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RESUMO

MARCONDES, Eduardo Henrique Keller. Selecdo de linhagens de feijoeiro
com tipo de grdo Carioca e com os alelos Co-4 e Co-5 de resisténcia a
antracnose. 2007. 48p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A antracnose do feijoeiro causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scrib. é uma das doengas mais importantes
desta cultura por ocorrer em todo o pais e causar grandes perdas. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi identificar linhagens de feijdo que reunissem, além da
resisténcia a antracnose, alta produtividade de graos, grdos tipo carioca e
resisténcia a mancha-angular. Foram utilizadas 194 linhagens Fs¢ extraidas de
sete familias, selecionadas do cruzamento entre os genitores H147 e B1. A
linhagem H147 possui grios tipo carioca, sendo portadora do alelo Co-5, que
confere resisténcia a varias ragas de C. lindemuthianum. A linhagem B1 também
possui graos tipo carioca e ¢ portadora do alelo Co-4, que também confere
resisténcia a varias ragas do mesmo patdogeno. As linhagens foram avaliadas na
safra das aguas 2005/2006 no Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, sendo utilizada a cultivar Talismd e H147, como
testemunha, sendo avaliadas com base na produtividade e tipo de grdos. Foram
selecionadas 99 linhagens, as quais foram avaliadas na safra da seca/2006,
juntamente com a testemunha Talisma, sendo avaliadas com base na
produtividade, tipo de grao e resisténcia a mancha-angular. Destas 99 linhagens,
foram selecionadas 24, as quais foram avaliadas na safra de inverno/2006 em
Lavras e em Lambari, na Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais
(Epamig), com base no tipo de grao e produtividade. Estas 24 linhagens foram
inoculadas com raga 321 de Colletotrichum lindemuthianum, a qual vence o
alelo de resisténcia Co-4, mas ndo o Co-5. Para verificar a presenca do alelo Co-
4 foi utilizado um marcador SCAR o qual amplifica um fragmento de 950 pb
por meio do primer SAS 13. Com isso foi possivel identificar 14 linhagens que
possuem a pirdmide de alelos Co-4/Co-5.

* Orientador: Jodo Bosco dos Santos.



ABSTRACT

MARCONDES, Eduardo Henrique Keller. Selection of common bean lines
with Carioca grain type, and with the alleles Co-4 and Co-5 for anthracnose
resistance. 2007. 48p. Dissertation (Master's Degree in Genetics and Plant
Improvement) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil"

The common bean anthracnose due to the fungus Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scrib. is one of the most important diseases
all over the country for causing high lost. So the objective was to identify lines
that have anthracnose resistance, high grain yield, Carioca grain type and
resistance to angular leaf spot. 194 lines Fs were taken from seven families
derived from the cross H147 x B1. The parent H147 has Carioca grain type and
Co-5 resistance allele to several races of C. lindemuthianum. The parent B1 also
has the Carioca grain type, and the Co-4 resistance allele against many races of
the same pathogen. The lines were evaluated in the spring/summer (2005/2006)
at department of Biology/UFLA in south of Mg-State, plus the Talisma and
H147 cultivars as check, based mainly on grain type and grain yield. 99 lines
selected in last experiment were evaluated based on grain yield, grain type and
angular leaf spot resistance, plus the check Talisma, in the summer (2006) in the
same place. 24 lines were selected and evaluated in the winter/spring (2006) in
two places, Lavras and Lambari, based on the same traits, and using the same
check. Those 24 lines were also inoculated with the 321 race of C.
lindemuthianum that match the resistance of the Co-4 allele, but not of the Co-5.
The SCAR marker using the SAS13 primer detected the presence of the Co-4
allele in the lines. Fourteen lines have the pyramid Co-4/Co-5, and four showed
up based on all traits.

* Major Professor: Jodo Bosco dos Santos.
il



1 INTRODUCAO

Apesar de o Brasil ser o maior produtor ¢ consumidor de feijao
(Phaseolus vulgaris L.), a produtividade nacional ainda é considerada baixa,
ficando em torno de 836 kg/ha/ano (Conab, 2007). A produtividade de graos de
feijao ¢ afetada por varias doengas, entre elas, a antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Scrib. Esse patogeno
possui alta variabilidade patogénica nas regides produtoras, tendo as ragas 65, 81
e 73 sido observadas com maior freqii€ncia nos levantamentos realizados nos
ultimos dez anos (Silva, 2004).

Uma medida recomendada para o controle deste patdgeno ¢ a obtencdo
de cultivares resistentes. No entanto, cultivares com um unico alelo de
resisténcia, em geral, sdo protegidas da doenca por pouco tempo, devido a
grande variabilidade do patégeno. A inser¢do de varios alelos de resisténcia em
um unico genotipo € uma estratégia que pode aumentar a vida til das cultivares
resistentes sendo esse procedimento conhecido como piramide de genes (Young
& Kelly 1997). No entanto, um problema associado com a constru¢do de uma
piramide de genes € descrito por Fehr (1987) e Michelmore (1995) e diz respeito
as dificuldades em avaliar a presenga dos alelos de resisténcia em um unico
geno6tipo. Uma alternativa vidvel € a utilizagdo de marcadores moleculares
associados a inoculagdes (Alzate-Marin, 1999).

Dentre os alelos de resisténcia, o Co-4 e Co0-5 estdo entre os mais
importantes, pois conferem protecdo contra a maioria das racas presentes nas
principais regides produtoras (Ishikawa et al., 2005). Dessa forma, uma pirdmide
de alelos Co-4/Co-5 ¢ altamente desejavel, pois a cultivar possuira resisténcia a
praticamente todas as ragas do patdogeno, nas principais regides produtoras.

Na obtencdo de cultivares de feijdo com resisténcia a antracnose, outros



atributos agronomicos também devem ser considerados para atender a
preferéncia do consumidor e produtor. Entre eles, o tipo de grao semelhante ao
da cultivar Carioca, alta produtividade de graos e também a resisténcia a mancha
-angular, que ¢ uma doenca importante na maioria das regides produtoras,
principalmente na safra da seca.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo identificar familias
de feijdo que reunissem, além da pirdmide de alelos de resisténcia a antracnose,

alta produtividade, graos tipo carioca e com resisténcia a mancha-angular.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do feijdo no Brasil

O consumo de um alimento por uma populagdo esta relacionado com os
aspectos culturais e historicos. No Brasil, o feijao (Phaseolus vulgaris L.) se
mantém desde os primdrdios da histdria do pais, sendo um dos alimentos mais
importantes para a maioria da populagdo juntamente com o arroz, constituindo-
se em uma excelente fonte de proteina, carboidratos e ferro.

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de feijao, sendo o estado de Minas
Gerais o segundo maior produtor nacional, atrds apenas do estado do Parana. A
producdo nacional de feijado, no periodo de 1990 a 2003, foi, em média, de 3,3
milhdes de toneladas/ano, dos quais 22% (743 mil toneladas) sdo de caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walph) e 78% (2,6 milhdes de toneladas) de feijao-
comum (Phaseolus vulgaris L). O consumo médio per capita foi de 16,2
kg/habitante/ano, ou seja, 44 g/dia, no ano de 2003 (Ferreira et al., 2006).
Comparado com anos anteriores evidencia-se que o consumo per capita de feijao
baixou. Uma das razdes para essa redugao ¢é a alteragdo dos padroes de consumo
da populacao, que vem priorizando alimentos de preparo rapido.

A produtividade do feijoeiro é afetada por varios fatores, entre eles
podem se destacar a ocorréncia de varias pragas, doengas e problemas
ambientais como a escassez de chuvas. Devido a isso a produtividade média
nacional esta em torno de 836 kg/ha, sendo considerada baixa (Conab, 2007).
Mesmo assim, o Brasil ainda é o maior produtor ¢ consumidor mundial,
considerando a espécie Phaseolus vulgaris, pois a area cultivada por ano ¢é de

4,33 milhdes de hectares (Conab, 2007).



Outro fator responsavel pela baixa produtividade ¢ a ocorréncia de varias
doencas. As mais importantes sdo a antracnose € mancha-angular, que ocorrem
em praticamente todas as regides produtoras.

Além da sua importancia na dieta do brasileiro o feijdo exerce
também importante papel social, pois emprega-se grande quantidade de
mao-de-obra na fase de colheita. Estima-se que no cultivo do feijao sejam
utilizados sete milhdes de homens/dia-ciclo de produgdo, sé no estado de
Minas Gerais (Borém & Carneiro, 2006).

Tradicionalmente, a producao mineira de feijao ¢é feita em duas épocas
de plantio que s3o a das “aguas” e a da “seca”, podendo também ter o plantio de
terceira época ou de inverno. A semeadura, no estado de Minas Gerais, ocorre
nos meses de outubro e novembro, que € o cultivo das aguas. O cultivo da seca
ocorre entre os meses de fevereiro ¢ margo ¢ o de inverno entre abril e meados
de agosto.

