C. lindemuthianum. Através
desses resultados foi possivel inferir que Co-3 e Co-7 sdo de fato alelos de um

mesmo locus.
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Pl 207262
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(Co-4% e Co-9)
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Figura 7 — Teste de alelismo entre cruzamentos de cultivares resistentes a raca 7 de
C. lindemuthianum.

Uma vez que, México 222 apresenta um espectro de resisténcia diferente de
BAT 93 e de P1 207262, os resultados dos testes de alelismos permitem concluir que
0 gene Co0-9 e o0 gene Co-3 e/ou um segundo alelo em México 222 conferindo
resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum, compartiham um mesmo locus ou
encontram-se muito proximo em cluster génico exibindo co-segregacao. Ressalta-se
também, que México 222 possui um novo alelo com espectro de resisténcia mais
fraco, pois ndo confere resisténcia as racas 9, 23. O teste de alelismo demonstrou
que a resisténcia a raca 7 do patdégeno nas cultivares México 222, MSU 7.1, PI
207262 e BAT 93, é condicionado por alelos de um mesmo locus de resisténcia ou
pertencentes a um cluster génico. Diante do exposto, 0os autores propdem que 0
novo alelo que condiciona resisténcia a raca 7 do Colletotrichum lindemuthianum ao

México 222 deva ser designado como Co-3°.
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Estudos realizados por Goncalves-Vidigal et al. (2006), com a -cultivar
diferenciadora Widusa, obtiveram respostas similares ao presente trabalho. Devido
as limitadas informacdes sobre os genes de resisténcia na cultivar Widusa, foram
desenvolvidas pesquisas de heranca de resisténcia e teste de alelismo. As geragdes
F., provenientes do cruzamento Widusa x Michigan Dark Red Kidney (MDRK),
inoculadas com a raca 65 do C. lindemuthianum, obtiveram uma proporcédo de 200
resistentes para 0 suscetivel, demonstrando a presenca de alelismo. Com isso, 0s
autores concluiram que a resisténcia da cultivar Widusa € condicionada por alelo
pertencente ao locus Co-1, o qual foi designado como Co-1°.

A caracterizacao dos alelos de resisténcia tem relevada importancia para os
programas de melhoramento do feijoeiro comum. O conhecimento de novos alelos e
de novas fontes de resist6encia propicia a conducdo de trabalhos de piramidacao
dos genes andinos e mesoamericanos para conferir resisténcia a distintas racas do
C. lindemuthianum. A piramidacdo de genes é uma estratégia para desenvolver
cultivares com maior tempo de resisténcia (Young e Kelly, 1996a). Além disso, 0 uso
de cultivares contendo genes de maior efeito proporciona a atenuacédo do
surgimento de novas racas do patégeno.

Segundo Van Der Plank (1984), a base para estabilidade da resisténcia é o
declinio do vigor patogénico, obtido a partir de certo nimero de genes necessarios
para prevalecer sobre o hospedeiro resistente. Por conseguinte, a introgressao de
diversos genes de resisténcia na mesma cultivar permitiria que a mesma tivesse um
maior tempo de resisténcia ao patégeno.

Os genes previamente caracterizados nas cultivares México 222, MSU 7.1,
BAT 93 e Pl 207262 eram considerados como diferentes genes por ndo terem sido
testados em relacéo ao alelismo.

Os resultados obtidos na presente pesquisa demonstram que estes genes
sédo de fato alelos de um mesmo lécus, uma vez que se detectou a presenca de
alelismo. Esta informacdo é de fundamental importancia aos melhoristas de feijoeiro
comum, a qual podera facilitar a conducéo dos trabalhos de melhoramento visando

resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum.

40



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusoes:
a) A segregacao obtida na geracao F, do cruzamento entre México 222 x Michigan
Dark Red Kidney (MDRK), inoculados com a raca 7 de C. lindemuthianum, ajustou-
se a razdo 15:1, indicando a presenca de dois genes dominantes presentes na
cultivar mesoamericana México 222.
b) A geracdo F, do cruzamento México 222 x Widusa, inoculado com a raga 23,
gerou populacdo segregante na propor¢cdo que se ajustou a razdo de 3R:1S,
indicando a presenca de um gene dominante na cultivar México 222.
c) Os testes de alelismo demonstraram que a resisténcia a raca 7 de C.
lindemuthianum nas cultivares México 222, MSU 7.1, Pl 207262 e BAT 93, foi
condicionada por alelos de um mesmo locus.
d) Os autores propdem que o segundo alelo presente em México 222 que confere

resisténcia a raca 7 de C. lindemuthianum seja designado como Co-3°.
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