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RESUMO

CASTRO, Sandra Aparecida de Lima, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
fevereiro de 2014.ldentificagdo de gene de resisténcia ao Colletotrichum
lindemuthianumna cultivar andina de feijdo comum Paloma. Professora
orientadora: Maria Celeste GoncgalvesVidigal. Professores conselheiros: Marta
Zulema Galvéan e Giselly Figueiredo Lacanallo.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, € uma das mais
importantes doencas foliares do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.). A resisténcia
genética € o método mais eficaz para o controle desta doenga. Até o momento, 20
genes de resisténcia ja foram caracterizados, dentre os quais nove sédo de origem
andina. Neste sentido, a busca de novas fontes andinas de resisténcia é de extrema
importancia. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a
resisténcia genética da cultivar andina Paloma, por meio de testes de heranca,testes
de alelismo e andlise molecular. Os testes de heranca foram realizados nas
populacdes F, do cruzamento entre as cultivares Paloma (resistente) e Cornell 49-
242 (suscetivel), com as ragcas 73 e 2047 de C. lindemuthianum. Os testes de
alelismo foram realizados em 16 populagbes F, derivadas dos cruzamentos entre
Paloma (R) e cultivares (R) com genes previamente caracterizados, utilizando as
racas 65, 73 e 2047 do patégeno. A analise molecular, nos parentais Paloma (R) e
Michelite (R), foi realizada utilizando-se o marcador RAPD AZ04. Os testes de
heranca indicaram a presen¢a de um gene dominante de resisténcia a antracnose
em Paloma. Os testes de alelismo demonstraram que o gene presente em Paloma é
independente dos genes e alelos: Co-1, Co-2, Co-3* Co0-3°, Co- 4, Co-4?, Co-43, Co-
5, Co-6, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15 e Co-16. Similarmente, a analise molecular
evidenciou que o gene presente em Paloma é independente do gene Co-11.A
cultivar Paloma tem demonstrado ser uma importante fonte de resisténcia a
antracnose, pois possui um novo gene andino que permite a sua utilizagdo em
programas de melhoramento genético de feijdo comum. Assim, os autores propdem

o simbolo Co-20 para nomear o referido gene presente na cultivar Paloma.

Palavras-chave: Andlise molecular, antracnose,Phaseolus vulgaris L.
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ABSTRACT

CASTRO, Sandra Aparecida de Lima, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa,
february 2014. Characterization of genetic resistance in andean common bean
(Phaseolus vulgaris L.) Paloma cultivar Colletotrichum lindemuthianum.
Adviser: Maria Celeste GongalvesVidigal. Committee members: Marta Zulema
Galvén and Giselly Figueiredo Lacanallo.

Anthracnose, caused by Colletotrichumlindemuthianum, is one of the most important
leaf diseases of the common bean (Phaseolusvulgaris L.) and genetic resistance is
the most effective method to control this disease. To date, 20 resistance genes have
been characterized, of which nine are Andean. Thus, the search for new sources of
Andean resistance is necessary. Therefore, the study aimed to characterize the
genetic resistance of Andean cultivar Paloma, through inheritance and allelism tests
and also molecular analysis. Inheritance tests were conducted in F, populations of
crosses between the cultivars Paloma (resistant) and Cornell 49-242 (susceptible),
with races 73 and 2047 of C.lindemuthianum. The allelism tests were performed on
16 F, populations derived from crosses between Paloma (R) and cultivars (R) with
previously characterized genes using the races 65, 73 and 2047 of the pathogen.
Visual assessment of symptoms was performed ten days after inoculation using a
scale of 1 to 9. Genetic analysis of F, population were performed using the chi-
square test (y?). Molecular analysis in parental Paloma (R) and Michelite (R) was
performed using RAPD marker AZO4. Inheritance tests indicated the presence of a
dominant resistance gene in Paloma. Allelism tests showed that this gene present in
Paloma is independent of the genes and allelesCo-1, Co-2, Co-3* Co-3°, Co 4, Co-
42, Co-43, Co-5, Co 6, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15 and Co-16. Likewise, molecular
analysis revealed that this gene present in Paloma is independent of Co-11 gene.
The cultivar Paloma has proved to be a major source of resistance to anthracnose
because it has a new Andean gene that allows its use in breeding programs of
common beans. Thus, the authors propose the Co-20 symbol to name the gene

present in the cultivar Paloma.

Keywords: Molecular analysis, anthracnose,Phaseolus vulgaris L.
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1. INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) se destaca como uma das principais
culturas no Brasil e no mundo. A sua importancia excede o aspecto econdmico,
devido a sua relevancia no fator de seguranca alimentar e nutricional (Barbosa e
Gonzaga, 2012). O Brasil detém o posto de maior consumidor dessa leguminosa e
se encontra entre os maiores produtores mundiais, juntamente com Myanmar, india,
China e Estados Unidos da América (FAO, 2013).

Mesmo se destacando entre 0s principais produtores mundiais, a
produtividade do Brasil ainda é considerada baixa. Quando comparado aos Estados
Unidos da América que apresenta uma area plantada 25% inferior, o Brasil
apresenta uma produtividade 49% menor que a desse pais (FAO, 2013). Diversos
fatores contribuem para essa baixa produtividade, tais como: ocorréncia de pragas;
deficiéncias nutricionais; periodos de estiagens; acidez elevada; uso de sementes de
baixa qualidade e incidéncia de doencgas. Dentre tais fatores, a ocorréncia de
doencas destaca-se como principal por ocasionar perdas significativas nas lavouras
de feijdo, chegando, muitas vezes, a inviabilizar a cultura em determinadas regides.

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, é
considerada uma das doengas mais importantes, pois ocasiona redugcdo na
produtividade e na qualidade dos graos (Pastor-Corrales e Tu 1989, Chiorato et al.,
2006). O controle da antracnose inclui 0 emprego de sementes livres da doenga, o
uso de cultivares resistentes, os tratamentos quimicos e as préticas culturais. A
utilizac&do de cultivares resistentes se destaca por ser a maneira mais eficiente e
econdmica, todavia a ampla variabilidade de C. lindemuthianumdificulta o controle
desta doenga.

No mundo ja foram descritas cerca de 247 racas de C. lindemuthianum,das
quais 73 foram identificadas no Brasil, todas catalogadas por meio de um sistema de
identificacdo que envolve o uso de um conjunto universal de cultivares
diferenciadoras de feijdo comumpara antracnose (Pastor-Corrales, 1991).

As racas de C. lindemuthianum s&o virulentas tanto para os hospedeiros
mesoamericanos quanto os andinos, demonstrando ampla diversidade patogénica.
Entretanto, hospedeiros de origem Andina sdo mais resistentes as racas
Mesoamericanas e hospedeiros mesoamericanos sdo mais resistentes as racas
Andinas do C. lindemuthianum (Balardin et al., 1997; Balardin e Kelly, 1998; Melotto
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e Kelly, 2000). Assim, para a obtenc&o de cultivares que apresentem ampla base
genética de resisténcia ao fungo C. lindemuthianum, deve-se efetuar a piramidacao
dos genes de origem andina e de origem mesoamericana em uma mesma cultivar
(Young e Kelly, 1996).

Neste sentido, o Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) vem mantendo um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de Feijdo Comum constituido de cultivares tradicionais
coletadas em diversas regides do Brasil ede outros paises. Dentre tais acessos, a
cultivar andina Paloma (coletada na Argentina) apresentaresisténcia as ragas 23, 31,
55, 65, 73, 1545, 2047 e 3481 de C. lindemuthianum, configurando,assim,
umespectro de resisténcia diferenciado quando comparado as demais fontes
andinas j& caracterizadas. Porém, esta cultivar ainda ndo possui informacfes sobre
a heranca da resisténcia & antracnose e das possiveis reagfes alélicas existentes.

Desta forma, a caracterizagdo genética dessa cultivar se faz necessaria, pois
possibilitara a sua utilizagdo em programas de melhoramento de feijdo comum.
Diante disso, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar o gene de resisténcia

ao C. lindemuthianum presentena cultivar andina Paloma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A culturado feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante cultura nativa do
continente americano e € uma das leguminosas mais consumidas na dieta humana
(Galvan et al., 2001;Broughton et al., 2003; Beebe et al., 2013). Sua constituicdo
nutricional reduz o risco de doengas cardiovasculares e diabetes, pois fornece
proteinas, fibras, carboidratos, vitaminas e micronutrientes (CIAT, 2014).

No cenério agricola mundial, considerando todos os géneros e as espécies
classificadas como feijdo nas estatisticas da FAO (2014), existem aproximadamente

123 paises produtores desta cultura.

O género Phaseoluspossui em torno de 76 espécies, das quais apenas cinco
sdo cultivadas: Phaseolus vulgaris L.(feijdo comum), Phaseolus lunatus L. (feijao
fava ou feijdo de lima), Phaseolus coccineus L. (feijao-da-espanha ou feijao
Ayocote), Phaseolus acutifolius A. Gray var. latifolius Freeman (feijao tepari) e

Phaseolus polyanthus.

O feijdo comum se destaca por ser uma das leguminosas mais cultivadas. A
espécie Phaseolus vulgaris, pertence a classe Dicotiledoneae, subclasse Rosideae,
ordem Fabales e familia Fabaceae (Leguminosae) (Cronquist, 1988), € uma planta

anual herbéacea, diploide (2n=2x=22) e, predominantemente, autégama.

A espécie P. vulgaris é cultivada em uma grande variedade de ambientes, o
que ocasiona uma substancial variagdo fenotipica, especialmente para habito de
crescimento, tipo de semente,variedade de cores, textura e tamanho de sementes,
resultando em aproximadamente 40.000 variedades(Jones, 1999). Esta variabilidade
genética contribui muito para o sucesso dos programas de melhoramento de grande

parte dos caracteres de importancia economica (Ramalho et al., 1993).

Essa ampla diversidade morfologica e fisiolégica apresentada pela espécie,
juntamente com a distribuicdo geografica abrangente, até recentemente havia
dificultado o estabelecimento das formas e locais de domesticagdo, bem como o

parentesco genético entre cultivares. Cultivares similares fenotipicamente podem



nao estar intimamente relacionadas, enquanto cultivares distintas fenotipicamente

podem se mostrar geneticamente relacionadas (Velasquez e Gepts, 1994).

2.2. Origem e domesticagao do feijdo comum

A origem da espécie Phaseolus vulgaris L. € uma forma silvestre (Bucher,
1988) nativa do continente americano. Evans (1976) foi o primero a reconhecer a
existéncia de dois acervos génicos: o Andino e o Mesoamericano. A partir de dados
arqueologicos, botanicos e historicos, Gepts e Debouck (1991) concluiram que o
feijdo comum se originou na América, entre o norte do México e o noroeste da
Argentina.

Gepts e Debouck (1991) propuseram um centro de domesticacdo de menor
importancia, localizado na Colémbia, que poderia também ser uma regido de fluxo
génico entre feijao silvestre e domesticado (Gepts e Bliss 1986; Beebe et al., 1997).
Os ancestrais silvestres ainda podem ser encontrados na regiao do Centro Oeste do
México até o Noroeste da Argentina (Becerra et al., 2011).

