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RESUMO

O mofo-branco ¢ uma doenca do feijoeiro que vem se destacando
principalmente em areas com cultivos sucessivos e irrigados. A medida mais
eficiente no controle do patdégeno que causa a doenca ¢ a utilizagdo de cultivares
resistentes, sendo necessaria a discriminacdo de genotipos resistentes e
suscetiveis. Como a resisténcia é complexa, para se obter uma avaliagdo precisa
da reacdo de gendtipos ao patéogeno, devem ser utilizadas diferentes
metodologias. Assim, objetivou-se, neste estudo, avaliar a reacdo ao acido
oxalico de progénies de feijdo provenientes de selecdo recorrente para
resisténcia ao mofo-branco, conduzida praticando-se a avaliacdo e selecdo de
progénies pela inoculagdo com micélio (straw test). A metodologia de avaliagdo
da reacdo ao acido oxalico consiste na semeadura do feijao em bandejas,
condugdo em casa de vegetacdo até a emissdo da segunda folha trifoliolada,
corte da planta na regido do colo e exposicdo da parte aérea das plantas a
absor¢do de uma solugdo de acido oxalico. O método foi eficiente em
discriminar as progénies quanto a resisténcia, fornecendo resultados que devem
ser utilizados em conjunto com aqueles ja obtidos pela metodologia do “straw
test”, uma vez que os métodos podem estar relacionados a diferentes
mecanismos de resisténcia.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum. Resisténcia. Phaseolus vulgaris.



ABSTRACT

The white mold is a disease of common bean which has stood mostly in
areas with successive crops and irrigation. The most efficient method to control
the pathogen that causes disease is the use of resistant cultivars, which requires
the discrimination of resistant and susceptible genotypes. To obtain an accurate
assessment of the genotypes reaction to the pathogen, different methods should
be used, since resistance is complex. Thus, the objective was to evaluate the
progenies response to oxalic acid, from recurrent selection for resistance to
white mold, which was conducted by practicing the evaluation and selection of
progenies from inoculation with fungal mycelium (straw test). The metodology
for assessing the response to oxalic acid consists of submitting 21-day old plants
without roots in a solution of 20mM of oxalic acid, pH 4.0, for 15 to 20 hours.
The method was effective in discriminating the progenies for resistance, that can
be selected, and should be used in association with the results obtained by the
“straw test” method, since the resistance may be related to different
mechanisms.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum. Resistance. Phaseolus vulgaris.
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1 INTRODUCAO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é um dos principais
componentes da dieta alimentar brasileira, constituindo uma das mais
importantes fontes de proteina vegetal no pais.

A produtividade do feijoeiro é afetada por diversos fatores bidticos e
abioticos. Entre os fatores biodticos, que causam grandes prejuizos a cultura,
destaca-se a ocorréncia de doengas flingicas. Especialmente no cultivo de
outono/inverno, que utiliza irrigacdo via pivo central, o mofo-branco causado
pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ¢ um dos maiores problemas.
A temperatura amena e alta umidade encontradas nesse periodo sdo as condigdes
ideais para o desenvolvimento da doenga (SARTORATO; RAVA, 1994). Nessa
situacdo, uma lavoura de feijdo pode sofrer em média perdas de 30% ou mais,
podendo alcancar niveis criticos em periodos chuvosos e quando medidas
preventivas ndo sao tomadas (OLIVEIRA, 2005).

Um agravante dessa doenga ¢ o fato do patdégeno possuir uma forma de
resisténcia, o esclerodio, que permanece vidvel no solo por até 15 anos (LOBO
JUNIOR; NASSER, 2007). Consequentemente, as areas infectadas oferecem
alto risco na implantacdo da cultura de feijao, chegando a inviabilizar a cultura
dependendo do nivel de infec¢do, aliado a dificuldade do controle da doenga.

Algumas medidas de controle da doenga podem ser tomadas, como a
utilizagdo de sementes de boa qualidade sanitaria, controle do trafego de pessoas
e equipamentos provenientes de areas infectadas, inspe¢do rigorosa da lavoura
na fase reprodutiva, pulverizagdo com fungicidas, destruicdo dos residuos de
culturas infectadas, aragdo profunda do solo, rotagdo de culturas, controle da
agua de irrigacdo e uso de antagdnicos no solo. No entanto, seria de grande
importancia a obtengdo de cultivares resistentes a S. sclerotiorum, uma vez que o

controle genético ¢ a medida de controle mais eficiente. Porém, ha controvérsias
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sobre o nivel de resisténcia das linhagens/cultivares no Brasil. Mesmo os
genotipos, usados como fonte de resisténcia nos programas de melhoramento,
nao possuem o nivel adequado para o controle da doenca, além de serem em sua
grande maioria exdticos e ndo adaptados, impossibilitando a utilizac¢do direta dos
mesmos pelos produtores. Assim, em curto prazo, a identificacdo de
linhagens/cultivares resistentes ¢ fundamental como uma medida adicional de
controle, bem como fontes para serem usadas no melhoramento visando
aumentar o nivel de resisténcia.

No melhoramento, ¢ imprescindivel realizar a avaliagdo da reacdo de
gendtipos ao patdgeno, tanto para identificar fontes de resisténcia, quanto para a
selecdo de linhagens superiores, mesmo que esse processo ainda seja dificil,
como nesse caso, em que ha evidéncias de que a resisténcia ao mofo-branco seja
horizontal, implicando em variados mecanismos de resisténcia (ANTONIO et
al., 2008). Com isso, para se obter uma avaliacdo mais precisa, ¢ importante
realizar a avaliagdo da reagdo ao patdgeno utilizando diferentes metodologias.
Um dos procedimentos € a utilizacdo de um método indireto que visa identificar
a resisténcia fisioldgica, por meio da reacdo ao acido oxalico, considerado um
dos mais eficientes (KOLKMAN; KELLY, 2000). Suas vantagens sdo a
avaliacdo de uma ampla gama de gendtipos em um curto periodo de tempo, a
independéncia da necessidade de manuseio do patdégeno e dos erros em fungao
da variabilidade patogénica e do fato de se poder evitar o efeito do ambiente na
avaliagdo feita em campo. Evidéncias experimentais mostraram tanto em testes
em casa de vegetagdo quanto em testes de campo, que os genotipos mais
tolerantes ao acido oxalico sdo os mais resistentes a doenca, uma vez que o
mesmo ¢ considerado o fator primario de patogenicidade do fungo.

O melhoramento visando aumentar o nivel de resisténcia das cultivares
exploradas comercialmente no Brasil certamente tera impacto significativo na

cadeia produtiva do feijoeiro, permitindo o cultivo em areas com incidéncia do
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patégeno e diminuindo custos com defensivos, os quais nem sempre sdo
eficientes. Portanto, é necessario um trabalho de transferéncia dos alelos de
resisténcia para cultivares elite para que estas possam ser utilizadas pelo
produtor. Uma das alternativas para acumular os varios alelos de resisténcia ¢ a
seleg¢do recorrente (RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2001), que visa aumentar
gradativamente a frequéncia de alelos favoraveis, por meio de repetidos ciclos
de selecdo, avaliagdo e recombinagdo (GERALDI, 2005). No caso de plantas
autdbgamas, ja existem varios resultados que comprovam a sua eficiéncia
(AMARO, 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; RAMALHO;
ABREU; SANTOS, 2005).

No programa de melhoramento de feijdo da UFLA, vem sendo
conduzida a sele¢do recorrente visando aumentar a resisténcia ao mofo-branco.
Nesse programa, a avaliagdo das progénies vem sendo feita apds a inoculagdo
com micélio do patdégeno. Entretanto, em razdo da resisténcia ser complexa,
objetivou-se neste trabalho avaliar a reagdo das progénies, também ao acido

oxalico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijoeiro-comum

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) é a espécie mais cultivada do
género, representando cerca de 95% da produgdo mundial de feijio (BONETT;
SCHEWE; SILVA, 2008). Seus graos constituem-se em um dos componentes
basicos da dieta alimentar, em paises em desenvolvimento das regides
subtropicais, sendo uma importante fonte de proteinas, caloria e fibra alimentar,
especialmente para a populagdo de baixa renda. E rico em potassio, fosforo, cobre,
ferro, zinco e magnésio, minerais essenciais ao metabolismo humano.

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor dessa leguminosa, tendo
produzido 3.767.500 toneladas na safra de 2010/2011, em uma darea total
plantada de 4.005.400 hectares (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2012). A produtividade média do feijoeiro, em
todo o territorio nacional, ainda estd em 941 Kg/ha, que estd muito aquém de seu
potencial produtivo (CONAB, 2012). O Estado de Minas Gerais é responsavel
por cerca de 16% da producdo nacional de feijdo, o segundo maior do Brasil,
com area plantada de, aproximadamente, 401,3 mil hectares.

