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RESUMO

ANTONIO, Rafaela Priscila. Controle genético da resisténcia do feijoeiro ao
mofo branco e selecao assistida por marcadores moleculares. LAVRAS:
UFLA, 2008. 56p. (Dissertagdo — Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas)”

O uso de cultivares geneticamente resistentes ¢ o melhor método para
diminuir os riscos de epidemias e prejuizos por mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary). Como as fontes mais conhecidas de resisténcia nao
sdo adaptadas, ha a necessidade de se conhecer o controle genético da reacdo do
feijoeiro ao mofo branco, para orientar mais eficientemente o melhoramento.
Além disso, nas avaliacdes de campo para reacdo ao mofo branco, hid um
confundimento entre os mecanismos de resisténcia, além dos fatores ambientais
e os mecanismos de escape. Dessa forma, a utilizacdo de métodos indiretos, que
ndo utilizem o patdégeno para a medi¢do da doenga, deve ser preferida. Os
objetivos para a realizacdo deste estudo foram identificar o controle genético da
resisténcia do feijoeiro ao mofo branco por meio indireto, pela reacio ao acido
oxélico, e promover selecdo precoce com marcador molecular ligado a QTL de
resisténcia a doenca, em uma populagdo de retrocruzamento. Para isso, foi
utilizada a descendéncia do cruzamento VC3 (suscetivel) x G122 (resistente). O
carater foi avaliado por meio de uma chave descritiva de notas, apds tratamento
com 4cido oxdlico. As avaliacdes foram realizadas em plantas individuais e em
familias. No primeiro caso, as plantas das populacdes Py, P,, F;, F, e dentro de
familias F,; foram avaliadas em um experimento inteiramente casualizado com
duas repeticdes. No segundo caso, foram obtidas variancias entre familias F,.; e
adotou-se o delineamento em blocos casualizados com duas repeti¢cdes, com
médias de familias ajustadas as testemunhas (genitores). Paralelamente, a
geracdo F|RC, (F, x VC3) foi avaliada para resisténcia ao mofo branco, por
meio do SCAR Phs desenvolvido especificamente para esse tipo de resisténcia.
Foram obtidas 53 plantas provenientes do F,RC,. Destas, somente as plantas
com a marca foram selecionadas para o proximo retrocruzamento. O método do
acido oxalico foi eficiente para detectar diferencas genotipicas entre cultivares.
Constatou-se que houve predominio dos efeitos aditivos e o controle genético foi
caracterizado por domindncia parcial (d/a=0,47). Os resultados obtidos
revelaram também que apenas um gene de resisténcia estd envolvido, embora o

* Comité Orientador: Jodo Bosco dos Santos (Orientador), Angela de Fatima Barbosa
Abreu - EMBRAPA/Arroz e feijdo, Luiz Antonio A. Gomes - UFLA.



cardter seja altamente influenciado pelo ambiente. A herdabilidade no sentido
amplo, no Aambito de médias de familias (0,47), foi superior a obtida em plantas
individuais (0,33), indicando que a selecdo deve ser mais eficiente com base em
avaliagdes de média de progénies. O marcador foi eficiente em identificar as
plantas portadoras do QTL na populagdo RC,;.
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ABSTRACT

ANTONIO, Rafaela Priscila. Genetic Control of the resistance of common
bean to white mold and molecular marker-assisted selection. LAVRAS:
UFLA, 2008. 56p. (Dissertation — Master in Plant Genetics and Breeding

Program)”

The use of genetically resistant cultivars is the most efficient method to
diminish risks of epidemics and damage by white mold (Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) by Bary). As the best known sources of resistance are not
adapted it is necessary to do the backcross using elite lines. So the breeding will
be easy if we understand the genetic control of the reaction of the common bean
to white mold. Besides, evaluations of resistance to white mold in the field are
hindered by environmental conditions and avoidance mechanisms that confound
the expression and detection of physiological resistance mechanisms. The use of
indirect methods that do not use the pathogen to cause disease are preferred. The
objectives of this study were to identify the genetic control of the resistance of
common bean to white mold through the reaction of seedling without roots to
oxalic acid, and promote early selection with molecular marker linked to QTL of
resistance to the disease in a backcrossed population. The line VC3 (susceptible)
and G122 (resistant) were crossed and the F;, F», F; and F/RC, were used. The
reaction to white mold was indirectly evaluated by means of a visual score given
after treatment of the seedling with oxalic acid. The evaluations were done both
on individual plants and on families. In the former case, the plants of the
populations Py, P,, F;, F, and within F; family were evaluated in a completely
random design with two replications. In the second case, variances among F,
families were estimated. The randomized complete block design was adopted
with two replications, and the family means were adjusted based on the parents
performance. Additionally the F\RC, (F; x VC3) was evaluated for resistance to
white mold by means of the SCAR Phs developed specifically for this type of
resistance. Fifty three F|RC, plants were obtained, and only the plants with the
marker were selected for the next backcross. The oxalic acid test was efficient
to detect genetic differences among genotypes. It was found that there was a
predominance of the additive effects characterized by partial dominance (d/a =
0.47). Only one resistance gene is involved in the control of the trait although it

* Guidance Committee: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Major Professor), Angela de
Fatima Barbosa Abreu - EMBRAPA/Arroz e feijdo, Luiz Antonio A. Gomes - UFLA.
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is highly influenced by the environment. Estimates of the broad-sense
heritability at the level of family means (0.47) was higher than the estimates
based on individual plants (0.33) indicating that selection should be done using
means of progenies. The marker was efficient in identifying the plants that have
the QTL in the RC, population.
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1 INTRODUCAO

O mofo branco do feijoeiro (Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary) é
uma doenca severa, principalmente no cultivo de inverno sob irrigacdo, em
especial por pivd central. Nas dreas contaminadas, as condicdes de clima
favordveis ao seu desenvolvimento sdo alta umidade e temperaturas amenas.
Nessa situacdo, uma lavoura de feijao pode sofrer, em média, perdas de 30% ou
mais, podendo chegar a 100% em periodos chuvosos e quando medidas
preventivas nio sdo tomadas (Oliveira, 2005).

Diversos procedimentos de controle foram propostos para limitar os
prejuizos por mofo branco, mas, neste momento, o uso de -cultivares
geneticamente resistentes € o melhor método para diminuir os riscos de
epidemias (Castafo, 2001). Entretanto, ele € de dificil utilizacdo, uma vez que a
maioria das cultivares disponiveis no mercado € altamente suscetivel. As fontes
de resisténcia genética ao patdgeno estdo restritas a algumas cultivares exoticas
e ndo adaptadas ao Brasil, as quais, embora com potencial de uso nos programas
de melhoramento, ndo apresentam possibilidades de utilizacdo direta pelos
produtores.

Para o melhoramento do feijdo, evidentemente, ndo basta transferir
alelos de resisténcia, pois é também necessario que a cultivar seja superior em
vérios caracteres agrondmicos. Algumas caracteristicas, como cor, tamanho e
brilho do grdo, podem determinar o seu consumo, enquanto a cor do halo pode
também influenciar na comercializa¢do. Os graos menores, com 23g a 25g e
opacos sdo mais aceitos do que os que apresentam brilho (Aidar, 2003). O porte
ereto, além de facilitar os tratos culturais, também contribui para evitar o mofo

branco. Além do porte, hd informacdes sobre a resisténcia da planta, também



conhecida como resisténcia fisioldgica e que tem natureza poligénica (Miklas et
al., 2001).

Como as fontes mais conhecidas de resisténcia ndo sdo adaptadas, hd a
necessidade de se conhecer o controle genético da reacdo do feijoeiro ao mofo
branco, para orientar mais eficientemente o melhoramento. De posse dessa
informacdo, o melhoramento poderd ser mais eficientemente planejado, bem
como ha a possibilidade de identificacdo de marcadores de DNA para auxiliarem
na selecdo. Isso porque a avaliagdo da reacdo do feijoeiro a patégenos do solo é
complexa. Assim, os processos de melhoramento para a resisténcia sao
dificultados por condi¢des ambientais que confundem a expressdo e a detecg¢ao
de mecanismos de resisténcia fisiolégica em campo, pois dependem do estagio
de desenvolvimento da planta, que ¢ afetado por vdrios fatores, como
temperatura, umidade e nutri¢ao.

Existem véarios métodos para detectar a resisténcia fisioldgica ao mofo
branco em feijao (Hunter et al., 1981; Miklas et al., 1992a; Miklas et al., 1992b;
Petzold & Dickson, 1996; Stadman et al., 1997). A maioria desses testes usa um
nimero limitado de genétipos e depende do micélio fingico em procedimento
de screening (Kolkman & Kelly, 2000), variabilidade de viruléncia entre
isolados (Miklas et al., 1992a; Pratt & Row, 1995) e sensibilidade do patégeno a
altas temperaturas (Boland & Hall, 1987). Todos esses fatores limitam os
métodos de screening em casa de vegetacdo usando o patégeno. Dessa forma, a
utilizacdo de métodos indiretos, que ndo utilizem o patdgeno para medi¢do da
doenga, deve ser preferida.

Diante do exposto, o presente estudo foi realizado com os objetivos de
identificar o controle genético da resisténcia do feijoeiro ao mofo branco por
meio indireto pela reacdo ao 4cido oxdlico e promover selecdo precoce com
marcador molecular ligado a QTL de resisténcia a doenga, em uma populagao de

retrocruzamento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mofo branco

2.1.1 Taxonomia, identificacio e sintomatologia

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um dos mais devastadores e
importantes patogenos de plantas (Bolton et al., 2006). Mais de 60 nomes
diferentes sdo usados para se referir as doencas causadas por este fungo
patogénico (Purdy, 1979), sendo mofo branco o mais comum.