A determinacdo dos dois centros de origem baseou-se em caracteristicas
morfolégicas e fisiologicas, tais como: tamanho das sementes; habito de
crescimento (Evans, 1976); tipo de faseolina (Gepts et al., 1986; Gepts e BIiss,
1986); diversidade de isoenzimas (Koening e Gepts, 1989; Singh et al., 1991a;
Paredes e Gepts, 1995); adaptacdo ambiental (Kelly et al., 1987); barreiras de
infertilidade (Singh e Gutiérrez, 1984; Gepts e Bliss, 1985); resisténcia a doenca
(Gepts e Bliss, 1985) e vérias técnicas utilizando marcadores moleculares (Gepts,
1988; Singh et al., 1991a; Haley et al., 1994; Velasquez e Gepts, 1994; Becerra e
Gepts, 1994; Vera et al., 1999; Tohme et al., 1996; Becerra et al., 2010).

Os acervos génicos(Andino e Mesoamericano)foram divididos em
ragcas,dentro de cada pool génico,de acordo com as diferencas existentes na
morfologia das plantas e com as caracteristicas das sementes. O germoplasma
disponivel foi agrupado em seis ragas, visto quetréssdo mesoamericanas (Durango,
Jalisco e Mesoamérica) e trés sdo andinas (Peru, Nova Granada e Chile) (Singh,
1991a; Tohme et al., 1996;Cortés et al., 2011; Beebe et al., 2013). Dentre os
critérios utilizados para a distincdo das ragas, estéo o tipo de faseolina (“B”, “C”, “H”,
“S”, “Sb”, “Sd” e “T"), o habito de crescimento (determinado - |, e indeterminado - I,
lll e IV) e as caracteristicas da semente (tamanho e a forma), conforme descrito no
Quadro 1.



Beebe e colaboradores (2000) sugeriram a existéncia de uma quarta raca
mesoamericana que foi denominada Guatemala. Essa raca apresentou um padréo
diferenciado no DNA do cloroplasto,em relagdo as demaisracas mesoamericanas
(Chacon et al., 2005).

Quadro 1- Principais caracteristicas de racas de feijao comum (Phaseolus vulgaris
L.)

Centro de ) Habito de o
domesticacdo Raca Faseolina crescimento Caracteristicas da semente

Mesoamérica S, Sb, B LILIelV Pequena, oval, cilindrica

Mesoamericano Durango S, Sd 11l Média, romboédrica
Jalisco S v Média, redonda, cilindrica,

oval

Nova Granada T I, 11, I Média e grande, cilindrica

Andino Chile C,H 11l Média, redonda, oval
Peru T,C,H v Média e grande, redonda

Fonte: Adaptado de Singh et al., 1991a.

A maioria das pesquisas indica que o feijdo comum foi domesticado
independentemente no sul dos Andes e na América Central (Heiser, 1965; Harlan,
1971; Evans, 1976; Gepts, 1998; Gepts et al., 1986; Gepts e Bliss, 1986; Gepts et
al., 2008; McClean et al., 2008; Kwak e Gepts, 2009; Becerra et al., 2011). Desta
forma, o feijdo comum apresenta dois centros de origem: a América Central ou
centro Mesoamericano e a regido andina ou centro Andino (Gepts, 1988; Gepts e
Debouck, 1991; Ansari et al., 2004, Gepts et al., 2008).

O pool génico Mesoamericano estende-se pelo México e pela América
Central, onde predominam germoplasmas de sementes pequenas (< 25g/100
sementes) e faseolina do tipo “S” (Sanilac). Enquanto que o pool génico andino se
estende desde o Sul dos Andes até o Noroeste da Argentina (Beebe et al., 2013),
neste encontram-se feijdes de sementes graudas (> 40g/100 sementes), faseolina
do tipo “T” (Tendergreen) e os tipos “A” (Ayacucho), “C” (Contender) e “H” (Huevo de
huanchaco) (Gepts e Bliss, 1985 e 1986).

Quanto a diversidade genética presente nos pools génicos, estudos

realizados por Singh et al. (1991b) e Beebe et al. (2000) evidenciaram que o



poolgénico Mesoamericano apresenta maior variabilidade genética quando
comparado ao Andino.

Apesar de o Brasil ndo ser um centro principal da domesticagdo de feijdo
comum,possui uma grande diversidade de genoétipos domesticados de ambos os
acervos génicos (Burle et al., 2010).Em estudos conduzidos por Pereira e Souza
(1992), nos quais avaliaram a diversidade genética de faseolina em variedades
landraces de feijdo no Brasil, foi evidenciada a presenca dos dois tipos de faseolina,

“S” e “T”, caracteristicas dos centros Mesomericano e Andino, respectivamente.

2.3. Producéo de feijao comum

O feijdo comum é cultivado em muitos paises, distribuidos nos cinco
continentes, demonstrando a sua alta capacidade de se adaptar a diferentes
condi¢cdes edafoclimaticas e em diversos sistemas de cultivo (Becerra et al., 2011;
Beebe et al., 2013).

Dentre os continentes, o asiatico contribui com 45,17% e o americano com
35,37% (FAO, 2014). Nesses continentes, encontram-se 0s principais produtores de
feijdo comum, sendo eles: india;Myanmar; Brasil;Estados Unidos da América;México
e China (FAO, 2016). Dentre os produtores da Ameérica Latina (continente
americano), merecem destaque os paises que compdem o Mercosul, dentreos quais
0 Brasil destaca-se como maior consumidor e terceiro maior produtor. No ano de
2014, a producéo de feijado comum no Brasil foi de 3,294 milhdes de toneladas (FAO,
2016).

Nos ultimos 12 anos, a producgéo de feijdo no Brasil teve variacdo de2,592
(2000/01)a 2,832 (2012/13)milhdes de toneladas numa area que, em 2000/01,foi de
3,87milhdes de hectares, e a safra 2012/13 apresentou 3,11 milhdes de hectares.
Entretanto, embora tenha havido reducdo na éarea plantada, a produtividade tem
aumentado nas Ultimas décadas, na safra 2000/01 a produtividade brasileira de
feijdio foi de 668 kg ha™ e, em 2012/13, chegou a 910 kg ha™, ja que a estimativa
para a safra 2013/14 é de 1.016 kg ha™*(Figura 1).
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Fonte: CONAB, 2013.
Figura 1 - Producao, area de cultivo e produtividade de feijao no Brasil.
O Brasil se destaca entre os maiores produtores mundiais de feijdo comum

(FAO, 2016). Cerca de 30% da producao nacional de feijado comum concentra-se
nos estados do Sul do Brasil. Na safra 2012/13, a regido Sul produziu 877,8 mil
toneladas, contribuindo com 31% da producdo nacional. A producdo do estado do
Parana foi de 658,4 mil toneladas, perfazendo um percentual de 23,5% da producéo
do pais e 75% da producéo da regido Sul. Assim, o Parana destaca-se como maior
produtor nacional.

Mesmo o Brasil se destacando no cenario internacional como um dos
maiores produtores, sua produtividade ainda é considerada baixa (Assis, 2005), pois
0 pais ainda necessita realizar importagcbes para suprir sua necessidade de
consumo. A baixa produtividade é creditada a varios fatores, tais como: incidéncia
de doencas; ocorréncia de pragas; deficiéncias nutricionais e periodos de estiagem
(Schwartz e Pastor-Corrales, 1989). Dentre estes fatores, destaca-se a incidéncia de

doengas como principal fator de perdas e de danos na cultura de feijao comum.

2.4. Antracnose do feijdo comum

Ao longo do ciclo, o feijdo comum pode ser afetado por varias doencas
causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, cuja distribuicdo, no Brasil,
varia conforme as condi¢ées ambientais e as caracteristicas do sistema de producao
praticado nas diversas regides produtoras (Lobo Junior, 2005).Dentre os agentes
patogénicos a cultura de feijdo comum, alguns podem ocasionar perdas econémicas

consideraveis. Entre as principais doencas fungicas,destacam-sea antracnose,



mancha angular e ferrugem(Vieira, 1983; Paula-Junior e Zambolin, 2006; Galvan et
al., 2010).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, constitui
uma das mais importantes doencas do feijdo comum, uma vez que afeta
drasticamente a cultura, prejudicando a qualidade dos gréos e até inviabilizando a
colheita. Pastor-Corrales (1985) evidenciou a ocorréncia desta doenga em regides
frias e Umidas dos tropicos e subtropicos, bem como destacou regides nas quais o
patégeno € endémico, quais sejam: regides Sul e Central do Brasil; Peru; Equador;
Coldmbia; Costa Rica; Nicaragua; Honduras; Guatemala; México; Africa Central e
Africa Oriental. As condicbes ambientais, como temperatura amena (entre 15 e
22°C) e elevada umidade relativa do ar (acima de 90%), favorecem o
desenvolvimento do patdgeno.

O fungo causador da antracnose inicialmente foi descrito por Saccardo e
Magnus em 1878, como Gloeosporium lindemuthianum (Zaumeyer e Thomas,
1957). Em 1888, Scribner classificou o fungo causador da antracnose como
Colletotrichum lindemuthianum (Barrus, 1921), assim permanecendo até o momento.

O ciclo de vida do patégeno apresenta diferentes fases de desenvolvimento.
Em sua fase anamorfica, a reproducdo assexuada ocorre num corpo de frutificacao
chamado acérvulo, dentro dele sdo produzidos os conidios ou esporos assexuais
(Sutton, 1992). A fase teleomérfica (Glomerella cyngulata f. sp. phaseoli) produz
peritécios e ascos, dentro dos quais sdo encontrados de um a oito ascosporos,
hialinos, de forma alantoide (Kimati, 1980; Roca et al., 2003). Damasceno e Silva et
al. (2007) identificaram pela primeira vez na natureza, em material coletado no
estado de Minas Gerais, isolados da fase sexual do fungo (Glomerella cingulata f.
sp. phaseoli). Kimati e Galli (1970) foram os primeiros a observarem a forma
sexuada em laboratério por indugdo.No entanto, esta pode ser obtida facilmente,
pelo seu desenvolvimento espontadneo, em cultivos de laboratorio (Camargo Junior
et al., 2007).

O patdgeno sobrevive no interior das sementes e em restos de cultura de um
cultivo a outro, por até dois anos, pois o micélio permanece dormente na semente,
na forma de esporos (Pastor-Corrales e Tu, 1994). Pode ser disseminado, em curta
ou longa distancia, por ventos acompanhados de respingos de agua e por meio de

sementes infectadas, respectivamente (Vieira, 1983, Costa e Rava, 2004).



Os sintomas da antracnose séo visualizados em todas as partes aéreas da
planta (Sartorato, 2003). Nas folhas, principalmente na face abaxial, ocorre
escurecimento ao longo das nervuras, podendo também ocorrer necrose nas areas
adjacentes as nervuras (Figura 2A). Posteriormente, estas manchas tornam-se de
cor café-escuras a negras, causando ressecamento das folhas, diminuindo a regido
foliar responsavel pela fotossintese (Kimati, 1980; Barbosa e Gonzaga, 2012).

Nos cotilédonespodem ser observadas lesdes marrom-escuras ou negras,
devido a presenca do fungo nas sementes. No caule e no peciolo, sao visiveis
les6es com formato eliptico, deprimidas e escuras (Figura 2B).

