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RESUMO GERAL

Os objetivos deste trabalho foram obter progénies de feijoeiro com maiores
niveis de resisténcia fisiologica ao mofo branco, graos do tipo “Carioca” e porte
arbustivo, por meio da sele¢do recorrente; verificar a eficiéncia na selecdo destes
caracteres e se os niveis de resisténcia obtidos sdo equivalentes aos das fontes de
resisténcia relatadas na literatura; e avaliar mecanismos bioquimicos envolvidos na
resposta de defesa de gendtipos de feijoeiro a esta doenga. Foram intercruzadas 13
linhagens de feijoeiro com resisténcia parcial ao mofo branco, por meio de um
dialelo no esquema conico e foram obtidos sete ciclos de sele¢do recorrente. Destes
ciclos, progénies das geracdes Sg.i, Soz € S¢3 dos ciclos III, IV, V, VI foram
avaliadas. Também foram avaliadas de 8 a 10 melhores progénies dos sete ciclos,
em dois experimentos em casa de vegetacdo e campo. Os caracteres avaliados
foram resisténcia ao mofo branco pelo método do Straw test, porte, tipo de grios e
producdo. A selegdo recorrente possibilitou ganho na resisténcia ao mofo branco de
aproximadamente 11% ao ano e para o carater porte o ganho foi de 15 % ao ano.
Ganho significativo também foi obtido na selecdo de progénies para porte ¢ tipo de
grdos dentro de cada ciclo. A sele¢do recorrente foi eficiente para obtengdo de
progénies com alto nivel de resisténcia ao mofo branco com gréos do tipo carioca,
porte ereto e com produtividade consideravel. Para avaliagdo bioquimica foram
utilizadas quatro linhagens com diferentes niveis de resisténcia ao mofo branco,
CNFP10772, Talisma, CNFC9506, ¢ CNFRJ10564. Foram avaliadas atividades de
enzimas de defesa e teores de fendis soltveis totais e lignina em plantas inoculadas
com o fungo Sclerotinia sclerotiorum pelo método Straw test e ndo inoculadas. As
amostras foram coletadas em duas posi¢des na planta ¢ em seis tempos apos a
inoculacdo. Maiores teores de lignina e fendis soluveis totais e maior inducéo da
atividade da peroxidase e superdxido dismutase em plantas inoculadas na regido
proxima a inoculacdo (Posicdo um) indicam ativagdo local com posterior
sinalizag8o de mecanismos de defesa em outras regides da planta. O gendtipo com
maior nivel de resisténcia foi superior ao suscetivel quanto a producio de lignina e
as atividades das enzimas de defesa peroxidase, ascorbato peroxidase e superdxido
dismutase. Estes resultados sugerem que a combinagio destas respostas de defesa
no feijoeiro pode contribuir para maior resisténcia da planta ao patdgeno e que
estas enzimas possuem potencial para uso na selecdo de gendtipos de feijoeiro.

Palavras — chave: Mofo branco. Resisténcia genética. Phaseolus vulgaris. Proteinas
relacionadas a patogénese. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

The objectives of this study were to obtain common bean progenies with
higher levels of physiological resistance to white mold, carioca grain type and
upright habit, using recurrent selection; verify efficiency in the selection of these
characters and check if the resistance levels obtained are equivalent to the sources
of resistance reported in the literature; and evaluate biochemical mechanisms
involved in the defense response of bean genotypes to this disease. Twelve
common bean lines with partial resistance to white mold were intercrossed using a
diallel in conic scheme and seven recurrent selection cycles were obtained. Of these
cycles, progenies of the Sy, So» and Sq3 generations of cycles III, IV, V and VI
were evaluated. From 8 to 10 of the best progenies of the seven cycles were also
evaluated, in two experiments in a greenhouse and in the field. The traits evaluated
were white mold resistance using Straw test method, plant architecture, grain type
and grain yield. Recurrent selection allowed a selection progress of about 11 % per
year to white mold resistance and of about 15 % per year to the plant architecture.
Significant gain was also obtained in the selection process within each cycle. The
progenies selection and recurrent selection were efficient to obtain progenies with
high-level of resistance to white mold, “Carioca” grain type, upright plant and with
considerable grain yield. Some biochemical mechanisms were evaluated in four
genotypes with different levels of white mold resistance, CNFP10772, Talisma,
CNF(C9506 and CNFRJ10564. It was evaluated the activities of defense enzymes,
total soluble phenols and lignin in plants inoculated and not inoculated with the
fungus Sclerotinia sclerotiorum. Samples were collected at two locations in the
plant and in six times after inoculation. Higher levels of lignin and total soluble
phenols, and greater induction of the peroxidase and superoxide dismutase activity
were detected in the region close to the inoculation (position one), indicating local
activation and subsequent signaling of defense mechanisms in other regions of the
plant. The genotype with the highest level of resistance was higher than susceptible
for the production of lignin and activities of defense enzymes peroxidase, ascorbate
peroxidase and superoxide dismutase. These results suggest that a combination of
defense responses in common bean can contribute to increased plant resistance to
the pathogen, and these enzymes have potential for using in selection of resistant
bean genotypes.

Keywords: White mold. Genetic resistance, Phaseolus vulgaris. Pathogenesis —
related proteins. Phenolic compounds.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

O mofo branco causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ uma doenca
que afeta mais de 500 espécies de plantas, sendo uma das principais responsaveis
pela redugdo na produtividade em diversas culturas, incluindo o feijoeiro
(SAHARAN; MEHTA, 2008). O fungo sobrevive no solo na forma de esclerodio e
também como micélios dormentes contaminando tegumento e cotilédones de
sementes, 0 que contribui para a disseminagdo do patdogeno e epidemias em campos
de producdo. Esse patogeno tem se destacado principalmente em areas de cultivo
sob pivd central onde, geralmente, sdo realizados plantios sucessivos de feijdo e
tém-se condi¢des ideais de temperatura ¢ umidade para o seu desenvolvimento. A
doenga pode levar a perdas de 30% ou mais nas lavouras de feijdo, e em periodos
chuvosos essa perda pode chegar a 100%, quando se utilizam cultivares suscetiveis
e medidas preventivas ndo sdo tomadas (SCHWARTZ; SINGH; TERAN, 2013).

O controle recomendado para a doenga € a aplicagdo de fungicidas, que
além de causarem danos ao ambiente e representarem um acréscimo de 10% no
custo da produgio (LOBO JUNIOR; NASSER, 2007), nio tem sido muito
eficiente, especialmente quando se utilizam cultivares de feijdo suscetiveis,
prostradas e de habito indeterminado tipo III (STEADMAN; BOLAND, 2005). O
uso de medidas integradas, incluindo fungicidas, aragdo profunda e antecipada,
rotacdo de culturas com plantas ndo hospedeiras, maior espagcamento entre linhas,
baixa populagdo, uso de fertilizantes, irrigacdo reduzida, e uso de cultivares de
porte ereto, podem reduzir a incidéncia da doenca (ANDO et al., 2007,
KOLKMAN; KELLY, 2002). Contudo, o uso de tais medidas integradas podem
reduzir a produtividade e o retorno economico (SCHWARTZ; SINGH; TERAN,
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2013), apesar de alguns estudos indicarem aumento de produ¢fo associado ao
aumento de espacamento (PAULA- JUNIOR et al., 2009; VIEIRA et al., 2010).

Mesmo com tais mecanismos de controle da doenga, o emprego de
cultivares resistentes ¢ a medida de menor custo, que exige um manejo menos
intensivo do agricultor e causa menor impacto ambiental. Uma das principais
dificuldades no uso da resisténcia para o controle deste patdgeno ¢ a ocorréncia de
apenas niveis moderados de resisténcia e poucos genotipos mesoamericanos €
andinos com potencial de uso nos programas de melhoramento. Contudo, altos
niveis de resisténcia estdo presentes em fontes exoticas como em P. coccineus L. e
outras espécies relacionadas e ndo adaptadas (MYERS; GILMORE; HAGGARD,
2008; SINGH et al., 2009a). Tais espécies t€ém sido utilizadas na tentativa de
transferéncia de alelos de resisténcia, contudo, os niveis de resisténcia obtidos tém
sido intermediarios (MIKLAS et al., 1998; MIKLAS et al., 2006; SINGH et al.,
2009a, b). Ha evidéncias de que entre as cultivares/linhagens com grios do tipo
carioca ¢ adaptadas as condi¢des do centro sul do Brasil, ha algumas que
apresentam certo nivel de resisténcia (GONCALVES; SANTOS, 2010).

Plantas com maiores niveis de resisténcia podem apresentar diversos
mecanismos que as permitam se defender das agressdes deste inimigo natural.
Dentre estes mecanismos estdo: a resisténcia fisioldgica e os mecanismos de
escape. A resisténcia fisiologica ¢ determinada pela capacidade da planta se
defender impedindo, restringindo ou retardando a penetragdo do patégeno em seus
tecidos e diminuindo os danos potenciais. Ja& os mecanismos de escape sdo
determinados por caracteristicas morfoldgicas da planta que propiciam ambiente
desfavoravel para proliferacdo do patégeno, como estrutura ercta das plantas,
dossel aberto, hospedagem reduzida e maturidade precoce (KOLKMAN; KELLY,
2002).

A resisténcia fisiolégica e os mecanismos de escape sdo de heranca

quantitativa e ja foram identificados 26 QTLs relacionados a resisténcia fisiologica
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e 36 relacionados a mecanismos de escape (MIKLAS et al., 2013). Segundo Yang
et al. (2007) mais de 300 genes alteram sua expressdo na presenca do patogeno,
dentre estes genes, estdo incluidos aqueles relacionados a mecanismos gerais de
resisténcia. Algumas respostas bioquimicas t€ém sido identificadas e induzidas pela
presenca do patogeno. A ativacdo de genes que codificam enzimas como as
superdxidos dismutases, polifenoloxidases e peroxidases, bem como o actimulo de
compostos fendlicos e lignina na presenca de S. scleorotiorum, tem sido relatado na
literatura em algumas culturas como em soja (MALENCIC et al., 2010), canola
(RIETZ; BERNSDORFF; CAl, 2012), alface (RODRIGUES et al., 2007) e meldo
(BUZI et al., 2004). Esses genes podem ligar importantes rotas de resposta de
defesa da planta a infec¢do do patogeno.

Como a resisténcia ao mofo branco ¢ de heranga complexa e altamente
influenciada pelo ambiente, e altos niveis sdo encontrados apenas em fontes nio
adaptadas, a transferéncia de alelos favoraveis relacionados a esta caracteristica
para cultivares adaptadas ¢ indispensavel. A forma mais eficiente de aumentar a
frequéncia de alelos/QTL favoraveis provenientes de diferentes genitores é a
selecdo recorrente (RAMALHO et al., 2012).

A selecdio recorrente permite utilizar varios parentais resistentes ao mofo
branco em sucessivos ciclos de intercruzamento, selegcdo e avaliagdo. Ela permite
melhorar um ou mais caracteres ao mesmo tempo, especialmente quando
alelos/QTL dos diferentes caracteres forem encontrados em diferentes genitores,
uma vez que o processo ¢ ciclico e dindmico (GERALDI, 2005). A associagdo da
resisténcia fisioldgica a mecanismos de escape, como o porte ereto, permite uma
maior resisténcia das plantas ao patogeno (ENDER; KELLY, 2005) ¢ a selegdo
recorrente permite essa associacdo, se nos genitores a serem cruzados existirem
alelos favoraveis para ambos os caracteres. Assim pode-se ainda realizar o
melhoramento simultaneo para outros caracteres de importancia agronémica como

tipo de grios e produgio.
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Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: selecionar progénies
com maiores niveis de resisténcia fisioldgica ao mofo branco, com grios do tipo
carioca e porte arbustivo, utilizando a selecdo recorrente; Verificar se a selecdo
recorrente foi eficiente na obtengdo de progénies com alto nivel de resisténcia ao
mofo branco, pelo menos equivalente ao das fontes de resisténcia relatadas na
literatura; Investigar alteragdes em compostos de defesa de cultivares de feijoeiro
com diferentes niveis de resisténcia ao fungo S. sclerotiorum e determinar se estes
compostos s3o importantes na resisténcia ao patdgeno e se estes tém potencial de

uso como marcadores bioldgicos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mofo branco

O mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum, também conhecido
por murcha-de-esclerotinia ou podriddo aquosa, ¢ uma das doengas de plantas de
maior importancia mundial e, uma das mais destrutivas no feijoeiro, especialmente
nas areas irrigadas do Brasil, nos plantios realizados nas safras de outono-inverno-
primavera (PAULA-JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).

O fungo infecta mais de 500 espécies de plantas no mundo incluindo
espécies cultivadas de grande importdncia econdmica (SAHARAN; MEHTA,
2008). A maioria das espécies afetadas pelo fungo sfo dicotiledoneas como
amendoim, girassol, soja, feijdo, ervilha, grdo de bico, lentilhas, batata e varios
outros vegetais, contudo, espécies monocotiledoneas também o sdo como cebolas e
tulipas (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006). No Brasil, a ocorréncia de S.

sclerotiorum foi observada pela primeira vez em 1921, por Sacca, que verificou o
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fungo sobre Solanum tuberosum L., no estado de Sao Paulo. Nos anos seguintes, o
patdgeno foi identificado em diferentes hospedeiros em outros estados do pais.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ um fungo pertencente a
subdivisio Ascomycotina, Filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem
Helotiales, familia Sclerotiniaceae. Este patogeno é um fungo necrotréfico que
infecta, geralmente, na juncdo do peciolo com a haste da planta de feijdo,
aproximadamente 10 a 15 cm acima da linha do solo, onde flores, pétalas e folhas
desprendidas geralmente ficam retidas (SCHWARTZ; SINGH; TERAN, 2013). O
fungo usualmente causa lesdes aquosas que expandem rapidamente nos tecidos dos
hospedeiros. O patdégeno causa necrose foliar invadindo os peciolos e
posteriormente a haste da planta. As hastes desenvolvem uma lesdo escura e umida
¢ posteriormente pode ocorrer formac¢do de aglomerados de hifas com aspecto
cotonoso que ¢ um dos sinais mais caracteristicos da infecc¢do pelo S. sclerotiorum
(BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006). Logo apds a infecgdo as plantas podem
ndo aparentar estarem infectadas pelo fungo, contudo, como o fungo progride
dentro da haste principal pode ocorrer murcha da planta sem escurecimento da
haste e sem aparecimento de micélio externo. O patdgeno cresce dentro do tecido
infectado, com desenvolvimento de ramifica¢cdes de hifas inter e intracelular,
frequentemente na haste, mas pode aparecer na superficie do tecido em condigdes
de alta umidade. Uma vez que a doenca inicia no hospedeiro ela pode espalhar em
uma plantagio através do contato planta a planta (OLIVEIRA, 2005).

O fungo consegue seu otimo desenvolvimento em condicdes de alta
umidade e temperaturas amenas, variando de 15°C a 20°C. Nessa situagdo, uma
lavoura de feijao pode sofrer, em média, perdas de 30% ou mais, podendo em
periodos chuvosos chegar a 100%, quando medidas preventivas ndo sdo tomadas
(OLIVEIRA, 2005; RAVA, 2013). No Brasil, esta doenca tem tido maior

importancia nas safras de outono/inverno sob irrigacdo por aspersdo. Periodo em
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que ocorrem as condi¢des ideais para o desenvolvimento da doengca (CARDOSO,
1994, NAPOLEAO et al., 2005, OLIVEIRA, 2005).

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, o fungo pode persistir por um longo
periodo no solo, sobrevivendo por até 15 anos por meio de estruturas de resisténcia,
de coloragdo escura, conhecidas como esclerddios. Estas estruturas variam
drasticamente em tamanho e forma, dependendo da cultura. Os esclerddios sdo
formados por agrupamento de hifas, que a principio apresentam coloracéo branca e,
posteriormente ocorre a formagdo de um revestimento exterior preto com células
espessas que contém melanina. Acredita-se que este revestimento tem func¢do de
proteger os esclerddios tornando-os altamente resistentes a fungos parasitas
(HENSON; BUTLER; DAY, 1999) a substancias quimicas, calor seco até 600
graus Celsius e congelamento (CARDOSO, 1994; OLIVEIRA, 2005; LOBO
JUNIOR; NASSER, 2007).

Os esclerddios podem germinar carpogénica ou miceliogénicamente,
dependendo das condi¢des ambientais, o que resulta em duas categorias da doenga.
Na germinagdo miceliogénica ocorre a producdo de micélio hialino e septado, que
penetra através da cuticula da planta utilizando enzimas, mecanismos de forga via
apressorios ou através dos estomatos (LUMSDEN; DOW, 1973; LUMSDEN,
1979; PHILIPS, 1987). Na germinagdo carpogénica o fungo produz apotécios e
subsequentemente ascosporos, os principais propagulos infectivos desse patégeno
(HARIKRISHMAN; DEL RIO, 2006). Estes infectam a planta hospedeira nas
por¢des acima do solo. J& no hospedeiro os ascdsporos germinam formando o
micélio que invade o tecido rapidamente. Na germinagdo carpogénica, o esclerédio
pode produzir um ou mais apotécios. O apotécio libera ascoésporos continuamente
por 2 a 17 dias, com média de 9 dias. A produgdo maxima de ascosporos ocorre
num intervalo de 2 a 3 dias entre o quarto e nono dia de vida ativa do apotécio. O

total de ascosporos produzidos por um apotécio atinge ao redor de dois milhdes.
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Os ascosporos podem germinar na superficie de um tecido saudavel, mas
ndo podem infectar a planta sem uma fonte exdgena de nutrientes e um filme de
agua. Tecidos senescentes, necrosados ou flores geralmente servem como fonte de
nutrientes para iniciar sua germinacdo, dando inicio a infeccdo micelial da planta
hospedeira (ABAWI; GROGAN, 1979; LUMSDEN, 1979; MCLEAN, 1958).
Depois da colonizagdo dos tecidos senescentes, o fungo invade tecidos verdes
vivos em contato com as flores e espalham para outras partes da planta
(HARIKRISHMAN; DEL RIO, 2006). Em alguns vegetais, como no feijdo ¢ na
cenoura, o0 micélio pode continuar desenvolvendo mesmo apos a colheita e pode
levar ao apodrecimento do tecido infectado (LUMSDEN, 1979). Os esporos
germinados dos esclerodios sdo dispersos pelo vento e/ou pela agua. A
dissemina¢do do fungo pode também ocorrer pelas proprias estruturas de
resisténcia aderidas aos implementos agricolas, em restos culturais ou em mistura
com as sementes (RAVA, 2013).

Séo varios os fatores que influenciam na germinagdo dos esclerodios desse
fungo, tais como: os nutrientes do substrato no qual o esclerddio ¢ formado, a
idade e tamanho dos esclerodios, os fatores ambientais, como umidade,
temperatura, luz, pH do solo, aerag¢do, a profundidade na qual o esclerédio se
encontra no solo e o tipo de solo. Segundo Bardin e Huang (2001) essa germinacdo
ocorre em baixas temperaturas, em uma combinagfo de umidade e eventos secos,
sendo que a iniciagdo dos ascosporos nas plantas esta sempre associada a eventos
de irrigacdo ou periodos chuvosos. A influéncia do solo ndo cultivado na
germinagdo se da por meio de caracteristicas supressivas evidenciadas por
retardamento do aparecimento de estipes e formacao mais lenta dos apotécios, em
relagio ao solo cultivado (COSTA; COSTA, 2006, BRANDAO; PRADO; LOBO,
2008).

Nos experimentos de Ferraz et al. (1999) foi comprovada a influéncia da

umidade do solo, matéria organica e a presenga de cobertura vegetal na germinacdo
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carpogénica de S. sclerotiorum, sendo que a matéria organica e a umidade do solo
favoreceram a geminagdo e a presenca de cobertura vegetal (palhada) prejudicou.
Segundo esses mesmos autores, a germinagdo carpogénica, a intensidade da
doenca, e a quantidade de inoculo (na forma de esclerédios) para as safras
posteriores sdo muito dependentes das praticas culturais adotadas. Assim, a adogdo
do plantio convencional e de maiores laminas de irrigacdo favorece
substancialmente o niimero observado de apotécios na cultura, a severidade do
mofo-branco ¢ o mimero de esclerddios produzidos. Em plantio direto com
menores laminas de irrigacdo todas essas variaveis foram consistentemente
menores (NAPOLEAO et al., 2005). Outros estudos também confirmaram a
influéncia da umidade no ntimero de esclerddios germinados e de apotécios viaveis
com resultados consistentes tanto para solos mais imidos quanto para solos mais
secos (NAPOLEAO et al., 2007). O conhecimento da epidemiologia da doenca e
da biologia do patdgeno permite formular hipoteses e testar praticas culturais para o
controle de diversas doengas de solo.

O controle da doenga pode ser realizado através de medidas como: uso de
sementes livres de patdgeno; evitar o trafego de pessoas e equipamentos
provenientes de areas infestadas; rotacdo de cultura com gramineas; plantio direto;
eliminagdo de residuos culturais infectados; solarizagdo do solo; controle da agua
de irrigagdo; uso de fertilizantes nitrogenados com moderacdo, redugdo da
densidade de semeadura e aplicacdo foliar de fungicidas (BIANCHINI;
MARIGONI; CARNEIRO, 2005; VIEIRA et al., 2005). O controle quimico em
geral ndo ¢ eficaz, no entanto, a densidade de indculo no solo determina a
eficiéncia do controle quimico da doenga (PAULA-JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006).
Além dos mecanismos de controle citados, a obtengdo de cultivares com resisténcia
¢ de grande importdncia para o controle integrado da doeng¢a no Brasil,
especialmente considerando que as cultivares brasileiras possuem niveis

relativamente baixos de resisténcia a esse fitopatdgeno.
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Ha dois mecanismos envolvidos na resisténcia do feijoeiro a este patdgeno:
a resisténcia fisiologica e os mecanismos de escape. Os mecanismos de escape tém
sido estudados como complementares a resisténcia fisioldgica uma vez que evitam
ou reduzem a doenga no campo, por meio da limitagdo do indculo inicial e da
subsequente infeccdo do mofo branco. Dentre os caracteres relacionados a
resisténcia a0 mofo branco, o porte ereto da planta e a porosidade do dossel tém
sido relatados em alguns trabalhos (KOLKMAN; KELLY, 2002; ENDER;
KELLY, 2005; SOULE et al., 2011; MIKLAS et al., 2013). Esses autores também
estudaram dias para florescimento e maturidade, que também sdo caracteres
importantes. A arquitetura da planta tem grande influéncia devido as condi¢des
microclimaticas dentro do dossel da planta que pode limitar o estabelecimento e
desenvolvimento de fungos. Gendtipos mais eretos tém maior capacidade de
escapar da infecgdo inicial e a porosidade da copa tende a minimizar o
desenvolvimento da doenga. Contudo, apesar de tais caracteres influenciarem na
resisténcia ao mofo branco, ndo levam a resisténcia fisiologica e sdo considerados
apenas mecanismos de escape, sendo que cultivares resistentes e suscetiveis podem
possuir porte ereto ou prostrado.

