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RESUMO

COUTO, Mansuémia Alves. Sele¢do de linhagens de feijao tipo carioca com

resisténcia a antracnose e a mancha angular. Lavras: UFLA. 2005 72p.
(Dissertagcdo — Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).*

Na obten¢ao de novas cultivares de feijdo resistentes a patdgenos, outros
fenotipos de interesse agrondomico devem ser considerados para atender a
preferéncia do consumidor e do produtor. O presente trabalho teve como objetivo
identificar linhagens de feijao que reunam, além da resisténcia a antracnose, alta
produtividade, graos tipo Carioca, resisténcia & mancha angular e porte arbustivo.
O material experimental constituiu de 153 linhagens selecionadas dentro de cinco
familias provenientes de retrocruzamentos. O genitor doador G2333 ¢é portador
da piramide de alelos de resisténcia a antracnose (Co-4°, Co-5 e Co-7). Os
genitores recorrentes ESAL 696 (resistente 2 mancha angular e antracnose) ¢ CI
140 possuem caracteristicas agrondmicas favoraveis. As linhagens foram
avaliadas em trés safras, inverno/2003, seca/2004 ¢ inverno de 2004, e
conduzidas em trés locais da regido Sul de Minas Gerais, Ijaci, Lavras e Lambari,
sendo avaliadas as 153 linhagens, mais 16 testemunhas, na safra de inverno de
2003 em Lavas; 120 linhagens e a testemunha Talisma, na safra da seca de 2004
em ljaci e Lavras, e finalmente, 48 linhagens, mais a testemunha Talisma em
Lavras e Lambari. Foram avaliados os caracteres producao, porte, tipo de grao,
peso de cem sementes e resisténcia a mancha angular e a antracnose. A
resisténcia a antracnose foi verificada por meio de inoculagdes com as ragas
2047, 1545 e 81 e também com o uso de um marcador molecular SCAR ligado
ao alelo Co-5. Foi possivel selecionar linhagens que reuniram alta produtividade,
tipo de grao semelhante ao da cultivar Carioca, porte mais arbustivo e resisténcia
a antracnose devido a piramide de alelos Co-5 e Co-7, bem como algumas
linhagens portadoras do alelo Co-4" e dos alelos individuais Co-5 ¢ Co-7. O
marcador SCAR nao foi eficiente para realizar sele¢do de gendtipos portadores
do alelo Co-5, dentro do conjunto de linhagens avaliado, devido a distancia entre
eles e o procedimento usado na sele¢do. Nao foram identificadas linhagens com
alta resisténcia a mancha angular.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — Universidade Federal de Lavras (UFLA)



ABSTRACT

COUTO, Mansuémia Alves. Selection of Carioca-type common bean lines
resistant to anthracnose and to angular leaf spot. Lavras: UFLA, 2005 72p.
(Dissertation — Master Program in Genetic and Plant Breeding)*

The common bean improvement aiming to obtain pathogen resistant
cultivars, and suitable agronomical traits must also be considered for assuring its
use by farmers and consumers. The objective of the present work was to select
common bean lines resistant to anthracnose and angular leaf spot, high yield,
Carioca-type grain and upright plant habitat. One hundred and fifty three lines
were selected within five segregating families derived from backcrosses. G2333
was the donor parent of a pyramid of alleles for anthracnose resistance (Co-4°,
Co-5 e Co-7), and the recurrent parents were lines ESAL 696 (resistant to angular
leaf spot and anthracnose through the Co-5 allele) and CI 140 that have ideal
agronomical traits. The lines were evaluated and selected in three seasons in the
following way: 153 lines plus 16 checks in the winter of 2003; 120 lines plus cv.
Talisma cultivars as checks in the dry season of 2004 in two locations (Ijaci and
Lavras); and finally, 48 lines plus the cheek Talisma in two locations (Lavras and
Lambari). Grain yield, plant and grain type, 100-seed weight and resistance to
angular leaf spot (natural incidence) and anthracnose (inoculatiou of races 2047,
1545 and 81) were evaluated. The SCAR marker linked to the Co-5 allele was
also used for selection. Lines with high grain yield, Carioca-type grains, upright
plant habitat, and anthracnose resistance with the pyramid Co-5 and Co-7, some
with Co-4° or Co-5 or Co-7 were selected. The SCAR marker was not efficient
for selecting lines with Co-5 allele due to the high distance between the marker
and the allele and also the procedure used for selection. Only lines with mild
resistance to angular leaf spot were identified.

*Guidance Comittee: Jodo Bosco dos Santos — UFLA (Major Professor)



1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) assume um grande valor
social, uma vez que constitui a base da alimentagdo da populacgdo brasileira, além
de gerar empregos, requerendo bastante mao-de-obra durante todo o ciclo,
principalmente no momento da colheita.

A produg@o nacional de feijdo supera trés milhdes de toneladas, com
produtividade média de 700 kg/ha. Na safra de inverno, que € a mais tecnificada,
obteve-se produtividade média de 2.480 kg/ha (CONAB, 2004). No entanto, a
cultura ¢ afetada por inimeros fatores de origem tanto bidtica como abiotica.
Dentre os fatores bioticos destacam-se as doengas como antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib.) e mancha angular
(Phaseoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr.), que reduzem a produtividade e,
conseqiientemente, a oferta desta leguminosa no mercado.

Estas doengas ocorrem em toda a parte aérea da planta e, além de
diminuir o rendimento da cultura, depreciam a qualidade do produto. Podem ser
controladas pelo uso de praticas culturais, controles quimicos e pela resisténcia
das plantas. O emprego da resisténcia genética tem merecido especial destaque
dentro de um sistema integrado de controle a doencas, pois ndo onera custos e
ndo ¢ perigoso para a natureza, para o agricultor e para o consumidor. Entretanto,
a capacidade de variacdo patogénica dos fungos tem dificultado este trabalho,
tornando imperativo manter atualizado seu conhecimento para, mediante a
exploracdo da variabilidade existente no feijoeiro comum, obter novas cultivares
resistentes (Rava et al., 1994).

E de suma importancia introduzir novas fontes de alelos de resisténcia e
obter cultivares que possuam mais de um alelo de resisténcia, isto é, uma

piramide de alelos para que elas fiquem protegidas de um grande nimero de



racas e possuam resisténcia mais duradoura (Mendonga,1996). No entanto, para
a construcdo da pirdmide de alelos de resisténcia, uma dificuldade é a ndo
disponibilidade de um conjunto de racas que permita identificar todos os alelos
de resisténcia que venham a ser piramidados em uma tUnica linhagem. Essa
dificuldade pode ser contornada com o uso de marcadores moleculares.

Varios marcadores dos alelos de resisténcia ja foram identificados,
principalmente para antracnose (Young et al., 1998; Alzate-Marin et al., 2001a;
Queiroz et al, 2004). Um dos alelos mais importantes é o Co-4°, presente na
cultivar G2333 (Young et al., 1998), por conferir resisténcia a todas as racas
identificadas no Brasil (Alzate-Marin & Sartorato, 2004).

Outro problema encontrado no uso da maioria das fontes de resisténcia ¢
o fato de elas ndo serem adaptadas e possuirem caracteres indesejaveis sob o
ponto de vista agrondmico e comercial. Com isso, torna-se necessario o emprego
de retrocruzamento, visando a reducdo da freqiiéncia de alelos desfavoraveis da
linhagem doadora e que seja mantido o alelo de interesse.

O programa de melhoramento de feijoeiro da Universidade Federal de
Lavras dispde de populagdes originadas de retrocruzamento, no qual fez-se a
transferéncia da piramide de alelos contra a antracnose, presente na linhagem nao
adaptada G2333, para linhagens com graos tipo carioca ¢ adaptadas (Hagiwara,
2001). A partir dessas populagdes tem-se avaliado e selecionado linhagens
promissoras que contém pirdmide de alelos para resisténcia ao C.
lindemuthianum e que retnam outros fendtipos agrondmicos desejaveis (Pereira,
2003).

Diante deste contexto, o presente trabalho teve como objetivos: i)
Identificar, entre as linhagens de feijoeiro oriundas de um programa de
retrocruzamento, algumas com pirdmide de alelos de resisténcia a C.

lindemuthianum presentes na cultivar G2333; ii) Selecionar linhagens de



feijoeiro que reunam, além da resisténcia a antracnose, alta produtividade, graos

tipo Carioca, resisténcia a mancha angular e porte ereto.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CULTURA DO FEIJAO NO BRASIL E EM MINAS GERAIS

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) constitui importante fonte de proteinas,
carboidrato e ferro, principalmente para a populagdo brasileira de baixa renda.
Além disso, apresenta expressiva importancia econdmico-social, pois demanda
muita mao de obra, principalmente na ocasido da colheita, constituindo, assim,
uma das principais fontes de trabalho no meio rural ¢ mesmo urbano em
determinadas regides do pais. Estima-se que esta cultura utilize cerca de sete
milhdes de homem/dia-ciclo de produgdo, envolvendo 295.000 produtores,
considerando apenas o Estado de Minas Gerais (Borém & Carneiro, 1998).

E cultivado em praticamente todos os estados brasileiros, principalmente
no Parana, Minas Gerais, Bahia, Sdo Paulo e Goias, representando,
conjuntamente, mais de 50% da produgdo. A estimativa de area plantada com a
cultura do feijdo no pais, para safra 2004/2005, ¢ de aproximadamente 4,2
milhdes ha, considerando as trés safras. Estima-se uma producao superior a trés
milhdes de toneladas para o ano de 2005 (CONAB, 2004).

Parte da producdo ¢é obtida por produtores pouco tecnificados, que
reservam determinada quantidade da producgdo para seu sustento e vendem o
excedente. Isso contribui para que esta seja uma cultura estigmatizada, pouco
competitiva em relagdo a outras culturas. Apesar da forte concorréncia de
produtos mais voltados para o mercado externo, o feijao continua numa posi¢ao
de destaque no agronegdcio brasileiro, pois, no periodo de 1990 a 2002,
respondeu por 5,2% da renda agricola total, sendo o oitavo produto em renda
(Ferreira et al., 2002).

No Brasil, o feijdo pode ser cultivado em trés épocas distintas: i) safra

das “aguas”, com plantio concentrado nos meses de outubro e novembro; i) safra



da “seca”, com plantio nos meses de fevereiro a margo; e iii) safra de “inverno”,
com plantio irrigado de abril a agosto. As safras das “4guas” e da “seca” sdo
cultivadas de forma tradicional, por pequenos e médios agricultores, muitos
ainda utilizando sistemas consorciados e baixo nivel tecnolégico. Em
contrapartida, o cultivo de “inverno” ¢é praticado, na sua maioria, por produtores
que se enquadram como empresarios agricolas, utilizando alta tecnologia
(Araujo, 1998). A crescente incorporagdo de areas irrigadas ao processo
produtivo tem reduzido os problemas de abastecimento, pois houve maior
estabilidade na quantidade ofertada e nos pregos.

Minas Gerais ocupa o segundo lugar no ranking nacional de producao de
feijao, totalizando 453,8 mil toneladas (CONAB, 2004). E um dos principais
polos de producdo da safra de inverno. O estado produz 15% do grao produzido
em todo o ano, ocupando uma area plantada de 10,17% do total das areas
plantadas brasileiras, considerando as trés safras em conjunto. Como tem
ocorrido no restante do pais, o feijdo irrigado vem aumentando sua importancia
na safra mineira.

Apesar de a cultura ter essa importancia, o consumo per capita de feijao
no Brasil reduziu 22,4% nos ultimos anos. As possiveis causas da redugdo do
consumo desta leguminosa nas ultimas décadas foram o éxodo rural, com
alteragdes dos padrdoes de consumo da populagdo priorizando alimento de
preparo rapido, a redugdo do prego de outras fontes protéicas, a instabilidade de
oferta do produto. Uma das principais causas da baixa produtividade da cultura e
instabilidade de oferta do produto ¢ a ocorréncia de varias doengas,
principalmente porque a maioria das cultivares utilizadas no Brasil corresponde
aquelas com tipo de grio semelhante ao da cultivar Carioca, que € suscetivel a

maioria dos patdgenos importantes (Ramalho & Abreu, 1998).



2.2 ANTRACNOSE

A antracnose do feijoeiro comum, causada por Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., ¢ uma das doencas de maior
importancia econdmica desta cultura, afetando as cultivares suscetiveis
estabelecidas em localidades com temperatura moderada a fria ¢ alta umidade
relativa. Mais precisamente, a doenca desenvolve-se melhor entre as
temperaturas de 13° C e 27° C, com um 6timo em 17° C e alta umidade (Crispin
etal., 1976).

Na sua forma assexual, o agente causal da antracnose, o fungo C.
lindemuthianum, pertence a classe dos Deuteromicotina e a ordem
Melanconiales. Na forma sexual, é conhecido como Glomerella cingulata f. sp.
phaseoli, pertencendo a classe dos Ascomicotina e a ordem Diaportales (Kimati,
1995).

O patdgeno sobrevive de uma estagdo a outra ou de um cultivo a outro
como micélio dormente dentro do tegumento da semente, nas células dos
cotilédones, na forma de esporos, ou em restos culturais. A transmissao a longa
distancia ¢ realizada pela semente contaminada e, a curta distancia, pelos
respingos da agua de chuva, insetos, animais, homem e implementos agricolas
(Sartorato et al., 1996).

