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RESUMO

A raga 65 do fungo Colletotrichum lindemuthianum, agente etiologico
da antracnose do feijoeiro, ¢ uma raca amplamente distribuida no pais,
possuindo grande importancia para os programas de melhoramento do feijoeiro
que visam resisténcia a antracnose. Varios alelos de resisténcia de diferentes
genes ja foram identificados conferindo resisténcia a esta raca. No entanto, a
variabilidade que tem sido detectada dentro de raga, tem dificultado a obtencdo
de cultivares com resisténcia duravel, pois estas cultivares podem apresentar
reacdes diferentes para cada isolado da raga 65. Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo, estudar o controle genético da resisténcia de linhagens de
feijoeiro a diferentes isolados da raca 65 de C. lindemuthianum. Para isso, foram
utilizados seis isolados diferentes, previamente caracterizados como
pertencentes a raga 65 por meio do conjunto internacional de cultivares
diferenciadoras da antracnose do feijoeiro e nove cultivares comerciais,
adaptadas as condi¢des brasileiras de cultivo e que apresentam capacidade
potencial para discriminar a variabilidade dentro desta raga. Para a obtencdo de
informagdes referentes ao controle genético da resisténcia das nove cultivares
comerciais aos seis isolados da raca 65, estas foram cruzadas duas a duas em
todas as combinagdes possiveis, obtendo-se 36 hibridos. As segregacdes
observadas nas geragdes F, de todos os cruzamentos revelaram a presenca de 12
genes, sendo que, a resisténcia a cada isolado ¢ condicionada por genes
duplicados em que o alelo dominante confere resisténcia. Esses resultados
indicam que a especificidade entre genes de resisténcia do hospedeiro e genes de
aviruléncia do patogeno, vai além de ragas, ela também se encontra, dentro de
isolados de uma mesma raga. Futuros trabalhos poderdo ser realizados com o
objetivo de verificar se os genes identificados nessas cultivares sdo diferentes
daqueles ja descritos na literatura.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum. Variabilidade dentro da raca
65. Phaseolus vulgaris. Melhoramento vegetal.



ABSTRACT

The race 65 of Colletotrichum lindemuthianum, etiologic agent of
anthracnose in common bean, is widely distributed in the country, presenting
great importance in been breeding programs aiming at anthracnose resistance.
Many resistance alleles from different genes have been identified promoting
resistance to this race. However, the variability detected within the race has
made it difficult to obtain cultivars with durable resistance, given that these
cultivars may present different reactions to each strain of the race 65. Therefore,
this work aimed at studying the genetic control of common bean’s lines for
resistance to different strains of the race 65 of C. lindemuthianum. For this
purpose, we used six different strains, previously characterized as belonging to
the race 65 through the international set of differential cultivars of anthracnose,
and nine commercial cultivars, adapted to Brazilian cultivating conditions and
that present the potential capacity to discriminate the variability within this race.
For obtaining information regarding the genetic control of resistance related to
nine commercial cultivars to the six strains of the race 65, these cultivars were
crossed two by two in all possible combinations, resulting in 36 hybrids. The
segregations observed in the F, generations from all crossings revealed the
presence of 12 genes, being that duplicated genes, in which the dominant allele
promotes resistance, conditioned the resistance of each strain. These results
indicate that the specificity between resistance genes of the host and pathogen
virulence genes is not limited to races, it is also found within strains of the same
race. Therefore, further research may be conducted in order to verify if the genes
identified in these cultivars are different from those described in literature.

Keywords: Colletotrichum lindemuthianum. Variability within the race 65.
Phaseolus vulgaris. Plant Breeding.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma espécie amplamente
cultivada, sobretudo nos paises em desenvolvimento. No Brasil, além de ser um
dos componentes bdsicos da dieta da populacdo, a cultura tem grande
importancia socioecondmica, contribuindo para a geracdo de emprego e renda.
No entanto, a ocorréncia de fitopatogenos tem causado expressivos danos a
cultura e consequente reducdo na produtividade. A antracnose, causada pelo
fungo Colletotrichum lindemuthianum, é uma das principais doengas do
feijoeiro, podendo causar perdas de até 100% se ndo for controlada
adequadamente (MIKLAS et al., 2006; PAULA J UNIOR; WENDLAND, 2012).

O controle da antracnose pode ser feito por meio de medidas culturais,
quimicas e genéticas, conduzidas de forma integrada e com carater preventivo.
Dentre essas medidas, a utilizagdo de cultivares resistentes tém sido a forma
mais eficaz e economica de controle da antracnose (SARTORATO; RAVA,
1994). Contudo, a grande variabilidade patogénica do fungo, evidenciada pela
grande quantidade de ragas patogénicas ja encontradas, t€ém dificultado o
controle da doenga por meio de cultivares com resisténcia durdvel (ISHIKAWA
et al., 2005; PINTO et al., 2012; SARTORATO; RAVA, 1994).

Atualmente, mais de 100 ragas fisiologicas ja foram encontradas em
todo o mundo, sendo que, no Brasil, as ragas 65, 73, 81 ¢ 89 tem sido as mais
frequentes (PEREIRA et al., 2010; PINTO et al., 2012; SILVA; SOUZA;
ISHIKAWA, 2007). Na literatura ja foram relatados varios alelos de resisténcia
a C. lindemuthianum oriundos de diferentes genes (Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-
5, Co-6, Co-7/Co-3, co-8, C0-9/Co-3’, Co-10/Co-3" ,Co-11, Co-12, Co-13, Co-
14, Co-15, Co-16,Co-17Co-u, Co-v, Co-w, Co-x, Co-y e Co-z) conferindo
resisténcia a varias racas. Alelismo multiplo também tém sido identificado nos

locos Co-1, Co-3, Co-4 ¢ Co-5 (CASTRO et al., 2014; COELHO et al., 2013;
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GONCALVES-VIDIGAL et al, 2012; SINGH; SCHWARTZ, 2010).
Entretanto, diante da grande variabilidade genética do fungo, torna-se essencial
0 monitoramento constante deste patégeno a fim de se obter novas fontes de
resisténcia.

Outro complicador na obtengdo de cultivares com resisténcia duravel a
antracnose ¢ a variabilidade que tem sido detectada dentro de ragas de C.
lindemuthianum (CARBONELL et al.,, 1999; DAVIDE; SOUZA, 2009;
ISHIKAWA; SOUZA; DAVIDE, 2008; SANTOS et al., 2008), indicando que o
conjunto atual de cultivares diferenciadoras ndo tém discriminado as diferencas
dentro das ragas predominantes do Brasil. Para tentar contornar este problema,
Ishikawa, Ramalho e Souza (2011), propuseram um conjunto de cultivares
diferenciadoras capaz de discriminar a variabilidade dentro da raga 65. Esta raca
tem sido relatada como estavel e amplamente distribuida, possuindo grande
importancia para os programas de melhoramento genético do feijoeiro visando
resisténcia a antracnose. Além da raga 65, esse conjunto de cultivares
diferenciadoras também tem permitido identificar a variabilidade dentro da raca
81 de C. lindemuthianum (ISHIKAWA et al., 2012a). Vale ressaltar que essas
cultivares, além de serem adaptadas as condicdes brasileiras de cultivo, sdo
comercialmente disponiveis, o que facilita a sua utilizagao.

No entanto, ndo ha informacdes sobre os genes presentes nessas
cultivares e que conferem resisténcia a diferentes isolados da raca 65. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi estudar o controle genético da resisténcia do
feijoeiro a diferentes isolados da raca 65 de C. lindemuthianum, utilizando as
cultivares diferenciadoras da raga 65 propostas por Ishikawa, Ramalho e Souza
(2011). Essas informag¢des poderdo auxiliar os melhoristas na escolha de
estratégias adequadas em um programa de melhoramento visando resisténcia a
antracnose, contribuindo assim, para o aumento da estabilidade e durabilidade da

resisténcia das linhagens melhoradas do feijoeiro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do feijoeiro

O feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.) é um dos principais
componentes da dieta da populag@o brasileira. Os grios sdo excelentes fontes de
proteinas e minerais, além de serem ricos em carboidratos, ferro e possuirem
elevados teores do aminoacido essencial lisina (PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIM, 2006). Além do papel fundamental na alimentagdo, a cultura do
feijoeiro apresenta grande importancia socioecondmica, evidenciada pelo grande
contingente de pequenos produtores envolvidos na sua produgdo, embora
existam produtores de outras classes, cujo sistema de producdo adotado, envolve
alto nivel tecnoldgico.

O Brasil é, atualmente, o segundo maior produtor mundial de feijao,
com uma producdo de 3,44 milhdes de toneladas em uma area de 3,35 milhdes
de hectares no periodo de 2013/14 (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2015). O cultivo dessa leguminosa no pais ¢
concentrado em trés épocas: A primeira safra, também chamada de “safra das
aguas”, a segunda safra ou “safra da seca” e a terceira safra, denominada “safra
de outono-inverno”. Nesta ultima, sobretudo na regido central do pais, devido ao
uso da irrigacdo e da adogdo de tecnologias apropriadas, € que se tem obtido os
maiores indices de produtividade (WANDER, 2014).

Inimeros séo os fatores que limitam o seu potencial produtivo, dentre os
quais, destacam-se os problemas fitossanitarios, que provocam expressivas
perdas na cadeia produtiva do feijio (BARBOSA; GONZAGA, 2012). Deve-se
salientar que as doengas fingicas constituem um dos principais fatores bidticos
que afetam a produtividade de grdos do feijoeiro no pais. Dessa forma, um dos

objetivos de um programa de melhoramento ¢ a obtencdo de cultivares
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resistentes a essas doengas, a fim de se reduzir as perdas de produgio e

minimizar a utilizagdo de defensivos agricolas (MIKLAS et al., 2006).
2.2 Antracnose do feijoeiro

A antracnose do feijoeiro, cujo agente -etioldgico ¢ o fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, ¢ uma das
principais doencas da cultura, sendo amplamente difundida em todos os
continentes onde o feijoeiro ¢ cultivado (MELOTTO; BALARDIN; KELLY,
2000). Os danos causados pela doenga depreciam a qualidade dos grios e das
vagens e as perdas podem chegar a 100% quando sdo utilizadas sementes
infectadas e cultivares suscetiveis sob condi¢des ambientais favoraveis ao
patéogeno (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; SINGH; SCHWARTZ,
2010).

Embora seja uma doenca de cardter cosmopolita, apresenta maiores
indices de ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, com temperaturas
amenas, entre 13 e 27°C, associadas a alta umidade relativa do ar (KIMATI et
al., 1997, SCHWARTZ; PASTOR-CORRALES, 1989). Segundo Crispin,
Sifuentes e Avila (1976), temperaturas superiores a 30°C ou inferiores a 13°C,
limitam tanto a infec¢do como o desenvolvimento do fungo. No Brasil, a doenga
ocorre na maioria dos estados produtores, sobretudo em Minas Gerais, S3o
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (VIEIRA, 2005).

A disseminagdo do patogeno ocorre a longas distancias, por meio de
sementes contaminadas, ou a curtas distancias, por meio de respingos de chuva,
insetos, animais, pela a¢do do homem e por implementos agricolas que entram
em contato com as plantas infectadas (BARBOSA; GONZAGA, 2012; VIEIRA;
VIEIRA; RAMOS, 1993). Além disso, o fungo pode sobreviver de uma safra a

outra como micélio dormente no interior do tegumento das sementes ou em
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restos culturais (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; SARTORATO; RAVA,
1994).