Miklas et al. (2006) identificaram uma cultivar de feijao de habito de
crescimento indeterminado do tipo I, com copa aberta e porosa, arquitetura da
planta semidecumbente e com baixos niveis de infeccdo do mofo branco, enquanto
que Kolkman e Kelly (2002) identificaram cultivares com habito de crescimento
determinado que foram altamente suscetiveis a0 mofo branco. Ja nos trabalhos de
Miklas et al. (2001) foram identificados genotipos resistentes de feijdo andino com
habito de crescimento determinado e dossel mais aberto € poroso. O aumento na
altura das plantas tem sido associado com reduzidos niveis de doenga (MIKLAS et

al., 2001; SCHWARTZ; SINGH., 2013)
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2.2 Mecanismos de defesa das plantas contra patégenos

As plantas ndo aceitam passivamente as agressdes sofridas por parte de
seus inimigos naturais, por isso elas apresentam uma série de mecanismos de
defesa que podem ser passivos ou ativos. Os mecanismos passivos ou pré-formados
envolvem barreiras estruturais ou compostos antimicrobianos que se apresentam
estrategicamente posicionados para prevenir a colonizagdo dos tecidos. E os
mecanismos ativos ou pos-formados sdo aqueles que se manifestam a partir do
contato com o patégeno (CARVALHO, 2012) .

Estes mecanismos podem ser estruturais e bioquimicos. Os mecanismos
estruturais constituem-se em barreiras fisicas a penetragdo e/ou colonizagdo do
patdgeno, enquanto que os mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes
de inibir o desenvolvimento ou gerar condi¢des adversas para a sobrevivéncia do
patdgeno nos tecidos do hospedeiro. Estes devem estar presentes em concentragdo
adequada nas partes invadidas e de forma acessivel ao patdgeno, de tal maneira que
mudangas na concentragéo da(s) substancia(s) implique em mudancgas na expressao
da doenca (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Nos mecanismos bioquimicos pré-formados, as substancias estdo presentes
na planta em altas concentragdes nos tecidos sadios antes do contato com o
patogeno ou podem se converter em substincias altamente toxicas com o inicio da
infecgdo. Dentre as respostas de defesa pré-formadas pode-se destacar a sintese de
fendis, alcaldides glicosidicos, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos e
cianogénicos, inibidores proteicos, quitinases ¢ B-1,3 glucanases. Bem como a
presenga de estruturas como a cuticula, tricomas, estomatos e fibras/vasos
condutores.

Os mecanismos pos-formados ou respostas de defesa induzidas sdo aqueles
que se manifestam apo6s a infeccdo com o patdgeno. Este tipo de defesa pode

ocorrer nos tecidos proximos a reagdo de necrose, causada pela infeccdo do
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patégeno ou tratamento quimico, sendo chamada de resisténcia local adquirida
(BIANCHINIL; MARIGONI; CARNEIRO, 2005). Apds este processo, por meio da
transmissdo de sinais bioquimicos, outras partes da planta sdo induzidas a produzir
substancias de defesa, caracterizando a resisténcia sistémica adquirida
(CARVALHO, 2012). Dentre as respostas de defesa pds-formadas estdo: as
explosdes oxidativas, reacdo de hipersensibilidade (RH), produg¢io de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogéneses, sintese de inibidores de proteases, enzimas da
rota de fenilpropanoides, como a fenilalanina amoénio liases, chalconas,
polifenoloxidases, enzimas envolvidas na peroxidagdo de lipidios, como as
lipoxigenases, acaimulo de compostos fenolicos, lignifica¢do, formacdo de papilas,
halos, formag¢do de camadas de cortica, tiloses e deposi¢do de gomas.

Uma das primeiras mudangas bioquimicas na resposta de resisténcia
observada apos o reconhecimento do patdogeno é a explosdo oxidativa, que € a
liberagdo controlada de superoxidos (O,) e peroxido de oxigénio (H,O,) no local
de ingresso do patogeno. A explosdo oxidativa é requerida para varias respostas de
defesa e ¢ expressa na maioria se ndo em todas as espécies (CESSNA et al., 2000).
E comum a indugdio da morte celular no local de penetragio do patégeno e a
resposta de hipersensibilidade (RH). Esta resposta ocorre quando uma planta
reconhece especificamente o patdgeno, durante uma interagdo incompativel. A
morte celular ¢ manifestada como um rapido colapso do tecido e representa uma
forma eficiente de defesa para muitos patégenos biotroficos. Contudo,
aparentemente nio parece proteger plantas contra o ataque de patdgenos
necrotroficos como o fungo S. sclerotiorum que pode utilizar células mortas como
fonte de nutrientes (MALENCIC et al., 2010).

O metabolismo oxidativo em células normais em diferentes situagdes de
estresse gera espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS tais como os radicais
superoxido (0O5), perdxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxil (OH), e oxigénio

SINGLET ('0,) tém implicado em um grande niimero de desordens fisiologicas
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em plantas (SCANDALIOS, 1993). As ROS inibem o desenvolvimento de
cloroplastos, reduzem a viabilidade de sementes e crescimento das raizes,
estimulam a abscisdo das folhas, causam peroxidagdo de membranas lipidicas
essenciais € danos em proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e pigmentos tais
como cloroplastos ou carotendides (PHILOSOPH-HADAS et al., 1994). A invasdo
de patogenos induz a formagdo de ROS e como resposta de defesa as plantas
utilizam seus sistemas antioxidantes (MALENCIC et al., 2004). Sistemas de defesa
antioxidantes tém coevoluido com o metabolismo aerdbico contra-atacando o dano
oxidativo causado pelas ROS. Isto inclui as enzimas antioxidantes pré-formadas
que podem aumentar a sua producdo apos a infecgdo e as enzimas pds-formadas.
Algumas destas enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GR), glutathiona-S-transferase (GST) e diferentes tipos de
peroxidases (POX), polifenoloxidases (PPO) e alguns sistemas antioxidantes ndo
enzimaticos tais como, glutationa, tocoferol, carotenoides, ascorbato, flavondides e
outros compostos fenolicos, tém sido constantemente relacionadas ao aumento de
resisténcia do hospedeiro ao invasor (MALENCIC et al., 2010; KANG;
SALTVEIT, 2001).

Deve-se considerar que a rea¢do da planta a infec¢@o pode variar de acordo
com o modo de colonizagdo do patdogeno, uma vez que microrganismos biotroficos
agem buscando impedir o desencadeamento dos mecanismos de defesa da planta,
enquanto que os necrotroficos agem suprimindo tais mecanismos. Diante disso,
duas estratégias podem ser utilizadas pelas plantas: contra os biotréficos, os genes
de defesa asseguram o desencadeamento, em dado momento, de mecanismos que
mantém a resisténcia ao patdgeno, ao passo que, contra os necrotroficos, os genes
de resisténcia buscam anular os mecanismos de patogenicidade do invasor
(MALENCIC et al., 2010).

Varios estudos t€ém comprovado que esses mecanismos de defesa podem

aumentar a resisténcia a S. sclerotiorum. Yang et al. (2007), em seus estudos com
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canola, mostram que genes codificadores de enzimas como peroxidase, ascorbato
peroxidase, glutationa peroxidase e outros relacionados ao metabolismo de espécies
reativas de oxigénio e a estrutura e fung@o da parede celular apresentam expressdo
alterada na presenca de S. sclerotiorum.. O metabolismo de espécies reativas de
oxigé€nio também tem se mostrado relevante nos estudos relacionados aos niveis de
resisténcia de plantas a S. scleorotiorum, em soja (MALENCIC et al., 2010),
canola (RIETZ; BERNSDORFF; CAlI, 2012), alface (RODRIGUES et al., 2007) e
meldo (BUZI et al., 2004). Todos estes trabalhos mostram que ha genes que podem

ligar importantes rotas de resposta de defesa da planta a infec¢do do patogeno.

2.3 Métodos de avaliacio de resisténcia ao mofo branco

Ha varios métodos para identificar a resisténcia fisiologica do feijao ao
mofo branco, como: (i) utilizacdo de campos com histdrico da doenga (ii) métodos
de inoculagdo direta em planta intacta. (iii) métodos de inoculagio direta em orgéos
isolados da planta e (iv) métodos indiretos.

Alguns melhoristas optam pela avaliacdo da doenga em campos com
histérico de incidéncia do patégeno. Contudo, problemas como infec¢do ndo
homogénea nos campos de avaliagdo, dependéncia das condi¢des ambientais para
o desenvolvimento da doenga e presenca de isolados com diferentes graus de
agressividade, t€m dificultado as avaliagdes por incidéncia natural (LEHNER et
al., 2008). Além das diferencas morfologicas como porte prostrado ou arbustivo
que podem mascarar a resisténcia fisiologica (ENDER; KELLY, 2005; MIKLAS
et. al., 2013).

O método direto em planta intacta consiste em infectar a planta inteira com
o fungo. Neste método estd incluido o Straw fest ou teste do canudo, que ¢
considerado o mais eficiente para a avaliacdo da resisténcia fisioldgica e ainda

apresenta a vantagem de ndo ser destrutivo, o que permite o avango de programas
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de melhoramento para obtencdo de progénies resistentes. Neste método, um disco
de Agar com micélio do fungo crescido € inserido na haste cortada da planta, de
trés a cinco semanas apos a semeadura, com auxilio de ponteiras plasticas de
micropipetas para que o fungo infecte a planta e ap6s um periodo de seis a oito dias
realiza-se a avaliacdo (PETZOLDT; DICKSON 1996, SINGH; TERAN, 2008).

Esse método foi utilizado por Carneiro et al. (2011) no estudo do controle
genético da resisténcia ao mofo branco. Neste estudo os autores realizaram o
cruzamento entre uma fonte exotica de resisténcia, G122 e uma linhagem elite com
graos do tipo carioca ¢ altamente suscetivel ao patdogeno, M20 e constatou -se que o
controle genético é devido principalmente ao efeito aditivo e as possibilidades de
ganho com a selec@o sdo semelhantes as obtidas com o uso do acido oxalico.

Outro método direto que também tem sido utilizado ¢é a inoculagdo direta
de esporos em suspensdo ou micélio de S. sclerotiorum em partes excisadas do
feijoeiro, e podem ser utilizadas flores, folhas e hastes da planta (OLIVIER;
GOSSEN; SEGUIN-SWARTZ, 2008; MIKLAS et al,. 1992).

Quanto aos métodos indiretos de avaliagdo destaca-se o filtrado do
patogeno para detectar resisténcia fisiologica (MIKLAS; GRAFTON; NELSON,
1992), o teste do acido oxalico (KOLKMAN; KELLY, 2000) e avaliacdo da
producéo de pigmento soliivel na haste em éacido oxalico (WEGULO; YANG;
MARTINSON, 1998). Além destes métodos, tem sido utilizada resisténcia ligada a
marcadores moleculares para detectar presenga de QTLs de resisténcia ao mofo
branco (MIKLAS et al.,, 2001; ENDER; KELLY, 2005, SOULE et al., 2011;
MIKLAS et a., 2013) e ainda avaliacdo de enzimas relacionadas a mecanismos
gerais de defesa que também podem conferir resisténcia ao mofo branco (YANG
et al.,, 2007; MALENCIC et al., 2010; RIETZ; BERNSDORFF; CAI, 2012;
RODRIGUES et al., 2007; BUZI et al., 2004).

O método de absorcdo do acido oxalico ¢ um dos métodos mais utilizados

na avaliagdo de resisténcia a S. Sclerotiorum (KOLKMAN; KELLY, 2000). Este
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método se baseia na secrecdo de acido oxalico pelas hifas do fungo no momento da
invasdo do tecido da planta, ou seja, identifica genotipos com resisténcia
fisioldgica via resisténcia ao oxalato. As vantagens desse procedimento sdo:
avaliacdo de plantas com cerca de duas a trés semanas, podendo-se medir a reagdo
de um grande numero de genodtipos em um curto periodo; ndo depende de
manuseio do patogeno e dos erros devidos a variabilidade patogénica de diferentes
isolados ou mesmo dentro de um mesmo isolado (MIKLAS; GRAFTON;
NELSON, 1992, GONCALVES; SANTOS, 2010); reduz-se a variabilidade das
condi¢des ambientais em que as plantas s3o expostas, uma vez que o tempo para
avaliagdo ¢ menor e as plantas sdo semeadas em casa de vegetagdo, onde ha maior
controle do ambiente.

Além desses procedimentos de avaliagdo, mais de 300 genes que alteram sua
expressdo na presenca do patogeno ja foram identificados (YANG et al., 2007).
Alguns marcadores ja foram utilizados em estudos para a identificagdo de QTLs
que explicam parcela significativa da variagdo fenotipica do carater (MIKLAS et
al., 2001; KOLKMAN; KELLY, 2003; ENDER; KELLY et al., 2006; MIKLAS,
2007; ANTONIO, 2013; SOULE et al., 2011, MIKLAS et al., 2013). 26 QTLs que
conferem resisténcia fisiologica ao mofo branco do feijoeiro e 36 relacionados a
mecanismos de escape, que mesmo nio correspondendo a resisténcia fisiologica,
tém grande influéncia no progresso da doenca (MIKLAS et al., 2013). J& existem
também alguns relatados de QTLs identificados nas condigdes brasileiras

(ANTONIO, 2013; LARA, 2013).
2.4 Outros caracteres utilizados na selecio de linhagens de feijoeiro
Na selecdo de linhagens de feijoeiro, pode-se trabalhar com caracteristicas

isoladas, ou com um conjunto de caracteristicas desejaveis. A opg¢do por trabalhar

com caracteristicas isoladas tem como vantagem a possibilidade de um ganho mais
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rapido para o carater em questdo, contudo, o os genotipos obtidos serdo apenas
intermediarios no processo de melhoramento, e necessitara de novas etapas de
intercruzamento, avaliacdo e selecdo para que este seja aceito pelo mercado
consumidor. A opgdo por trabalhar com vérios caracteres a0 mesmo tempo, pode
dificultar a obtencdo de genotipos favordveis para as varias caracteristicas
avaliadas, reduzindo o ganho com a sele¢do, mas o sucesso na selecdo pode resultar
em um material com caracteristicas desejaveis ao mercado consumidor. Couto,
Santos e Ferreira (2008) realizaram melhoramento para o feijoeiro comum,
visando obter grdos do tipo “carioca”, porte ereto, resisténcia a antracnose ¢ a
mancha angular. Os autores observaram reducdo no ganho nas avaliagdes
simultaneas dos quatro caracteres, contudo, obteve-se quatro linhagens com porte
ereto, gros carioca e resistentes a mancha angular, sendo que uma delas possuia o
alelo Co-4 de resisténcia a antracnose e outras duas o alelo Co-7.

A deficiéncia em apenas um dos caracteres de importancia agronémica em
uma cultivar pode levar a nio aceitagdo do mercado consumidor, como ocorreu
com a cultivar “Carioca MG” lancada pela Universidade Federal de Lavras. Ela
possuia o diferencial de ser portadora de alelos de resisténcia a antracnose, porte
arbustivo e alta produtividade de grios, contudo, possuia grios pequenos e
tegumento ligeiramente escuro. A baixa aceitagdo ocorreu devido a associagdo do
tegumento escuro a graos velhos, ¢ também aos graos de tamanho fora do padrédo
comercial.

Assim, na sele¢do simultinea, caracteres agronomicamente importantes
como tipo de gréos, arquitetura da planta e produtividade de grios podem ser
considerados juntamente a resisténcia a doencas, desde que os genitores

apresentem variabilidade para estes caracteres.
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2.4.1 Arquitetura da planta

O porte € considerado um dos caracteres mais importantes da planta, pois
ele é essencial na descri¢do das cultivares e na escolha da forma mais adequada
para o plantio nas mais variadas condi¢des de cultivo (SANTOS; GAVILANES,
2006). O porte mais ereto das plantas apresenta uma série de vantagens, tendo por
isso recebido grande atengdo dos melhoristas. Dentre as vantagens destaca-se: pode
apresentar menor acamamento que propicia facilidade nos tratos culturais,
possibilidade de colheita mecénica, redugdo das perdas na colheita devido ao
menor contato com o solo, propiciando também maior qualidade dos graos € menor
incidéncia de doengas, destacando o mofo branco, pois 0 ambiente se torna menos
propicio para a ocorréncia de patdogenos, uma vez que ocorre maior circulagdo do ar
na planta (KOLKMAN; KELLY, 2002, ENDER; KELLY, 2005).

A arquitetura da planta ¢ um carater complexo ¢ um conjunto de
caracteristicas contribui para que a planta seja ereta ou prostrada. Dentre estas
caracteristicas estdo altura da planta, habito de florescimento, comprimento da
haste principal, nimero e comprimento dos entrends na haste principal, numero e
angulo de ramificagdes que se iniciam na haste principal, distribuicdo das vagens
na planta, tamanho dos grdos, didmetro do hipocotilo, Stay Green e habito de
crescimento (SANTOS; GAVILANES, 2006).

O habito de crescimento ¢ uma das caracteristicas mais importantes na
determinacfo da arquitetura da planta, e pode ser determinado ou indeterminado. O
habito de crescimento determinado caracteriza-se por apresentar os caules e ramos
laterais terminando na inflorescéncia terminal, possuir nimero limitado de nds e a
floragdo inicia-se do apice para a base da planta. O habito de crescimento
indeterminado ¢ caracterizado por possuir um caule principal com crescimento
continuo, numa sucessdo de nds e entrenos, as inflorescéncias se desenvolvem nas

axilas das flores ¢ a floracdo se inicia da base para o apice.
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O tipo de planta do feijoeiro depende principalmente do habito de
crescimento, do comprimento dos internodios e da capacidade ou ndo de emitir
guias. E as plantas sdo classificadas em quatro tipos, que sdo plantas do tipo I, II,
III e IV. Plantas do tipo I caracterizam-se pelo habito de crescimento determinado,
arbustivo, com ramificagdes eretas e fechadas e possuem internddios mais curtos;
tipo II, habito de crescimento indeterminado, arbustivo, o caule € ereto, as
ramificagdes sdo mais fechadas e em menor niimero e apresentam guia curta; tipo
III, habito de crescimento indeterminado, prostrado ou semiprostrado com
ramificacdes bem desenvolvidas abertas e guia longa; e tipo IV, habito de
crescimento indeterminado € com grande capacidade trepadora ¢ forte dominancia
apical (VIEIRA et al., 2005).

Um grande entrave nos estudos da arquitetura da planta ¢ a forte influéncia
do ambiente nesse carater. Alta umidade, temperaturas elevadas e fertilidade
abundante s3o condi¢des que levam as planta a apresentarem um maior
desenvolvimento vegetativo, fazendo com que até mesmo linhagens que se
mostraram bem eretas em algumas condigdes de cultivo tornem-se prostradas em
outras. Collicchio, Ramalho e Abreu (1997), avaliando porte em trés safras
verificou que na safra das aguas as notas de porte foram maiores, ou seja, as plantas
apresentaram maior desenvolvimento. Entdo seria indicado avaliar plantas em
condi¢des desfavoraveis, de forma que aquelas que se mantiverem eretas nessas
condi¢des também serdo em condi¢des favoraveis de cultivo.

Visando obter maiores informac¢des sobre os caracteres relacionados ao
porte das plantas, Koinange, Singh e Gepts (1996) verificaram que o controle
genético do habito de crescimento ¢€ realizado por um tnico gene, denominado fin,
sendo o alelo dominante responsavel pelo habito indeterminado e o recessivo pelo
determinado. Chavarro e Blair (2010) confirmaram a eficiéncia deste gene apds
identificacdo de QTLs relacionados ao crescimento ereto do feijdo préximos ao

gene fin . Observa-se ainda que esse gene apresenta efeito pleiotropico para habito
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de crescimento, precocidade no florescimento, reducdo do mimero de nds e
entrends, e reducdo no mimero de vagens. Esse gene também esta ligado ou ¢
pleiotropico para tamanho de grios e das folhas. Outro gene estd relacionado a
presenca de guia, o gene fon, € o alelo de dominancia condiciona a sua formagéo
(KRETCHMER; LAIN; WALLACE, 1979).

Santos e Vencovsky (1986) e Teixeira, Ramalho e Abreu (1999)
trabalhando com caracteres morfoldgicos associados a arquitetura da planta,
verificaram que, o comprimento dos entrends foi o carater que explicou a maior
parte da variagdo na arquitetura ¢ ainda que o controle genético foi
predominantemente de efeito aditivo. Aguiar, Ramalho e Marques-Junior (2000)
avaliando familias resultantes do cruzamento de cultivares contrastantes para stay
green, ou seja, senescéncia tardia do caule e das folhas em relagdo as vagens,
verificaram que plantas mais eretas apresentaram senescéncia mais tardia e
constataram que a heranca deve ser oligogénica com predominancia dos efeitos de
dominancia. Carmo et al. (2007) realizaram a sele¢do fenotipica entre linhagens
considerando a arquitetura da planta e obtiveram herdabilidade entre 60% e 70%,
entretanto, os ganhos n3o foram elevados principalmente devido a acentuada
interagdo de gendtipos por ambientes.

Apesar da dificuldade de se obter plantas eretas, linhagens de feijdo carioca
com bom porte t€m sido obtidas. Entretanto, muitas dessas linhagens possuem
grios pequenos, o que dificulta a aceitagdo no mercado (RAMALHO; ABREU,
2006). Segundo (KELLY; ADAMS, 1987) esses grdos pequenos estdo
relacionados as folhas pequenas, ou seja, plantas com folhas menores tém maior
probabilidade de serem eretas e tem sido dificil associar as caracteristicas grios de
tamanho comercial e o porte ereto em uma mesma planta. No entanto, os genes que
controlam tais caracteres ndo sdo ligados, podendo-se obter cultivares com grios de
tamanho comercial e porte ereto em um mesmo individuo (COLLICCHIO;

RAMALHO; ABREU, 1997).
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Outra importante caracteristica que estd associada a arquitetura da planta é
a producdo de grios e em geral plantas eretas também sdo menos produtivas que
cultivares prostradas, sendo recomendado para contornar este problema, o plantio
mais adensado das cultivares eretas (BEZERRA et al., 2001). Contudo, com essa
pratica, € perdida uma das principais vantagens do porte ereto que ¢ a redugo da
severidade de doengas, especialmente o mofo branco (MIKLAS et al., 2013). Entéo
a melhor alternativa é a obtencdo de cultivares eretas e produtivas e segundo
Teixeira, Ramalho e Abreu (1999) e Collicchio, Ramalho e Abreu (1997) a maioria
das correlagdes realizadas entre porte e producdo de graos ¢ de baixa magnitude e
também constataram ser possivel obter cultivares eretas e produtivas.

Nos estudos de Mendes (2009), utilizando o sistema de nove covas
observou que o controle genético do porte da planta do feijoeiro apresenta efeito
principalmente aditivo e a herdabilidade ao nivel de planta foi elevada, indicado
viabilidade de ganho com a sele¢do mesmo na geragdo F,. E mostrou ainda que a
selecdo visando obter plantas eretas e produtivas foi promissora. Cunha, Ramalho e
Abreu (2005), utilizando da selegdo recorrente também obteve sucesso na selegéo
para porte ereto, tipo de gréos e capacidade produtiva.

Os resultados de todos esses autores indicam que € possivel incluir os trés
caracteres desejaveis em uma mesma planta, ou seja, se obter plantas eretas com
grios de tamanho comercial e produtivas, desde que a populagdo base seja formada
por genitores com diferentes alelos para tais caracteres. Deve-se considerar ainda
que a arquitetura da planta ¢ de grande importancia para complementar a
resisténcia fisioldgica ao mofo branco, uma vez que plantas eretas desfavorecem o
desenvolvimento do patogeno, devido a maior aeracdo ou circulagdo do ar na
planta, sendo um importante mecanismo de escape, como comentado no tdpico 2.1

(ENDER; KELLY, 2005).
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2.4.2 Tipos de graos

O tipo dos grios tem sido alvo de grande atencdo nos programas de
melhoramento do feijoeiro, uma vez que ¢ um dos principais limitantes na
recomendac¢do de uma nova cultivar, pois o mercado consumidor € muito exigente
e rejeita qualquer tipo de grio que esteja fora dos padrdes comerciais. O feijdo
carioca representa cerca de 70% do mercado consumidor brasileiro (DEL
PELOSO; MELO, 2005) ¢ em fun¢do de sua grande aceitagdo, os programas de
melhoramento passaram a dar énfase a esse tipo de grdo. Os grios do tipo carioca
sdo grdos com 23g a 25g, de fundo bege claro com listras marrons claras
(RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005).