Os sintomas de antracnose aparecem em todos os 6rgdos aéreos da planta
e raramente nas raizes. As lesdes formadas no hipocétilo atingem consideraveis
tamanhos, comeg¢ando por uma pequena mancha que cresce gradualmente no
caule, no sentido longitudinal. Posteriormente estas lesdes tornam-se deprimidas
e de coloragdo marrom-escura. No peciolo e no caule as lesdes sdo ovaladas e
deprimidas, adquirindo coloragdo escura. Nas folhas, as lesdes ocorrem

inicialmente na face abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas manchas de



cor pardo-avermelhada, as quais, posteriormente, tornam-se de cor café-escura a
negra (Chaves, 1980).

Sintomas mais tipicos da doenga ocorrem nas vagens, sendo as lesdes

arredondadas, deprimidas, de tamanho variavel, apresentando o centro claro
delimitado por um anel negro levemente protuberante, o qual se acha geralmente
rodeado por uma borda de cor café-avermelhada (Kimati, 1995).
Quanto mais precoce for o aparecimento desta doenga no feijoeiro, maior podera
ser a reducdo na produgdo. As perdas podem atingir 100% quando sao utilizadas
sementes contaminadas e as condi¢des de ambiente forem favoraveis ao seu
desenvolvimento (Sartorato & Rava, 2002).

Em Minas Gerais, a antracnose causa perdas consideraveis,
particularmente nas regides Sul e Zona da Mata, onde as condigdes climaticas
favorecem o desenvolvimento do fungo (Vieira, 1998).

O controle da antracnose via resisténcia ¢ amplamente viavel porque
existem varios genes independentes no feijdo e, em cada, um ou mais alelos
conferem resisténcia a varias ragas, conforme apresentado na Tabela 01 (Young
& Kelly, 1996; Balardin et al., 1997; Young et al., 1998; Melotto & Kelly, 2000;
Alzate-Marin et al., 2001b; Gongalves-Vidigal et al.; 2001; Alzate-Marin et al.,
2002; Tomazella et al., 2002; Vidigal et al., 2003; Vidigal Filho et al., 2004).

A resisténcia a antracnose no feijoeiro comum ¢ condicionada por nove
genes principais independentes. De acordo com Kelly & Vallejo (2004) os genes
Co-3/ Co-9 sdo na realidade alélicos. Geneticamente esta nomenclatura esta
errada, pois o usual seria utilizar o mesmo simbolo e diferencia-los por
sobrescritos, como, por exemplo, o Co-4/ Co-4°. Os alelos Co-2 ao Co-10 sdo de
origem Mesoamericana e apenas o loco Co-I ¢ de origem Andina. Desse
conjunto de alelos apenas o co-8 ¢ recessivo. Constata-se também a existéncia de

séries alélicas para os locos Co-1, Co-3 e Co-4



TABELA 1. Alelos de resisténcia a antracnose ¢ respectivas ragas por eles

controlados.
Alelo de Numero Resistente 3 1
Resisténcia de racas’ esistente as racas

Co-1 32 1,8,9,17,64,65,69,72,73,77,8185,89,93,96,97101,105,1
09,117,121,125,135,193,217,249,320,321,337,453,585

Co-I° 3 5,7,73

Co-I* 1 73

Co-1* - B}

Co-I’ - -

Co-2 28 1,7,23,17,55,64,65,67,69,71,81,83,85,86,87,96,97,101,
102,117,119,193,320,321,337,339,343,453

Co-3 8 1,7,8,17,23,31,55,137

Co-3’ - -

Co-4 43 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

Co-# 50 1,5,7,8,17,23,31,55,64,65,67,69,71,72,73,75,77,79,81,¢&
3,85,86,87,89,93,95,96,97,101,102,105,109,111,117,11
9,121,123,125,127,137,193,217,249,320,321,337,339
, 343,453,585

Co-4° 15 1,7,17,31,55,64,65,69,73,81,87,89,95,193,23,64

Co-5 43 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

Co-6 e co-8 * 49 1,7,8,17,23,31,55,64,65,67,69,71,72,73,75,77,79,81,8,
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

Co-7 9 1,7,17,55,65,73,81,89,193

Co-9 1 7

Co-10 4 73,79,81,89

" Considerando as 50 racas identificadas no Brasil até 2004. *Efeitos dos alelos
Co-6 e co-8, presentes na cultivar AB 136 considerados em conjunto.

Sete alelos de resisténcia t€ém sido mapeados para integrar o mapa de

ligag¢do do feijdo. O loco Co-1 foi encontrado no grupo de ligacdo B1; Co-2 no
B11; Co-3 no B4; Co-4 no B8; Co-6 no B7; ¢ Co-9 e Co-10 foram localizados no



grupo de ligacdo B4, mas ndo se encontram ligados. Em adi¢@o, verificou-se a
existéncia de co-localizagdo de genes de resisténcia de efeito maior e QTL
condicionando resisténcia parcial a antracnose. Marcadores moleculares ligados
a alelos Co de efeito maior tém sido reportados auxiliando na selegdo de
linhagens para o controle da doenga por meio da piramidagao de alelos (Kelly &

Vallejo, 2004).

2.3 MANCHA ANGULAR

A mancha angular, causada por Phaseoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr.,
no passado foi considerada uma doenca de pouca importincia para o feijoeiro
comum por ocorrer, principalmente, no final do ciclo da cultura e por acreditar-
se que causava poucos danos a produgdo. Entretanto, nas ultimas décadas, passou
a ser considerada uma das principais doengas desta leguminosa, sendo a ela
atribuidas as perdas de muitas lavouras (Sartorato & Rava, 1994). As razodes
desta mudanga deveram-se a expansao da cultura por praticamente todo o ano, na
maioria das regides, € ao plantio de materiais suscetiveis aliados a ambientes
favoraveis, proporcionando condi¢des ideais ao seu desenvolvimento e
permanéncia do indéculo no campo (Sartorato, 1989).

O agente causal desta doenca, o fungo Phaeoisariopsis griseola,
pertence a classe dos Deuteromicotina (forma assexuada), a ordem Moniliales ¢ a
familia Stilbaceae (Kimati, 1995). Este fungo sobrevive por um periodo de até
dezenove meses em residuos de cultura na superficie do solo, podendo
sobreviver também em sementes infectadas (Crispin et al., 1976). Seus principais
agentes de disseminag@o sdo as chuvas, os ventos (correntes de ar), as sementes €
particulas do solo infestadas.

Os sintomas ocorrem nas folhas, nas vagens, nos caules e nos ramos. Nas

folhas primarias as lesdes sdo aproximadamente circulares, com halos



concéntricos de cor castanho-escura, € nas folhas trifolioladas, as lesGes tém
formato angular, caracteristica que deu o nome a doenga. Quando as lesdes
atingem grande numero, coalescem, causando o amarelecimento das folhas e o
desfolhamento prematuro. Nos caules e ramos, as lesdes sdo alongadas, de
coloragdo castanho-escura. Nas vagens, as lesdes sdo inicialmente superficiais,
quase circulares, de colora¢do castanho-avermelhada e com bordas escuras
(Kimati, 1995).

Em estudos desenvolvidos por Sartorato & Rava (1992) foi determinado
que, no geral, para cada 10% de aumento na severidade da doenca, hd uma
reducdo da ordem de 7,9% no rendimento de graos.

No Sul do Estado de Minas Gerais depara-se com condi¢des
edafoclimaticas propicias a disseminag¢do e reproducao dos patdogenos causadores
da mancha angular e da antracnose. Com isso, estes patégenos podem causar
grandes perdas e inviabilizar o uso de cultivares suscetiveis. Diante desses
aspectos, a obtencdo de cultivares resistentes constitui a alternativa mais
eficiente para o controle da doenga. Isso porque praticamente ndo onera o custo

de producdo e, também ndo ¢ prejudicial a natureza e a satde do agricultor.

2.4 PIRAMIDACAO DE ALELOS DE RESISTENCIA COM O USO DE
MARCADORES MOLECULARES

Segundo Flor (1971), uma das maneiras mais eficientes para controle de
doengas em plantas é o desenvolvimento de cultivares com mais alelos de
resisténcia vertical de genes diferentes. Conseqiientemente, uma alternativa para
aumentar a vida util das cultivares seria construir piramide de alelos verticais
para cada patéogeno (Mendonga, 1996; Alzate-Marin et al., 2001b; Sartorato,
2002) ou utilizar a resisténcia horizontal.

Para a constru¢do de uma piramide de alelos existem duas dificuldades
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principais. A primeira é conseguir varios alelos verticais de resisténcia eficientes
para o controle do patdogeno nas principais regides produtoras. Para determinar
quais alelos verticais sdo eficientes para o controle da doenga em uma dada
regido ¢ necessario fazer um levantamento da populacdo do patdégeno e
identificar quais ragas sdo predominantes. Tal levantamento foi realizado nas
principais regides brasileiras produtoras de feijao (Alzate-Marin & Sartorato,
2004), desta forma ¢é possiveis identificar alelos de resisténcia, a antracnose, mais
promissores para uso no melhoramento do feijao no Brasil e suas respectivas
fontes (Alzate-Marin et al 2001b; Silvério et al., 2002; Kelly & Miklas, 1998;
Vidigal et al., 2003; Ferreira et al., 2003, Sartorato & Pereira, 2003).

A segunda dificuldade ¢ identificar a presen¢a de dois ou mais alelos de
resisténcia em um Unico genotipo. Especificamente para o controle do C.
lindemuthianum, em que os principais alelos conferem resisténcia a um grande
numero de ragas, torna-se necessario um conjunto de ragas diferenciadoras dos
alelos em aprecgo para que eles possam ser identificados em um unico genotipo.
Como todas as ragcas nao sdo disponiveis para serem usadas como
diferenciadoras de genes e algumas nem foram ainda identificadas, ¢ impossivel
ter certeza, de forma rapida, que dois ou mais alelos ocorrem em um Unico
genotipo utilizando os procedimentos normais de genética por meio da
inoculacdo (Young et al., 1998). A solucdo para esse problema ¢ a utilizagdo de
marcadores moleculares para a realizagdo de selecao indireta.

Os marcadores moleculares surgiram como uma grande contribui¢ao do
desenvolvimento das técnicas moleculares que permitem a analise do genoma.
Por meio deles é possivel analisar cada genétipo de interesse, possibilitando,
assim, a obten¢do de informacdes relativas a variabilidade existente, a
identificagdo de genotipos ou genes especificos e a associagdo entre marcadores

moleculares e caracteristicas fenotipicas.
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Os marcadores mais utilizados atualmente sdo baseados numa das
técnicas mais poderosa da biologia molecular, que ¢ a Rea¢do de Polimerizagdo
em Cadeia ou PCR (Polymerase Chain Reaction). Esta permite a sintese
enzimatica de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA. A reacao
ocorre em varios ciclos gerando uma amplificagdo do fragmento de DNA-alvo
em progressao geométrica. Cada ciclo envolve trés etapas: (i) desnaturacdo da
molécula de DNA; (ii) pareamento dos primer’ com seqiiéncias complementares
(anelamento) que flanqueiam o sitio-alvo; e (iif) sintese das novas fitas de DNA
a partir das extremidades 3’- OH livres dos primers (Guimardes & Moreira,
1999).

O RAPD ¢ uma variagdo da técnica de PCR que utiliza primer de dez
nucleotideos com seqiiéncia arbitraria. Este tipo de marcador possibilita a
detecgdo de apenas um alelo por loco, sendo que a presenga de uma banda no gel
identifica individuos homozigotos dominantes (AA) ou heterozigotos (Aa), nao
permitindo a distingdo entre eles. Por isso, os marcadores RAPD sdo
denominados marcadores dominantes (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Por outro
lado, a técnica de RAPD tem sido conhecida pela sensibilidade a muitos fatores
(tampao, concentracdo de MgCl,, ntmero de ciclos, Tag-polimerase,
concentracdo de DNA e termociclador) que limitam a sua reprodutibilidade,
principalmente entre diferentes laboratérios (Penner et al., 1993, citado por
Sartorato et al., 2000). O uso da técnica denominada Sequence Characterized
Amplified Region (SCAR) produz marcadores genéticos com grande
especificidade, o que soluciona, em parte, este problema.

O melhoramento assistido por marcadores, comparado aos métodos
convencionais, oferece maior eficiéncia e rapidez, principalmente se forem

utilizados marcadores genéticos intimamente ligados e flanqueando o alelo de

' primers sio oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de fita simples)
sintetizadas artificialmente e utilizadas como iniciadores da replicagdo da seqiiéna de
DNA desejada (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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interesse. Isto reduz o numero exaustivo de testes de patogenicidade, e
principalmente viabiliza a construgdo de piramides (Kelly & Miklas, 1998). Uma
vantagem adicional para o melhoramento do feijdo, visando a construgdo de
piramide de alelos para resisténcia a antracnose, ¢ o fato de a maioria dos alelos
de resisténcia mais importante ja estarem marcados e ja se ter informacao
disponivel dos primers que identificam os marcadores. Além disso, varios
marcadores RAPD ja foram convertidos para PCR (Polymerase Chain Reaction)
ou SCAR, o que os tornam mais precisos (Tabela 02). Assim, tais primers
podem ser utilizados para fazer a selecao indireta.

No caso da mancha angular, além de alguns alelos verticais j4 marcados
(Sartorato et al., 1999a; Sartorato et al., 1999b; Nietsche et al., 2000; Caixeta, et
al., 2003), marcadores QTL (Quantitative Trait Loci) t€m recebido uma especial
atengdo (Mello et al., 2002). O grande numero de ragas do agente causal desta
doenga propicia uma instabilidade da resisténcia vertical, aumentando a
importancia da resisténcia parcial e, conseqiientemente, a importancia do
mapeamento de QTL.