Este patégeno tem um circulo de hospedeiros que abrange, pelo menos,
408 espécies e 278 géneros de plantas (Boland & Hall, 1994). Representa uma
ameaca a culturas dicotileddoneas, como girassol, soja, feijao, amendoim, ervilha,
lentilhas e diversos produtos horticolas, mas também espécies de
monocotiledéneas, como cebola e tulipas (Boland & Hall, 1994) e plantas
daninhas, como picao, carrapicho, mentrasto, caruru e vassoura, entre outras, 0
que dificulta sobremaneira a sua erradicacdo em dreas contaminadas (Abreu,
2005).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence ao reino Fungi, filo
Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Helotiales, familia Sclerotiniaceae,
género Sclerotinia (Bolton et al., 2006). Sdo patégenos que formam estruturas
de resisténcia conhecidas como esclerédios, as quais garantem a sua
sobrevivéncia em ambientes desfavordveis (Oliveira, 2007). Os esclerédios
sobrevivem no solo até oito anos e podem variar drasticamente em tamanho e
forma, dependendo da cultura. Em feijdo, por exemplo, sdo globosos e de 2-10
mm de didmetro. Estes podem germinar formando apotécios (germinacio
carpogénica) ou micélios (germinagdo miceliogénica). Dos apotécios sao

liberados os ascésporos. A germinagdo carpogénica do esclerddio € considerada,



por muitos autores, como a principal responsivel pelas epidemias em campo
(Karl et al., 1997).

Cada apotécio pode produzir cerca de 30 milhdes de ascdsporos e um
unico esclerédio pode produzir de 5 a 6 apotécios. Alta umidade (16 a 72 horas
de umidade continua) e temperaturas de 49° a 59°F (9° a 15°C) favorecem a
producdo de apotécios. Como ascdsporos germinam e colonizam tecidos
senescentes e mortos, flores senescentes sdo freqiientemente fontes de novas
infecgdes. Ocasionalmente, podem se originar antes do florescimento, devido ao
micélio do solo que fica em contato direto com injurias em tecidos do caule
(Davis, 1999).

O processo de desenvolvimento da doenga incluiu formagao de infeccoes
encharcadas, penetracdo mecanica da cuticula do hospedeiro com maior
freqiiéncia ou pelos estdomatos (Lumsden & Wergin, 1980; Souza, 2007),
desenvolvimento de infeccdo intercelular de hifas abaixo da cuticula e dentro do
cortex do hospedeiro, desenvolvimento inter e intracelulares de ramificagcdes de
hifas que variam em tamanho e aparéncia, emergéncia de hifas através dos
estdmatos do hospedeiro e formagdo de esclerédios sobre a superficie do
hospedeiro (Lumsden & Wergin, 1980).

A infec¢do ocorre, geralmente, na juncdo do peciolo com a haste,
aproximadamente 10 a 15 cm acima da linha do solo, onde flores, pétalas e
folhas desprendidas geralmente ficam retidas (Oliveira, 2007). Os tecidos
infectados apresentam inicialmente lesdes encharcadas que se espalham
rapidamente para as hastes e ramos. Rapidamente, as lesdes sdo cobertas por
micélio branco de aspecto cotonoso, bem caracteristico da doenga. O micélio
branco, em alguns pontos, vai escurecendo até atingir coloragao preta, formando
os esclerddios, que apresentam formato irregular, tendendo a ser achatados e
podem ser produzidos interna ou externamente aos tecidos do hospedeiro.

Variam de branco até preto, a medida que atingem a maturagdo. Os esclerédios



que sdo produzidos internamente no hospedeiro geralmente sdo maiores,
podendo até atingir alguns centimetros de comprimento (Cardoso, 1994).
Quando a lesdo circunda a haste, a parte aérea da planta sofre murcha e morte de
folhas. Em folhas e peciolos, os sintomas ocorrem sob alta umidade relativa e
s@o caracterizados por apodrecimento total das folhas, com presenca de micélio
branco e esclerddios. Segundo Kolkman & Kelly (2000), o &4cido oxélico
também provoca sintomas de murcha em plantas infectados por S. sclerotiorum.
Em frutos, observa-se podriddo mole aquosa com produ¢do de micélio branco e
esclerddios (Bolton et al., 2006).

A invasdo de tecidos de plantas sauddveis requer secre¢des fingicas de
acido oxdlico, que sdo a causa provavel da lesdo formada antes da invasdo de
hifas fingicas (Lumsden & Dow, 1973). Fungos isolados hipovirulentos
produzem menos micélio e 4cido oxdlico, em comparacdio com isolados
virulentos (Zhou & Boland,1999).

O 4cido oxdlico demonstrou ser um importante fator de patogenicidade
quando mutantes de S. sclerotiorum deficientes na producdo de acido oxélico
foram usados (Godoy et al., 1990). Resisténcia de campo em alguns genétipos
tem sido correlacionada com resisténcia a 4cido oxdlico em laboratério (Wegulo
et al.,, 1998). Ele é supressor da explosdo oxidativa em plantas hospedeiras,
desativando, assim, um dos maiores sistema de resisténcia da planta (Cessna et
al., 2000). O 4cido oxdlico também favorece a degradagcdao da parede celular
vegetal pela mudanga do pH dos tecidos infectados préximo a otimizacio das
enzimas degradantes, tais como a poligalacturonase (Bateman & Beer, 1965;
Maxwell & Lumsden, 1970; Marciano et al., 1983). Além disso, remove ions de
célcio vinculados as pectinas, que expdem paredes de células hospedeiras a
enzimas catabdlicas de origem flngica (Bateman & Beer, 1965).

Segundo Guimaraes & Stotz (2004) e Kolkman & Kelly (2000), o 4cido

oxdlico causa sintomas de ressecamento foliar por perturbacdo das funcdes das



células guarda, que alteram a osmorregulacdo dessas células e interfere com

acido abiscisico (ABA), induzindo o fechamento estomatico.

2.1.2 Procedimentos para avaliacio da reacao do feijoeiro ao mofo branco

2.1.2.1 Método de inoculac¢io utilizando discos de BDA contendo micélio do

fungo

Neste método, os esclerddios sdo submetidos a assepsia (3 minutos em
dlcool a 50% e 3 minutos em hipoclorito de sédio a 1%) e sdo depositados no
centro das placas de Petri contendo meio de cultura batata, dextrose e 4dgar
(BDA) mais 1% de sulfato de estreptomicina. Essas placas sdo colocadas em
camara incubadora por sete dias, a 22°C, sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Discos contendo micélio sdo retirados da borda das colonias
com o auxilio de um furador de rolhas de 0,7 mm de didmetro e inoculados nas
plantulas de forma invertida, ou seja, a superficie que continha o micélio é
colocada em contato com a plantula.

A inoculagdo da planta pode ocorrer de trés formas: nas folhas primdrias,
nas axilas das folhas primdrias ou no caule principal cortado (método do cut
stem). No método do caule cortado (cut stem), a haste principal da planta é
cortada horizontalmente com uma ldmina estéril 0,5 cm, acima do quarto ou
quinto entrend, quando as plantas t€m cinco semanas de idade (podendo variar
com a cultura) (Vuong et al., 2004). No caso da inoculacdo das folhas e axilas
das folhas, a inoculagdo € feita no estddio R6. Apds a inoculagdo, as plantulas
sdo transferidas para uma cdmara de nevoeiro com umidade aproximada de
100%, temperatura de 21+2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz/12 horas de
escuro. Ali permanecem por 48 horas, para o método de inoculacdo das folhas e
96 horas, para o método de inoculagdo das axilas das folhas, quando se procede

a avaliacdo. Para a avaliacdo de plantulas inoculadas nas folhas, mede-se o

6



comprimento das lesdes a partir do ponto de inoculagdo, com auxilio de um
paquimetro. Para a avaliacdo das plantulas inoculadas nas axilas das folhas
primdrias, sdo atribuidas notas, variando de 1 a 9, em que: 1 = auséncia de
sintomas na plantula; 2 = inicio do desenvolvimento de uma lesao circular; 3 =
lesdo de até 1,0 cm de comprimento; 4 = lesdo entre 1,0 e 1,5 cm de
comprimento; 5 = lesdo maior que 1,5 cm de comprimento; 6 = lesdes na haste,
presenca de micélio e murcha de uma das folhas; 7 = lesdes na haste e presenga
de micélio e murcha de ambas as folhas; 8 = plantula com sintoma de murcha
geral, devido ao intenso desenvolvimento micelial e 9 = plantula morta (Toledo-
Souza & Costa, 2003). No método do caule cortado, o comprimento da lesdao
(cm) € avaliado diariamente em cada planta, até 14 dias de idade (Vuong et al.,
2004).