Entre as cultivares utilizadas no Brasil, a preferéncia varia de regido para
regido; em alguns estados prevalece o consumo de feijdo preto, porém, na

maioria, ha preferéncia ¢ pelo feijao com tipo de graos carioca.

2.2 Antracnose do feijoeiro

A antracnose do feijoeiro comum ¢ causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum, (Sacc. & Magnus) Scrib., pertence a divisio Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, sendo essa fase assexual (Smith, 1979). Em sua
fase sexual, esse fungo é denominado Glomerella cingulata (Stonem.) Spauld. et
V. Schrenk f. sp phaseoli Kimati (Kimati & Galli, 1970), classificado dentro da

divisdo Eumycota, subdivisao Ascomycotina.
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A antracnose ¢ uma das doengas de maior importancia da cultura do
feijoeiro em todo o mundo, ocasionando perdas de até 100% (Sartorato & Rava,
1994). O patégeno sobrevive de uma safra para outra como micélio dormente no
interior das sementes ou na forma de esporos em restos culturais. Os fatores que
contribuem para a dissemina¢do do patdégeno a longa distancia sdo o uso de
sementes contaminadas e as chuvas moderadas, acompanhadas de ventos. Na
disseminacdo a curta distancia, destaca-se o salpico de chuvas sobre os residuos
de colheita, insetos, animais, homem e implementos agricolas (Pastor-Corrales,
1985; Sartorato et al., 1996).

Como principal sintoma, podem ser observadas lesdes marrom-escuras
ou negras nos cotilédones quando a transmissao da doenga ¢ realizada por meio
das sementes, podendo surgir também lesdes no caule e no peciolo. Nas folhas, o
sintoma mais caracteristico € o surgimento de lesdes escuras ao longo das
nervuras na face inferior da folha. Nas vagens, as lesdes apresentam-se como
cancros deprimidos de forma arredondada, com margens ligeiramente
proeminentes, delimitadas por um anel preto, com borda laranja-avermelhada.
Em condigdes favoraveis, surge, no centro das lesdes uma coloragdo rosea,
ocasionada pela producdo de uma massa de esporos do fungo. Sementes
infectadas apresentam lesdes escuras e deprimidas, de tamanhos variaveis
(Paula-Jr. & Zambolin, 2006). Como conseqiiéncia, a antracnose causa
diminui¢do da producdo, deprecia a qualidade do produto por ocasionar manchas
no grdo, tornando-o improprio para o consumo, além do inconveniente de o
patdégeno ser transmitido pela semente. O desenvolvimento da doenca ¢
favorecido por temperaturas entre 13° ¢ 27°C, com um 6timo de 17°C e alta
umidade relativa (Sartorato et al., 1996).

Essa doenca possui distribuicdo ampla e ja foi constatada em varios
paises da Europa, Africa, Australia, Asia e Américas. No Brasil, o patdgeno esta

amplamente disseminado nos principais estados produtores, tais como Rio



Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Bahia e
Pernambuco. Em Minas Gerais, a antracnose causa perdas consideraveis,
particularmente nas regides Sul e Zona da Mata, onde as condi¢des climaticas

favorecem o desenvolvimento do fungo (Vieira, 1988).

2.3 Variabilidade patogénica de Colletotrichum lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum possui ampla variabilidade patogénica, o
que justifica o elevado nimero de ragas fisiologicas existentes, aumentando a
dificuldade no emprego da resisténcia genética. Tal variabilidade pode ser
devida a mutacdo, recombinagdo sexual, heterocariose, parassexualidade,
transposons, fatores citoplasmaticos e polimorfismo cromossdémico (Rava et al.,
1994; Sartorato, 2002).

Desde a descoberta da primeira raga, por Barrus (1911, 1918), diversos
trabalhos realizados por varios autores confirmam que o Colletotrichum
lindemuthianum possui ampla variabilidade patogénica. Por ndo haver um
sistema oficial de nomenclatura para as racas, comecou a existir grande
confusdo, pois ndo havia uma forma de comparar resultados de avaliacdo de
cultivares de diferentes regides, sem a possibilidade de verificar a real dindmica
populacional do patégeno.

Diante desse fato, foi proposto por Habggod (1970) um novo sistema de
nomenclatura, para padronizar as informagdes e minimizar este problema. Esse
novo meio de nomenclatura baseia-se em um sistema bindrio, no qual sdo
utilizadas 12 cultivares diferenciadoras (d;), as quais sdo identificadas com os
numeros de 1 a 12 (Tabela 1). A obtencdo do nome de uma nova raca se faz pela

, . i-1 . . . ,
soma dos valores numéricos (2°') de cada cultivar diferenciadora que é



suscetivel a esta raga. Por exemplo, a raca 321 (I + 64 + 256) quebra a
resisténeia das cultivares Michelite (2°), México 222 (2°) e TO (2%). A adogdo
universal deste sistema de nomenclatura ocorreu em 1988, na reunido realizada
no Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Com esse procedimento de identificagdo, foram classificadas, no Brasil,
de 1994 a 2002, 50 ragas diferentes (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,
585) (Rava et. al.,, 1994; Andrade et. al., 1999; Thomazella et. al., 2000;
Sartorato, 2002).

As ragas 65, 73, 81 e 89 sdo observadas com maior freqiiéncia em Minas

Gerais (Paula-Jr & Zambolin, 2006 e Silva, 2004).

TABELA 1 Cultivares diferenciadoras, utilizadas para a classificagdo de ragas
de C. lindemuthianum pelo sistema binario.

Culti . . Alelos de Valor Valor numérico
ultivares diferenciadoras AR s di-1
resisténcia binério (2°)
1. Michelite Co-1%, Co-11 20 1
2. Michigan Dark Red Kidney Co-1 2! 2
3. Perry Marrow - 2? 4
4. Cornell 49242 Co-2 23 8
5. Widusa Co-14 Co-1° 24 16
6. Kaboon Co-1? 23 32
7. México 222 Co-3 28 64
8. P1207.262 Co-9, Co4® 27 128
9.TO Co-4 28 256
10. TU Co-5 2° 512
11. AB 136 Co-6, co-8 210 1024
12. G2333 Co-4?, Co-5, Co-7 2! 2048

""Nas cultivares com mais de um alelo os valores binarios sido relativos a:
Michelite = Co-1', Widusa = Co-1°, PI 207.262 = C0-9, AB 136 = Co-6 ¢
G2333 = Co-4°.



2.4 Melhoramento visando resisténcia a antracnose

Diversas estratégias sdo utilizadas para o controle da doenga. Pio-Ribeiro
& Chaves (1975) sugeriram o uso de cultivares resistentes e o plantio de
sementes sadias como métodos de controle mais eficientes da antracnose, pois
estes praticamente ndo oneram o custo de producdo, além de contribuirem para
evitar o controle quimico.

O desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ vidvel, pois existem
varios genes independentes que conferem resisténcia a varias ragas do patdogeno
(Pastor-Corrales et al.,, 1994; Rava et al., 1994; Young & Kelly, 1996). Em
1996, Basset, no intuito de simplificar a identificagdo de genes de resisténcia,
apresentou uma nova nomenclatura, usando o simbolo Co (Colletotrichum).
Diversos genes de resisténcia foram encontrados até o momento, os quais
conferem resisténcia a varias ragas (Tabela 2). Mais recentemente, Vidigal et al.
(2005) identificaram um novo alelo, designado Co-11, presente na cultivar
diferenciadora Michelite.

Os alelos de resisténcia Co-1, Co-4, Co-4%, Co-4°, Co-5, Co-6/c0o-8 e Co-
10 s@o muito importantes no melhoramento visando resisténcia a antracnose,
pois conferem resisténcia as quatro ragas mais encontradas no estado de Minas
Gerais, as quais sdo 65, 73, 81 e 89.

A resisténcia a antracnose, segundo revisdo feita por Kelly e Vallejo
(2004), ¢ condicionada por nove genes independentes. Destes, oito ja foram
mapeados e integram o mapa de ligagdo do feijao. Os locos mapeados sdo: loco
Co-1, localizado no grupo de ligagdo B1; loco Co-2, no B11; locos Co-3, Co-9 e
Co-10, no B4; loco Co-4, no B8 e os locos Co-5 ¢ Co-6 no B7 (Campa et al.,
2005; Kelly & Vallejo, 2004).



H4, no entanto, o problema da durabilidade de uma cultivar resistente,

quando portadora de apenas um alelo de resisténcia, pelo fato de a maioria dos

alelos conferir resisténcia completa, ou seja, resisténcia vertical.