Esfor¢os vém sendo dedicados no isolamento da regido gendmica do
alelo Co-4’. Assim o fragmento de DNA parte do proprio alelo poderd se
utilizado como proprio marcador, eliminando a chance de recombinagdo e com

isso, garantindo maior sucesso com a selecdo indireta (Melotto et al., 2003).
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TABELA 2. Alelos de resisténcia a antracnose com as respectivas fontes de
resisténcia, origem da fonte e alguns marcadores moleculares

ligados.
Alelode  FONTE ORIGEM' PRIMER’ REFERENCIA
Resisténcia
Dark Red Kelly & Miklas,
ar| C
Co-1 Kldll’ley OF10530 (1 ,9) 1998
Melloto &
Co-I’ Kaboon sem relato Kelly, 2000
Melloto &
Co-I° Perry Marrow sem relato Kelly, 2000
Gongalves-
4 . Vidigal et al.,
Co-1 Widusa, AND227 sem relato 2003
Gongalves-
Co-I’ Widusa, AND227 sem relato Vidigal et al.,
2003
0Q41440(2,0) ;
Co-2 Cornell 49242 B3555uon(5.4)  elly & Miklas,
OH20 45, 1998
. Kelly & Vallejo,
Co-3 México 222 sem relato 2004
5 . Kelly & Vallejo,
Co-3 México 227 sem relato 2004
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“TABELA 2, cont.”

Alelode  FONTE ORIGEM'  PRIMER’>  REFERENCIA
Resisténcia
gfgggg* 00) Arruda et al.,
830 s . :
Co-4 TO, P45 M OPCO8s0 (9.7) 2000; Queiroz
SOCO8* etal., 2004
SAS13* Awale & Kelly,

OAS1350(0,0) 2001; Miklas &

5 OAL0974 (3,1)  Kelly, 2002; Silva
Co-4 G2333, SEL1308 M SHIS, s (4,27) & Santos, 2001
SBB14,0s0 (5,89)
OPL04(0.0)
OAH173 (12,3)
OPAZ04s60 (1,7)
Gongalves-Vidigal
Co-6 AB-136 M SAZ04* etal., 2001;
o Catrachita Queiroz et al., 2004
OPAZ20g4s
SAZ20*
0AK20g90(7,3)
Co-7 G2333 M sem relato Kelly & Vallejo,
2004
Co-8 AB 136 M OAZ2055y(2,2)  elly & Vallgjo,
2004
OB1255,(2,9)
Co-9 Widusa, Bat 93, M SAB12* Kelly & Vallejo,
o P1207262 OAH18;10(4,6) 2004
Co-10 Ouro Negro M sem Relato Alzate-Marin et al,

2001a
" Origem: Andina (A), Mesoamericana (M); Tamanho em Pares de Base,
Freqiiéncia de Recombinagao em cM; * marcador RAPD convertido em SCAR.

2/
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2.5 VARIABILIDADE PATOGENICA

Varios fendmenos sdo responsaveis pela variabilidade em fungos, entre
eles mutacdo, recombinacdo sexual, heterocariose, parassexualidade, transposons
e fatores citoplasmaticos, recentemente o polimorfismo cromossémico (PCr) foi
considerado, também, como fator responsavel pelo aumento da variabilidade. A
transferéncia de material genético entre varias estruturas do patoégeno, inclusive
entre conidios, tem sido relatada como mecanismo de ampliacdo da variabilidade
em Colletotrichum lindemuthianum (Rocca et al., 2003). Com isso surgem novos
alelos nas populagdes, os quais sofrem selecdo e sdo rearranjados gragas a
recombinagdo genética, havendo dispersdo destes alelos quando ocorrem
migragdes de individuos de um local a outro.

O fungo C. lindemuthianum possui ampla diversidade de viruléncia, o
que pode ser verificado pelo elevado ntimero de ragas fisiologicas existentes. O
primeiro relato a respeito da variabilidade de fungo foi feito por Barrus (1911) ao
observar que cultivares de feijdo se comportaram de formas diferentes quando
inoculadas com isolados de diferentes procedéncias, denotando a existéncia de
duas racas distintas do patogeno, as quais foram denominadas de Alfa e Beta.
Essas racas constituem um grupo de ragas Co jé identificadas (Rava et al., 1994).

Com a preocupacdo de padronizar o sistema de nomenclatura a fim de
facilitar comparacdes entre resultados de diferentes regides, Habgood (1970)
propds um critério que foi aprovado em reunido realizada no Centro
Internacional de Agricultura Tropical, em 1988 (CIAT, 1990). De acordo com
esta proposta, cada cultivar do conjunto de diferenciadoras recebe um valor igual
a 2"/, em que 2 é o niimero de classes de reagdes consideradas (resistente ou
suscetivel) e i € o nimero de ordem da cultivar. A reagcdo de resisténcia ou
suscetibilidade apresentada pelas cultivares recebe, respectivamente, os valores 0

ou 1 (Tabela 3). Assim, a identificacdo de uma raca é obtida pelo somatério dos
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valores das cultivares (32"') que se mostraram suscetiveis (Rava et al., 1993).
Neste método, as diferenciadoras devem ser utilizadas sempre na mesma ordem.
Este procedimento definido na referida reunido (CIAT, 1990) foi empregado em
varios trabalhos visando identificar racas de C. lindemuthianum (Rava et al.,
1993; Rava et al., 1994; Pastor-Corrales et al., 1995).

Com este procedimento realizaram-se andlises da variabilidade
patogénicas de C. lindemuthianum no periodo de 1994 e 2002 e identificou-se
um total de 50 racas no Brasil (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). Entre estas ragas, as mais freqiientes foram 65, 73, 81 e 87 (Alzate-Marin
& Sartorato, 2004). Resultado semelhante foi observado por Silva (2004). Este
autor identificou dezenove racas distintas entre 88 isolados oriundos do Parana,
Minas Gerais, Goias, Bahia, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Santa
Catarina, S3o Paulo, Distrito Federal e Costa Rica. Verificou-se que as racas 65,
81 e 73 apresentaram maior estabilidade em relag@o as demais, fato evidenciado
por sua maior freqiiéncia, observada neste levantamento e no levantamento dos

ultimos dez anos.
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TABELA 3. Cultivares, sistema binario ¢ valores das cultivares utilizadas na
identificagdo de ragas de Colletotrichum lindemuthianum (CIAT,

1990).
Cultivares em ordem de Sictorna Binrio Valor numérico das cultivares
utilizagdo
Suscetivel Resistente
1. Michelite 2° 1 0
2. Dark Red Kidney 2! 2 0
3. Perry Marrow 2? 4 0
4. Cornell 49-242 2} 8 0
5. Widusa 24 16 0
6. Kaboon 2° 32 0
7. México 222 20 64 0
8. P1207262 2’ 128 0
9. TO 28 256 0
10. TU 2° 512 0
11. AB 136 20 1024 0
12. G 2333 2! 2048 0

2.6 MELHORAMENTO PARA CARACTERES AGRONOMICOS

Na obtengdo de novas cultivares resistentes a antracnose e mancha
angular, outros fenotipos de interesse agrondmico também necessitam ser
considerados e os mais importantes sdo: i) tipo de graos aceitaveis pelo
consumidor, como aquele semelhante ao da cultivar Carioca com grao cor creme

clara com estrias marrom-claras, sem halo e ndo achatado; ii) porte ereto, o que
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evita perdas na colheita e favorece a colheita mecanizada; e iii) adaptacdo e alta
produtividade.

No entanto, as fontes de resisténcia em geral sdo cultivares mal
adaptadas as condicdes ambientais da regido e com vdrios fenotipos
indesejaveis. Assim, o meio mais viavel para transferéncia de alelos de
resisténcia ¢ o método de retrocruzamento, que tem por objetivo recuperar o
gendtipo do genitor recorrente, exceto para um ou poucos alelos insatisfatorios

que o melhorista procura transferir a partir do genitor doador (Fehr, 1987).

2.6.1 Tipo de graos

O feijao ¢ uma cultura que apresenta ampla variagdo de tamanho, forma,
cor e brilho de sementes. Como os caracteres relacionados ao grao tém grande
importancia na aceitacdo comercial de uma determinada cultivar, os melhoristas
tém dado atengdo a preferéncia regional por tipo de grao ao recomendar uma
cultivar. Em Minas Gerais, na Zona da Mata, a preferéncia recai sobre os graos
de cor preta, vermelha e do tipo Carioca. No alto Paranaiba e Tridngulo Mineiro,
os feijoes de cor roxa e amarela ocupam uma parcela do mercado, porém a
preferéncia € o tipo Carioca ocorrendo o mesmo nas demais regides do estado. O
feijdo carioca ¢ o mais cultivado em Minas Gerais e no Brasil (Ramalho &
Abreu, 1998).

A cultivar Carioca 80, criada pelo Instituto Agrondomico de Campinas em
1980, associou boa produtividade e tipo de grao carioca e possui o alelo Co-2 de
resisténcia a antracnose, porém apresenta halo de cor amarela e também
problemas de cozimento. As consumidoras associaram o problema do cozimento
com o halo amarelo, o brilho do grao e o fundo escuro; com isso, dificilmente

graos com esses fenotipos terdo boa aceitagdo no mercado.
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Outro carater associado a aceitagdo da cultivar do tipo Carioca é o
tamanho dos graos. A preferéncia é para graos de tamanho médio, isto €, cem
graos pesando de 23 a 25 gramas (Ramalho & Abreu, 1998).

Diante da grande demanda por feijdes do tipo carioca, sem os defeitos da
cultivar Carioca original, como suscetibilidade a antracnose, mancha angular e
arquitetura, os programas de melhoramento tém-se dedicado, na sua maioria, ao
melhoramento desse tipo comercial. Como a sele¢@o se baseia em tipo de gréo,
isso poderia contribuir para o estreitamento da base genética nesse grupo de
cultivares. No entanto, com o objetivo principal de introduzir novos alelos de
resisténcia a patdgenos e porte mais arbustivo, cruzamentos com outras fontes
vém sendo realizados, contribuindo para manter ampla a variabilidade genética

para varios caracteres.

2.6.2 Porte da planta

No que se refere ao porte, um dos seus componentes mais importantes €
o habito de crescimento. As plantas de habito determinado desenvolvem
inflorescéncia no apice da haste principal e das hastes laterais, sendo que o
florescimento ocorre do apice para a base (Santos & Gavilanes, 1998). No habito
indeterminado, os meristemas apicais da haste principal e das laterais continuam
vegetativos durante o florescimento, que ocorre da base para o apice. O habito de
crescimento pode apresentar quatro tipos: tipo I, plantas de crescimento
determinado e arbustivo; tipo II, plantas com crescimento indeterminado e guia
curta; tipo III, plantas de crescimento indeterminado e guia longa; e tipo 1V,
semelhante ao tipo III, porém com plantas mais voluveis e com internddios mais
longos.

Nas ultimas décadas tem-se dado énfase ao melhoramento da arquitetura

de plantas para que novas cultivares se aproximem mais do idedtipo (Adams,
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1982), isto é, que sejam de tipo II, com porte o mais ereto possivel e com maior
tolerancia ao acamamento. Com isso espera-se, sobretudo, que se facilitem os
tratos culturais, haja a possibilidade de colheita mecanizada, e se reduzam perdas
na colheita, com graos de melhor qualidade.

Em estudo do controle genético do carater verificou-se predominancia do
efeito aditivo, evidenciando a possibilidade de sucesso com a selecdo,
especialmente se esta for realizada apds a avaliagdo em algumas geracdes e/ou
ambientes (Teixeira et al., 1999).

Collicchio et al. (1997) realizaram trabalho com objetivo de verificar
ocorréncia de correlacdo entre porte da planta e tamanho de grao, ja que todos os
materiais cultivados disponiveis que apresentam porte ereto possuem sementes
pequenas. Estes autores observaram que ndo ha correlacdo entre a nota do porte e
o peso de 100 sementes, o que indica ser possivel selecionar plantas eretas com
qualquer tamanho de sementes. Os autores verificaram correlagdes positivas,
porém de pequena magnitude, entre arquitetura de planta (nota de porte) e
produtividade de graos. Ja a correlagdo entre o peso de 100 sementes e a
producao € positiva, podendo-se inferir que € possivel obter cultivares com porte
ereto, boa produtividade e qualquer tamanho de sementes.

Outro aspecto a ser considerado € o fato de as cultivares de porte ereto, e
principalmente com poucas hastes, serem geralmente menos produtivas do que
aquelas de habito de crescimento III, que acamam com maior freqiiéncia, porque
possuem maior numero de hastes mais largas. Assim, o principal objetivo ¢ a
selecdo de linhagens do tipo II, mas, com maior nimero de hastes mais curtas,
que corresponde a planta mais vigorosa, com potencial de produtividade

equivalente ao das cultivares tipo III.
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2.6.3 Produtividade de graos

Estudos sobre o controle genético da producdo e seus componentes
primarios em feijao, realizados por Santos et al. (1985), demonstraram que a
acdo génica aditiva ¢ predominante em relacdo & dominancia. Portanto deve-se
considerar o comportamento médio das cultivares ¢ das populagdes segregantes
para a sele¢do dos materiais a serem utilizadas nos programas de melhoramento.
Todavia, a produtividade ¢ um carater de baixa herdabilidade, ou seja, muito
influenciado pelo ambiente, ¢ nessa condicdo a selegdo sé sera eficiente se
associada a avaliacdes das familias com repetigdes.

Muitos melhoristas fazem a identificagdo de individuos e/ou familias de
constituicdo fenotipica superior visualmente. Como as diferencas a serem
detectadas entre individuos, especialmente para produtividade de graos, ndo sdo
expressivas, esse procedimento é questionavel. Silva et al. (1994) observaram
que a seleg¢do visual para produtividade de graos do feijoeiro identificou, em
média, apenas 7,8% das familias com melhor desempenho.