A doenca pode manifestar-se em qualquer orgdo da parte adrea da
planta, dependendo da intensidade da doenca. Lesdes marrom-escuras ou negras
surgem nos cotilédones, em decorréncia da transmissdo da doenga pelas
sementes. As lesdes no peciolo e no caule s3o normalmente ovaladas,
deprimidas e escuras. Nas folhas, os sintomas mais caracteristicos iniciam na
face abaxial, como escurecimento ao longo das nervuras. Em ataques mais
severos, as lesdes estendem-se ao limbo foliar, resultando em necrose de parte
do tecido vegetal (CHAVES, 1980; SCHWARTZ; PASTOR-CORRALES,
2005). Nas vagens, as lesdes sdo circulares, deprimidas, de coloragdo marrom,
com os bordos escuros e salientes, delimitados por um anel pardo-avermelhado.
Sob condigdes favoraveis observa-se esporulacdo rosada no centro das lesdes
(KIMATI et al.,, 1997, SARTORATO; RAVA, 1994). A antracnose pode
ocorrer em qualquer estadio fenoldgico da planta, no entanto, quanto mais
precoce for o aparecimento da doenga na lavoura, maiores serdo as perdas na
produg@o.

O processo infeccioso inicia-se a partir da germina¢ao dos conidios, que
ocorre apds um periodo de 6 a 9 horas sob condi¢des favoraveis. O tubo
germinativo sofre, entdo, uma complexa diferenciagdo em sua extremidade livre,
formando um apressdrio, o qual se adere a superficie vegetal, sendo essencial
para a penetragdo, que ocorre mecanicamente pela cuticula e epiderme do
hospedeiro (O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985; PERFECT et al.,
1999; WHARTON; JULIAN; O’CONNELL, 2001) Apdés a penetragcdo, o
patdgeno apresenta duas fases de infeccfo: uma fase inicial, biotréfica e uma
fase secundaria, necrotrofica. Na fase biotrofica, as hifas crescem
intracelularmente e o patégeno se estabelece no hospedeiro. Na fase

necrotréfica, hifas secundarias de didmetro variavel sdo formadas e se ramificam
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intra e extracelularmente, rompendo rapidamente as células do vegetal. E nessa
ultima fase que sdo observados os sintomas macroscopicos da doenga descritos
anteriormente. Esta forma de infec¢do caracteriza o fungo C. lindemuthianum
como patogeno hemibiotrofico (PERFECT; GREEN; O’CONNELL, 2001;
WHARTON; JULIAN; O’CONNELL, 2001).

Estudos de analise temporal de ocorréncia de doencas t€ém demonstrado
que a antracnose ocorre com maior intensidade no plantio das aguas, isso porque
o alto indice pluviométrico inerente a esse periodo forma um microclima
favoravel para o desenvolvimento do patégeno (LOBO JUNIOR, 2014; PINTO
et al., 2001).

O controle da antracnose pode ser realizado a partir da adogdo de uma
série de praticas culturais, a exemplo da rotacdo de culturas com plantas ndo
hospedeiras, uso de sementes certificadas e livres do patogeno, eliminagido dos
restos culturais e utilizacdo adequada de densidade de semeadura. A utilizagdo
de produtos quimicos também pode propiciar um bom controle da doenga,
todavia, o uso frequente de fungicidas contribui para elevar o custo de produgao,
além de ser nocivos a saide humana e¢ ao meio ambiente (SARTORATO;
RAVA; RIOS, 1996). Assim, a utilizagdo de cultivares resistentes as principais
racas que ocorrem na regido tem sido o método mais eficiente e econdmico de
controle da doenga.

Gepts (1988) e Pastor-Corrales (1996) relataram a existéncia de uma co-
evolugdo entre a origem geografica do C. lindemuthianum e a de seu hospedeiro.
Esse fato sugere que a transferéncia de alelos de resisténcia entre conjuntos
génicos, andinos e mesoamericanos, também pode proporcionar resisténcia mais
duravel a antracnose (BALARDIN; KELLY, 1998; CHIORATO et al., 2006;
MIKLAS et al., 2006).
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2.3 Variabilidade patogénica de C. lindemuthianum

Embora o uso de cultivares resistentes, seja eficiente, o fungo possui
uma ampla variabilidade patogénica, o que dificulta o emprego da resisténcia
gendtica ao patogeno. Tal variabilidade pode ser devida & ocorréncia de
mutagdes, as quais modulam a variagdo genética de forma aleatéria e a diversos
outros mecanismos, como a recombinacdo sexual, parassexualidade, elementos
transponiveis, anastomose entre hifas (GUTTMAN; MCHARDY; SCHULZE-
LEFERT, 2014; SARTORATO; RAVA, 1994) e também, tubos de anastomose
entre conidios (Conidial Anastomosis Tubes — CATs) (ISHIKAWA et al.,
2012b; ROCA et al., 2005).

Os primeiros estudos a respeito dessa variabilidade foram realizados por
Barrus (1911, 1918), que identificou duas ragas distintas do patdégeno ao
observar que cultivares de feijdo comportavam-se de formas diferentes quando
inoculadas com isolados de C. lindemuthianum obtidos de diferentes regides
produtoras. Essas ragas foram denominadas Alfa e Beta. Posteriormente, varias
outras racas foram identificas em todo o mundo, as quais foram inicialmente
classificadas em grupos de ragas denominados Alfa, Beta, Gama, Delta,
Mexicano I, Mexicano II, Brasileiro I, Brasileiro Il (CARBONELL et al., 1999).
Kimati (1966), utilizando isolados coletados no estado de Sao Paulo, realizou o
primeiro trabalho de identificacdo de racas no Brasil. Neste trabalho foram
identificadas duas ragas, as quais pertenciam aos grupos Alfa Mexicano II e
Delta. Contudo, a metodologia utilizada nesses trabalhos, nem sempre foram as
mesmas, variando tanto no conjunto de cultivares diferenciadoras utilizado,
quanto na nomenclatura para designago das ragas.

Com o objetivo de padronizar a nomenclatura das racas e facilitar o
intercambio de informagdes entre pesquisadores de diferentes regides do mundo,

foi aprovado na Primeira Reunido Latino Americana da Antracnose do Feijoeiro,
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realizada no CIAT (Cali, Coléombia), um conjunto de 12 cultivares
diferenciadoras proposto por Pastor-Corrales (1991) para classificar as ragas de
C. lindemuthianum utilizando o sistema bindrio apresentado por Habgood
(1970). Esse sistema consiste na inoculagdo do patégeno em um conjunto de
cultivares diferenciadoras em uma ordem pré-estabelecida. A cada cultivar
atribui-se um valor bindrio e por meio do somatdrio dos valores binarios das
cultivares que apresentarem reagdo de susceptibilidade ao isolado inoculado, ¢
determinada a raca, de forma que o nome da raca ¢ um nimero. Na Tabela 1
constam as 12 cultivares diferenciadoras internacionais propostas por Pastor-
Corrales (1991) para a caracterizacdo das racas de C. lindemuthianum. Destas,
quatro s3o de origem andina e oito sdo de origem mesoamericana. Atualmente,
mais de 100 ragas ja foram identificadas em todo o mundo por meio desse
sistema (FERREIRA et al., 2008; MAHUKU; RIASCOS, 2004; PINTO et al.,
2012; SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007).

Tabela 1 Cultivares diferenciadoras internacionais utilizadas para a
caracterizagdo de ragas de C. lindemuthianum pelo sistema bindrio

Cultivares o Valor Origem das
. . Alelos de Resisténcia L. .

Diferenciadoras Binario cultivares

1. Michelite Co-11 20 Mesoamericana
2. MDRK' Co-1 2! Andina

3. Perry Marrow Co-1° 2? Andina

4. Cornell 49-242 Co-2 23 Mesoamericana
5. Widusa Co-1° 24 Andina

6. Kaboon Co-1* 25 Andina

7. México 222 Co-3 26 Mesoamericana
8. P1207.262 Co-4°, C0-9/Co-3* 27 Mesoamericana
9. TO Co-4 28 Mesoamericana
10. TU Co-5 2° Mesoamericana
11. AB 136 Co-6, Co-8 210 Mesoamericana
12. G2333 Co-4*, Co-5* Co-1/Co-3 2! Mesoamericana

"MDRK - Michigan Dark Red Kidney
*Nas cultivares, PI1 207.262, AB 136 e G2333 os valores binarios sio relativos aos
alelos, Co-3°, Co-6 ¢ Co-4” respectivamente.
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Diante dessa grande variabilidade, ¢ importante realizar o
monitoramento constante das racas patogénicas prevalecentes em cada regido
produtora, bem como, a avaliagdo de acessos de germoplasma de feijoeiro as
principais ragas encontradas no pais e dessa forma, auxiliar os programas de
melhoramento que visam obter cultivares resistentes a antracnose (BARCELOS
et al., 2013; PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012; SARTORATO; RAVA,
1994). Balardin, Jarosz e¢ Kelly (1997) observaram que algumas racas do
patégeno sdo restritas a alguns paises, enquanto outras ragas podem ser
encontradas em praticamente todas as regides geograficas.

No Brasil, hda um predominio de ragas mais simples, enquanto que em
outros paises, como México ¢ EUA, por exemplo, sdo encontradas racas mais
complexas, como 264, 320, 1608, 1545. Isso pode ser devido ao uso de
germoplasma diferente e as distintas praticas agricolas e manejo de cada regifo
(GONZALEZ et al., 1998).

Silva, Souza e Ishikawa (2007) realizaram um estudo de levantamento
de racas no Estado de Minas Gerais e verificaram que as ragas 65, 73 e 81,
foram as mais frequentes, com destaque para a raga 65, com maior indice de
ocorréncia ha mais de trés décadas (CARBONELL et al., 1999; ISHIKAWA et
al., 2005; PINTO et al., 2012; SARTORATO; RAVA, 1994).

2.4 Variabilidade dentro da raca 65 de C. lindemuthianum

A raca 65 de C. lindemuthianum tém sido relatada como uma raga
estdvel e amplamente distribuida, possuindo grande importancia para os
programas de melhoramento genético do feijoeiro visando resisténcia a
antracnose. No entanto, tem-se observado uma grande variagdo quanto a
patogenicidade quando diferentes isolados pertencentes a raca 65 sdo inoculados

em outras cultivares, evidenciando variabilidade dentro de raga. Davide e Souza
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(2009) inoculando seis isolados da raga 65 em sete cultivares comerciais de
feijdo, observaram que houve diferenga significativa na viruléncia dos isolados
utilizados. Alzate-Marin et al. (2007) verificaram que a cultivar BAT 93
apresentou-se resistente a raga 65. Porém, em trabalhos anteriores, Gongalves-
Vidigal e Kelly (2006) utilizando outro isolado classificado como raga 65,
observaram que esta mesma cultivar foi suscetivel ao isolado utilizado. Esses
resultados indicam que existem ragas que ndo podem ser detectadas pelo
conjunto internacional de cultivares diferenciadoras atual, ou seja, este ¢
ineficiente para detectar as diferengas dentro de raca.