\

TABELA 2 Alelos de resisténcia a antracnose e¢ numero de ragas por eles

Resistente as racas’

controladas.
Alelos de Numero de
resisténcia racas’
Co-1 31
Co1? 4
Co-1° 2
Co-1* 1
Co-1° 3
Co-2 28
Co-3 8
Co-3° -
Co-4 43
Co-42 50
Co-4° 15
Co-5 48
Co-6 e co-8* 49
Co-7 4
Co-9 6
Co-10 15
Co-11 1

1,8, 9, 17, 64, 65, 69, 72, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 96, 97,
101, 105, 109, 117, 121, 125, 135, 193, 217, 249, 320,
321, 337, 453, 585.

5,7,73, 89.

73, 89.

64.

7,65, 73.

1,7, 17, 23, 55, 64, 65, 67, 69, 71, 81, 83, 85, 86, 87, 96
97, 101, 102, 117, 119, 193, 320, 321, 337, 339, 343, 453
1,7,8,17,23,31, 55, 137

1,7, 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, 585.

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, 585

1,7,17, 23, 31, 55, 64, 65, 69, 73, 81, 87, 89, 95, 193
1,7, 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

1,7, 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, 585

1,7,17, 55.

7,23, 38, 65, 79, 89.

23, 64, 67, 73, 79, 81, 83, 87, 89, 95, 102, 117, 119, 343,
453.

64.

'Considerando as 50 racas identificadas no Brasil.
* Efeitos dos alelos Co-6 e co-8 considerados em conjunto.



Uma alternativa para aumentar a vida til dos alelos de resisténcia é a
construcdo de piramide de genes e a utilizagdo de multilinhas (Fehr, 1987; Kelly
& Miklas, 1998; Michelmore, 1995). Alguns problemas associados com a
construgdo de uma pirdmide de genes sdo descritos por Fehr (1987) e
Michelmore (1995). Duas sdo as dificuldades principais: a primeira é conseguir
varios alelos de resisténcia vertical eficientes para o controle do patdgeno, nas
principais regides produtoras. Para determinar quais alelos sdo eficientes para o
controle da doenca em uma dada regido, € necessario fazer um levantamento da
populacdo do patogeno e identificar quais ragas sdo predominantes, como
realizado por Rava et al. (1994), Sartorato (2002) e Talamini et al. (2002), nas
principais regides brasileiras produtoras de feijdo. A segunda dificuldade para a
construgdo de uma pirdmide de genes ¢ identificar a presenca de dois ou mais
alelos de resisténcia em um unico genotipo, o que requer grande quantidade de
testes. Para contornar este problema podem ser utilizados marcadores
moleculares que estejam intimamente ligados a alelos de resisténcia. Uma
vantagem em construir uma pirdmide de alelos utilizando a selec¢ao assistida por
marcadores ¢ o fato de a maioria dos alelos importantes de resisténcia ja estar

marcada, como pode ser visto na Tabela 3.

10



TABELA 3 Alelos de resisténcia a antracnose marcados por marcadores RAPD

e SCAR.
Alelos de resisténcia Fonte Marcador, tamanho e FR*
Co-1 Michigan Dark Red Kidney OF10s3 (1,9)
OQ4144O (290)
Co-2 Cornell 49242 B3551000 (5.4)
Co-3 Meéxico 222 -
Co-3? México 227 -
ANT-TOl g3 (0,0)
Co-4 TO, P45 OC08 10ss (13.3)
OAS130s (0,0)
Co-4? (2333, Sel 1308 SAS13
OL04 900 (0,0)
Co-4° PI 207.262 OAS13s (3,5)
Co-5 G2333, TU, Sel 1360, Ouro, OAB3,450 (5,9)
Esal 696 OF 10y, (11,5)
OAHys (5,9)
Co-6 AB-136 0Z04. (2.8)
Co-7 G2333 -
co-8 AB-136 OAZ20459 (2,2)
OB1255 (2.9)
Co-9 BAT-93, P1 207.262 SB12
OAH18,10 (4,6)
Co-10 Ouro Negro -
Co-11 Michelite -

'Tamanho em pares de base. FR = Freqiiéncia de recombinagdo (cM), entre

parénteses.

2.5 Marcadores baseados em PCR primers especificos

Em meados da década de 1980, um pesquisador britdnico chamado Kery

Mullis descobriu um processo simples e eficiente de multiplicar, in vitro, em

escala exponencial, a quantidade de DNA de certas amostras (Mulis & Falona,

1987). Esta técnica, que foi descrita como reagdo em cadeia da polimerase, ou

do inglés, polymerase chain reaction (PCR), ¢ atualmente, uma das técnicas

mais utilizadas no estudo do DNA. A técnica ¢ automatizada pelo uso de
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termocicladores e de uma enzima DNA polimerase termoestavel, a Taq DNA
polimerase.

Na técnica PCR, o fragmento de DNA a ser amplificado deve possuir
dois sitios reconhecidos por dois primers presentes em fitas complementares a
uma distancia compativel com a capacidade de extensdo, para que possa ser
formada uma copia completa. Para que possa haver a amplificagcdo do DNA pela
técnica de PCR, ha a ocorréncia de trés etapas fundamentais, que sdo a
desnaturacdo, o anelamento e a extensdo. Na primeira etapa, ¢ elevada a
temperatura para 92°C-95°C, quando ocorre a desnaturagdo da fita dupla de
DNA. Apos desnaturado o DNA, passa-se para a segunda etapa, a qual consiste
em uma redugdo da temperatura para 35°C-60°C, para que os primers anelem-se
ao DNA. Por fim, a temperatura é elevada para 72°C, a qual é a temperatura
considerada otima para a atividade da enzima Taq DNA polimerase, ocorrendo
nesta etapa a extensdo, a partir de cada extremidade 3°-OH livre dos primers.

A partir dai, a facilidade, a rapidez e a sensibilidade da PCR,
possibilitaram o surgimento de uma nova geracao de marcadores moleculares, o
que provocou grande impulso na geracdo de dados moleculares em varias
espécies. O marcador baseado na utilizagdo de um unico primer de seqiiéncia
arbitraria, ou RAPD, do inglés random amplified polymorphic DNA, foi um dos
primeiros, sendo, na época, desenvolvido por dois pesquisadores, de modo
independente. Como o proprio nome diz, este marcador se baseia na técnica de
PCR e utiliza um unico primer mais curto, normalmente de dez nucleotideos ¢
de seqiiéncia arbitraria.

Existem alguns problemas na utilizagdo de marcadores RAPD, pois
algumas bandas s3o facilmente interpretadas enquanto outras sdo ambiguas. Esta
ambigiiidade pode resultar em baixo poder de um primer especifico para
discriminar entre distintos sitios de amplificagdo: competi¢do entre diferentes

sitios de amplificacdo por substrato e enzima, e problemas relacionados a
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reprodutibilidade de resultados (Ferreira & Grattapaglia, 1998), sendo este
ultimo um dos mais problematicos. No caso do feijdo, ja foram constatados os
problemas de reprodutibilidade de resultados com marcadores RAPD. De acordo
com Faleiro et al. (2003), marcadores RAPD previamente identificados como
ligados a genes de resisténcia do feijoeiro comum a doengas sdo restritos, pois
apenas 5 marcadores, dos 38 descritos na literatura, foram validados em seu
trabalho.

Os sequence tagged sites (STS), ou sitios marcados por seqiiéncia, ¢
outro tipo de marcador molecular proposto por Olson et al. (1989), com o
proposito de unificar a linguagem utilizada entre laboratorios envolvidos no
mapeamento do genoma humano. Em plantas, eles foram utilizados,
inicialmente, por Paran & Michelmore (1993). Este marcador foi desenvolvido a
partir da conversdo do RFLP em marcador baseado em PCR. Esta técnica utiliza
primers que se baseiam em algum grau de conhecimento das seqiiéncias, ao
contrario do RAPD. Esses primers de seqiiéncia especifica detectam variagéo
alélica no DNA.

Outra classe de marcador que foi obtida por conversdao ¢ o marcador
sequence characterized amplified regions (SCAR), ou regides amplificadas
caracterizadas por seqiiéncias. Estes marcadores foram obtidos por meio da
conversdo de marcadores RAPD de seqiiéncia arbitraria para marcadores de
seqiiéncia especifica SCAR. SCAR sdo seqiiéncias de DNA gendmico
localizadas em um loco definido geneticamente, que sdo identificadas por
amplificagdo via PCR, utilizando-se um par de primers especificos. Um exemplo
de utilizagdo com sucesso deste marcador foi descrito por Vallejo & Kelly
(2001), os quais converteram o marcador RAPD OAB3,s, identificado por
Young & Kelly (1997), com o objetivo de marcar o alelo Co-5 de resisténcia a
antracnose, em um marcador SCAR chamado SAB3. Segundo os proprios

autores, alguns resultados inesperados foram observados na conversdo para o
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SCAR. O principal foi o fato de esta marca estar a uma distancia de 12,98 cM,
ou seja, muito acima da marca de RAPD, que estd a 59 + 1,9 cM. Uma
explicacdo sugerida pelos autores para esta diferenca reside no fato de que as
populagdes utilizadas para o mapeamento feito nos dois trabalhos sdo diferentes.
Entre cerca de 50 linhagens portadoras do alelo Co-5, apenas uma apresentou a
marca do alelo, evidenciando sua ineficiéncia, principalmente em programas de
retrocruzamento (Pereira & Santos, 2004).