Na condugdo de um programa de melhoramento visando resisténcia a
doengas em condigdes de campo, a etapa de avaliagdo € crucial. Isso porque ela
depende de uma distribui¢do uniforme do patégeno e, sobretudo, dos critérios
utilizados pelo avaliador. Considerando que a correlagdo entre a produtividade
de graos e a nota dos sintomas € negativa e alta (Ramalho et al., 1993), espera-se
que familias mais produtivas sejam também as mais resistentes ao patéogeno e
prevalecam na regido. Em trabalho realizado por Abreu et al. (2003) constatou-se
que, sob alta severidade da doenga, a produtividade de grao foi um 6timo critério
seletivo para identificagdo de familias resistentes. Desse modo, & possivel
encontrar plantas produtivas e resistentes.

Considerando que praticamente em todos os programas de melhoramento

a produtividade é sempre o carater que recebe maior atencdo, os resultados
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obtidos por Abreu et al. (2003) evidenciam que mesmo ndo sendo efetuada a
selecdo para resisténcia a C. lindemuthianum, indiretamente isso ocorre, sem
custo adicional, pela identificagdo das familias mais produtivas, desde que o
experimento seja conduzido na presenga do patdégeno. Contudo, se o objetivo do
programa for selecionar linhagem totalmente resistente, somente a produtividade
de graos pode ndo ser um bom indicativo, pois cultivares que apresentam poucos
sintomas podem ndo ter a produtividade afetada. O critério seria interessante
apenas para descartar materiais altamente suscetiveis, pois nesse caso a

produtividade € drasticamente reduzida.

2.6.4 Consideracoes gerais

No melhoramento do feijoeiro por meio de hibridagdes sdo importantes
os procedimentos a serem adotados na selegdo de populacdes segregantes. Entre
os caracteres considerados, a cor de grdo € o que possui maior herdabilidade,
seguido do peso da semente, do porte da planta e da produtividade de graos.
Assim, durante a conducdo das populagdes segregantes, logo nas primeiras
geragdes, deve ser obtido um grande nimero de sementes para a sele¢do de tipo
de grao mais aceitavel.

Santos et al. (2001) verificaram que a selecao precoce para tipo de grao,
realizada na geracdo F,, ndo resultou na reducdo da média, nem da variancia
genética da produtividade de graos em geracdes mais avancadas e,
conseqiientemente, nao afetou o sucesso com o processo seletivo para esse
carater. Com isso, uma rigorosa sele¢@o para tipo de grdo nas geragdes iniciais
possibilita aos melhoristas concentrarem os seus esforcos na selecao de outros
caracteres apenas nas familias com grios comercialmente aceitdveis,

aumentando a chance de sucesso.
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Portanto, apds a selecdo para grao tipo Carioca realiza-se a seleg@o para
porte, que pode ser iniciada visualmente no momento de retirada das familias das
populagdes segregantes, e refinada nas primeiras avaliagdes experimentais.
Entretanto, nas avaliagdes das familias em experimentos com repeti¢des, a
sele¢do deve se basear principalmente na produtividade de gréos.

Em relacdo a seleg@o para resisténcia a patdogenos, se ela for monogénica
ou vertical, como no caso da antracnose, também deve ser praticada na primeira
geracdo segregante, juntamente com o tipo de grdo. Assim, maiores esfor¢os
podem ser dedicados nas familias mais promissoras. Porém, se a resisténcia for
horizontal, que ¢ importante para mancha angular, maior atencao deve ser dada
durante a fase de avaliagdo de familias ou linhagens. Evidentemente, nas
geragdes mais avangadas novas selecdes para caracteres de alta herdabilidade
também devem ser realizadas, devido a segregagdo dos heterozigotos mantidos

nas sele¢des das geragdes iniciais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL EXPERIMENTAL

O material experimental constituiu-se de 153 linhagens oriundas de
retrocruzamentos entre o genitor doador G2333 e os genitores recorrentes ESAL
696 ¢ CI 140 (Hagiwara, 2001). Entre elas, 19 linhagens sdo provenientes de
uma familia segregante F4,RC; [(G2333 X ESAL 696) X ESAL 696] e 134
linhagens sdo provenientes de quatro familias segregantes F.,RC, {[(G2333 X
ESAL 696) X ESAL 696] X CI 140}.

O G2333 ¢ uma linhagem mexicana com varios fenotipos desfavoraveis,
tais como habito de crescimento IV, grdos vermelhos e sensibilidade ao
fotoperiodo. No entanto, essa linhagem ¢é portadora de uma piramide de alelos
que confere resisténcia a todas as racas de C. lindemuthianum que ocorrem no
Brasil (Co-4°, Co-5 ¢ Co-7). A linhagem ESAL 696 possui alguns fenétipos
favoraveis, como habito de crescimento II, graos semelhantes ao da cultivar
Carioca, resisténcia a P. griseola e é portadora do alelo Co-5 de resisténcia ao C.
lindemuthianum. A linhagem CI140 ¢ proveniente de um programa de selecdo
recorrente em andamento na UFLA e se destaca pelo excelente tipo de grao,
semelhante ao da cultivar Carioca, porém, possui habito de crescimento III e

suscetivel aos dois patogenos.

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Locais
Os experimentos de campo foram conduzidos na area experimental do
Departamento de Biologia (DBI) da UFLA, em Lavras, localizado na regido sul

de Minas Gerais a 910 m de altitude, 21° 14’ S de latitude e 45° 00> W de
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longitude; na fazenda experimental da EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais), em Lambari, também na regido sul do estado a
845 m de altitude, 21° 31” S de latitude e 45° 22° W de longitude e no municipio
de Jjaci, localizado a oito quilometros de Lavras e com 832m de altitude.

A extracdo e analise molecular de DNA foram realizadas no laboratorio
de genética molecular (DBI - UFLA). O preparo de indéculo de Colletotrichum
lindemuthianum foi realizado no laboratorio de resisténcia a doencas (DBI-
UFLA).

Todos os experimentos receberam adubagdo na semeadura com 300
kg/ha da férmula 8-28-16, mais 150 kg/ha de sulfato de amonio em cobertura. Os
experimentos foram irrigados por aspersdo quando necessario. Em todos os
experimentos o espacamento entre linhas foi de 50 cm e a densidade de
semeadura foi de quinze sementes por metro linear. Os demais tratos culturais

foram os normalmente utilizados para a cultura.

3.2.2 Safra de “inverno” de 2003

Avaliaram-se, em Lavras, 153 linhagens, sendo 134 originadas de quatro
familias F;4RC, {[(G2333 X ESAL 696) X ESAL 696] X CI 140}, dezenove de uma
familia F4,RC; [(G2333 X ESAL 696) X ESAL 696] e dezesseis linhagens

testemunhas, sendo quinze do programa de melhoramento de feijdo da UFLA

(Pereira, 2003), além da cultivar Talisma. O experimento foi conduzido em

delineamento latice quadrado simples 13 X 13, com duas repeti¢des e parcela de uma

linha de um metro.
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3.2.3 Safra da “seca” de 2004

Em Ijaci e Lambari foram avaliadas 120 linhagens, sendo 100
previamente selecionadas na safra de inverno de 2003, considerando
principalmente, tipo de grdo; 20 linhagens superiores provenientes da familia
F14RC, {[(G2333 X ESAL 696) X ESAL 696] X CI 140}, avaliadas na seca de
2003 por Ferreira & Santos (2003), e também a cultivar Talismd como
testemunha. Utilizou-se o delineamento de latice 11 X 11 com trés repetigdes e

parcela de duas linhas de dois metros.

3.2.4 Safra de “inverno” de 2004

Avaliaram-se, em Lavras e Lambari, 48 linhagens, as quais foram mais
promissoras na safra da seca do mesmo ano, e também a cultivar Talisma. O
delineamento utilizado foi o latice 7 X 7 com trés repeti¢des e parcela de duas

linhas de dois metros.

3.2.5 Caracteres avaliados

3.2.5.1 Reacao das linhagens a Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris

A avaliagdo da severidade da mancha angular foi realizada utilizando-se
diagrama de notas de um a nove, por meio de dois avaliadores. O grau um
representa auséncia de sintomas visiveis da doenga e o grau nove representa
mais de 80% de severidade da area foliar infectadas (Sartorato & Thung, 2002).

Essa avaliacdo, geralmente ¢ realizada nos experimentos da seca, pois
neste periodo o patégeno encontra condi¢des climaticas favoraveis para o seu

desenvolvimento.
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3.2.5.2 Tipo de grao

Para a avaliacdo de aspecto de graos adotou-se uma escala semelhante a
utilizada por Ramalho et al. (1998) e Santos (2001), com notas variando de um a
cinco, em que: 1- tipico grdo carioca, cor creme com estrias marrom-claras,
fundo claro, sem halo, grao ndo achatados; 2- graos tipo carioca com deficiéncia
em uma das caracteristicas mencionadas no padrdo; 3- grio tipo carioca com
deficiéncia em duas das caracteristicas mencionadas no padrio; 4- grio tipo
carioca com deficiéncia em trés das caracteristicas mencionadas no padrio; 5-
graos creme com estrias marrom-escuras, fundo escuro, com halo, graos
achatados.

Nas safras do ano de 2004 avaliou-se também o peso de cem sementes,
ja que a preferéncia para o consumo € para graos de tamanho médio, isto €, cem

graos pesando de 23 a 25 gramas (Ramalho & Abreu, 1998).

3.2.5.3 Porte da planta

A avaliag@o de porte foi realizada por meio de uma escala descritiva de
notas semelhante a proposta por Collicchio (1995), com notas variando de um a
cinco, em que: 1- habito I ou II, planta ereta, com uma haste e com inser¢ao alta
das primeiras vagens; 1,5- habito I ou II, planta ereta, com guia curta; 2- habito |
ou II, planta ereta, com algumas ramificagdes; 2,5- habito I ou II, planta ereta,
com algumas guias longas; 3- habito II ou IIlI, planta ereta, com muitas
ramifica¢des ¢ tendéncia a prostrado; 3,5- habito II ou III, planta semi-ereta,
pouco prostrada; 4- habito III, planta semi-ereta, medianamente prostrada; 4,5-
habito III, planta prostrada; 5- habito III, planta com entrends longos, muito

prostrada.
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Utilizaram-se médias de dois avaliadores na analise de variancia de cada

carater.

3.2.5.4 Produtividade de graos

A producdo de graos foi mensurada em g/parcela e, posteriormente,
transformada para kg/ha a fim de padronizar os dados, devido aos diferentes

tamanhos de parcelas utilizados.
3.3 ANALISE DOS DADOS DE CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

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

estatistico:

Yi=m+ rj+t; + bygyte

em que:

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

m: efeito fixo da média geral do ensaio;

rj: efeito aleatorio da repetigdo j, sendo (j=1, 2,..., J) assumindo rj~ N(O,Gzr);

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

by): efeito aleatorio do bloco k, na repetigdo j, sendo (k= 1, 2, ...,K) assumindo
como b;~ N (0,021,);

ejjx: efeito aleatorio do erro experimental, da parcela que recebeu o tratamento i,

no bloco k, dentro da repeti¢do j, assumindo e~ N(0,6%);

Posteriormente foi realizada a andlise conjunta por ambientes,

considerando as médias ajustadas dos 49 tratamentos comuns. Vale salientar que

29



inicialmente foi aplicado o teste de Bartlett, certificando-se, assim, da
homogeneidade de variancia do erro e indicando a possibilidade da realizacao
das andlises conjuntas (Ramalho et al., 2000). Todos os efeitos foram

considerados como fixos, exceto o efeito de blocos e o erro médio.

Yo=m+t+ar(ta);+&

em que:

?n. : média observada referente ao tratamento 1, no ambiente I;
m: média geral do experimento;

t;: efeito fixo do tratamentoi (i =1, 2,...,49) ;

a;: efeito fixo do ambiente 1 (1=1, 2,...,L);

(ta);: efeito fixo da interacdo entre o tratamento i € o ambiente I;

ey: erro experimental médio associado a observagdo Y, assumindo e; ~

N(0,6%);

Considerando o efeito de tratamento como fixo estimou-se o coeficiente
de determinagdo genotipico (h*), que indica quanto da variagio fenotipica
observada entre as médias dos tratamentos ¢ devida a causas genéticas. Esta
estimativa serd referda como herdabilidade (h*), restrita ao conjunto de
linhagens utilizado nesse trabalho. Estimaram-se, também, intervalos de
confianga segundo Knapp et al. (1985) para cada carater, considerando as

analises individuais e conjuntas.
As estimativas de herdabilidade foram obtidas por meio das expressoes:

2 o C g . .
h - (QM linhagens — QM erro efetivo)/ QM linhagenss para as anahses 1nd1v1duals,

2 ,1e .
h” = (QM jinhagens — QM erro medio) QM jinhagens, Para as analises conjuntas.
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Os estimadores para o célculo dos intervalos de confianga foram os
seguintes:
LI= { 1- [(QM linhagens /QM erro efetivo) F0,975; GL Ero; GL Linhagem]—l}
LS = {1' [(QM linhagens/QM erro efetivo) FO,OZSGL Erro; GL Linhagenr;l_l}

O ganho esperado com a sele¢do foi estimado por meio da seguinte

expressao:

GS(%) =ds . h*
em que:
ds: diferencial de selecdo que ¢ a diferenga entre a média das linhagens
selecionadas e a média geral do experimento;
A decomposicdo da interacdo linhagens por ambientes foi realizada
utilizando o seguinte estimador:
o’ 6= 0,5 (001'002)2+ 661062 (1-112);
em que:
OG1 Oga: representam o desvio padrdo dos gendtipos para o carater considerado,
nos ambientes 1 e 2, respectivamente.
r15: coeficiente de correlagdo entre o desempenho médio das cultivares nas duas

condigdes.