Nas vagens, ocorrem lesdes arredondadas, de coloragdo escura com o
centro mais claro, deprimidas e de tamanho varidvel. No centro das lesfes, em
condicdes favoraveis, pode aparecer uma massa de coloracdo résea ocasionada
pela producdo de esporos do fungo (Figura 2C). As sementes infectadas

apresentam lesdes escuras e deprimidas (Kimati, 1980; Paula Junior et al., 2010).

Fonte: Nupagri, 2013.

Figura 2- Sintomas da antracnose do feijdo comum. A) Lesfes na nervura principal
e secundarias das folhas; B) Lesdes alongadas escuras no caule; C) lesdes
alongadas escuras nas vagens.

As perdas ocasionadas pela antracnose podem chegar a 100%,
principalmente sob condicbes favoraveis em cultivares suscetiveis (Zaumeyer e
Thomas, 1957; Alzate-Marin et al., 2003a).A doenca torna-se mais severa quando
ocorre no inicio do ciclo da cultura, provocando maiores perdas (Rava et al., 1994;

Alzate-Marin et al., 2003a; Paula Janior et al., 2006).Como alternativas para o



controle da antracnose, destacam-se a rotagdo de culturas, o uso de sementes de
boa qualidade (fisiolégica e sanitéria) e, principalmente, o uso de cultivar
resistente(Paula Junior et al., 2010).

A utilizag&o de cultivares resistentes € o método mais eficaz, uma vez que
reduz o uso de insumos agricolas, proporcionando menor custo final de producéo
(Santana e Mahuku, 2002; Costa e Rava, 2003). Além disso, as -cultivares
resistentes de feijdo comum sé&o facilmente adotadas por agricultores e também néo
geram riscos ambientais. Entretanto, a resisténcia genética a antracnose tem sido
dificultada devido a ampla variabilidade patogénica, uma vez que leva a continuas
quebras de resisténcia nas cultivares comerciais (Mahuku e Riascos, 2004). Isso
ocorre devido ao fato de muitas cultivares apresentarem um Unico gene de

resisténcia a apenas algumas ragas.

2.5. Variabilidade do patégeno C. lindemuthianum

Um dos fatores limitantes para o controle da antracnose do feijdo comum é a
existéncia de um grande numero de racas fisioldgicas.A variabilidade do patégeno
foi primeiramente estudada por Barrus (1911, 1918), nos Estados Unidos. Este autor
verificou que as cultivares diferenciadoras americanas do feijao Michelite, Perry
Marrow e Dark Red Kidney se comportavam de maneira distinta quando inoculadas
com isolados de diferentes origens. Assim, identificaram-se duas racas fisiolégicas,
as quais foram denominadas alfa e beta (Rava et al., 1993)

Em 1923, Burkholder identificou a terceira raga denominada gama, utilizando
as mesmas cultivares anteriormente citadas inoculadas com isolados provenientes
da variedade White Imperial. Andrus e Wade, em 1942, na Carolina do Norte,
identificaram a quarta raga, denominada delta. No Brasil, Kimati (1966), no estado
de Sé&o Paulo, foi pioneiro no estudo da variabilidade de C. lindemuthianum.

ApoOs vérios anos de estudo por diferentes autores, demonstrou-se a ampla
variabilidade patogénica. Aidentificacdo de ragas utilizava diferentes grupos de
cultivares diferenciadoras e eram nomeadas por meio das letras gregas. Este
sistema de nomenclatura classica dificultava a comparagdo dos resultados obtidos
por diferentes pesquisadores e em diferentes localidades, fazendo-se necessaria a
utilizacéo de uma metodologia padréo para identificagdo e denominacgéo de ragas.

Em 1988, um novo sistema de classificacdo, utilizando valor binario foi
proposto na primeira Reunido Latino Americana de Antracnose do Feijoeiro
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(Carbonell et al. 1999). Desta forma, pesquisadores do Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT) definiram um grupo de 12 cultivares diferenciadoras
defeijdo comum, para serem utilizadas internacionalmente na identificagéo de racas
de C. lindemuthianum.

A padronizagcdo do conjunto de diferenciadoras e a adogédo do sistema
binario de Habgood (1970) proporcionou o aumento da eficiéncia no estudo da
variabilidade do fungo (Pastor-Corrales, 1991). Desta forma, cada cultivar

diferenciadora possui um valor numérico representado por “2"*”, sendo “2” 0 nimero

Ordem Cultivares diferenciadoras Valor binario Valor numérico (2™)

de classes fenotipicas (resistente ou suscetivel) e “n” a fungdo da ordem das
cultivares diferenciadoras(Quadro 2).Cada raca é designada pela somatéria dos
valores binarios das cultivares diferenciadoras suscetiveis (Pastor-Corrales, 1991). A
adocdo desse processo de padronizagdo permitiu a comparacdo dosdados de
diferentes grupos de pesquisa (Mahuku e Riascos, 2004). No mundo, ja foram
catalogadas 247 ragas de C. lindemuthianume, no Brasil, foram identificadas mais
de 73 racas desse patdgeno (Nunes et al., 2013). Este fato classifica o Brasil como o
pais com maior indice de diversidade de C. lindemuthianum,evidenciado pelo
elevado nimero de ragas (29,55% do total de ragas identificadas) identificado no

pais.

Quadro 2 - Conjunto de cultivares diferenciadoras de feijdo comum para a
identificacdo de racas fisiologicas de Colletotrichum lindemuthianum
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1 Michelite 2° 1
2 Michigan Dark Red Kidney 2* 2
3 Perry Marrow 22 4
4 Cornell 49-242 28 8
5 Widusa 2* 16
6 Kaboon 2° 32
7 México 222 2° 64
8 Pl 207262 27 128
9 TO 28 256
10 TU 2° 512
11 AB 136 210 1024
12 G 2333 2M 2048

Fonte: Pastor-Corrales (1991).

A diversidade genética do C. lindemuthianum é o principal fator limitante no
controle da antracnose do feijdo comum, de forma que a determinacdo da
variabilidade deste patdgeno € necessaria a fim de que se possa identificar fontes de
resisténcia e a fim de que se possa disponibiliza-las para utilizacdo em programas

de melhoramento genético ou para cultivo pelos agricultores.

2.6. Fontes de resisténcia genética a antracnhose

A busca por novas fontes de resisténcia tem sido objetivo de muitos
programas de melhoramento genético do feijdo comum. A identificacdo de novos
genes e/ou alelos, que poderdo ser incorporados nas cultivares, propicia a
ampliacdo do espectro de resisténcia das novas cultivares, resultando, assim, em
maior estabilidade de producdo desta -cultura.A piramidacéo,objetivando a
resisténcia mdltipla,pode contemplar genes provenientes dos dois centros de
origem, Mesoamericano e Andino, o que dificulta a quebra da resisténcia (Young e
Kelly,1997). Quanto maior a diversidade dos genes de resisténcia presentes em uma
cultivar, maior a durabilidade da sua resisténcia & doenca (Padder et al., 2010).

Portanto, faz-se necessaria a busca constante por cultivares detentoras de
genes de resisténcia ao C. lindemuthianum, especialmente de fontes andinas, uma
vez que ha um nimero menor de genes andinos identificados. Até o momento ja

foram identificados 20 genes (Gongalves-Vidigal et al., 2012), que conferem

12



resisténcia a antracnose do feijdo comum, sendo os mesmos designados pelo
simbolo Co,seguidos por letras ou numeros. Estes genes e seus alelos sdo: Co-1
(McRostie, 1919);Co-12? (Melotto e Kelly, 2000);Co-13 (Melotto e Kelly, 2000);Co-
1%,Co-1*/Phg-1 (Alzate-Marin et al., 2003a; Gongcalves-Vidigal et al., 2011);Co-1°
(Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006);Co-2 (Mastenbroek, 1960);Co-3 (Bannerot,
1965);Co0-32 (Fouilloux, 1976, 1979);Co-33 (Geffroy et al., 1999; Méndez-Vigo et al.,
2005; Alzate-Marin et al., 2007; Rodrigues-Suarez et al., 2008; David et al., 2008,
2009; Geffroy et al., 2009; Campa et al., 2011);Co—34 (Alzate-Marin et al., 2003b;
Gongalves-Vidigal et al., 2013);Co—35 (Pastor-Corrales, et al.,, 1994; Young et al.,
1998; Sousa et al, 2014);Co-4 (Fouilloux, 1976, 1979);Co-4?> (Young et al.,
1998);Co-43 (Alzate-Marin et al., 2007);Co-5 (Young e Kelly, 1996; Young et al.,
1998; Alzate-Marin et al., 2007);Co-52 (Vallejo e Kelly, 2009; Sousa et al., 2014);Co-
6 (Schwartz et al.,1982; Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly e Young, 1996; Young e
Kelly, 1996);Co-8 (Alzate-Marin et al.,, 1997);Co-11 (Gongalves-Vidigal et al.,
2007);Co-12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008a);Co-13 (Gongalves-Vidigal et al.,
2009);Co-14 (Gongalves-Vidigal et al., 2012;Gonc¢alves-Vidigal et al., 2016);Co-15
(Sousa et al.,, 2015);Co-16 (Coelho et al., 2013; Coimbra et al., 2014);Co-17
(Trabanco et al.,, 2015);Co-u (Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008);Co-v (Geffroy,
1997); Co-w eCo- x (Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008);Co-y eCo-z (Geffroy et al.,
1999).As cultivares e o0s respectivos genes de resisténcia ao C.
lindemuthianum,jaidentificados, sdo apresentados no Quadro 3.

O locus Co-1, anteriormente denominado gene “A”, esta presente na cultivar
andina Michigan Dark Red Kidney (MDRK) e foi identificado por McRostie (1919).
Por muito tempo, foi considerado como a unica fonte de resisténcia de origem
andina (Kelly e Vallejo, 2004). Este gene esta localizado no grupo de ligagdo Pv01l
(Freyre et al. 1998; Kelly et al. 2003). Apresenta a série alélica: Co-17, presente na
cultivar Kaboon (Melotto e Kelly, 2000); Co-13, encontrado na cultivar Perry Marrow
(PM) (Melotto e Kelly, 2000); Co-1* (Alzate-Marin et al., 2003a; Gongalves-Vidigal et
al., 2011) identificado na cultivar AND 277, o qual foi mapeado no cromosso PvO1.
Por sua vez, o alelo Co-1° foi identificado na cultivar Widusa (Gongalves-Vidigal e
Kelly, 2006). Campa et al. (2009) verificaram a existéncia de um segundo gene
presente na cultivar Michigan Dark Red Kidney, uma vez que este confere

resisténcia as racas 449 e 1545 de C. lindemuthianum.
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O locusCo-2, anteriormente denominado “Are”, esta presente na cultivar
diferenciadora mesoamericana Cornell 49-242. Foi primeiramente encontrado por
Mastenbroek (1960) (Bassett, 1996;Kelly e Vallejo, 2004). Este gene representa uma
das maiores fontes de resisténcia a antracnose nas areas tropicais (Adam-Blondon
et al.,, 1994). Este gene foi mapeado (Adam-Blondon et al., 1994) no grupo de
ligagdo Pv1l (Freyre et al., 1998). No Brasil, a cultivar Cornell 49-242 foi
amplamente utilizada em programas de melhoramento para transferéncia do,
entdo,gene Are, desta forma integra o pedigree de muitas cultivares e linhagens
desenvolvidas (Gongalves-Vidigal, 1997).