A produtividade de graos de feijao no pais, embora crescente, ainda é
pequena. O baixo potencial produtivo se deve a uma série de fatores abioticos e
bidticos, dentre os quais se destaca a ocorréncia de doencas. Muitas doencas de
origem bidtica sdo potencialmente importantes para a cultura do feijoeiro. No
Brasil, dentre as diversas doencas existentes, destaca-se o mofo-branco, um dos
fatores limitantes do aumento do potencial produtivo do feijoeiro, especialmente
nos cultivos intensivos e irrigados. O uso desse tipo de cultivo tem aumentado
nos ultimos anos, com a tecnificacdo da cultura, a possibilidade de exploragao de

areas no inverno e, também, por ser uma boa op¢ao na rotacao de culturas.
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2.2 O patdégeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Representante do filo Ascomycota, subdivisdo Ascomycotina, classe
Discomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae e género Sclerotinia, o
patdgeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary foi descrito pela primeira vez
em 1837 por Libert como Peziza sclerotiorum. Este bindmio permaneceu
vigente até que as espécies foram transferidas para o género Sclerotinia, sendo
renomeado Sclerotinia libertania Fuckel em homenagem a Libert, com Peziza
sclerotiorum Lib. e S. sclerotii Fuckel considerados sinénimos (PURDY, 1979).

Purdy (1979) observou que de Bary usou a combinagado S. sclerotiorum
em 1884 e, portanto, o nome e autoridade adequados para o fungo deveria ser
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. Para resolver essa questdo, a espécie-
tipo para o género, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, foi proposta para
conservacdo em 1976 por Buchwald e Neergaard (KOHN, 1979) e aceita em
1981.

O patdgeno S. sclerotiorum ¢ um fungo necrotrofico, que causa danos
em muitas plantas de interesse econdmico e Boland e Hall (1994) relacionaram
408 espécies como hospedeiras do patogeno, dentre elas o feijoeiro, soja,
algodoeiro e o girassol (LEITE, 2005). Este fungo esta disseminado por muitos
paises, e seus danos manifestam-se com maior severidade em areas com clima
umido, associado a temperaturas amenas. Portanto, no Brasil, esta doenca ¢
altamente preocupante especialmente no inverno e em cultivos sob irrigagdo
utilizando pivd central.

A espécie S. sclerotiorum apresenta hifas hialinas, septadas, ramificadas
e multinucleadas com micélio variando de branco a castanho-amarelado.
Produzem ascos de cor marrom, apotécios que surgem a partir de um estroma e

esclerddios associados a uma planta hospedeira (BOLTON et al., 2006).
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2.3 O Mofo-branco em feijoeiro

O mofo-branco, causado pelo fungo S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, é
uma das doencas mais severas da cultura do feijoeiro-comum. As condigdes
climaticas favoraveis para o desenvolvimento da doenca sdo a alta umidade e
temperaturas amenas (BOLAND; HALL, 1987; HUNTER et al., 1984). Para que
o fungo possa se desenvolver e provocar uma epidemia, ¢ necessario que a
umidade adequada do solo seja mantida por certo periodo de tempo (HUNTER
et al., 1984), variando em funcao do local e do tipo de solo. Nessa situagdo, uma
lavoura de feijao pode sofrer em média perdas de 30% ou mais, principalmente
em periodos chuvosos e quando medidas preventivas ndo sdo tomadas
(OLIVEIRA, 2005).

A doenca inicia-se em reboleiras na lavoura, por ocasido do
florescimento, especialmente nos locais onde ha maior crescimento vegetativo e
acamamento das plantas. Os sintomas s3o visiveis nas folhas, hastes e vagens,
comegando com a formagdo de manchas encharcadas, de coloragdo parda e
consisténcia mole, seguida de crescimento micelial branco e cotonoso, que ¢
caracteristico da doenga (LEITE, 2005). Com o progresso da doenga, as folhas
murcham e amarelecem. Os tecidos doentes tornam-se secos, leves e
quebradigos, e as sementes infectadas ficam sem brilho, enrugadas e mais leves.
Até o florescimento, dificilmente a doenca torna-se importante, ja que a flor
representa a fonte primaria de energia, servindo de fonte basica de nutrientes
para o fungo iniciar o processo de infeccdo por esporos. Apds o florescimento a
doenca ¢ disseminada muito rapidamente, contribuindo sobremaneira para o
estabelecimento de epidemias severas (SARTORATO; RAVA, 1994).

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, o fungo pode persistir viavel por
um periodo de até 15 anos no solo, mesmo em ambientes desfavoraveis, por

meio de estruturas de resisténcia de coloragdo escura, denominadas esclerodios.
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Estes sdo agregados de hifas melanizados, irregulares e visiveis a olho nu
(SARTORATO; RAVA, 1994). A principio, apresentam coloragdo branca e
posteriormente, tornam-se negros e duros. Acredita-se que este revestimento de
melanina tem a funcdo de proteger o esclerédio de condi¢des adversas e de
fungos parasitas. E, também, altamente resistente a substincias quimicas, calor
seco até 600°C e ao congelamento (COLEY-SMITH; COOKE, 1971).

Os esclerodios podem germinar de forma carpogénica ou miceliogénica,
dependendo das condi¢des ambientais. Sdo varios os fatores que influenciam na
germinagdo dos esclerédios desse fungo, tais como: nutrientes do substrato no
qual o esclerodio ¢ formado; idade dos esclerddios; fatores ambientais como
umidade, temperatura, luz, pH do solo e aeracdo; profundidade na qual o
esclerodio se encontra enterrado no solo e o tipo de solo (PHILLIPS, 1987). Os
apotécios, corpos de frutificagdo, resultado da germinacdo carpogénica de
esclerodios, sdo a maior fonte de indculo do fungo, pois produzem uma grande
quantidade de ascosporos (em torno de dois milhdes) que, ejetados, sdo
facilmente transportados pelo vento e podem infectar plantas em um raio de 50 a
100m da fonte produtora (STEADMAN, 1983). Para que a germinacdo
carpogénica ocorra, os esclerodios devem receber luz suficiente (PHILLIPS,
1987), temperaturas entre 10 e 25°C (HUANG; KOZUB, 1991; PHILLIPS,
1987) e periodos de umidade continua do solo. Caso contrario, s ocorre a
germinagdo miceliogénica, de potencial epidémico muito mais reduzido. Nesse
tipo de germinacdo, ha a produgdo de micélio hialino e septado.

Além da dispersao de esporos pelo vento e dgua, a disseminacdo do
fungo também pode ocorrer pelas proprias estruturas de resisténcia aderidas aos
implementos agricolas, em restos culturais, misturadas ou aderidas as sementes
em geral, como também por sementes contaminadas por micélio do fungo e

esclerddios transportados pela agua (BOTELHO, 2011).
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O controle do mofo-branco envolve a integragdo de uma série de
medidas como cobertura do solo com palhada, manejo adequado da irrigagdo,
controle quimico, entre outras, uma vez que medidas isoladas ndo sdo eficientes,
em virtude da rapidez de desenvolvimento da doenca em condic¢des favoraveis.

A escolha da época de semeadura, também, constitui uma medida
fundamental para prevenir a ocorréncia da doenga, uma vez que se pode reduzir
ao maximo os periodos de alta umidade e baixa temperatura. Outras praticas
culturais importantes seriam: a redu¢do do numero de irrigacdes durante o
periodo de flora¢do, em lavouras irrigadas por pivo central; evitar adubagoes
excessivas de nitrogénio, que pode tornar os tecidos mais suscetiveis ao fungo
(LEITE, 2005); e a escolha de menores densidades de plantio, para permitir uma
maior aeracdo das plantas e evitar o contato de plantas doentes com plantas
sadias (VIEIRA; PAULA JUNIOR; TEIXEIRA, 2010).

Contudo, entre as estratégias de controle da doenca, a resisténcia
genética seria a mais eficaz, tanto pela reducdo dos custos de produgdo quanto
pelo menor impacto ambiental (CASTANO; VEAR; TOURVIELLE, 2001). No
entanto, ndo ha no Brasil, cultivares resistentes ao patdgeno, tornando o mofo-
branco uma doenga de dificil erradicacdo, sendo necessaria a utilizacdo de varios
outros mecanismos de controle visando amenizar a incidéncia de epidemias

severas (OLIVEIRA, 2005).

2.4 Os mecanismos de infeccdo e o fator primario de patogenicidade

A patogénese efetiva pelo fungo S. sclerotiorum requer a secre¢do de
acido oxalico, o qual ¢ o determinante essencial da patogenicidade desse fungo
(DUTTON; EVANS, 1996; ZHOU; BOLAND, 1999). Evidéncias para tal
afirmagdo sdo baseadas na recuperagdo de concentragcdes milimolares de oxalato

em tecidos infectados (GODOY et al., 1990) e da inje¢do manual de oxalato, ou
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ainda de filtrados da cultura contendo oxalato em plantas e posterior observacao
do desenvolvimento de sintomas assemelhados aqueles da doenga,
independentemente do patogeno (CESSNA et al., 2000). Tal evidéncia tem sido
reforgada pela observacdo de que mutantes de Sclerotinia que sdo deficientes na
habilidade de sintetizar oxalato sdo também ndo patogé€nicos, enquanto os
descendentes que recuperaram sua capacidade biossintética de oxalato exibiram
viruléncia normal (GODOY et al., 1990).