Foram estimadas as correlagdes fenotipicas para os caracteres avaliados

utilizando o programa computacional MSTATC.

31



3.4 IDENTIFICACAO DE LINHAGENS COM DIFERENTES ALELOS
DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE

3.4.1 Reacao das linhagens a Colletotrichum lindemuthianum.

A reagdo a antracnose foi avaliada considerando principalmente a reacao
do patogeno, a partir das inoculagdes nos estagios de seedlings.

A produgdo de indculo foi realizada colocando-se o fungo, proveniente
de cultura monospdrica, para multiplicar em vagens esterilizadas, parcialmente
imersas em meio de agar - agua (Pio-Ribeiro & Chaves, 1975), as quais foram
incubadas a 21-22°C, em auséncia de luz, durante oito a dez dias.
Posteriormente, a partir destes tubos preparou-se uma suspensao de conidios
adicionando-se agua destilada. Em seguida, esta foi coada através de tecido de
filo e armazenada em um becker esterilizado. A concentragdo dos conidios
presentes na suspensdo foi determinada em um hemacitometro, e diluida para a
concentracdo de 1,2x10° conidios ml™.

As linhagens foram semeadas em bandejas de isopor com 128 células,
contendo substrato plantimax. Utilizaram-se doze sementes de cada linhagem,
procedendo a inoculacdo dez dias apds a semeadura, quando as plantulas
apresentaram as folhas primdrias abertas, pulverizando a suspensdo de esporos
em ambas as faces das folhas. Posteriormente, as plantulas foram mantidas sob
condigdes de 100% de umidade por 24 a 48 horas, em cdmaras com doze horas
de luz alternadas por doze horas de escuro. Em seguida as bandejas foram
transferidas para casa de vegetacdo, onde permaneceram até o momento da
avaliacdo dos sintomas, a qual foi realizada oito a dez dias apds a inoculacdo,
considerando a incidéncia de doenca.

As linhagens foram inoculadas com as ragas 2047, 1545 e 81 de C.

lindemuthianum para identificar sua constituicdo genética quanto aos alelos de
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resisténcia. Também foi utilizado o marcador molecular SCAR para auxiliar na
identificagdo das linhagens com os alelos de resisténcia provenientes da cultivar
G2333, Co-7, Co-5 ¢ Co-4’ (Figura 1).

A inoculagdo com a raca 2047 foi realizada nas plantulas provenientes
dos graos colhidos do experimento do inverno de 2003. A raga 1545 foi
inoculada nas plantulas suscetiveis a raga 2047, oriundas dos graos colhidos na
safra da seca de 2004, e a raga 81 foi inoculada nas plantulas do experimento do

inverno de 2004.

Inoculacio com a raca 2047 (identificar linhagens com o alelo Co-4’):

!
| !

Resistentes: tem Co-4° Suscetiveis: ndo tem Co-4
Selecdo de plantas Inoculagio com Inoculagdo com
com alelos Co-5 e raca 1545 raca 81
Co-4° por meio de Resistentes: tém o Resistentes: tém o
marcador molecular Co-7 Co-5
(SCAR) Suscetiveis: ndo t€m Suscetiveis: ndo tém

Co-7 Co-5

Figura 1 Esquema de inoculagdes e uso de marcador molecular para
identificagdo da constituicdo genética das linhagens quanto aos
alelos de resisténcia a antracnose.
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3.4.2 Uso de marcadores moleculares para detec¢ao de piramide de alelos

de resisténcia

3.4.2.1 Extracao de DNA

De cada dez plantas por linhagem coletaram-se aproximadamente 2g de
folhas jovens para a extragdo de DNA, utilizando-se um procedimento
modificado de Rogers & Bendich (1988).

As folhas foram maceradas em almofariz com silica esterilizada,
juntamente com 10 ml de tampao de extracdo pré-aquecido a 65° C (0,2g de
brometo de cetiltrimetil-amoénio; 1ml de Tris 1M; 0,4ml de EDTA 0,5M; 0,82¢g
de NaCl; 0,1g de PVP (polivinilpirrolidona) 40.000; 8,6ml de agua pura) e 20ul
de 2-Bmercaptoetanol.

Em seguida o macerado foi mantido em banho-maria a 65° C por 30-40
minutos. Posteriormente foram adicionados 10 ml da solucao cloroférmio-alcool
isoamil (24:1), agitando lentamente, e em seguida o material foi centrifugado a
5.000rpm por 10 minutos, para separar a fase organica da aquosa. O
sobrenadante foi coletado e precipitado pela adigdo de 30 ml da solugdo alcool
95% : acetato de amodnio 7,5M (6:1) e mantido no freezer a -20° C por
aproximadamente 12 horas.

Apos a precipitagdo, os acidos nucléicos foram transferidos para tubos de
microcentrifuga tipo Eppendorf, centrifugados e secos. Em seguida, os 4cidos
nucléicos foram reidratados em tampao TE (200-300ul da solugdo Tris 1mM e
EDTA 0,1mM, pH 8,0). Foi realizada a segunda extragdo com cloroféormio:
alcool isoamil (24:1). O sobrenadante foi coletado e adicionado o triplo do seu
volume com a solucdo alcool 95% : acetato de sodio 3M (20:1) e mantido no
freezer por aproximadamente uma hora. Os acidos nucléicos precipitados foram

reidratados em tampao TE e em seguida procedeu-se a quantificagdo do DNA
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usando o fluorimetro Hoeffer Scientifica TKO 100 e, posteriormente, diluiu-se

para a concentracao de 10ng/pl, utilizada na rea¢do de PCR.

3.4.2.2 Analise de PCR

As reacdes de amplificacdo de PCR foram conduzidas em
termociclador Mastercycler Gradient Eppendorf 5331 versdo 2.3.

Para as analises com marcador SCAR utilizou-se o primer SAB03, que
amplifica um fragmento de DNA de aproximadamente 400pb e apresenta uma
freqliéncia de recombinacdo de 12,98% com o alelo Co-5 (Vallejo & Kelly,
2001). As reacdes de amplificagdo foram desenvolvidas em um volume de 16,47
pl. Preparou-se a reagdo com os seguintes componentes: 3.3 pl de DNA na
concentracdo de 10 ng/ul; dNTP 200 uM; tampdo de reacdo com os seguintes
constituintes: 50 mM de Tris-HCI; 20 mM de KCI; 4,1 ug de BSA; 164 ug de
Ficol; tartazine a 20 mM; 2 mM de MgCl,; primer na concentragdo de 0,4 uM,
para cada um dos primers; uma unidade de Tag polimerase. Cada reacdo foi
colocada em tubo de 200 ul com parede fina e imediatamente transferida para o
termociclador.

O termociclador foi programado para 32 ciclos, sendo cada um
constituido pela desnaturagdo a 94° C por vinte segundos, anelamento dos
primers a 62° C também por vinte segundo e elongamento a 72° C por quarenta
segundos. Apds os 32 ciclos promoveu-se o elongamento do DNA a 72° C por
mais quatro minutos.

Apos a amplificacdo os produtos da reacdo foram separados por
eletroforese, em gel de agar na concentra¢do 3% em tampao TBE (0,045M de
TRIS-Borato ¢ 0,001M de EDTA), a 100 volts por trés horas. Os fragmentos de
DNA foram corados em brometo de etideo a uma concentragdo de 0,5 pg/ml,

visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e as imagens foram
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capturadas na camara digital KODAK EDAS 290 e arquivadas através do
software KODAK 1D Image®©.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRODUTIVIDADE DE GRAOS

As linhagens avaliadas diferiram quanto a produtividade de grios em
todos os experimentos, exceto para a safra de inverno de 2003, em Lavras
(Tabela 4). Infere-se que as linhagens selecionadas ainda s3o geneticamente
divergentes, havendo chance de selecdo das superiores.

A precisdo experimental avaliada por meio do coeficiente de variacao
(CV), apresentou valores de 14,40% a 31,68%. Estas estimativas foram
superiores a relatada por Marques Jinior (1997), que encontrou CV médio de
20,7% para avaliagdo de linhas puras. Os maiores valores de CV foram obtidos
nos experimentos conduzidos na safra de inverno de 2003, em Lavras, e na seca
de 2004, em Lambari. O menor valor de CV foi observado no experimento de
Ijaci, onde foi realizada irrigacdo por pivo central. Nos demais experimentos a
irrigacdo deve ter sido mais desuniforme e contribuido para o maior erro
experimental. Além disso, na safra de inverno de 2003 verificou-se a maior
desuniformidade na irrigagdo por aspersdo devido a acdo do vento ocasionando
deriva e, provavelmente, a maior heterogeneidade na producdo das parcelas de
uma mesma linhagem. Verificou-se, também, incidéncia de ferrugem. Todos
esses fatores, aliado ao fato de a parcela ser constituida por uma linha de um
metro, contribuiram para um elevado coeficiente de variagao.

Bertolucci (1990) mostrou ser vidvel o uso de parcelas pequenas na
avaliacao de familias, contudo, a estimativa do coeficiente de variacdo sempre
foi maior nas parcelas de menor dimensdo, especialmente aquelas com uma
unica linha. Pode-se observar, ainda, que a maior média de produg@o ocorreu na
safra de inverno de 2003. O fato de se terem utilizado parcelas de apenas um

metro, separado nas extremidades por corredores de 0,50 m, provavelmente
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reduziu a competicdo entre as plantas quando comparadas com as condi¢des
convencionais de plantio, o que deve ter levado a uma superestimativa da
produtividade.

E notdria a existéncia de correlagio negativa entre valores de coeficiente

de variagdo e de herdabilidade, sendo esta ultima muito influenciada pela
precisdo experimental, haja vista que no denominador da expressdo esta contida
a variancia do erro. De acordo com Marques Junior (1997), a maior precisao
experimental estd associada a maiores valores de herdabilidade, permitindo
detectar com maior segurancga as diferengas genéticas entre as linhagens.E,
portanto, fundamental ter boa precisdo experimental para haver sucesso com a
selegdo.
As estimativas de herdabilidade para as safras da seca/04, em Ijaci, e inverno/04,
em Lavras, podem ser consideradas altas para o carater em questdo, ja que ele ¢
muito influenciado pelo ambiente, além de apresentarem limites do intervalo de
confianga sempre positivos (Ramalho et al., 1993; Pereira et al., 2004). Para a
safra de inverno de 2003, ndo foi estimada a herdabilidade, ja que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos.

A aparente discordancia entre os resultados da analise de variancia e as
estimativas de herdabilidade para as safras da seca e inverno de 2004, em
Lambari, ¢ devido ao tipo de tabela de F usada em cada teste.

Observando os valores de herdabilidade na safra da seca/04 em Ijaci e em
Lambari, evidencia-se que a herdabilidade ¢ mutavel, sendo uma propriedade
ndo s6 do carater, mas também da populagdo e das condi¢cdes ambientais a que
foram submetidos os individuos da populacdo. Na realidade, a herdabilidade
pode ser aumentada ndo somente pela introducdo de mais variagdo genética na
populacdo, mas também uniformizando o ambiente no qual as plantas irfo se
desenvolver (Ramalho et al., 1993). Nestes dois experimentos, os materiais

experimentais avaliados foram os mesmos, diferindo apenas a precisao
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ambiental, j& que o coeficiente de variagdo dobrou de um ambiente para o outro.
Dessa forma, em Ijaci o valor de herdabilidade reflete maior confiabilidade do

valor fenotipico como indicador do valor reprodutivo.

TABELA 4.Resumo das andlises individuais de varidncia para produgdo de
graos nas safras da seca de 2004 e inverno de 2003 e 2004, em
Lavras, Lambari e Ijaci, e estimativas de herdabilidades(h*) com os
respectivos limites inferior (h*|;) e superior (h* ).

ESTIMATIVAS INV/03 SECA/04 INVERNO/04
Lavras Ljaci Lambari  Lavras  Lambari
N¢ linhagens 169 121 121 49 49
QM linhagens ns ok * * *
Média (kg/ha) 3754,56 1770,21 1286,91 3722,97 2082,31
Média/testemunha 4856,69  2480,11 624,882 3129,35 2128,16
CV(%) 31,68 14,40 30,77 23,09 22,22
h? - 82,06 26,35 58,06 36,66
h? - 75,16 -1,97 28,79 7,51
h% 15 - 86,86 46,06 74,51 61,48

" ¥ e *  njo significativo, significativo a 1% e a 5% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.

Em todos os experimentos foi utilizada como testemunha a cultivar
Talisma, que ¢ altamente produtiva e com excelente tipo de grdo. Porém, no
experimento da seca/04, em Lambari, a testemunha apresentou desempenho
48,56% inferior a média geral. Comparando o desempenho das linhagens
avaliadas neste experimento com a testemunha, observa-se que apenas uma
linhagem foi inferior a cultivar Talisma, embora, provavelmente, algum fator
experimental deva ter contribuido para o baixo rendimento, principalmente da
testemunha. Em contrapartida, no experimento conduzido em Ijaci, apenas trés

linhagens foram superiores a cultivar Talisma. Vale mencionar que neste
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experimento houve grande incidéncia de mofo branco e, mesmo assim, a
produtividade pode ser considerada elevada. Na ultima safra, 71,43% das
linhagens avaliadas em Lavras apresentaram produtividade de graos maior que a
cultivar Talisma, infere-se a possibilidade de ganho com a selecao de linhagens
com maior produtividade, nessa condicao experimental mais favoravel.