O locusCo-3 descoberto por Bannerot (1965) foi encontrado na cultivar
mesoamericana, México 222, fato que justifica a antiga denominacao, “Mexique 1”.
Segundo Rodriguez-Suérez et al., (2008), esse gene esta localizado no grupo de
ligacdo Pv04 e apresenta a seguinte série alélica: Co-3° — encontrado na cultivar
México 227 (Fouilloux, 1979) — Co-3%— presente nas cultivares BAT 93 e Pl 207262
(Geffroy et al., 1999;Rodriguez-Suarez et al., 2008; Méndez- Vigo et al., 2005) —
eCo-3"- presente na cultivar Ouro Negro (Alzate-Marin et al., 2003b; Gongalves-
Vidigal et al., 2013). Anteriormente, o alelo Co-3® era denominado como gene Co-9
(Rodriguez-Suérez et al., 2008; Mendéz-Vigo et al., 2005). O gene Co-10 (Alzate-
Marin et al., 2003b) foi renomeado de Co-3* (Goncalves-Vidigal et al., 2013). Sousa
e colaboradores (2014) verificaram que o gene Co-7 (Pastor-Corrales et al., 1994,
Young et al., 1998), presente em MSU 7-1 e em G 2333, é um alelo do locus Co-3, 0
qual passou a ser denominado como Co-3°. A cultivar diferenciadora G 2333
apresenta mais dois genes independentes (Co-42, Co-5% (Young et al., 1998, Vallejo
e Kelly, 2009); olocus Co-4, anteriormente denominado “Mexique 2", foi descoberto
em 1996, por Bannerotna cultivar TO (Fouilloux, 1976, 1979). Esse gene esta
localizado (Kelly et al., 2003) no grupo de ligagdo PvO8 (Freyre et al., 1998) e
apresenta a seguinte série alélica: Co-4°, encontrado nas cultivares SEL 1308
(Young et al., 1998; Vallejo e Kelly, 2009) e G 2333 (Young et al., 1998); Co-4°,
presente na cultivar P1 207262 (Alzate-Marin et al., 2007).

Quadro 3-Cultivares em que foram identificados genes de resisténcia ao C.
lindemuthianum em feijdo comum, seus respectivos pools génicos e genes de
resisténcia identificados

Fontes génicas Genes/alelos Pool Referéncia
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de resisténcia génico
. Mc Rostie (1919)

G AeIE Young e Kelly (1997)
Co-1? Andino Melotto e Kelly (2000)
Co-1° Andino Melotto e Kelly (2000)

Alzate-Marin et al. (2003a)
Co-1* Andino Gongalves-Vidigal et al.

(2011)

Co-1° Andino Gongalves-Vidigal e Kelly

(2006)



Mastenbroek (1960)
Adam-Blondon et al. (1994)

b
Co-2 MA Bassett (1996)
Kelly e Vallejo (2004)
Co-3 MA Bannerot (1965)
México 227 Co-3? MA Fouilloux (1979)
Geffroy et al. (1999); Méndez-
Vigo et al. (2005); Alzate-
Marin et al. (2007);
Co-3° Rodrigues-Suarez et al.
C%_—u MA (2008); David et al. (2008,
Co-v 2009); Geffroy et al. (2009);
0 Campa et al. (2011);Geffroy
(1997); Geffroy et al. (2008);
Rodriguez-Suarez et al.
(2004)
Co-3 Young et al. (1998)
Cg: 42 MA Awale e Kelly (2001)

Alzate-Marin et al. (2007)

Fouilloux (1976, 1979)

Co-4 MA Alzate-Marin et al. (1999a)




Young et al. (1998)

Co-4? :
Co-17 MA Vallejo e Kelly (2009)
Trabanco et al. (2015)
EL 1308
Co-3° Young et al. (1998)
Co-52 MA Kelly e Vallejo (2004)
Sousa et al.(2014)
Young et al. (1998)
Co-3° Alzate-Marin et al. (1999b)
2 Vallejo e Kelly (2009)
Co-4 MA
Co-52 Sousa et al. (2013)
Kelly e Vallejo (2004)
Sousa et al. (2014)
Fouilloux (1976, 1979)
Young e Kelly (1996)
Co-5 MA Young et al. (1998)
Alzate-Marin et al. (2007)
Quadro 3, Cont.
Co-5° MA Vallejo e Kelly (2009)




Co-6
co-8

Co-11

Co-12

Co-13

MA

MA

MA

Andino

Andino

Schwartz et al. (1982)
Goncalves-Vidigal (1994)
Kelly et al (2003)
Alzate-Marin et al. (1997)

Alzate-Marin et al. (2003b)
Goncalves-Vidigal et al.
(2013)

Goncalves-Vidigal et al.
(2007)

Goncalves-Vidigal et al.
(2008a)

Goncalves-Vidigal et al.
(2009)
Lacanallo e Gongalves-Vidigal
(2015)

Quadro 3, Cont.




Goncalves-Vidigal et al.

) . (2012)
Coas AeIE Goncalves-Vidigal et al.
(2016)

Co-15 Andino Sousa et al. (2015)
Coelho et al. (2013)

Coaly MA Coimbra et al., 2014

((::%'_\)'(V Geffroy (1997)

Co- Andino Geffroy et al.(2008)

Co—)zl Geffroy et al.(1999)

2= Michigan Dark Red Kidney; ® = mesoamericano; ° = Jalo Listras Pretas.

O alelo Co-4%é reconhecido por ser uma excelente fonte de resisténcia ao C.
lindemuthianum, uma vez que é capaz de controlar até 97% das racas ja
identificadas (Young et al., 1998).

O locusCo-5, anteriormente designado “Mexique 3”, foi descrito por Bannerot
em 1969 (Fouilloux, 1976; 1979) e estd presente nas cultivares diferenciadoras

mesoamericanas TU e G 2333 e na linhagem SEL 1360 (Young et al., 1998). Vallejo



e Kelly (2009) concluiram que o alelo presente na cultivar G 2333, bem como em
SEL 1360 é um alelo diferente, designado Co-5°. Em estudos posteriores, Sousa e
colaboradores (2014) também comprovaram a presenca do alelo Co-5? em MSU 7-1,
bem como evidenciaram a localizagédo desse alelo no grupo de ligagdo PvO7.

O locusCo-6 foi descoberto por Schwartz et al. (1982) e esta presente na
cultivar AB 136 (Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly et al., 2003). Esse gene esta
localizado (Kelly et al., 2003; Mendéz-Vigo, 2002) no grupo de ligagdo PvO7 (Alzate-
Marin, et al., 1999a). Dentre os genes de resisténcia identificados, o locus co-8 € o
Unico recessivo e esta presente na cultivar mesoamericana AB136 (Alzate-Marin et
al., 1997; 2001).

O locus Co-11 foi identificado na cultivar diferenciadora Michelite (Gongalves-
Vidigal et al., 2007). Os locusCo-12,Co-13 Co-14 e Co-15 séo de origem andina e
estdo presentes nas cultivares — Jalo Vermelho (Gongalves-Vidigal et al. 2008a);
Jalo Listras Pretas (Gongalves-Vidigal et al., 2009); Pitanga (Gongalves-Vidigal et
al.,, 2012; Goncalves-Vidigal et al.,, 2016) e Corinthiano (Sousa et al., 2015),
respectivamente.

O locusCo-16 esté presente na cultivar mesoamericana Crioulo 159 (Coelho
et al., 2013; Coimbra et al., 2014). Essa cultivar foi coletada no estado de Santa
Catarina, apresenta um gene dominante independente dos anteriormente descritos.

Trabanco et al. (2015) identificaram e mapearam mais um gene de
resisténcia na cultivar mesoamericanaSEL 1308, locusCo-17, localizado no grupo de
ligagédo Pv03, que confere resisténcia as racas 3 e 7.

Os locus Co-w,Co-%, Co-y e Co-z foramidentificados na cultivar andina Jalo
EEP 558 por Geffroy (1997) e Geffroy et al.(1999; 2008). Os locusCo-u e Co-v sdo
fontes mesoamericanas de resisténcia a antracnose e estdo presentes na cultivar
BAT 93 (Geffroy, 1997).

Desta forma, observa-se que a maioria dos genes de resisténcia ja
identificada € de origem mesoamericana (Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, co-8, Co-11,
Co-16, Co-17, Co-u e Co-v), totalizando 11 genes, visto que alguns desses possuem
séries alélicas descritas. Contudo, foram identificados apenas nove genes de origem
andina, quais sejam:Co-1, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-w, Co-x, Co-y e Co-
z.Mas apenas o0 locusCo-1 possui série alélica identificada.Neste sentido, a
identificacdo de novas fontes andinas de resisténcia a antracnose é de grande

interesse para os programas de melhoramento genético do feijdo comum.
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2.7. Coevolucéo patdgeno hospedeiro

Os genes de resisténcia (R) s&o considerados componentes domecanismo de
resisténcia gene-a-gene proposto por Flor (1955). De acordo comesse mecanismo,
para cada gene que condiciona uma reacdo de resisténcia no hospedeiro, h4 um
gene complementar no patdégeno que condiciona a aviruléncia.A teoria gene a gene
é aplicavel para a maioria dos sistemas patdgeno-hospedeiro no qual a resisténcia é
condicionada pelos genes maiores (resisténcia vertical) e a viruléncia aumenta de
forma gradual (Flor, 1971).

Na interacdo incompativel, é fundamental uma interacdo gene a gene entre
a planta e o patdgeno (Flor, 1947), para ocorrer a ativagdo rapida do mecanismo de
defesa e a resisténcia da planta. Este mecanismo é especifico, ou seja, uma mesma
planta pode reconhecer um determinado patdgeno “A” e ndo reconhecer o patégeno
“B” (Cordeiro e Sa, 1999).Flor foi o primeiro patologista de plantas que analisou a
interacdo da genética de resisténcia simultaneamente na planta e no patdgeno.
Além disso, Flor estudou a interagdo entre o linho (Linum usitatissimum) e a
ferrugem do linho (Keller et al, 1996)e, a partir desses estudos, foi formulada a
hiptese gene-a-gene como a explicacdo mais plausivelpara os fenémenos
observados.

Mudangas coevolutivas podem ocorrer nos pools génicos do hospedeiro e
do patdégeno quando cada uma das espécies envolvidas tem um grande impacto no
valor adaptativo da outra. Devido a necessidade de pressfes de selecéo reciprocas,
a coevolucdo tem maior impacto entre plantas e fungos biotréficos, que se nutrem do
hospedeiro vivo, do que na relagdo saprofitica, na qual o fungo obtém sua nutricao
de organismos mortos (Barbieri e Carvalho, 2001).