Diante da grande variabilidade que tem sido observada dentro da raga 65
de C. lindemuhtianum, Ishikawa, Ramalho ¢ Souza (2011) propuseram um novo
conjunto de cultivares diferenciadoras, capaz de discriminar a variabilidade
existente dentro desta raga. Essas cultivares poderiam ser utilizadas como
complementares ao conjunto internacional de cultivares diferenciadoras
proposto por Pastor-Corrales (1991) e assim, proporcionar uma melhor
caracterizacdo da raga 65 de C. lindemuthianum. Nesse trabalho foram utilizadas
12 cultivares de feijoeiro comercialmente disponiveis e adaptadas as condi¢des
brasileiras de cultivo e 12 isolados de C. lindemuthianum previamente testados
no conjunto de Pastor Corrales (1991) e caracterizados como pertencentes a raga
65.

Apos a inoculag@o das 12 cultivares comerciais com cada um dos 12
isolados de C. lindemuthianum, verificou-se que estes apresentaram diferentes
espectros de viruléncia nas cultivares avaliadas e estas, por sua vez, também
apresentaram diferentes padrdes de reacdo aos isolados utilizados. Dessa forma,
as cultivares sugeridas e seus respectivos valores bindrios foram: Estilo (2°),
Majestoso (2'), Supremo (2%), Unido (2°), Valente (2*), Ouro Vermelho (2°),
Madrepérola (2% e Talismi (27). Os 12 isolados utilizados foram entio,

reclassificados de acordo com esse novo conjunto de diferenciadoras. Por
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exemplo, o isolado LV117 foi classificado como raca 65.9 pois causou reagio de
susceptibilidade nas cultivares Estilo e Unido (2°+ 2°= 9) e o isolado LV120 foi
classificado como raga 65.15, pois causou reacdo de susceptibilidade nas
cultivares Estilo, Majestoso, Supremo e Unido (2° + 2' +2° + 2° = 15).Vale
ressaltar que todas essas cultivares sdo comercialmente disponiveis, o que
facilita a sua utilizagdo. Posteriormente, Ishikawa et al. (2012) realizaram outro
estudo com essas 12 cultivares e verificaram que estas também poderiam
discriminar a variabilidade dentro da raca 81 de C. lindemuthianum. A adogdo
desse sistema complementar poderd discriminar melhor a variabilidade existente
dentro de ragas regionalmente importantes, permitindo que o pesquisador
escolha aqueles isolados mais virulentos durante a avaliagdo na busca por
resisténcia duravel (ISHIKAWA; RAMALHO; SOUZA, 2011).

Evidéncias em nivel molecular da variabilidade dentro de isolados da
raca 65 também tém sido relatadas na literatura. Ishikawa, Souza e Davide
(2008) utilizando 13 isolados da raga 65, verificaram por meio de marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) grande variabilidade dentro de
isolados da raga 65 de C. lindemuthianum. Porém, como esses marcadores nao
estdo ligados a genes de viruléncia, essa divergéncia molecular ndo pode ser

associada a diferengas na patogenicidade.

2.5 Resisténcia do feijoeiro a antracnose

Para que a doenca ocorra, ¢ necessario a perfeita interagdo entre o
patodgeno, o hospedeiro e o ambiente. A teoria gene-a-gene proposta por Flor
(1956, 1971) demonstrou a relagdo existente entre os sistemas génicos do
hospedeiro e do patdgeno, em que, para cada alelo que condiciona resisténcia no
hospedeiro, existe um alelo complementar no patégeno que condiciona a

viruléncia. Molecularmente, tem sido constatado que os alelos de resisténcia
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codificam proteinas de resisténcia que atuam de duas formas diferentes no
hospedeiro. Essas proteinas podem funcionar extracelularmente como sensores,
detectando a presenca do patdgeno e ativando rapidamente os mecanismos de
defesa da planta, ou podem ser encontradas no meio intracelular, onde sdo
ativadas pelos produtos de aviruléncia dos patdgenos, os efetores. A interagdo
entre a proteina efetora do patégeno e a proteina de resisténcia do hospedeiro
culmina em uma reagéo de hipersensibilidade, o que impede a colonizagéo pelo
patégeno (DANGL, 2013; STERGIOPOULOS; DE WIT, 2009; ZHANG;
LUBBERSTEDT; XU, 2013).

Vanderplank (1963) diferencia a resisténcia genética de acordo com a
sua efetividade contra ragas do patdgeno, em resisténcia vertical e horizontal. A
resisténcia vertical é caracterizada pela especificidade as racas do patdgeno. Ao
passo que, a resisténcia horizontal, ¢ efetiva contra todas as ragas do patdgeno,
possuindo assim, maior durabilidade. Davide e Souza (2009) avaliaram a
resisténcia genética de cultivares de feijoeiro a diferentes isolados da raga 65 por
meio da analise dialélica descrita por Melo e Santos (1999) e detectaram
principalmente a resisténcia vertical no patossistema C. lindemuthianum.

A resisténcia vertical, ou qualitativa, é controlada por um ou poucos
genes, sendo os alelos responsaveis pela resisténcia, geralmente dominantes
(ROBINSON, 1971). Em vdrias oportunidades, o controle genético da
antracnose tem sido estudado e varios genes de efeitos independentes ja foram
identificados, tornando vidvel o emprego da resisténcia como medida de
controle da doenca (GEFFROY et al., 2008; KELLY; YOUNG, 1996).

Kelly e Young (1996), com o intuito de facilitar a identificacdo dos
genes de resisténcia, apresentaram uma nomenclatura utilizando o simbolo Co
(Colletotrichum) para se referir aos genes de resisténcia a antracnose.
Marcadores moleculares fortemente associados a estes genes também tém sido

frequentemente identificados (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; SOUSA et
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al., 2014). Atualmente, sete genes de resisténcia a antracnose ja foram mapeados
e integram o mapa de ligagdo do feijoeiro. Os locos mapeados sdo: Loco Co-1,
Co-x e Co-w localizados no grupo de ligagdo PvO1; loco Co-2, no Pvll; loco
Co-3, Co-9, Co-y, Co-z e Co-10 no Pv04; loco Co-4, no Pv08; loco Co-5, Co-6
e Co-v no Pv07; loco Co-13 no Pv03 e loco Co-u, no Pv02 (CAMPA et al.,
2014). O mapeamento desses genes revelou que alguns destes estdo organizados
em blocos (clusters), nos quais, genes individuais conferem resisténcia a uma
raga especifica (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; KELLY; VALLEJO,
2004).

2.5.1 Controle genético da resisténcia do feijoeiro a antracnose

O primeiro estudo de heranga da resisténcia do feijoeiro a antracnose foi
realizado por Burkholder (1918). Esse trabalho consistiu em avaliar a resisténcia
a antracnose das plantas da populacio F, derivada do cruzamento entre a cultivar
White Marrow (resistente a racga alpha) e Well’s Red Kidney (suscetivel a raga
alpha). A segregacdo observada foi de 362 plantas resistentes e 111 suscetiveis,
sugerindo controle monogénico com alelo dominante envolvido na resisténcia.
Posteriormente, o referido alelo, hoje denominado Co-1, foi identificado na
cultivar Michigan Dark Red Kidney por McRostie (1919). A partir de entdo,
varios alelos de resisténcia de diferentes genes ja foram identificados em
diferentes cultivares, conferindo resisténcia a varias racas (Tabela 2). Na maioria
dos casos, a resisténcia ¢ conferida por um alelo dominante, apenas o alelo co-8,
identificado na cultivar diferenciadora mesoamericana AB 136, para a raga 73,
confere resisténcia recessiva (ALZATE-MARIN et al., 1997). No entanto, em
estudos de heranga posteriores, onde a cultivar AB 136 foi utilizada como
parental, n3o se teve evidéncias de resisténcia recessiva (GONCALVES-

VIDIGAL et al., 2001; POLETINE et al., 2000).
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Outros estudos tém sido realizados com o objetivo de verificar se
determinados alelos de resisténcia de diferentes genes sfo realmente
independentes daqueles anteriormente descritos na literatura. Lima, Santos e
Ramalho (2008) relataram que o alelo Co-7, identificado na cultivar G2333, e o
alelo Co-3, identificado na cultivar México 222, sdo, na verdade, o mesmo alelo.
Méndez-Vigo et al. (2005) também relataram que o alelo Co-9, identificado por
Geffroy et al. (1999), ¢, na verdade, um alelo do gene Co-3 e este deveria ser
renomeado Co-3’. Gongalves-Vidigal et al. (2013) verificaram por meio de
marcadores moleculares, ligacdo entre os genes Co-3, Co-9 e Co-10, sugerindo

que este ultimo deveria ser renomeado Co-3".

Tabela 2 Fontes de resisténcia a antracnose ¢ seus respectivos alelos de

resisténcia
AI?IOAS d? Fo.ntf d? Grupo' Referéncia
Resisténcia resistencia
Michigan Dark .

Co-1 Red Kidney AN McRostie (1919)

Co-2 Cornell 49-242 MA Mastenbroek (1960)

Co-3 México 222 MA  Bannerot, Derieux e Fouilloux (1971)

Co-4 TO MA Fouilloux (1976)

Co-5 TU, G-2333 MA Fouilloux (1976)
Alzate-Marin et al. (1997)

Co-6 ABI36  MA o calves-Vidigal et al. (2001)

Co-7 G-2333 MA Young et al. (1998)

co-8 AB 136 MA Alzate-Marin et al. (1997)

Co-9/Co-3> BAT 93 MA Geffroyet al. (1999) e Méndez-Vigo

et al. (2005)
Alzate-Marin et al. (2003)
Gongalves-Vidigal et al. (2013)
Co-11 Michelite MA Gongalves-Vidigal et al. (2007)

Gongalves-Vidigal, Lacanallo e
Vidigal Filho (2008)

Co-10/Co-3* Ouro Negro ~ MA

Co-12 Jalo Vermelho AN
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“Tabela 2, conclusdo”

Alelos de Fonte de 1 A e
Resisténcia resisténcia Grupo Referéncia

Co-13 Jalgrléiztsras AN Gongalves-Vidigal et al. (2009)
Co-14 Pitanga AN Gongalves-Vidigal et al. (2012)
Co-15 Corinthiano AN Gongalves et al. (2010)
Co-16 Crioulo 159 MA Coelho et al. (2013)
Co-17 Paloma AN Castro et al. (2014)

Co-u BAT 93 MA Geffroy et al. (2008)
Co-v BAT 93 MA Geffroy et al. (2008)
Co-w Jalo EEP 558 AN Geffroy et al.(2008)

Co-x Jalo EEP 558 AN Geffroy et al. (2008)
Co-y Jalo EEP 558 AN Geffroy et al.(1999)

Co-z Jalo EEP 558 AN Geffroy et al. (1999)

" Grupo de origem: AN-Andino; MA-Mesoamericano.