Especulagdes relativas ao mecanismo pelo qual a secrecdo de oxalato
pode aumentar a viruléncia da Sclerotinia atualmente focam-se em trés modelos
de a¢do (DUTTON; EVANS, 1996). Primeiro, porque muitas das enzimas do
fungo secretadas durante a invasdo dos tecidos da planta possuem atividade
maxima em baixo pH. Vérios pesquisadores postularam que o oxalato pode
ajudar na viruléncia da Sclerotinia substituindo o pH apoplastico para um valor
mais satisfatério para a degradagdo enzimatica das paredes celulares das plantas.
Segundo, porque o oxalato pode ser diretamente toxico para plantas hospedeiras.
Presumidamente por causa da sua acidez, a secrecdo de oxalato sugere o
enfraquecimento da planta e, assim, facilita a invasdo. Finalmente, a quelagdo do
Ca®" da parede celular pelo oxalato compromete a defesa da planta relacionada
ao Ca*" e também enfraquece a parede celular (CESSNA et al., 2000).

Dessa forma, acredita-se que a invasdo dos tecidos pelas hifas se da pela
secrecao de acido oxalico e outras enzimas, como a poligalacturonase, que tem
sua atividade melhorada, em razdo do baixo pH. O acido oxalico secretado pelo
micélio do patéogeno tem pH 4cido, proximo de quatro, que favorece a
degradagdo da parede celular nos tecidos infectados, pois maximiza a atividade
de enzimas degradantes. Além disso, remove ions de célcio vinculados a
pectinas, expondo as células hospedeiras as enzimas catabdlicas do fungo.
Segundo Guimardes e Stotz (2004), o 4acido oxalico causa sintomas de

ressecamento foliar por perturbacdo das fungdes das células-guarda dos
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estOmatos, responsaveis pela regulagdo osmoética, além de interferir no horménio
ABA, induzindo a abertura estomatica. Em adicdao, Tariq e Jeffries (1986)
afirmam que, na maioria dos casos, a penetragdo ¢ direta pela cuticula e nao
pelos estomatos.

Apesar de sua estrutura simples e interacdes quimicas limitadas, o acido
oxalico desempenha fungdes complexas e diversificadas no processo de
infecc¢do, por isso é considerado um fator de patogenicidade primario. O acido
oxalico atua como supressor da explosdo oxidativa em plantas hospedeiras,
desativando um dos mecanismos mais importantes de resisténcia de plantas a
patdégenos, por meio da liberagdo de oxigénio e peroxido de hidrogénio
(CESSNA et al., 2000). A explosdo oxidativa ¢ necessaria para varias respostas
de defesa pos-induzidas.

A resisténcia ao oxalato (ROX) pode ser um importante componente de
resisténcia fisiologica. Tem sido demonstrado que a resisténcia ao oxalato esta
correlacionada com a resisténcia a mofo-branco em campo (KOLKMAN;

KELLY, 2000; TU, 1985).

2.5 Controle genético da reacéo do feijoeiro comum ao mofo-branco

Em muitas situacdes, o melhoramento genético ¢ o Unico meio de
conseguir aumentos na produtividade e qualidade e tem a vantagem de promover
alteragdes hereditarias, ou seja, de ser possivel transmitir as boas caracteristicas
obtidas pelo melhoramento, aos descendentes. Assim, em muitos casos, as
vantagens agronomicas podem ser perpetuadas (CARNEIRO, 2009).

O conhecimento do tipo de agdo génica que predomina no controle
genético de um carater ¢ um fator importante, principalmente para a conducéo
eficiente de um programa de melhoramento. Quando o controle genético ¢

complexo, envolvendo muitos locos, ou entdo quando a influéncia de fatores
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ambientais sobre a expressdo do carater for pronunciada, hd uma maior
dificuldade em se conhecer com detalhes a natureza de agdo génica presente
(VENCOVSKY; BARRIGA, 1992).

Oliveira (2005) afirma que todas as cultivares disponiveis no Brasil sdo
altamente suscetiveis ao patdégeno. Fontes de resisténcia genética sdo restritas a
algumas cultivares exoticas, que ndo sdo adaptadas as condi¢des brasileiras e
tém uso potencial nos programas de melhoramento, mas ndo podem ser usadas
diretamente pelos produtores, por ndo apresentarem boa aceitacdo pelo
consumidor brasileiro. Entretanto, mesmo essas fontes possuem niveis baixos de
resisténcia (ANTONIO et al., 2008; TERAN; SINGH, 2008).

A resisténcia genética ou intrinseca de alguns genétipos de feijdo ao
mofo-branco ¢ denominada de resisténcia fisiologica ou parcial (ENDER;
KELLY, 2005; KOLKMAN; KELLY, 2000; MIKLAS et al., 2001). Diferencas
na resisténcia fisiologica sdo encontradas dentro das linhagens/cultivares de
feijao comum (HUANG et al., 2002; HUNTER et al., 1982). Estudos adicionais
demonstram que caracteres morfologicos da planta, também, funcionam como
mecanismos de escape para controlar a doenga, como a arquitetura da planta, a
porosidade do dossel e maturidade precoce (KOLKMAN; KELLY, 2002;
MAXWELL et al., 2007). Tais caracteres afetam condi¢cdes microclimaticas
como umidade, luminosidade, aeragdo e deposi¢do de agua, influenciando no
estabelecimento e no desenvolvimento do fitopatégeno (KOLKMAN; KELLY,
2003). Huang, Mundel e Ericson (2003) afirmam que cultivares e linhagens de
feijdo com resisténcia fisiologica e habito de crescimento arbustivo, sdo
geralmente menos suscetiveis ao mofo-branco, até mesmo sob alta pressdo da
doenga. Cultivares/linhagens que apresentam auséncia de uma ou outra, ou de
ambas as caracteristicas, sdo mais suscetiveis ao mofo-branco do que os

genotipos que possui ambas.
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Huang e Kemp (1989) e Saindon, Huang e Kozub (1995) constataram
que o crescimento arbustivo em feijado comum pode evitar a infec¢do das plantas
por ascosporos de S. sclerotiorum e, assim, reduzir a ocorréncia de mofo-branco
no campo mais efetivamente que em culturas de genotipos prostrados. Essa
resisténcia ao mofo-branco ¢ em virtude do melhor aproveitamento da circulagdo
de ar pela copa aberta, que propicia uma seca mais rapida apos cada chuva ou
irrigagao.

Em avaliagdes comparando a contribuicdo da resisténcia fisioldgica e do
crescimento arbustivo na resisténcia ao mofo-branco, Huang, Mundel e Ericson
(2003) constataram que cultivares, com maior resisténcia fisiologica ¢ com
crescimento prostrado, exibem uma maior incidéncia de mofo-branco na cultura
que em cultivares com menor resisténcia fisioldgica e com maior crescimento
arbustivo.

Esses estudos revelaram, entdo, que a resisténcia fisiologica ¢,
geralmente, um método pouco eficiente para reduzir a incidéncia e severidade do
mofo-branco e prevenir a perda da producdo de sementes. Um melhor controle
da doenga pode ser conseguido, combinando a resisténcia fisiolégica com o
habito de crescimento arbustivo e com outros mecanismos de escape, reduzindo
a perda de rendimento e da qualidade das sementes. Foi constatado que a
dificuldade em alcangar o controle completo do mofo-branco em feijdo comum
se deve a niveis inadequados de resisténcia fisioldgica dos genotipos testados, ja
que a incidéncia do patdogeno também esta relacionada com a pressdo da doenca.
Ou seja, para o controle completo, o genotipo apenas apresentar resisténcia
fisiologica ndo ¢é o suficiente, pois como os graus de severidade da doenga sdo
diferentes, a resisténcia pode diminuir a incidéncia, mas ndo ser suficiente ao
impedimento da ocorréncia da mesma. Contudo, pode-se inferir que a resisténcia
completa ¢ inexistente no feijoeiro, embora progénies com certos niveis de

resisténcia fisioldgica tenham sido identificadas por meio do método indireto de
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avaliacdo da reagdo do feijoeiro ao mofo-branco utilizando solugdo de acido
oxalico (ANTONIO et al., 2008; GONCALVES; SANTOS, 2008).

O controle genético da resisténcia fisioldgica € poligénico com
acentuado efeito ndo genético. Antonio et al. (2008) observaram que um gene
maior ¢ responsavel pela resisténcia ao mofo-branco, afirmando também a
existéncia de genes menores que afetam a expressdo desse gene maior. Porém,
Ramalho, Santos ¢ Zimmermann (1993) postulam que quanto a caracteres
quantitativos, ¢ muito dificil determinar precisamente o numero de genes,
principalmente pelo efeito ambiental interferente. Entdo, essas condigdes
sugerem a existéncia de combina¢des de outros mecanismos de resisténcia,
como o escape da doenga, por meio do porte arbustivo, que reduz a umidade
entre as plantas, somado aos mecanismos genéticos relacionados a defesa da
planta contra o fungo.

Foram identificados, de forma independente, 35 locos de caracteres
quantitativos (QTL) que condicionam resisténcia ao mofo-branco, unidos em 21
regides distintas por nove grupos de ligacdo (SOULE et al., 2011). A
identificacdo de QTLs tem sido realizada, utilizando-se bases genéticas limitadas
e a resolugdo biparental, além de ter, geralmente, seu efeito estimado em poucos
ambientes, tornando questionavel a sua relevancia, quando introduzidos por
meio de cruzamento com germoplasmas do exterior, em virtude da interagdo
QTL por ambiente (HARJES; ROCHEFORD; BAI, 2008).