A atuacdo das forgcas evolutivas no processo de coevolucdo é de grande
importancia, pois gera variabilidade tanto nas popula¢cées de plantas como na de
fungos.Neste sentido, o entendimento das interagOes existentes entre as plantas e
seus patdégenos € de suma importancia, pois, a partir do conhecimento dessas
interacdes, se torna mais facil trabalhar com a resisténcia genética do hospedeiro,
para, assim, amenizar ou até evitar perdas nas produc¢des agricolas.

Na cultura do feijdo comum, genes de resisténcia de origem mesoamericana
sdo muito eficazes quando transferidos para genoétipos andinos e introduzidos em

regibes em que prevalecem patégenos andinos; assim também os genes de origem
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andina sdo muito eficazes quando transferidos para o feijdo de origem
mesoamericana e implantados em regides com prevaléncia de patégenos de origem
mesoamericana (Miklas et al., 2006). Desta forma, a combinagdo de genes de
resisténcia de origem andina e mesoamericana confere resisténcia mais duravel a
cultivar (Balardin e Kelly, 1998; Pastor-Corrales et al, 1995; Miklas et al., 2006).

Young e Kelly (1997) e Melotto e Kelly (2000) evidenciaram que 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 raga 7, de
origem Andina. A combinag&o dos genes Co-1 e Co-2, em uma mesma cultivar, é a
melhor estratégia para ampliar o espectro de resisténcia e desenvolver uma cultivar
resistente as ragas 7 e 73 de C. lindemuthianum (Young e Kelly, 1997).

Um dos sistemas de controle mais eficientes para a antracnose é a
resisténcia genética e tal resisténcia tem sido estudada para a identificagdo de
fontes de resisténcia entre os pools génicos, andino e mesoamericano, de feijao
comum (Rodifio et al., 2009). Desta forma, é preciso diversificar as fontes de
resisténcia a antracnose. A identificacdo de novas fontes de resisténcia faz-se
necesséaria, em especial em gendtipos andinos, uma vez que,dos20 genes

identificados, apenas nove pertencem a este pool génico.

2.8. Cultivar andina Paloma

O Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) da Universidade
Estadual de Maringa (UEM) vem mantendo um Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de Feijdo Comum. Este BAG € constituido de cultivares tradicionais coletadas em
diversas regides do pais e no exterior, além de genotipos elites (linhagens e
cultivares) desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento Genético de Feijdo do
Departamento de Agronomia da UEM.

Um dos objetivos deste programa é identificar acessos tradicionais de feijao
comum que apresentem genes de interesse, principalmente ligados a resisténcia a
antracnose, que possam ser transferidos para cultivares comerciais, bem como
identificar marcadores moleculares ligados a tais genes.

Desta forma, um acesso andino denominado Paloma apresentou um
espectro de resisténcia diferenciado a C. lindemuthianum quando comparado as

demais fontes andinas identificadas (Quadro 4).Conforme se pode observar, a

22



cultivar Paloma exibiu resisténcia as ragas 23, 31, 55, 65, 73, 1545,2047 e 3481 do
referido patdgeno.

Quadro 4- Espectro de resisténcia das cultivares andinas a diferentes racas de C.
lindemuthianum

Cultivares

Racas MDRK® Kaboon PM° AND 277 Widusa JV° JLP® Pitanga Corint. Paloma
Co-l1  Co1* Co1® Co1* Co-1° Co-12 Co-13 Co-14 Co-15 NN®

7 S R S S R S S S S S
9 R R R R R R R S S S
23 S R R R S R S R R R
31 S R S NA S R R NA NA R
55 S S S R S R S R S R
64 R R R R R R R R R NA
65 R R R R R R R R R R
73 R R R R R S R R R R
89 R R R R S R R NA R S
453 R R S R R R S S S S
2047 S S S R S S NA R R R
3481 R R R R S S R S S R

®MDRK = Michigan Dark Red Kidney; °PM= Perry Marrow, ‘JV= Jalo Vermelho, dILP = Jalo
Listras Pretas; °NN = ndo nomeado e " NA = n&o avaliado.

A cultivar Paloma foi desenvolvida na Estacion Experimental Agropecuaria
de Salta (EEA — SALTA), pelo Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuéria (INTA),
na Argentina. Paloma foi langada como cultivar no ano de 1994, tendo a linhagem
Alule 91 em sua genealogia, assim, pertence a classe comercial tipo Alubia,
exportada principalmente para a Europa (Espanha e Italia). A cultivar em estudo
apresenta sementes graudas de coloracdo branca, alongadas e com extremidades
agudas; habito de crescimento determinado; flores brancas (Figura 3); ciclo de 90
dias; rendimento de 1.800 kg ha™ e peso médio de 100 sementes de 54 a 60g

(Galvan etal., 2001).
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Fonte: Nupagri, 2013.
Figura 3- Cultivar andina Paloma: A) Habito de crescimento determinado; B) Flores brancas;
C) Sementes brancas lustrosas, gralidas, alongadas e com extremidades agudas.

A cultivar Paloma esta entre as 10 cultivares comerciais mais importantes de

feijdo comum cultivadas na regido Norte da Argentina (Galvan et al., 2001). Essa
cultivar, também denominada Paloma INTA, se encontra no mercado internacional e
compde um dos grupos comerciais com potencial de ser produzido no Brasil (Thung
et al., 2008).

A cultivar Paloma ndo possui ainda informacdes sobre a heranca da
resisténcia a antracnose, bem como das possiveis reacfes alélicas existentes. A
caracterizacdo genética dessa cultivar é de elevada importancia, visto que
possibilitara a ampliacdo do espectro de resisténcia de cultivares comerciais e sua

utilizacdo em programas de melhoramento de feijdo comum.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento

O presente trabalho foi realizado no Nucleo de Pesquisa Aplicada a
Agricultura (Nupagri), pertencente & Universidade Estadual de Maringd (UEM),
Maringéd, Parand, no periodo de mar¢co de 2012 a dezembro de 2013. Os
experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no laboratorio de

melhoramento do Feijdo Comum e de Biologia Molecular do Nupagri.

3.2.0btencéo de populagdes segregantes

Com o objetivo de caracterizar o gene e/ou alelo de resisténcia a
antracnosepresente na cultivar Andina Paloma, foram desenvolvidas 16
populacdessegregantes derivadas dos cruzamentos da mesma com as cultivaresque
apresentam genes de resisténcia identificados. As cultivares utilizadas neste estudo
foram obtidas do Banco de Germoplasma de Feijao (BAG) do Nupagrie suas

caracteristicas estao relacionadas no Quadro 5.

Quadro 5- Caracteristicas das cultivares de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.),
utilizadas neste estudo

Tamanho

Cultivares e - 1 Habito de Cor da
- Gene Origem - das Cor das sementes
linhagens crescimento flor
sementes
MDRK Co-1 A Determinado Grauda Vermelha Roésea
Cornell 49-242 Co-2 MA Indeterminado Pequena Preta Violeta
3
Pl 207262 gg:i3 MA Indeterminado Pequena Bege Branca
TO Co-4 MA Determinado  Intermediaria  Marrom c/ listras escuras  Branca
TU Co-5 MA Indeterminado Pequena Preta Violeta
AB 136 Co-6 MA Indeterminado Pequena Vermelha Branca
Co-3°
G 2333 Co-4° MA Indeterminado Pequena Vermelha Branca
Co-5°
Ouro Negro Co-3° MA Indeterminado Pequena Preta Violeta
Jalo Vermelho Co-12 A Determinado Grauda Vermelha Roésea
Jalo Listras Pretas  Co-13 A Indeterminado Grauda Bege e preto Violeta
Pitanga Co-14 A Indeterminado Grauda Vermelha Résea
Corinthiano Co-15 A Indeterminado Grauda Preta e branca Roésea
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Quadro 5, Cont.

Crioulo 159 Co-16 MA Indeterminado Pequena Preta Violeta
Amendoim Cavalo NN A Indeterminado Grauda Vinho ¢/ manchas rosadas Rdsea
Jalo Pintado 2 NN A Determinado Grauda Bege com vermelho Pink

Perla NN A Indeterminado Grauda Branca Branca

1A= Andino; MA= Mesoamericano; NN= ndo nomeado.

As sementes das cultivares, utilizadas neste trabalho,foram semeadas em
vasos de polietileno (capacidade de 5 L), contendo 5 kg do substrato constituido de
uma mistura a base de turfa (nome comercial Humusfértil®).

A adubacéo foi realizada de acordo com a recomendagéo para a cultura do
feijado comum. Antes da semeadura, realizou-se a adubacéo de base, adicionando-
se uma adubacdo mineral do formulado 04-14-08 (NPK; nitrogénio, fésforo e
potassio, respectivamente), na quantidade de 1,3 g vaso'.Posteriormente, em
cobertura, foram realizadas adubagfes periddicas, a partir do aparecimento da
primeira folha trifoliolada (estadio Vs). A adubacéo, realizada quinzenalmente, foi a
base de Sulfato de Aménia ((NH4).SO,) e Cloreto de Potassio (KCI), na quantidade
de 1,25 g e 0,375g, respectivamente, diluido em 0,05 L de agua, para cada vaso, até
que as plantas atingissem a fase de enchimento de vagens (estadio Rg).

No periodo de florescimento, foram efetuadas as hibridagdes entre Paloma e
as demais cultivares. Essas hibridagdes foram realizadasprincipalmente no inicio da
manha (7h as 9h) e final da tarde (16h as 18h), com o auxilio de pingas esterilizadas
(Figura 4).

PALOMA CORINTHIANO
Yy

-
.

Fonte: Nupagri, 2013.
Figura 4- Esquema de obtencdo das geragbes F;, F, a partir dos parentais Paloma e
Corinthiano.



A partir desses cruzamentos, foram obtidos os hibridos F;. As sementes da
geracdo Fi,provenientes dos cruzamentos entre as cultivares, foram semeadas em
vasos, 0s quais continham mistura de solo previamente adubado e esterilizado.
Esses vasos foram mantidos em condigdes de casa de vegetacdo e, por meio de

autofecundagdes, originaram-se as geragoes F-.

3.3. Teste de heranga da resisténcia

O teste de heranca da resisténcia visa mostrar quantos genes atuam na
reacdo de resisténcia ao patégeno C. lindemuthianum. Para atingir tal objetivo, o
teste de heranga da resisténcia foi conduzido na populacdo F, derivada do
cruzamento entre as cultivares Paloma (R) x Cornell 49-242 (S) com as ragas 73 e
2047 de C. lindemuthianum.

3.4. Teste de alelismo e analise molecular

O teste de alelismo foi utilizado para evidenciar a independéncia do gene
qgue condiciona resisténcia a cultivar Paloma. Para tanto, os testes foram realizados
entre a cultivar Paloma e as cultivares que apresentam resisténcia as racas 65, 73 e
2047 de C. lindemuthianum (Quadro 6).

Quadro 6 - Cruzamento das cultivares para obtencéo dos hibridos, e comportamento
em relacao as racas fisiologicas deC. lindemuthianum

Cruzamentos Reacéo Raca inoculada
Paloma x Cornell 49-242 R xR 65
Paloma x Pl 207262 RxR 65
Paloma xTO R xR 65
Paloma x TU R xR 65
Paloma x Jalo Vermelho R xR 65
Paloma x AB 136 R xR 65
Paloma x Jalo Listras Pretas R xR 65
Paloma x Perla R xR 65
Paloma x MDRK R xR 73
Paloma x Ouro Negro R xR 73
Paloma x Pitanga R xR 73
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Quadro 6, Cont.