O feijoeiro apresenta grande variabilidade para cor do grio. Tal
variabilidade deve-se a heranga do carater ser complexa e segundo Bassett (2004),
existem mais de 20 genes envolvidos na cor do tegumento.

Apesar da heranga do carater ser complexa, a herdabilidade em geral ¢
elevada e normalmente néo se observa interacdes por ambientes, o que facilita o
trabalho do melhorista (RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005). Por essas razoes
a selecdo do carater em geral ¢ praticada na fase inicial do programa de
melhoramento, eliminando-se assim os tipos indesejaveis e reduzindo o excesso de

genotipos a serem avaliados em geragdes futuras.

2.5 Selecao recorrente

Grande parte das caracteristicas de importdncia no melhoramento de
plantas ¢ controlada por muitos genes ¢ a probabilidade de se obter apds um tinico
ciclo seletivo todos os alelos favoraveis, quando se utiliza as metodologias
tradicionais de melhoramento, é muito baixa. Além disso, os alelos favoraveis de

um carater quantitativo qualquer sempre ocorrem distribuidos em diferentes
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gendtipos, sendo necessario utilizar o maior numero de genitores possivel, para se
ter a chance de reunir o maximo de alelos favordveis em um uUnico genotipo
descendente. Dessa forma, o modo de reunir o maior numero de alelos favoraveis
em uma linhagem ¢ por meio de sucessivos ciclos de sele¢do e recombinagdo, ou
seja, selecdo recorrente (RAMALHO et al., 2012).

A selec@o recorrente ¢ um método de grande eficiéncia no melhoramento
de caracteres quantitativo e permite utilizar varios genitores com alelos favoraveis
distintos em um processo dindmico e continuo, que aumenta a frequéncia destes
alelos a cada ciclo (BERNARDO, 2010). Este processo envolve a obtengdo de
individuos e/ou progénies por meio de ciclos sucessivos de avaliacdo, selecdo e
recombinagdo das melhores familias (GERALDI, 2005). Quanto maior a
frequéncia de alelos favoraveis na populagdo base, maior ¢ a probabilidade de se
obter plantas com fendtipo mais proximo do desejavel (RAMALHO et al., 2012).
Esta metodologia permite ainda melhorar um ou mais caracteres simultaneamente,
quando os genitores possuem diferentes alelos/ QTLs favoraveis aos diferentes
caracteres.

As principais vantagens da selecdo recorrente sdo: obten¢dio de maior
variabilidade genética uma vez que ocorrem cruzamentos entre multiplos genitores,
maior oportunidade de recombinacio genética, devido a sucessivos ciclos de
cruzamentos, maior eficiéncia no acimulo de alelos favoraveis devido as selecdes
em cada ciclo e a possibilidade de incorporagdo de germoplasma exdtico na
populagdo base. Além da possibilidade de inclusio de novas cultivares na
recombinagdo, mesmo que o processo ja esteja em andamento, e a obtencdo de
linhagens superiores em cada ciclo (RAMALHO et al., 2012 ¢ GERALDI, 2005).
Deve-se considerar também que os ciclos sucessivos de selecdo recorrente com
cruzamentos repetitivos possibilitam a quebra de ligac@o entre blocos génicos o que
permite separar alelos responsaveis por caracteristicas desejaveis daqueles

indesejaveis (BERNARDO, 2010).
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Na selecdo recorrente, deve-se considerar que um grande nimero de
genitores implica em uma contribuicdo muito pequena dos alelos de cada parental e
que a maioria sera perdida com os ciclos seletivos. Se o nimero for muito pequeno,
a probabilidade de associar a maioria dos alelos favoraveis para o carater em
questdo, ¢ também pequena. Desta forma, recomenda-se utilizar 10 a 20 genitores
para se construir a populagio base (VIEIRA et al.,2005). Os genitores selecionados
devem apresentar média alta para o cardter em questdo e estes devem se
complementar. As hibridizagdes podem ser realizadas utilizando a macho-
esterilidade ou manualmente, sendo a segunda op¢do mais eficiente, pois podem
ser direcionadas € no caso do feijoeiro, a utilizagdo da macho-esterilidade, apesar
de possivel, encontra algumas dificuldades como a ndo dispersdo do pdlen ¢ a
dificuldade de manutengéo das plantas macho estéreis.

Utilizando-se hibridizagdes manuais podem-se realizar cruzamentos
multiplos e direcionados, como os dialelos com # genitores combinados 2 a 2. Um
procedimento de intercruzamento foi proposto por Bearzoti (1997) e descrito por
Ramalho, Abreu e Santos (2001), sendo nomeado de dialelo circulante. Nesse caso
sempre um dos pais € cruzado com dois outros. As populagdes hibridas sdo obtidas
e as melhores sdo identificadas e recombinadas para se obter o ciclo seguinte,
sempre priorizando genitores ndo comuns. Este processo € repetido até que todos
os genitores sejam representados em cada populagdo e cada genitor contribuird
igualmente com o niimero de alelos.

A selegdo recorrente pode ser realizada de duas maneiras: selegdo de
individuos que também pode ser denominada selecdo fenotipica ou massal e
selecdo baseada na avaliagdo de familias, na qual utiliza-se populac¢des estruturadas
em familias de irmfos germanos, meios-irmdos ou endogamas (S;, S,, etc.)
(RAMALHO et al., 2012).

A selecdo individual ¢ aconselhavel para caracteres de alta herdabilidade.

Nesse método a populagio ¢ avaliada fenotipicamente e os melhores individuos sao
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selecionados e intercruzados. So colhidas as sementes dos individuos selecionados
e um mesmo numero de sementes de cada individuo ¢ utilizado para formar a
populagdo que sera submetida a um novo ciclo de selecdo. Os ciclos sdo repetidos
até que se obtenha um comportamento desejado.

Como a selecdo recorrente fenotipica baseia-se apenas no fenotipo,
individuos com gendtipos ndo desejaveis podem ser selecionados, reduzindo a
eficiéncia da sele¢do. Desta forma esse tipo de selecdo deve ser realizado apenas
para caracteres de alta herdabilidade, onde a sele¢do fenotipica € mais eficaz. Ela
pode ser eficiente em caracteres quantitativos, desde que estes também apresentem
alta herdabilidade.

A selegdo recorrente fenotipica, apesar das limitagGes, tem se mostrado
eficiente para alguns caracteres como observado no trabalho de Bleicher ¢ Balmer
(1993) com Exserohilum turcicum em milho, para resisténcia a mancha angular no
feijoeiro (AMARO et al., 2007) e para florescimento precoce no feijoeiro (SILVA;
RAMALHO; ABREU, 2007). Entretanto, para rendimento de grios e outros
caracteres poligénicos, ela ndo tem sido muito eficiente, como observado no estudo
de Moya et al. (2002), na qual apos sete ciclos de selegdo fenotipica houve ganho
de apenas 0.94% para rendimento de grdos em milho, no entanto, para caracteres
como altura da planta e nimero de espigas, que possuem alta herdabilidade, foram
obtidos ganhos consideraveis.

A selecdo para caracteres quantitativos € mais eficiente quando a
avaliagdo se baseia no desempenho das progénies. Uma vez que permite aos
melhoristas realizarem ensaios com repetigdes ¢ ainda ensaios em diferentes
ambientes. Nesse caso avalia-se o desempenho médio das progénies com
estimativas dos valores genotipicos mais precisos uma vez que os efeitos
ambientais, residuais e de interacdo gendtipos x ambientes sdo reduzidos. Com
esse procedimento ocorre menor varidncia fenotipica e maior acuracia do que

em avaliagdes de plantas individuais o que contribui para um maior ganho
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genético esperado. O nuimero de familias avaliadas deve variar de 100 a 200,
com 20 a 30 familias selecionadas para formar o préximo ciclo de selegdo
(HALLAUER; CARENA; MIRANDA FILHO, 2010; HALLAUER;
MIRANDA, 1988). A sele¢do ndo é muito rigorosa na maioria dos programas de
selecdo recorrente, com a propor¢do de familias selecionadas variando de 10 a
30% (BERNARDO, 2010).

A eficiéncia da selecdo de familias tem sido comprovada em varios
trabalhos em plantas autégamas. Em trigo para caracteres da espiga (GIL et al.,
2003), em arroz para produgdo de grios (RANGEL; MORAIS; ZIMMERMAN,
2002), em soja para proteina da semente (WILCOX, 1998) e feijao para produgio
de grios (RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005) ¢ ainda trabalhos de feijao com
mofo branco (TERAN; SINGH, 2010; CARNEIRO, 2013). Todos com resultados
satisfatorios, mesmo considerando que em cada um utilizou-se nimero de familias
avaliadas, numero de locais, numero de ciclos, geragdo e metodologias diferentes.

A selegdo recorrente para mofo branco, tem se mostrado bem sucedida
por alguns autores (LYON; DICKSON; HUNTER, 1987 TERAN; SINGH,
2009; TERAN; SINGH, 2010; CARNEIRO, 2013). Lyon, Dickson ¢ Hunter
(1987), utilizando 20 linhagens/ cultivares de espécies Phaseolus vulgaris e
Phaseolus coccineus, obtiveram ganho de 31% do primeiro ao segundo ciclo de
selecdo. Teran e Singh (2010) utilizando duas popula¢des de hibridos duplos,
utilizando menor nimero de genitores obtiveram ganho inferior, de 5 ¢ 12% com
a selecdo dos ciclos zero, um e dois. Teran e Singh (2009) estudaram o efeito da
selecdo gamética na introgressdo de resisténcia fisiologica ao mofo branco e
obtiveram um ganho de 20,5% em duas populagdes de avaliacdo. Ja no trabalho
de Carneiro (2013) esses ganhos foram de 2.9%por ciclo, ou de 5,8% do ciclo
zero ao ciclo dois, contudo, neste trabalho, também foi realizada sele¢do para
tipo de gréos, o que deve ter influenciado na selegdo para resisténcia e reduzido

o ganho. Todos esses autores também obtiveram linhagens com niveis de
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resisténcia semelhantes e /ou superiores aos genitores utilizados para a obtengao

da populacdo base, o que indica eficiéncia da selegéo recorrente.

2.5.1 Progresso Genético

A estimativa do progresso genético alcangado pelo melhoramento permite
quantificar a eficiéncia dos trabalhos executados, orientar os melhoristas sobre as
estratégias seletivas adotadas e buscar alternativas que aumentem a eficiéncia da
selecdo. Segundo Ramalho, Abreu e Santos (2001), as estimativas do progresso
genético com o uso da selecdo recorrente sdo facilmente obtidas se for realizada
uma avaliacdo das popula¢des nos diferentes ciclos, uma vez que apos cada etapa
de recombinacdo, o material volta a condi¢do de equilibrio genético. Assim basta
armazenar o material selecionado de cada ciclo em cémara fria. J4 no caso de
autdogamas esse equilibrio ndo é restabelecido apds cada recombinagdo, devido a
endogamia. Assim as médias sdo alteradas em virtude das frequéncias alélicas e
presenga de dominancia, ndo permitindo uma comparagdo confiavel dos diferentes
ciclos seletivos, ndo refletindo, portanto, o resultado da selecdo recorrente.

Por essa razdo outros procedimentos tém sido utilizados. Um deles
compara as progénies de cada ciclo na mesma geracdo de endogamia. Teran e
Singh (2010) avaliando duas populagoes de feijdo para piramidagdo de genes de
resisténcia ao mofo branco utilizaram familias S, para comparacao dos trés ciclos
seletivos avaliados e estimaram ganho médio de 12% para a populagfo I ¢ de 5%
para a populacdo II. Singh et al. (1999) trabalhando com produtividade de grios em
feijdio também utilizaram familias S, para comparar trés ciclos seletivos e
estimaram ganho médio de 15% para produtividade de gréos.

Outro procedimento avalia as progénies dos diferentes ciclos utilizando
testemunhas comuns. A utilizagdo das testemunhas comuns permite atenuar o

efeito ambiental, uma vez que os ciclos sdo obtidos em épocas diferentes,
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permitindo, desta forma, obter estimativas mais confiaveis. Assim procedendo,
pode-se realizar a andlise de varidncia combinada, utilizando as testemunhas
comuns como medida de ajuste experimental. A comparacdo das médias
ajustadas das progénies dos diferentes ciclos possibilita estimar o progresso.

Menezes Junior, Ramalho e Abreu (2008) utilizaram linhagens comuns
em trés ciclos de selecdo recorrente do feijoeiro para producéo de grio, tipo de
graos e porte da planta, e observaram progresso genético para os trés caracteres
simultaneamente de 3,10% , 3,13% para producdo de grdo, 11,24% para tipo de
grdos e -5,11% para porte. Ganho negativo para porte ocorreu devido a selegdo
simultanea para os trés caracteres e tem sido dificil associar caracteres como
porte e produgio de grios.

Amaro et al. (2007) também utilizando testemunhas tolerantes e
resistentes nos cinco ciclos avaliados de sele¢do recorrente em feijoeiro para
mancha angular, obtiveram ganho na resisténcia ao fungo de 6,4% por ciclo e ainda
observaram ganho indireto na producdo de grio de 8,9% por ciclo e que havia
variabilidade para selegdo mesmo depois dos 5 ciclos, confirmando que a selegdo
recorrente € um processo dindmico.

Uma terceira opgéo seria avangar as progénies sob sele¢do com endogamia
até a obtengdo de linhagens. Assim, a cada ciclo seletivo seriam obtidas algumas
linhagens que seriam avaliadas em experimentos com repeti¢éo para se obter a
estimativa do progresso genético. Esse procedimento foi utilizado por Ramalho,
Abreu e Santos (2005) para estimar o ganho genético em quatro ciclos de selegdo
recorrente no melhoramento do feijoeiro para os caracteres produtividade e tipo de
grios. As cinco melhores linhagens Sy; de cada ciclo foram avaliadas em duas
safras. O ganho médio anual em quatro ciclos de seleggo foi de 10% para o tipo de
graos e de 5,7% para produtividade.

Pode-se também utilizar o método dos modelos mistos, em especial o

BLUP para realizar analise sequencial (BRUZI, 2008). Esse autor utilizou dados de
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dois ciclos de selegéo recorrente, denominados de A e B. Adotou trés estratégias
para a andlise da produtividade de grios: a) andlise sequencial, considerando a
combinacdo das geracdes Sp.; a Sps3; Soq @ Sos € So. @ S5 € considerando todas as
progénies; b) analise sequencial envolvendo 23 progénies comuns as geragdes do
ciclo A e 34 do ciclo B; c) andlise sequencial envolvendo as 10 progénies comuns
nas geragdes So.; a Sy, (ciclo A) ou as sete comuns nas geragdes Sy, a Spg (ciclo
B). Todas essas estratégias foram comparadas com a analise de varidncia
tradicionalmente utilizada no programa de seleg¢do recorrente. Constatou-se que a
analise realizada tradicionalmente considerando apenas a média da geragdo anterior
¢ de baixa eficiéncia. Essa perda ¢ mais acentuada nas geracdes iniciais até Sy.s pois
ndo se considera a interagdo progénies x safras.

O progresso genético obtido com a selecdo recorrente pode ser estimado
por meio da regressdo linear, onde o nimero de ciclos de selegdo € a variavel
independente (x) ¢ a variavel resposta é a variavel dependente (y). A magnitude
do coeficiente de regressdo angular obtido é a estimativa do progresso genético
com o ciclo de selecdo. Se esse valor for dividido pela média da populagio
original ou pela estimativa do intercepto da equag@o de regressdo linear, tem-se
o valor do progresso em porcentagem da média original (RAMALHO et al.,

2012).
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

SELECAO RECORRENTE PARA O INCREMENTO DA RESISTENCIA
DO FEIJOEIRO COMUM AO MOFO BRANCO

De acordo com as normas da Revista Cientifica Euphytica

RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram obter progé€nies com maiores niveis
de resisténcia fisiologica ao mofo branco, com grios do tipo carioca e porte
arbustivo, por meio da selecdo recorrente; verificar se a selecdo recorrente foi
eficiente na obtencdo de progénies com alto nivel de resisténcia ao mofo branco;
verificar se os niveis de resisténcia obtidos sdo equivalentes aos das fontes de
resisténcia relatadas na literatura. Foram intercruzadas 13 linhagens de feijoeiro:
RP-2, MA-IV-18-266, BRS — Cometa, VC-16, Majestoso, Talismd, CNFRJ10564,
ESAL 550, RC,-G122-67, RC,-G122-72, RC;-ExRico-26, RC;-Ex Rico-97 e
A195, com resisténcia parcial ao mofo branco, por meio do dialelo no esquema
conico e foram obtidos sete ciclos de selegdo recorrente. Destes ciclos, progénies
das geragdes So.1, Soz € Sos dos ciclos III, IV, V e VI foram avaliadas. Também
foram avaliadas de 8 a 10 das melhores progénies dos sete ciclos, em dois
experimentos em casa de vegetacdo e campo. Foram utilizados os delineamentos
latice ou blocos casualizados. Os caracteres avaliados foram resisténcia ao mofo
branco pelo método do Straw test, porte, tipo de grdos e producdo de graos. Foram
selecionadas as progénies mais resistentes, com base na nota média de resisténcia
ao mofo branco, posteriormente, elas foram avaliadas quanto ao tipo de grios,
porte e producdo na geracdo Sy;. A selecdo recorrente possibilitou ganho na
resisténcia ao mofo branco de aproximadamente 11% ao ano ¢ para o carater porte
o ganho foi de 15 % ao ano. Nao foi observado ganho para tipo de grios entre
ciclos. A selecdo de progénies e a selecdo recorrente sdo eficientes para obtencdo
de progénies com alto nivel de resisténcia ao mofo branco, graos do tipo “carioca”,
porte ereto e produgdo de griaos semelhante as cultivares comerciais.

Palavras — chave: Sclerotinia sclerotiorum. Resisténcia genética. Phaseolus
vulgaris. Progresso genético.
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ABSTRACT - The objectives of this study were to obtain progenies with higher
levels of physiological resistance to white mold with “Carioca” grain type and
upright plant , using recurrent selection; verifying whether recurrent selection was
efficient in obtaining progenies with high levels of resistance to white mold, and
checking whether resistance levels obtained are equivalent to sources of the
resistance reported in the literature. Thirteen common bean lines were intercrossed,
RP-2, MA-IV-18-266, BRS — Cometa, VC-16, BRSMG — Majestoso, BRSMG —
Talisma, CNFRJ10564, ESAL 550, RC,-G122-67, RC,-G122-72, RC,-ExRico-26,
RCi-Ex Rico-97 and A195, with partial resistance to white mold, by means of
diallel in conic scheme, and seven recurrent selection cycles were obtained. Of
these cycles, progenies of the So.;, So» and Sy3 generations of cycles III, IV, V and
VI were evaluated. From 8 to 10 of the best progenies of the seven cycles were also
evaluated, in two experiments in a greenhouse and in the field. Lattice and/or
randomized block experimental designs were used. The traits evaluated were
resistance to white mold by the Straw test method, growth habit, grain type and
grain yield. The most resistant progenies were selected based on the average score
of resistance to white mold. Subsequently, they were evaluated in regard to grain
type, growth habit and yield in the Sy; generation. Recurrent selection allowed a
selection progress of about 11 % per year to white mold resistance and of about 15
% per year to the plant architecture. Gain among cycles was not observed for grain
type. Progeny selection and recurrent selection are efficient for obtaining progenies
with a high level of resistance to white mold, “Carioca” grain type, upright habit
and grain yield similar of the commercial cultivars.

Key words: Sclerotinia sclerotiorum. Genetic resistance. Phaseolus vulgaris.
Genetic progress.
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INTRODUCAO

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum ¢ uma doenca
de grande impacto na cultura do feijoeiro, uma vez que limita o potencial de
producdo, além de reduzir a qualidade das sementes e vagens. Esta doenga afeta as
principais areas produtoras de feijdo do mundo, abrangendo dreas produtivas da
América do Sul e do Norte e com epidemias na Australia. Em consequéncia,
muitas areas t€ém-se tornado inviaveis para a cultura do feijao, porque as perdas em
producdo vao de 30% a 100% (Schwartz, Singh 2013).

O controle deste patogeno ¢ dificultado pela ampla gama de hospedeiros ¢
pela alta capacidade deste fungo de sobreviver por varios anos na forma de
esclerodios no solo e ainda na forma de micélios dormente nas sementes
(Bianchini, Marigoni; Carneiro 2005; Saharan, Mehta 2008). A medida mais
eficiente de controle ¢ a obtengdo de cultivares resistentes, porque € de baixo custo,
permite maior retorno econdmico, devido ao manejo menos intensivo do agricultor,
além de causar menor impacto ambiental.

Apenas niveis moderados de resisténcia fisiologica ao mofo branco tém
sido reportados na literatura para feijoes mesoamericanos e andinos. Contudo,
niveis mais elevados de resisténcia tém sido observados em Phaseolus coccineus e
espécies relacionadas e ndo adaptadas. Varios trabalhos tém sido realizados
objetivando transferir alelos de resisténcia de tais espécies, contudo os niveis de
resisténcia obtidos ainda sdo considerados baixos ou intermediarios (Miklas et al.
2006; Singh et al. 2009a, b). Embora alguns autores considerem que as cultivares
utilizadas no Brasil sdo suscetiveis (Oliveira 2005), na realidade, ja foram
identificadas linhagens e cultivares com niveis moderados de resisténcia,
equivalente ao das fontes ndo adaptadas utilizadas em outros paises (Antonio et al.

2008, Gongalves e Santos, 2010).
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Além da resisténcia fisiologica, caracteres como maturidade precoce e
outros relacionados a arquitetura, como plantas eretas e dossel aberto, tém sido
reportados como mecanismos de escape, porque desfavorecem a proliferagdo do
patégeno (Ender, Kelly, 2005; Kolkman, Kelly, 2002). Mecanismos de escape e de
resisténcia fisioldgica sdo quantitativamente herdados e controlados por genes de
pequeno e grande efeito. Foram identificados 27 QTLs relacionados a resisténcia
fisiologica e 36 relacionados a arquitetura da planta (Miklas et al. 1013; Soule et
al.2011), inclusive alguns nas condigdes ambientais da regido (Antonio 2011; Lara
et al. 2013).

Os baixos niveis de resisténcia das linhagens, a heranga complexa do
carater ¢ a grande influéncia ambiental reduzem a herdabilidade e limitam o
sucesso com a selegdo para resisténcia ao mofo branco.

A sele¢do massal, pedigree, retrocruzamentos, selegdo assistida e selecdo
recorrente sdo métodos que t€m sido utilizados para conduzir populagdes
segregantes e melhorar a resisténcia ao mofo branco em feijoeiro. Griffiths, Jahn,
Dickson (2004) desenvolveram a linhagem Cornell 501 com resisténcia parcial ao
mofo branco utilizando o método de pedigree. Singh et al. (2007) desenvolveram a
linhagem A 195, com resisténcia parcial utilizando os métodos de bulk e pedigree
combinados. Miklas et al. (2006) desenvolveram a linhagem USPT-WM-1,
também com resisténcia parcial ao fungo utilizando uma combinagdo dos métodos
SSD e bulk. Miklas et al. (2007) e Ender et al. (2008) utilizaram a sele¢do assistida
por marcadores para introgressdo de QTLs em populacdes melhoradas de feijdo
comum. Lyon, Dickson e Hunter. (1987) obteveram ganho de 31% e Teran e Singh
(2010a) obtiveram ganho de 12% e 5% através da selegfo recorrente.