Hé também os marcadores que se baseiam nas regides microssatélites,
simple sequence repeats (SSR) ou short tandem repeats (STR). Essas regides
consistem em seqiiéncias de DNA de um a seis nucleotideos repetidos em
tandem. As seqiiéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo
geralmente, conservadas entre individuos da mesma espécie, permitindo a
selegdo de primers especificos que flanqueiam a regido microssatélite ¢ que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os
genotipos. Esta classe de marcadores ¢ a mais utilizada atualmente, devido ao
seu alto grau de confiabilidade.

Ha vérias outras classes de marcadores baseados em PCR como o
microsatellite primed PCR (MP-PCR), inter-SSR amplifications (ISSR), random
amplified microsatellite  polymorphisms (RAMPs), random amplified
hybridization  microsatellites (RAHM), amplified fragment lenght
polymorphisms (AFLP), single nucleotide polymorphisms (SNPs), single-strand
conformational polymorphisms-SNP (SSCP-SNP) e selective, amplification of
microsatellite polymorphic loci (SAMPL), os quais se baseiam nas técnicas
descritas acima com algumas modificagdes.

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados com éxito na
construgdo de mapas genéticos; na selecdo de germoplasma em programas de
melhoramento, permitindo a caracterizacdo de diferentes gendtipos

(fingerprinting); no estabelecimento de filogenias; na clonagem de genes
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baseada em mapas (“positional cloning” ou “map-based cloning”) e na

identificacdo de alelos de efeitos principais (Paiting, 1996).

2.6 Melhoramento para caracteres agrondémicos

Na obteng¢do de cultivares com resisténcia a antracnose, outros fenotipos
de interesse agrondmicos, tanto para o produtor quanto para o consumidor, sdo
desejaveis. Entre esses fenotipos, destaca-se o tipo de grdo aceitavel pelo

consumidor, alta produtividade e resisténcia & mancha-angular.

2.6.1 Tipo de grédo

O feijdo apresenta ampla variabilidade genética para tamanho, forma,
cor e brilho das sementes. Estima-se que haja, pelo menos, 18 genes controlando
a cor do grio, além de haver alelismo multiplo e epistasia, dificultando, assim, o
entendimento do seu modo de agdo (Baldone et al., 2002; Basset, 1996 ¢
Leakey, 1988).

Este carater ¢ muito importante para os melhoristas, pois a preferéncia
do consumidor varia de regido para regido, influenciando, assim, na
recomendagao de cultivares.

No Brasil, sdo cultivados feijoes tipos, preto, carioca, roxo, mulatinho,
rosinha, vermelho ¢ manteigdo. Em Minas Gerais, principalmente no Sul e na
maioria das outras regides, a preferéncia do consumidor recai sobre o feijado com

graos tipo carioca, o qual possui tegumento de cor bege com rajas marrons.
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Porém, esta ndo é a unica preocupagdo dos melhoristas. Em 1980, o
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) langou a cultivar Carioca 80, a qual
possui o alelo Co-2 de resisténcia a antracnose, boa produtividade, porém,
apresentava halo de cor amarela e também problemas de cozimento. Com isso,
os consumidores associaram a cor do halo amarelo, o brilho do grio, e o fundo
escuro, ao problema de cozimento. Dessa forma, grdos com esse fendtipo
dificilmente terdo boa aceitagdo no mercado. Existem algumas explicagdes para
a ndo aceitacdo desses graos. Segundo Leakey (1988), o gene J, responsavel
simultaneamente pela cor do halo e pelo brilho das sementes, afeta também a
qualidade culinaria e acelera o processo de escurecimento dos graos,
aumentando assim o tempo de cozimento e reduzindo a digestibilidade.

Outro fator que recebe a atencdo dos melhoristas é o tamanho dos graos.
A preferéncia ¢ para graos de tamanho médio, isto €, cem graos pesando em
torno de 23 a 25 gramas (Ramalho & Abreu, 1998).

Diante desses fatos e da grande demanda por feijdes com grio tipo
carioca, o grande desafio dos melhoristas é o desenvolvimento de cultivares com
esse perfil de grao, porém, associando outras caracteristicas de interesse, como

resisténcia a antracnose, a mancha-angular e boa produtividade.

2.6.2 Produtividade de gréos

O objetivo do agricultor de qualquer empreendimento agricola é obter
lucratividade maxima. No caso do cultivo do feijoeiro isso é conseguido por
meio de redugdo nos custos de producao, aliada a maior produtividade possivel.

O aumento de produtividade depende de fatores ambientais e genéticos.

Vale ressaltar que a produgdo de graos ¢ um carater de manuseio mais dificil, e
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que, no processo seletivo, maiores cuidados devem ser tomados, especialmente
no que se refere a geracdo em que se dara esse processo assim como ao tamanho
da populagdo e aos cuidados experimentais. Isto ¢, deve-se escolher
criteriosamente o delineamento, atentando para o tamanho da parcela e os
demais cuidados necessarios a condugdo do experimento (Ramalho et al., 1993).
Santos (2001) observou que a selecdo precoce em (F,) para tipo de grao ndo
reduziu o potencial da populagdo para a extragdo de linhagens superiores, pois a
média e as variabilidades genéticas para a produgdo de grdos ndo foram
reduzidas.

Na maioria dos estudos predominam as estimativas de pardmetros
genéticos para producdo de graos e seus componentes primadrios, representados
pelo nimero de vagens por planta, nimero de sementes por vagem e peso de
cem sementes (Ramalho et al., 1993).

Santos et al. (1985) demonstraram que o controle genético da producdo e
seus componentes primarios sofrem agdo génica predominantemente aditiva em
relagdo a dominancia.

Quando se avalia a correlagdo entre a produgdo de grdos e seus
componentes primarios, o nimero de vagens por planta, ao que tudo indica, é o
componente com maior participagdo na producdo de grdos, visto que as
correlagcdes genéticas e fenotipicas entre estes caracteres foram sempre altas e
positivas (Ramalho at al., 1979 e Santos et al., 1986).

Contudo, nd3o deve ser esquecido que a competicdo entre os
componentes primarios de produgdo (niimero de vagens por planta, nimero de
sementes por vagem e peso de sementes) pode limitar o progresso a ser obtido
na selecao direcionada apenas pelo numero de vagens.

No caso do melhoramento visando resisténcia a antracnose Abreu et al.
(2003) constataram que, sob alta severidade deste patdgeno, a produtividade de

graos foi um oOtimo critério seletivo para a identificacdo de familias resistentes,
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sendo possivel selecionar familias resistentes e produtivas. Esse resultado
evidencia que ¢ possivel realizar a selecdo indireta, mas, se o objetivo do
programa for selecionar linhagens totalmente resistentes, somente a
produtividade de graos pode ndo ser um bom indicativo.

Considerando as dificuldades de ganho para produtividade de graos, a
selecdo para ela, geralmente, ¢ mais compensadora em geracdes mais avangadas.
Assim, nas primeiras geragdes segregantes, deve-se dar maior atengdo aos

caracteres de maior herdabilidade.

2.6.3 Mancha-angular

A mancha-angular, assim como a antracnose, ¢ uma doenga muito
importante do feijoeiro em Minas Gerais, causada pelo fungo Phaeoisariopsis
griseola (Sacc.).

Até o final de 1980, a mancha-angular era tida como uma doenga de
pequena importancia econdmica. Com a ado¢do do cultivo de inverno, em que
restos culturais infectados permanecem no campo o ano todo, a utilizagdo de
irrigacdo por aspersdo, que propicia o desenvolvimento da doenga, a utilizagdo
de sementes contaminadas e o plantio de cultivares com base genética estreita,
fez com que a mancha-angular se tornasse uma doenga séria ¢ de importancia
econdmica. Em Vicosa, Minas Gerais perdas de at¢ 70% ja foram estimadas
(Brenes et al., 1983).