Paloma x G 2333 RxR 2047
Paloma x Corinthiano R xR 2047
Paloma x Crioulo 159 R xR 2047
Paloma x Amendoim Cavalo R xR 2047
Paloma x Jalo Pintado 2 R xR 2047

R: Resistente.

3.5. Avaliagcédo das populacdes segregantes

3.5.1. Semeadura

Para realizacdo dos testes de heranca da resisténcia e do alelismo, as
sementes F, foram semeadas em bandejas plésticas (0,45 x 0,30 x 0,08 metros),
contendo substrato a base de turfa. Foram semeadas cerca de 100 sementes de
cada cruzamento, a fim de se obter preciséo dos resultados.

As bandejas com as populagbes F, permaneceram em casa de vegetagéo
até o surgimento e o desenvolvimento total da primeira folha trifoliolada (estadio V3).
Posteriormente, foram aclimatadas em ambiente controlado por aproximadamente

uma hora e, em seguida, procedeu-se a inoculacéo.

3.5.2. Preparo do in6culo

As racas de C. lindemuthianum, utilizadas neste estudo, foram: 65, 73 e
2047, todas obtidas da micoteca do Nupagri e os indculos foram preparados no
Laboratorio de Melhoramento de Feijdo Comum e de Biologia Molecular.

O preparo do inoculo foi realizado segundo a metodologia proposta por
Cérdenas et al. (1964), que consiste na multiplicacdo dos esporos de cada patégeno
do C. lindemuthianumem tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas
(autoclavadas 2 vezes por 20 minutos a 120°C) e, parcialmente, imersas em meio
com agar-agua.

A repicagem do fungo nas vagens foi feita na camara de fluxo laminar
previamente esterilizada e, em seguida, o material foi incubado em BOD

(Biochemical Oxigen Demand) por 14 dias, sob a temperatura de 20°C.
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3.5.3. Inoculagéo e incubacgéo

ApoOs o periodo necessario para o desenvolvimento do fungo, as vagens
foram retiradas dos tubos com o auxilio de uma pinga esterilizada e colocadas em
um bécker contendo agua destilada autoclavada. Em seguida, a solucao foi filtrada
por meio de uma dupla camada de gaze, resultando,assim, em uma suspenséo de
esporos. Foram realizadas cinco contagens, com o auxilio do hematocitémetro
(cdmara de Neubauer- Preciss). Apds as contagens, a suspensdo de esporos foi
ajustada & concentracgéo de 1,2 x 10° esporos mL™ de 4gua destilada autoclavada.

A inoculagédo da suspensdo de esporos nas plantas seguiu a metodologia
proposta por Cérdenas et al. (1964), utilizando um compressor de ar elétrico tipo De
Vilbiss, nimero 15.

Cada raga do patégeno foi primeiramente inoculada nas 12 cultivares
diferenciadoras para antracnose, a fim de confirmar os fenétipos de viruléncia das
racas em estudo (Pastor-Corrales, 1988; Mahuku e Riascos, 2004). Apls a
confirmacdo dos patdgenos, por volta do 14° dia (ap6s a emersdo completa da
primeira folha trifoliolada), as bandejas contendo 0s genitores e as geragoes
segregantes foram transferidas para uma camara de nevoeiro com temperatura de
aproximadamente 20 + 2°C, para a inoculacdo do patdgeno previamente confirmado.
As populagbes foram inoculadas com suspensfes de cada patégeno,
separadamente, para evitar contaminagoes.

ApoOs a inoculagéo, as plantas foram mantidas na cAmara de nevoeiro por 72
horas, sob a temperatura de 20 + 2°C, com luminosidade controlada (12 horas de
iluminagdo de 680 lux/12 horas de escuro) para a incubagédo do fungo. Decorrido
este periodo, as bandejas contendo as plantas foram retiradas da cémara e

mantidas a temperatura de 20 £ 2° C e luz artificial, até a ocasido das avaliagdes.

3.5.4. Método de avaliacdo dos sintomas

As avaliagOes visuais dos sintomas em cada plantula foram realizadas dez
dias ap0s a inoculac@o do patdgeno. Para tanto, foi utilizada a escala de severidade
proposta por Pastor-Corrales et al. (1995), com notas variando de 1 a 9. Plantas com
notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes, enquanto as que apresentavam

notas de 4 a 9 suscetiveis.
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3.5.5. Andlise estatistica

Com base nos dados obtidos a partir das avaliacbes fenotipicas de
resisténcia e de suscetibilidade, com auxilio do recurso computacional do Programa
Genes (Cruz, 2013), foi realizada a andlise genético-estatistica, utilizando o teste do

qui-quadrado (y).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Teste de herancga da resisténcia

Os resultados dos testes de heranga realizados com as cultivares Paloma e
Cornell 49-242, dos testes qui-quadrado (x) e das analises das probabilidades da

hipétese da presenca do gene, estdo apresentados no Quadro 7.

Quadro 7- Teste de heranga em populagdes F, derivadas do cruzamento entre as
cultivares de feijao comum Paloma x Cornell 49-242 utilizando as ragas73 e 2047 de
Colletotrichum lindemuthianum

Segregacao Segregacédo )
~ X Pvalor
Populagao F, Raca  opservada esperada
R* s® R S
Paloma x Cornell 49-242 73 68 27 3 1 0,5929 0,44
Paloma x Cornell 49-242 2047 73 26 3 1 0,0841 0,77

3 = Resistente; "= Suscetivel.

Neste estudo, a raz8o de segregagdo observada ajustou-se a razdo de
3R:1S, conforme o esperado para as duas populacbes F, do cruzamento entre
Paloma (R) x Cornell 49-242 (S), inoculadas com as ragas 73 (p= 0,44) e 2047 (p=
0,77) de C. lindemuthianum. Esta segregacdo demonstra a acdo de um unico gene
dominante, presente na cultivar andina Paloma, que confere resisténcia as racas73
e 2047 de C. lindemuthianum, uma vez que a cultivar mesoamericana Cornell 49-
242 nado possui resisténcia as racas utilizadas.

Os resultados dos testes de qui-quadrado, obtidos nos testes de heranca da
resisténcia, comprovaram a hipotese de heranca monogénica dominante presente
na cultivar Paloma, evidenciada pela segregagdo 3R:1S em ambas as populagdes
(Figura 5).

Esse padréo de heranga monogénica dominante tem sido relatado por
diversos autores, dentre eles: Alzate-Marin et al. (1997); Gongalves-Vidigal (1994);
Gongalves-Vidigal e Kelly (2006);Gongalves-Vidigal et al. (2009) e Gongalves-Vidigal
et al. (2012).

A cultivar Cornell 49-242 possui o gene Co-2 (Mastenbroek, 1960). No

entanto, esse gene ndo atua no processo de resisténcia a antracnose as ragas 73 e
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2047 de Colletotrichum lindemuthianum, j& que é suscetivel a essas racgas
fisioldgicas. Logo, esse resultado indica que um Unico gene dominante presente na
cultivar andina Paloma é responsavel pela resisténcia as ragas 73 e 2047 de C.

lindemuthianum.

Cornell 49-242 68R:27S 73R:26S Cornell 49-242
(Co-2) e PV G — (Co-2)
Raca 73 p= 0,44 p=0,77 Raga 2047

Figura 5- Heranca da resisténcia nas populacfes Fodos cruzamentos entre Paloma x Cornell
49-242 utilizando as racas 73 e 2047 de C. lindemuthianum.

Resultados similares foram obtidos por Gongalves-Vidigal e Kelly (2006), no
cruzamento entre Widusa x Cornell 49-242, quando, ao inocularem a respectiva
populacdo F, com a raga 73 de C. lindemuthianum, verificaram a presengca de um
alelo de resisténcia, presente na cultivar Widusa, nomeado comoCo-1°. Do mesmo
modo, Gongalves-Vidigal et al. (2009), ao testar a geragdo F, do cruzamento Jalo
Listras Pretas (JLP) (R) x Cornell 49-242 (S), inoculada com a raga 73 de C.
lindemuthianum, obtiveram uma segregacdo que se ajustou a razdo de 3:1,
evidenciando que a cultivar JLP apresenta um gene dominante de resisténcia a
antracnose, identificado como Co-13.

Analogamente, em 2015, Sousa e colaboradores, ao estudarem a cultivar
andina Corinthiano, resistente a raca 2047 de C. lindemuthianum, constataram que a
resisténcia nessa cultivar € condicionada por um Unico gene dominante (Co-15),
conforme evidenciado pelo teste de heranca realizado entre as cultivares
Corinthiano e Cornell 49-242.

A raca 73 de C. lindemuthianum foi utilizada neste estudo por sua grande
ocorréncia no mundo, neste sentido h& relatos nos seguintes paises: Brasil;
Honduras; México; Estados Unidos; Costa Rica; Guatemala; Porto Rico; india e
Canada (Nunes et al., 2013). Esta raca foi descrita, inicialmente, por Pastor-Corrales
et al. (1994) e, posteriormente, por varios outros autores, entre eles: Rava et al.
(1994), Balardin e Kelly (1998), Thomazella et al. (2002), Mahuku e Riascos (2004),
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Gongalves-Vidigal et al. (2008b) e Sansigolo et al. (2008). No Brasil, ocorre com alta
frequéncia nas regidoes Central e Sul (Nunes et al., 2013).

Por sua vez, a raca 2047 foi, inicialmente, identificada por Pastor-Corrales et
al. (1994) em isolados da Costa Rica e, posteriormente, reportada por Balardin e
Kelly (1998) e Mahuku e Riascos (2004). Essa raga apresenta-se como virulenta a
11 das 12 cultivares diferenciadorasde feijdo comum para antracnose, com indice de
viruléncia igual a 91,7% (Nunes et al., 2013). Assim, as ragas 73 e 2047 foram
utilizadas neste teste de herangca devido ao fato de a cultivar andina Paloma

apresentar resisténcia a ambas ragas.

4.2. Teste de alelismo

O teste de alelismo avaliou a independéncia do gene presente na cultivar
Paloma em relacdo aos demais genes previamente caracterizados e descritos na
literatura. Os testes de alelismo foram conduzidos em populagbes Fznas quais
ambas as cultivares envolvidas apresentam reacao de resisténcia. Para tanto, as

racas utilizadas foram:65, 73 e 2047de C. lindemuthianum (Quadro 8).