O uso de apenas uma ou duas fontes de resisténcias por melhoristas tem
sido ineficiente no melhoramento para o mofo branco, sendo, portanto, indicado o
uso de um maior nimero de fontes de resisténcia. Portanto, a sele¢do recorrente

tem sido considerada o método mais eficiente no aumento gradual de frequéncia
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dos alelos desejaveis em programas de melhoramento, uma vez que permite o
intercruzamento de varias fontes de resisténcia com sucessivos ciclos de avaliagio,
selecdo, e recombinagdo das plantas selecionadas. A selecdo recorrente permite
melhorar um ou mais caracteres a0 mesmo tempo, especialmente quando diferentes
alelos dos diferentes caracteres forem encontrados em diferentes genitores
(Ramalho et al. 2012).

A maioria das fontes de resisténcia a0 mofo branco nio ¢ adaptada as
condi¢des de cultivo brasileiras, portanto, ¢ de grande importancia a transferéncia
dos alelos de resisténcia para linhagens adaptadas e comercialmente aceitas no
Brasil. A obtengdo de cultivares resistentes a este patdgeno tera um impacto
significativo na cadeia produtiva do feijao e permitira o plantio da cultura em areas
consideradas improprias devido a elevada ocorréncia desta doenca (Ender e Kelly
2005; Soule et al. 2011; Miklas et al. 2013).

Diante do exposto os objetivos deste trabalho foram: selecionar progénies
com maiores niveis de resisténcia fisioldgica ao mofo branco, com grios do tipo
carioca e porte arbustivo, utilizando a sele¢do recorrente; verificar se a selecdo
recorrente foi eficiente na obtengdo de progénies com alto nivel de resisténcia ao
mofo branco; verificar se ha possibilidade de obter ganhos adicionais com a

selecdo.

MATERIAIS E METODOS

Obtencao da populacio base

Na safra das aguas de 2009/2010 iniciou-se o programa de selecio
recorrente para mofo branco na Universidade Federal de Lavras. O programa
iniciou-se com o intercruzamento entre 13 linhagens/cultivares com resisténcia

parcial ao mofo branco (Tabela 1). A linhagem A195 ¢ uma fonte exdtica de
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resisténcia oriunda do programa de melhoramento do CIAT (Centro Internacional
de Agricultura Tropical) (Singh et al. 2007). Aquelas de numero 1 a 8 sdo
adaptadas a regido Sul de Minas Gerais. As de nimero 9 a 12 sdo progénies
derivadas de retrocruzamento em que o doador da resisténcia ao mofo branco foi a
fonte G122 ou Ex Rico 23 e os genitores recorrentes foram as linhagens M20 ou
Madrepérola. A linhagem G122 tem grdos grandes tipo pintado e habito de
crescimento tipo I, a Ex Rico 23 tem grios pequenos e brancos e habito de
crescimento tipo II ¢ ambas tém resisténcia fisioldgica parcial ao mofo branco. A
M20 ¢ portadora dos alelos de resisténcia a antracnose (Co-5 e Co-4°), resisténcia
parcial a mancha angular, habito de crescimento tipo II ¢ grios tipo carioca (Silva
et al. 2006) e a Madrepérola possui o habito de crescimento tipo III, tem excelente

tipo de gréos carioca e alta produtividade.

Tabela 1 Linhagens e cultivares utilizadas no intercruzamento com algumas de
suas caracteristicas.

Cultivar/linhagem Tipo/ peso 100 graos (g) Hébito de crescimento
1-RP-2 Carioca/25 I
2-MA-IV-18-266 Carioca/23 I
3-BRS — Cometa Carioca/23 1I
4-VC-16 Carioca/25 I
5-BRSMG - Majestoso Carioca/25 I
6-CNFRJ10564 Pintado/42 1
7-ESAL 550 Jalo/45 I
8- BRSMG - Talisma Carioca/22 I
9-RC2-G122-67 Carioca/25 I
10-RC2-G122-72 Carioca/23 I
11-RCI1-ExRico-26 Carioca/23 I
12-RC1-ExRico-97 Carioca/20 I
13-A195 Bege/54 I

As linhagens/cultivares foram intercruzadas no esquema dialelo cénico
para gerar os ciclos zero (C0), um (CI), dois (CII), trés (CIII), quatro (CIV), cinco

(CV) e seis (CV]) de selecdo recorrente. Para obteng@o do ciclo zero cada genitor
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foi cruzado com dois outros. Nas populagdes F, (geracdo S;) obtidas a partir dos
cruzamentos, todas as plantas foram inoculadas, avaliadas e as mais resistentes ao
mofo branco foram selecionadas. As plantas selecionadas de cada populagdo foram
intercruzadas com as selecionadas de duas outras populagdes para a obtengdo do
ciclo L. Nos ciclos CI, CII, CIII, CIV, CV e CVI as plantas F, (geragdo S,), agora
segregantes, foram inoculadas (duas hastes por planta), avaliadas e selecionadas um
pouco antes do florescimento e intercruzadas. Este procedimento permitiu a
redugdo do tempo de obtencdo de cada ciclo da seleg@o recorrente em apenas uma
safra, sendo realizados trés ciclos por ano. Os cruzamentos foram feitos
priorizando-se genitores ndo comuns e todas as combinagdes de genitores foram
obtidas até o ciclo III e repetidas nos ciclos seguintes, seguindo o esquema de
Bearzoti, (1997). As progénies obtidas ao final dos ciclos correspondiam uma
mistura do genoma das linhagens intercruzadas.

Os ciclos C0O, CI e CII foram obtidos por Carneiro (2013) e dando

continuidade a este trabalho foram obtidos os ciclos III, IV, V e VL.

Obtencéo das progénies So.;, So:25 So:35 So:4

As melhores progénies identificadas dentro de cada ciclo de seleg@o foram
autofecundadas até a geragdo Sp4 para se estabelecer um maior nivel de
homozigose. As plantas mais resistentes da populacdo base foram selecionadas
para a obtengdo das progénies na geragdo Sy, posteriormente, as progénies mais
resistentes foram selecionadas para formar a geragdo Sy, as mais resistentes nesta
geragdo originaram a geragdo Sy3 ¢ da mesma forma originou-se a geragdo Sy..

As progénies Sy, Soz, Sos, Sos foram avaliadas considerando alguns
caracteres (Tabela 2), e a selegdo foi realizada priorizando a resisténcia ao mofo
branco. Dentre as progénies selecionadas para resisténcia ao mofo branco foi

realizada a seleg¢@o para tipo de grios e porte. No caso de tipo de grios, houve
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eliminagdo das progénies com grios muito fora do padrdo “carioca”, mesmo que
elas apresentassem maiores niveis de resisténcia. Na geracdo Sp; também foi

avaliada a produtividade de grios das progénies.

Avaliaciio das progénies Sy.;, Sy.; € So:3

Os experimentos foram conduzidos na cidade de Lavras, em todas as
geragdes, ¢ também em Lambari na geragdo Sg;. Os experimentos realizados em
Lambari objetivaram avaliar a incidéncia natural do patogeno, como esta ndo
aconteceu, foram avaliados apenas porte e produtividade neste local. O método de
condugfo das populagdes foi o bulk dentro de progénies Sy. Os delineamentos,
época de semeadura, tamanho das parcelas, caracteres avaliados e locais estdo
apresentados na tabela 2.

Todos os experimentos de campo foram submetidos aos mesmos tratos
culturais. Na semeadura, a adubagdo utilizada foi de 300 kg/ha do formulado 8-28-
16 (N-P,05-K,0, respectivamente) e, em cobertura, aos 20 dias apos a emergéncia,
150 kg/ha de sulfato de amoénio. A irrigagdo foi realizada por aspersdo e os demais
tratos culturais foram os recomendados para a cultura do feijoeiro na regido, com

exce¢do do controle de doengas.

Avaliacio das melhores progénies de cada ciclo

Foram realizados também experimentos com as melhores progénies dos
sete ciclos de sele¢@o e estes foram conduzidos em campo e casa de vegetacdo.
Nestes experimentos, foram avaliadas 10 melhores progénies dos ciclos CIV, CV ¢
CV], oito dos ciclos CI, CII e CIII e sete do ciclo CO. Nestes experimentos as

progénies foram avaliadas considerando apenas resisténcia ao Mofo branco.
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No experimento na casa de vegetagcdo oito sementes de feijoeiro, das
progénies selecionadas de cada ciclo foram semeadas em vasos plasticos de 2
litros, contendo a mistura terra:areia:esterco bovino (3:1:1). As plantas foram
irrigadas periodicamente e adubadas conforme recomendagdo para a cultura, sendo
mantida umidade de cerca de 80%. Apds a emergéncia, cada vaso foi mantido com
cinco plantas. J4 no experimento de campo, os tratos culturais foram semelhantes

aos dos experimentos realizados para as progénies de cada geracdo.
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Avaliaciio da resisténcia ao mofo branco

As plantas foram inoculadas com o micélio do patdgeno aos 28 dias apos a
semeadura, utilizando o método do Straw test (Petzoldt, Dickson, 1996; Teran,
Singh 2008; Carneiro, 2013). Todas as plantas F; (S,) dos ciclos CIII, CIV, CV e
CVI (cerca de 1300 por ciclo) foram inoculadas em dois ramos principais, como
sugerido por Teran e Singh (2010). Nas progénies Sy.;, So» € Sos de cada ciclo foi
inoculado apenas um ramo principal de dez plantas por parcela.

Nos experimentos com as melhores progénies as plantas também foram
inoculadas, sendo que em campo também foi inoculado um ramo principal de dez
plantas por parcela e no experimento em casa de vegetago, foram inoculados dois
ramos principais de cinco plantas por parcela.

O fungo foi repicado duas vezes em placas de Petri contendo meio de
batata dextrose ¢ agar (BDA) com cloranfenicol (1 pL.mL" de meio BDA) e
incubado a 22°C, por trés dias e fotoperiodo de 12 horas. Trés dias apds a segunda
multiplica¢do, foram realizadas as inoculagdes, pelo método do Straw test. O
método consiste no corte do apice caulinar a cerca de 2,5cm do nd, onde se encaixa
uma ponteira de micropipeta de 200ul, com disco de meio de cultura BDA
contendo o micélio de S. sclerotiorum. O isolado utilizado foi o 4 (55-31),
proveniente de Goidnia, Goias, considerado o mais agressivo nas avaliagdes de
Carneiro et al., (2011).

Sete dias apds a inoculagdo realizou-se a avaliacdo da reacdo do feijoeiro
ao mofo branco por meio de uma escala de diagramatica de 1 a 9 (Singh, 2013), em
que: 1 - plantas sem sintomas; 2 - invasio do fungo além do sitio de inoculacio; 3 -
invasdo do fungo proximo ao primeiro no; 4 - quando o fungo atinge o primeiro no;
5 - invasdo do fungo além do primeiro nd; 6 - invasdo do fungo préximo ao
segundo no; 7 - quando o fungo atinge o segundo nd; 8§ - invasdo do fungo além do

segundo nd e 9 — invasdo do fungo préximo ao terceiro nd ou morte da planta.
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A avaliagdo e selecdo de plantas nas populagdes base de cada ciclo foram
feitas antes do florescimento e as progénies foram selecionadas a partir da nota
média das duas inoculagdes por planta. As plantas selecionadas foram
intercruzadas no campo, para acelerar o processo de selecdo recorrente, desta
forma, cada ciclo foi obtido em uma safra, € como no sul de Minas Gerais ha trés

safras no ano, foi possivel avaliar trés ciclos no ano.

Avaliagio do porte, tipo de griaos e produtividade.

As avaliagdes do porte foram realizadas utilizando-se uma escala
diagramatica de 1 a 9 Mendes et al. (2011). Nesta, a nota 9 - refere-se a plantas de
habito tipo I ou II, eretas, com uma haste ¢ alta inser¢do das primeiras vagens; 8 —
plantas com habito I ou II, eretas ¢ com guia curta; 7 — plantas com habito I ou II,
eretas e com algumas ramificacdes; 6 — plantas de habito I ou II, eretas e com
algumas guias longas; 5 — plantas de habito II ou III, eretas, com muitas
ramifica¢des ¢ tendéncia a prostrar; 4 — plantas de habito II ou III, semieretas e
pouco prostradas; 3 — plantas de habito III, semieretas ¢ mediamente prostradas; 2 —
plantas de habito III e prostrada; e a nota 1 a planta do tipo III, com entrends longos
e completamente prostrada.

As avaliacdes para tipo de gros foram realizadas utilizando-se uma escala
diagramatica de 1 a 5 (Ramalho et al. (1998). Nesta, a nota 1 refere-se ao grao
tipico carioca, de cor creme com estrias marrom-claras, fundo claro, halo creme,
peso médio de 100 sementes de 22 a 24g ¢ ndo achatado; nota 2 ao grio tipo
carioca com deficiéncia em uma das caracteristicas mencionadas no padro; nota 3
ao grio tipo carioca com deficiéncia em duas caracteristicas mencionadas no
padrio; nota 4 ao grio tipo carioca com deficiéncia em caracteristicas mencionadas

no padrdo e nota 5, refere-se ao grdo de cor creme com estrias marrom-escuras,
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fundo escuro, com halo néo creme, peso médio de 100 sementes menor que 22g e
achatado.

A produtividade de grios foi avaliada apenas na geracdo So; de todos os
ciclos, em Lavras e Lambari, quando as parcelas dos experimentos foram
representadas em duas linhas de dois metros. Os dados foram expressos em Kg ha’

1

Analises estatisticas

Avaliagio das progénies Sy.; , So.2 € So:3

Foram verificados todos os pressupostos antes da realizac@o da analise dos
dados. Os dados de resisténcia ao mofo branco, porte, tipo de grios e
produtividade, sem transformagdo, foram submetidos a analise de variancia, por
geracdo. O modelo adotado considerando os efeitos de progénies, blocos dentro de
repeti¢des e o erro como aleatdrios, e os efeitos de repeti¢des € a média como fixos,
foi:

Yyg=m+ti+r;+ by + ey

Em que:

Yi: refere-se a observagdo obtida do tratamento 1, no bloco 1, dentro da

repeticao j;

m : média geral do experimento;

t; . efeito aleatdrio do tratamento i, sendo 1= 1, 2, 3, ..., n, ¢ n 0 namero de

progénies avaliadas em cada gerago;

1j : efeito da repeti¢do j, sendo j = 1 e 2 na geragdo Sp.;ej=1,2¢e3 nas

geragdes So., € Sg3 dos quatro ciclos avaliados;

by): efeito do bloco 1 dentro da repeti¢ao j;
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ejj : erro experimental associado a observagdo Yj, assumindo que os erros
sdo independentes e normalmente distribuidos, com média zero e variancia

2
O .

Nas andlises conjunta dos locais, na geracdo Sp; para os caracteres porte e
producéo de grios, foi utilizado o modelo considerando os efeitos de tratamentos,
blocos dentro de repeti¢des dentro de locais, locais, interagdo progénies x locais € o

erro como aleatorios e os efeitos de repetigdes, e a média como fixos.

Yie=m+t; +rjp+ I + by + (1) + ey
em que:
Yik : refere-se a observacdo obtida do tratamento i, no bloco 1, dentro da
repeticdo j, dentro do local k;
m : média geral do experimento;
t; : efeito aleatdrio do tratamento i, sendoi=1, 2, 3, ..., n.
Tjo : efeito da repeti¢do j dentro do local k, sendo j=1,2 e 3;
qx : efeito do local k, sendok=1,2 ¢ 3;
byw): efeito aleatorio do bloco 1, dentro da repeti¢do j dentro da geracao k;
(tq)i : efeito aleatdrio da interagdo entre o tratamento i ¢ o local k;

eijk : erro médio associado a observagio Yi.

Na analise sequencial das gera¢des Sy.; , S € So;3 dentro de cada ciclo, o
modelo utilizado considerou os efeitos de tratamentos, blocos dentro de repetigcdes
dentro de geragdes, interacdo progénies x geragdes € o erro como aleatdrios € 0s
efeitos de repeticdes, geracdes ¢ a média como fixos. Deve-se considerar que
dentro do efeito de geragdes estd embutido o efeito de safras, ja que os

experimentos com as diferentes geragdes ocorreram em diferentes saftas.
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Yig =m +t; + rjgy + gk + by + (1€)ix + €jix
em que:
Yik : refere-se a observacdo obtida do tratamento 1, no bloco 1, dentro da
repeticdo j, dentro da geragdo k;
m : média geral do experimento;
t; : efeito aleatdrio do tratamento 1, sendoi=1, 2, 3, ..., n.
Tjo - efeito da repetigdo j dentro da geragdo k, sendo j =1, 2 e 3;
ay : efeito da geracdo k, sendok=1,2¢ 3;
bygk): efeito aleatdrio do bloco 1, dentro da repeti¢do j dentro da geragdo k;
(pg)i : efeito aleatodrio da interac@o entre o tratamento i e a geracéo k;

eijik - erro meédio associado a observagio Yi.

Para analise dos dados, utilizou-se 0 PROC MIXED, método TYPE III, do
SAS (SAS Institute, 2007).

Avaliaciio das melhores progénies de cada ciclo

As analises individuais dos experimentos realizados no campo e na casa de
vegetacdo com as melhores progénies de cada ciclo foram realizadas considerando

todos os efeitos como fixos, exceto o erro, obedecendo ao seguinte modelo:

Yp=m+t;+r+ey
Em que:
Yii: refere-se a observacdo obtida do tratamento 1, no bloco 1, dentro da
repeticao j;
m: média geral do experimento;
t;: efeito fixo de tratamentos 1, sendo 1 =1, 2, 3, ..., n, € n o namero de

tratamentos avaliadas em cada geracéo;
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rj: efeito da repeti¢do j, sendoj=1,2 ¢ 3;
ejj : erro experimental associado a observagdo Yj, assumindo que os erros
sdo independentes e normalmente distribuidos, com média zero e variancia

2
O .

Nas analises conjuntas dos experimentos realizados no campo e na casa de
vegetacdo todos os efeitos foram considerados fixos, exceto a média, obedecendo

ao seguinte modelo:
Y =m+t;,+rpy+a + (ta)y + ey

Em que:
Yi;: refere-se & observagdo obtida do tratamento i, na repetigdo j, dentro do
ambiente k;
m : média geral do experimento;
t; . efeito fixo de tratamentos da progénie i, sendoi=1,2,3, ..,n,en o
numero de progénies avaliadas em cada geracéo;
1; : efeito da repeti¢do j, sendoj=1,2 e 3;
ay : efeito do ambiente k, sendok=1¢2;
(pa)y, : efeito da interagdo entre o tratamento i ¢ o ambiente k;
ejj : erro experimental associado a observagdo Yjj, assumindo que os erros

sdo independentes e normalmente distribuidos, com média zero e variancia o, .
Estimativa dos parametros genéticos e fenotipicos
A partir das esperangas dos quadrados médios das ANAVA’s em cada

geracdo (Spq, So2 € Sps) dentro de cada ciclo de selegdo recorrente foram

. A " 2 A - , . > .
estimadas: a variancia genética (c7,), a variancia fenotipica (c7r) e a herdabilidade
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no sentido amplo (h?®), com seus limites inferiores (LI) e superiores (LS) pelos

seguintes estimadores:

6’y =(0:- O,
02]: = Q]/I'

1-Q2
hz = %xlOO

LI=1- [(%) F(1—“/2)]] -1 Is=1- [(%) F(a/z)]] -1

em que:

0, : quadrado médio de progénies

0»: quadrado médio do erro

r: nimero de repeti¢oes

F: valor tabelado da distribui¢do F de Snedecor a partir dos graus de liberdade de

tratamentos (gl,) e residuo (gl,) e do nivel de significancia (a=0,05)

Os pardmetros genéticos também foram estimados a partir das esperancas
dos quadrados médios das andlises de varidncia conjuntas das progénies nas
diferentes geragdes dentro de cada ciclo e locais. Foram estimadas a variancia
genética entre as médias das progénies (Gzp), a variancia fenotipica (o%), a
varidncia da interagio entre as médias das progénies x geragdes (67pg) € a
herdabilidade no sentido amplo (h%), com seus limites inferiores (LI) e superiores

(LS) pelos seguintes estimadores:

o’y = (0s- QJ/IF
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o} =Qs/IF

Q4-Q5
O’pG= %

h? = 03(2‘3@4x100

L =1-|(8)Fa-apy] L5 =1-|(8)Faym| ™

em que:
Qs : quadrado médio de progénies
04 quadrado médio do interagdo progénies x geragdes
Qs: quadrado médio do erro
7: média harmonica do numero de repeticdes
1: nimero de geracdes
F: valor tabelado da distribui¢io F de Snedecor a partir dos graus de
liberdade de tratamentos (gl;) e residuo (gl;) e do nivel de significancia
(0=0,05);
Foi estimada ainda a acurdcia seletiva (r4g40,), para as caracteristicas

avaliadas utilizando a seguinte expressdo (Resende e Duarte, 2007):

Tgg% |1— A

Em que:

F: valor do teste F,, de Snedecor para o efeito de progénies na ANAVA.
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Progresso genético
Foi estimado o progresso genético utilizando os seguintes métodos:

Médias das progénies nos ciclos CIII, CIV, CV e CVI

O progresso genético foi estimado entre os ciclos CIII, CIV, CV e CV], a
partir das médias das andlises sequenciais de cada ciclo, em que os dados das
progénies das trés geragdes foram utilizados ¢ todas as progénies Sy, estdo
representadas.

Como as geragdes e os ciclos ocorreram em safras ¢ anos diferentes, foram
utilizadas testemunhas comuns visando minimizar o efeito ambiental. Inicialmente
foi obtido o desvio genético das médias das progénies em relagdo as testemunhas
para os trés caracteres avaliados. Na estimativa do desvio genético para resisténcia
ao mofo branco utilizou-se a média da linhagem suscetivel, “Corujinha”. Para tipo
de gréos, utilizou-se a média da linhagem “CNFC9506”. Para porte utilizou-se a
média destas duas linhagens. Posteriormente, foi obtida a equacdo de regressdo
linear entre o nimero de ciclos, variavel independente (x), ¢ o desvio genético,
variavel dependente (). O Progresso genético (PG) porcentual foi obtido pelo

seguinte estimador:

PG = (_”1 ) «100

Xcn

Em que:
b, ¢ o coeficiente linear estimado ou ganho absoluto e X; ¢ a resisténcia

média da geragdo Sy, de cada ciclo e do ciclo tré€s (CIII).
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Também foi estimado o Ganho realizado com a sele¢do de progénies

dentro de cada ciclo utilizando o mesmo estimador.

Média das melhores progénies dos ciclos zero ao VI.

O progresso genético também foi estimado a partir das melhores progénies
de cada ciclo, incluindo os ciclos zero, I e II obtidos por Carneiro, (2012). Foram
selecionadas sete progénies do ciclo CO, oito progénies dos ciclos CI, CIl e CIII e
10 progénies dos ciclos CIV, CV e CVI Estas foram avaliadas em campo
experimental onde foram incluidas trés testemunhas (G122, Ex rico e Corujinha) e
em experimento em casa de vegetacdo onde foram incluidas cinco testemunhas
(G122, Ex rico, A195, Cornell 605 e Corujinha), ambos utilizando o método de
inoculagdo Straw test.

Os dados obtidos nesses experimentos foram submetidos as andlises de
varidncia individual e conjunta, utilizando os mesmos modelos descritos
anteriormente, considerando o efeito de tratamentos como fixo.