Os sintomas podem ser visualizados em toda a parte aérea da planta. O
sintoma tipico pode ser observado nas folhas trifolioladas, na forma de lesdes
angulares, em razdo da limitagdo do desenvolvimento do patéogeno pelas
nervuras das folhas. Nas vagens, as lesoes sdo circulares ou ovais, ndo sendo

deprimidas, como as da antracnose. A produgdo de sinémios ¢ de conidios do
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fungo ¢ favorecida pela alta umidade, sendo o desenvolvimento da doenca
favorecido a temperaturas entre 16°C a 28°C, sendo 24°C 6tima (Correa-Victoria
et al., 1994).

No controle da mancha-angular ¢ recomendada a utilizacdo de sementes
sadias tratadas com fungicidas, nutricdo equilibrada, principalmente com
potassio e nitrogénio e rotagdo de culturas. A eliminagdo de restos culturais
contaminados e o controle quimico também auxiliam no controle da doenca
(Paula-Jr. & Zambolin, 2006).

Outras estratégias sdo o uso de cultivares de ciclo curto, as quais
permanecem menos tempo no campo, nao sendo assim tdo prejudicadas e o uso
de cultivares resistentes, sendo esta ultima a melhor estratégia, pois ndo onera o

custo de produgao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material e locais de avaliagéo

Foram utilizadas 194 linhagens Fs4, extraidas de sete familias,
selecionadas do cruzamento entre os genitores H147 e B1, obtido por Parrella
(2006). A linhagem H147 possui graos tipo carioca, sendo portadora do alelo
Co-5, que confere resisténcia a varias ragas de C. lindemuthianum (Sacc. &
Magnus) Scrib (Tabela 2). A linhagem B1 também possui graos tipo carioca ¢ é
portadora do alelo Co-4, que também confere resisténcia a vérias ragas do
mesmo patogeno (Tabela 2). As linhagens foram avaliadas na area experimental
do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras — UFLA e na
estacdo experimental de Nova Baden da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de

Minas Gerais (Epamig) em Lambari Mg.

3.2 Avaliacdo das linhagens em campo e inocula¢do com a raca 321 de C.
lindemuthianum

Na safra das aguas de 2005/2006, as 194 linhagens foram avaliadas
juntamente com duas testemunhas (H147 e Talisma), no municipio de Lavras,
MG. Foi utilizado o delineamento em latice 14 x 14, com duas repeti¢cdes, sendo
a parcela de uma linha de um metro. Foram avaliadas e selecionadas as
linhagens mais promissoras quanto ao tipo e a produtividade de gréos.

Na safra da seca de 2006, foram avaliadas 99 linhagens selecionadas da
safra anterior. O experimento foi conduzido no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras sendo utilizado o delineamento em latice 10 x

10, com trés repetigdes, com parcela constituida de duas linhas de dois metros.
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Foi utilizada como testemunha, a cultivar Talisma. As caracteristicas avaliadas
foram produtividade, tipo de grao e reagdo a mancha-angular.

A partir desses resultados, foram selecionadas 24 linhagens as quais
foram avaliadas no Departamento de Biologia da UFLA e na fazenda
experimental da Epamig em Lambari, MG, na safra do inverno de 2006. Foi
utilizado o delineamento latice 5 x 5, com trés repeticdes, sendo a parcela
constituida de duas linhas de 3 metros, com a cultivar Talismd como testemunha.

Para a avaliagdo de tipo de grios, tomando-se como padrdo o tipo
carioca (graos com coloragdo creme-clara, estrias marrom-claras, sem halo,
tamanho médio dos grdos e ndo achatado), foi utilizada a escala descritiva
proposta por Marques Jinior (1997), com notas variando de 1 (grdos tipo
carioca) a 5 (gréos fora do padrio carioca).

A producdo de graos foi medida em g/parcela e, posteriormente, foi
realizada a transformagdo dos dados em kg/ha para padronizagdo, devido aos
diferentes tamanhos de parcelas utilizadas.

A avaliagdo de severidade de mancha-angular foi realizada utilizando-se
um diagrama de notas proposto por Bergamin Filho et al. (1995) e Sartorato
(1996), que variam de 1 (resisténcia completa) a 9 (suscetivel).

Para verificar a presenga do alelo Co-5 de resisténcia a antracnose nas 24
linhagens, foi realizada a inoculagdo com a raga 321, proveniente de cultura
monosporica. Esta foi repicada para tubos de ensaio contendo meio agar-agua e
vagens de feijdo em condigdes assépticas e¢ encubadas em camara de
crescimento, a temperatura de 20°C, por um periodo de 15 dias. A partir dessa
cultura, foi preparada uma suspensio de esporos, contendo 1,2 x 10° conidios
ml™, a qual foi aplicada nas linhagens, 10 dias apods a semeadura. As linhagens
foram previamente semeadas em bandejas de isopor contendo substrato
Plantimax. A severidade da doenca foi avaliada por meio de um diagrama de

notas, variando de 1 a 9 (Rava at al., 1994).
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3.3 ldentificacdo do alelo Co-4 de resisténcia a antracnose por meio de
marcador SCAR

Para verificar a presenga do alelo Co-4 de resisténcia a antracnose nas
linhagens, foi utilizado o marcador SCAR, ligado a esse alelo e amplificado pelo

primer SAS 13 (Young et al., 1998).

3.4 Extragédo de DNA total

Foi extraido o DNA das 24 linhagens selecionadas, utilizando o
procedimento modificado de Rogers & Bendich (1988). Foram utilizados cerca
de 2,0g de folhas jovens, amostradas em 10-12 plantas de cada linhagem. As
folhas foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido, sendo adicionados
apos esta etapa, 10 ml de tampao de extragdo composto de 0,2 g de brometo de
cetiltrimetil-amoénia (CTAB), 1ml de Tris 1 M; 0,4ml de EDTA 0,5 M; 0,82ml
de NaCl; 0,1 g de polivinilpirrolidona 40.000(PVP); 8,6ml de agua pura ¢ 20 pL
de 2-B-mercaptoetanol.

O macerado, juntamente com o tampao de extracdo, foi incubado em
banho-maria por 30 minutos, a 65°C. A proxima etapa da extragdo consistiu na
adicdo de 10ml de uma solugdo composta de 24:1 de cloroférmio e alcool
isoamilico, seguido de homogeneizagdo e centrifugagdo a 5.000 rpm, por 5
minutos. O sobrenadante foi coletado e repassado para um novo tubo, sendo, em
seguida, adicionado trés vezes o volume de acetato de amodnio-alcool (1 acetato
de amonio 7,5M:6 alcool 95°) com o objetivo de precipitar os acidos nucléicos
presente na amostra. As amostras foram incubadas por 30 minutos, a —20°C.

Ap6s este periodo, o DNA foi coletado por meio de centrifugacdo e a este foi
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adicionada uma solugdo de 200-400uL de TE (Tris ImM e EDTA 0,1 mM, pH
7,7).

O DNA coletado passou por uma segunda fase de extragdo com
cloroférmio-alcool isoamilico, sendo este centrifugado e precipitado com trés
vezes o volume de alcool-acetato de sodio (1 acetato de sodio 3M:20 alcool 95°),
ficando a —20°C, por uma hora. Apos esta etapa foi eliminado o alcool-acetato,
sendo o DNA dissolvido em 200-400 uL de TE. Para quantificagdo do DNA foi
utilizado o fluorimetro (Hoffer Scietific, San Francisco, CA USA), seguido de

dilui¢do para 10ng/puL.

3.5 Analise PCR

O primer utilizado para analise PCR foi o SCAR, identificado por
Young et al. (1998), com 20-25 pares de base, que se encontra a 0,39 cM do
alelo Co-4% ¢ que também amplifica em gendtipo portador do alelo Co-4 (Awale
& Kelly, 2001). As reagdes foram realizadas em um termociclador Eppendorf
MasterCycler Gradient 5331. As reagdes foram constituidas de 20ng de DNA,
200uL de ANTP (mistura eqiiitativa de ATP, GTP, CTP, TTP), 0,6 unidades de
Taq DNA polimerase, 0,5uM de cada primer (Forward e Reverse); tampdo de
reacdo (50mM Tris; 2,0 mM MgCl; 20mM KCl; 250ug/ml de albumina de soro
bovino; 1% de ficoll 400; 1mM de tartrazine) e dgua pura até o volume de
10,0uL (Parrella, 2006).

Os fragmentos gerados pelas reagdes foram separados em gel de agarose
1% sendo preparados com TBE 1X (0,045M Tris-borato ¢ 2,0mM de EDTA). A
visualizagdo e a andlise dos géis foram efetuadas sob luz ultravioleta em um
transluminador. As imagens foram capturadas em uma camera digital Kodak

EDAS 290 e arquivadas por meio do software KODAK 1D Image®.