Quadro 8- Teste de alelismo para as ragas 65, 73 e 2047 de Colletotrichum
lindemuthianum em populagdes F, de feijjao comum

Cuzneniospy, Genede oG TEOER

Re SP RS valor
Paloma x Cornell 49-242 65 Co-2 84 6 15:1 0,027 0,87
Paloma x TO 65 Co-4 83 6 15:1 0,037 0,85
Paloma x Pl 207262 65 Co-4° 120 9 15:1 0,116 0,73
Paloma x TU 65 Co-5 109 6 15:1 0,209 0,65
Paloma x AB 136 65 Co-6 88 6 15:1 0,003 0,96
Paloma x Jalo Vermelho 65 Co-12 107 7 15:1 0,002 0,96
Paloma x Jalo Listras Pretas 65 Co-13 92 6 15:1 0,003 0,96
Paloma x Perla 65 @ 111 19 15:1 0,320 0,57
Paloma x MDRK® 73 Co-1 92 8 15:1 0,523 0,47
Paloma x Ouro Negro 73 Co-3* 118 9 15:1 0,152 0,70
Paloma x Pitanga 73 Co-14 56 4 15:1 0,018 0,89
Paloma x G 2333 2047 Co-42 155 13 15:1 0,635 0,43
Paloma x Corinthiano 2047 Co-15 94 6 15:1 0,011 0,92
Paloma x Crioulo 159 2047 Co-16 94 6 15:1 0,011 0,92
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Paloma x AC® 2047 * 109 7 15:1 0,009 0,92
Paloma x Jalo Pintado 2 2047 @ 90 6 15:1 0,001 0,99

* = gene ndo nomeado;
Cavalo.

Os resultados dos testes de alelismo nas  16populacdes

3= resistente; °= suscetivel, “MDRK= Michigan Dark Red Kidney; 9AC= Amendoim

F.doscruzamentos(RxR), envolvendo Palomae as cultivares:Michigan Dark
(MDRK);Cornell49-242; Pl 207262; TO;TU;AB 136; G 2333;0uro
Negro;JaloVermelho;JaloListrasPretas;Pitanga;Corinthiano;Crioulo159;JaloPintado?2;
PerlaeAmendoimCavaloajustaram-se a uma razdode 15R:1S.

As populagdes F,dos cruzamentos realizados entre a cultivar Paloma e as
cultivaresCornell 49-242, TO, Pl 207262, TU, AB 136, Jalo Vermelho, Jalo Listras
Pretas e Perla foram inoculadas com a raca 65 (Figura 6), ea segregacéo observada
indica a acdo de dois genes dominantes, ou seja, um gene presente na cultivar

Paloma e outro nas cultivares ja caracterizadas.

Cornell 49-
242 PI207262
Coj2 Co-43
84R:6S 120R:95

P=087 P=0,73

Perla
? U \
111R:195 < || paowa L> | CoS

‘\I P=0,65
JP °*

Jalo
Vermelho
Co-12
107R:7S
P=0,96

AB 136

Figura 6- Teste de alelismo com as populagbes F, dos cruzamentos entre Paloma e as
cultivares Cornell 49-242, TO, Pl 207262, TU, AB 136, Jalo Vermelho, Jalo Listras Pretas e
Perla, inoculadas com a raca 65 de C. lindemuthianum.

As populacdes F, de Paloma x Cornell 49-242 (x°= 0,027; p = 0,87) e

Paloma xTO (y?= 0,037; p = 0,85), inoculadas com a raca 65, apresentaram



segregacdo 15R:1S, assim denotam auséncia de alelismo entre as cultivares
envolvidas nos cruzamentos, o que evidencia a independéncia do gene presente em
Paloma, dos genes ja caracterizados Co-2 e Co-4, respectivamente.

Méndez-Vigo et al. (2005) obtiveram resultados similares com as populagfes
F, derivadas dos cruzamentos, A1220 x Cornell 49-242 e A1231 x TO, inoculadas
com a raca 38. Os resultados ajustaram-se a razdo de 15R:1S, indicando que o
Unico gene dominante presente nas linhagens A1220 e A1231 segrega
independentemente dos genes presentes em Cornell 49-242 e TO, respectivamente.
Gongalves-Vidigal e Kelly (2006) observaram segregagdo 15R:1S na populagdo F;
de Widusa x TO (XZ: 0,387; p= 0,53), inoculada com a raca 73, evidenciando a
presenca de um gene de resisténcia em TO (Co-4) e outro em Widusa (Co-1°).

A populagdo derivada do cruzamento entre as cultivares Paloma x PI
207262, inoculadas com a raga 65, apresentou uma razao de segregacao de 15R:1S
(x* = 0,116; p = 0,73). Este resultado evidencia a acdo de dois genes dominantes
independentes, um presente em Pl 207262 e outro na cultivar Paloma. A cultivar Pl
207262 apresenta dois alelos de resisténcia, Co-3% e Co-4% (Kelly e Vallejo, 2004;
Alzate-Marin et al., 2007) quando inoculada com a raca 73. Porém, quando
inoculada com a raca 65, somente o alelo Co-4° confere a resisténcia (Goncalves-
Vidigal e Kelly, 2006). Similarmente, Sousa et al. (2015), com a populagéo
Corinthiano e Pl 207262, obtiveram a segregacdo de 15R:1S(y? = 0,114; p = 0,74),
ao inocularemcom a raga 8 de C. lindemuthianum, evidenciando a presenca de dois
genes de resisténcia, um presente em Corinthiano e outro em Pl 207262.

Na populagéo do cruzamento entre as cultivares Paloma x TU, inoculada
com a raca 65, foi obtida a segregacdo 15R:1S (x> = 0,209; p = 0,65),
constatando,deste modo, a presenca de dois genes de resisténcia, um presente em
TU (Co-5) e outro em Paloma. Gongalves-Vidigal e Kelly (2006) corroboram com
este resultado ao avaliarem o alelismo entre as cultivares Widusa x TU. Tais autores
obtiveram, como resultado, a segregacdo 15:1 (x* = 0,199 ; p = 0,66), 0 que
evidencia a presenca de dois genes que conferem resisténcia a raga 73.

A segregacdao da geracéo F, do cruzamento entre Paloma e AB 136 inoculada
com a raga 65, ajustou-se a uma razéo de 15R:1S (y*= 0,003, p = 0,96), revelando a
existéncia de uma segregacédo simultanea e independente em dois loci diferentes,

um presente em Paloma e o outro em AB 136 (Figura 6). Trabalhos conduzidos por
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Gongalves-Vidigal et al. (2012) obtiveram a mesma segregagcdo na populagéo
Pitanga x AB 136, com a raca 65. A cultivar AB 136 possui 0 gene dominante Co-6
(Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly e Young, 1996)etem apresentado reacdo de
incompatibilidade a diversas ragas do C. lindemuthianum detectadas no Brasil (Rava
et al., 1994).

As populagbes F,,derivadas dos cruzamentos entre as cultivares andinas
Paloma x Jalo Vermelho (x* = 0,002; p = 0,96), Paloma x Jalo Listras Pretas (y° =
0,003; p = 0,96) e Paloma x Perla (XZ = 0,320; p = 0,57), foram inoculadas com a
raca 65 de C. lindemuthianum e segregaram a uma razdo de 15R:1S. Essa
segregacao evidencia a agédo de dois genes dominantes independentes conferindo a
resisténcia a referida raca.

Gongalves-Vidigal e colaboradores (2008a) inocularam a populagéo F, de JV
x MDRK e obtiveram a segregacdo 15R:1S (x? = 0,054; p = 0,82). Este resultado
evidencia a acdo de dois genes independentes de resisténcia, visto que um deles
esth presente em JV (Co-12) e o outro em MDRK (Co-1). De forma analoga,
Gongalves-Vidigal e colaboradores (2009) observaram a segregacdo 15R:1S (y* =
0,264; p = 0,61) na populagdo F,, derivada das cultivares andinas JLP e JV,
inoculadas com a raga 65, o que evidencia a presenca de dois genes independentes
condicionando a resisténcia, Co-13 e Co-12, respectivamente.

Desse modo, observou-se que 0 gene presente na cultivar Paloma, que
confere resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum, é independente dos genes Co-
12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008a) e Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2009), bem
como do gene ainda ndo nomeado presente na cultivar andina Perla (Figura 6).

Desta forma, o gene presente na cultivar Paloma é independente dos
genes:Co-2 (Mastenbroek, 1960);Co-4 (Fouilloux 1976, 1979);Co-4° (Alzate-Marin et
al., 2007);Co-5 (Young e Kelly, 1996; Young et al., 1998; Alzate-Marin et al.,
2007);Co-6 (Schwartz et al., 1982; Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly e Young,
1996);Co-12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008a);Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2009)
eCo-Perla(ndo nomeado; Taboada et al., 2016), presentes em Cornell 49-242, TO,
P1207262, TU, AB 136, Jalo Vermelho, Jalo Listras Pretas e Perla, respectivamente.

As populagdes F, dos cruzamentos realizados entre a cultivar Paloma e as
cultivares Michigan Dark Red Kidney, Ouro Negro e Pitanga, apresentaram uma

razdo de segregacdo de 15R:1S, evidenciando a presenga de dois genes
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independentes entre si, quando inoculadas com a raga 73 de C. lindemuthianum
(Figura 7). As cultivares Michigan Dark Red Kidney e Pitanga, apresentam os genes
de resisténcia, Co-1 (McRostie,1919)e Co-14 (Gongalves-Vidigal et al., 2012;
Gongalves-Vidigal et al., 2016), respectivamente; enquanto a cultivar Ouro Negro
apresenta o alelo de resisténcia Co-3" (Goncalves-Vidigal et al., 2013).

MDRK

c Co-1 \
‘\ 92R:8S
=0,47

t_

PALOMA
. \ Ouro
Pitanga [V\ ~
Co-3*
R:4
S6R:45 118R:9S

=0,89
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Figura 7- Teste de alelismo com as popula¢des F, dos cruzamentos entre Paloma e
as cultivares Michigan Dark Red Kidney, Ouro Negro e Pitanga, inoculadas com a
raga 73 de C. lindemuthianum.

A cultivar andina Michigan Dark Red Kidney, além do gene Co-1, possui um
segundo gene que confere resisténcia as racas 449 e 1545 de C. lindemuthianum
(Campa et al., 2009). Porém, apenas o gene Co-1 confere resisténcia para a raga 73
do patégeno. Portanto, a segregacdo de 15R:1S, obtida no presente trabalho,
comprova a agdo de dois genes de resisténcia independentes, um presente na
cultivar andina MDRK (Co-1) e o outro na cultivar Paloma.

A populacdo F, resultante do cruzamento entre a cultivar Paloma e Ouro
Negro, também foi inoculada com a raga 73 do patégeno. A cultivar mesoamericana
Ouro Negro apresenta amplo espectro de resisténcia (Alzate-Marin et al., 2003b). A
populacéo inoculada apresentou uma segregacgdo de 15R:1S (x’= 0,152; p= 0,70),
assim confirmando a presencga de dois genes de resisténcia independentes entre si,
um presente na cultivar mesoamericana Ouro Negro e outro presente na cultivar
andina Paloma (Figura 7). O gene presente na cultivar Ouro Negro inicialmente foi
designado Co-10(Alzate-Marin et al., 2003b), e recentemente, renomeado como um

alelo adicional denominado Co-3*(Goncalves-Vidigal, 2013).



Alzate-Marin et al. (2003b) inocularam com a raga 73,de C. lindemuthianum,
a populagdo F, resultante do cruzamento entre Ouro Negro e SEL 1308 e
observaram a segregacdo de 15R:1S (x* = 0,07), comprovando a acgdo de dois
genes independentes, Co-3* e Co-4?, respectivamente.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a hipotese de
independéncia do gene presente em Paloma em relacdo ao gene presente na
cultivar Ouro Negro, uma vez que néao ocorreu alelismo na populagéo F,.