Visando conhecer melhor a produtividade de grios das 48 linhagens
selecionadas, utilizaram-se as médias ajustadas da safra da seca de 2004 em Jjaci
e Lambari e da safra de inverno de 2004 em Lavras e Lambari para a realizacao
da andlise de variancia conjunta (Tabela 5). Verificou-se efeito significativo para
linhagens, evidenciando diferencas genéticas entre elas (P<0,01). A estimativa da
herdabilidade foi superior a relatada por outros autores (Ramalho et al., 1993;
Pereira, 2003; Teixeira, 2004). Este valor elevado confirma a divergéncia
genética entre as linhagens, possibilitando sucesso com a selecdo. Verifica-se,
ainda, que 69,39% das linhagens tiveram desempenho superior & média da
testemunha e 44,89% apresentaram médias mais elevadas que a média geral
(Tabela 17).

O comportamento das linhagens ndo foi coincidente nos diferentes
ambientes, certamente devido a sensibilidade do carater as variagdes ambientais.
Na decomposicdo da interacdo linhagens por ambientes houve o predominio da
parte complexa, correspondendo a 85,7% da interagdo, o que tende a impedir
selecdo de materiais promissores para todos os ambientes, simultaneamente. As
correlagdes médias de Pearson (0,08) e Spearman (0,02) apresentaram valores
reduzidos corroborando a ndo coincidéncia das médias nos diferentes ambientes.

Considerando o efeito pronunciado da interagdo, o ideal seria identificar
as populacdes mais promissoras para cada ambiente ou regido especifica (Cruz &
Regazzi, 2001), o que ¢ praticamente invidvel para uma cultura como a do feijao.
Por outro lado, com raras excecdes, as populacdes segregantes sao avangadas e

submetidas a selecdo em um unico local. Nesse caso, conforme constatado por
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Pirola (2000), pode-se estar selecionando linhagens com adaptacdo a um
ambiente especifico, o que reduz a regido de abrangéncia para recomendagdo da
cultivar. Assim, a melhor estratégia seria avaliar as populagdes segregantes em
ambientes representativos de uma regido de abrangéncia e explorar aquelas de

ampla adaptagdo e que reinam o maior nimero de fendtipos favoraveis.

TABELA 5 .Resumo da analise conjunta de varidncia para produgdo de graos,
considerando a safra da seca de 2004 em ljaci ¢ Lambari e a safra
de inverno/2004 em Lavras e Lambari, estimativas de
herdabilidade e respectivos limites inferior (h®;;) e superior

(h*1s).

Fonte de Variacdo GL QM
Ambientes (A) 3 159135819,7 **
Linhagens (L) 48 929599,623 **
LXA 144 617366,991 **
Erro médio 576 209930,994
Meédia - 2238,058
CV (%) - 20,27
h* - 77,41
h 'y - 64,30
h? s - 84,60

** ¢ * gignificativo a 1% e a 5% de probabilidade, respectivamente, e ™ néo
significativo pelo teste F.

4.2 PORTE DA PLANTA

As linhagens também foram geneticamente heterogéneas (P<0,01) em
relagdo ao porte da planta, exceto para o experimento de inverno/03, quando

houve problemas experimentais principalmente quanto a distribuicao de dgua de
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irrigacdo (Tabela 6). Valores de CV foram superiores aos relatados por Marques
Janior (1997), mas, ndo interferiu na observagdo de ampla variacdo genética
entre as linhagens.

A presenca da variagdo entre linhagens, para safras da seca e inverno de
2004, foi confirmada pela estimativa da herdabilidade, que foi semelhante a
relatada por Collichio (1995), de 80%, aumentando a seguranca na sele¢do
fenotipica. Isto também ¢ indicativo de possibilidade de encontrar linhagens com
porte mais arbustivo. As notas médias foram semelhantes as medias da
testemunha, o que implica na existéncia de varias linhagens com porte mais
ereto.

Esse carater ¢ influenciado por alguns fatores ambientais especialmente, como
temperatura ¢ umidade. Em presenga de umidade e calor o feijoeiro se
desenvolve mais vegetativamente (Teixeira, 1997). Diante disso, torna-se
necessario fazer varias avaliagdes em diferentes épocas para se certificar de que
as variacdes observadas sdo de origem ambiental ou genética. Collichio (1995)
recomendou que a avaliacdo seja realizada em condigdes ambientais
desfavoraveis ao porte, pois assim as cultivares que se mantiverem eretas sob
essas condi¢des também o serdo nas condigdes que promovem melhoria no porte.

Considerando a analise conjunta em relagdo ao porte envolvendo a safra
da seca e do inverno do ano de 2004 (Tabela 7), houve diferenca significativa
para as 49 linhagens avaliadas. A variacdo entre as linhagens pode ser
confirmada pelo elevado valor de herdabilidade, valor este superior aos relatados
na literatura (Ramalho et al., 1993; Pereira, 2003).

Na decomposi¢do da intera¢do linhagens por ambientes verifica-se que
81,35% correspondem a parte complexa, que implica em dificuldade para
selecionar linhagens com porte favoravel comum aos diferentes ambiente.
Entretanto, as estimativas médias da correlagdo de Pearson (0,85**) e Spearman

(0,84**) indicam que as classificagdes das melhores linhagens devem ser

42



semelhantes nos diferentes ambientes. Segundo Cruz & Castoldi (1991), o
procedimento adotado na decomposi¢do da interagdo tende a superestimar a parte
complexa. Essa superestimativa deve ter sido significativa no presente resultado,
pois entre as dez melhores linhagens, em cada um dos quatro ambientes, duas

sdo comuns em todos e seis ocorreram em trés ambientes.

TABELA 6.Resumo das analises de varidncia individuais para porte (nota 1-5)
nas safras da seca e inverno de 2003 e 2004, em Lavras, Lambari e
Ijaci, e estimativas de herdabilidades e respectivos limites inferior
(h*1)) e superior (h*g).

ESTIMATIVAS INV/03 SECA/04 INVERNOQ/04
Lavras Ljaci Lambari Lavras Lambari
N° linhagens 169 121 121 49 49
QM linhagens ns *x *x *x **
Média 2,55 3,14 2,47 2,62 2,60
Média/testemunha 2,62 3,32 2,88 2,55 2,67
CV(%) 16,78 12,74 11,94 17,63 14,91
h* - 61,72 78,51 80,85 72,50
h’'y - 46,99 70,25 67,49 53,29
h%g - 71,97 84,27 88,36 83,28

** significativo a 1% de probabilidade e ™ ndo significativo, pelo teste F.

As linhagens apresentaram uma variacao de notas para o porte de 2,01 a
3,36, sendo a média da cultivar testemunha 2,88. Pode-se observar, ainda, que
61,22% das linhagens avaliadas apresentaram porte mais arbustivo que o da
testemunha Talisma (Tabela 17), resultado muito favoravel para a selecdo de

linhagens com porte arbustivo.
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TABELA 7. Resumo da analise conjunta de varidncia para a nota de (1-5) de
porte, considerando a safra da seca de 2004, em Ijaci e Lambari, ¢ a
safra de inverrno/2004 em Lavras ¢ Lambari e estimativas de
herdabilidade e respectivos limites inferior (h* ;) e superior (h* ).

Fonte de variagao GL QM
Ambientes (A) 3 15,357 **
Linhagens (L) 48 1,902%*
LXA 144 0,219 **
Erro médio 576 0,139
Média - 2,725
CV (%) - 13,71
h* - 92,66
h’y, - 88,41
h”'is - 95,00

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
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4.3 TIPO DE GRAO

As linhagens foram também geneticamente contrastantes em relagdo ao
tipo de grao (P<0,01), indicando a possibilidade de sele¢do de algumas linhagens
superiores (Tabela 8). Neste caso a superioridade do tipo de grdos corresponde
aqueles com peso de 100 graos de 23 a 25g, formato semelhante ao da cultivar
Carioca ¢ cores de fundo e da listras as mais claras possiveis (Ramalho & Abreu,
1998).

A precisao experimental medida pelo coeficiente de variacdo foi
coerente com a obtida em avaliagdes semelhantes (Pereira et al., 2004). A
estimativa média de herdabilidade para as analises individuais foi elevada e
semelhante a relatada por Pereira et al. (2004). Isso indica que o carater ¢ pouco
influenciado pelo ambiente, ocorrendo, assim, uma situagdo favoravel para a
selecdo. Partindo desse pressuposto, neste trabalho realizou-se selegdo somente
com base no tipo de grdo comercialmente favordvel numa primeira etapa,
visando avaliar os outros caracteres naquelas linhagens mais promissoras para o
tipo de graos.

Pode-se observar melhoria na qualidade de grdo quando comparado a
testemunha ao considerar a porcentagem de linhagens superiores a cultivar
Talismd em cada safra. Na safra de inverno/03, 20,71% das linhagens foram
superiores; na safra da seca/04, 31,4%; e finalmente, na safra de inverno/04,
44,81% das linhagens apresentaram tipo de grdo igual, ou melhor, que o da
testemunha. Como o tipo de grdo foi um dos caracteres mais considerados
durante as sucessivas selegdes, e a cultivar Talisma foi sempre utilizada como
testemunha, este resultado € similar ao ganho realizado. Infere-se, portanto, que
o tipo de grao das linhagens ja ¢ comercialmente aceitdvel. Além disso,
acentuadas diferengas genéticas entre elas e o elevado valor de herdabilidade

sugerem a possibilidade de selecionar linhagens superiores.
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Outro aspecto que deve ser considerado ¢ que mesmo tendo sido
realizadas selegoes com base nesse carater em todas as safras, ainda nota-se a
existéncia de ampla variagdo genética entre as linhagens selecionadas na ultima
etapa. Isso mostra que embora esse carater seja relativamente pouco afetado pelo
ambiente, deve haver muitos genes envolvidos. Somente afetando a cor do grao
ha evidéncia de mais de dezoito (Santos & Gavilanes, 1998). Vale mencionar
que estas linhagens s@o originadas de cruzamento com G 2333, que apresenta
tipo de grao vermelho, com linhagens com tipo de grao carioca, ampliando, desta

forma, a variabilidade para este carater.

TABELA 8.Resumo das analises de variancias individuais para tipo de grao
(nota 1-5) nas safras de inverno de 2003 e 2004, em Lavras, ¢ na
safra da seca I[jaci, e estimativas de herdabilidades e respectivos
limites inferior (h*\;) e superior (h* ).

ESTIMATIVAS INV/03 SECA/04 INV/04
Lavras Tjaci Lavras
N° linhagens 169 121 49
QM linhagens ok ok ok
Média 2,36 2,44 2,57
Meédia/testemunha 2,02 2,22 2,66
CV(%) 15,50 14,88 12,94
h? 51,45 77,04 78,89
h*L 33,54 68,21 64,16
h* g 64,66 83,19 87,17

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

Em acordo com os resultados das analises individuais a analise conjunta
apresentada na Tabela 09 mostra diferengas genéticas entre as linhagens

(P<0,01), sugerindo a possibilidade de ganhos com a sele¢do. A estimativa de
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herdabilidade de 85,76% também confirma a ampla variacdo genética entre as
linhagens provenientes da ultima selecdo. Observam-se notas variando entre
1,75 e 3,35, sendo que 57,14% das linhagens selecionadas apresentaram tipo de
grao melhor que o da cultivar Talisma e, portanto, podem ser consideradas
otimas comercialmente (Tabela 17).

Outro resultado favoravel foi a auséncia de interagdo linhagens por
ambientes, indicando comportamento coincidente das linhagens nos diferentes
ambientes, confirmando a pouca influéncia do ambiente na expressao do carater.
As estimativas elevadas de correlagdo média de Spearman (0,69**) e de Pearson
(0,64**) envolvendo as médias dos diferentes ambientes, sdo coerentes com a

ndo significancia da fonte de variacdo linhagens por ambientes.

TABELA 9. Resumo da andlise conjunta de varidncia para tipo de grao,
considerando a safra da seca de 2004, em Ijaci, a safra de
inverno/2004 em Lavras, e estimativas de herdabilidade e
respectivos limites inferior (h”;) e superior (h” .g).

Fonte de Variacao GL QM
Ambientes (A) 1 9,078 **
Linhagens (L) 48 0,885 **
LXA 48 0,162"
Erro médio 288 0,126
Meédia - 2,40

CV (%) - 14,81

h* - 85,76
h’'y - 77,30
h*s - 90,48

** ¢ ™ significativo a 1% de probabilidade, ndo significativo, respectivamente,
pelo teste F.
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4.4 REACAO A MANCHA ANGULAR

A época ideal para avaliar essa doenca em campo ¢ na safra da seca,
quando o fungo encontra condi¢des favoraveis para seu desenvolvimento com
temperatura moderada (24°C) e periodos suficientemente longos de alta umidade
relativa, alternados por periodos de baixa umidade e a¢do dos ventos (Cardona-
Alvarez & Walker, 1956 citado por Sartorato & Rava, 1994). Por isso o carater
foi avaliado na safra da seca de 2004 em Lavras e Lambari (Tabela 10).

Nota-se a existéncia de ampla variagdo genética entre as linhagens
(P<0,01) quanto a reacdo a Phaseoisariopsis griseola e boa precisdo
experimental, sendo os valores de coeficiente de variacdo semelhantes aos
citados por Pereira et al. (2004) e Teixeira (2004).