Poucas sdo as linhagens comerciais desenvolvidas por melhoramento
tradicional, que possuem resisténcia parcial ao mofo-branco (MIKLAS et al.,
20006). A dificuldade em se desenvolver cultivares resistentes a este fitopatogeno
deve-se ao fato de a resisténcia parcial ser quantitativa, com moderada a baixa
herdabilidade e, também, & imprecisdo na avaliagdo (MIKLAS et al., 2004).
Miklas et al. (2001) observaram que a herdabilidade da resisténcia do feijoeiro

comum ao mofo-branco, quando estimada em casa de vegetacdo pelo método
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“straw test”, foi menor (0,65) do que quando estimada em condigdes de campo
(0,78). Isso se deve ao fato de a resisténcia fisiologica, detectada pelo referido
método, ser um dos componentes da resisténcia no campo, ou seja, tanto
fisiolégica quanto mecanismos de escape contribuem para a resisténcia em
campo. Em avaliagdes realizadas por Lima (2010), utilizando o “straw test” em
campo, a herdabilidade no sentido amplo estimada para o carater se mostrou de

elevada magnitude (0,90), que pode favorecer a selegdo de genotipos superiores.

2.6 Métodos de inoculacdo para avaliacéo de germoplasma

O desenvolvimento de uma metodologia adequada a inoculacdo de
plantas do feijoeiro com S. sclerotiorum (Lib.) De Bary é de grande importincia
para avaliagdo de gendtipos quanto a resisténcia ao mofo-branco (TOLEDO-
SOUZA; COSTA, 2003).

Ao se avaliar germoplasma, em busca de fontes de resisténcia a doengas,
métodos eficientes de infec¢do uniforme das plantulas com isolados virulentos
do patéogeno sdo requisitos essenciais. Alguns métodos de inoculagdo, em
condi¢des controladas, tém sido empregados com sucesso em diversas culturas.

Por causa da expressdo e detecgdo dos mecanismos de resisténcia
fisiolégica serem confundidos pelas condigdes ambientais e mecanismos de
escape da planta, metodologias para selecdo de cultivares de feijao, resistentes
ao referido patogeno, tém sido estudadas na tentativa de se estabelecer eficiéncia
e rapidez nesse tipo de trabalho.

No género Phaseolus, a inoculagdo e avaliagdo de genotipos, durante
certo periodo de desenvolvimento, ¢ uma técnica relativamente sensivel para
comparar interagdes entre feijdo e S. sclerotiorum e foi desenvolvida por Hunter,
Dickson e Cigna (1981). O procedimento consiste na remogdo precoce do
indculo (48 horas apds a inoculagdo em sitio especifico) para reduzir a

severidade da doenga e melhor revelar a resisténcia parcial que € superada com
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periodos mais longos de incubagdo. Esta técnica ¢ util para selecionar
germoplasma com resisténcia parcial ou graus maiores de resisténcia como o
identificado em Phaseolus coccineus (HUNTER; DICKSON; CIGNA, 1981;
HUNTER et al., 1982), hibridos de P. vulgaris x P. coccineus (ABAWI, 1975),
e Phaseolus spp. (MIDDLETON; REDDENZ, 1990).

Miklas, Grafton e Nelson (1992) utilizaram hastes de feijoeiro com onze
e 28 dias, cortadas e inoculadas com micélio. Schwartz et al. (1987)
estabeleceram uma metodologia de inoculagdo para teste de resisténcia em que
era necessaria a infestacdo do solo com esclerddios, noventa dias antes do
plantio, garantindo a formacdo de apotécios no periodo da floracao.

Um método simples que ndo requer plantas em florescimento foi
utilizado por Leone e Tonneijick (1990) para selecionar cultivares de feijoeiro a
S. sclerotiorum. Folhas primarias destacadas foram pulverizadas com uma
suspensao de ascdsporos, sendo necessaria a adicdo de KH,PO4 ou de misturas
de fosfato inorgénico e glicose ao indculo, para estimular a patogenicidade.

Outros métodos para detectar resisténcia fisiologica em feijdo comum
incluem a inoculagdo de folhas ou axilas foliares com discos de BDA contendo
micélio do fungo (STEADMAN; POWERS; HIGGINS, 1997), o crescimento de
calos em meio, contendo filtrado do patdégeno (MIKLAS et al.,, 1992), a
inoculacdo de esclerddios em campo apds a emergéncia da planta (HUANG;
MUNDEL; ERICSON, 2003) e o “straw test”, ou teste do canudo (PETZOLD;
DICKSON, 1996). Neste ultimo, as plantas sdo inoculadas de trés a cinco
semanas apos a semeadura. Os indculos sdo crescidos em placas com meio de
cultura batata dextrose agar (BDA), a 23°C, fornecendo um crescimento
uniforme. Para se conseguir um crescimento ativo ¢ necessario repicar o fungo
duas vezes e a inoculagdo deve ser realizada trés dias apos a repicagem. A placa
pronta tem a aparéncia de algoddo, mas ainda n3o apresenta a formacdo de

esclerodios. Canudos de plastico (6 mm de diametro) sdo cortados com 3 cm de
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comprimento, uma extremidade ¢ grampeada e a outra ¢ deixada aberta para
cortar o disco de agar da placa. No interior do canudo ¢ inserido o disco de agar,
contendo o micélio do fungo, que ¢ fixado no é&pice cortado da planta,
permitindo o contato do patégeno com o hospedeiro. Alternativamente, pode-se
utilizar uma ponteira plastica de micropipeta no lugar do canudo. Oito dias
depois, sdo realizadas as avaliagdes segundo a escala de resisténcia ao mofo-
branco proposta por Singh et al. (2007). Uma vantagem desse método ¢é o fato de
ndo ser destrutivo, permitindo a colheita das sementes de progénies resistentes
no decorrer do programa de melhoramento.

A maioria dos testes citados até agora utilizam um numero limitado de
genotipos e dependem do micélio do fungo nos procedimentos de classificagao.
Além disso, a variabilidade na viruléncia dentro dos isolados (MIKLAS;
GRAFTON; NELSON, 1992; PRATT; ROWE, 1995) e a sensibilidade do
patogeno a altas temperaturas (BOLAND; HALL, 1987) limitam os métodos de

avaliacdo em casa de vegetagdo e/ou campo usando o patdogeno.

2.6.1 Método indireto utilizando o acido oxalico

Como o melhoramento para resisténcia ao mofo-branco em feijao
comum era limitado pela auséncia de um simples e consistente método de
classificacdo que avalie uma ampla gama de gendtipos, Kolkman e Kelly (2000)
criaram um método indireto de inoculagdo, em que o patdégeno ndo ¢ utilizado e,
sim, o acido oxalico, baseado em evidéncias de que os genotipos que absorvem
o acido mais lentamente s3o os mais resistentes (TU, 1985). Na avaliacdo sdo
utilizadas plantas de 21 dias de idade, cortadas na regido do colo. A extremidade
inferior do caule ¢ imersa em uma soluc¢do de acido oxalico (20 mM) e pH 4,0,
por um periodo de 15 a 20 horas. Por ser um periodo curto, a influéncia das

condi¢gdes ambientais que podem ocorrer em uma casa de vegetacdo, durante um
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periodo mais longo de tempo, ¢ reduzida. A avaliacdo dos gendtipos € feita por
uma rapida estimativa visual, utilizando-se de uma chave descritiva de notas,
proposta por Kolkman e Kelly (2000).

A vantagem desse procedimento ¢ a avaliacdo no estadio de “seedling”,
podendo-se medir a reacdo de um grande niimero de genotipos em tempo e
espaco reduzidos. Entretanto, € necessario utilizar plantas de tamanhos
uniformes na fase em que ocorre a abertura da primeira folha trifoliolada e o
aparecimento da segunda folha trifoliolada. E, também, um método vantajoso
por ser independente da dificuldade de manuseio do patéogeno e dos erros em
fun¢do da variabilidade patogénica; por evitar o efeito do ambiente na avaliacdo
em campo; por dispensar a floracdo, sendo importante na avaliacdo de plantas
ndo adaptadas e sensiveis ao fotoperiodo; e, por ultimo, por eliminar a
variabilidade associada a testes em casa de vegetacdo, além de identificar
resisténcia sem a interferéncia de outros mecanismos de resisténcia, como por
exemplo, os mecanismos de escape, que ocorrem quando avaliados em campo.

Diversos estudos tém mostrado o relacionamento entre acido oxalico
produzido por S. sclerotiorum (Lib.) de Bary e patogenicidade. Foi constatado
que o micélio exsuda abundantemente oxalato durante a infec¢do do tecido da
planta (MAXWELL; LUMSDEN, 1970). Tem sido demonstrado que a
resisténcia ao oxalato, um importante componente de resisténcia fisioldgica, esta
correlacionada com a resisténcia a mofo-branco em campo (KOLKMAN;
KELLY, 2000; TU, 1985).

Utilizando mutantes nao produtores de oxalato, o mesmo foi identificado
como o modo primario de patogénese para S. sclerotiorum (GODOY et al.,
1990). O ambiente de baixo pH (pH4.0), criado pelo oxalato exsudado, ¢ 6timo
para o funcionamento da poligalacturonase e das enzimas pectoliticas
produzidas pelo patégeno (MARCIANO; DI LENNA; MAGRO, 1983). Foi

observado que o feijao comum possui diferenciacdo genética quanto a resposta
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ao oxalato e, cultivares que eram mais suscetiveis ao mofo-branco exibiram mais
danos estruturais severos a membrana plasmatica e cloroplastos do que em
cultivares resistentes expostas em solug¢ao de oxalato.