Em um experimento no qual foram avaliadas soja, feijdo e girassol em
campo e casa de vegetacdo utilizando o método do caule cortado (cut stem)
(Vuong et al., 2004), 15 cultivares de soja obtiveram coeficientes de correlagao
significativos, entre campo e casa de vegetacdo, de 0,53 a 0,79. Além da soja,
dois outros experimentos foram realizados com feijoeiro e girassol. Houve
diferenca significativa (P <0,05) de comprimento de lesdo entre 14 genétipos de
feijoeiro e girassol. As correlacdes entre casa de vegetacdo e avaliacdes de
campo em feijoeiro e girassol foram de 0,74 e 0,50 (P <0,05), respectivamente.
Em sintese, as avaliagdes pelo método do caule cortado podem ser comparadas
favoravelmente com avaliacdes de doenca em campo de soja, feijdo, e girassol.
Em outro experimento, Miklas et. al. (1992a) encontraram correlagio
moderadamente alta (r = 0,68, P<0,02) entre resisténcia fisiolégica em
laboratério e campo, com plantas de 28 dias de idade.

Toledo-Souza & Costa (2003) compararam métodos de inoculagdo de
plantulas de feijoeiro. Nesse experimento, o método de inoculagdo da axila da

folha mostrou maior severidade de doenga do que o método de inoculagdo da



folha, que apresentou uma menor severidade de doenga e ndo discriminou
gendtipos, mas foi eficiente em diferenciar isolados. No entanto, o método de

inoculagdo da axila discriminou tanto os genétipos quanto os isolados.

2.1.2.2 Teste do canudo (straw test)

O straw test, ou teste do canudo, foi descrito por Petzoldt & Dickson
(1996). Neste teste, as plantas sdo inoculadas de trés a cinco semanas apds a
semeadura. Os inéculos sdo crescidos em placas de BDA, a 23°C, fornecendo
um crescimento uniforme. Para seguir um ativo crescimento, é necessario
repicar o fungo duas vezes e a inoculagdo deve ser realizada trés dias apds a
repicagem. A placa pronta tem crescimento demasiado com aparéncia de
algoddo, mas ndo iniciou a formacgdo de esclerddios. Canudos de plastico (bmm
de diametro) sido cortados, com 3 cm de comprimento; uma extremidade é
grampeada e a outra é deixada aberta para cortar o disco de dgar da placa. O
micélio do disco de 4gar fica em contado com o dpice cortado da planta. Oito
dias depois, sdo realizadas as avaliacdes segundo a escala de resisténcia ao mofo
branco seguinte:

1. nenhum sinal da doenga, mas caule infectado préximo a inoculagio
com o dgar, enquanto o canudo foi removido para inspecao;

3. invasdo do caule por diversas polegadas ou o primeiro nd, mas nao
além;

5. invasdo passada do primeiro nd, mas progredindo devagar;

7. invasdo do segundo né ou além, mas ndo colapso total da planta;

9. colapso total da planta.

Neste teste, as plantas susceptiveis sdo descartadas e as remanescentes
seguem o desenvolvimento. Algumas plantas morrem depois, mostrando alguma
tolerdncia, mas menos que outras. As plantas resistentes podem produzir uma

colheita normal de sementes (Petzoldt & Dickson , 1996).



Em trabalho realizado por Miklas et al. (1999) foi obtida alta pontuacao
de doenca em cultivares suscetiveis, como Labrador e Tenderlake, indicando que
o teste do canudo pode ser utilizado para detectar resisténcia fisiolégica em
cole¢des nicleo. Foi observada forte correlagdo entre o teste do canudo aplicado
em casa de vegetacdo e entre dreas naturais com infec¢do de mofo branco (Hall
& Phillips, 1997; Hall & Phillips, 1998).

Geralmente, linhagens com conhecida resisténcia de campo a mofo
branco tém, consistentemente, pontuagdes inferiores a 5 em teste do canudo
(Miklas et al., 1998) e sao identificadas como potenciais fontes de resisténcia
fisiolégicas, porque pontuacdo inferior a 5 representa elevados niveis de
restricio de desenvolvimento de lesdes (Petzoldt & Dickson, 1996). Nesse
trabalho (Miklas et al., 1999), houve excecdes, como os feijoes resistentes em
campo “Bunsi” (Ex Rico) e G122, que obtiveram pontuagdes superiores a 5 nos
testes de canudo em casa de vegetagdo.

E provivel que o teste do canudo apenas mensure um tinico componente
(resisténcia fisioldgica de tecidos da haste e entrends a invasdo do patégeno) de
um complexo de fatores, incluindo mecanismos para evitar doencas, que
contribuem para a resisténcia de campo. O straw fest também foi utilizado para
detectar um QTL do G122 no grupo de ligacdo B7 e exibiu grande efeito,
explicando de 42% a 64% da variagdo na reacdo (para as duas populacdes de
feijao utilizadas). O QTL do grupo de ligagdao B7 apresentou menor efeito no

campo, 17% e 12% em parte, por causa da ma pressdo de doenca (Miklas, 2006).

2.1.2.3 Reacio do feijoeiro ao patéogeno em avaliacoes no campo

Nesse caso, o campo pode ser infestado seguindo qualquer metodologia
jé citada (método de inoculacdo utilizando discos de BDA contendo micélio do

fungo, método do canudo ou straw test) ou, ainda, utilizar campos com histérico



de infestacdo com o patégeno ou sementes de espécies infectadas com o
patégeno. As plantas sdo avaliadas, de acordo com Grau et al. (1982),
aproximadamente, no estddio R7 (Fehr et al., 1971), quando ocorre o
amarelecimento das vagens e 50% das folhas estdo amarelas. As plantas sdao
individualmente classificadas para a doenga em uma escala de 0 a 3, com 0 =
sem sintomas; 1 = lesdes apenas na lateral de ramos; 2 = lesdes na haste
principal, mas pouco ou nenhum efeito sobre enchimento das vagens e 3 =
lesdes na haste principal, resultando na morte de plantas e pobre enchimento de
vagens. O indice de severidade de doengca (ISD) € calculado pela férmula

seguinte:
ISD = z (nota x freqiiéncia) x 100/n.° total de plantas x nota da
escala

Em uma variagcdo dessa metodologia, a avaliagdo de doenca é realizada

nos estddios de enchimento de grdos e maturacdo fisioldgica (R8 e R9),

utilizando uma escala de 1 a 9, na qual: 1 = nenhum sintoma visivel, 3
aproximadamente 5% a 10% da &4rea da planta com sintomas; 5 =
aproximadamente 20 a 30% da 4rea da planta com sintomas; 7 =
aproximadamente 40% a 60% da drea da planta com sintomas ¢ 9 = mais de
80% da drea da planta com sintomas (Van Schoonhoven & Pastor-Corrales,
1987).

Nesse método, fatores ambientais sdo limitantes, pois o
desenvolvimento do patégeno em campo é dependente de condi¢cdes ambientais
favordveis ao seu desenvolvimento, como alta umidade e temperaturas amenas.
Em genétipos de soja avaliados para susceptibilidade a mofo branco, em dois
locais nos EUA (East Lansing e Zilwaukee), nos anos 1994 a 1996, por Kim et
al. (1999), foram encontradas variagdes entre épocas de avaliagdo de doenca.
Nesse estudo, em todos os 18 gendétipos avaliados, que eram comuns a todos 0s

trés anos, a média de ISD variou entre um minimo de 2,1, para East Lansing, em
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1995, para uma alta de 49,9, em Zilwaukeel, em 1994. A condi¢do
meteoroldgica desses anos variou, o que foi uma causa provédvel de variacdo na
ISD entre ambientes, de quente e seco (em 1995) a imida e fria (em 1994),
provocando baixos e elevados valores de ISD. Niveis de infec¢do variaram de
100% de plantas infectadas a 0% em uma distancia de 1 m. Em outro trabalho,
Kim et al. (2000) encontraram efeito significativo para ambiente e interagdo
gendétipos X ambientes, em avaliagdes de campo para mofo branco,

demonstrando grande efeito do ambiente nessas avaliagdes.

2.1.2.4 Metodologia de estudo utilizando a medicao indireta da reacao do

feijoeiro ao acido oxalico

Neste método, as sementes sdo plantadas em bandejas com substrato em
casa de vegetacdo. Com 20 dias de idade (emergéncia da segunda folha
trifoliolar), sdo cortadas na base do caule, a tarde, para evitar que murchem,
devido as altas taxas de transpira¢do durante as horas mais quentes do dia. Uma
espuma ¢ colocada ao redor da base da planta, que é posta em um isopor
perfurado, que fica flutuando em recipientes plasticos. Cada recipiente contém
uma solucido de 20mM de 4cido oxdlico e dgua destilada que foi previamente
ajustada para pH 4,0 com NaOH. As plantas sdo avaliadas para sintomas de
murcha de 12 a 15 horas depois de expostas a solucdo de 4cido oxlico. E
utilizada uma escala de 1 a 6 para mensurar o murchamento, em que 1 =
auséncia de folhas murchas; 2 = uma folha trifoliolada murcha ou as duas
unifolioladas; 3 = duas folhas murchas; 4 = mais de duas folhas murchas; 5 =
folhas e peciolos murchos e 6 = planta completamente murcha (Kolkman &
Kelly 2000).

Neste estudo, Kolkman & Kelly (2000) observaram que as avaliagdes

com acido oxalico foram correlacionadas com as taxas de indice de severidade

(r= 0,58**) e incidéncia de doenca (r = 0,58**) em campo para mofo branco e
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negativamente correlacionadas com o rendimento (r = -0,50%*). Estes mesmos
autores constataram que o teste com dcido oxdlico € um método eficiente para
detectar indiretamente a resisténcia fisiol6gica ao mofo branco em feijoeiro.