As estimativas de herdabilidade foram de média (41,61%) a alta
(71,63%), sendo ligeiramente inferiores as relatadas por Teixeira (2004), de
57,83% a 79,52%, e maiores que apresentados por Pereira et al. (2004), de
57,73% e 58,91%. Como ja foi mencionado, a herdabilidade ¢ mutavel e, por
isso, encontram-se diversos valores para o mesmo carater. Porém, estes valores
elevados proporcionam maior seguranga na selegdo fenotipica.

De acordo com andlise conjunta (Tabela 11), houve diferenga genética
entre as linhagens, corroborando os resultados das andlises individuais. A média
geral foi 5,612, indicando suscetibilidade a essa doenca. Os valores das notas
variaram de 3,46 a 6,67, sendo possivel selecionar linhagens com maior nivel de
resisténcia. A cultivar Talisma apresentou-se suscetivel a mancha angular com
média de 6,33 (Tabela 17). Verifica-se diferenga significativa a 5% de
probabilidade para a interacdo linhagens por ambientes e isso pode ser indicativo

de diferentes racas nos dois locais
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TABELA 10.Resumo das analises de variancia individuais para mancha angular
(nota 1-9) nas safras da seca 2004, em Ijaci e Lavras, e estimativas
de herdabilidades e respectivos limites inferior (h”\;) e superior

(h*15).
ESTIMATIVAS SECA/04 SECA/04
Ljaci Lavras
N° linhagens 121 121
QM linhagens ok ok
Meédia 5,64 6,08
Média/testemunha 5,62 7,03
CV(%) 17,46 13,14
h* 41,61 71,63
h 19,15 60,72
h’ s 57,24 79,22

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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TABELA 11. Resumo da analise conjunta de varidncia do carater reagdo a
mancha angular, considerando a safra da seca de 2004, em Ijaci
e Lambari e estimativas de herdabilidades e respectivos limites
inferior (h”;) e superior (h? ).

Fonte de variagao GL QM

Ambientes (A) 1 3,123*
Linhagens (L) 48 2,892 %%
LXA 48 1,230 *

Erro médio 420 0,845

Meédia - 5,612

CV (%) - 15,98

h* - 72,16

h*y - 58,78

h”is - 75,58

* e ** significativo a 1% e 5%, respectivamente, pelo teste F.

E importante esclarecer que a linhagem ESAL 696 é portadora de um
alelo para resisténcia ao patogeno (Vieira, 2004), sendo essa uma das razdes
pelas quais ela foi utilizada como um dos genitores recorrentes. Entretanto,
durante as avaliagdes das populacdes segregantes e linhagens, nas geragdes
sucessivas, notou-se que o alelo de resisténcia provavelmente foi vencido por
alguma raca que surgiu na populacdo do patdgeno. Isso explica as médias

relativamente altas das linhagens (Tabela 17).

4.5 PESO DE CEM SEMENTES

Verifica-se diferenga significativa (P<0,01) entre as linhagens avaliadas

nas safras da seca e inverno de 2004, tanto em Ijaci quanto em Lambari (Tabela
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12). Vale ressaltar que também ha divergéncia entre os genitores que deram
origem a essas linhagens.

Os reduzidos valores de CV s3o comparaveis com o resultado de
trabalho semelhante com a cultura do feijoeiro (Teixeira, 2004), permitindo
detectar diferencas significativas entre os tratamentos. Conseqiientemente, as
estimativas de herdabilidade foram elevadas e coerentes com as estimativas
relatadas por Teixeira (2004), sugerindo possibilidade de sucesso com a selecio
mesmo nas etapas iniciais de um programa de melhoramento.

O peso de cem sementes estd diretamente relacionada com o tamanho da
semente, caracteristica de grande importancia no melhoramento do feijao porque,
dentre outros fatores, determina a aceitagdo de uma cultivar pelo mercado
consumidor. Além da relevancia na aceitagdo comercial, o tamanho do grao é um
dos componentes primarios da produgdo, ¢ controlado por poucos genes e sofre
pouca influéncia ambiental, podendo ser usado na sele¢do indireta. Entretanto,
relatos da presenca de correlagdo entre produtividade de grdos e peso de cem
sementes apresentam ampla variagdo na literatura. Segundo Ramalho et al.

(1993), na maioria dos casos essa correlagdo assumiu valores positivos e altos.
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TABELA 12.Resumo das analises individuais para peso de cem sementes (g) nas
safras da seca e inverno de 2004, em Lavras e Ijaci, ¢ estimativas
de herdabilidade e respectivos limites inferior (h®1; ) e superior

(h*1s).
ESTIMATIVAS SECA/04 INV/04
Ijaci Lavras
N° linhagens 121 49
QM linhagens Hok Hok
Média (g/100sementes) 19,51 26,23
Média/testemunha 20,36 24,52
CV(%) 2,87 3,47
h* 98,52 97,03
h’'y 97,95 94,96
h”is 98,91 98,19

** significativo a 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Na anélise conjunta, em que se consideraram como ambientes a safra de
inverno e da seca de 2004, foi observado o efeito pronunciado para linhagens,
safra e interagdo safra por linhagens (Tabela 13). Uma possivel causa da
interagdo ¢ a expressdo diferencial dos genes para peso de cem sementes nos
ambientes especificos. Outro fator a se considerar ¢ a alta incidéncia de mancha
angular na safra da seca reduzindo o tamanho dos grdos. No entanto, pode-se
observar elevado valor para herdabilidade porque a maior parte da variagdo
fenotipica ¢ genética. Na decomposi¢do da interagdo linhagens por ambientes
verificou o predominio da parte complexa. Em acordo com Vencovsky &
Barriga (1992), essa decomposi¢ao deve ser vista cautelosamente, especialmente
em casos de alta correlagdo fenotipica. Nesse trabalho verificaram-se estimativas
significativas para correlagdo de Spearman (0,31*) e de Pearson (0,57*%). Suas

magnitudes intermediarias estdo de acordo com a interacao significativa.
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TABELA 13.Resumo da andlise conjunta de varidncia para peso de cem
sementes, considerando a safra da seca de 2004, em Ijaci, a safra
de inverno/2004 em Lavras e estimativas de herdabilidade ¢
respectivos limites inferior (h*|;) e superior (h* ).

Fonte de Variacao GL QM
Ambientes (A) 1 3380,505 **
Linhagens (L) 48 41,694 **
LXA 48 11,4%*
Erro médio 288 0,4502
Média - 22,841
CV (%) - 2,90

h* - 98,92
h’'y - 98,28
h’'is - 99,28

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

O peso de cem sementes variou de 18,68 a 32,13 g/100 sementes, sendo
o peso da cultivar Talisma 22,4 g/100 sementes. Verificou-se que 20,41% das
linhagens foram agrupadas pelo teste de Scott e Knot no mesmo grupo que o da

Cultivar testemunha Talisma (Tabela 17).

4.6 GANHOS COM A SELECAO

Considerando a selegdo das cinco melhores linhagens (aproximadamente
10%) com base nas médias ajustadas das andlises conjuntas para produgdo de
grao, peso de cem sementes, tipo de grdo, porte ou reagdo & mancha angular,
observaram-se ganhos acentuados para a maioria dos caracteres. E necessario
esclarecer que, neste caso, as melhores linhagens foram consideradas as de maior

produtividade de gréo ou aquelas com as menores notas para tipo de graos, porte
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e reacdo a mancha angular. No caso do peso de cem sementes foram
consideradas ideais aquelas que apresentam 0,5 desvio padrao acima da média de
todas as linhagens (Tabela 14).

Quando foram considerados todos os caracteres em conjunto, adotou-
se como critério para selecdo das linhagens que apresentaram valores maiores
que a estimativa da média mais um desvio padrao, para os caracteres tipo de grao
e producdo, média mais 1,2 desvios para porte € mancha angular e média mais
0,5 desvio padrdo para o peso de 100 sementes (Tabela 14). As cinco melhores
linhagens selecionadas foram D1, D7, E5, E9 e E38 (Tabela 17). Notam-se ainda
ganhos pronunciados com a selegdo para a produtividade e tipo de graos. Apesar
de esses dois caracteres terem sido os mais considerados durante as sucessivas
geragdoes de selegdo, ainda resta ampla variabilidade genética para ambos e
confirma-se a eficiéncia das sele¢des realizadas. Em relagdo ao porte e mancha
angular houver reducdes nos ganhos, porém, eles ainda foram consideraveis.
Mesmo para o peso de cem sementes as linhagens apresentam tamanhos ideais,
considerando o critério adotado.

Ao considerar varios caracteres no processo de sele¢do, os ganhos
para cada um isoladamente sdo menores, como pode ser observado na Tabela 14.
Uma das causas da reducdo do ganho com a selegdo de um carater individual, em
comparag¢do com a sele¢do em multiplos caracteres, pode ser devido a correlagao
desfavoravel entre os caracteres avaliados. Na Tabela 15 verifica-se correlagdo
significativa entre tipo de grado e peso de cem sementes e entre tipo de grao e
porte, ou seja, as linhagens que apresentam melhor tipo de grdo também sdo as
melhores linhagens quanto ao peso de cem sementes, porém tendem possuir
porte inferior. Entretanto, as magnitudes das correlagdes sdo intermedidrias,
havendo a possibilidade da sele¢dao de recombinantes favoraveis. Para as demais
estimativas ndo se verificou correlagdo indicando a possibilidade de selegdo de

linhagens que sejam superiores em todos os caracteres. Pereira (2003) verificou
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correlagdo positiva, porém baixa, apenas entre porte € mancha angular, indicando
que as linhagens com melhor porte foram também as mais resistentes. Collichio
et al. (1997) verificaram correlagdes positivas apenas entre porte e produtividade
de graos e também entre peso de cem sementes e producdo, permitindo inferir
que ¢ possivel obter cultivares com porte ereto, boa produtividade e qualquer
tamanho de sementes.

Considerando apenas a produtividade como critério para selecdo,
também se observa uma redug@o no ganho esperado para todas as caracteristicas,
exceto para peso de cem sementes. Observa-se que as cinco linhagens mais

produtivas possuem sementes menores.

TABELA 14. Estimativas de ganho esperado com a seleg@o das cinco linhagens
de maior expressdo para produgdo, peso de cem sementes, tipo de
grao, porte, reacdo a mancha angular.

Tipo de Peso de 100 Mancha

Estimativa Producao Porte
Grao sementes angular
o 408,5 -0,57 0,43 0,34 0,94
(18%) (21%) (18 %) (1,5%) (17%)
, 329,9 0,38 0,21 0,48
GS 0,25 (9,4%)
(15%) (16%) (0,9%) (8,6%)
\ 408,5 0,18 -0,76 0,42
GS 0,11 (4,1%)
(18%) (7,4%) (3,3%) (7,6%)

" Ganho com a selegdo considerando cinco linhagens mais promissoras, para
cada carater separadamente. ¥ Ganho com a selecdo considerando todas as
caracteristicas em conjunto. ¥ Ganho com a selecdo considerando as cinco
linhagens mais produtivas.
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TABELA 15. Correlagdes fenotipicas entre os caracteres avaliados.

Caracteres Correlacao
Peso de cem sementes x Producdo 0,053™
Peso de cem sementes x Mancha angular -0,24"™
Peso de cem sementes x Tipo de grao 0,34*
Peso de cem sementes x Porte -0,23™
Produgd@o x Mancha angular -0,26™
Produgéo x Tipo de grao -0,27"
Produgio x Porte 0,28™
Mancha angular x Tipo de grdo 0,23"™
Mancha angular x Porte -0,06™
Tipo de grao x Porte -0,62%*

* ** Mgignificativo a 5%, 1% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste t.

4.7 REACAO DAS LINHAGENS AO C. lindemuthianun

Durante as sucessivas geragdes selecionou-se para grao tipo Carioca,
maior produtividade, porte tipo II e resisténcia a mancha angular e a antracnose,
uma vez que o objetivo foi selecionar linhagens que reunissem fenotipos
favoraveis e com possibilidade de se tornarem novas cultivares. O cruzamento
com a cultivar G2333 foi realizado para transferir a piramide de alelos de
resisténcia a linhagens com caracteristicas comerciais. No entanto, durante os
retrocruzamentos e condugdo das populagdes pode ocorrer recombinagao alélica,
tornando necessario conhecer a constituicdo genética das linhagens em relagdo a
esses alelos. Na tabela 16 encontram-se as possiveis combinacdes de alelos que

se espera encontrar por meio de inoculagdes e também com o uso de marcador.

56



TABELA 16.Possiveis combinagdes alélicas identificadas por meio de
inoculagdes e marcador SCAR do alelo Co-5.

Reacgdo as racas SCAR

Alelos de resisténcia (Co-5)
2047 1545 81

Co-4°, Co-5, Co-7 R - - Banda presente
Co-4°,Co-7 R - - Banda ausente
Co-5, Co-7 S R R Banda presente
Co-5 S S R Banda presente
Co-7 S R S -
Nenhum S S S -

" ndo utilizada.

Inicialmente foram inoculadas 169 linhagens com a ragca 2047 e
identificaram-se 35 resistentes. Porém, com a selecdo basecada em outros
caracteres, principalmente tipo de grao, somente dez foram mantidas entre as 48
linhagens selecionadas. Na safra de inverno de 2004 foram incluidas trés
linhagens provenientes de familia F;4 RC, (Ferreira & Santos, 2003) e, entre
estas, uma (M31) possui o alelo Co-4° (Tabela 17).

A raga 2047 somente ndo vence o alelo de resisténcia Co-4°, que ocorre
na cultivar diferenciadora G2333. Assim, o valor desse alelo é 2'' (2048),
segundo Habgood (1970). Portanto, esse alelo de resisténcia deve ser vencido
por uma raga igual ou superior a 2048, a qual ndo foram ainda identific adas no
Brasil. Conseqiientemente, linhagens portadoras do alelo Co-4° sdo resistentes a
todas as racas identificadas no Brasil; por isso, por meio de inoculagdo nao ¢
possivel verificar se estas linhagens sdo portadoras dos alelos Co-5 e/ou Co-7
tornando-se necessario o uso de marcadores.