Logo, este tipo de teste, utilizando o dcido oxalico como método indireto
de avaliacdo, além de ser de facil conducao, tem se mostrado eficiente e permite
avaliar um grande niimero de gendtipos sem contaminar o campo (ANTONIO et

al., 2008; GONCALVES; SANTOS, 2010).

2.7 Selecao recorrente

A selecdo recorrente foi originalmente proposta na década de 1940, no
melhoramento do milho. Posteriormente, foi adotada também para culturas
autégamas. Em meados da década de 1960 foi empregada no melhoramento da
aveia (KHADR; FREY, 1965). Desde entdo, houve uma aceitagdo progressiva
do método no melhoramento de plantas autégamas e, mais recentemente, tem
sido utilizada no melhoramento de diversas culturas, como, por exemplo, de
arroz (MORALIS et al., 2003) e feijao (AMARO, 2007; ARANTES; ABREU;
RAMALHO, 2010; CUNHA, 2005).

Selecdo recorrente pode ser definida como um processo de ciclos
sucessivos de selecdo de individuos e/ou progé€nies superiores de uma
populacdo, seguida pela recombinacdo dos (as) selecionados (as) para formar
uma nova populagdo, a qual sera utilizada no inicio de um novo ciclo de selecéo.
O processo pode ser visualizado como um sistema ciclico e dinamico que visa
aumentar gradativamente a frequéncia de alelos favoraveis para uma
caracteristica quantitativa, sem reduzir a variabilidade genética, por meio de
repetidos ciclos de selecdo, avaliagdo e recombina¢do (GERALDI, 2005). Além
disso, a selegdo recorrente constitui a principal alternativa quando se pretende

realizar o melhoramento para multiplos caracteres, controlados por varios genes,
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condi¢do que torna impossivel obter sucesso com apenas um ciclo seletivo
(HALLAUER, 1992).

O processo de selecdo recorrente é constituido de trés etapas basicas:
obtencdo da populacdo segregante, avaliagdo e selecdo das progénies e
recombinagdo das progénies selecionadas para formar o proximo ciclo. Na
obtenc¢do da populagdo segregante, a escolha de genitores que dardo a origem a
populagdo base ¢ uma das atividades que exige grande habilidade e
conhecimento dos melhoristas, bem como a tomada de decisdo quanto ao
numero de genitores que serd utilizado. Ao se escolher trabalhar com nimero
muito grande, a probabilidade de encontrar todos os genitores com boa
expressdo para o carater ¢ muito pequena. Em contrapartida, se o nimero for
muito pequeno, a probabilidade de associar a maioria dos alelos favoraveis para
o carater em questdo ¢, também, pequena. Com isso, Ramalho, Abreu e Santos
(2001) aconselham a utilizagdo de uma média de 10 a 20 genitores para a
formagdo da populagdo base. O progresso de uma populacdo submetida a
selecdo recorrente ocorre sem a reducdo da sua variabilidade genética, e os
ciclos podem ser conduzidos até que a frequéncia de alelos favoraveis na
populacdo atinja niveis satisfatorios. Por conseguinte, obtém-se uma maior
probabilidade de sucesso na extragdo de linhagens superiores. Depois de
melhorada, a populacdo ja pode ser utilizada diretamente como nova cultivar ou
como fonte de linhagens superiores.

Geraldi (1997) cita como principais vantagens da sele¢do recorrente:
obtencdo de maior variabilidade genética pelo intercruzamento de multiplos
genitores; maior oportunidade de recombinagdo genética, em virtude dos
sucessivos ciclos de cruzamentos; maior eficiéncia no actimulo de alelos
favoraveis, pelo processo repetitivo de seleg@o e viabilidade de incorporacdo de
germoplasma exético na populagdo. O método, ainda, permite a obtencdo de

linhagens superiores a cada ciclo seletivo e inclusdo de novas linhagens no
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processo de recombinacdo, além de ser Util na adaptacdo de germoplasma
exotico as condigoes locais.

Em estudo realizado por Amaro et al. (2007), constatou-se que, apos
cinco ciclos de sele¢c@o recorrente para mancha angular, o ganho estimado foi de
6,4% por ciclo, havendo ainda um ganho indireto na produtividade de grios de
8,9% por ciclo, uma vez que a doenca ¢ importante na performance da cultura,
causando danos significativos a producdo. Esse resultado comprovou a
eficiéncia da selegdo recorrente, os autores constaram também que ha
variabilidade genética entre as progénies ao longo dos ciclos de selegdo,
evidenciando a possibilidade de se continuar obtendo sucesso com a selecdo

recorrente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Todos os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no
Departamento de Biologia (DBI), da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O
municipio de Lavras situa-se na regido sul do Estado de Minas Gerais, a 918

metros de altitude, 21°58” de latitude Sul e 42°22° de longitude Oeste.

3.2 Material vegetal

As 182 progénies utilizadas nos experimentos foram obtidas em um
programa de sele¢cdo recorrente para mofo-branco, iniciado com o
intercruzamento entre 12 linhagens e/ou cultivares (Tabela 1), no esquema
dialélico circulante ou conico. Todas as linhagens/cultivares possuem resisténcia
fisiologica parcial ao mofo-branco com destaque para a A195, fonte exdtica de
resisténcia (TERAN; SINGH, 2008). Os genétipos numerados de 1 a 7 sdo
adaptadas na regido Sul de Minas Gerais. Os numerados de 8 a 11 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 a linhagem M20 ou
a cultivar BRSMG Madrepérola. A linhagem G122 tem grdos grandes tipo
pintado, a Ex Rico 23 tem grdos pequenos e brancos e, ambas t€ém habito de
crescimento tipo II e resisténcia fisioldgica parcial ao mofo-branco. A M20 ¢
portadora dos alelos de resisténcia & antracnose Co-5 e Co-47, resisténcia parcial
a mancha-angular, habito de crescimento tipo II e graos tipo carioca (SILVA;
SANTOS; ABREU, 2006); e a Madrepérola possui o habito de crescimento tipo

III, tem excelente tipo de grdos carioca e alta produtividade.
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Tabela 1 Linhagens e cultivares utilizadas no intercruzamento com algumas de
suas caracteristicas

Tipo / Peso Habito de Alelo de Reacéo a
Cultivar/Linhagem 100 gréos . resisténcia a Mancha
Crescimento

(9) Antracnose Angular
1-RP-2 Carioca/25 1I -

2-MA-1V-18-266 Carioca/23 1I - Resistente
3-BRS - Cometa Carioca/23 11 -
4-VC-16 Carioca/25 I -
5-Majestoso Carioca/25 111 -
6-CNFRJ10564 Pintado/42 1 -
7-ESAL 550 Jalo/45 11T -

8-RC1-G122-x Carioca/22 1I Co-4? Resistente

9-RC2-G122-y Carioca/25 I Co-4? Resistente

10-RC2-G122-z Carioca/23 1I C0-4? Resistente
11-RC1-ExRico-x Carioca/20 II -

12-A195 Bege/54 I Resistente

Fonte: Adaptada de Carneiro, Leite e Santos (2011)

Todo o procedimento utilizado na obten¢do das 182 progénies (62
progénies do ciclo 0, 62 progénies do ciclo I e 58 progénies do ciclo II) esta
descrito em Carneiro, Leite e Santos (2011). E importante salientar que essas
progénies foram selecionadas a partir da inoculacdo da populagcdo segregante
com o micélio do fungo em campo (método do “straw test”). Ou seja, em cada
ciclo foi realizada uma avaliagdo, e as progénies selecionadas — com maiores
niveis de resisténcia — foram utilizadas na condugdo do método de selegdo
recorrente. Assim, todas as progénies selecionadas em cada ciclo foram
utilizadas no presente trabalho. Além das 182 progénies, utilizaram-se as
testemunhas CNFC9506 e RP-2, igualmente utilizadas como testemunhas
comuns na avaliagdo em campo pelo método do “straw test”, durante a

condugdo da selegdo recorrente.
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3.3 Obtencao do material vegetal

Foram semeadas 60 sementes de cada um dos 184 gendtipos de feijao-
comum (182 progénies e as duas testemunhas comuns) em bandejas de isopor
contendo substrato comercial Plantmax® para a obtengdo de plantas de feijdo.
Cada semente foi plantada individualmente em uma célula da bandeja. Apos o
surgimento da segunda folha trifoliolada, por volta de 18 a 21 dias apds a

semeadura, foram selecionadas as 30 plantas mais uniformes.

3.4 Instalacéo dos experimentos

A metodologia foi executada em 16 experimentos, em funcdo do grande
numero de genotipos avaliados e a estrutura disponivel. Cada experimento
consistiu da avaliacdo de 5 a 15 genotipos, dependendo da uniformidade das
plantas e de duas testemunhas, RP-2 ¢ CNFC9506, as quais foram mantidas
como gendtipos comuns em todos os experimentos.

Cada experimento foi implantado, utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado com trés repeti¢des, sendo cada parcela representada
por 10 plantas.

De acordo com Kolkman e Kelly (2000), as raizes devem ser retiradas
para uma maior eficacia na absor¢do do acido oxalico. Portanto, cada planta foi
cortada na base do caule.