O acido oxalico (acido etanodidico) € um acido sélido cristalino (acido
dicarboxilico) de férmula molecular H,C,0O, ou, mais precisamente, HOOC-
COOH. E um 4cido organico saturado, de cadeia normal e relativamente forte,
sendo 10.000 vezes mais forte que o dcido acético. Comercialmente, a forma
mais usual é a diidratada, de férmula molecular C,H,0,-2H,0. E um metabélico
téxico produzido por uma larga variedade de microrganismos (Hodgkinson,
1977; Nakagawa et al., 1999).

A presenca de 4cido oxdlico foi descrita pela primeira vez por de Bary
(1886). Diversos estudos tém mostrado o relacionamento entre dcido oxdlico
produzido por S. sclerotiorum (Lib.) de Bary e patogenicidade (Pierson, 1992;
Ferrar & Walker, 1993). As provas para esse relacionamento sdo baseadas na
recuperacdo de concentragdes milimolares de dcido oxdlico em tecidos
infectados (Marciano et al., 1983; Godoy et al., 1990) e na injecdo manual de
4cido oxdlico, ou de cultura filtrada contendo oxalato, em plantas e na
observagdo da evolugdo dos sintomas (Noyes & Hancock, 1981). Essas provas
foram reforcadas pela observagdo de que mutantes de Sclerotinia que sao
deficientes na capacidade de sintetizar oxalato ndo sdo patogénicos, enquanto
estirpes que possuem capacidade normal de biossintese de oxalato apresentam
viruléncia (Godoy et al., 1990). A principal, se ndo a tinica, diferenca entre essas
estirpes € a sua capacidade de sintetizar e secretar dcido oxalico (Godoy et al,
1990). A resisténcia a oxalato pode ser um importante componente de resisténcia
fisiolégica, j4 que tem sido demonstrado que a resisténcia ao oxalato estd
correlacionada com a resisténcia a mofo branco em campo (Tu, 1985; Kolkman

& Kelly, 2000).
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O micélio do mofo branco exsuda grande soma de 4cido oxdlico durante
a infec¢do dos tecidos da planta (Maxwell & Lumsden, 1970). O oxalato foi
identificado como um modo primadrio de patogénese de S. sclerotiorum (Godoy
et al., 1990). As evidéncias, que demonstram que o oxalato pode aumentar a
viruléncia de S. sclerotiorum, sdo: 1. varias enzimas fungicas secretadas durante
a invasdo de tecidos vegetais (por exemplo, poligalacturonase) t€m mdaxima
atividade em um baixo pH (4,0); esse exsudado de oxalato poderia ajudar S.
sclerotiorum pela passagem do pH apoplastico a um valor 6timo para as fungdes
das enzimas degradantes das paredes celulares em plantas (Bateman & Beer
1965; Marciano et al., 1983); 2. o oxalato pode ser diretamente téxico para
plantas hospedeiras, presumivelmente devido a sua acidez; a secre¢do de oxalato
pode enfraquecer a planta, facilitando a invasdo (Noyes & Hancock, 1981); 3.
finalmente, a quelagdo da parede celular Ca®* por 4nions de oxalato pode tanto
comprometer a fun¢io do Ca®*, dependendo das respostas de defesa e
enfraquecer a parede celular vegetal (Bateman & Beer, 1965).

Diferencas de resisténcia a oxalato tém sido identificadas em testes com
folhas de girassol (Noyes & Hancock, 1981), em teste de germinacio em alfafa e
trevo encarnado (Trifolium incarnatum) (Rowe, 1993), em teste do caule cortado
em soja (Wegulo et al., 1998) e no teste da folha em bréassicas transgénicas
(Thompson et al., 1995). O feijdio comum também tem mostrado diferencas
genotipicas em resposta a oxalato. A absor¢do de dcido oxélico por peciolos de
folhas primdrias incisadas da cultivar resistente Bunsi (também conhecida por
Ex Rico 23) mostrou ser mais lenta que em duas cultivares suscetiveis,
Kentwood e Seafaresr (Tu, 1985). Cultivares que foram mais susceptiveis a
mofo branco exibiram maiores danos nas estruturas das membranas plasmaticas
e cloroplastos que cultivares resistentes, quando expostas a solucdo de acido

oxalico (Tu, 1989).
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2.2 Estimativas de parametros genéticos do feijoeiro para a reacio ao mofo

branco

Resisténcia a mofo branco em feijao tem heranga complexa e € composta
de resisténcia fisioldgica e mecanismos de escape (Fuller et al., 1984; Miklas et
al,1992b; Miklas et al., 2001; Park et al., 2001; Kolkman & Kelly, 2002).
Progressos em melhoramento para a resisténcia ao mofo branco t€m sido
dificultados pela limitada expressdo e detec¢dao de resisténcia fisiolégica em
campo, bem como pela influéncia do ambiente na variabilidade dos mecanismos
de escape. Dessa forma, a avaliacdo da natureza e da magnitude dos efeitos
génicos, que controlam os caracteres quantitativos associados com a resisténcia
a Sclerotinia sclerotiorum, é de grande importancia para o melhorista que busca
incorporar alelos de resisténcia em cultivares de feijdo. E fundamental
investigar, na fracdo genética, quais as propor¢des que podem ser atribuidas aos
efeitos génicos aditivos, dominantes e epistaticos. Essas avaliacOes estdo
intimamente relacionadas com os objetivos do melhoramento genético (Cruz &
Regazzi, 2001).

As metodologias utilizadas para estudo dos caracteres quantitativos
resumem-se ao uso dos componentes de médias e componentes de varidncia. A
utilizacdo da variincia, uma estatistica de segunda ordem, em vez de média, é
preferida porque esta Ultima pode, algumas vezes, ndo representar realmente o
que estd ocorrendo. Utilizando-se as médias, o que se obtém no final é uma
soma algébrica de cada um dos locos individualmente e pode ocorrer, por
exemplo, que os genes dominantes estejam presentes, mas atuando em sentidos
opostos nos varios locos, o que produziria um efeito final nulo ou pequeno,
resultando, evidentemente, em uma idéia errdnea do que realmente ocorre. O uso
da variancia elimina esta desvantagem porque, como os efeitos individuais de

cada loco sdo elevados ao quadrado, ndo ha possibilidade de se cancelarem.
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Além disso, a variincia tem outras vantagens, como permitir a obtencdo de
estimativas de herdabilidade e predicdoes do ganho esperado com a selecdo, o
que nao é possivel com médias (Ramalho et al., 1993).

Poucos trabalhos foram realizados para identificar o controle genético da
resisténcia ao mofo branco, especialmente em feijao. Em colza (Brassica napus
L.), na China, QTLs envolvidos na resisténcia a Sclerotinia sclerotiorum foram
detectados numa populagdo de 128 familias F,;, Um total de 13 locos foram
identificados e seis QTLs foram detectados. Encontrou-se que trés dos seis
QTLs foram associados com resisténcia da folha no estddio de plantulas e,
coletivamente, representaram 40,7% do total da variagdo fenotipica, cada uma
correspondendo a 23,2%, 16,6% e 13,6%, respectivamente. Os outros trés QTLs
foram associados a resisténcia a doenca na fase de maturacdo da planta,
explicando 49,0% da variacdo fenotipica. Foi observada a interacdo aditiva x
aditiva, sendo o tipo predominante de epistasia (Zhao et al., 2004). Em girassol,
observou-se que os efeitos aditivos contribuem significativamente para a
reducdo da lesdo aérea (Castafio, 2001). Em outro trabalho com girassol, foi
confirmada a presenca de genes quantitativos no controle do cardter e auséncia

de efeitos nao aditivos (Baldini et al., 2004).

2.3 Melhoramento pelo método dos retrocruzamentos

7

O método do retrocruzamento € muito utilizado em introgressdo de
alelos de interesse de germosplasma exoético, resisténcia as doencas, sintese de
populacdes e formacdo de isolinhas, sendo pioneiro na incorporacdo de
caracteres provenientes de plantas transgénicas em genGtipos superiores. E um
método utilizado freqiientemente, com o objetivo de transferir pequenas por¢des
genOmicas de gendtipos ndo adaptados ou espécies selvagens para gendtipos
elite, deficientes nestes aspectos. Essas porcdes gendmicas, normalmente, sdo

caracteres de controle qualitativo, como resisténcia a pragas e a moléstias
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(Lorencetti, 2006). Seu uso pode ser eficiente, pois reduz o arraste de alelos
indesejaveis (linkage drag) durante o processo de transferéncia de alelos de
resisténcia a partir de gendtipos exoticos.

O uso concomitante de marcadores moleculares, particularmente aqueles
que flanqueiam o alelo de resisténcia, pode diminuir consideravelmente esse
efeito. Especialmente, se esses marcadores forem fortemente ligados aos alelos
de resisténcia, poderdo ser utilizados na selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAMM), particularmente nas etapas iniciais e intermedidrias do
melhoramento. Nas etapas finais, as inoculacdes ou a exposi¢do da planta ao
patégeno em condi¢des de campo sdo imprescindiveis para confirmar a sele¢io
indireta feita inicialmente por meio dos marcadores.

Finalmente, os marcadores moleculares podem ser usados no processo
de retrocruzamento para facilitar/acelerar a recuperacdo do genoma do genitor
recorrente. Neste caso, é definido um fingerprint molecular do recorrente e este
¢ comparado com aqueles obtidos das linhagens criadas ao longo do processo de
melhoramento. Somente aquelas linhagens que carregam o alelo de resisténcia e
que possuam um fingerprint semelhante ao do genitor recorrente sdo utilizadas
nos proximos ciclos de retrocruzamento (Alzate-Marin et al., 1999; Faleiro et
al., 2001).