Todas as onze linhagens, portadoras do alelo Co-4°, sio descendentes do
segundo retrocruzamento e, por isso, podem ou ndo ser portadoras do alelo Co-5,
o qual ndo esta presente no segundo genitor recorrente CI 140. Para detecgdo da

piramide Co-4° ¢ Co-5 utilizou-se o marcador SCAR ligado ao alelo Co-5 e
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amplificado pelo primer SAB03. O resultado da amplificagdo encontra-se na
Figura 2 e pode-se verificar a presenca da banda com 400pb apenas nas
cultivares G2333 e TU, indicando que as linhagens ndo possuem o alelo Co-5.
Vale ressaltar, entretanto, que este marcador tem a possibilidade de se
recombinar a uma freqiiéncia de 12,98% (Vallejo e Kelly, 2001). Portanto, ha
possibilidade de haver linhagens com o Co-4°e também com Co-5.

E importante esclarecer que durante os retrocruzamentos e condugio das
populagdes segregantes foram realizadas sele¢des para fenotipos agrondmicos,
principalmente tipo de grios e resisténcia a antracnose. Conseqlientemente, com
a eliminacdo dos fendtipos desfavoraveis provenientes do genitor doador, aliada
ao fato de ele ter participado apenas no primeiro cruzamento, infere-se que
grande parte de seu genoma tenha sido eliminado, inclusive o marcador SCAR,
na maioria das linhagens portadoras do alelo Co-35.

Nao foi possivel identificar a presenca do alelo Co-7 nas linhagens
portadoras do alelo Co-4°, pois, ainda nao foi encontrado um marcador para esse
alelo. A identificacdo de linhagens portadoras deste alelo s6 pode ser feita por

meio de inoculagdo (Tabela 17).

M A17D2D6 D11 D12 D13 D15 D23 D12 E23 M31 G TU

600pb »

FIGURA 2. Perfil de bandas de marcador padrdo de tamanho na coluna M e
Banda de 400pb no genitor doador G2333 (Coluna 12) e na
linhagem TU (Coluna 13)
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O trabalho realizado por Young et al. (1998) mostrou que a resisténcia a
raga 1545 (2'°+2°+2°+2") em populagdes derivadas de cruzamento de G2333
com cultivar suscetivel a antracnose ¢ controlada por dois genes. Como essa raga
vence o alelo Co-5, devida a presenca de 512 (2°) na sua constituigao, evidencia-
se que a resisténcia, neste cruzamento, é condicionada pelos alelos Co-4"e Co-7.
Diante disso, pode-se afirmar que a resisténcia observada nas linhagens
inoculadas com a raga 1545 ¢ devida ao alelo Co-7. Estas linhagens, por sua vez,
podem ou ndo ser portadoras do Co-5. Para verificar a presenca do alelo Co-5
inoculou-se com a raga 81, pois o alelo Co-7 tem a resisténcia vencida pela raga
que possui 2° (64) na sua constitui¢do (Alzate-Marin et al., 2001b). Portanto, ao
se inocularem linhagens suscetiveis a raga 2047 com a raca 81 (2°+2*+2%), foi
possivel identificar linhagens portadoras do alelo Co-5 e com a piramide Co-5,
Co-7 (Tabela 17).

Com o intuito de confirmar a validade do marcador SCAR na selegéo de
linhagens portadoras do alelo Co-5 e de Co-5 e Co-7 (Tabela 17), elas foram
também utilizadas na rea¢do de PCR com o primer SAB03. Conforme pode ser
visualizado na Figura 3, o marcador somente foi amplificado na linhagem Al e
na testemunha resistente TU.

As linhagens identificadas com a letra C sdo descendentes de apenas
um retrocruzamento; ambos os genitores sdo portadores do alelo Co-5 e,
conseqiientemente, as linhagens sdo homozigéticas para esse alelo. Mesmo
assim, ndo se observou o marcador SCAR. Deduz-se, entdo, que o genitor ESAL
696 nao possui o marcador SCAR, mesmo sendo resistente, pois na sua
genealogia esta a linhagem TU, uma das fontes de resisténcia portadora do alelo
Co-5. Dada a distancia do marcador em relagdo ao alelo de resisténcia ha a
possibilidade da separagdo dos dois, especialmente porque o genitor G2333,

portador do marcador, foi utilizado apenas no primeiro cruzamento.
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Entre as linhagens descendentes da familia A apenas uma ¢ portadora do
alelo Co-5 e também do marcador SCAR (Figura 3), com isso infere-se que o
alelo é proveniente do genitor doador G2333.

E interessante notar que todas as linhagens selecionadas na familia B sdo
portadoras do alelo Co-5, embora nenhuma tenha apresentado o marcador
SCAR, havendo, assim, maior possibilidade de o alelo ter sido herdado do
genitor recorrente ESAL 696. Além disso, ¢ provavel que essa familia seja
homozigotica para o referido alelo.

No caso das linhagens selecionadas na familia D, ndo se observou
nenhuma com o alelo Co-5. No entanto, em sete dessas linhagens ocorre,
também, o alelo Co-4°, e onde ha a possibilidade de ocorrer o alelo Co-5, embora
separado do marcador SCAR. As linhagens suscetiveis indicam que a planta que
originou essa familia deveria ser heterozigotica para o alelo Co-5 ou desprovida
desse alelo.

A maioria das linhagens selecionadas na familia E ¢ portadora do alelo
Co-5 e também nao apresentou o marcador SCAR (Figura 3). Vale frisar que as
duas linhagens com o Co-4’ tém maior chance de também serem portadoras do
Co-5, em comparacao com linhagens provenientes da familia D.

Entre as trés linhagens da familia M, duas s3o suscetiveis e uma possui o
Co-4°, que também ndo mostrou o marcador SCAR. Assim, é improvavel que
essa linhagem tenha o Co-5 uma vez que hé a chance de que a planta que gerou a

familia M também tenha sido desprovida desse alelo.
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M Al B10 B20 B21 B22 B24 C2 E5 C19 E9 EI10 El4 Ell

400pb P>

M EIS5 El16 E17 E18 E19 E21 E28 E38 T Tu

< 400pb

FIGURA 3. Perfil de bandas de marcador padrdo de tamanho na coluna M e
Banda de 400pb na Coluna al e Coluna TU (cultivar TU). Coluna
al a e38: linhagens resistentes com raga 81. Coluna ell: cultivar
suscetivel a raca 81. T: cultivar Talisma

Entre as 48 linhagens selecionadas, cinco se destacaram (D1, D7, ES, E9,
E38) devido ao 6timo desempenho médio (Tabela 17). As linhagens ES, E9, E38
sdo portadoras da pirdmide de alelos Co-7 ¢ Co-5. A linhagem A17, devido a
menor producdo de graos, nessas condi¢des experimentais nao foi incluida entre
as cinco para a estimativa do ganho com a selego, porém foi selecionada para
ser avaliada junto ao ensaio elite em Minas Gerais pelo fato de reunir alguns
fendtipos agrondmicos favoraveis, e principalmente por ser portadora do alelo
Co-4°, que confere resisténcia a todas as racas de C. lindemuthianum encontradas
no Brasil. Em condi¢des de alta incidéncia de doenga, certamente essa linhagem
se sobressaira em relacdo as demais suscetiveis as ragas predominantes no local.

Além dessa linhagem, a linhagem D2 também ¢ promissora, pois possui
produtividade e tipo de grios razoaveis, além de possuir o alelo Co-4°. O fato de

a maioria das linhagens com o alelo Co-4° possuir menores produtividades e tipo



de grios inferiores sugere que esse alelo pode estar associado a alelos

desfavoraveis, provenientes do genitor doador G2333.

TABELA 17. Médias ajustadas de produgdo, peso de cem sementes, porte,
reacdo a mancha angular e alelos de resisténcia.

Produgdo Pesocem Tipode  Porte Mancha Combinagdes
Linhagem (kg/ha) Sementes  grdos nota  angular de alelos Co
(g2) nota(1-5)  (1-5) nota (1-9)
Al 2208,80c  28,22¢ 2,54b 3,05b 6,02b  Co-7e Co-5
AS 2195,39¢ 19,871 2,32¢ 2,96b 6,13b Nenhum
A6 2188,86c  21,16] 2,09d 2,890 6,67a Nenhum
All 2128,63¢ 20,38k 2,46¢ 3,01b 5,98b Nenhum
Al7 1849,28c 21,04 2,60b  2,84b  573b Co-4°
A20 1884,78¢ 21,791 2,28¢ 2,73¢ 5,82b Nenhum
A21 1823,51c 20,45k 2,20c 2,61c 6,14b Nenhum
A35 2057,22¢  21,33j 241c 2,48¢c 6,54a Nenhum
B10 1865,83¢  22,77g 2,24¢ 2,30d 5,30c Co-5
B20 2366,63b 20,50k 2,68b 2,01d 6,18b  Co-7e Co-5
B21 1875,46¢c  23,02¢g 2,62b 2,29d 4,88¢c Co-5
B22 1643,32¢  22,3%h 2,54b 2,31d 4,72d Co-5
B24 2169,09¢ 21,761 2,46¢ 2,47¢c 5,30c Co-5
C2 2026,46¢c 20,70k 2,56b 2,42¢ 6,78a Co-5
C19 2004,87¢ 21,961 2,48¢c 2,26d 6,04b Co-5
D1 3099,25a  22,83¢g 1,95d 2,84b 3,46¢ Nenhum
D2 2336,64b  27,98¢ 2,22¢ 2,52¢ 4,61d Co-#’
D3 2134,05¢  23,77f 2,13d 2,53¢ 5,49c¢ Nenhum
D4 2460,68b  22,29h 2,19¢ 2,57¢ 5,63b Nenhum
D6 2354,31b  26,49d 2,71b 2,40c 5,80b Co-4
D7 274691a  23,51f 1,98d 2,69¢ 4,59d Nenhum
D11 2100,63¢  23,13g 3,22a 2,03d 5,37¢ Co-#
D12 2201,70c  30,23b 3,18a 2,64c 5,00¢c Co-4’
D13 2500,62b  23,98f 3,35a 2,19d 6,05b Co-#
D15 2062,85¢ 22,061 2,99a 2,02d 531¢ Co-#
D16 2533,46b  24,21e 2,37¢c 2.47¢c 6,33a Nenhum
D19 2132,51c 24,23 2,09d 2,49¢ 5,24c¢ Nenhum
D22 2361,27b  24,63e 2,08d 2,53¢c 5,99b Nenhum
D23 2333,72b  32,13a 3,17a 2,39¢ 5,82b Co-4’
...“continua”...
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“TABELA 17, cont.”

Produgdo Pesocem Tipode Porte Mancha Combinagdes de
Linhagem (kg/ha) Sementes  graos nota angular alelos Co
(g) nota(1-5) (1-5) nota (1-9)
E9 2448,13b  21,60i 1,82d 3,16a  5,15¢ Co-7e Co-5
E5 2524,65b 22,26h 1,98d  3,01b 5,95b Co-7e Co-5
E10 2332,77b  21,52i 2,15d 3,27a  5,51c Co-7e Co-5
Ell 2667,40a 19,671 2,37c 2,95b  4,79d Co-7
E12 2309,29b 24.47¢ 2,76b 2,68c  5,84b Co-#
El14 2461,69b 18,68m 2,05d 3,26a  5,06¢c Co-5
E15 2253,53¢  24,74e 2,14d 3,40a  4,70d Co-5
El6 2417,78b 19,691 1,75d 3,22a  6,22a Co-7e Co-5
E17 2795,85a 20,19k 2,30c 3,30a  5,94b Co-7e Co-5
E18 2380,80b 21,451 2,07d 3,29a  5,80b Co-5
E19 2296,01b  20,77] 2,50c 3,132 6,52a Co-5
E21 2061,14c  23,37g 2,01d 3,132 5,79 Co-5
E22 1846,66¢c 21,441 2,25¢ 3,36 5,49¢ Nenhum
E23  2064,27c 22,18h  3,05a 230d 6,54a Co-#
E28 2221,12¢  24,35¢ 1,91d 3,282 4,18d Co-5
E38 2513,92b 22,94¢g 2,02d 3,31a  5,5% Co-7e Co-5
M3 2230,58¢  23,90f 2,60b 2,25d  4,88¢ Nenhum
M19 2162,61c  23,83f 2,42¢ 2,64c  5,34c Nenhum
M3l 1939,37¢  21,03j 2,87b 2,80b 6,59 Co-4
TALISMA 2090,63c 22,44h 2,44c 2,88b 6,33a Nenhum

Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott e Knot com 5% de probabilidade. Linhagens denominadas
com as letras A, B, D, E e M sdo originadas de familias F,, RC, e linhagens
com letra C sdo originadas de uma familia F,.; RC;.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel selecionar linhagens que reuniram alta produtividade, tipo
de grao semelhante ao da cultivar Carioca, porte mais arbustivo e resisténcia a
antracnose devida a pirdmide de alelos Co-5 e Co-7, bem como algumas

linhagens portadoras do alelo Co-4° e dos alelos individuais Co-5 e Co-7.
Nao foram identificadas linhagens com alta resisténcia & mancha angular
O marcador SCAR nio foi eficiente para realizar selecdo de gendtipos

portadores do alelo Co-5, dentro do conjunto de linhagens avaliado, devido a

distancia entre eles e ao procedimento de selecao.
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