Alelismo multiplo também j4 foi constatado nos locos Co-1, Co-3, Co-4
e Co-5. O loco Co-1 possui uma série alélica formada por mais quatro alelos,
sendo eles: Co-1°, Co-1°, Co-1* ¢ Co-1°, presentes respectivamente, nas
cultivares Kaboon, Perry Marrow, AND 277 e Widusa (ALZATE-MARIN et al.,
2003b; GONCALVES-VIDIGAL; KELLY, 2006; MELOTTO; BALARDIN;
KELLY, 2000). O loco Co-3 possui o alelo Co-3% identificado na cultivar
México 227 (FOUILLOUX, 1979). O loco Co-4 apresenta dois alelos, o Co-4°
encontrado nas linhagens SEL 1308 e G2333 (SILVERIO et al., 2002; YOUNG
et al., 1998)e o alelo Co-4’, presente na cultivar diferenciadora PI 207262
(ALZATE-MARIN et al., 2007). O loco Co-5 também apresenta o alelo Co-5%
identificado nas cultivares G2333 e SEL 1360 (SOUSA et al., 2014; VALLEJO;
KELLY, 2009).
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As cultivares diferenciadoras propostas por Ishikawa, Ramalho e Souza
(2011) apresentaram diferentes padrdes de reagcdo quando inoculadas com
diferentes isolados classificados como raca 65 de C. lindemuthianum. Essas
cultivares, provavelmente apresentam diferentes genes de resisténcia a
antracnose, que podem ou nio ser independentes daqueles ja descritos na
literatura. Portanto, informagdes sobre os alelos presentes nestas cultivares, que
conferem resisténcia a diferentes isolados da raga 65 de C. lindemuthianum, sido
importantes. Uma vez que essas cultivares sdo adaptadas as condigdes brasileiras
de cultivo, apresentam grande potencial em programas de melhoramento que

visam resisténcia a antracnose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Resisténcia de
Plantas a Doengas, em casa de vegetacdo, cdmara de nebulizacdo ¢ em area
experimental do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras

(UFLA), municipio de Lavras-MG.

3.2 Multiplicaciio das sementes das cultivares comerciais de feijoeiro

Para se obter maior uniformidade genética, uma planta de cada uma das
doze cultivares diferenciadoras da raga 65 de C. lindemuthianum (ISHIKAWA;
RAMALHO; SOUZA, 2011) (Tabela 3), foi inicialmente selecionada e trilhada
individualmente. Estas sementes foram multiplicadas e utilizadas durante toda a

condugdo do experimento.
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Tabela 3 Cultivares utilizadas por Ishikawa, Ramalho e Souza (2011) para
discriminar a variabilidade dentro de isolados da raga 65 de C.

lindemuthianum
Cultivares Mantenedor Tip0~ de Cor da
Grio Flor

BRS Estilo EMBRAPA Carioca Branca
Majestoso EMBRAPA, EPAMIG, UFLA, UFV Carioca Branca
Ouro Negro - Preto Violeta
BRSMG Uniio EMBRAPA, EPAMIG, UFLA, UFV Jalo Violeta
BRS Valente EMBRAPA Preto Violeta
Ouro Vermelho EMBRAPA, UFV Vermelho  Branca
Madrepérola EMBRAPA, EPAMIG, UFLA, UFV Carioca Branca
Pérola EMBRAPA Carioca Branca
BRS Cometa EMBRAPA Carioca Branca
BRS Esplendor EMBRAPA Preto Violeta
BRSMG Talisma EMBRAPA, EPAMIG, UFLA, UFV Carioca Branca
BRS Supremo EMBRAPA Preto Violeta

3.3 Isolados utilizados para avaliacio da variabilidade patogénica dentro

da raca 65 de C. lindemuthianum

Sete isolados classificados como pertencentes a raca 65 de C.
lindemuthianum (Tabela 4) foram separadamente inoculados no conjunto
internacional de cultivares diferenciadoras proposto por Pastor-Corrales (1991)
para confirmar que realmente pertenciam a raca 65. Confirmada a raga, estes
isolados foram inoculados no conjunto das doze cultivares comerciais utilizadas
por Ishikawa, Ramalho e Souza (2011) (Tabela 3) a fim de verificar a existéncia
de variabilidade patogénica entre os isolados.

De acordo com a variabilidade patogénica apresentada pelos isolados
utilizados, seis destes foram selecionados, sendo eles, CI 1614, Cl 1532, Cl

1610, C11740, LV 134 e LV 238.
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Tabela 4 Isolados pertencentes a raga 65 de C. lindemuthianum utilizados neste

trabalho
Isolados Procedéncia Cultivar Ano
Cl11532! Ponta Grossa/PR ~ VC3 X BRS Pérola 2011
Cl11610' Anapolis/GO CNF 0011004 2011
Cl 1614 Aracaju/SE Crioulo 2011
Cl1740' Lambari/MG BRS Pérola 2012
LV 238>  Patos de Minas/MG - 2010
LV145° Lambari/MG BRS Pérola 2009
LV 134? Lambari/MG Magnifico 2009

"Isolados provenientes da micoteca do CNPAF/EMBRAPA. “Isolados da micoteca do
Laboratério de Resisténcia de Plantas a Doengas da UFLA

3.4 Cultivares utilizadas para o estudo de heranca e teste de alelismo

Apds a avaliagdo das 12 cultivares comerciais (Tabela 3) com os seis
isolados da raca 65 de C. lindemuthianum (Tabela 4), as cultivares selecionadas
para o estudo de heranga ¢ teste de alelismo foram: Estilo, Majestoso, Ouro

Negro, Unido, Valente, Ouro Vermelho, Madrepérola, Cometa e Esplendor.

3.5 Obtencio das geracdes F; e F,

Com o objetivo de obter informagdes relativas ao controle genético das
nove cultivares para os seis isolados da raga 65 C. lindemuthianum, bem como a
realizagdo de testes de alelismo em populagdes segregantes F, oriundas de dois
genitores resistentes, as cultivares foram cruzadas duas a duas em todas as
combinagdes, obtendo-se 36 hibridos.

As sementes das nove cultivares selecionadas foram semeadas em vasos
de polietileno contendo solo previamente adubado. Os mesmos foram mantidos
em casa de vegetacdo. A semeadura foi realizada em quatro épocas, com

intervalo de 15 dias, sendo utilizado dois vasos por cultivar e trés plantas por
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vaso em cada época de plantio. A medida que os grios atingiam a maturacio
fisiolégica, as vagens contendo as sementes hibridas foram colhidas,
identificadas e debulhadas manualmente, sendo as sementes acondicionadas em
envelopes de papel e armazenadas em ambiente refrigerado.

As sementes F, de cada cruzamento, colhidas nas duas primeiras épocas
foram semeadas em condicdo de campo para a obtengdo das populacdes
segregantes F,. Utilizou-se em média 12 sementes de cada cruzamento, as quais
foram semeadas em covas individuais, com espagamento de 60 cm entre linhas e
20 cm entre plantas.

A cor das flores das plantas F, e a cor dos gridos das sementes F, foram
utilizados como marcadores morfologicos para identificar autofecundagdes
indesejaveis nos cruzamentos.

Para melhor identificar e eliminar as eventuais autofecunda¢des que
poderiam ter ocorrido devido ao grande niimero de cruzamentos realizados, as

sementes de todas as plantas F; foram colhidas individualmente.
3.6 Avaliacao das geracoes F,; e F, de cada cruzamento

Obtidas as geragdes F, e F,, essas foram semeadas, conforme descrito
posteriormente no item 3.6.1, inoculadas utilizando o procedimento descrito com
detalhes no item 3.6.2 e avaliadas utilizando a escala diagramatica proposta por

Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987), como retratado no item 3.6.3.
3.6.1 Semeadura
Para a avaliagdo das plantas F; de cada cruzamento, quanto a reacdo a

cada um dos seis isolados selecionados, foram utilizadas as sementes colhidas na

terceira e quarta épocas de cruzamentos. Para isso foram utilizadas trés
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repeti¢des (plantas F;) de cada cruzamento para cada isolado, sendo a parcela
constituida por uma planta F;. A semeadura foi realizada em bandejas de
plastico com células individualizadas, contendo substrato Rohrbacher®. Foi
utilizada uma bandeja por isolado, sendo que cada bandeja continha todos os
cruzamentos em trés repeticdes devidamente identificados com etiquetas
plésticas.

Para a avaliacdo das populacdes segregantes F, foram utilizadas
aproximadamente 55 sementes de cada cruzamento para cada isolado, pois com
essa quantidade de sementes tem-se 95% de confianca de encontrar pelo menos
um individuo com gendtipo recessivo (suscetivel) considerando a ocorréncia de
dois genes. Essas sementes foram semeadas em bandejas de plastico de 162
cllulas e os cruzamentos foram devidamente identificados com etiquetas
plasticas. Em todas as inoculagdes utilizou-se como testemunha de
suscetibilidade a cultivar Pérola, a qual é suscetivel a todos os isolados
utilizados. Foram utilizadas 13 bandejas para cada isolado.

Utilizou-se sementes F, provenientes de uma tunica planta F, de cada
cruzamento para cada isolado a fim de eliminar possiveis autofecundagdes que
poderiam ser detectadas. Por exemplo, para aqueles cruzamentos que envolviam
um genitor de grios tipo preto com um genitor de gréos tipo carioca, as plantas
F, deveriam obrigatoriamente segregar para a cor do hipocoétilo, caso contrario
seria um indicio de autofecundagdo. Para aqueles cruzamentos em que o
resultado das avaliagdes nio foi conclusivo, repetiu-se as avaliagdes, utilizando-
se sementes provenientes de outra planta do mesmo cruzamento. Em alguns
casos, para maior confiabilidade nas propor¢des observadas, aumentou-se o

numero de plantas, utilizando-se cerca de 100 sementes.
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3.6.2 Preparo das suspensoes de conidios de C. lindemuthianum e

inoculacio

Para a esporulacdo, os seis isolados monospoéricos (Tabela 4) foram
crescidos em meio M3 e repicados para vagens de feijio comum estéreis,
parcialmente imersas em meio agar-dgua, dentro de tubos de ensaio, por um
periodo de incubagio de 10-15 dias, a 22°C, no escuro.

O indculo foi posteriormente preparado pela adi¢do de dgua destilada em
cada tubo e raspagem da superficie da vagem com o auxilio de uma alga de
platina, para a liberagdo dos conidios. Essa suspensdo de conidios foi filtrada
utilizando-se uma camada de gaze para a remog¢do dos fragmentos miceliais.
Procedeu-se entdo a contagem dos conidios com o auxilio de uma cidmara de
Neubauer em microscopio de luz, a fim de padronizar a concentragdo do indculo
para 1,2 x 10° conidios ml™.

As suspensdes de conidios foram inoculadas apos a expansdo completa
das folhas cotiledonares, pulverizando-se ambas as faces das folhas e os talos
com borrifador até o ponto de escorrimento. Apos as inoculagdes, as plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo com sistema de nebuliza¢do, umidade

relativa de 95% e temperatura em torno de 24°C, por um periodo de 10 dias.

3.6.3 Avaliacao das plantas das geracdes F; e F,

Dez dias apds a inoculagio, cada planta foi avaliada visualmente de
acordo com a escala descritiva de notas de 1 a 9 proposta por Schoonhoven e
Pastor-Corrales (1987) (Tabela 5). As plantas foram classificadas como

resistentes (notas de 1 a 3) e suscetiveis (notas de 4 a 9).
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Tabela 5 Escala descritiva de notas para a avaliagdo da severidade da

antracnose em plantulas de feijoeiro (SCHOONHOVEN; PASTOR-

CORRALES, 1987)

Nota Descrigéo

1 Auséncia de sintomas.

2 Até 1% das nervuras principais apresentando manchas necrdticas,
perceptivas somente na face inferior das folhas.

3 Maior freqiiéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até
3% das nervuras afetadas.

4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necrdticas, perceptiveis
em ambas as faces da folha.