A partir das notas médias de reacdo ao mofo branco, das progénies
selecionadas de cada ciclo de selegdo recorrente (CO, CI, CII, CIII, CIV, CV ¢
CVI) em cada experimento ¢ na média dos experimentos, foram obtidas as
equagdes de regressdo linear, considerando o nimero de ciclos como variavel
independente (x) e notas como varidvel dependente (y). O ganho genético

porcentual foi obtido pelo estimador:

PG (%) = (by/by) 100

Em que:

b; € o coeficiente linear estimado ou ganho absoluto e by é o valor

fenotipico estimado no ciclo zero (CO).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliaciio da resisténcia ao mofo branco nas progeénies Sy.;, Sy. € Sy:3

Os experimentos foram conduzidos com boa precisdo experimental, uma
vez que os valores da acuracia seletiva, para o carater resisténcia ao mofo branco
foram superiores a 66% na maioria das analises realizadas, tanto individuais quanto
conjuntas (Tabelas 3 e 8). Esse parametro refere-se a correlagdo entre o valor
genotipico verdadeiro do tratamento genético e aquele estimado ou predito a partir
das informagdes dos experimentos. Os valores acima de 70% indicam que os
experimentos apresentaram alta precisdo (Resende e Duarte, 2007).

Constatou-se em todas as analises de varidncias, por geragdo ou conjuntas
que houve diferenca significativa entre as médias das progénies e entre geragdes
para severidade do mofo branco (P<0,05) (tabela 3 e 1A). Esses resultados indicam
que as progénies possuem diferentes niveis de resisténcia ao mofo branco, e
provavelmente possuem diferentes alelos de resisténcia. Isso evidencia a
variabilidade genética entre os genitores e as progénies o que ¢ indispensavel para
se obter ganho com a sele¢do.

Nao houve interagdo progénies x geragdes para trés dos quatro ciclos
avaliados (Tabela 3), e a razdo entre varidncia da interagdo pela varidncia genética
(c®cxp/ 6%)*100 foi inferior a 7,5% nestes trés ciclos (Tabela 4). Isso indica que
o comportamento das progénies foi consistente ao longo das geragdes, e que as
progénies selecionadas com maior nivel de resisténcia na gerac@o Sy destes ciclos
se mantiveram superiores nas geragdes seguintes. Desta forma, a selecdo na
geracdo S, ja seria eficiente. Contudo, para o ciclo CV nota-se que houve
interacdo progénies X geracdes, com uma razdo entre varidncia da interacdo pela
variancia genética (c%gxp / 6°6)*100 superior a 50% (Tabela 4). A interacdo foi

acompanhada por um baixo erro experimental, o que pode justificar a sua
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significancia. Outro fator que pode justificar a presenga da interacdo ¢ a
sensibilidade dos gendtipos as variagdes ambientais para o carater, especialmente
variagOes relacionadas a umidade e temperatura (Antdnio, 2011; Teran e Singh,

2009).
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Estimativa dos parametros genéticos para resisténcia ao mofo branco em cada

ciclo de selecao

A herdabilidade ¢ um dos pardmetros genéticos mais importantes para o
trabalho do melhorista, ela expressa a confianga do valor fenotipico como um
indicador do valor reprodutivo, ou seja, ela representa o quanto da variagdo
fenotipica pode ser perpetuada via selecdo (Bernardo 2010). As estimativas das
herdabilidades para mofo branco variaram de 43% a 91%, nos 12 experimentos
realizados em campo (Tabela 6A). Na maioria das situagdes as estimativas de
herdabilidade foram iguais ou superiores a 60%, com estimativas de limites
inferiores sempre positivas, o que indica que, com uma probabilidade de 95%, os
valores de herdabilidade devem ser diferentes de zero. A grande variagdo nos
valores de herdabilidade neste trabalho deve ter ocorrido especialmente devido a
grande influéncia do ambiente na intensidade da doenga e também a interagdo
gendtipos x ambientes (Teran e Singh, 2009). Por esta razdo, foi realizada a
avalia¢do da herdabilidade nas analises conjuntas, ¢ nestas, a herdabilidade variou
de 60 a 86%, sendo que a menor herdabilidade ocorreu no ciclo CV, onde a
variancia da interagdo progénies x geracdo foi maior (Tabela 4). Pela magnitude
destas estimativas infere-se a possibilidade de ganhos adicionais com a selecdo em

ciclos futuros.
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Tabela 4. Estimativa da varidncia genética entre as médias das progénies, variancia
fenotipica na média das progénies (o%), varidncia da interagdo
progénies x geracdes (0’gxp), relagdo entre a varidncia da interagdo
progénies*geracdo (c%gxp/ 6%G)*100, herdabilidade no sentido amplo e
seus limites inferiores e superiores na média das progénies obtidas para
severidade da doenga.

Ciclo % o oxp (Paxp/ 0%6)*100 b LI LS

I 0.089 0.137  0.002 2.624 6472 51.09 74.16
v 0.234 0272 0.017 7.151 86.11 8221 89.04
\% 0.043 0.073  0.025 58.559 5936 48.71 67.51
VI 0.077 0.107  0.017 21.644 7207 64.63 77.77

A maioria dos valores de herdabilidade obtidos neste trabalho foram
coerentes com aqueles obtidos por Antonio (2011), Miklas et al. (2001), Miklas,
Delorme ¢ Riley (2003), em trabalhos com este mesmo patogeno. Estes autores
obtiveram estimativas de herdabilidades superiores a 56% em avalia¢des utilizando
o método do Straw test para inoculagdo no campo ¢/ ou em casa de vegetacao.

Trabalhos como o de Park et. al (2001), observaram herdabilidade
relativamente baixas, com valores de 23% e 24%, trabalhando com Straw test em
feijoeiro. Carneiro et al. (2011) observaram herdabilidades de 39% e 47% em
experimentos em casa de vegetagdo. Ja Miklas, Delorme e Riley (2003) obtiveram
herdabilidades de 62% e 73% em avaliacOes para resisténcia fisioldgica ao mofo
branco em feijoeiro pelo método do Straw test em casa de vegetagdo e em campo,
sendo esses valores considerados moderados. Valores semelhantes foram
observados por Antonio (2011) de 56% e 72% e Miklas et al. (2001) que obtiveram
valores de 75% e 76% em avaliagdes pelo Straw test. A grande variagdo nas
estimativas de herdabilidade da resisténcia ao mofo branco ocorre devido aos
diferentes gendtipo parentais nos experimentos dos diferentes autores, aos métodos

de avaliacdo utilizados e especialmente devido a influéncia do ambiente no
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desenvolvimento da doenga e da interacdo genétipos x ambiente (Teran e Singh,

2009).

Avaliaciio da resisténcia ao mofo branco nas melhores progénies de cada ciclo

Os experimentos para resisténcia ao mofo branco nas melhores progénies
de cada ciclo também foram conduzidos com boa precis@o, com valor da acurdcia
seletiva superior a 70% na analise conjunta (Tabela 5). Ou seja, ha uma elevada
correlacdo entre o valor fenotipico verdadeiro e o estimado a partir das informacgdes
dos experimentos.

Nas analises de varidncia, houve diferenca entre os efeitos de ciclos e de
progénies dentro dos ciclos CO, CI, CIV, CV e CV também foram significativas
(Tabela 5 e 4A). Portanto, a variabilidade genética para o carater, se manteve
mesmo apos a selegdo ocorrida ao longo das geragdes e dos ciclos, o que € de suma
importancia para se obter continuo progresso genético com a sele¢do ao longo das
geragdes ¢ dos ciclos de sele¢do. Houve diferenca significativa entre experimentos
de campo e casa de vegetacdo € ndo se observou interagdo entre tratamentos dentro
dos grupos (representados pelas testemunhas e progénies dentro de ciclos) e
experimentos (casa de vegetagdo ¢ campo), contudo, houve interagdo entre ciclos e
experimentos (Tabela 6). A diferenga entre experimentos ¢ a interacdo deve ter
ocorrido devido a variagdo nas condi¢des ambientais na casa de vegetagdo e no
campo experimental, sendo que a intensidade da doenca em casa de vegetagdo foi
maior que no campo onde os fatores temperatura e umidade sfo mais dificeis de
serem controlados. Contudo, deve-se destacar que apesar de ter havido interagdo
experimentos *ciclos a correlagdo genética para as notas de resisténcia ao mofo
branco entre os experimentos realizados na casa de vegetacdo e campo foi
relativamente alta, de 0.80 (Tabela 5) e as melhores e piores progénies mantiveram

suas classificagdes nos dois experimentos.
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Tabela 5. Analise de varidncia conjunta para o carater nota de severidade do mofo
branco para os experimentos realizados em campo ¢ em casa de
vegetacdo, acurdcia seletiva (rggy,) e correlagdo genética (CQG) entre as
médias das progénies avaliadas no campo e na casa de vegetacdo.

Fonte de variagao GL QM rd gy,
Exp 1 140,33 1%*
Rep(exp) 4 1,124N8
Tratamentos 65 1,866%*
Tratamentos (grupos) 58 1,385%* 0,754
Progénies (Prog,) 54 1,320%* 0,740
Prog dentro de CO 6 1,509%*
Prog dentro de C1 7 2,911%*
Prog dentro de C2 7 0,591
Prog dentro de C3 7 0,872
Prog dentro de C4 9 1,139%
Prog dentro de C5 9 1,180*
Prog dentro de C6 9 1,193*
Testemunhas (Test) 4 2,987**
Grupos 7 5,851%%*
Test vs ciclos 1 1,349
entre ciclos 6 6,454**
exp * tratamentos 56 0,944*
exp*ciclos 6 1,833**
exp*Tratamentos(grupos) 50 0,837
Erro 240 0,598
CG 0,80

* ok NS, significativo a 5% e a 1% de probabilidade; N ndo significativo, respectivamente,
pelo teste F.

Ganbho realizado com a seleciio de progénies dentro dos ciclos

Para verificar se a selecdo de progénies dentro dos ciclos foi eficiente, foi

estimado o ganho realizado com a selecdo. O grande problema na avaliacdo
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comparativa de experimentos realizados em safras e anos diferentes é o efeito
ambiental ¢ o uso de testemunhas pode atenuar este efeito. No caso de severidade
de ocorréncia de patdgenos, o uso de cultivar suscetivel tem sido empregado por
diferentes autores como alternativa a este problema (Arantes et al. 2010; Amaro et
al. 2007).

Nota-se que o ganho realizado com a sele¢do de progénies dentro dos
ciclos foi positivo em todos os quatro ciclos, mas pequeno nas avaliagdes das trés
geragdes, variando de 1,5% no ciclo CV a 5,19% no ciclo CVI. Isso ocorreu
principalmente devido a reducdo do desvio genético da geracdo S, para Sp; dos
ciclos CIII e CV, mesmo que esta reducdo tenha sido ndo significativa. Nota-se
também que os maiores ganhos na selecdo de progénies foram observados de Sy
para Sy, nos ciclos CIII, CIV e CV, indicando maior eficiéncia da selecdo nesta
geragdo (tabela 6). A razio para esses ganhos € que na geragdo So.; as populagdes a
serem selecionadas foram maiores, com 121 a 225 progénies e na primeira selecido
foram eliminadas progénies com maior suscetibilidade (Tabela 2). E possivel
observar forte influéncia do ambiente na agressividade do patdgeno ¢ em varios
momentos, a nota média da agressividade aumenta (da Sy, para Sy, dos ciclos CIII
e CV, de Sy, para Sy; dos ciclos CIV e CVI), o que indicaria redugdo na
resisténcia. Contudo, observa-se também aumento na nota média da testemunha
suscetivel, o que nestes casos, influenciou no aumento do desvio genético ¢ o
ganho com a sele¢do se torna positivo. Isso confirma a importancia da testemunha
na reduc¢do do efeito ambiental.

A partir do intervalo de confianga das notas médias (tabela 6) nota-se que o
limite inferior é constituido por progénies com niveis de resisténcia mais elevados,
com valores inferiores a trés ¢ DG maiores que dois em varias situagdes.
Adicionalmente, o desvio genético do limite superior das notas médias aumentou
de geracdo para geragdo dentro dos quatro ciclos, com excegdo apenas de Sy, para

So3 do ciclo CV. Esses resultados indicam que foi possivel eliminar as progénies
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mais suscetiveis ao longo das geragdes, o que deve ter contribuido para aumentar o
ganho. Assim, nota-se que uma avaliagdo precisa possibilita aumentar os niveis de
resisténcia das progénies e o ganho com a selegdo.

Nota-se que o ganho obtido com a sele¢@o de progénies foi inferior ao
obtido por Teran e Singh (2009), que obtiveram ganho de cerca de 20% na selecéo
de progénie, contudo, deve-se considerar que neste trabalho, objetivou-se
selecionar progénies com graos do tipo “Carioca” resistentes, € que as progénies
com grios muito fora do padrdo foram eliminadas, mesmo que apresentassem
maiores niveis de resisténcia. Deve-se considerar ainda que na selecdo em campo
as condigdes ambientais sdo mais dificeis de serem controladas, enquanto que em
casa de vegetacdo consegue-se impor condicdes mais favordveis para o
desenvolvimento do patdgeno ¢ desta forma, realizar uma maior discriminagdo das
progénies para a selecdo. Contudo, ndo se pode esquecer que 0s experimentos em
campo sdo importantes, uma vez que representam o ambiente real de cultivo do
feijoeiro e ainda permitem avaliar caracteres auxiliares no controle do mofo branco

como a arquitetura das progénies (Soule et al. 2011).
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Progresso genético ao longo dos ciclos de selecio recorrente para resisténcia

a0 mofo branco

Em um programa de selegdo recorrente, € indispensavel avaliar a eficiéncia
do processo periodicamente. Para isso € necessario estimar o progresso genético
(PG) obtido. Viérias estratégias tém sido utilizadas para se estimar o progresso
genético em autogamas, e neste trabalho foram realizadas: a comparacéo entre
ciclos utilizando a média geral das progénies de cada ciclo e comparacéo entre as
melhores progénies de cada ciclo em experimento Uinico, para excluir o efeito de

safras.

Progresso genético para a média das progénies obtidas em cada ciclo para

resisténcia ao mofo branco

Na comparagdo da média de todas as progénies dos diferentes ciclos, se o
progresso genético fosse calculado a partir da média direta das progénies ele seria
de -7,8% por ciclo (valor negativo por corresponder a reducio da severidade da
doencga). Contudo, o efeito do ambiente torna necessaria a utilizagdo do desvio
genético, e o progresso calculado a partir deste desvio foi de 3,7% por ciclo de
selegdo (valor positivo, uma vez que o desvio genético ¢ calculado por DG= média
da testemunha suscetivel - a média do ciclo, a nota da testemunha suscetivel tende a
ser maior que a média dos ciclos) (Tabela 7). A principio este progresso parece
pequeno, porém, como foram realizados trés ciclos por ano ele se torna
pronunciado, de 11,1% ao ano. Deve-se considerar que a selecdo das plantas que
foram intercruzadas para a obtengdo dos diferentes ciclos, baseou-se apenas na
reagcdo média das duas inoculagdes, ou seja, a sele¢@o foi massal, e que apesar disso

e do ambiente ter grande influéncia sobre este carater, o ganho foi significativo.
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Tabela 7. Médias gerais das progénies, considerando os dados de todas as geragdes
avaliadas em cada ciclo de selecdo, médias das testemunhas, desvios
genéticos (DG) e o progresso genético (PG) para a severidade do mofo

branco
Severidade da doenga
Ciclo
Media das Progénies Corujinha DG
ClI 4,104 5,180 1,076
CIv 3,830 5,039 1,209
CVv 3,235 4,705 1,470
CVI 3,231 4,728 1,497
b0 4,449 0,931
bl -0,319 0,1524
PG(%) -7,8 3,7
R? 0,844 0,8881

Progresso genético considerando as melhores progénies de cada ciclo para

resisténcia ao mofo branco

Os experimentos com as Melhores progénies de cada um dos sete ciclos
mostraram progresso genético semelhante ao obtido nas avaliagdes com todas as
progénies obtidas em cada ciclo ¢ avaliadas apenas no campo. Nas avaliagdes das
progénies selecionadas em campo, observou-se um ganho de -3,17% por ciclo, e
nas avaliagdes em casa de vegetacdo obteve-se um ganho de -3,8%, sendo que na

analise conjunta, este ganho foi de -3,82% (Tabela 8).
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Tabela 8. Média das progénies dentro de cada ciclo com seus limites superiores ¢
inferiores e o progresso genético (PG) obtido com a sele¢do recorrente
nas avaliagGes realizadas em campo, em casa de vegetacdo e na analise
conjunta para severidade do mofo branco.

Campo Casa de vegetacdo Conjunta
Cicloe
testemunhas Varia}gﬁo do Média Varia}gﬁo do Média Varia}gﬁo do Média
ciclo ciclo ciclo
Co - - (4,75-6,75) 5,55 (3,84-5,29) 4,87*
CI (3,22-4,60) 3,89  (3,75-6,28) 5,36 (3,54-5,43) 4,62
cn (3,26-4,28) 3,72 (3,33-5,67) 4,92 (3,64-4,64) 4,33
CII (2,81-4,38) 3,31  (4,36-6,00) 5,23 (3,64-4,70) 4,27
CIv (2,92-3,87) 3,19 (3,63-6,15) 493 (3,31-5,01) 4,06
(0AY (2,96-4,08) 3,46  (3,58-6,00) 4,56 (3,32-4,78) 4,01
CVI (2,65-4,40) 3,21 (3,5-4,95) 4,10 (3,07-4,49) 3,65
G122 - 3,95 - 5,00 - 4,47
Ex Rico - 4,20 - 5,97 - 5,08
A195 - - - 4,21 - 3,48%
Cornell 605 - - - 4,58 - 3,85%
Corujinha - 5,28 - 5,92 - 5,60
by 3,89 5,59 4,81
bi -0,12 -0,21 -0,18
PG(%) -3,17 -3,80 -3,82
R*(%) 64,40 81,80 95,90

*médias estimadas

O pequeno progresso genético ao longo das geragdes e ao longo dos ciclos
se deve ao fato do carater quantitativo ser controlado por varios genes de pequeno e
médio efeito e também devido ao efeito do ambiente na expressdo da resisténcia.
Segundo Miklas et al.(2013), ja foram identificados 27 QTLs para resisténcia
fisiologica ao mofo branco e 36 QTLs para caracteres relacionados aos
mecanismos de escape. Caso nas popula¢des iniciais ocorram genes de maior

efeito, o ganho esperado nas geragdes iniciais € maior, mas se os genes envolvidos
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sdo de pequeno efeito, o ganho sera menor, mas progressivo ao longo das geracdes
e ciclos, como observado neste trabalho. O trabalho de Lion et al. (1987) com o
mesmo patogeno mostrou um ganho de 31% apds trés ciclos de selecdo recorrente,
contudo, este ganho sé foi possivel porque os autores realizaram cruzamentos
interespecificos utilizando pool génico secundario onde existe altos niveis de
resisténcia. Ja os trabalhos de Teran e Singh (2010a) e Teran e Singh (2010b)
avaliando duas populagdes de hibridos duplos os ganhos foram menores e
semelhantes aos obtido neste trabalho.

Outra observagdo importante ¢ que na selecio foram obtidas progénies
adaptadas com niveis de resisténcia superior ao de fontes de resisténcia ndo
adaptadas como Ex Rico23, G122, Cornell 605, e A195. Dentre essas fontes de
resisténcia a Al195 foi a que apresentou menor intensidade da doenga.
Considerando a média das progénies na analise conjunta, nota-se que nos ciclos
CIV, CV e CVI apareceram progénies superiores a A195 (tabela 6). Teran e Singh
et al. (2009) também obtiveram linhagens superiores as fontes de resisténcia

utilizadas como genitores.

Avaliaciio do tipo de grios, porte, e produtividade das progénies Sy.;, Sy.2 € So:3

Os experimentos de avaliagdo para tipo de grios e para produtividade
apresentaram boa precisdo experimental, com valores da acuracia seletiva
superiores a 66% em todas as geracdes e nas analises conjuntas (Tabelas 9, 11 e
12).

Ja para o porte, esses valores apresentaram menores magnitudes (Tabelas
10 e 13), o que se deve ao fato de os genitores utilizados no inicio do programa
serem pouco contrastantes para o carater. Dentre os 13 genitores utilizados, o
habito de crescimento de dois deles foi do tipo I, de sete deles do tipo II e de trés

deles do tipo III. Além disso, nos ciclos iniciais deu-se énfase na selegdo de plantas
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com habito de crescimento III e principalmente II. Esse procedimento
provavelmente resultou em uma variabilidade menor que a obtida para os demais
caracteres. Isso pode ter contribuido para reduzir o valor de F-Snedecor utilizado
para estimar a acurdcia seletiva, mesmo que tenha sido significativo. Para o carater
producdo de graos os valores da acurdcia seletiva foram superiores a 70% (Tabela
11).

Para os caracteres tipo de griios e porte, dos quatorzes experimentos
conduzidos em Lavras e Lambari nas avalia¢cdes das trés geragdes dos quatro
ciclos, e nas andlises conjuntas para cada ciclo, houve diferenga significativa para
os efeitos de progénies e geracdes na grande maioria delas (Tabela 1A, 2A, 9 e 10).
Para o carater produtividade de griios houve diferenca significativa em 5 dos 6
experimentos avaliados, ndo houve diferenga significativa apenas para as progénies
do ciclo CIV avaliadas em Lavras (Tabelas 11 e 2A). Esses resultados indicam
viabilidade de se realizar a selecdio para os trés caracteres avaliados, ja que houve
variabilidade genética das progénies na maioria dos experimentos.

Para tipo de grios, apesar de 75% dos genitores serem do tipo Carioca, a
variagdo era esperada, pois esse carater depende da expressdo de varios genes
(Basset, 2004). Da mesma forma, para o porte também era esperada diferenga entre
progénies, mesmo que a variacio entre os genitores seja pequena, ja que existem
varios genes que afetam a arquitetura da planta e os genitores, assim como as
progénies podem apresentar diferentes alelos para este carater. Segundo Miklas et
al. (2013) e Soule et al. (2011), ja foram identificados mais de 36 QTLs
relacionados ao carater. No caso da produtividade de grios, a existéncia de
variagdo também era esperada, uma vez que no inicio do programa de selegdo
recorrente os genitores envolvidos apresentavam diferentes potenciais produtivos.

No caso do experimento com as progénies selecionadas dos sete ciclos,
como o nimero de progénies selecionadas foi pequeno, de 7 a 10, praticamente ndo

houve variabilidade entre progénies dentro de ciclos tanto para tipo de grios quanto
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para o porte. Para porte, nota-se diferenca significativa para o efeito de ciclos, o que
ndo se observa para tipo de graos (Tabela 3A). Para tipo de grios, como a selegdo
vem sendo feita ao longo das geracdes, desde o ciclo zero, e a herdabilidade do

carater € alta, as progénies selecionadas praticamente ndo apresentam variabilidade.
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Para o carater tipo de grios, nota-se que houve interagdo nos ciclos CIV ¢
CVI (Tabela 9) assim como observado no trabalho de Menezes et, al (2008).
Contudo, esta interag@o foi de pequena magnitude em todos os ciclos, sendo que a
variancia da interagéio foi menor que 5% da variancia genética nos ciclos CIII, CV
e CVI e de 22% da variancia genética no ciclo CIV, indicando que a interferéncia
na classificac@o das progénies foi pequena (tabela 11).

As interagdes progénies x geragdes para o carater porte foram ndo
significativas nos ciclos CIII, CIV e CVI, sendo significativa apenas no ciclo CV
(Tabela 10). O que indica que para trés dos quatro ciclos o comportamento das
progénies foi consistente ao longo das geragdes. Contudo, os valores da variancia
da interacdo progénies x geragdes para porte foi superior a 40% da variancia
genética em todos os ciclos, uma proporgdo relativamente alta (Tabela 11).