As plantas foram mantidas em uma chapa de isopor perfurada,
envolvidas com uma tira de espuma acima do colo, deixando imersa somente a
parte inferior do caule (2cm) . Essa chapa foi colocada sobre uma bandeja
plastica de 30cm de largura por 60cm de comprimento por 9cm de altura,
contendo 4 litros de solu¢do de acido oxalico 20mM, pH 4, ajustado com

hidroxido de s6dio (NaOH). O tempo aproximado de exposicao foi de 20 horas e
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o experimento foi instalado ao final da tarde e, em ambiente protegido, para
minimizar o efeito da transpiracdo e evitar a murcha das plantas em razio desse
fator.

Em cada experimento, foi utilizado um controle, que consistia em um
Becker, contendo 1 litro de dgua destilada com pH 4, ajustado com HCI, porém

sem o acido oxalico. Nesse caso era utilizada uma planta por genoétipo.

3.5 Avaliacdo da resposta ao acido oxalico

Apbs o periodo de exposi¢do, os genotipos foram avaliados quanto a
reacao ao acido oxalico, de acordo com a chave descritiva de notas proposta por
Kolkman e Kelly (2000) sendo:

1= sem sintoma de murcha visivel,

2= uma folha com sintomas de murcha (as duas folhas unifolioladas ou
os trés foliolos de uma folha trifoliolada sdo considerados como uma folha);

3= duas folhas com sintoma de murcha;

4= trés ou mais folhas com sintoma de murcha;

5= murcha dos peciolos;

6= murcha de toda a planta

Foi atribuida uma nota por planta. Os sintomas de murcha abrangem

desde o enrolamento da ponta da folha a perda total de turgidez da folha inteira.

3.6 Analise dos dados

A média de cada parcela foi calculada e submetida as analises de
varidncia. Foram feitas andlises individuais, analises agrupadas por ciclo e uma
analise agrupada geral (dos 16 experimentos). Os resultados foram obtidos com

a execucdo do procedimento PROC GLM do programa SAS (STATISTICAL
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ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE - SAS INSTITUTE, 2000). Posteriormente,
as médias dos genotipos foram comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974),
ao nivel de 5% de probabilidade, com o auxilio do software GENES (CRUZ,
2006).

O efeito de progénies foi considerado como fixo, pela procedéncia das
mesmas, que vieram de uma série de selegOes realizadas anteriormente.

Para a avaliagdo foi utilizado o modelo de analise de grupos de
experimentos no delineamento inteiramente casualizado com testemunhas em

comum, como apresentado a seguir:

Yij=m+aj+t+e;

Y j: observagdo referente ao tratamento i no experimento j;

m: média geral;

a; : efeito fixo do experimento j, sendo (j =1, 2, 3, ... 16);

t; : efeito fixo do tratamento i, sendo (i=1, 2, 3, ..., 182);

ejj : efeito aleatorio do erro experimental, associado a parcela que

recebeu o tratamento i, no experimento j.

Estimou-se, também, a herdabilidade e seus intervalos de confianca
segundo a expressdo de Knapp, Stoup e Ross (1985), com o resultado das
analises de variancia. No presente estudo, como as progénies de cada ciclo
representam um grupo ja selecionado, seu efeito foi considerado como fixo.
Assim, a herdabilidade estimada é, na verdade, o coeficiente de determinagdo
genotipico e € util para indicar as chances de ganho com a selecdo somente entre
elas.

As estimativas de herdabilidade foram obtidas por meio da expressao:

h2 = (QMProgénies - QMErro)/ QMProgénies
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As expressdes para a estimativa dos intervalos de confianga foram:

LI = {1' [(QMProgénies/QMErro) Fl—(x/2; GL Erro; GL Gem’)tipo]_l}

LS = {1' [(QMProgénies/QMEI‘ro) Fa/Z; GL Erro; GL Gen(’)lipo]_l}

em que:
a = 0,05 = 5% de probabilidade;
Fi.02 = Fo.975 = quantil superior,;

Fun = Fo 025 = quantil inferior, ambos tabelados da distribuigdo F.

Para cada experimento foram calculados o coeficiente de variagdo
experimental (CVe) e a acurdcia seletiva (rz). Esta ultima pela expressdo

(RESENDE; DUARTE, 2007):
rge— (1 — 1/F)"?

em que F ¢ o valor do teste F de Snedecor para o efeito de tratamentos

(progénies) da analise de variancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 20 horas de exposicdo ao acido oxalico foi observado o
desenvolvimento de alguns sintomas da doenca nas plantas, como murcha das
folhas e escurecimento das nervuras foliares (lesdes encharcadas). Os sintomas
de murcha do controle sem acido oxalico em cada experimento foram
despreziveis e ndo significantes, indicando sua importincia no aparecimento dos
sintomas.

Os resultados da analise de variancia agrupada e das estimativas de

herdabilidade e acuracia seletiva estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2 Resumo da analise de varidncia agrupada geral para reacdo de
genotipos de feijoeiro ao acido oxalico

FV GL QM
Experimento 15 1,67**
Progénies 181 0,99%*

Entre ciclos 2 0,13**
Progeénies Ciclo 0 61 0,69**
Progénies Ciclo I 61 0,72%*
Progeénies Ciclo 11 57 1,36%**
Tratamentos Comuns x Exp. 15 0,22
Erro 462 0,15
Total 647
Média geral ajustada 2,39
CV(%) 16,42
h? (%) 83,07
h’ 1 78,28
h’ s 86,63
o 91,14

**significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

Diferencas genotipicas altamente significativas (P<0,0001) foram
identificadas entre os genotipos em resposta ao acido oxalico (Tabela 2), assim

como observado em outros trabalhos utilizando a mesma metodologia
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(ANTONIO et al., 2008; CARVALHO, 2010; GONCALVES; SANTOS, 2010).
Isso evidencia que os diferentes gendtipos possuem niveis diferentes de
resisténcia ao mofo-branco; por consequéncia, possuem também diferentes
alelos de resisténcia, comprovando a existéncia de variabilidade genética entre
as progénies. Dessa forma, o sucesso com a selecdo se torna favoravel.

O coeficiente de variagdo de 16,42% e a acuracia seletiva de 91,14%
indicam que os experimentos foram conduzidos com uma alta precisdo
experimental (REZENDE; DUARTE, 2007). Kolkman e Kelly (2000)
encontraram coeficientes de variacdo de 14,10 a 20,30%, em estudos similares
com feijdo, em temperaturas controladas. Em contrapartida, os coeficientes de
variagdo apresentados por Antdnio et al. (2008) variaram de 25% a 48%.

Como a herdabilidade expressa a confiabilidade do valor fenotipico
como estimador do valor genotipico, de tal forma que quanto maior a
herdabilidade, maior o ganho genético por selecio (RAMALHO; SANTOS;
ZIMMERMANN, 1993), neste trabalho, a ampla variagdo genética da reagdo
das progénies ¢ refletida pela herdabilidade de 83,07%, indicando grande
chance de sucesso com a selegdo. O valor de herdabilidade encontrado
apresentou um intervalo de confianga pequeno, com limites positivos (limite
inferior = 78,28%; limite superior = 86,63%), dando mais confiabilidade a
estimativa. Apesar de alta, o valor da herdabilidade estd de acordo com as
encontradas por Antonio et al. (2008) e Kolkman e Kelly (2002), que variaram
de 0,30 a 0,82.

A progénie mais resistente apresentou média de 1,16 e a mais sensivel
de 3,79. Vale ressaltar que as progénies que apresentaram maior nivel de
resisténcia exibiram médias menores. A testemunha CNFC9506 apresentou uma
média de 2,35 e a testemunha RP-2 apresentou uma média de 2,40. E notorio,
pelo teste de agrupamento, que ambas as testemunhas apresentaram nivel

intermediario de resisténcia, bem como resposta similar ao acido oxalico.



38

Durante a escolha das testemunhas, optou-se por utilizar as mesmas utilizadas na
metodologia de avaliagdo direta de resisténcia ao mofo-branco, o “straw test”,
que estd sendo utilizado no programa de selecdo recorrente para esta doenca.
Carvalho (2011) demonstra a possibilidade de as duas metodologias de avaliagdo
da reagdo ao mofo-branco mensurarem mecanismos diferentes de reagdo ao
fitopatogeno. Em um outro estudo, utilizando acido oxalico, Gongalves e Santos
(2010) avaliam a reagdo dos gendtipos em questio (CNFC9506 e RP-2),
utilizando a testemunha resistente G122, a qual ¢ geralmente utilizada como
fonte de resisténcia ao mofo-branco em programas de melhoramento. Nesse
trabalho, a cultivar CNFC9506 apresentou a maior média de todos os genotipos
avaliados (4,83), sendo assim, a mais suscetivel. Enquanto isso, a cultivar RP-2
apresentou uma das menores médias (1,97). Com isso, pode-se inferir que, em
ambos os experimentos, a cultivar RP-2 apresentou respostas similares ao acido
oxalico. Em contrapartida, a cultivar CNFC9506 apresentou niveis contrastantes
de resisténcia fisiologica nos dois trabalhos. Portanto, aconselha-se a utilizagdo
de testemunhas mais conhecidas e que exibam os niveis necessarios de
resisténcia, como a testemunha G122, que exibiu padrdes de resposta esperados
na maioria dos trabalhos ja utilizados (ANTONIO et al., 2008; GONCALVES;
SANTOS, 2010; KOLKMAN; KELLY, 2000).