5 Maior freqiiéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até
3% das nervuras afetadas.

6 Manchas necréticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das
folhas e presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos.

7 Manchas necréticas na maioria das nervuras e em grande parte do
tecido mesofilico adjacente que se rompe. Presenca de abundantes
lesdes no talo, ramos e peciolos.

8 Manchas necrdticas em quase todas as nervuras, muito abundante em
talos, ramos e peciolos, ocasionando rupturas, desfolhac¢do e reducgio
do crescimento das plantas.

9 Plantas mortas

3.7 Analises estatisticas

A partir das frequéncias observadas de individuos para as classes

fenotipicas, resistente e suscetivel na geracdo F,, foram formuladas hipdteses de

segregacio, as quais foram testadas por meio do teste de Qui-Quadrado (3°) com

o auxilio do software GENES (CRUZ, 2013). Foi utilizado um nivel nominal de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio da variabilidade patogénica dentro de isolados da raca 65 de

C. lindemuthianum

As inoculagdes dos sete isolados no conjunto internacional das
cultivares diferenciadoras proposto por Pastor-Corrales (1991) confirmaram que
todos os isolados testados pertenciam a raga 65 de C. lindemuthianum, pois em
todas as inoculagdes, as cultivares suscetiveis foram a Michelitte (2°) e a México
222 (2°). No entanto, as inoculagdes desses isolados nas doze cultivares
comerciais indicaram que estes diferem no espectro de viruléncia, a excecdo dos
isolados LV 145 e¢ LV 238 (Tabela 6). Dessa forma, o isolado LV 145 nao foi
incluido nesse estudo. Os isolados LV 134 ¢ LV 238 causaram reagdo de
susceptibilidade em sete cultivares, as quais diferem entre si. Os isolados ClI
1532 e Cl 1614 foram patogénicos a cinco cultivares que também diferem entre
si. Os isolados Cl 1610 e Cl 1740 causaram reagdo de susceptibilidade em
apenas uma e duas cultivares respectivamente.

De acordo com a Tabela 6, fica também evidente que as cultivares
diferiram quanto a reacdo aos seis isolados, a exce¢do das cultivares Ouro
Vermelho e Valente ¢ Ouro Negro, Cometa e Supremo, que apresentaram o
mesmo padrio de reagdo. As cultivares Pérola e Talisma foram suscetiveis a
todos os isolados. A cultivar Unido foi resistente & apenas um dos seis isolados.
As cultivares Valente, Estilo, Madrepérola e Majestoso foram suscetiveis a dois
isolados, os quais diferiram entre estas cultivares, e as cultivares Esplendor e
Ouro Negro foram as que apresentaram maior nivel de resisténcia, pois cada
uma delas foi suscetivel a apenas um isolado. Contudo, nenhuma das cultivares

apresentou resisténcia a todos os isolados avaliados.
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De acordo com o padréo de viruléncia apresentado pelos isolados, estes
foram reclassificados utilizando o sistema binario adaptado de Ishikawa,

Ramalho e Souza (2011) (Tabela 6).

Tabela 6 Padrio de reagdo das doze cultivares comerciais de feijoeiro a cada
isolado da raga 65 de C. lindemuthianum avaliado

Isolados Cultivares™ Classificagio”
1,2 345 67 8 9 10 11 12
Cl11532 S R S R S R R R 65.152
Cl1610 R R S R S R R S 65.168
Cli614 R R S R S S S R 65.201
Cl11740 R R S R S R R R 65.136
LV238/LV145 S R S S S S R R 65.218
LV134 R S S S R R S R 65.135

*1-Valente; 2-Ouro vermelho; 3-Ouro Negro; 4-Cometa; 5-Supremo; 6-Pérola; 7-
Talisma; 8- Majestoso; 9-Unido; 10-Madrepérola; 11-Estilo; 12-Esplendor.

**Sjistema binario utilizado para classificagio dos isolados: Estilo (2°), Majestoso (2),
Supremo (2%), Unido (2*), Valente (2*), Esplendor (2°), Madrepérola (2°), Talisma (27).
Adaptado de Ishikawa, Ramalho e Souza (2011).

Uma vez que as cultivares Talismd e Pérola foram sempre suscetiveis,
estas ndo apresentam genes de resisténcia aos isolados utilizados. Além disso,
pode-se verificar que para cada um dos isolados sempre houve pelo menos uma
cultivar suscetivel, diferente da Pérola e da Talismad (Tabela 6). Dessa forma,
essas duas cultivares ndo foram incluidas no estudo de heranga e testes de
alelismo. Algumas cultivares também apresentaram o mesmo padrdo de reagio,
como ¢ o caso das cultivares Supremo, Ouro Negro e Cometa e Valente e Ouro
Vermelho. No entanto, estas poderiam diferir no gene de resisténcia a
determinados isolados da raca 65 de C. lindemuthianum. Assim, optou-se por

retirar além das cultivares Pérola e Talisma, apenas a cultivar Supremo.
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4.2 Heranga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado C1 1740 da raca

65.136 de C. lindemuthianum

O isolado CI 1740 foi o menos virulento dentre os isolados utilizados.
Considerando apenas as nove cultivares selecionadas, apenas a cultivar Unido
foi suscetivel a este isolado. Assim, para se obter informagdes a respeito do
controle genético da resisténcia das demais cultivares a este isolado, deve-se
observar o resultado obtido nos cruzamentos da cultivar Unido com cada uma
das demais cultivares resistentes.

A Tabela 7 fornece informagdes sobre a reagdo de plantas da geracdo F,
e F, de cada cruzamento apds a inoculagdo com este isolado. Pode-se observar
que a geragdo F; de todos os cruzamentos envolvendo a cultivar Unido, foi
resistente, logo, a resisténcia é conferida por alelo dominante de um ou mais
genes.

Nas geragdes F, oriundas dos cruzamentos entre as cultivares Unido e
Valente ¢ Unido e Esplendor, foram encontradas segregagdes que se ajustaram a
propor¢do de 15R:1S, indicando que essas duas cultivares possuem dois genes
com alelos dominantes, conferindo resisténcia a este isolado, sendo um caso de
genes duplicados. Ja os cruzamentos envolvendo a cultivar Unido com as demais
cultivares resistentes segregaram na propor¢do de 3R:1S indicando que em todos
esses cruzamentos, os genitores diferem para um gene, sendo o alelo dominante
responsavel pela resisténcia ao isolado CI 1740. Nao houve segregacio para as
populagdes F, provenientes do cruzamento de duas cultivares resistentes,
indicando que estas possuem os mesmos alelos de resisténcia ou alelos de

resisténcia diferentes de um mesmo gene.
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Tabela 7 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de
cada cruzamento inoculada com o isolado C1 1740 (65.136)

Gerag0es
N Fy v
Cruzamentos  Reaco . Freq. Obs. . - . p-valor
1 R S req. Esperada
V x C* RxR R 54 0 1:0 - -
V xU R xS R 49 5 15:1 0,83 0,36
V x Est RxR R 54 0 1:0 - -
V x Mp RxR R 54 0 1:0 - -
V x OV RxR R 53 0 1:0 - -
V x ON RxR R 53 0 1:0 - -
V x Mj RxR R 47 0 1:0 - -
V x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
CxU R xS R 26 14 3:1 2,13 0,14
C x Est RxR R 50 0 1:0 - -
C x Mp RxR R 54 0 1:0 - -
Cx 0OV RxR R 52 0 1:0 - -
C xON RxR R 47 0 1:0 - -
CxMj RxR R 53 0 1:0 - -
C x Esp RxR R 48 0 1:0 - -
U x Est SxR R 33 15 3:1 1,00 0,32
U x Mp SxR R 13 5 3:1 0,07 0,79
Ux OV SxR R 41 13 3:1 0,02 0,88
U x ON SxR R 37 17 3:1 1,21 0,27
U x Mj SxR R 43 7 3:1 3,23 0,07
U x Esp SxR R 45 2 15:1 0,32 0,57
Est x Mp RxR R 52 0 1:0 - -
Est x OV RxR R 52 0 1:0 - -
Est x ON RxR R 54 0 1:0 - -
Est x Mj RxR R 54 0 1:0 - -
Est x Esp RxR R 48 0 1:0 - -
Mp x OV RxR R 52 0 1:0 - -
Mp x ON RxR R 47 0 1:0 - -
Mp x Mj RxR R 51 0 1:0 - -
Mp x Esp RxR R 34 0 1:0 - -
OV x ON RxR R 54 0 1:0 - -
OV x Mj RxR R 54 0 1:0 - -
OV x Esp RxR R 48 0 1:0 - -
ON x Mj RxR R 39 0 1:0 - -
ON x Esp RxR R 47 0 1:0 - -
M;j x Esp RxR R 45 0 1: -

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo, Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.3 Heranga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado C1 1610 da raca

65.168 de C. lindemuthianum

O isolado Cl 1610 causou reacdo de susceptibilidade nas cultivares
Esplendor e Unido. Dessa forma, a segregacdo observada nas geragdes F,
derivadas dos cruzamentos de alguma dessas duas cultivares suscetiveis com as
demais, forneceram informacdes sobre o niimero de genes que controlam a
resisténcia em cada cultivar a este isolado. Pela Tabela 8 verifica-se que as
segregacdes observadas nas geragdes F, oriundas dos cruzamentos das cultivares
Valente, Madrepérola e Majestoso com cultivares suscetiveis, ajustou-se a
propor¢do de 15R: 1S, revelando a presenca de dois genes com alelos
dominantes conferindo resisténcia a este isolado. J4 a segregacdo observada em
todos os cruzamentos envolvendo as cultivares, Cometa, Estilo, Ouro Negro e
Ouro Vermelho com alguma cultivar suscetivel, ajustou-se a propor¢ido de
3R:1S, indicando que estas cultivares diferem em apenas um gene da cultivar
suscetivel, sendo o alelo dominante responsavel pela resisténcia.

Para as geragdes F, oriundas do cruzamento de duas cultivares
resistentes, ndo foi observada segregacdo. Este fato indica que a resisténcia
dessas cultivares ao isolado Cl 1610 ¢ conferida por um mesmo alelo de
resisténcia ou por diferentes alelos de um mesmo gene.