No caso do porte e producdo de grios, nas analises conjuntas para locais
dos ciclos CIV e CV na geracdo Sy; realizados em Lavras ¢ Lambari, também ndo
se observou interagdo progénies X locais, além da variancia da interagdo ter sido de
baixa magnitude o que também determinou maior consisténcia dos dados desta
geragdo para estes ciclos (tabela 3A). A ocorréncia de interacdo progé€nies X
safras/geragdes para o carater porte tem sido relatada na literatura por outros
autores (Menezes et, al 2008, Mendes et al., 2009, Cunha et al., 2005) . Como os
experimentos foram conduzidos nas safras das aguas, secas ¢ inverno esta interagdo
ja era esperada, uma vez que na safra das aguas as plantas vegetam muito e plantas
que apresentam porte arbustivo na seca € no inverno podem acamar nas aguas e
influenciar na interagao.

As estimativas da herdabilidade para porte variaram muito nas geragoes e
nos ciclos, de 20% a 88% (Tabela 11 e 7A). Nas analises conjuntas para os ciclos,
nota-se que a herdabilidade dos ciclos CIV, CV e CVI foram proximas as obtidos
por Mendes et al. (2011) e Menezes et. al (2008) que obtiveram valores de 41 a

71%. No ciclo CIII a herdabilidade foi superior a obtida pelos mesmos autores, de
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88%. Deve-se considerar que assim como ocorre para resisténcia ao patdgeno, o
porte também ¢ muito afetado pelo ambiente, o que pode ter causado esta variagdo
nas estimativas de herdabilidade. Nota-se ainda que na grande maioria dos casos, o
limite inferior da herdabilidade foi positivo, ou seja, foi diferente de zero,
evidenciando a presenca de variabilidade e a possibilidade de sucesso com a
selecdo.

Para tipo de gréos, as estimativas de herdabilidade, também variaram
muito nas avaliagdes por geragdo, de 23% a 79% (Tabela 6A), mas nas analises
conjuntas para os ciclos, a amplitude de variagdo foi menor, 73 a 94% (Tabela 11).
Essa grande variacdio na herdabilidade para o carater também tem sido observada
por outros autores, como Menezes et. al (2008) cujas estimativas variaram de 34%
a 86%. Apesar desta amplitude de variacdo, os limites inferiores foram positivos
em 11 dos 12 experimentos, indicando possibilidade de sucesso na seleco.

Nas avaliagdes para producdo de grios os valores da herdabilidade foram
superiores a 50% e com limites inferiores positivos na maioria dos experimentos
realizados (Tabela 3A e 8A). O unico experimento que apresentou menor
herdabilidade, 31%, e limite inferior negativo foi o do ciclo CIV realizado em
Lavras. Neste também néo houve diferenga significativa para o efeito de progénies.

Os valores da herdabilidade assim como os limites inferiores positivos,
obtida para os trés caracteres, confirmam a existéncia de variabilidade ¢ a

confiabilidade dos valores fenotipicos obtidos neste trabalho.
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Tabela 11. Estimativa da variancia genética entre as médias das progénies (6%g),
variancia fenotipica (6%), variancia da interagido progénies x geracdes
(o’cxp) razéo entre a varidncia da interagdo progénies*geracdo e a
variancia genética (o%gxp / 0°G)*100, herdabilidade e seus limites
inferiores e superiores obtidas para porte, tipo de grios e producao.

Porte
Ciclo QMP' QME Acuricia (0%xp/0%)*¥100  h? LI LS
11 1,627** 0,548 73,23 44,44 87,95 86,94 93,10
v 1,051** 0,593 58.99 62,09 35,11 16,91 48,77
A% 1,151** 0,495 63,93 52,96 47,22 3344 57,83
VI 1,191** 0,476 71,65 52,38 49,87 36,53 60,10
Tipo de graos
111 1,387** 0,093 96,60 -1,30 94,38 92,19 95,89
v 0,489** 0,100 83,61 22,27 73,21 65,67 78,87
A% 0,502** 0,076 91,40 1,47 83,67 79,51 87,02
VI 0,691** 0,101 90,50 3,61 84,23 79,99 87,47
Produtividade
IIlind 32643** 11286 80.89 - 6542 22,87 83,35
IVconj 18488** 6839 73,20 1.49 63,28 39,29  76.21
Vconj 61883** 14565 86,57 0.02 76,46  61.57 84.74
VIind 22234** 7345,55 81.83 - 67,01 43,42 80,05

" #* sionificativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
Para produtividade os valores obtidos consideraram analises individuais para os ciclos CIII
e CVI e conjunta para os ciclos CIV e CV

Ganho realizado com a seleciio de progénies dentro dos ciclos CIII, CIV, CV e

CVI para os caracteres tipo de grios e porte

Assim como realizado para severidade da doenga, para os caracteres tipo
de grios e porte, o efeito do ambiente também foi minimizado utilizando
testemunhas comuns a todos os experimentos. Para tipo de grios apenas a linhagem
CNF(C9506 foi utilizada como testemunha, ja que a cultivar corujinha possui grao
fora do padrio carioca. Nesse caso, quanto menor o desvio genético das progénies

em relagdo a testemunha CNFC9506 melhor a progénie, neste caso considera-se o
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valor absoluto, ja que no geral, as notas médias das progénies sdo maiores que a da
testemunha, que apresenta grio carioca comercial. N3o se pode esquecer que
quanto menor a nota, melhor o grio.

Para este carater nota-se progresso genético apos a selecdo, com uma
reducdo da nota média das progénies em relagdo a testemunha ao longo das
geragOes, especialmente nos ciclos CIII, CIV e CV, nas quais se observa um
progresso de 3,2%, 8,6%, e 7,0% por geragdo (tabela 12). No ciclo CVI, mesmo
tendo havido diferenca significativa entre as médias, ndo houve progresso genético,
j& que ndo houve diferenca significativa entre os desvios genéticos das médias.
Nota-se uma redugéio, em valor absoluto, do limite superior do DG ao longo das
geracdes nos quatro ciclos, ou seja, a eliminagdo dos graos fora do padrio
“Carioca” foi eficiente. Na média das progénies os tipos de graos foram inferiores a
testemunha, com notas maiores para o carater, contudo, em todas as geragdes nos
quatro ciclos, ha progénies melhores que a testemunha, com graos dentro dos
padrdes comerciais.

Na selecdo de progénies, apesar da prioridade de sele¢do para o carater
severidade da doenga, aquelas com grdos muito fora do padrdo “Carioca” foram
climinadas, mesmo que estivessem entre progénies com maiores niveis de
resisténcia. Esse critério foi adotado porque um dos objetivos deste trabalho é a
obtenc¢do de progénies adaptadas, com grios do tipo “Carioca” e com maiores
niveis de resisténcia ao mofo branco. O trabalho de Menezes et al. (2008) mostrou
um ganho maior para o carater, de 11,24%, em avaliagdes para porte, tipo de graos
e producdo de grios, mas ao contrario deste trabalho que priorizou-se a selegdo
para resisténcia ao mofo branco, os autores realizaram sele¢éo simultanea para os

trés caracteres ndo priorizando nenhum dos trés caracteres.
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Para porte as testemunhas utilizadas foram as cultivares CNFC9506 e
Corujinha, ambas com porte arbustivo e neste caso quanto menor o desvio genético
melhor o porte da progénie.

Os desvios genéticos para porte obtidos em relagdo a média das
testemunhas sofreram uma reducdo ao longo das geragdes nos ciclos CIII, CIV e
CVI o que ja indica certo progresso genético, progresso este que ndo foi observado
no ciclo CV (Tabela 13). No ciclo CIII considerando as trés geragdes, o ganho de
3,75% por geracdo, apesar de pequeno foi significativo. No ciclo CIV o ganho
considerando as trés geracdes foi de 7,93% por geracgéo e no ciclo CVI o ganho foi
de 8,4% por geragdo. Outra observagdo importante é que em todas as geragdes e
em todos os ciclos, obteve-se progénies com média superior a média das
testemunhas.

O progresso genético para o carater porte aconteceu mesmo realizando-se a
selecdo principalmente para resisténcia fisioldgica ao mofo branco. Por isso,
algumas plantas com porte ruim ¢ maiores niveis de resisténcia fisiologica
permaneceram no programa. Desta forma a selegdo para porte ndo influenciou na

classifica¢do das progénies quanto a resisténcia ao mofo branco.
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Progresso genético entre ciclos de selecio recorrente para os caracteres tipo de

graos e porte.

Na comparagdo entre ciclos para tipo de grios, ao contrario do que foi
observado na seleco entre geragdes dentro de ciclos, ndo houve redugdo da média
das progénies em relagdo a testemunha CNFC9506, ao longo dos ciclos. Na analise
de regressdo houve reducdo do desvio genético de 2,4% por ciclo, contudo, os
valores de R* mostraram néo haver ajuste das médias ao modelo linear (Tabela 14).
Desta forma, para este carater ndo houve progresso genético entre ciclos, o que
também ja era esperado, uma vez que ndo houve selecdo para tipo de gréos nas
progénies da populagdo base antes do intercruzamento. A selecdo para tipo de
grios iniciou apenas na geragdo Sy, 0 que justifica o ganho apenas dentro dos
ciclos. Além disso, a sele¢@o para grios superiores foi feita desde o ciclo zero e a
herdabilidade do carater, em geral, ¢ alta.

O carater tipo de grdos tem sido um dos principais limitantes na
recomendagdo de uma cultivar de feijoeiro, pois 0 mercado consumidor € exigente
e rejeita qualquer tipo de grdos que esteja fora dos padrdes comerciais. O
melhorista deve dedicar grande atengfo a esta caracteristica, que se tornou requisito
basico para recomendagdo de cultivares. Para isso, deve-se considerar que a sele¢do
para o tipo de grdo desejado ndo ¢ uma tarefa muito facil, pois o feijoeiro apresenta
grande variabilidade para este carater ¢ a sua heranca é complexa, com mais de 20
genes influenciando no fendtipo, com efeitos pleiotropicos, interagdes epistaticas,
alelismo multiplo e ligagdes, porem com efeito ambiental reduzido (Basset, 2004).

Na comparagdo entre ciclos, para o carater porte houve reducdo do desvio
genético das testemunhas em relagdo a média das progénies do ciclo CIV ao CVI,
indicando melhora na arquitetura da planta em relagdo as testemunhas. Esta
melhora correspondeu a um ganho de 4,6% por ciclo (Tabela 17), ganho expressivo

para um carater que nao foi alvo direto de selegdo, ja que na obtencdo dos ciclos, as
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plantas Sy de cada ciclo foram selecionadas das populagdes base considerando
apenas os niveis de resisténcia. Contudo, durante a realizagdo dos
intercruzamentos, dentro das plantas selecionadas com maiores niveis de
resisténcia, priorizaram-se aquelas com porte mais arbustivo, o que contribuiu para
o ganho neste carater. Este ganho foi superior ao obtido por Pires (2013), que
apresentou ganho de apenas 1,62% para mesmo carater.

A avaliag@o da arquitetura da planta em um programa de selecéio recorrente
para mofo branco ¢ de grande importancia, uma vez que o porte ercto € a
porosidade do dossel sdo caracteres que estdo diretamente relacionados a
mecanismos de escape da planta ao fungo S. sclerotiorum. Estes fenotipos
proporcionam condi¢des desfavoraveis para o desenvolvimento do patégeno (Ando
et al., 2007; Kolkman e Kelly, 2002; Kolkman e Kelly, 2003). Varios estudos de
identificagdo de QTLs para a resisténcia ao mofo branco mencionam a presenca
daqueles responsaveis pelos mecanismos de escape, como arquitetura, localizados
juntamente aos QTLs que conferem resisténcia ao mofo branco em feijdo (Soule et
al. 2011; Miklas et al.,2013). Desta forma, nota-se que a sele¢do para porte pode
contribuir para resisténcia ao mofo branco, juntamente com a resisténcia fisiologica

identificada por meio do Straw test.
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Tabela 14. Médias das progénies obtidas em cada ciclo de sele¢do, média das
testemunhas, desvio genético (DG) e progresso genético (PG) para os
caracteres, porte e tipo de grios.

Ciclo Porte Tipo de graos

Progénies CNPCO506 PO progenies  CNFCOS06 DG
CIII 6,283 6,685 0,402 2,803 2,188 -0,616
CIv 6,644 7,188 0,544 2,760 2,375 -0,385
Cv 6,516 6,313 -0,204 2,691 2,125 -0,566
CVI 6,284 5,863 -0,422 2,765 2,188 -0,577
b0 0,885 20,519
bl -0,322 -0,066
PG(%) -5,127 -2,4
R? 0,795 0,007

Nota-se, portanto, que ¢ de suma importancia a selegdo de progénies
resistentes, mas ndo basta que a progénie seja resistente. Para que uma linhagem
tenha a chance de ser adotada por agricultores, ela deve integrar ao seu fenotipo
grios de padrdo comercial, produtividade satisfatoria ¢ porte adequado. Neste
trabalho obteve-se um importante passo na obten¢do de uma linhagem com estes

caracteres desejaveis.

CONCLUSAO

A seleco recorrente ¢ eficiente para obtengdo de progénies com alto nivel de
resisténcia ao mofo branco com grios do tipo carioca e porte ereto.

Ha progénies selecionadas de feijdo mesoamericanas com niveis de resisténcia
fisioldgica ao mofo branco semelhantes as fontes ndo adaptadas, porte arbustivo e
grio tipo carioca.

Além disso, ha possibilidade de se obter ganhos adicionais com a selecdo para
a resisténcia ao mofo branco, porte e tipo de grios, devido a presenca da

variabilidade genética.
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ARTIGO 2

RESPOSTAS BIOQUIMICAS ASSOCIADAS A DEFESA DO FEIJOEIRO
CONTRA SCLEROTINIA SCLEROTIORUM

Artigo redigido conforme as normas da revista European Journal of Plant

Pathology

RESUMO - Este estudo objetivou investigar alteragdes em compostos de defesa
de cultivares de feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia ao fungo Sclerotinia
sclerotiorum, determinar a relagdo destes na resisténcia ao patogeno e verificar se
estes tém potencial de uso como marcadores bioldgicos. As linhagens foram
inoculadas com o patdgeno e avaliadas quanto a atividade das enzimas relacionadas
a defesa, peroxidases (POX), polifenoloxidases (PPO), catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX) e aos teores de fenois soluveis
totais e lignina, também relacionados a defesa de plantas a patdgenos. Para as
analises bioquimicas, foram coletadas amostras de tecido caulinar em duas regides
da planta, no primeiro local (Posi¢do um) foi coletado 5 cm do caule a partir do
ponto da lesdo e no segundo (Posi¢do dois) foi coletado 5 cm do caule a partir do
primeiro local nos tempos de 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a inoculagio
(HAI). A presenca do patdgeno induziu a atividade destas enzimas em pelo menos
um dos tempos ¢ uma das posigdes avaliadas. Maiores teores de lignina e fenois
soluveis totais e maior indugdo da atividade da POX e SOD em plantas inoculadas
na regido proxima a inoculag@o (Posi¢do um) indicam ativagdo local com posterior
sinalizagdo para ativacdo de mecanismos de defesa em outras regides da planta. O
gendtipo com maior nivel de resisténcia foi superior ao suscetivel quanto a
producdo de lignina e as atividades das enzimas de defesa POX, APX e SOD. Estes
resultados sugerem que uma combinag@o destas respostas de defesa no feijoeiro
pode contribuir para maior resisténcia da planta ao patdgeno e que estas enzimas
possuem potencial para uso na selecdo de genotipos de feijoeiro.

Palavras chave: Mofo branco, Phaseolus vulgaris, Mecanismos de defesa,
Compostos fenolicos

ABSTRACT - The aim of this study was to investigate changes in defense compounds of
common bean cultivars with different levels of resistance to the fungus Sclerotinia
sclerotiorum and to determine the relation of the compounds to pathogen resistance. The
lines were inoculated with the pathogen and assessed for enzymatic and non-enzymatic
compounds related to plant defense, peroxidases (POX), polyphenol oxidases (PPO),
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catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX), total soluble
phenol and lignin contents. Stem tissue samples were collected from two regions of the
plant for biochemical analyses. In the position one, 5 cm of the stem was collected from the
lesion, and in the position two, 5 cm of the stem was collected from the first location at the
times of 12, 24, 48, 72, 96 and 120 hours after inoculation (HAI). Greater lignin and total
soluble phenol contents and greater induction of POX and SOD activity in inoculated plants
in the region near the inoculation (position one) indicate local activation with later signaling
for activation of defense mechanisms in other regions of the plant. The genotype with a
greater level of resistance was superior to the susceptible one in regard to lignin production
and the activities of POX, APX and SOD defense enzymes. These results suggest that a
combination of these defense responses in common bean may contribute to greater plant
resistance to the pathogen and that these enzymes have potential use in selection of common
bean resistant genotypes.

Keywords: White mold. Phaseolus vulgaris. Defense mechanisms. Phenolic compounds
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troducio

O mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib,) de
Bary, é um patégeno de grande importincia mundial com ampla gama de
hospedeiros, atacando mais de 500 espécies de plantas, incluindo campos
cultivados, fruteiras, plantas ornamentais, arvores, arbustos e inumeras plantas
daninhas (SAHARAN; MEHTA, 2008). O ataque deste fungo leva a grandes
perdas em diversas culturas, incluindo o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L,). Em
condi¢des de clima favoravel para o desenvolvimento do patégeno, alta umidade e
temperaturas amenas, entre 15 ¢ 20°C, uma lavoura de feijdo pode sofrer perdas de
30% ou mais, podendo chegar a 100% em periodos chuvosos, quando medidas
preventivas ndo sdo tomadas (OLIVEIRA, 2005).

O controle deste patogeno ¢ dificultado pela ampla gama de hospedeiros ¢
também pela alta capacidade do patdgeno de sobreviver no solo por varios anos na
forma de esclerddios (BOLAND; HALL, 1994). Praticas culturais, como a rotagdo
de culturas com gramineas e controle da irrigacdo, aplicagdo de fungicidas, controle
biologico e plantio de cultivares resistentes podem reduzir a severidade da doenca
(DUNCAN, 2003).

A resisténcia fisiologica de cultivares ¢ a maneira mais eficiente de
controle do mofo branco, sendo a resisténcia completa inexistente no feijoeiro.
Contudo, algumas linhagens apresentam certo nivel de resisténcia tanto em feijdes
mesoamericanos, quanto em feijoes andinos (MIKLAS et, al. 2006;
GONCALVES; SANTOS, 2010). Altos niveis de resisténcia foram observados em
espécies de Phaseolus em pool génicos secundarios como em P, coccineus ¢ P,
costaricensis (SINGH et al., 2009; MIKLAS et al., 2006), Miklas et al. (2006)
transferiram niveis moderados de resisténcia ao mofo branco de P, coccineus,
Singh et al. (2009) também introgrediram resisténcia de P, coccineus e de P,

costaricensis para linhagens melhoradas utilizando retrocruzamentos. Linhas
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interespecificas melhoradas apresentaram niveis altos e intermediarios de
resisténcia a0 mofo branco. Contudo, poucas sdo as linhagens comerciais,
desenvolvidas por melhoramento tradicional que possuem resisténcia parcial ao
mofo branco (MIKLAS et al., 2006).

O controle genético da resisténcia ao mofo branco ¢ complexo, com
participacdo da resisténcia fisiologica e do habito de crescimento mais arbustivo,
que permite maior penetrago de luz na copa (ENDER; KELLY, 2005; ANTONIO
et al., 2008; SOULE et al., 2011). Segundo Yang et al. (2007), mais de 300 genes
alteraram sua expressdo na presencga do patdgeno, portanto, varios genes controlam
a resisténcia fisiologica.

Plantas com maiores niveis de resisténcia podem apresentar diversos
mecanismos que as permitam se defender das agressdes deste inimigo natural. A
planta se defende impedindo, restringindo ou retardando a penetragdo do patogeno
em seus tecidos, diminuindo os danos potenciais, enquanto que o patdogeno atua no
sentido de anular estes mecanismos de defesa do hospedeiro.

A patogenicidade de S. sclerotiorum esta relacionada a produgdo de
enzimas liticas e a produgdo de acido oxalico. As enzimas liticas tais como endo e
exopectinases, celulases, hemicelulases, glicosidases, xilanases e proteases, atuam
facilitando a colonizag¢do da célula hospedeira através da degradagdo da parede
celular e o acido oxalico causa redugdo do pH nos tecidos do hospedeiro, inibindo
enzimas atuantes no sistema de defesa do hospedeiro e aumentando a atividade de
enzimas que degradam a parede celular do hospedeiro (RIOU et al., 1991).

O sistema de defesa das plantas consiste em mecanismos pré € pos-
formados. Os pré-formados, também denominados barreiras constitutivas estdo
presentes na planta mesmo antes da infecg@o e séo estruturas como ceras, cuticulas,
parede celular espessa, tricomas, adaptacdes em estomatos e fibras vasculares; e
também os compostos quimicos como: fenois, alcaloides, lactonas insaturadas,

glicosideos cianogénicos, fototoxinas, inibidores proteicos e enzimas hidroliticas
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(STANGARLIN et al. 2011). Os mecanismos pos-formados sdo aqueles que se
manifestam apds a infec¢do, conhecidos como induziveis ou pos-formados,
envolvem a formacdo de papilas, halos, lignificagdo, formagdo de camadas de
cortica, tiloses e deposicdo de gomas, além da liberacdo de compostos como
fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese (Proteinas-RP) e enzimas
antioxidantes (AGRIOS, 2005). As respostas de defesa podem atuar de forma
diferente nos tecidos da planta, dependendo da proximidade da regido de entrada
do patégeno, dos compostos formados e podem inclusive atuar como sinalizadores
para produg@o de novas enzimas (CARVALHO, 2012). A presenca de um ou do
somatorio de alguns destes compostos de defesa podem determinar o sucesso da
resisténcia da planta contra o ataque do fitopatogeno, evitando ou minimizando o
estabelecimento da doenga (STINTZI et al., 1993).

Varios estudos tém comprovado que esses mecanismos de defesa podem
aumentar a resisténcia a S. sclerotiorum. Yang et al. (2007), em seu estudo com
canola, mostram que genes codificadores de enzimas como peroxidase, ascorbato
peroxidase, glutationa peroxidase e outros relacionados com o metabolismo de
espécies reativas de oxigénio e alteracio da estrutura e fungdo da parede celular
alteraram sua expressdo na presenga de S. sclerotiorum. O metabolismo de espécies
reativas de oxigénio conferindo resisténcia a S. scleorotiorum, foi também
observado em soja (MALENCIC et al., 2010), canola (RIETZ et al. 2012), alface
(RODRIGUES et al., 2007) e meldo (BUZI et al., 2004). Todos estes trabalhos
mostram que ha genes que podem ligar importantes rotas de resposta de defesa da
planta a infec¢do do patdgeno.