23



3.6 Analise dos dados das caracteristicas morfo-agronémicas

As caracteristicas avaliadas nos experimentos de campo foram
submetidas a analise individual de varidncia, segundo o seguinte modelo:

Yijk = m + by + 1 + ti + e

em que:

Yij: observagdo referente ao i ésimo tratamento no bloco k, dentro da
repeticao j;

m: € o efeito da média geral;

by): efeito aleatorio do bloco k, na repetigdo j, sendo (k =1, 2, ..., K);

1;: efeito aleatorio da repetigdo j, sendo (j =1, 2, 3, ..., J);

ti: efeito do tratamento i, sendo (i=1, 2, 3, ..., I);

eij: erro experimental associado a observacdo Yy, assumindo que os
erros sdo independentes e normalmente distribuidos, com média zero e variancia
o’

O efeito de tratamento foi considerado como aleatdrio nos latices 14 x 14
¢ 10 x 10 e como fixono 5 x 5.

Para as analises conjuntas por ambientes, foram utilizadas as médias
ajustadas dos tratamentos comuns. Isto foi possivel, pois a relacdo entre o maior
quadrado médio e o menor deles ¢ de 3 vezes. Segundo Pimentel Gomes (1976),
essa relacdo ndo causa prejuizos na avaliagdo.

O modelo estatistico utilizado para a analise conjunta, para producdo e
tipo de gréos das linhagens comuns, ¢ o seguinte:

Yij =m + a; + t; + by + 1j0) + (ta)i + Sijiqy

em que:

Yiu: € a observagdo do i ésimo tratamento no bloco k, dentro da
repeticdo j, na safra I;

m: € o efeito da média geral;
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a;: € o efeito fixo da safra, sendo (1=1, 2, 3, ..., L);

t;: efeito fixo do tratamento i, sendo (i=1, 2, 3, ..., I);

by efeito aleatdrio do bloco k, dentro da repetigdo j e da safra 1, sendo
k=1,2,..,K);

1j): efeito aleatorio da repetigdo j, dentro do local k, sendo (j =1, 2,..., J);

(ta);: efeito fixo da interag@o entre o tratamento i com a safra [;

8ijka): € o erro experimental efetivo médio.

Com o resultado das analises individuais para produgdo, tipo de grdos e
mancha-angular nos latices 14 x 14 e 10 x 10 foi estimada a herdabilidade e seu
respectivo intervalo de confianga, de acordo com Knapp et al. (1985).

As estimativas de herdabilidade foram obtidas por meio das expressdes:

h* = (QM jinhagens — QM erro efetivo)’ QM finhagens

Os estimadores para o célculo dos intervalos de confianca foram os
seguintes:

LI = {1-[( QM finhagens’ QM erro efetivo)F 0.975; GL Ermo: GL Linhagens)  }

LS = {1-[( QM tinhagens’ QM erro etetivo)F 0,025; GL Erro; GL Linhagens] ' }

em que:

F 0975 = quantil superior; 1-a/2 (o = 5% probabilidade);

F 0,025 = quantil inferior; a/2 (o = 5% probabilidade).

O ganho com a selecdo foi estimado por meio da seguinte expressao:

GS = (ds x h*) x 100

em que:

ds: diferencial de selegdo, ou seja, a diferenca entre a média das
linhagens selecionadas e a média geral do experimento;

h?: herdabilidade do carater.

Todas as estimativas foram obtidas pelos programas computacionais

MSTAT (1983) e Genes (2001).
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As médias das 24 linhagens selecionadas foram agrupadas, por meio do

teste de Scott-Knot (1974).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reacdo das familias ao C. lindemuthianum

Uma estratégia utilizada para permitir que as cultivares tenham uma
resisténcia mais duravel a antracnose € a piramidacao de alelos, como sugerido
por Young & Kelly (1996). Com este objetivo, as 24 linhagens superiores foram
avaliadas para verificar a existéncia da piramide de alelos Co-4/Co-5.

Para a identificagdo do alelo Co-5, as 24 linhagens foram inoculadas
coma raga 321, que ¢ compativel com gendtipos de feijoeiro apenas com o alelo
Co-4. O resultado obtido desta inoculagdo foi 14 resistentes:3 segregantes:7
suscetiveis, ou seja, 14 linhagens possuem o alelo Co-5 de resisténcia a
antracnose (Tabela 4).

Para a identificagdo do alelo Co-4, foi utilizado o marcador SCAR,
amplificado pelo primer SAS13, identificado por Young et al. (1998). Conforme
pode ser visualizado na Figura 1, o marcador foi amplificado nas 24 linhagens.
Vale salientar que as familias de onde foram selecionadas as linhagens ja haviam
sido previamente selecionadas como portadoras do alelo Co-4, por meio do
marcador SCAR (Parrella, 2006). Pelo fato de esse marcador estar localizado a
0,39 ¢cM do loco Co-4, o resultado obtido é confiavel. Segundo Young et al.
(1998), o SCAR SAS 13 amplifica um fragmento de 950 pb dentro dos alelos de
resisténcia Co-4 e Co-4%. Assim, a possibilidade de recombinacio intragénica é
baixa. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Parrella (2006).

Com isso, foi possivel identificar 14 linhagens que possuem a piramide

de alelos Co-4/Co-5 (Tabela 4).
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1 2 3 4 56 7 89 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

FIGURA 1 Perfil de bandas, amplificado pelo primer SAS13, nas 24 linhagens
selecionadas.

Das quatro melhores linhagens selecionadas na safra da seca/2006 (70,
71, 126 e 171), apenas a linhagem 70 ndo possui a piramide de alelos. As quatro
melhores linhagens selecionadas na média das avaliagdes (1, 71, 126 ¢ 169),

possuem a pirdmide de alelos.

4.2 Producao de gréaos

As andlises individuais para a produg@o de grdos nas safras das dguas
2005/2006, seca/2006, inverno/2006 em Lavras e inverno/2006, em Lambari
estdo apresentadas na Tabela 5. Pode ser observada a existéncia de diferenca
significativa entre as linhagens para o carater, a 1% de probabilidade, para as
safras das dguas e seca, ambas em Lavras e na safra de inverno em Lambari. Na
safra de inverno em Lavras, houve diferenca significativa a 5%.

Para a producdo de grios, o latice foi eficiente, na safra das aguas
2005/2006, em 20,04%, quando comparado com o delineamento em blocos
completos e 4,49%, na safra da seca/2006. Resultados similares foram obtidos
por Marques Junior (1997). Este autor comenta que as analises devem sempre
ser processadas em latice, pois como o melhorista ndo tem como prever se a area

experimental ¢ homogénea ou ndo, a condugdo de experimentos no
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delineamento latice funciona como um seguro para um problema que pode
ocorrer ou nao.

A média na safra de inverno/2006, em Lavras, apresentou-se superior as
demais devido as melhores condi¢cdes ambientais. Em contrapartida, no
experimento conduzido em Lambari, a média obtida foi a menor dentre as quatro
safras. Isso ocorreu, provavelmente, devido a problemas de manejo do
experimento.

Isso também pode ser evidenciado na precisdo experimental, medida
pelo coeficiente de variagdo. Na safra de inverno/2006, em Lambari, o CV foi
24,98%. Na safra das aguas 2005/2006, o CV também teve um valor elevado,
evidenciando, assim, uma baixa precisdo experimental. Isso se deve ao tamanho
de parcela utilizado no experimento (0,5 m?). Bertoluci et al. (1991)
demonstraram que ¢ viavel o uso de pequenas parcelas na avaliacdo de

linhagens, mesmo tendo uma estimativa de CV maior.

TABELA 5 Resumo das analises de variancia individuais das produgdes de
grios (kg/ha), avaliadas nas safras das aguas 2005/2006 (Agua
05/06), seca/2006, inverno de 2006, em Lavras e inverno/2006,
em Lambari, juntamente com suas estimativas herdabilidade e
respectivos intervalos de confianga.

. Agua05/06 Seca/06 Inv./06 Inv./06
Estimativas .
Lavras Lavras Lavras Lambari

N° de linhagens 196 100 25 25
QM linhagens 747551,36%*%  251047,85%*%  367740,33*  220875,61%**
Média (kg/ha) 1496.,43 2088,16 3006,99 1239,34
Meédia testemunha 1900,00 2116,65 3651,90 1242,10
Eficiéncia do latice (%) 120,04 104,49 - -
CV (%) 37,42 18,20 14,11 24,98
h? (%) 58,00 42,44 - -
h? ! 43,63 18,98 - -
h’ 68,58 59,90 - -

* e ** Significativo, a 5% e 1% de probabilidade, pelo teste F.
'LI e LS. Limites do intervalo de confianga para h”, com 5% de probabilidade.
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Outro fato a ser destacado com relagdo a precisdo experimental medida
por meio do CV ¢ que experimentos com menor média como no caso das safras
das aguas 2005/2006, em Lavras e inverno/2006, em Lambari e ndo
necessariamente com maior erro experimental, pode levar a maiores estimativas
de CV, pois a média faz parte do denominador do estimador do coeficiente de
variagdo (Marques Junior, 1997). Apesar de algumas estimativas de CV serem
altas, observou-se diferenga genética entre as linhagens em todos os
experimentos.