Pelo retrocruzamento, caracteristicas com alta herdabilidade, controladas
por um ou poucos genes, sdo mais facilmente transferidas. A transferéncia de
alelos dominantes é realizada mais diretamente que a de alelos recessivos. Se o
alelo em transferéncia for recessivo, a autofecundagdo nas geragdes impares
torna-se essencial para a sua manifestacdo fenotipica e a selecdo. No caso da
transferéncia de caracteres quantitativos, o método necessita da manipulagdo de
grandes populacdes e a sele¢do inicia-se logo na primeira geracdo (Borém,

2005).
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Na auséncia de selecdo e ligacdo, a percentagem média de alelos do
parental recorrente cresce a cada retrocruzamento, em metade da percentagem
do germoplasma do parental ndo recorrente, que estava presente na geragao
anterior ao retrocruzamento (Hagiwara et al., 2001). Essa percentagem de
recuperagdo do genoma do genitor recorrente (GR) é dada pela expressdo
9%GR=100[1-(0,5)n+1] em que n € o niimero de retrocruzamentos (Openshaw et
al., 1994). No entanto, essa expressao ignora o fen6meno conhecido por arraste
ou reten¢do, devido a ligacdo (linkage drag) (Brinkman & Frey, 1977), o que
significa arrastamento de alelos do genoma doador para o genoma receptor.
Assim, as novas linhagens formadas pelo retrocruzamento diferem ndo somente
no gene de introgressdo, mas também nos outros genes ligados a ele (Stam &
Zeven, 1981).

A porcentagem de alelos do recorrente em cada geracdo de
retrocruzamentos € um valor médio das plantas daquela geracdo. No
retrocruzamento 1, por exemplo, esperam-se, em média, 75% de alelos do
recorrente, entretanto, ha a possibilidade de se obter plantas com 50% a 100% de
alelos do recorrente (Benchinol et al., 2005). Assim, para reduzir o nimero de
retrocruzamentos requeridos para recuperar o genoma dos individuos com maior
propor¢do do genoma recorrente, sdo utilizados os marcadores moleculares para
auxiliar a identificacdo das plantas mais semelhantes ao recorrente (Alzate-
Marin et al., 1999; Faleiro et al., 2001).

Seguindo esta metodologia, Alzate-Marin et al. (2005) conseguiram
obter, em trés geragdes de retrocruzamento, isolinhas com caracteristicas
fenotipicas e genotipicas altamente similares as da cultivar recorrente. O uso
desse procedimento é de grande vantagem, ja que, normalmente, realizam-se de
cinco a seis retrocruzamentos para se obter um alto grau de recuperagdo do

genitor recorrente.
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A utilizacdo do retrocruzamento possui algumas vantagens, como a
possibilidade de condug¢do do método fora do ambiente a que o genitor
recorrente estd adaptado; 6tima previsibilidade do resultado; uso de cultivar ja
conhecida e confere caracteristicas de exceléncia a gendtipos ja excepcionais.
No entanto, dependendo do tempo gasto, o genitor recorrente pode se tornar
ultrapassado, comprometendo o sucesso da nova versao da cultivar (Fehr, 1987).
Assim, deve-se selecionar maior nimero de plantas semelhantes ao genitor
recorrente e avaliar mais progénies com base em caracteres agrondmicos,

quando se tem a chance de sele¢do de recombinantes superiores.

2.4 Marcadores genéticos

Os marcadores genéticos funcionam como etiquetas que identificam os
genes envolvidos na heranca de caracteristicas de importancia econdmica e sao
repassados para o proximo descendente (Ciéncia e Cultura, 2002).

Os marcadores genéticos podem ser morfolégicos e moleculares. Até
meados da década de 1960, os marcadores utilizados em estudo de genética e
melhoramento eram controlados por genes associados a caracteres morfoldgicos.
Entretanto, eles ocorrem em um nidmero muito reduzido para funcionar como
marcadores (Hagiwara et al., 2001).

As tecnologias de andlise molecular da variabilidade do DNA permitem
determinar pontos de referéncia nos cromossomos, tecnicamente denominados
“marcadores moleculares”. Por marcador molecular, define-se todo e qualquer
fendtipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de isoenzimas,
ou de um segmento especifico de DNA (correspondentemente a regides
expressas ou ndo do genoma) (Borba, 2002).

Algumas das vantagens de marcadores moleculares sobre marcadores

morfolégicos sdo:
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1) muito esforco e planejamento sdo necessdrios para se construir um
mapa a partir de marcadores morfolégicos, uma vez que um nimero reduzido de
marcadores por linhagem restringe a cobertura do genoma. Por outro lado, um
grande nimero de locos de marcadores moleculares pode ter seus alelos
estudados em populagdes segregantes de cruzamentos especificos;

2) marcadores moleculares sdo, em geral, neutros em relagcdo a efeitos
fenotipicos, com minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotréfico, enquanto os
morfolégicos, muitas vezes, coibem ou restringem o desenvolvimento normal da
planta (albinos, mutantes clorofilicos) e seu controle genético pode afetar, ou ser
afetado, por genes que controlam outros caracteres, dificultando a caracterizagao
dos gendtipos;

3) em geral, os marcadores moleculares sdo co-dominantes, contendo
maior quantidade de informagdo genética por loco. J& os marcadores
morfoldgicos sdo, em sua maioria, dominantes ou recessivos (Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

Além desses aspectos, os marcadores morfolégicos apresentam, ainda, a
desvantagem de serem somente identificados, na maioria dos casos, no ambito
de planta adulta. Entretanto, os moleculares podem ser utilizados em qualquer
estdgio de desenvolvimento da planta, desde que quantidade suficiente de DNA
possa ser obtida. A identificacdo de gendtipos em estdgios iniciais de
desenvolvimento da planta abre a possibilidade de acelerar o processo de sele¢ao
e recombinacdo dos individuos desejados, reduzindo o tempo necessdrio para
completar uma geracao de melhoramento, o que aumenta, consideravelmente, a
eficiéncia do programa (Borém & Caixeta, 2006).

Os marcadores de maior utilizacdo sdo o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), o RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e 0s
microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeat) (Ferreira & Grattapaglia,

1995).
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2.4.1 Selecao assistida por marcadores para resisténcia ao mofo branco

O uso de sele¢do assistida por marcadores moleculares (SAMM) baseia-
se no principio de que, se um gene ou conjunto de genes estd associado a um
marcador molecular de fécil identificacdo, entdo, a selecdo para este marcador
serd mais eficiente do que para a prépria caracteristica (Hayward et al., 1994). A
SAMM consiste de dois passos principais: identificacdo de associagdes entre
locos marcadores e QTLs e o uso destas associagdes para o desenvolvimento de
populagcdes melhoradas (Dudley, 1993). Entretanto, ela deve ser encarada como
uma ferramenta auxiliar e ndo substituta dos métodos tradicionais de
melhoramento (Lande & Thompson, 1990).

No processo de transferéncia de alelos de resisténcia, o uso de
marcadores moleculares de DNA pode ser uma ferramenta bastante ttil. Esses
marcadores, se estritamente ligados aos alelos de resisténcia, podem ser usados
na selegdo assistida por marcadores (SAMM), particularmente nas etapas iniciais
e intermedidrias do melhoramento. Nas etapas finais, as inocula¢des ou
exposicao da planta ao patégeno em condicdes de campo sdo imprescindiveis
para confirmar a sele¢do indireta feita inicialmente por meio dos marcadores. Os
marcadores moleculares sdo tteis, também, se levarmos em conta que, durante o
melhoramento, via de regra, sio monitorados diversos tipos de genes € nio
somente aqueles envolvidos com a resisténcia. Nesse contexto, é interessante
dispor de uma ferramenta de selecdo que possa ser utilizada de modo direto pela
simples andlise da presenca ou auséncia de uma seqiiéncia de DNA nas folhas
das plantas que estdo sendo melhoradas (Alzate-Marin, 2005).

O uso de marcadores moleculares é também justificado em situa¢des em
que o fendtipo é de dificil mensuragdo. E o caso da resisténcia a nematéides, que
¢ determinada pelo exame direto de cistos na raiz. Resisténcia a nematdide foi
uma das primeiras caracteristicas associadas a um marcador molecular (Rick &

Fobes, 1974). Outra aplicacdo bastante concreta dos marcadores na sele¢io
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assistida é durante o processo de piramidacdo de alelos de resisténcia. Essa é
uma estratégia que vem sendo considerada como forma de desenvolver
cultivares com resisténcia duradoura e de amplo espectro (Borém & Caixeta,
2006). No entanto, na pratica, € um processo extremamente dificil e trabalhoso,
principalmente pela dificuldade em se identificar, de modo preciso, os sintomas
de resisténcia ap6s multiplas inoculagdes (Ferreira, 1999). Marcadores
moleculares ligados aos alelos a serem piramidados podem ser monitorados ao
longo do processo de piramidacdo, constituindo uma ferramenta de selecdo
indireta, evitando as dificuldades inerentes ao processo de sele¢c@o via andlise de
sintomas.