Diante do exposto, este estudo objetivou investigar alteracdes em
compostos de defesa de cultivares de feijoeiro com diferentes niveis de resisténcia
ao fungo Sclerotinia sclerotiorum, determinar se estes compostos sdo importantes
na resisténcia ao patdgeno e se estes t€m potencial de uso como marcadores

biolodgicos.
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Material e métodos

Material genético

Foram utilizados quatro gendtipos de feijoeiro: CNFC9506, BRSMG -
talismd, CNFRJ10564 ¢ CNFP10773. Estes genotipos foram selecionados a partir
de um grupo de linhagens avaliadas quanto a resisténcia ao mofo branco pelo
método do 4cido oxalico por Gongalves e Santos (2010) e pelo método do Straw
test. A linhagem CNFC9506 do tipo carioca ¢ moderadamente resistente a mancha
angular, com porte ereto, baixo grau de acamamento (ABREU et al., 2011),
moderadamente resistente a0 mofo branco quando avaliada pelo método do Straw
test, mas suscetivel ao acido oxalico. A cultivar BRSMG - talisma, do tipo carioca
¢ resistente ao virus do mosaico comum ¢ as racas 65 ¢ 89 de C. lindemuthianum,
em campo possui reagdo intermediaria a mancha angular, arquitetura semi-
prostrada a prostrada e habito de crescimento tipo III (ABREU et al., 2004), sendo
suscetivel ao mofo branco em avaliagdes pelo método do Straw test e parcialmente
resistente ao acido oxalico (GONCALVES; SANTOS, 2010). A linhagem
CNFRJ10564 possui grios beges com estrias vermelhas e habito de crescimento do
tipo I e tem se mostrado parcialmente resistente ao mofo branco quando avaliada
pelos métodos do Straw test e do 4cido oxalico. A linhagem CNFP10773 ¢ uma
linhagem de gréos pretos, com resisténcia moderada a mancha angular, arquitetura
ereta (ABREU et al., 2011) e tem se mostrado altamente suscetivel ao mofo branco
quando avaliada utilizando ambos os métodos.

Cinco sementes de feijoeiro, dos respectivos gendtipos, foram semeadas
em vasos plasticos de 3,5 litros, contendo a mistura terra:areia:esterco bovino
(3:1:1). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, sendo irrigadas
periodicamente ¢ adubadas conforme recomendagdo para a cultura. Apoés a

emergéncia, cada vaso foi mantido com trés plantas de feijoeiro.
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Inoculagao e coleta das amostras

As plantas foram inoculadas 28 dias apds a emergéncia e o inoculo
utilizado foi obtido de esclerodios de S. sclerotiorum coletados em area plantada
com feijdo proveniente de Goidnia-GO, identificado como mais agressivo no
estudo de Carneiro et al. (2011). Os esclerédios foram desinfestados
superficialmente pela imersdo consecutiva em etanol a 70 % por 1 minuto, solugéo
de hipoclorito de so6dio 1% por 3 minutos e trés vezes em agua destilada e
esterilizada. Posteriormente, o fungo foi repicado para placas de Petri contendo
meio de batata dextrose e dgar (BDA) com cloranfenicol (1 pL.mL™" de meio BDA)
e incubado a 22°C, por trés dias e fotoperiodo de 12 horas.

As inoculagdes foram realizadas utilizando-se o método do Straw test
(PETZOLDT; DICKSON, 1996; SINGH; TERAN, 2008). O método consiste no
corte do apice caulinar, onde se encaixa uma ponteira de micropipeta, com disco de
meio de cultura BDA contendo o micélio de S. sclerotiorum. As plantas controles,
ndo inoculadas, sofreram o mesmo processo da inoculagdo, entretanto, foi utilizado
apenas o meio BDA sem o micélio de S. sclerotiorum.

Para as analises bioquimicas foram coletadas amostras de caule de feijoeiro
em dois locais das plantas. O primeiro local (Posi¢do um) foi coletado 5 cm do
caule a partir da lesdo e o segundo local (Posi¢do dois) foi coletado 5 cm do caule a
partir do primeiro local.

Amostras de tecidos dos genotipos foram coletadas, tanto de plantas
inoculadas quanto de plantas ndo inoculadas. As amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer - 80°C até o momento
das analises.

As coletas para analise das enzimas de defesa foram realizadas as 12, 24,
48, 72, 96 e 120 horas apds a inoculagdo (HAI). A analise de lignina e de fendis

soluveis totais foi realizada ao final do experimento, as 120 HAL No total, foram
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avaliados 96 tratamentos, constituidos de quatro genotipos, plantas inoculadas e
ndo inoculadas, seis tempos de avaliacdo e duas posi¢cdes dentro de cada planta,

com trés repeticdes em um total de 288 parcelas.

Analises Enzimaticas

Foram avaliadas as atividades das enzimas: peroxidases de guaiacol
(POX), polifenoloxidases (PPO), superoxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e catalase (CAT).

Para a obten¢do do extrato enzimatico, 1 g do tecido caulinar de cada
amostra foi macerado com nitrogénio liquido para obten¢do de um pé fino que foi
acrescido de polivinilpirolidona (PVP) 2% e homogeneizado em 6mL de um
tampao acetato de sddio SOmM pH 5,2. O material homogeneizado foi
centrifugado a 12000g por 15min a 4°C e o sobrenadante foi usado como fonte
enzimatica. Todas as analises enzimaticas foram realizadas em triplicatas.

A concentragd@o de proteinas soliveis totais foi aferida com a utilizacdo de
uma curva padrio de albumina sérica bovina (BSA) conforme ensaio de Bradford
(1976).

A atividade de peroxidases de guaiacol (POX; EC 1,11,1,7) foi
determinada pela adi¢do de 10uL do extrato enzimatico ajustado para 200uL de
solucdo contendo acetato de s6dio 50 mM pH 5,2, 20mM de guaiacol e 60mM de
peroxido de hidrogénio. Apds incubagdo a 30°C, por 10 minutos, a absorbancia foi
medida em espectrofotometro a 480nm (URBANEK; KUZNIAK-
GEBAROWSKA; HERKA, 1991) ¢ a atividade da enzima foi calculada usando o
coeficiente de extingio molar de 2,47 mM',cm’ e expressa em mmol de
tetraguaiacol formado por miligrama de proteina por minuto.

A atividade de polifenoloxidases (PPO; EC 1,10,3,2) foi determinada

pela adi¢do de 50ul do extrato enzimatico ajustado para 200uL. de uma solugéo



114

contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 6,5 e catecol a 25 mM. Apos 10
min a 30°C, foi obtido o acréscimo da absorbancia a 410 nm (GAUILLARD;
RICHARD-FORGET; NICOLAS, 1993). A atividade de PPO foi expressa como
mmol de quinona produzida por miligrama de proteina por minuto.

A atividade da superdxido dismutase (SOD; EC 1,15,1,1) foi determinada
a partir da capacidade de reducd@o fotoquimica do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Foi adicionado 20uL do extrato enzimatico
ajustado para 200puL de uma soluc@o com fosfato de potéssio SOmM e pH 7,8; 120
mM de L-metionina; EDTA a 1mM; NBT (azul de nitrotetrazélio) a 750uM e
riboflavina a 20pM. Apos a incubagdo, por 10 minutos a temperatura ambiente em
camara iluminada por lampada fluorescente de 30 W, foi realizada a leitura a
560nm, A atividade da enzima foi obtida através da capacidade de inibir a
formag¢do da cor. Uma unidade da atividade da SOD foi definida como a
quantidade de enzima requerida para causar 50% da inibigdo na taxa de
fotorredugdo do NBT.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX; EC 1,11,1,1) foi determinada
de acordo com Nakano e Asada (1981), utilizando-se acido ascérbico como
substrato. Na avalia¢do foi obtida uma mistura de reagdo de 200uL contendo
fosfato de potassio 50mM pH 7,0, acido ascérbico a SmM e perdxido de
hidrogénio a ImM,e 20 uL do extrato enzimatico. As misturas foram incubadas a
28°C, Foram realizadas leituras em espectrofotometro a 290nm e a oxidagéo do
ascorbato foi monitorada durante trés minutos. Na estimativa da atividade
especifica foi utilizado o coeficiente de extingdo molar 2.8mM " cm”. A atividade
de APX foi expressa como mmol de H,O, oxidado por miligrama de proteina por
minuto.

A atividade da catalase (CAT; EC 1,11,1,6) foi obtida de acordo com o
método descrito por Aebi (1984). Foram utilizadas misturas de reagdes de 200 pL
contendo fosfato de potassio a 50 mM e pH 7,0, peroxido de hidrogénio a 125mM
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¢ 20 uL. da amostra. Estas misturas foram incubadas a 28°C. A redug¢io do H,0, foi
monitorada pela leitura de absorbancia a 240nm por trés minutos. Na estimativa da
atividade especifica foi utilizado o coeficiente de extingdio molar de 0,036mM ' cm’
'. A atividade de CAT foi expressa como mmol de H,0, oxidado por miligrama de
proteina por minuto.

Analise de fenois soluveis totais e lignina

Tecidos vegetais caulinares foram triturados em nitrogénio liquido, em
almofariz e pistilo até a obtengdo de um po fino. As amostras foram liofilizadas e
uma aliquota de 30mg foi transferida para micro tubo de 2mL, homogeneizada com
1,5mL de metanol a 80% e mantida sob agitagdo, por 15 horas, em agitador
rotativo, protegido da luz a temperatura ambiente, para a extra¢do dos fenois
soluveis e despigmentagdo do tecido. Apds esse periodo, a suspensdo foi
centrifugada a 12,000g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo para a determinagdo de fenodis soluveis e o precipitado utilizado para a
determinac3o da lignina.

Para determinagéo da concentragdo de fenois soltiveis totais foi utilizado o
método desenvolvido por Spanos ¢ Wrolstad (1990) com algumas modifica¢des. A
suspensdo foi centrifugada a 12,000g por 5 minutos e, uma aliquota de 150uL do
sobrenadante (extrato metanolico) foi misturada a 150pL do reagente de Folin-
Ciocalteau 0,25N, por 5 minutos. Posteriormente, a mistura foi homogeneizada
com 150uL. de Na,CO; 1M, por 10 minutos e diluidas com 1 mL de agua destilada,
a temperatura ambiente, por uma hora. Os valores de absorbancia desta reagdo
foram determinados, a 725nm, em espectrofotdmetro e calculados com base em
curva de catecol. Os compostos fendlicos totais foram expressos em equivalente pg
de catecol por miligrama de massa seca.

Para determinacdo dos teores de lignina foi adicionado 1,5mL de agua

destilada ao residuo solido, a solug@o foi homogeneizada e centrifugada a 12,000g
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por 5 minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O residuo foi seco em estufa
a 65°C, por 15 horas. Posteriormente, foi acrescentado 1,5mL de solugdo de acido
tioglicolico:HCI 2N (1:10). Em seguida, os microtubos foram agitados suavemente,
para hidratar o residuo e estes foram colocados em banho-maria em fervura por 4
horas. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados, a 12,000g, por 10
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,5mL
de 4gua destilada e novamente centrifugado, a 12,000g, por 10 minutos a 4°C. A
seguir, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1,5 mL de
NaOH 0,5M e mantido em agitador rotativo, por 15 horas, & temperatura ambiente.
A mistura foi centrifugada a 12,000g, por 10 minutos, a 4°C e o sobrenadante
transferido para novo microtubo, ao qual foi adicionado 200 pL de HCI
concentrado. A suspensdo obtida foi mantida em camara fria (4°C), por 4 horas,
para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicdlico. A seguir, a
mistura foi centrifugada a 12,000g, por 10 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado dissolvido em 2mL de NaOH 0,5M. A absorbancia desta
solucdo foi determinada em espectrofotometro a 280nm e os valores calculados
com base na curva de lignina ¢ expressos em ug de lignina solavel por miligrama

de massa seca (DOSTER; BOSTOCK, 1988).

Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com trés repetigdes
e cada vaso contendo trés plantas representou uma parcela em cada época de coleta.
Os dados médios por parcela foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e
ao teste de médias de Duncan com 1% de probabilidade, com o auxilio do
Programa SAS (STATISTICAL ANALYSIS SOFTWARE INSTITUTE, SAS
SYSTEM, 2013).
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Resultados

Superoéxido dismutase (SOD)

Para a superdxido dismutase observou-se que houve diferenga significativa
para os efeitos de inoculagdo, tempo de avaliagdo, genotipos dentro de tempo e
posi¢do dentro de linhagens dentro de tempo, com coeficiente de determinagdo de
2 = 0.79 (P<0,01). Na maioria dos tempos avaliados, as linhagens inoculadas
apresentaram maior atividade enzimatica do que aquelas ndo inoculadas e os picos
de atividade para todas as linhagens ocorreram nos mesmos tempos de avaliagdo,
as 12 e 120 horas apos a inoculagdo (HAI). Quanto ao efeito de posi¢do de coleta
em relagdo ao local de infecg@o, nota-se que proximo ao local de infecgdo (posi¢io
um), a atividade da SOD foi mais intensa na maioria dos tempos de avaliagdo do
que no local mais distante da inoculagéo (posi¢do dois). Para o efeito de gendtipos,
nota-se que a linhagem com maior nivel de resisténcia nas avaliagdes pelos
métodos do Straw test ¢ ao acido oxalico, a CNFRJ10565, apresentou maior
atividade da superdxido dismutase do que as demais linhagens avaliadas em todos
os tempos de avaliac@o. A atividade desta enzima nesta linhagem foi maior que a
atividade da linhagem suscetivel CNFP10773, nos picos de atividade em 61% as
12 HAT e 65% as 120 HAI (Figura 1).
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FIGURA 1. Atividade da superoxido dismutase (SOD) para as linhagens
CNFRJ10564, CNFC9506, BRSMG - talismd e CNFP10773 (a, b, c e d) em
amostras de hastes do feijoeiro as 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a inocula¢io
com S. sclerotiorum. As amostras foram coletadas na posi¢do um, cinco
centimetros de haste a partir da lesdo e na posi¢éo dois, proximos cinco centimetros
a partir da posi¢do um. Os valores identificados com a mesma letra na mesma
época de coleta ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,01).

Peroxidase (POX)

Para a guaiacol peroxidase, as analises de variancia indicaram diferenga
significativa para os efeitos de inoculagdo, tempos, gendtipos dentro de tempos e
posicdo de coleta dentro de linhagens dentro de tempo com coeficiente de
determinacio igual a R* = 0.89 (P<0.01). As quatro linhagens apresentaram
comportamento semelhante, com aumento do primeiro ao ultimo tempo avaliado.
A atividade desta enzima foi mais intensa no tempo de 120 HAI, que corresponde
ao pico de atividade da POX para todas as linhagens. Na posi¢do um, a regido
caulinar mais proxima a inoculag@o, apresentou as maiores atividades da POX na
maioria dos tempos avaliados para todas as linhagens em relagdo a posi¢do dois. A

linhagem com maior nivel de resisténcia, CNFRJ10564, apresentou as maiores
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atividades desta enzima, especialmente nos tempos em que a sua atividade foi mais
intensa, as 96 ¢ 120 HAL A linhagem CNFC9506, com resisténcia parcial no
método do Straw fest também apresentou atividade da POX inferior a
CNFRJ10564, mas superior as demais. J& a linhagem BRSMG - talisma, que

apresenta tolerancia ao acido oxalico, apresentou atividade desta enzima inferior a

da linhagem suscetivel, CNFP10773
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FIGURA 2. Atividade da guaiacol peroxidase (POX) para as linhagens
CNFRJ10564, CNFC9506, BRSMG - talismd ¢ CNFP10773 (a, b, ¢ ¢ d) em
amostras de hastes do feijoeiro as 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a inoculacdo
com S. sclerotiorum. As amostras foram coletadas na posi¢do um, cinco
centimetros de haste a partir da lesdo e na posi¢do dois, proximos cinco centimetros
a partir da posi¢do um. Os valores identificados com a mesma letra na mesma
época de coleta ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0.01).

Ascorbato peroxidase (APX)
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Para a ascorbato peroxidase, também foi observado que houve diferenga
significativa para os efeitos de inoculagdo, tempo, linhagens dentro de tempo e
posicdo de coleta dentro de linhagens dentro de tempo, com coeficiente de
determinacdo de R?>=0.86 (P<(0.01). Para o efeito de inoculagfo, nota-se que na
maioria dos tempos avaliados para as linhagens CNFRJ10564 e CNFC9506 as
plantas inoculadas apresentaram atividades maiores que as plantas nio inoculadas,
nos demais genétipos houve uma variagdo havendo indugdo em alguns tempos e
ndo em outros. Para esta enzima, nfo se observa superioridade de uma posicédo de
coleta em relagdo a outra como observado para SOD e POX. Para a ascorbato
peroxidase em alguns tempos de coleta, a posi¢do um apresentou maior atividade,
enquanto que em outros a posi¢do dois foi superior. Para o efeito de linhagens
dentro de tempo, nota-se que a linhagem CNFRJ10564 apresentou as maiores
atividades desta enzima em quase todos os tempos de coleta avaliados e nas duas
posigdes de coleta, estando inoculada ou ndo. Foi observado também, para as
linhagens CNFC9506 ¢ BRSMG - talisma, que em alguns tempos de avaliacdo as

atividades foram maiores que as atividades desta enzima na linhagem suscetivel

(Figura 3).
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FIGURA 3. Atividade ascorbato peroxidase (APX) para as linhagens
CNFRJ10564, CNFC9506, BRSMG - talisma e CNFP10773 (a, b, ¢ e d) em
amostras de hastes do feijoeiro as 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a inocula¢io
com S. sclerotiorum. As amostras foram coletadas na posicdo um, cinco
centimetros de haste a partir da les@o e na posi¢do dois, proximos cinco centimetros
a partir da posi¢do um. Os valores identificados com a mesma letra na mesma
época de coleta ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0.01)
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Polifenoloxidase (PPO)

A atividade da polifenoloxidase se manteve praticamente inalterada com
relagdo ao efeito de inoculagdo em todos os genotipos avaliados. A atividade desta
enzima nas plantas inoculadas foram semelhantes a de plantas nfo inoculadas na
mesma linhagem e mesma posi¢do. Contudo, no tempo de 120 HAI foi observado
aumento significativo na sua atividade, para trés das linhagens, CNFRJ10564,
CNFC9506 ¢ BRSMG - talisma. Observou-se também que o efeito de posicdo de
coleta foi significativo apenas para alguns tempos de avaliagdo, especialmente as
96 e 120 HAI e, nestes casos, verificou-se que a posi¢do mais proxima a inoculagio
(posi¢do um) apresentou maior atividade desta enzima. As trés linhagens com
algum nivel de resisténcia apresentaram atividades superiores a linhagem suscetivel

CNFP10773 (Figura 4).
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FIGURA 4. Atividade da polifenoloxidase (PPO) para as linhagens CNFRJ10564,
CNFC9506, BRSMG - talismd e CNFP10773 (a, b, ¢ ¢ d) em amostras de hastes do
feijoeiro as 12, 24, 48, 72, 96 ¢ 120 horas apos a inoculagdo com S. sclerotiorum.
As amostras foram coletadas na posi¢do um, cinco centimetros de haste a partir da
lesdo e na posi¢do dois, préximos cinco centimetros a partir da posicdo um. Os
valores identificados com a mesma letra na mesma época de coleta ndo diferem
significativamente pelo teste de Duncan (P<0,01).

Catalase (CAT)

A atividade da catalase também apresentou efeito significativo de
linhagens dentro de tempos e posi¢des dentro de linhagem dentro de tempo, com
R*= 0.79 (P<0,01). Verificou-se que esta enzima ndo apresentou aumento
relacionado a presenca do patdgeno em grande parte dos tempos avaliados para as
quatro linhagens. Foi observado também, que especialmente nas linhagens
suscetiveis ao mofo branco em avalia¢des pelo método do straw test apresentaram
atividade da catalase em planta ndo inoculada superior a da planta inoculada, o que
indica que nestes genotipos a atividade desta enzima foi inibida pela presenca do
patégeno. Nas linhagens resistentes avaliadas neste método, foi observado indugéo

na atividade desta enzima as 96 e 120 HAI. Em geral, a atividade da catalase na
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linhagem CNFRJ10564 apresentou-se variavel, sendo inclusive inferior a atividade

na linhagem suscetivel em varios tempos de avaliagdo (Figura 5).
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FIGURA 5. Atividade da catalase (CAT) para as linhagens CNFRJ10564,
CNF(C9506, BRSMG - talisma e CNFP10773 (a, b, ¢ ¢ d) em amostras de hastes do
feijoeiro as 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap6s a inoculagdo com S. sclerotiorum.
As amostras foram coletadas na posi¢do um, cinco centimetros de haste a partir da
lesdo e na posigdo dois, préximos cinco centimetros a partir da posicdo um. Os
valores identificados com a mesma letra na mesma época de coleta ndo diferem
significativamente pelo teste de Duncan (P<0,01).
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Fenois soluveis totais e lignina

Para os teores de fendis soluveis totais houve diferenca significativa entre
as linhagens nas duas posi¢des de coleta avaliadas (posi¢do um e dois) e entre
plantas inoculadas e ndo inoculadas (P<0,01), sendo que as plantas inoculadas
apresentaram maiores teores, tanto na posi¢do um quanto na posicdo dois. As
amostras coletadas na posicdo um apresentaram maiores teores de fendis soluveis
totais que na posicao dois para as quatro linhagens.

As linhagens CNFC9506 ¢ BRSMG - talismd apresentaram os maiores
teores de fenois soluveis e os maiores acréscimos apds a inoculagéio, de 246% e
190% na posi¢do um. Os teores destes compostos na linhagem CNFRJ10564 foram
similares aos da linhagem suscetivel CNFP10773 (Figura 6).

Para teores de lignina, foi verificado diferenca significativa para os efeitos
de linhagens avaliadas nas duas posig¢des de coleta (P<0,01) (Figura 6). Plantas
inoculadas apresentaram os maiores teores de lignina que aquelas ndo inoculadas.
A linhagem CNFP10773 apresentou a menor producdo deste composto apos a
inoculagdo e na posi¢do um, os teores de lignina foram maiores que na posi¢ao
dois. Observou-se também que a linhagem CNFRJ10564 apresentou os maiores
teores de lignina nas duas posig¢des, antes e apos a inoculagdo, seguida pela
linhagem CNFC9506, que apresenta nivel intermediario de resisténcia em

avaliacdes pelo método do Straw test.
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FIGURA 6. Teores de lignina (a) e fenois soltives totais (b) extraidos de hastes de
plantas de feijdo as 120 horas apos a inoculagdo com S. sclerotiorum. As amostras
foram coletadas na posigdo um, cinco centimetros de haste a partir da lesdo
(colunas azuis) e na posi¢do dois, proximos cinco centimetros a partir da regido um
(colunas vermelhas). Os valores identificados com a mesma letra na mesma
linhagem nio diferem significativamente pelo teste de Duncan (P<0,01).

DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho nos permite maior conhecimento dos aspectos

bioquimicos envolvidos na resisténcia do feijoeiro ao patogeno S. sclerotiorum
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bem como compreender as diferengas de atividade destes compostos quando
proximos e distantes a regido de entrada do patégeno.

Entre os mecanismos de defesa das plantas contra patogenos, as enzimas
SOD, CAT, APX, POX e PPO e os compostos fendlicos soluveis e a lignina tém
recebido destaque em vérios estudos (LANUBILE et al., 2012, QI et al., 2004,
MALENCIC et al., 2010, POLANCO et al., 2012) pois estes compostos podem
atuar minimizando os danos causados pelo patogeno, ou ainda restringindo o
avango do mesmo (STINTZI et al., 1993). Estes compostos podem atuar de forma
diferente em diferentes patossistemas e, neste trabalho, observou-se que para a
producéo de enzimas como a POX e SOD e para os fendis soluveis e lignina hd um
efeito claro de posi¢@o na planta em relagdio ao patdgeno. A produgdo destes foi
mais intensa nos tecidos proximos ao local de inoculagdo com S. sclerotiorum,
induzida pelo reconhecimento das plantas, visando evitar que o patdogeno avance
principalmente nos genotipos mais resistentes. Em seguida, por meio da
transmissdo de sinais bioquimicos, outras partes da planta sdo induzidas a produzir
essas substancias de defesa (CARVALHO, 2012). Alguns autores destacam a POX
como parte geral da ativacdo do metabolismo da planta e sua atividade representa
estimulo do metabolismo das células vizinhas, estabelecendo um sistema de defesa
em diregdo ao ferimento (SOUZA et al., 2001).