As estimativas de herdabilidade da producdo na avaliagdo das aguas
2005/2006 e seca/2006 podem ser visualizadas na Tabela 5. Essas estimativas
indicam que pode haver sucesso com a sele¢do, pois todas elas estdo dentro do
intervalo de confianga e que foi sempre positivo (Ramalho et al., 1993).

Em todos os experimentos foi utilizada a cultivar Talismd como
testemunha, tendo a sua produtividade média sido superior em todos os
experimentos, quando comparada com a média geral. Comparando-se o
desempenho das linhagens e da testemunha na safra de inverno, observou-se que

16,67% das linhagens apresentaram producao superior.
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TABELA 4 Reagdo das linhagens a inoculagdo com a raga 321 de C.
lindemuthianum e constituigdo genética quanto aos locos de

resisténcia.
Linhagens Ra(;a 321_de C. Constituicdo genética Marcador
lindemuthianum Co-4 Co-5 SCAR

1 R Co-4 Co-5 Presente

7 R Co-4 Co-5 Presente
28 R Co-4 Co-5 Presente
41 R Co-4 Co-5 Presente
49 S Co-4 - Presente
70 S Co-4 - Presente
71 R Co-4 Co-5 Presente
79 S Co-4 - Presente
83 S Co-4 - Presente
96 S Co-4 - Presente
159 R Co-4 Co-5 Presente
104 S Co-4 - Presente
107 S Co-4 - Presente
115 R Co-4 Co-5 Presente
123 R Co-4 Co-5 Presente
125 R/S Co-4 Co-5? Presente
126 R Co-4 Co-5 Presente
141 R Co-4 Co-5 Presente
160 R/S Co-4 Co-5? Presente
167 R Co-4 Co-5 Presente
168 R/S Co-4 Co-5? Presente
169 R Co-4 Co-5 Presente
171 R Co-4 Co-5 Presente
180 R Co-4 Co-5 Presente

Talisma - - - -

R, S E R/S: linhagens resistentes, suscetiveis e segregantes, respectivamente;
? indica a possibilidade de as linhagens terem ou néo os alelos de resisténcia.

4.3 Tipo de graos

Para as analises individuais de tipo de grao (nota) nas safras das aguas
2005/2006, seca/2006, inverno/2006, todas, em Lavras (Tabela 6), houve
diferenca significativa entre as linhagens a 1% de probabilidade. A eficiéncia do
latice foi de 4,85% na safra das aguas e 9,91% na safra da seca, ndo sendo

eficiente nas safras de inverno.
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A precisdo experimental medida pelo coeficiente de variacdo foi
semelhante a obtida por Parrella (2006), Pereira et al., (2004) e Silva (2005),
sendo eficiente na detec¢do de heterogeneidade das linhagens. Pode-se observar
também que houve uma redugdo nas médias das linhagens, como conseqiiéncia
da selecdo realizada. Vale ressaltar que este carater foi a principal caracteristica
avaliada em todas as geragdes. Outro fato interessante é que a média da
testemunha em relacdo as linhagens foi superior a das linhagens nas safras da
seca e inverno em Lavras, indicando, assim, que os graos estdo em
conformidade com o padrio carioca. Esses resultados sdo semelhantes aos
obtidos por Parrella (2006) e Pereira et al. (2004).

As estimativas de herdabilidade foram médias e dentro dos intervalos de
confianca, dos quais nenhum foi negativo, indicando que pode haver ganho com

a selecdo e demonstrando a confiabilidade dos resultados.

TABELA 6 Resumo das andlises de varidncia individuais para tipo de grdos,
avaliadas nas safras das aguas 2005/2006 (Agua 05/06), seca/2006
e inverno/2006, em Lavras.

Estimativas Agua 05/06 Lavras  Seca/06 Lavras Inv./06 Lavras

N° linhagens 196 100 25

QM linhagens 0,137** 0,159%* 0,209**
Média 2,53 2,56 2,16
Média testemunha 2,25 3,00 2,66
Eficiéncia do latice (%) 104,85 109,91 -

CV (%) 10,43 11,00 14,02

h? (%) 48,90 50,31 -

h* ! 31,55 29,86 -

h? ' 61,84 65,29 -

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
'LI e LS, Limites do intervalo de confianga para h?, com 5% de probabilidade.
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4.4 Mancha-angular

O carater reacdo a mancha-angular foi avaliado apenas na safra da
seca/2006. Esta época foi escolhida por ser a ideal para se avaliar essa doenca
em campo, pois, nessa condi¢do, o fungo encontra condi¢des favoraveis para seu
desenvolvimento devido as temperaturas moderadas, periodos suficientemente
longos de alta umidade e agdo de ventos (Sartorato & Rava, 1994).

Os dados obtidos nesta avaliagdo podem ser visualizados na Tabela 7.
Pode-se observar que houve diferenca genética significativa 1% de
probabilidade entre as linhagens. A eficiéncia do latice foi 3,66% superior ao
bloco completo. A baixa eficiéncia do latice ¢ um bom indicativo, pois, mostra

que a distribuicdo do inoculo no campo foi uniforme.

TABELA 7 Resumo da andlise de variancia individual para mancha-angular,
avaliado na safra da seca/2006 em Lavras.

Estimativas Seca/2006

N° de linhagens 100

QM linhagens 2,92%*
Média 4,34

Média testemunha 5,66

Eficiéncia do latice (%) 103,66
CV (%) 22,43
h? (%) 67,55
h? ! 54,23
h” ' 77,35

** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
'LI e LS, Limites do intervalo de confianga para h?, com 5% de probabilidade.
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O coeficiente de variagdo, o qual mede a precisao experimental, foi
ligeiramente superior ao obtido por Pereira (2003), porém, viabilizando a
deteccdo de heterogeneidade entre as linhagens.

A estimativa de herdabilidade foi alta para o carater, estando de acordo
com os resultados obtidos por Couto et al. (2005), Pereira et al. (2004) e Silva et
al. (2006), sugerindo a possibilidade de sucesso com a sele¢do das familias mais
resistentes.

Quando foi comparada a média das linhagens e a da testemunha,
observou-se que as linhagens tiveram uma média ligeiramente inferior,
demonstrando existirem linhagens com maior nivel de resisténcia. Este resultado
foi semelhante ao obtido por Silva (2005), ficando demonstrada a suscetibilidade
da cultivar Talisma a mancha-angular. Uma possivel causa dessa resisténcia é a
presenca nas linhagens de um alelo dominante de resisténcia, proveniente do

genitor H147, derivado da linhagem ESAL 696 (Vieira, 2004).

4.5 Ganhos com a selecéo e correlagéo entre os caracteres

Para estimar o ganho com a selegdo e a correlagdo entre os caracteres,
foram utilizados os dados obtidos na safra da seca/2006, na qual utilizaram-se
100 linhagens. Nao foram utilizados os dados da andlise conjunta devido a
selecdo realizada.

Considerando a sele¢do das quatro melhores linhagens para tipo de gréo,
produtividade e mancha-angular, separadamente (selecdo direta), observaram-se
ganhos elevados para todos os caracteres (Tabela 8), semelhante aos obtidos por

Couto et al. (2005), Parrella (2006), Pereira et al. (2004) e Silva et al. (2006).
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Quando foram considerados todos os caracteres em conjunto, foi adotado
como critério as quatro linhagens (70, 71, 126 e 171) que apresentaram melhores
valores primeiramente para tipo de graos, seguido de reacdo a mancha-angular e,
por ultimo, produtividade. Este critério foi adotado, pois, nas fases iniciais de
avalia¢do, maior aten¢do deve ser dada a caracteres com maior herdabilidade
(Ramalho et al., 1993).

Podem-se observar ganhos com o tipo de grdo e resisténcia a mancha-
angular, porém, houve uma redugdo no ganho com a produtividade. Ganhos com
a produtividade podem ser mais bem estimados quando se utilizam experimentos
em varios locais e em geracdes mais avangadas, devido ao fato de esse carater
ser muito influenciado pelo ambiente. Dessa forma, a interagdo genotipos X
ambientes pode ser mais bem estimada, dando maior confiabilidade aos
resultados (Ramalho et al., 1993). Porém, pode-se notar que ha ampla
variabilidade para produtividade de grios, como constatado na analise de
variancia, a qual pode ser mais bem observada na distribuicdo de freqiiéncia de
produtividade de grios (Figura 2). A selecdo baseada em um unico carater
(selecdo direta), como a utilizada para estimar o ganho com a selecdo no
primeiro caso, tem se mostrado inadequada, pois conduz a um produto final
superior apenas quanto ao cardter considerado, ndo tendo um desempenho

favoravel para os outros caracteres.