Os resultados encontrados na avaliacdo de plantas da geracdo F, de todos

0s cruzamentos corroboram com os resultados obtidos na geragéo F,.
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Tabela 8 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de

cada cruzamento inoculada com o isolado C1 1610 (65.168)

Geragdes
x i x
Cruzamentos Reacdo . Freq. Obs. e p- valor
! R S req. Esp.
VxC R xR R 50 0 1:0 - -
VxU R xS R 46 4 15:1 0,26 0,61
V x Est R xR R 50 0 1:0 - -
V x Mp R xR R 50 0 1:0 - -
V x OV R xR R 50 0 1:0 - -
V x ON R xR R 50 0 1:0 - -
V x Mj R xR R 50 0 1:0 - -
V x Esp R xS R 45 5 15:1 1,20 0,27
CxU R xS R 31 14 3:1 0,90 0,34
C x Est R xR R 99 0 1:0 - -
C x Mp R xR R 54 0 1:0 - -
Cx 0OV RxR R 53 0 1:0 - -
C xON R xR R 50 0 1:0 - -
CxMj RxR R 54 0 1:0 - -
C x Esp R xS R 42 8 3:1 2,16 0,14
U x Est S xR R 33 16 3:1 1,53 0,22
U x Mp S xR R 39 5 15:1 1,96 0,16
Ux OV S xR R 37 14 3:1 0,16 0,69
U x ON S xR R 37 13 3:1 0,03 0,87
U x Mj S xR R 45 6 15:1 2,65 0,10
U x Esp SxS S 0 49 0:1 - -
Est x Mp R xR R 50 0 1:0 - -
Est x OV R xR R 50 0 1:0 - -
Est x ON R xR R 49 0 1:0 - -
Est x Mj RxR R 54 0 1:0 - -
Est x Esp R xS R 43 8 3:1 2,36 0,12
Mp x OV RxR R 54 0 1:0 - -
Mp x ON R xR R 54 0 1:0 - -
Mp x Mj RxR R 52 0 1:0 - -
Mp x Esp R xS R 90 4 15:1 0,64 0,42
OV x ON RxR R 100 0 1:0 - -
OV x Mj R xR R 53 0 1:0 - -
OV x Esp R xS R 81 18 3:1 2,45 0,12
ON x Mj R xR R 50 0 1:0 - -
ON x Esp R xS R 40 10 3:1 0,67 0,41
Mj x Esp R xS R 47 3 15:1 0,00 0,94

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo, Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.4 Herancga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado LV 134 da raca

65.135 de C. lindemuthianum

Cinco cultivares foram resistentes a este isolado, sendo elas: Valente,
Madrepérola, Unido, Ouro Vermelho e Esplendor. Observando a Tabela 9, pode-
se verificar que o resultado dos cruzamentos entre a cultivar Esplendor com
qualquer uma das cultivares suscetiveis ajustou-se propor¢do de 15R:1S na
geracdo F, indicando que esta cultivar possui genes duplicados com alelos
dominantes, conferindo resisténcia a este isolado. Para as demais cultivares
resistentes, o estudo de heranga indicou que estas diferem em apenas um gene de
quaisquer cultivares suscetiveis, pois o teste de Qui-quadrado foi ndo
significativo para a frequéncia esperada de 3R:18S.

No teste de alelismo envolvendo as populagdes segregantes F, derivadas
de duas cultivares resistentes, verificou-se que ndo houve segregagdo,
permitindo concluir que a resisténcia de cada cultivar é condicionada por um
mesmo alelo de resisténcia ou por diferentes alelos de resisténcia de um mesmo
gene.

Os resultados encontrados na geracdo F; de todos os cruzamentos

também corroboram com os resultados obtidos na geracéo F,.
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Tabela 9 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de
cada cruzamento inoculada com o isolado LV 134 (65.135)

Geragdes
~ Fy x
Cruzamentos Reagdo . Freq. Obs. e p- valor
| R S req. Esp.
VxC R xS R 40 12 3:1 0,10 0,75
V xU R xR R 53 0 1:0 - -
V x Est R xS R 67 31 3:1 2,29 0,13
V x Mp RxR R 52 0 1:0 - -
V x OV R xR R 50 0 1:0 - -
V x ON R xS R 41 12 3:1 0,16 0,69
V x Mj R xS R 44 10 3:1 1,21 0,27
V x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
CxU S xR R - - - - -
C x Est S xS S 0 54 0:1 - -
C x Mp S xR R 48 8 3:1 3,43 0,06
C x 0OV S xR R 40 9 3:1 1,15 0,28
C xON S xS S 0 55 0:1 - -
CxMj S xS S 0 56 0:1 - -
C x Esp S xR R 88 10 15:1 2,61 0,11
U x Est R xS R 34 13 3:1 0,18 0,67
U x Mp R xR R - - - - -
Ux OV R xR R 55 0 1:0 - -
U x ON R xS R 35 18 3:1 2,27 0,13
U x Mj R xS R 47 9 3:1 2,38 0,12
U x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
Est x Mp S xR R 37 9 3:1 2,38 0,12
Est x OV S xR R 44 12 3:1 0,38 0,54
Est x ON S xS S 0 52 0:1 - -
Est x Mj S xS S 0 56 0:1 - -
Est x Esp S xR R 48 1 15:1 1,48 0,22
Mp x OV RxR R 53 0 1:0 - -
Mp x ON RxS R 43 13 3:1 0,09 0,76
Mp x Mj RxS R 48 8 3:1 3,43 0,06
Mp x Esp R xR R 52 0 1:0 - -
OV x ON R xS R 39 17 3:1 0,86 0,35
OV x Mj R xS R 46 10 3:1 1,52 0,22
OV x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
ON x Mj S xS S 0 54 0:1 - -
ON x Esp S xR R 50 5 15:1 0,76 0,38
Mj x Esp S xR R 53 1 15:1 1,78 0,18

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo, Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.5 Heranga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado C1 1614 da raga

65.201 de C. lindemuthianum

Seis cultivares foram resistentes a este isolado, sendo elas: Valente,
Cometa, Ouro Vermelho, Ouro Negro, Majestoso e¢ Esplendor. O teste de
alelismo envolvendo estas cultivares demonstrou que as cultivares Valente,
Cometa, Ouro Vermelho e Ouro Negro possuem o mesmo alelo de resisténcia ao
isolado Cl 1614 ou alelos diferentes de um mesmo gene, pois ndo foram
observadas segregacdes em nenhum dos cruzamentos dois a dois envolvendo
estas cultivares. Auséncia de segregacdo também foi verificada no cruzamento
entre as cultivares Majestoso e Esplendor. No entanto, segregacdo de 15R:1S foi
encontrada nos cruzamentos das cultivares Majestoso e Esplendor com qualquer
uma das demais cultivares resistentes, evidenciando que estas possuem genes de
resisténcia diferente do gene presente nas cultivares Valente, Cometa, Ouro
Vermelho e Ouro Negro (Tabela 10).

Os cruzamentos de todas as cultivares resistentes com alguma cultivar
suscetivel ajustaram-se a propor¢do de 3R:1S, ou seja, as cultivares resistentes
diferem em apenas um gene das cultivares suscetiveis, sendo o alelo dominante
responsavel pela resisténcia.

Os resultados encontrados na geragdo F; de todos os cruzamentos foram

também coincidentes com os obtidos na geragdo F,.
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Tabela 10 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de

cada cruzamento inoculada com o isolado Cl 1614 (65.201)

Geragdes
~ Fy x
Cruzamentos Reagdo . Freq. Obs. e p- valor
| R S req. Esp.
VxC R xR R 51 0 1:0 - -
V xU R xS R 42 11 3:1 0,51 0,48
V x Est R xS R 45 9 3:1 2,00 0,16
V x Mp R xS R 45 9 3:1 2,00 0,16
V x OV R xR R 51 0 1:0 - -
V x ON R xR R 54 0 1:0 - -
V x Mj R xR R 52 2 15:1 0,60 0,44
V x Esp RxR R 46 3 15:1 0,00 0,97
CxU R xS R 28 16 3:1 3,03 0,00
C x Est R xS R 36 10 3:1 0,26 0,61
C xMp RxS R 42 11 3:1 0,51 0,48
Cx 0OV RxR R 54 0 1:0 - -
C xON R xR R 51 0 1:0 - -
CxMj R xR R 51 3 15:1 0,04 0,83
C x Esp R xR R 48 5 15:1 0,92 0,34
U x Est S xS S 0 46 0:1 - -
U x Mp S xS S 0 51 0:1 - -
Ux OV S xR R 35 18 3:1 2,27 0,13
U x ON S xR R 37 17 3:1 1,21 0,27
U x Mj S xR R 40 10 3:1 0,67 0,41
U x Esp S xR R 44 10 3:1 1,21 0,27
Est x Mp S xS S 0 47 0:1 - -
Est x OV S xR R 36 9 3:1 0,60 0,44
Est x ON S xR R 43 10 3:1 1,06 0,30
Est x Mj S xR R 43 9 3:1 1,64 0,20
Est x Esp S xR R 45 9 3:1 2,00 0,16
Mp x OV S xR R 43 9 3:1 1,64 0,20
Mp x ON S xR R 39 11 3:1 0,24 0,62
Mp x Mj S xR R 43 8 3:1 2,36 0,12
Mp x Esp S xR R 42 11 3:1 0,51 0,48
OV x ON R xR R 47 0 1:0 - -
OV x Mj RxR R 85 9 15:1 1,77 0,18
OV x Esp RxR R 51 3 15:1 0,04 0,83
ON x Mj RxR R 47 6 15:1 2,33 0,13
ON x Esp R xR R 47 5 15:1 1,00 0,32
M;j x Esp R xR R 54 0 1:0 - -

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo; Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.6 Heranga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado C1 1532 da raga

65.152 de C. lindemuthianum

O isolado CI 1532 nio foi patogénico as cultivares Esplendor, Ouro
Negro, Estilo, Cometa, Madrepérola e Majestoso. Em cruzamentos envolvendo
as cultivares, Cometa, Estilo, Ouro Negro e Esplendor, ndo foram encontradas
segregacdes na geracdo F,. A geracdo F, do cruzamento entre as cultivares
Madrepérola e Majestoso também foi completamente resistente. Porém, quando
estas duas ultimas cultivares foram cruzadas com as demais cultivares
resistentes, a segregacio observada ajustou-se a propor¢do de 15R:1S, indicando
que as cultivares Madrepérola e Majestoso possuem um gene de resisténcia
diferente daquele encontrado nas cultivares Cometa, Estilo, Ouro Negro e
Esplendor (Tabela 11).

O estudo de heranga da resisténcia dessas cultivares para este isolado,
confirmou que estas diferem para apenas um gene das cultivares suscetiveis,
pois em todos os cruzamentos de uma cultivar resistente com uma cultivar
suscetivel, as segregacdes observadas ajustaram-se a propor¢do de 3R:1S,
indicando que o alelo dominante é o responsavel pela resisténcia.