Desde que ligacdes entre caracteres nao sdo incomuns, tanto atracio
quanto repulsdo foram relatadas entre marcadores associados a caracteres de
resisténcia a doenca em feijdo (Haley et al., 1994). Localizado no grupo de
ligacdo B7, em uma regido que inclui os locos Phs e Asp, codificadores da
proteina faseolina, o gene que condiciona brilho nas sementes é um QTL ou
gene de efeito maior para resisténcia ao crestamento bacteriano comum (CBB),
causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. Phaseoli (Miklas et al.,
1996; Miklas et al., 2000).

Recentemente, QTL para resisténcia ao mofo branco (Miklas et al.,
2001) e Macrophomina (Miklas et al., 1998) também foram identificados na
mesma regido geral. O grupo de ligagdo B7 também foi identificado como o
local para resisténcia a mofo branco em duas outras populagdes puras
recombinantes e geneticamente distintas (Park et al., 2001; Kolkman & Kelly,
2003). Estas ligagdes podem representar a primeira visualizacdo de clusters
génicos de resisténcia em feijdo (Geffroy et al., 1999; Geffroy et al., 2000;
Miklas et al., 2000), como tem sido observado em outras culturas (Tamulonis et
al., 1997). Como a resisténcia a mofo branco € condicionada por QTL,

aparentemente representado por um gene de grande efeito, uma selecao assistida
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por marcadores num programa de retrocruzamentos pode ser a forma mais eficaz
de combinar as caracteristicas de resisténcia fisiolégica com a resisténcia

conferida pelo gene.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido na drea experimental e as andlises com o
SCAR Phs foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
municipio de Lavras, MG, localizada na regiao Sul do estado de Minas Gerais, a

918 metros de altitude, 21°14’S de latitude e 45°00’W de longitude.

3.2 Cruzamentos e retrocruzamentos

Foi realizado o seguinte cruzamento: VC3 (recorrente) x G122. A
cultivar VC3 estd em fase final de avaliag@o para lancamento como cultivar. Ela
¢ proveniente do programa de melhoramento de feijao da UFV, é do tipo
Carioca com tipo de graos superior ao das cultivares atualmente em uso, hibito
de crescimento tipo III, resistente a algumas racas de C. lindemuthianum e alta
produtividade. A linhagem G122 possui hédbito de crescimento determinado
(tipo I), tem origem andina com sementes alongadas tipo rajado de fundo bege e
listras vinho (Singh, 1982). A linhagem G122 tem exibido resisténcia de campo
ao mofo branco (Steadman, 1997; Steadman et al., 1999). Essa resisténcia de
campo da linhagem G122, provavelmente, resulta da resisténcia fisioldgica
(Miklas, 2001).

Além da resisténcia ao mofo branco, a linhagem G122, coletada na India
como PI 163120, é também conhecida como ‘Jatu Rong’ e exibe tolerancia ao
calor (Shonnard & Gepts, 1994). Infelizmente, ela possui vérias caracteristicas

agrondmicas desfavordveis, além de ndo ser adaptada as condi¢des de cultivo do
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estado de Minas Gerais. Porém, é considerada a fonte de resisténcia mais
eficiente disponivel, além do fato de ndo haver fontes adaptadas ao Brasil.

As sementes da geracdo F;, obtidas em casa de vegetacdo, foram
semeadas para a obtencdo das sementes F, visando obter plantas F,, que deram
origem a familias F,;. Simultaneamente, foram realizados retrocruzamentos da
F, com o genitor recorrente (VC3) e os descendentes foram avaliados para
resisténcia ao mofo branco, por meio do SCAR Phs desenvolvido

especificamente para esse tipo de resisténcia (Miklas, 2005).

3.3 Reacio das populacdes ao mofo branco por meio da solucio de acido

oxalico

Foram utilizadas 80 plantas de cada genitor, 20 plantas da F,, 300
plantas F,, F; e 133 familias F,3, totalizando 2.093 plantas. F, e F, foram
avaliadas em parcelas de 10 plantas no delineamento inteiramente casualizado
com duas repeti¢des. No caso da F,, foram utilizadas 15 parcelas por repeticéo.
Devido a limitacdo de espaco, as familias F,; foram avaliadas em oito etapas,
seguindo-se os mesmos procedimentos experimentais da F; e F,. Em cada etapa,
foram adicionados os dois genitores, como testemunhas comuns, cada um em
duas parcelas de cinco plantas.

O experimento foi conduzido na solu¢do de 4cido oxélico, conforme
sugerido por Kolkman & Kelly (2000), com algumas modificagdes. Para isso,
foram utilizadas plantas de 20 a 28 dias de idade (quando ja tinham a folha
trifoliolada), que foram cortadas na base do colo do caule, a tarde, sendo a parte
inferior do caule imergida em solugdo de dcido oxdlico 20 mM (MERCK: céd.
1.00495.1000/1ote 1.00495.1000) e mantida em recipiente pldstico, por um
periodo de 16 a 22 horas em ambiente protegido. A solugdo foi preparada com

pH 4, ajustando-se com hidréxido de s6dio (NaOH). O controle sem 4cido
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oxdlico foi feito em recipiente com dgua destilada, no qual eram colocados os
genitores.

A reagdo de cada planta foi determinada por meio da seguinte chave
descritiva (Kolkman e Kelly 2000): 1. auséncia de folhas murchas; 2. uma folha
trifoliolada murcha ou as duas unifolioladas; 3. duas folhas murchas; 4. mais de
duas folhas murchas; 5. folhas e peciolos murchos e 6. planta completamente

murcha. Estimou-se também a média de cada familia F,5, P, P,, F; e F>.

3.4 Analise de variincia e estimativa de parametros genéticos e fenotipicos

3.4.1 Obtencao de variancias em plantas individuais

As andlises com plantas individuais foram realizadas com as seguintes
populagdes F,, F, e os dois genitores (Tabela 1). Adotou-se o delineamento
inteiramente casualizado com duas repeti¢cdes. O resultado foi obtido com a
execucdo do procedimento PROC GLM do programa SAS (SAS Institute,
1995).

TABELA 1 Esquema da andlise de variincia adotada na avaliacdo do caréter
reacdo do feijoeiro ao 4cido oxdlico em plantas individuais.

FV GL oM

Entre repeticoes r-1 Q1

Entre plant./rep. r(k-1) Q2
Populacdes Varincias
P1 gll 6-;

P2 ng 6?*2

Fl ng 621

F2 gl4 éﬁz

r e k: nimero de repeti¢des e plantas, respectivamente;

62, 6%, 62, € 672, variancia fenotipica dentro do genitor 1 e 2, F, e F,,
respectivamente;

gl;, ghy, gls e gly; graus de liberdade associados ao genitor 1 e 2, F; e F, ,
respectivamente.
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3.4.2 Obtencdo de variancias entre e dentro de familias F,.3

A partir das variincias dentro de cada parcela foi possivel estimar a
variancia média dentro, a varidncia dentro foi estimada dessa forma, devido ao
nimero de plantas ndo ser constante dentro de cada parcela. Utilizou-se a

seguinte expressdo proposta por Ramalho et al. (2005):
2
~ (o
Edz — z di
nr

em que:
o, : variancia média dentro;
Z o, somatorio das variancias dentro de cada parcela;

n: nimero de parcelas;

r: nimero de repeti¢des.

Para estimativa da variancia entre médias de familias F,.;, inicialmente,
foi utilizado o delineamento de blocos aumentados com duas repeti¢des. As
médias foram ajustadas as testemunhas utilizadas em cada avaliagdo, ja que nao
foi possivel avaliar todas as familias F,3; de uma unica vez. Posteriormente,
realizou-se a andlise de varidncias, utilizando-se das médias ajustadas por

parcela e o delineamento em blocos casualizados com duas repeti¢cdes

3.4.3 Estimativas dos componentes de média e de variancia

As estimativas dos componentes de média e de varidncia foram obtidas
por meio do método dos quadrados minimos ponderados (Ramalho et al., 1993).
Para a estimativa dos componentes de média foram utilizados os dados
médios das populacdes F,, F,, F; e dos dois genitores. Considerou-se o modelo

aditivo e dominante sem epistasia, conforme a seguinte equagao:
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B=(C’NS'C)y'(C’ NS'Y)

Em que:

A

,6’ : vetor dos estimadores, ou seja:

B =

Q> D

m : estimador da média;

a : estimador do desvio do homozigoto em relacdo a média;

d : estimador do desvio do heterozigoto em relagdo a média;

N: matriz associada ao nimero de plantas avaliadas, dada por:

n; 0 0 0 0
0 n, 0 0
0 0 n 0
0 0 0 ny 0
0 0 0 0 ns
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Sendo ny, n,, n3, n4, ns 0 nimero de plantas das populacdes Py, P,, Fy, F,,

F;, respectivamente.

S: matriz das variancias associadas as popula¢des, dada por:

fopd 0 0 0
0 6}, 0 0 0
0 6} 0 0
0 0 g 0
0 0 0 6l

Y: vetor dos valores médios observados, dado por:
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Wﬁj' I:q|’:q| t:Ul ’;Ul

C: matriz do modelo que na presente situagdo, corresponde a:

1 1
1 -1

C= 1 0 1
1 0 s
1 0 1

Esse sistema de equagdes foi resolvido utilizando-se o programa
MAPGEN (Ferreira & Zambalde, 1997). A avaliacdo do ajuste do modelo foi

realizada a partir do coeficiente de determinacio (R?) e o teste do qui-quadrado
o).