E necessario enfatizar que apesar de ndo-significativa, a reagio média
das testemunhas nos trés ciclos foi ligeiramente diferente, apresentando médias
de 2,61 no ciclo 0, 2,12 no ciclo I € 2,39 no ciclo II. Como elas foram utilizadas
na andlise agrupada, para a correcdo das médias das progénies, optou-se por
realizar a andlise por ciclo, evitando-se assim um efeito inflacionario das
testemunhas na analise geral envolvendo todas as progénies.

O resumo das andlises de varidncia agrupadas por ciclo, as estimativas
de herdabilidade e acuracia seletiva, bem como o agrupamento de médias feito

pelo teste de Scott-Knott estdo apresentados nas tabelas 3 ¢ 4.



Tabela 3 Resumo das anélises de varidncia agrupadas por ciclo para reacdo de progénies ao 4cido oxalico

FV Ciclo 0 Ciclo I Ciclo II
GL QM F(P) GL QM F(P) GL QM F(P)
Experimento 4 0,44%% 4,10 (0,0035) 4 2,40%* 17,97 5 2,02%* 22,00
(<0,0001) (<0,0001)
Progénies 63 0,69%* 6,37 (<0,0001) 63 0,43%* 3,23 59 0,60%* 6,54
(<0,0001) (<0,0001)
Erro 154 0,11 148 0,13 145 0,09
Média 2,42 2,19 2,58
CV(%) 13,59 16,71 11,72
[lgg 91,81 90,01 92,04
1 (%) 84,29 81,01 84,72
by 75,71 70,58 76,00
i 89,46 87,30 89,87
**significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
Tabela 4 Reacdo média das 182 progénies provenientes de trés ciclos de selecdo recorrente, ao acido oxalico
Progénies Médias Progénies Meédias Progénies Meédias Progénies Mcédias
1421 1.42 A 2415 2.05 A 149 2.38 B 145 2.68 C
1410 1.47 A 14129 2.06 A 19\8 2.38 B 24\16 2.73 C
20\11 1.54 A 22\6 2.08 A 24124 2.38 B 1415 2.74 C
143 1.66 A 24014 2.09 A 22\5 2.41 B 22\4 2.74 C
20\15 1.66 A 1424 2.12 A 23\31 2.44 B 24\17 2.76 C
148 1.79 A 14226 2.17 A 13\15 2.45 B 19\6 2.83 C
o 23\39 1.79 A 24018 2.18 A 19\5 2.48 B 23\32 2.83 C
° 19\9 1.88 A 23\10 2.23 A 23\8 2.49 B 23\33 2.83 C
8 147 1.89 A 141 2.24 A 2411 2.49 B 23\30 2.83 C
13\7 1.89 A 17\7 2.24 A 1912 2.54 B 15\17 2.84 C
23\6 1.93 A 23\34 2.30 B RP-2 2.57 B 13\6 2.88 C
14120 1.95 A 22\3 231 B 1411 2.58 B 17\5 2.88 C
1428 1.95 A 23\11 2.33 B 23\7 2.62 B 16\6 2.99 C
13\8 2.01 A 23\35 2.34 B CNFC9506 2.65 c 15\30 3.06 C
20\14 2.01 A 1430 2.34 B 19\7 2.66 C 23\16 3.19 C
14\16 2.05 A 23\9 2.37 B 22\9 2.66 C 23\12 3.25 C

6¢



Tabela 4, continuagao

Progénies Médias* Progénies Médias* Progénies Médias* Progénies Médias
35\25 0.81 A 32\6 1.97 C 35\9 2.19 C 36\18 2.60 D
35\21 0.96 A 31\7 2.04 C 28\15 2.20 C 36\26 2.66 D
35\24 1.02 A 32\7 2.05 C 31\12 2.20 C 36\13 2.69 D
35\4 1.07 A 32\9 2.05 C 32\14 2.20 C 36\19 2.70 D
35\7 1.07 A 33\7 2.09 C 34\3 2.25 C 36\30 2.72 D
35\23 1.09 A 34\4 2.09 C 36\8 2.26 C 36\31 2.76 D
_ 35\5 1.16 A CNFC 9506 2.10 C 28\10 227 C 36\27 2.84 D
o 35\11 1.42 B 29\2 2.10 C 36\9 2.29 C 32\11 2.88 D
8 35\3 1.47 B 35\12 2.11 C 32\13 2.34 C 36\11 2.95 D
34\1 1.52 B 334 2.12 C 35\15 2.35 C 36\6 3.03 D
35\6 1.55 B 33\9 2.12 C 36\16 235 C 32\10 3.04 D
35\1 1.59 B 36\28 2.12 C 28\1 2.37 C 36\23 3.06 D
35\2 1.69 B RP-2 2.15 C 27\5 2.38 C 36\5 3.10 D
28\9 1.74 B 33\6 2.15 C 36\10 245 C 36\2 3.23 D
35\20 1.76 B 36\15 2.16 C 36\3 2.49 C 36\7 3.26 D
34\2 1.85 B 32\8 2.19 C 36\12 2.55 C 364 3.33 D
42\16 1.51 A 3 2.35 C 38\7 2.56 C 42\13 2.90 D
8 1.52 A 46\7 2.36 C 39\3 2.56 C 43\7 291 D
46\1 1.99 B 46\10 2.36 C 43\6 2.61 C 41\8 2.92 D
42\17 2.00 B 37\1 2.38 C 45\19 2.63 C 45\14 2.96 D
43\2 2.01 B 45\17 2.39 C 40\7 2.66 C 38\16 2.98 D
37\13 2.01 B 42\15 2.42 C 45\5 2.66 C 39\24 3.16 E
= 45\13 2.07 B 46\15 2.42 C 45\22 2.76 D 42\19 3.21 E
2 43\5 2.11 B 45\6 2.43 C 42\21 2.77 D 42\2 3.21 E
(8] 44\8 2.14 B 46\16 2.46 C 42\23 2.81 D 40\3 3.29 E
38\12 225 C RP-2 2.46 C 42\4 2.81 D 41\21 3.36 E
46\6 2.26 C 45\4 2.49 C 38\1 2.82 D 42\8 3.45 E
40\6 2.29 C 39\2 2.52 C 46\14 2.86 D 42\12 3.45 E
46\4 2.29 C 38\6 2.52 C 40\2 2.87 D 45\21 3.46 E
CNFC9506 2.32 C 45\16 2.55 C 42\22 2.87 D 42\5 3.58 E
44\9 2.34 C 4 2.55 C 44\3 2.87 D 42\6 3.63 E

*As medias seguidas da mesma letra pertencem ao mesmo grupo segundo o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade

ov
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Analisando os dados por ciclo, diferengas altamente significativas
(P<0,0001) também foram identificadas entre as progénies em resposta ao acido
oxalico (Tabela 4), evidenciando que os diferentes gendtipos possuem niveis
diferentes de resisténcia ao mofo-branco e, consequentemente, também possuem
diferentes alelos de resisténcia. Dessa forma, o sucesso com a sele¢do em cada ciclo
se torna favoravel, uma vez que existe variabilidade genética entre as progénies.

O coeficiente de variagd@o foi relativamente baixo, apresentando valores
de 13,59% no ciclo 0, 16,71% no ciclo I e 11,72% no ciclo II, sendo condizentes
com coeficientes de variacdo encontrados em estudos similares (GONCALVES;
SANTOS, 2010; KOLKMAN; KELLY, 2000). A acuracia seletiva foi de
91,81% no ciclo 0, 90,01% no ciclo I e 92,04% no ciclo II, indicando uma
precisdo experimental muito alta nos trés ciclos (REZENDE; DUARTE, 2007).

Uma ampla variagdo genética da reacdo das progénies ao acido oxalico ¢
refletida pelos valores de herdabilidade, sendo de 84,29% no ciclo 0, 81,01% no
ciclo I e 84,72% no ciclo II. Esses valores encontrados também apresentaram
intervalos de confianga pequenos e com limites positivos, dando mais
confiabilidade as estimativas. Além disso, estdo de acordo com os valores
encontrados por Antonio et al. (2008) e Carvalho (2011).

Por meio do agrupamento de médias (Tabela 5), ¢ notoério que as
testemunhas também apresentaram nivel intermediario de resisténcia em cada
ciclo individualmente. Deve-se destacar que, no ciclo 0, as testemunhas tiveram
comportamento diferente do esperado, ou seja, a testemunha CNFC9506 foi
mais sensivel que a testemunha RP-2, apresentando notas de 2,65 e 2,57
respectivamente. Vale relembrar que as reagdes esperadas das testemunhas sio
para a inoculacdo direta com micélio em plantas integras e vivas (straw test). Os
presentes resultados foram similares aos observados por Gongalves e Santos
(2010) quando essas testemunhas foram avaliadas no éacido oxalico. Como ja

abordado, isso também pode ser explicado em func¢do do fato de as duas
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metodologias de avaliacdo da reagdo ao mofo-branco mensurarem mecanismos
diferentes de reagdo ao fitopatogeno.