As SODs representam a primeira linha de defesa contra espécies reativas,
sendo estas enzimas responsaveis pela remocio do anion superdxido das células
convertendo-o em H,0, ¢ O,. A inducio da atividade da SOD pela presenga do S.
sclerotiorum t€ém sido observada por varios autores (MALENCIC et al. 2010,
MALENCIC et al. 2004, FENG et al. 2005, XIONG et al., 1998) assim como neste
trabalho. Feng et al. (1998, 2013), Xiong et al.(1998) e Rietz et al. ( 2012)
trabalhando com Brassica napus observaram que a atividade da SOD foi maior em
cultivar resistente a S. sclerotiorum que em linhagens suscetiveis, assim como

observado neste trabalho. Observou-se também maior nivel desta enzima antes da
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inoculagdo, o que indica que tal enzima pode participar da resisténcia basal da
cultivar contra o patégeno, assim como observado por Lanubile et al. (2012),
trabalhando com cultivar de milho resistente e suscetivel a Fusarium. Contudo,
Malencic et al. (2010) trabalhando com mofo branco em soja observaram que
linhagens com alta produgdo de ROS também apresentaram alta atividade da SOD,
entretanto, mesmo com a atividade desta enzima nao foi suficiente para prevenir o
dano oxidativo.

As POXs sdo enzimas envolvidas em varios processos metabolicos, elas
estdo envolvidas no metabolismo de auxinas, formacdo de compostos que
funcionam como barreiras contra patogenos, como a lignina e suberina que
refor¢cam a parede celular, participam na ligag@o cruzada de componentes da parede
celular, sintese de fitoalexinas que sdo toxicas para certos patdogenos e participam
do metabolismo das ROS, utilizando o H,O, como substrato (ALMAGRO et al.,
2009). Mudangas na atividade das peroxidases tém sido frequentemente
correlacionadas a resposta de resisténcia ou suscetibilidade em diferentes
patossistemas (YANG et al., 2007; LANUBILE et al., 2012). Na maioria dos casos
0 aumento na atividade esta diretamente relacionado a redugéo da severidade da
doenga.

A linhagem com maior nivel de resisténcia, CNFRJ10564, destacou-se
com as maiores atividades da POX, o que é indicio da participagio desta enzima na
resisténcia deste genotipo. Varios trabalhos tém comprovado a efetividade desta
enzima na resisténcia ao mofo branco em outras espécies de plantas. Yang et al.
(2007), em seu estudo com Brassica napus, mostraram um aumento na expressiao
da POX quando as plantas foram infectadas com o fungo S. sclerotiorum. O
trabalho de Rodrigues et al. (2007), também mostrou que o aumento da POX em
alface, induzida pelo tratamento com um indutor de resisténcia bidtico, esta
relacionado a redugdo da intensidade do mofo branco. Fan et al. (2013),

trabalhando com transforma¢fo de plantas para o gene (LTP) que codifica
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proteinas de transferéncia de lipidios com atividade antibacteriana e antiflingica em
canola, notaram que plantas transgénicas apresentavam maior resisténcia ao acido
oxalico e os autores atribuiram esta resisténcia ao aumento nos conteidos de POX
e SOD. Zhao et al. (1998) e Xiong et al., (1998) verificaram maiores atividades de
POX e SOD em cultivares de canola resistentes a S. sclerotiorum do que em
suscetiveis.

Neste trabalho, apesar de as linhagens com maior resisténcia em avaliagdes
pelo método do Straw test apresentarem maior atividade da POX, a cultivar
BRSMG - talismd que apresenta maior tolerancia ao acido oxdlico, apresentou
niveis desta enzima semelhante & linhagem suscetivel. Deve-se considerar que
utilizamos o método direto de inoculag@o straw fest e esta linhagem foi suscetivel
neste método, tendo apresentado lesdo semelhante ao da linhagem suscetivel, de
forma que a atividade da POX foi baixa, sendo insuficiente para reduzir o estresse
oxidativo.

APX ¢ considerada uma das peroxidases mais importantes na detoxificacdo
do peroxido de hidrogénio, ela cataliza a redugdo do H,O, por meio do poder
redutor do ascorbato, o que a torna alvo de varios estudos de resisténcia a estresse
abiotico e bidtico (ASADA, 1992, SHIGEOKA et al., 2002). Neste trabalho,
verificou-se que esta enzima também foi induzida pela presenca do patogeno e que
maiores atividades em linhagens com maior nivel de resisténcia ao mofo branco
ocorreram desde o inicio da infec¢do. Isto indica uma atuac@o mais precoce € mais
constante desta enzima, o que nos permite dizer que a APX pode ter contribuido na
resisténcia ao mofo branco, reduzindo os efeitos danosos deste patdogeno nestes
genotipos. A APX também tém sido relacionada a resisténcia de plantas a
diferentes patdgenos. Yang et al. (2007), em seu estudo com Brassica napus
observaram que a expressao do gene da APX foi aumentada apos a infecgdo com o
fungo S. sclerotiorum e Lanubile et al. (2012), trabalhando com gendtipos de milho

com niveis contrastantes de resisténcia a F. verticillioides mostraram que o
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genotipo resistente apresentou maiores atividades da APX que a suscetivel,
podendo esta enzima estar relacionada a prevengdo da formagdo OH™ e efeitos
toxicos da super acumulagdo de H,O,.

Assim como a APX e a POX, a CAT também apresenta como fungdo a
detoxicacdo da célula, convertendo H,O, em H,O e O, e também, tem sido
relacionada a resisténcia a doengas em plantas (EL-AWADY et al., 2008,
LANUBILE et al., 2012). Segundo El-Awady et al. (2008) plantas de canola
transgénicas para superexpressdo do gene de uma CAT s@o mais resistentes a
infecc@o aos patogenos biotroficos Peronospora parasitica e Erysiphe polygoni do
que plantas da linhagem selvagem. Ja no trabalho de Lanubile et al. (2012) com
cultivares resistente e suscetivel a Fusarium em milho, observaram que a atividade
da catalase foi superior na cultivar suscetivel antes e apés a inoculagdo. Neste
trabalho, foi observado que o patégeno inibiu a atividade da CAT especialmente
nas linhagens suscetiveis em avaliacdes pelo método do straw test e que os
gendtipos resistentes apresentaram certa indugfio. Contudo, a atividade desta
enzima nos genotipos avaliados foi variavel, sendo que a atividade da CAT na
linhagem com maior nivel de resisténcia ao patdgeno foi inferior a suscetivel em
alguns momentos. Estes resultados ndo nos permite afirmar que tal enzima
apresenta participacdo efetiva na resisténcia a este patdgeno e devemos considerar
que a menor eficiéncia desta enzima pode estar relacionada a maior eficiéncia de
outras enzimas no processo como a APX e POX que realizam func@o semelhante.

A enzima PPO esta envolvida na oxidag¢@o de polifenois em quinonas,
compostos antimicrobianos mais toéxicos que o proprio fenol, na lignificagdo de
células vegetais durante a invasdo microbiana e ainda participa de forma direta das
respostas de defesa e hipersensibilidade por induzir a resisténcia da planta contra
fungos (MAYER, 2006). Neste trabalho observamos um comportamento bem
semelhante das quatro linhagens avaliadas sem grandes destaques em nenhuma das

linhagens, apenas uma pequena indug@o pelo patdogeno no ultimo tempo de
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avaliacdo. Qi et al. (2004), observaram maior nimero de picos de atividade em
cultivares resistente a S. sclerotiorum em canola ndo sé da PPO, como também da
SOD, POX, e fenilalanina amonia—liase (PAL). Feng et al. (1998) relataram que a
resisténcia a este mesmo patdgeno esta relacionada a atividade da SOD e POX em
plantas mais novas e a SOD, PPO e PAL em plantas mais velhas. Em feijoeiro
também foi observado grande incremento da PPO e da POX em cultivares
resistentes a antracnose, trés dias apos a infeccdo com o fungo C. lindemuthianum.
Desta forma, esses autores relacionaram estas enzimas a resposta sistémica da
planta a infec¢@o pelo patogeno.

Compostos fenolicos s@o conhecidos como substancias fungitoxicas,
antibacterianas e antiviroticas (LO; NICHOLSON, 2008). Alguns trabalhos
comprovaram a eficiéncia destes compostos na defesa das plantas contra
patdégenos. De acordo com Lopes (1993), o sorgo produz fitoalexinas, um
composto fendlico, que inibem o crescimento de fungos fitopatogénicos. Abdel-
Fattah et al. (2011), relataram que os compostos fenolicos podem estar envolvidos
na resisténcia do feijoeiro ao fungo Rhizoctonia. Contudo, os resultados deste
trabalho indicam que o patdgeno induziu a producdo de fendis soluveis totais, mas
ndo se pdde observar relagdo com os niveis de resisténcia dos gendtipos estudados,
ja que a linhagem com maior nivel de resisténcia apresentou menores teores de
compostos fenolicos. Considerando que os compostos fenolicos sdo substratos para
a sintese de lignina pela acdo da POX e de outras enzimas e que a atividade da
POX e os teores de lignina foram mais elevados na linhagem resistente, boa parte
dos compostos fenolicos produzidos podem ter sido utilizados para a produgio de
lignina que pode ser mais eficiente na defesa contra o S. sclerotiorum. No trabalho
de Polanco et al. (2012), a rota de compostos fendlicos totais também ndo pareceu
estar ligada a resisténcia de plantas de feijao a antracnose, e segundo os autores,

isto pode ter ocorrido devido ao aumento da produgdo de precursores de lignina,
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lignina polimerizada e produtos finais da rota de fenilpropanoides que podem ser
mais importantes na resisténcia contra C. lindemuthianum.

Em leguminosas uma maior propor¢do de lignina pode significar maior
capacidade de defesa contra patdgenos, uma vez que a lignina confinada no xilema
e tecidos traqueais confere maior rigidez e resisténcia a estes tecidos, funcionando
como uma barreira & penetragdo mecénica e ainda restringe a difusdo de agua e
nutrientes do hospedeiro para o agente agressor (STANGARLIN et al., 2011). A
relagdo entre lignificagdo e resisténcia a doengas tem sido demonstrada em uma
série de experimentos. Segundo Nicholson ¢ Hammerschmidt (1992) e Walter
(1992), plantas mais resistentes possuem maior deposicdo de lignina e/ou
acumulam lignina mais rapidamente quando comparadas com plantas suscetiveis.
Rodrigues et al. (2005), observaram uma forte inducdo dos transcritos da POX apds
infeccgdo com Magnaporthe grisea, que correspondeu a um aumento na
concentragdo dos derivados de lignina. Neste sentido, Polanco et al. (2012)
estudando a indugdo de resisténcia para C. lindemuthianum, agente causal da
antracnose no feijoeiro, mostraram um aumento na concentragdo da lignina em
plantas crescidas com solugdo nutriente contendo silicio, sugerindo que o aumento
da lignina pode ter auxiliado no aumento da resisténcia.

Deve-se salientar que os quatro gendtipos avaliados, embora bem
caracterizados quanto a diferencas de suscetibilidade ao mofo branco, sdo apenas
uma pequena amostra do feijoeiro cultivado. Desta forma, os compostos de defesa
que foram determinantes para a linhagem resistente necessitam ser estudados em
um numero maior de genétipos para que se possa fazer uma correlagdo entre
resisténcia e compostos de defesa. Apesar disso, a possibilidade de selegdo de
gendtipos resistentes por meio de descritores bioquimicos abre perspectiva para
auxiliar nos processos de sele¢do em programas de melhoramento, que tem sido

baseado basicamente em descritores fenotipicos e marcadores de DNA.
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que houve maior indugdo na produgdo de
compostos de defesa pela presenca do patdogeno em cultivares de feijoeiro mais
resistentes do que em suscetivel. A atividade das enzimas SOD e POX e os teores
de lignina e fendis soliveis sdo mais intensos quanto mais proximos a regido de
entrada do patdgeno e ainda, que a maior resisténcia da cultivar CNFRJ10564 pode
estar relacionada a maiores atividades das enzimas SOD, POX e APX e também
aos maiores teores de lignina. Desta forma nota-se que estes compostos sdo
potenciais para serem utilizados como descritores bioquimicos de resisténcia ao

mofo branco em feijoeiro.
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Tabela 1A. Resumo das andlises de varidncia para o carater nota de severidade do mofo
branco e tipo de grdos das progénies das geragdes S.;, Sp.» € So.3 dos ciclos CIII,
CIV, CV e CVI de selecdo recorrente.

Resisténcia média Tipo de graos

Ciclo  Geragdo Progénies Erro Progénie Erro
GL oM GL oM GL oM GL oM
So:1 118  0,758** 100 0,315 118  0,753** 93 0,159
CIII So:2 46  0,737** 78 0,178 46 0,177%* 78 0,046
So3 22 0,218* 36 0,0928 22 0,085%* 36 0,037
So:1 193 0,726*%* 167 0,287 193 0,301** 162 0,094
CIv So:2 97  0,370*%* 171 0,087 97 0,315%* 171 0,110
So3 46  0,532%* 78 0,189 46 0,225%* 76 0,091
So:1 222 0,277** 196 0,155 222 0,356** 194 0,076
CV So:2 97  0,363* 171 0,138 97 0,165%* 171 0,074
So:3 46 0,618%* 77 0,054 46 0,192%* 78 0,078
So:1 222 0,474%* 195 0,182 222 0,408%* 185 0,105
CVl So2 78  0,587** 131 0,116 78 0,176* 125 0,113
So3 46 0,501* 78 0,326 46 0,095 76 0,073

* kR NS, significativo a 5% e a 1% de probabilidade; NS hdo significativo, respectivamente,

pelo teste F.



147

Tabela 2A. Resumo das analises de varidncia para o carater porte nas geragdes Sy.; € Sy.» dos
ciclos CIII, CIV, CV e CVI de selego recorrente em Lavras ¢ Sy; em Lavras
e/ou Lambari e para producdo de grdos na geracdo Sp; em Lavras ¢ / ou

Lambari.
Porte Producdo
Ciclo Gerago Progénies Erro Progénie Erro
GL QM GL QM GL QM GL QM
So1 118 1,281%%* 100 0,781 - - - -
CIII So2 46 0,637 78 0,594 - - - -

So.3 (Lavras) 22 0,759* 36 0,364 22 32643*%* 36 11286

So:1 196  0,804* 169 0,609 - - - -
So. 97  1,079** 171 0,689 - - - -
CIv
Sos(Lavras) 46 0437 78 0,349 46 11726™ 76 8021
Sos(Lambari) 46  1,112*%* 78 0,379 46  14752%% 77 5860
So1 222 0,981%* 196 0,657 - - - -
So. 97  0,518* 171 0,271 - - - -
)%
Sos(Lavras) 46 1221%* 78 0,579 46  44662** 78 20895
So.3 (Lambari) 46 23492%¢ 78 8234
So:1 222 0,569%* 195 0,396 - - - -
So. 78 1,493*% 131 0,671 - - - -
CVI

Ses (Lavias) 46 0,590* 78 0348 - - - -

So;; (Lambari) - - - - 46 22234%* 77 7345,554

* #x N sionificativo a 5% e a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo, respectivamente,
pelo teste F.
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Tabela 3A. Andlise conjunta nos locais Lavras ¢ Lambari, para o carater porte ¢
produtividade de grdos na geracdo Sy; com as média das progénies,
variancia genética( ¢ %g) varidncia da interacdo progénies x locais ( ©
26xL), 0s valores da acuracia seletiva, e herdabilidade (h?).

PORTE PRODUTIVIDADE
CIvV cv CIV cv
FV GL QM GL QM GL QM GL QM
Local 1 1,583* 1 1228 | 6798~ 339184**
Rep(local) 4 2,082%% 4 6830%% 4 8832MS 4 53935%*
Bloco(local*Rep) 36 0,440 36 0,501 36 16490%* 36 182248
Prog 48 1,151%* 48  2,104%% 48  18488%* 48 61883**
testemunha vs prog 1 0,056 1 0251 1 138298 1 541308%*
TC 1 0103 1 0405 1 1175M8 1 135958
TR 46  1,197*% 46 2,182** 46  18805** 46 52511%*
local*Prog 48 0,320% 48 0,414 48 8579 48 154965
Error 152 0317 156 0474 139 6839 156 14565
Média 6,89 6,10 406 435
h? 72,5 77,5 63,28 76,46
6% 0,42 0,54 388 15772
0 2GxL 0,0011 -0,02 579 310
Acurécia 84,95 89,61 73,20 86,57
CcvV 8,170 11,29 20,35 27,75
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Tabela 4A. Analises de variancia para o carater nota de severidade do mofo branco
das progénies selecionadas dos ciclos, C0, CI, CII, CIII, CIV, CV ¢
CVI de selegdo recorrente nos experimentos em casa de vegetagdo e em

campo.
Casa de vegetagio Campo — sem ciclo CO0
Source DF QM rggy, DF QM rgge,
Rep 2 2,599%* 2 0,630N
Tratamentos 65 1,966** 56 0,914**
Tratamentos(grupos) 58 1,510%* 0,696 50 0,642%* 0,636
Prog dentro de CO 6 1,509N8 - -
Prog dentrode C1 7 2,576%* 7 1,019%
Prog dentro de C2 7 1,763* 7 0,513
Prog dentro de C3 7 1,447 7 0,873*
Prog dentro de C4 9 1,348NS 9 0,256
Prog dentro de C5 9 1,715% 9 0,419
Prog dentro de C6 9 0,856"° 9 0,788*
Testemunhas 4 1,867* 2 1,500*
Grupos 7 5,749%* 6 3,178**
GTeste vs ciclos 1 0,475N8 1 8,762**
entre ciclos 6 6,577** 5 1,940**
Error 130 0,779 110 0,383

* Kk NS, significativo a 5% e a 1% de probabilidade; N ndo significativo, respectivamente,
pelo teste F.
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Tabela 5A. Analises de varidncia para os caracteres tipo de grdos e porte das
progénies selecionadas dos ciclos, C0, CI, CII, CIII, CIV, CV e CVI de
selecdo recorrente nos experimentos em casa de vegetacdo e em campo.

Tipo de Graos Porte
Fator de variacdo
GL QM TGy, GL QM rdges
Rep 2 0,452 2 0,039
Blocos(rep) 21 0,510N 21 0,293
Tratamentos 63 0,577 0,454 63 0,378* 0,572
Tratamentos(grupos) 56 0,608NS 56 0,314N8
Prog dentrode CO 6 0,077 6 0,130™
Prog dentrode C1 7 0,054 7 0,312
Prog dentro de C2 7 0,094 7 0,531
Prog dentro de C3 7 1,860%* 7 0,309
Prog dentro de C4 9 0,967* 9 0,323N8
Prog dentro de C5 9 0,917 9 0,118™
Prog dentrode C6 9 0,278NS 9 0,453N8
Testemunhas 2 0,027 2 0,450N8
Grupos 7 0,329 7 0,650%*
GTeste vs ciclos 1 0,369 1 0,160N°
entre ciclos 6 0,322 6 1,023%*
Error 101 0,458 100 0,254

* % NS gionificativo a 5% e a 1% de probabilidade; ™ ndo significativo, respectivamente,

pelo teste F,
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Tabela 6A. Estimativas das variancias fenotipicas (6%), varidncias genéticas (c %g),
herdabilidade (h?) e limites inferiores e superiores da herdabilidade das
progénies avaliadas nas geragdes Sy, Soz € So;3 nos ciclos CIII, CIV,
CV e CVI para o caréter severidade do patdgeno.

Ciclo Geragdo 6%k 6% h? LI LS
So.1 0,379 0,222 58,443 39,490 71,631
Ciclo I So:2 0,246 0,186 75,848 58,625 85,395
So3 0,073 0,042 57,431 5,042 79,506
So:1 0,363 0,220 60,468 47,047 70,581
Ciclo IV So2 0,123 0,094 76,486 66,203 83,352
So3 0,177 0,114 64,474 39,140 78,516
So:1 0,139 0,061 44,043 26,607 57,437
Ciclo V So2 0,121 0,075 61,983 45357 73,084
So3 0,206 0,188 91,262 85,017 94,724
So:1 0.237 0.146 61.603 49.623 70.806
Ciclo VI So2 0.196 0.157 80.239 70.251 86.602

So:3 0.169 0.060 43.676 3.511 65.940
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Tabela 7A. Estimativas das variancias fenotipicas (6%), varidncias genéticas (c %g),
herdabilidade (h?) e limites inferiores e superiores da herdabilidade das
progénies avaliadas nas geragdes Sy, Soz € So;3 nos ciclos CIII, CIV,
CV e CVlI nas cidades de Lavras e Lambari para o carater porte.

Ciclo Geragdo 6%k 6% h? LI LS
CII So1 0,622 0,262 42,156 15,77 60,51
Soa 0,225 0,056 25,037 28,42 54,67
Sp3 (Lavras) 0,253 0,132 52,042 -6,98 76,91
CIV So1 0,402 0,098 24,254 -1,26 43,52
So2 0,360 0,130 36,168 8,25 54,81
So (Lavras) 0,146 0,029 20,137 -36,81 51,71
S5 (Lambari) 0,556 0,366 65911 41,60 79,39
cv So: 0,327 0,108 33,028 12,16 49,06
So2 0,173 0,082 47,683 24,80 62,96
So; (Lavras) 0,611 0,321 52,566 18,74 71,32
So; (Lambari) 0,461 0,338 73,316 54,29 83,86
CVI So: 0,190 0,058 30,404 8,69 47,08
So2 0,747 0,411 55,057 32,34 69,53

So.; (Lavras) 0,197 0,081 41,017 -1,04 64,33
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Tabela 8A. Estimativas das variancias fenotipicas (6%), varidncias genéticas (c %g),
herdabilidade (h?) e limites inferiores e superiores da herdabilidade das
progénies avaliadas nas geragdes Sy, Soz € So;3 nos ciclos CIII, CIV,
CV e CVI para o carater tipo de grios.

Ciclo Geragao 6%k 6% h? LI LS
So:1 0,377 0,297 78,931 69,130 85,749
Ciclo III So:2 0,059 0,044 74,124 55,672 84,352
So:3 0,028 0,016 56,471 2,899 79,044
So:1 0,151 0,104 68,804 58,126 76,849
Ciclo IV So:2 0,105 0,068 65,079 49,807 75,276
So:3 0,075 0,045 59,556 30,583 75,621
So:1 0,178 0,140 78,652 71,981 83,775
CicloV So:2 0,055 0,030 55,152 35,537 68,247
So3 0,064 0,038 59,375 30,405 75,433
So:1 0,204 0,152 74,265 66,120 80,520
Ciclo VI So:2 0,059 0,021 35,795 3,070 56,658
So:3 0,032 0,007 23,158 -31,889 53,682

Tabela 9 A. Estimativas das varidncias fenotipicas (6%), variancias genéticas (c g),
herdabilidade (h?) e limites inferiores e superiores da herdabilidade das
progénies da gera¢do So; nos ciclos CIII, CIV, CV e CVI nas cidades
de Lavras e Lambari para produtividade de grios.

Corujinha/

. 2 2 2 4di
Ciclo  Local o 6% h LI LS Média CNFC9506

CIII Lavras 10881 7119 6542 2287 83,35 585(297-803)  608/763
CIv Lavras 3909 1235 31,59 -17,41 58,77 413(267-548)  412/532
CIV ~ Lambari 7376 4446 60,28 31,88 76,02 400(258-623)  469/327
Ccv Lavras 22331 11883 53,21 19,85 71,71 468(261-842) 654 /811
Ccv Lambari 7831 5086 64,95 39,95 78,80 400(180-621)  592/606
CVI  Lambari 7411 4963 67,01 43,42 80,05 508(276-720) 594/720