Utilizou-se a expressdo descrita anteriormente para estimar também os
componentes de variancia, em que ,5’ € o vetor dos estimadores, 6 (variancia
genética aditiva), &, (varidncia genética de domindncia), &’ (varidncia
ambiental entre plantas) e &, (varidncia ambiental entre médias de familias).

Para isso também foi utilizado o programa MAPGEN (Ferreira & Zambalde,
1997).
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A O-D

B=| &

6,

C € a matriz do modelo:

0 0 1 0
0 0 1 0
0 0 1 0
C= 1 1 1 0
1 % Hs %
hohoo1 0

N matriz que corresponde aos graus de liberdade associados a cada

populagao:
gh, 0 0 O O O
0O g, 0 0 0 O
0O 0 ¢gs; 0 0 O
N= [0 O o0 g, 0 0
o o0 0 0 ¢gs O
O o0 0 0 0 gl
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Para glo, que é o grau de liberdade associado a & 2,,,, foi utilizada a

média harmdnica, j4 que o nimero de plantas por parcela era varidvel (Ramalho

et al., 2005).

Em que:

p: nimero total de parcelas;

ki, ks, ... , k, € o nimero de plantas em cada parcela.

O vetor Y corresponde as variancias observadas dentro de cada tipo de

familia e é dado por:

A2
GeF 23

A2
GdF 2:3

Como nos componentes de média, a verificacdo do ajustamento do
modelo foi realizada utilizando-se o coeficiente de determinacao R e qui-

quadrado ().

Foi estimada a herdabilidade no sentido amplo (hj) e no sentido restrito

(ﬁf ) nas plantas (Ramalho et al. 1993).

A2 A2 A2
~ 6, +6 ~ 6
h; =—~=~24-—"2L e h'= A
6+6,+6° 6+6,+6°
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A2
Foi estimada também a herdabilidade no sentido amplo (4. ), em média

de familias F».;, de acordo com Ramalho et al. (1993).
h =20
O

Q: e Q,: quadrados médios das familias F,.; e erro, respectivamente.

As expressOes para as estimativas dos intervalos de confianca da
herdabilidade estimada nas médias foram as desenvolvidas por Knapp et al.

(1985):

o 1
Limite inferior: LT= <1 —
O, F1-%6L,,:6L,,
0,
o : 1
Limite superior: LS = {1 —
Ql F%;GLQZ;GLQI
0,
Em que :

F: quantil superior a (1- & /2) e & /2 da distribuicdo F;

Q; e Qy: j4 definidos acima.

Glg; e Glg,: sdo os graus de liberdade associados a Q; e Qy;

O ndmero de genes (K) envolvidos no controle do caréter foi estimado

pela expressdo desenvolvida por Wright (1934):
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Em que:

¢, : média do genitor 1;
¢, : média do genitor 2;
2 A .
O 1, . variancia fenotipica de F,;

2 A . .
O . variancia ambiental.

3.5 Extracao de DNA

De cada uma das 53 plantas do F;RC; obtidas e também dos dois
genitores foram extraidos o DNA, de acordo com o procedimento descrito por
Nienhuis et al. (1995) com algumas modificac¢des.

Foram usadas amostras de cerca de 2 gramas de folhas jovens, trituradas

com 10 ml de tampdo de extragdo e 201 de [ -mercaptoetanol em um

almofariz com nitrogénio liquido. O tampdo de extracdo é constituido de 2% de
CTAB, 100mM de TRIS (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1% de polivinilpirrolidona
(PVP). O material triturado foi incubado por 30 minutos em tubos de centrifuga
e colocados em banho-maria a 65°C. Apds o banho-maria, os dcidos nucléicos
foram extraidos com 10 ml da mistura cloroférmio:dlcool isoamil (24:1).
Durante o banho-maria, os tubos foram agitados levemente e, depois de
centrifugados, para separar a fase orgdnica da aquosa, foi coletado o
sobrenadante, que contém os dcidos nucléicos. Estes foram precipitados pela
adicdo de 30 ml da mistura de etanol 95%:acetato de amdnio 7,5M (6:1) e
mantidos em um freezer, a -20°C, por uma noite. Apds a precipitagdo, os acidos
nucléicos foram transferidos para tubos de microcentrifuga Eppendorf,
centrifugados e secos . Em seguida, os dcidos nucléicos foram reidratados em
tampao TE (1mM de TRIS e 0,1mM de EDTA).

Foi realizada a segunda extracdo com cloroférmio:élcool isoamil (24:1)

e os dcidos nucléicos do sobrenadante foram precipitados pela adicdo de, pelo
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menos, trés volumes de uma mistura de acetato de s6dio 3M:etanol 95% (1:20).
Os 4cidos nucléicos precipitados foram reidratados em tampdo TE e o DNA foi
quantificado, usando-se o fluorimetro Hoeffer Scientific TKO 100 e,

posteriormente, diluido para a concentracdo de 10ng/ 1, utilizado na reacdo

com o SCAR.

3.6. Processo de amplificacao de DNA e eletroforese

Cada reagdo com o SCAR Phs foi preparada em um volume de 12 #1,

misturando-se 0s seguintes reagentes com as respectivas concentragdes

(Nienhuis et al., 1995): 20ng de DNA gendémico, 100 4 M de cada um dos
disoxirribonucleotidios (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), uma unidade da enzima
Taq DNA polimerase, 2,25 i 1 de primer, 1,00 &1 de tampao de reagdao (50mM
tris pH 8,3; 2,0 mM MgCl,; 20 mM de KCI; 10 ¢ g de BSA; 0,25% de ficol 400;
10mM de tartazine) e dgua bidestilada até totalizar 12 ¢ 1. As amplificagdes

foram realizadas em tubos de 0,2 ml em termociclador modelo Mastercycler
Eppendorf, por meio do seguinte programa: uma etapa de 2 minutos, a 94°C,
para a desnaturacgdo inicial; 15 segundos para desnaturacdo a 94°C ; 30 segundos
para anelamento do primer a 37°C e 30 segundos para extensdo a 72°C. Por fim,
uma etapa de 2 minutos, a 72°C, para extensdo final. Os produtos da
amplificacdo foram separados por eletroforese, em gel de agarose 1%, em
tampao TBE (0,045 M Tris-Borato e 0,001 M EDTA), a 80V, por trés horas e
meia. Posteriormente, foram corados com brometo de etidio a concentracdo de
0,5 pl/ml, visualizados em transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne e

fotografados em camera digital Kodak.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Uso de médias e variancias em plantas individuais

O método do 4cido oxdlico foi eficiente para detectar diferencas
genotipicas entre cultivares (resistente e suscetivel) em resposta ao dcido oxdlico
(Tabela 2). Os dois genitores diferiram na expressdo do cardter. A linhagem
G122 recebeu, em média, nota 1,58 e a cultivar VC3 recebeu, em média, nota
3,14. Em experimento realizado por outros autores (Kolkman & Kelly, 2000),
em ensaios com variacdes de temperatura, a linhagem G122 recebeu as seguintes
notas: 3,13 (teste com temperaturas entre 24° a 40°C), 1,92 (teste com
temperaturas entre 21,5° a 26°C) e 2,33 (teste com temperaturas entre 22,5° a
26,5°C), com média entre testes de 2,47. Essas diferengas entre os testes e as
notas obtidas pelo presente estudo indicam a influéncia do ambiente que afeta a
estimativa de resisténcia ao 4cido oxdlico, bem como a importancia de incluir
cultivares conhecidamente resistentes e suscetiveis como testemunhas em cada
experimento. No trabalho realizado por esses autores, o controle do experimento
ndo apresentou sintomas de murcha, indicando a importancia do dcido oxélico
no aparecimento de sintomas de murcha. O mesmo ocorreu no presente estudo,

ou seja, o controle ndo apresentou nenhum sintoma.

TABELA 2 Resumo da analise de variancias de notas do teste de acido oxalico
entre gendtipos parentais.

FV GL QM
Entre 1 97,656%*
Dentro 158 0,918
CV(%) 40,66 %
Média 2,36

** Significativo, a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Kolkman & Kelly (2000) também observaram que resisténcia ao dcido
oxdlico € um mecanismo especifico de resisténcia que pode trabalhar
individualmente ou, mais provavelmente, em combinacdo com uma série de
mecanismos de escape da planta ou mecanismos fisioldgicos, para proporcionar
niveis consistentes de resisténcia ao mofo branco.

O resumo da andlise de variancia das notas dadas ao cardter reacdo do
feijoeiro ao 4cido oxdlico estd apresentado na Tabela 3. O efeito das populagdes
foi altamente significativo, evidenciando a existéncia de variabilidade genética
entre populacdes (P<0,01). Embora tenha sido detectada elevada diferenca
genética entre populacdes, nota-se um coeficiente de variacio elevado (CV %),
conseqiientemente, hd a sensibilidade do cardter a varios fatores. Entre eles,
estdo, principalmente, os fatores que afetam o desenvolvimento das plantas
jovens antes do tratamento com o 4cido, bem como temperatura e adaptacdo dos
gendtipos. Kolkman & Kelly (2000) encontraram coeficientes de variagdo de
14,10 a 20,30, em trabalho realizado com 4cido oxélico em estudos com feijao,

em temperaturas controladas.

TABELA 3 Andlise de variancia de individuo, do caréter reacdo do feijoeiro ao
dcido oxalico, nas geragdes F, e F, do cruzamento G122 e VC3.