TABELA 8 Estimativas de ganho esperado com a sele¢do das quatro linhagens
de maior expressdo para produgdo (kg/ha), tipo de graos (notas) e
reagdo a mancha-angular (notas).

Estimativa Producéo Tipo de grdos  Reacdo a mancha-angular
GS' 221,70 (10,62%) -0,22 (8,60%) -1,23 (28,34%)
GS? -75,89 (-3,63%) -0,20 (7,81%) -0,47 (10,83%)

" Ganho com a selegio de 4 em 100 linhagens (4%), selecio para cada carater.
? Ganho com a sele¢do de 4 em 100 linhagens (4%), selegdo considerando todas
as caracteristicas em conjunto.
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Assim, a selecdo simultanea, como a realizada no segundo caso, mostra-
se mais eficiente, por aumentar a chance de éxito em um programa de
melhoramento (Cruz e Carneiro, 2003). Porém, nota-se que ha uma reducéo nos
ganhos com a selegdo, fato também constatado por Couto (2005), Parrella
(2006), Pereira (2003), Silva (2005). Isso pode ser devido a uma correlacdo
desfavoravel entre os caracteres avaliados. Para verificar a presenga dessa
correlacdo, foram estimadas as correlagdes fenotipicas entre os caracteres
(Tabela 9). Verificou-se que ndo ha correlagdo entre os caracteres, indicando
assim a possibilidade de sele¢@o de linhagens que sejam superiores em todos os

caracteres avaliados.
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FIGURA 2 Distribuicdo de freqiiéncia das linhagens para a producdo na safra
da seca /2006.
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TABELA 9 Correlagdes fenotipicas entre os caracteres avaliados.

Caracteres Correlacdo Probabilidade
Produtividade x tipo de gréo 0,124™ 0,219
Produtividade x mancha-angular 0,161™ 0,110
Tipo de grio x mancha-angular 0,007" 0,945

™ Nao significativo pelo teste t.

4.6 Analise conjunta para producao e tipo de grao

Na Tabela 10, estdo representadas as analises conjuntas para produgio e
tipo de grdo das 24 linhagens superiores. Para a producdo de graos, as fontes de
variacao safras e interagdo safras x linhagens foram significativas a 1% e a fonte
linhagens a 5%. Isso confirma a presenca de diferengas genéticas entre as
linhagens. Nota-se que a média das linhagens ¢ inferior & média da testemunha
(Talisma). Isso ocorreu, provavelmente, porque o genitor Bl possui baixo
potencial produtivo, embora tenha um tipo de grao semelhante ao Carioca, sendo
portadora do alelo de resisténcia a antracnose Co-4. Entretanto, a diferenga entre
as linhagens indica a possibilidade de selecdo de algumas superiores, em
produtividade de graos (Tabela 11). Por exemplo, considerando a produtividade,
tipo de grdos e a presenca da pirdmide de alelos Co-4/Co-5, destacaram-se as
linhagens 1, 71, 126 e 169.

Outro fato importante ¢ que, se forem comparados os desempenhos das
quatro melhores linhagens (1, 71, 126 e 169) com base na média das avaliagdes
(Tabela 11), com as quatro selecionadas (70, 71, 126 e 171) na safra anterior
(seca/20006), trés continuam com desempenho superior, mostrando, assim, a

eficiéncia em se realizar uma selecdo com as caracteristicas avaliadas em
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conjunto. Apenas a linhagem 70 exibiu menor produtividade, porém, ndo deve
se esquecer que este carater ¢ muito influenciado pelo ambiente e que a selegdo
foi baseada apenas em uma Unica avaliagdo.

Com relagdo a mancha-angular, nota-se que, as duas sele¢des realizadas
tanto na média das avaliagdes quanto na safra da seca/2006, tiveram nota médias
inferior a da testemunha, ficando em 4,55 e 3,65 respectivamente,
demonstrando, assim, a eficiéncia na sele¢cdo. O valor mais elevado de 4,55,
obtido na selecdo realizada na média das avalia¢des, foi devido a linhagem 1,
que se mostrou suscetivel a mancha-angular, porém, ela apresenta boa
produtividade e a segunda melhor nota para tipo de grao além da pirdmide de
alelos Co-4/Co-5.

Para o carater tipo de grio, houve diferengas significativas, a 1% de
probabilidade, para as fontes de variacdo safra e linhagem, confirmando que ha
possibilidade de ganho com a seleg@o. Na fonte de variagdo safras x linhagens, a
interagdo foi ndo significativa, indicando que este carater ¢ pouco influenciado
pelo ambiente. Esse é um resultado favoravel, pois indica que o comportamento
das linhagens é coincidente nas diferentes safras. Resultado semelhante foi
obtido por Pereira (2003), demonstrando que este carater ¢ pouco influenciado
pelo ambiente. Pode-se observar a tendéncia da média das linhagens ser inferior
a da testemunha para tipo de grdo, tendo 100% das linhagens nota inferior a da
testemunha. Quanto a média para producgdo, a testemunha teve melhor
desempenho, porém, ha 16,67% das linhagens com produtividade equivalente a
da testemunha.

Quando realizado o teste de médias (Skott-Knot), as melhores linhagens
ndo diferiram da testemunha para producdo a 5% e tipo de grdo, a 10% de

probabilidade (Tabela 11).
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TABELA 10 Resumo das andlises de varidncia conjunta para produgdo e tipo

de grao.
~ Tipo de gréo
Fontes de Variagéo Produgdo (kg/ha) p(notag
GL QM GL QM
Safras (S) 3 37849584,3%* 2 0,6192%**
Linhagens (L) 24 346294,556* 24 0,1677**
SXL 72 352506,4** 48 0,0744™
Erro médio 436 208746,9 388 0,077
Média - 1980,71 - 2,27
Média da testemunha - 2256,25 - 2.64
CV (%) - 18,34 - 7,7

* e ** Significativo, a 5% e 1% de probabilidade, pelo teste F.
" —ndo significativo, pelo teste F.
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TABELA 11 Mg¢édias ajustadas de producao, tipo de grao e alelos de resisténcia
presentes nas linhagens.

. Produgéo Tipo de gréos Reagao a Alelos de
Linhagens 1 2 mancha- NSV
(kg/ha) (nota) resisténcia
angular
1 2165,50 a 2,00 b 5,70 a Co-4, Co-5
7 214250 a 2,30 a 4,10 b Co-4, Co-5
28 2224,00 a 2,22 b 6,80 a Co-4, Co-5
41 1990,00 a 2,19 b 6,31 a Co-4, Co-5
49 1116,25 C 2,39 a 3,30 b Co-4
70 1632,00 b 2,23 b 238 b Co-4
71 2058,50 a 1,93 b 3,69 b Co-4, Co-5
79 1797,50 b 2,35 a 444 b Co-4
83 1696,50 b 2,19 b 4,00 b Co-4
96 1756,50 b 2,30 a 3,65 b Co-4
159 2070,50 a 2,34 a 412 b Co-4, Co-5
104 1884,75 b 2,27 a 345 b Co-4
107 2275,00 a 2,16 b 373 b Co-4
115 2321,00 a 2,39 a 5,12 a Co-4, Co-5
123 1902,50 b 2,46 a 452 b Co-4, Co-5
125 157450 b 2,35 a 3,46 b Co-4, Co-5?
126 2038,50 a 2,07 b 4,15 b Co-4, Co-5
141 201725 a 2,32 a 529 a Co-4, Co-5
160 182525 b 2,40 a 5,63 a Co-4, Co-5?
167 2020,00 a 2,24 b 423 b Co-4, Co-5
168 176725 b 2,18 b 3,58 b Co-4, Co-5?
169 2332,00 a 2,19 b 469 b Co-4, Co-5
171 2408,00 a 2,29 a 438 b Co-4, Co-5
180 224700 a 2,29 a 451 b Co-4, Co-5
Talisma 2256,00 a 2,64 a 5,63 a -

Médias seguidas da mesma letra sdo do mesmo grupo, pelo teste de Scott Knot
(' =5% e =10%); ? indica a possibilidade de as linhagens terem ou ndo o alelo
de resisténcia Co-5.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel identificar 14 linhagens que possuem a pirdmide de alelos.
Dentre estas, quatro linhagens se destacaram, pois, além de possuirem a
piramide de alelos, apresentaram também caracteristicas aceitdveis pelo
consumidor e produtor, ou seja, graos tipo carioca, com boa produtividade e trés

delas com maior nivel de resisténcia a mancha-angular.
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