Novamente, os resultados obtidos na geragdo F; de todos os

cruzamentos estdo de acordo com o resultado obtido na geracdo F,.
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Tabela 11 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de

cada cruzamento inoculada com o isolado Cl 1532 (65.152)

Geragdes
~ i x
Cruzamentos Reacdo Freq. Obs. p- valor
F, —————— Freq. Esp.
R
VxC S xR R 42 12 3:1 0,22 0,64
VxU S xS S 0 55 0:1 - -
V x Est S xR R 36 19 3:1 2,67 0,10
V x Mp S xR R 31 15 3:1 1,42 0,23
V x0OV S xS S 0 54 0:1 - -
V x ON S xR R 30 13 3:1 0,00 1,00
V x Mj S xR R 37 17 3:1 1,21 0,27
V x Esp S xR R 46 8 3:1 2,99 0,08
CxU R xS R 33 14 3:1 0,57 0,45
C x Est R xR R 54 0 1:0 - -
C x Mp R xR R 49 5 15:1 0,83 0,36
C x 0OV R xS R 36 7 3:1 1,41 0,23
C xON R xR R 53 0 1:0 - -
CxMj R xR R 48 4 15:1 0,18 0,67
C x Esp R xR R 52 0 1:0 - -
U x Est S xR R 39 13 3:1 0,00 1,00
U x Mp S xR R 35 15 3:1 0,67 0,41
Ux OV S xS S 0 53 0:1 - -
U x ON S xR R 35 15 3:1 0,67 0,41
U x Mj S xR R 42 12 3:1 0,22 0,64
U x Esp S xR R 71 27 3:1 0,34 0,56
Est x Mp R xR R 49 5 15:1 0,83 0,36
Est x OV R xS R 42 12 3:1 0,22 0,64
Est x ON R xR R 54 0 1:0 - -
Est x Mj RxR R 45 5 15:1 1,20 0,27
Est x Esp R xR R 52 0 1:0 - -
Mp x OV R xS R 36 13 3:1 0,06 0,80
Mp x ON R xR R 49 4 15:1 0,15 0,70
Mp x Mj RxR R 54 0 1:0 - -
Mp x Esp R xR R 50 2 15:1 0,51 0,47
OV x ON S xR R 36 15 3:1 0,53 0,47
OV x Mj S xR R 42 12 3:1 0,22 0,64
OV x Esp S xR R 45 9 3:1 2,00 0,16
ON x Mj R xR R 81 9 15:1 2,16 0,14
ON x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
Mj x Esp R xR R 52 2 15:1 0,60 0,44

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo, Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.7 Heranga da resisténcia e teste de alelismo para o isolado LV 238 da raca

65.218 de C. lindemuthianum

Quatro cultivares foram resistentes a este isolado, sendo elas: Esplendor,
Ouro Negro, Estilo e Cometa. As gera¢des F, dos cruzamentos dois a dois
envolvendo as cultivares, Cometa, Estilo e Esplendor ndo apresentaram
segregacdo. No entanto, quando estas cultivares foram cruzadas com a cultivar
Ouro Negro, foi encontrada segregagcdo de 15R:1S em todos os casos, indicando
que a cultivar Ouro Negro apresenta um gene de resisténcia ao isolado LV 238
diferente do gene presente nas cultivares Cometa, Estilo e Esplendor (Tabela
12).

O estudo de heranca dessas cultivares a este isolado também
confirmaram os resultados anteriores, pois as segregacdes de 3R:1S encontradas
em todos os cruzamentos envolvendo uma cultivar resistente e uma cultivar
suscetivel, demonstra que as cultivares resistentes diferem das cultivares
suscetiveis em apenas um gene, em que o alelo dominante confere resisténcia.

Como também pode ser observado na Tabela 12, os resultados obtidos
na geracdo F, de todos os cruzamentos realizados também foram concordantes

com os resultados encontrados na geragéo F,.
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Tabela 12 Reacdo das cultivares, da geracdo F; e frequéncia esperada e
observada de plantas resistentes (R) e suscetiveis (S) na geragdo F, de

cada cruzamento inoculada com o isolado LV 238 (65.218)

Geragdes
x i x
Cruzamentos Reacdo . Freq. Obs. e p-valor
! R S req. Esp.
VxC S xR R 41 15 3:1 0,09 0,76
VxU SxS S 0 54 0:1 - -
V x Est S xR R 41 13 3:1 0,02 0,88
V x Mp SxS S 0 53 0:1 - -
V x0OV S xS S 0 54 0:1 - -
V x ON S xR R 43 11 3:1 0,62 0,43
V x Mj S xS S 0 53 0:1 - -
V x Esp S xR R 45 8 3:1 2,77 0,10
CxU R xS R 36 18 3:1 2,00 0,16
C x Est R xR R 54 0 1:0 - -
C x Mp R xS R 40 14 3:1 0,02 0,88
Cx 0OV R xS R 45 8 3:1 2,77 0,10
C xON R xR R 45 6 15:1 2,65 0,10
CxMj R xS R 42 12 3:1 0,22 0,64
C x Esp R xR R 51 0 1:0 - -
U x Est S xR R 45 11 3:1 0,86 0,35
U x Mp SxS S 0 46 0:1 - -
Ux OV S xS S 0 44 0:1 - -
U x ON S xR R 35 16 3:1 1,10 0,29
U x Mj S xS S 0 49 0:1 - -
U x Esp S xR R 42 10 3:1 0,92 0,34
Est x Mp R xS R 45 9 3:1 2,00 0,16
Est x OV R xS R 40 14 3:1 0,02 0,88
Est x ON R xR R 96 2 15:1 2,96 0,09
Est x Mj R xS R 43 9 3:1 1,64 0,20
Est x Esp R xR R 54 0 1:0 - -
Mp x OV S xS S 0 52 0:1 - -
Mp x ON S xR R 42 9 3:1 1,47 0,23
Mp x Mj S xS S 0 47 0:1 - -
Mp x Esp S xR R 44 10 3:1 1,21 0,27
OV x ON S xR R 45 8 3:1 2,77 0,10
OV x Mj SxS S 0 54 0:1 - -
OV x Esp S xR R 44 8 3:1 2,56 0,11
ON x Mj R xS R 42 11 3:1 0,51 0,48
ON x Esp R xR R 53 3 15:1 0,08 0,78
Mj x Esp S xR R 51 3 15:1 0,04 0,83

*V = Valente; C = Cometa; U = Unido; Est = Estilo; Mp = Madrepérola; OV = Ouro
Vermelho; ON = Ouro Negro; Mj = Majestoso; Esp = Esplendor
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4.8 Gendtipo das cultivares avaliadas e nimero de genes relacionados a

resisténcia aos seis isolados

De acordo com a Tabela 6, verifica-se que genes diferentes devem
controlar a resisténcia aos seis isolados da ragca 65 de C. lindemuthianum, pois
para quaisquer dois isolados X e Y avaliados, houve cultivares resistentes apenas
ao isolado X, cultivares resistentes apenas ao isolado Y e cultivares resistentes
aos dois isolados. Isso pode também ser confirmado analisando-se os resultados
obtidos na geracdo F, de todos os cruzamentos quando inoculados com cada
isolado. Além disso, para cada isolado, houve segregacdes nas geracdes F, que
se ajustaram a propor¢do de 15R:1S, indicando a ocorréncia de genes duplicados
conferindo resisténcia a um isolado especifico. Portanto, na resisténcia aos seis
isolados, estdo envolvidos um total de 12 genes. A partir dos resultados
apresentados nas Tabelas de 7 a 12 foram estabelecidos os possiveis gendtipos
referentes aos genes de resisténcia de cada uma das nove cultivares avaliadas
(Tabela 13).

Nota-se que as cultivares Valente e Ouro Vermelho, embora
apresentaram o mesmo padrio de reacdo aos seis isolados avaliados,
apresentaram genotipos diferentes para resisténcia ao isolado LV 1740. Ja as
cultivares Ouro Negro ¢ Cometa, que também apresentaram o mesmo padrio de
reacdo aos seis isolados, possuem genoétipos diferentes para os genes que
conferem resisténcia ao isolado LV 238, pois pode-se observar que a segregagdo
obtida na geracdo F, oriunda desse cruzamento, ajustou-se a propor¢do de

15R:1S (Tabela 12).



Tabela 13 Gendtipos e fenotipos das nove cultivares para os genes de resisténcia a cada isolado da raga 65 de C.

lindemuthianum
Genes de resisténcia
Cultivares
Cl1 1740 Cl1610 LV 134 Cli614 C11532 LV 238
Unido COACOACOBCOB] COcCOcConpCon COECOECOFCOF COGCOGCOHCOY CO1C0o1C05C0] COKCOKCO1COy,
(Suscetivel)? (Suscetivel) (Resistente) (Suscetivel) (Suscetivel) (Suscetivel)
Majestoso CopCopcopcop CocCocCopCop COECOECOECOR CogCogcopycoy  CorCorcoycoy COKCOKCOLCOL,
(Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Resistente) (Resistente) (Suscetivel)
Madrepérola CopCopcopcog CocCocCopCop copcopCorCor COGCOGCOHCOH CoiCorcojcoy COKCOKCOLCOL
(Resistente) (Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Resistente) (Suscetivel)
Valente CopCopCogCog  CocCocCopCop cogcogCorCor cogeogCoxCoy COICOICOICO]y COKCOKCOLCOL
(Resistente) (Resistente) (Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Suscetivel)
Ouro vermelho CoaCopcopcog CocCocCopCop copcogCorCor cogeogCoyCoy COICOICO)CO] COKCOKCOLCOL
(Resistente) (Resistente) (Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Suscetivel)
Estilo CopCopcopcop coccocCopCop COECOECORCOF COGCOGCOHCOY coicoiCoyCo;  cogcoxCorCoy,
(Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Suscetivel) (Resistente) (Resistente)
Cometa CopCopcopcop coccocCopCop COECOECORCOF CogCogcoycoy  coicoiCo;Coy  coxcoxCorCoy,
(Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Resistente) (Resistente) (Resistente)
Ouro Negro CopCopcopcoy coccocCopCop COECOECOFRCOR CogCogeoycoy  coicoiCoyCoy  CoxCogcorcor,
(Resistente) (Resistente) (Suscetivel) (Resistente) (Resistente) (Resistente)
Esplendor CopCopCopCog COCCOCCOPCOD CogCopCorCor  CogCogcoycoy  coicoiCoiCoy  coxcoxCorCor
(Resistente) (Suscetivel) (Resistente) (Resistente) (Resistente) (Resistente)

' Co simboliza os alelos dominantes e co simboliza os alelos recessivos. As letras, A, B, C, D, E, F, G, H, L, J, K e L simbolizam os
genes de resisténcia identificados.

*Fendtipo das cultivares para cada isolado

[43
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5 DISCUSSAO

A obtencdo de cultivares resistentes a raca 65 de C. lindemuthianum ¢
um dos principais objetivos em programas de melhoramento genético do
feijoeiro no Brasil, que visam resisténcia a antracnose. No entanto, como foi
observado no presente trabalho e em estudos anteriores, (DAVIDE; SOUZA,
2009; ISHIKAWA; SOUZA; DAVIDE, 2008) ha uma acentuada variabilidade
patogénica dentro desta raga, o que dificulta o desenvolvimento de cultivares
com resisténcia durdvel. Assim, diante dessa variabilidade que tem sido
detectada dentro da raga 65 e em outras ragas regionalmente importantes, como
as racas 73, 81 e 89 (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; SANTOS et al.,
2008), faz-se necessario a identificacéo de fontes de resisténcia que discriminem
a variagdo existente dentro dessas ragas, assim como tem sido realizado para a
raga 65 e 81 de C. lindemuthianum (ISHIKAWA et al., 2012b; ISHIKAWA,;
RAMALHO; SOUZA, 2011). Essas novas cultivares podem ser utilizadas como
complementares ao conjunto internacional de cultivares diferenciadoras e
permitir uma melhor caracterizagdo dos isolados pertencentes a estas racas.