A razdo de segregacdo 15R:1S observada na populagdo F,, Paloma x
Pitanga (x*> = 0,018; p = 0,89), indicando a presenca de dois genes dominantes
independentes, estando um presente na cultivar Paloma e o outro em Pitanga (Co-
14).

Gongalves-Vidigal et al. (2012) ao inocularem a populagdo Fy(Pitanga x
Ouro Negro)com a raca 23 de C. lindemuthianum, observaram a segregacao de 15:1
(xX* = 0,003 e p= 0,96). Os resultados obtidos pelos autores demonstraram a
presenca de dois genes de resisténcia ao patdgeno, corroborando com a hipotese
de que o gene que confere resisténcia para a raca 23 deste patdgeno é
independente do gene anteriormente caracterizado presente na cultivar Ouro Negro
(Co-10/Co-3%).

Desta forma verifica-se a independéncia do gene de resisténcia presente na
cultivar Paloma em relagdo aos genes ja caracterizados Co-1, Co-3* e Co-14,
presentes em MDRK (McRostie, 1919), Ouro Negro (Gongalves-Vidigal et al., 2013)
e Pitanga (Gongalves-Vidigal et al., 2012), respectivamente.

As populagdes F; resultantes dos cruzamentos realizados entre a cultivar
Paloma e as cultivares G 2333 (x*> = 0,635; p = 0,43), Corinthiano (3* = 0,011; p =
0,92), Crioulo 159 (x?= 0,011; p = 0,92), Amendoim Cavalo (x*> = 0,009; p = 0,92) e
Jalo Pintado 2 (x? = 0,001; p = 0,99), inoculadas com a raca 2047 (Figura 12),
apresentaram segregacao de 15R:1S. Esta segregacéo indica a agao de dois genes
dominantes, portanto, um gene presente na cultivar Paloma e o outro nas cultivares
j& caracterizados (Quadro 8). Vale ressaltar que a cultivar mesoamericana G 2333
apresenta trés genes de resisténcia ao C. lindemuthianum (Co-4?, Co-3%¢ Co-5%)
(Young et al., 1998; Vallejo e Kelly, 2009; Sousa et al., 2014), entretanto somente
Co-4? confere resisténcia a raca 2047 do patégeno (Silvério et al., 2002).
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As segregacdes das populagdes F, entre Paloma x G 2333 e Paloma x
Crioulo 159 evidenciaram que a cultivar Paloma possui um gene independente
doalelo Co-4? (Young et al., 1998) e do gene Co-16 (Coelho et al., 2013; Coimbra et
al., 2014), que conferem resisténcia a raga 2047, nas respectivas cultivares (Figura
8). Portanto, constata-se a presenca de uma importante fonte de resisténcia na
cultivar Paloma, uma vez que a raca 2047 € a mais virulenta ja
identificada.Gongalves-Vidigal e colaboradores (2012) avaliaram uma populacao F,
oriunda de Pitanga x G2333 e obtiveram segregacdo 15R:1S (x° = 0,010; p = 0,92),
comprovando a independéncia dos genes, Co-14 e Co-4%, presentes nas respectivas
cultivares.

De forma similar, Coelho et al. (2013) verificaram a independéncia dos
genes Co-16 e Co-4%, presentes nas cultivares Crioulo 159 e G 2333, ao inocularem
a populagéo F,, com a raga 2047 do patégeno e obtiveram a segregagéo 15R:1S (x*
=0,486; p = 0,49).

AC \

" \
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Co-15 | 2
94R:6S . :
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\
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Figura 8 -Teste de alelismo com as popula¢des F, dos cruzamentos entre Paloma e
as cultivares andinas Corinthiano, Amendoim Cavalo (AC) e Jalo Pintado 2; e entre
as cultivares mesoamericanas G 2333 e Crioulo 159, inoculadas com a raga 2047 de
C. lindemuthianum.



As populagdes F,, dos cruzamentos entre a cultivar Paloma e as cultivares
andinas Corinthiano, Amendoim Cavalo e Jalo Pintado 2, inoculadas com a raca
2047 de C. lindemuthianum, apresentaram segregacdao 15R:1S, indicando que a
cultivar Paloma possui um gene independente do geneCo-15(Sousa et al., 2015),
bem como dos genes ainda ndo nomeados das cultivares andinas Amendoim
Cavalo e Jalo Pintado 2 (Figura 8).

Coelho e colaboradores (2013) observaram a segregacdo 15R:1S (x°=
0,711; p = 0,40) na populagéo F; de Crioulo 159 xCorinthiano, inoculada com a raca
2047, e confirmarama presenca de dois genes de resisténcia
segregandoindependentemente, um presente na cultivar Mesoamericana Crioulo
159 (Co-16) e outro na cultivar Andina Corinthiano (Co-15).

Os resultadosobtidos neste trabalhoindicam aacéo de doisgenesdominantes
de resisténcia em cada populacdo testada, um deles presente nacultivarPalomae
ooutronas respectivas cultivares, Corinthiano (Co-15), Amendoim Cavalo e Jalo
Pintado 2 (genes ndo nomeados).

Desta forma, verifica-se a independéncia do gene de resisténcia presente na
cultivar Paloma em relacéo ao alelo/genes ja caracterizados Co-4%, Co-15 e Co-16,
presentes em G2333 (Pastor-Corrales et al., 1994; Young et al., 1998), Corinthiano
(Sousa et al., 2015) e Crioulo 159(Coelho et al., 2013; Coimbra et al., 2014),
respectivamente. A cultivar Paloma, também, apresentou independéncia em relagdo
aos genes ndo nomeados presentes nas cultivares andinas, Amendoim Cavalo e
Jalo Pintado 2.

Os resultados dos testes de alelismo evidenciaram que a cultivar andina
Paloma possui um gene dominante segregando independentemente dos genes
andinosCo-1, Co-12, Co-13, Co-14 e Co-15, e dos genes/alelos mesoamericanosCo-
2, Co-3%3°Co-4, Co-42, Co-43, Co-5, Co-6,e Co-16previamente caracterizados, bem
como dos genes ndo nomeados presentes em Amendoim Cavalo, Jalo Pintado 2 e
Perla.

Da mesma forma, a analise molecular utilizando RAPD em relacdo a cultivar
Michelite evidenciou que o gene presente na cultivar Paloma é independente do
gene Co-11, presente na cultivar mesoamericana Michelite. O marcador OPAZ04s¢s,
ligado ao gene de resisténcia mesoamericano Co-11,em fase de repulséo, a uma

distancia de 4,8 cM (Silva et al., 2009), ndo esta ligado ao gene presente na cultivar
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andina Paloma. Desta forma,a cultivar Paloma apresenta independéncia em relacéo
a todos os genes andinos e mesoamericanos ja identificados.

Assim, a cultivar andina Palomademonstraseruma importante
fontederesisténciaa antracnose, poispossuiumnovo geneandino que condiciona
resisténcia as racgas 23, 31, 55, 65, 73, 1545, 2047 e 3481 de C. lindemuthianum.

Além de ser uma importante fonte de resisténcia a ser transferida para
outras cultivares, o conhecimento do espectro de resisténcia da cultivar andina
Paloma, cultivada na Argentina, € de grande importancia para os produtores e
consumidores desse pais, pois esta cultivar possui resisténcia as ragas 65 e 3481 de
ocorréncia na Argentina (Mahuku e Riascos, 2004).

Quanto ao espectro de resisténcia de Paloma, destaca-se também a raca
2047. Dentre as fontes andinas, h4 somente dois genes de resisténcia a raga 2047,
Co-14 em Pitanga (Gongalves-Vidigal et al., 2012) e Co-15 em Corinthiano (Sousa et
al., 2015), alémdo alelo Co-1* (Alzate-Marin et al., 2003a, Gongalves-Vidigal et al.,
2011), presente em AND 277.

Vale ressaltar também que o gene presente em Paloma confere resisténcia
a raca 3481, que quebra a resisténcia de sete das 12 cultivares diferenciadoras,
conforme o sistema de identificagdo que envolve o uso de um conjunto universal de
12 cultivares diferenciadoras (Pastor-Corrales, 1991).

Ademais, a resisténcia de Paloma as racas 23, 31, 55, 65 e 73 é de grande
importancia para o melhoramento genético, principalmente no Brasil, pois estas
racas sdo de elevada ocorréncia no pais. Em 14 estados avaliados, as ragas 73 e 65
foram as mais frequentes(Nunes et al., 2013). Cumpredestacar a resisténcia de
Paloma & raca 73 de C. lindemuthianum, uma vez que esta ocorre mundialmente e
esti relatada nos seguintes paises: Brasil; Honduras; México; Estados Unidos;
Costa Rica; Guatemala; Porto Rico; india e Canada (Nunes et al., 2013).

A resisténcia a raga 55 merece ser destacada também por ser de origem
andina (Vidigal Filho et al., 2007), ou seja, em geral, quebra a resisténcia dos genes
de resisténcia de mesma origem, pois as ragas andinas sdo mais patogénicas ao
germoplasma do mesmo pool génico (Balardin e Kelly, 1998).

Diante do espectro de resisténcia de Paloma, deve-se enfatizar que até o
momento, dentre as fontes andinas de resisténcia, apenas o alelo Co-1* e 0s genes
Co-12 e Co-14, presentes em AND 277(Gongalves-Vidigal et al., 2011), Jalo
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Vermelho (Gongalves-Vidigal et al., 2008) e Pitanga, respectivamente, séo fontes de
resisténcia a raca 55.

Portanto, a cultivar Paloma possui um gene de resisténcia a antracnose com
amplo e diferenciado espectro de resisténcia, assim indicando que esta cultivar
andina pode ser usada como fonte de resisténcia na transferéncia do gene de
interesse para outra cultivar que apresente suscetibilidade a uma ou mais ragas, 23,
31, 55, 65, 73, 1545, 2047 e 3481.

O gene de resisténcia presente em Paloma pode ser utilizado em programas
de melhoramento a serem desenvolvidos que tenham como objetivo a piramidagao
de genes andinos e mesoamericanos que conferem resisténcia as diferentes racas
de C. lindemuthianum. Assim, o gene andino, presente em Paloma, pode ser
transferido para cultivares comerciais, com o0 intuito de ampliar o espectro de
resisténcia ao C. lindemuthianum. A fim de nomear o gene de resisténcia a

antracnose, presente na cultivar Paloma, os autores sugerem o simbolo Co-20.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

1-A  cultivar andina Paloma evidenciou o padrdo de heranca
monogénica,indicando a presengcadeumgene de resisténciadominante.

2- Ostestes dealelismoe molecular demonstraramque o gene dominante
presentena cultivar Paloma éindependentedosgenes previamentecaracterizados:
Co-1, Co-2, Co-3", Co-4, Co-4%, Co-4°, Co-5, Co-6, Co-11,Co-12, Co-13, Co-14, Co-
15e Co-16, bem como dos genes presentes nas cultivares Amendoim Cavalo, Jalo
Pintado 2 e Perla (ndo nomeados).

3-Para nomear o gene presente na cultivar andina Paloma, os autores

propdem o simbolo Co-20.
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