O nivel de resisténcia das progénies avaliadas pode ser considerado
bom, haja vista que as médias das mesmas foram relativamente baixas, quando
comparadas com a testemunha RP-2, em cada ciclo individualmente. No ciclo 0,
foi possivel identificar 42 progénies com notas médias inferiores a média da
testemunha RP-2 (2,57), sendo 26 progénies pertencentes ao grupo com maior
nivel de resisténcia. Nesse ciclo as médias variaram desde 1,42 (progénie 35\25)
até 3,25 (23\12). No ciclo I, 27 progénies apresentaram notas médias inferiores a
testemunha RP-2 (2,15). Deve-se salientar que, neste ciclo, sete progénies
apresentaram um alto nivel de resisténcia, com notas médias ajustadas de 0,81
(progénie 35\25) a 1,16 (progénie35\5). As outras progénies resistentes foram:
35\21, 35\24, 354, 35\7 e 35\23. A progénie mais sensivel ao acido oxalico
neste ciclo apresentou nota média de 3,33. No ciclo II, 24 progénies
apresentaram maior nivel de resisténcia que a testemunha RP-2 (2,46), sendo a
progénie 42\16 a que apresentou melhor reagdo ao oxalato, com uma nota média
de 1,51. No ciclo em questdo, a progénie com menor nivel de resisténcia (42/6)
exibiu uma nota média 3,63.

Analisando as médias dos trés ciclos individualmente, é perceptivel uma
redu¢do na média das progénies do C-0 para o C-1 (2,42 = 2,19), ou seja, as
progénies expressaram maior resisténcia. Contudo, do C-I para o C-II houve
elevagdo na média (2,19 - 2,58), superando a média do ciclo inicial. De acordo
com esses resultados, pode-se inferir que a selecdo foi eficiente no primeiro
ciclo e ineficiente no segundo. Entretanto, como as médias das progénies foram
ajustadas em cada ciclo na analise agrupada, utilizando-se o desempenho das
testemunhas, elas podem ter inflacionado as médias das progénies no ciclo Il em
relagdo ao I (Tabela 4). Assim, pode-se avaliar o efeito da selecdo recorrente

verificando-se o nimero de progénies mais resistentes por ciclo em comparagao
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com a testemunha RP-2. Percebe-se que houve uma progressiva reducido do
numero de progénies resistentes durante a conducdo da selegdo recorrente.
Foram 42 progénies no ciclo 0, 27 no ciclo I e 24 no ciclo II. Assim, pode-se
depreender que a selecdo nao foi muito eficiente no decorrer dos trés ciclos.
Contudo, ¢ importante relembrar que o programa de selecdo recorrente foi
conduzido praticando-se a avaliacdo e selecdo de progénies a partir de
inoculagdo com micélio do fungo. Como a resisténcia do feijdo ao mofo-branco
¢ complexa, ha evidéncias de que as reagdes da planta ao fungo e ao 4acido nem
sempre sdo coincidentes (CARVALHO, 2011).

Deve-se destacar que a maioria das progénies com maior nivel de
resisténcia fisiologica faz parte do ciclo inicial. Dessa forma, pode-se inferir que
o nivel de resisténcia da populagdo original era considerado alto. Isso leva a
deduzir que a populagdo original utilizada ja possuia algum nivel de resisténcia
fisiolégica para o mecanismo de reacdo a absor¢do ao acido oxalico,
provavelmente pela utilizacdo de genitores com maior resisténcia fisiologica,
durante a formagdo da populagao-base.

Com todas essas observagdes, chega-se a conclusdo de que a segregacdo
das reacdes ao oxalato pelas cultivares comprovam a eficiéncia do teste indireto
utilizando acido oxalico. Além disso, por ser um método em que o fungo ndo ¢
utilizado, a variabilidade na viruléncia do patégeno ¢ eliminada. Com isso, os
resultados sdo mais uniformes.

Nesse estudo, os resultados confirmam uma das especulacdes relativas
ao mecanismo pelo qual o 4cido oxalico aumenta a viruléncia do patogeno
(DUTTON; EVANS, 1996). Como as plantas apresentaram sintomas da doenga
na auséncia do fungo, confirmou o modelo de a¢do proposto para o acido
oxalico, no qual ¢ afirmado que o mesmo pode ser diretamente toxico para
plantas hospedeiras, por causa da sua acidez, sugerindo o enfraquecimento da

planta e facilitando a invasao e a¢ao do fungo.
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A selecdo baseada na resisténcia ao acido oxalico pode ndo resultar em
resposta correlacionada esperada para resisténcia em campo. Na realidade ha
evidéncias de auséncia de correlagdo entre reagdes ao acido oxalico e ao fungo a
partir de inoculagdo com micélio (CARVALHO, 2011; LIMA et al., 2011;
SOUZA, 2012). Carvalho (2011) encontrou uma correlacao de -0,09 entre essas
variaveis, sendo esse resultado confirmado por Souza (2012), que encontrou um
coeficiente de correlacdo de -0,18, indicando uma baixissima associacdo entre
essas duas varidveis. Portanto, a grande vantagem seria obter progénies com alta
resisténcia, ou seja, que associassem os dois componentes da resisténcia ao
mofo-branco.

Tais observagdes permitem maior eficiéncia na selecdo de progénies
superiores € mais resistentes ao mofo-branco. Vale ressaltar, contudo, que esse
nivel de resisténcia ¢ baixo e sozinho ndo consegue controlar a doenca em
campo. E necessario, para um melhor controle da doenga, associa-la ao porte
mais arbustivo, por exemplo.

A resisténcia do feijao ao acido oxalico ¢ um mecanismo de resisténcia
especifica que pode atuar isoladamente, ou mais provavelmente combinada com
mecanismos de escape da planta, para fornecer niveis consistentes de resisténcia
ao mofo-branco. Mecanismos de escape da planta, como floragdo ou maturagao
precoce, ou a copa mais arbustiva e mais aberta podem impedir a inoculagao
inicial e infeccdo subsequente do mofo-branco. Os mecanismos de resisténcia
fisiolégica podem nao estar restritos a resisténcia ao acido oxalico. Mecanismos
de resisténcia alternativa em nivel celular, como as fitoalexinas e inibidores
enzimaticos (SUTTON; DEVERAL, 1984) podem ser importantes para a
resisténcia ao mofo-branco.

Alguns gendtipos, ao serem utilizados em campo, podem se comportar
contrariamente ao esperado, como por exemplo, cultivares com alta resisténcia

fisiolégica serem muito afetados pelo patogeno e vice-versa. Isso porque
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existem outros fatores genéticos e ambientais envolvidos, ndo considerados
nesse estudo, que desempenham uma func¢do ndo somente na resisténcia ao
mofo-branco, como também no potencial de manutengdo da produgdo de
sementes sob pressdo da doenca. Estes fatores podem incluir caracteristicas
agrondmicas, interacdes ambientais, distingdes na arquitetura das plantas, como
plantas eretas densas e plantas eretas esparsas.

Ao contrario do que foi afirmado por Oliveira (2005), algumas
cultivares em uso no Brasil, bem como algumas linhagens promissoras dos
programas de melhoramento em andamento, apresentam algum nivel de
resisténcia. Como exemplo, temos algumas linhagens/cultivares utilizadas nos
experimentos VCU e Elite do programa de melhoramento da UFLA, como
BRSMG Majestoso, BRSMG Talisma, BRSMG Supremo, ESAL 550, entre
outras. Entretanto, como a resisténcia ao mofo-branco ndo ¢ completa, ¢
provavel que os niveis apresentados por esses gendtipos ndo sejam suficientes
para o controle total da doenga, porém, certamente irdo contribuir para reduzir a
necessidade de fungicidas e sdo promissoras para o aumento do nivel de
resisténcia por meio do melhoramento.

Dessa forma, a identificagdo de genotipos que apresentam resisténcia
fisiologica ¢ um passo importante para o melhoramento visando a resisténcia ao
mofo-branco, uma vez que depois de identificadas, essas progénies poderdo ser
combinadas com cultivares que possuem habito de crescimento arbustivo,
mantendo caracteristicas desejaveis, como alta producdo e boa qualidade de
mercado. Ou ainda serem utilizadas no prosseguimento da selecdo recorrente,
por meio de cruzamentos dessas progénies, com o intuito de aumentar
gradativamente a frequéncia de alelos favoraveis nos ciclos subsequentes, sem
reduzir a variabilidade genética e ser possivel, assim, selecionar novas progénies
com niveis cada vez maiores de resisténcia e com uso potencial nos programas

de melhoramento.
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Portanto, é viavel a avaliagdo da reacdo de gendtipos de feijdo em
solucdo de acido oxalico, como indicador da parte da fisioldgica da resisténcia a
S. sclerotiorum, sendo esses resultados promissores para aplicagdo em um

programa de melhoramento visando a resisténcia ao mofo-branco.
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5 CONCLUSOES

Existe ampla variabilidade de reacdo das progénies adaptadas de feijao
ao acido oxalico.

O método do 4cido oxalico ¢ rapido, eficiente e permite que grande
numero de gendtipos sejam avaliados em qualquer época do ano. Portanto, pode
ser utilizado como ferramenta complementar as avaliagdes de campo, na escolha
das progénies a serem selecionadas e recombinadas durante o programa de

selegdo recorrente.
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