De acordo com a Tabela 6, observa-se que oito padrdes diferentes de
reacdo foram encontrados entre as 12 cultivares comerciais de feijoeiro quando
estas foram inoculadas com diferentes isolados pertencentes a raga 65 de C.
lindemuthianum. Além disso, como foram encontrados seis diferentes espectros
de viruléncia entre os isolados, era esperado que estas cultivares apresentassem
pelo menos seis genes diferentes conferindo resisténcia aos sete isolados
avaliados. Contudo, foi observada a presenca de 12 genes, sendo genes
duplicados conferindo resisténcia a um isolado especifico. Esses resultados
estdo de acordo com a teoria gene-a-gene proposta por Flor (1956, 1971) e
evidencia a presenca da resisténcia vertical, ja relatada na literatura para esse

patossistema (DAVIDE; SOUZA, 2009). Campa et al. (2014) também enfatiza
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que a interagdo entre gendtipos de P. vulgaris e C. lindemuthianum é altamente
especifica. No entanto, foi evidenciado nesta pesquisa que esta especificidade
vai além de racgas, cla também se encontra dentro de isolados de uma mesma
raca, indicando a necessidade de reclassificar e renomear as ragas e alelos de
resisténcia.

De acordo com Sacristan e Garcia-Arenal (2008) na interagdo gene-a-
gene, a co-evolugdo patdgeno-hospedeiro levara os patdogenos a alterar os seus
fatores de aviruléncia (Avr) para evitar o reconhecimento dependente da
proteina de resisténcia (R), bem como a evolugdo do hospedeiro a novas
especificidades em suas proteinas R para identificar os fatores Avr
correspondentes. Existe ampla evidéncia para o polimorfismo alélico nos locos
R e Avr em plantas e patogenos, respectivamente (PARKER; GILBERT, 2004;
THRALL; BURDON; YOUNG, 2001). No presente trabalho, foi verificado que
a resisténcia das cultivares avaliadas aos seis isolados da raca 65 ¢ controlada
por seis genes duplicados diferentes. E intrigante o fato de existirem tantos
genes duplicados envolvidos no controle genético da resisténcia a esses isolados.
Qual seria a vantagem do ponto de vista evolutivo? Uma hipédtese € que o
hospedeiro tendo um gene(s) duplicado(s), uma das cdpias seria como uma
reserva que poderia ser modificada e, portanto, poderia reconhecer uma proteina
de aviruléncia diferente. Como o feijdo ¢ uma espécie autdogama e a taxa de
cruzamento ¢ baixa (MARQUES JUNIOR; RAMALHO, 1995), a recombinacao
também ocorre em baixa frequéncia e, assim, a presenga de genes de resisténcia
duplicados seria vantajosa.

Ha relatos na literatura da ocorréncia de blocos de genes de resisténcia
em arroz que se originaram por processos de duplicacdo em tandem de
segmentos cromossOmicos ¢ subsequente divergéncia sob pressdo seletiva de
patéogenos (THE RICE CHROMOSOMES 11 AND 12 SEQUENCING
CONSORTIA, 2005). Em trigo, tem sido verificado uma alta frequéncia de
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duplicacdo génica em regides de alta recombinagdo, onde normamente estdo
localizados os genes de resisténcia, os quais necessitam de evolugdo rapida
(AKHUNOV et al., 2003; BENNETZEN, 2007). Blocos génicos conferindo
resisténcia as varias ragas de C. lindemuthianum tém sido identificados em
varios grupos de ligacdo do feijoeiro (CAMPA et al., 2014; FERREIRA;
CAMPA; KELLY, 2013). Por outro lado, C. lindemuthianum apresenta ampla
variabilidade oriunda de mecanismos de recombinag¢do sexual e assexual
(BARCELOS et al., 2014; ISHIKAWA et al., 2012a; SOUZA; CAMARGO
JUNIOR; PINTO, 2010). A ocorréncia de tubos de anastomoses entre conidios
(CATs), um mecanismo de recombinagdo assexual, ¢ comum em C.
lindemuthianum e tem sido observada em diferentes isolados da raga 65 (PINTO
et al., 2012). Os CATs provavelmente tém também contribuido para a rapida
evolucdo dos fatores Avr nesta espécie. Além disso, a rapida evolugdo de genes
R no hospedeiro e Avr no patégeno tém sido atribuida a presenca de elementos
transponivies nos cromossomos de ambas as espécies (DEVOS, 2010).

No caso, do feijoeiro, tem sido relatada a ocorréncia de alelos multiplos
para os genes de resisténcia Co-1, Co-3, Co-4 e Co-5. Dessa forma, nos
cruzamentos em que foram observadas segregacdes 3R:1S na geracdo F, quando
inoculadas com diferentes isolados da raga 65 sugere-se a obtencdo de familias
F,;para avaliar a presenga de alelos multiplos.

Nove diferentes alelos de diferentes genes Co’s ja foram identificados
conferindo resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum, sendo eles, Co-2, Co-4,
Co-5, Co-6, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15 e Co-17 (Tabela 2). Além desses,
recentemente, Campa et. al. (2014) identificou um alelo de resisténcia a esta raca
dentro do bloco Co-1 no grupo de ligagdo Pv0l na linhagem Xana. Neste
mesmo trabalho, também foi identificado, no bloco génico Co-2 do grupo de
ligagdo Pvl1, outro alelo conferindo resisténcia a raga 65 nesta mesma cultivar.

Portanto, futuros trabalhos devero ser conduzidos com o objetivo de verificar se
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os 12 genes encontrados nesse estudo, cujos alelos dominantes conferem
resisténcia a diferentes isolados da raga 65, sdo diferentes dos genes ja descritos
na literatura.Como todos os isolados pertencem a raga 65, implica que todos
vencem a resisténcia do Co-11 (1) e do Co-3 (64). Portanto, para melhor
caracterizar os 12 alelos de resisténcia identificados, devem ser realizados
cruzamentos das novas fontes de resisténcia com as doze -cultivares
diferenciadoras internacionais, especificadamente com a Michelite (1) ¢ a
México 222 (64), que sdo padroes para identificar novos alelos de resisténcia de
Co-11 e Co-3.

As cultivares, Cornell 49-242, TO, G2333, PI 207.262, TU e AB 136
portadoras dos respectivos alelos de resisténcia, Co-1, Co-2, Co-4, Co-4*, Co-4°,
Co-5 e Co-6, que conferem resisténcia a varias ragas de C. lindemuthianum,
inclusive a 65, foram muito utilizadas em programas de melhoramento do
feijoeiro no Brasil, visando a incorporagido desses genes em cultivares adaptadas
(ALZATE-MARIN et al.,, 2004; HAGIWARA; SANTOS; CARMO, 2001;
MARCONDES; PEREIRA; SANTOS, 2010; PEREIRA; SANTOS, 2004;
RAMALHO; SANTOS, 1986). Dessa forma, entre os doze genes de resisténcia
encontrados nas cultivares comerciais de feijoeiro utilizadas nesse estudo,
possivelmente, estejam presentes alguns desses alelos anteriormente citados.

A cultivar Ouro Negro, utilizada neste trabalho, possui o gene de
resisténcia Co-10 identificado por Alzate-Marin et al. (2003a) e renomeado Co-
3* por Gongalves-Vidigal et al. (2013). Apesar do amplo espectro de resisténcia
conferido por este gene, este ndo confere resisténcia a raca 65 e, em varios
trabalhos, a cultivar Ouro Negro tem sido relatada como suscetivel a esta raga
(ALZATE-MARIN et al., 2003a, 2007; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011).
No entanto, neste trabalho, cinco genes duplicados envolvidos na resisténcia a
cinco isolados da raga 65 de C. lindemuthianum foram identificados nessa

cultivar. A cultivar Talism3, por sua vez, considerada resistente a raga 65 e
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recomendada para cultivo no estado de Minas Gerais (ABREU et al., 2004),
apresentou reacdo de suscetibilidade a todos os isolados utilizados nesse estudo.
A suscetibilidade desta cultivar a certos isolados da raca 65 também tem sido
relatada por Davide e Souza (2009) e Souza et al. (2005). Portanto, esses
resultados confirmam que a caracterizagdo de uma cultivar como resistente ou
suscetivel a uma determinada raga de C. lindemuthianum pode variar de acordo
com o isolado utilizado nas inocula¢des.

Diante da grande variabilidade patogénica que o fungo apresenta, para
melhor caracterizagdo da reagdo de cultivares a uma determinada raca, a
avaliacdo destas deve ser realizada com mais de um isolado pertencente a
referida raga. Além disso, os isolados devem ser coletados na mesma regido
geografica para qual a cultivar serd recomendada.

Algumas estratégias de melhoramento recomendadas para obtencdo de
resisténcia duravel a antracnose sdo a piramidacdo de genes de resisténcia a
diferentes racas de C. [lindemuthianum e o uso de multilinhas contendo
diferentes genes de resisténcia (ALZATE-MARIN et al., 1999; BOTELHO et
al.,, 2011; MCDONALD; LINDE, 2002; PEREIRA; SANTOS, 2004). No
entanto, como foi verificado neste trabalho, existem diferentes genes
controlando a resisténcia a diferentes isolados de uma mesma raga de C.
lindemuthianum. Dessa forma, as cultivares com genes de resisténcia
piramidados, podem ndo apresentar uma vida 1til de resisténcia, tdo duradoura.
Isso porque no desenvolvimento dessas cultivares, utiliza-se normalmente
apenas um isolado de cada raga nas inoculagdes artificiais. Além disso, os genes
de resisténcia ja identificados e utilizados em programas de melhoramento,
provavelmente também ndo conferem resisténcia a todos os isolados
pertencentes a uma mesma raca. Ja a utilizagdo de multilinhas derivadas de

cultivares com diferentes genes de resisténcia a diferentes isolados de varias
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ragas, poderiam propiciar melhores resultados, pois estas podem funcionar como
uma armadilha para cada raga.

Considerando a ocorréncia de tantos genes conferindo resisténcia a
diferentes ragas e a diferentes isolados de uma mesma raga, uma outra estratégia
interessante para se acumular uma grande quantidade de genes de resisténcia em
uma dada cultivar seria a criagdo de um programa de sele¢éo recorrente visando
resisténcia a antracnose, pois a selecdo recorrente é um método bastante
eficiente para a acumulacdo de alelos favordveis provenientes de diferentes
cultivares.

Embora nenhuma das cultivares utilizadas nesse trabalho seja resistentes
a todos os isolados avaliados, elas possuem diferentes genes de resisténcia a raca
65 de C. lindemuthianum. Dessa forma, estas cultivares podem ser utilizadas em
programas de melhoramento que visam obter resisténcia a raca 65, com a
vantagem de serem adaptadas as condi¢cdes brasileiras de cultivo e ja
apresentarem fenotipos favoraveis para varios caracteres de interesse
agronomico.

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com as evidéncias
encontradas em diversos trabalhos a cerca da variabilidade patogénica dentro de
isolados de uma mesma raga, confirmando que existem diferentes genes
envolvidos no controle genético da resisténcia do feijoeiro a diferentes isolados

da raga 65 de C. lindemuthianum.
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6 CONCLUSAO

A resisténcia de linhagens de feijoeiro a seis diferentes isolados da raga
65 de C. lindemuthianum ¢é controlada por 12 genes, sendo que para cada
isolado, a resisténcia € condicionada por genes duplicados em que o alelo

dominante confere resisténcia.
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