FV GL QM
Repeticao 1 17,1125
Tratamento 3 20,0656**
Erro 3 2,2064
Dentro de P, 78 0,5765
Dentro de P, 78 1,1259
Dentro de F, 18 0,1974
Dentro de F, 298 1,1536
CV(%) 48,80
Média 2,23

**Significativo, a 1% de probabilidade pelo teste F.
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As notas médias das populacdes avaliadas estdo apresentadas na Tabela
4, assim como as estimativas dos componentes de média. Primeiramente, os
dados se ajustaram ao modelo aditivo dominante, R? praticamente de 100%,

embora o y2 tenha sido significativo. O genitor resistente foi utilizado como P,

e o suscetivel como P, e todas as estimativas foram diferentes de zero. Os efeitos
aditivos apresentaram valores negativos e altamente significativos (P<0,01).
Sua magnitude foi duas vezes maior que os efeitos de dominancia, sugerindo sua
grande contribuicdo para a resisténcia ao 4cido oxdlico. Os efeitos gé€nicos de
dominéncia, representados pelo componente d, que mede o desvio do
heterozigoto em relagdao a média, foi significativamente diferente de zero e
também teve valores negativos. Como seu valor foi negativo, os efeitos de
dominéncia sdo no sentido de reduzir o murchamento causado pelo acido
oxalico. No entanto, este componente teve uma reduzida significancia (P <0,05).
A sua contribuicdo para diminuir o murchamento e, dessa forma, pode ser
considerada de menor importincia que os efeitos aditivos. A média dos genitores
¢ 2,36 (Tabela 2), nitidamente superior a media da F,. A média da F, ¢
intermedidria entre a média dos genitores e da Fy, caracterizando a dominéancia
parcial. As magnitudes dessas médias sdo compativeis com o grau médio de
dominancia (d/a = 0,47). A predominincia dos efeitos aditivos foi também
certificada em colza e girassol, no controle do desenvolvimento da lesdo na parte
aérea provocada por Sclerotinia sclerotiorum (Baldini et al., 2004; Zhao et al.,
2004).

Em trabalho realizado com girassol utilizando micélio de S. sclerotiorum

(Castano et al., 2001), todas as estimativas foram significativamente diferentes
de zero, o efeito aditivo (a= -0,34 + 0,08) foi negativo e altamente significativo.
Os efeitos genéticos de dominancia também foram negativos (d = -0,39+ 0,23),

indicando que os efeitos de domindncia sd@o no sentido de reduzir as dreas

lesionadas. Sua magnitude foi muito similar aos efeitos aditivos, no entanto, de
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menor importancia. Essa comparagdo mostra que a avaliacdo indireta por meio
do 4cido oxdlico estd de acordo com as avaliagdes feitas com micélio fingico e
que pode ser utilizada em avaliagdes de resisténcia a mofo branco. Os efeitos de
dominéncia e suas intera¢des epistdticas sdo de menor importancia nas espécies
autégamas (Brim & Cockerham, 1961). As técnicas de melhoramento que se
beneficiam da alta varidncia aditiva e da interagdo aditiva x aditiva, para a
obtencdo de ganhos genéticos, sdo mais importantes no melhoramento do feijao,
por ser esta uma espécie autégama. Como, neste trabalho, os efeitos aditivos
foram significativos, os ganhos preditos para a resisténcia do feijoeiro ao acido

oxalico produzido pelo patdgeno S. sclerotiorum poderao ser alcancados.

TABELA 4 Médias e variancias das populacdes avaliadas e suas respectivas
estimativas para o cardter reacdo do feijoeiro ao dcido oxdlico
obtidas do cruzamento G122 x VC3.

Médias
Populacoes Observada Esperada Variancia
G122 1,58 1,40 0,5765
VC3 3,14 3,14 1,1259
F, 1,25 1,40 0,2056
F, 2,02 2,14 1,1283
F; 2,52 2,51 0,9651
Componentes de médias
Estimativa Erro padrao Prob.>|TI
m 2,88 0,08 0,0008
a -3,14 0,29 0,0085
d -1,48 0,20 0,0184
dfa 0,47
x 10,75 0,0046
R’ (%) 99,94 -
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Para as estimativas dos componentes de variancia (Tabela 5), o ajuste ao
modelo também foi bom (R? de 98,67); também aqui o X2 foi significativo. A
variancia de dominincia foi de magnitude muito inferior a variincia aditiva. A
relacdo encontrada foi de 11 vezes, embora o erro associado a estimativa tenha
sido muito superior, como geralmente ocorre com variancias.

Especialmente neste estudo, a variancia ambiental entre plantas foi muito
elevada no genitor suscetivel (VC3), salientando a sensibilidade do carater ao
ambiente. Depreende-se, assim, a dificuldade da sele¢do de plantas resistentes
em populacdes segregantes. Assim, o melhorista deve optar pela avaliacdo de
progénies com maior nimero de plantas, quando se espera maior ganho com a
selecdo.

As estimativas de herdabilidade no sentido amplo e restrito foram de
0,33 e 0,30, respectivamente. Estas herdabilidades, embora de baixa magnitude,
sdo suficientes para sugerir que a resisténcia pode ser efetivamente selecionada

pelo método do 4cido oxdlico. Elas estiveram entre as reportadas por Kim
(2000) que estimou a herdabilidade em populacdes derivadas de F; (hfz 0,30 a
0,71) para indice de severidade de doenca (ISD). Em trés popula¢des derivadas
de linhagem andina (G122), estimativas hf para ISD variaram de 0,65 (Straw

test) a 0,78 (teste de campo) (Miklas et al., 2001; Park et al., 2001), enquanto
que as estimativas variaram de 0,62 (campo) a 0,73 (straw test), em uma
populacgdo de feijao vagem (Miklas et al., 2003). A vasta gama de estimativas de
herdabilidade para resisténcia ao mofo branco sugere que a heranca ao caréter é
influenciada pelo gendtipo parental, pelos procedimentos empregados no teste,
pela severidade de doenca na avaliacdo, bem como a interacdo de fatores
ambientais e agrondmicos.

Observou-se, também, que apenas um gene de resisténcia estd envolvido.

No entanto, segundo Ramalho et al. (1993), a determinacio precisa do niimero
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de genes é muito dificil de ser obtida, principalmente em funcdo do efeito do
ambiente na manifestacio do caréter, como no presente estudo. Por essa razdo, o
que se procura € uma estimativa aproximada desse nimero. A identificagao de
um QTL de efeito relativamente grande (em torno de 37%), detectado por
Miklas et al. (2001), estd de acordo com essa estimativa. No entanto, sabe-se que
o controle genético ao mofo branco, em campo, é qualitativo e muito
influenciado pelo ambiente (Castafio et al., 1993), ainda que, em campo, haja
combinacdo de um grande nimero de mecanismos de escape agronomicos, bem
como genéticos e ndo devidos ao dcido oxélico, relacionados a defesa da planta a

S. sclerotiorum.

TABELA 5 Estimativas dos componentes de variancia do cardter reagdo do
feijoeiro ao acido oxalico obtidas do cruzamento G122 x VC3, a
partir dos dados de plantas individuais.

Componentes de variancias

Parametros  Estimativas Erro LI/ LS/ Prob.>ITI
o i 0,3474 0,2169 0,2904 0,4231 0,2505
6 é 0,0300 0,4983 0,0268 0,0340 0,9574
6}2 0,7763 0,1908 0,6763 0,9004 0,0555
6'13 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 -
x 16,73 0,0002
R? (%) 98,67

LI": Limite inferior; LS”: Limite superior; oA-i: Variancia genética dos efeitos

aditivos; oA-]g: Varidncia genética dos efeitos de dominancia; G, Variancia

ambiental; OA'E : Variancia ambiental entre médias de familias F,.;.
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4.2 Avaliacio das familias segregantes (F,.3)

A andlise de varidncia das notas dadas ao cardter reagdo do feijoeiro ao
4cido oxdlico, das familias F,;, estd apresentada na Tabela 6. O coeficiente de
variagdo (CV%) foi de 25,18%, bem menor que as estimativas obtidas com
plantas individuais (Tabela 2 e 3) e semelhantes aos encontrados por Kolkman e
Kelly (2000). Em principio, esse resultado evidencia a maior eficiéncia na
avaliagdo, considerando média de progénies.

Foi possivel detectar diferenca genética significativa entre familias
(P<0,01). A herdabilidade no sentido amplo, para médias de familias, foi de
0,47, com intervalo de confianga de 0,26 a 0,64, superior a obtida em plantas
individuais (0,33). Em trabalho semelhante com linhagens derivadas de F; do
cruzamento entre as cultivares Bunsi (Ex Rico 23) x Newport e Huron x
Newport, Kolkman & Kelly (2003) encontraram estimativas de herdabilidade
para resisténcia ao acido oxdlico de 0,19 (intervalo de confianga: 0 a 0,37)
consideradas baixas por esses autores a 0,56 (intervalo de confianca: 0,18 a

0,73) consideradas moderadas, para as populacdes respectivamente.

TABELA 6 Anélise de variancia do carater reacdo do feijoeiro ao dcido oxalico,
obtida nas avaliacdes de familias F,.; do cruzamento G122 x VC3.

F.V. GL QM
Repeticao 1 0,1504
Progénies 132 0,8069**
Residuo 132 0,4241
Total 265 -
Média 2,59
C.V.(%) 25,18
Estimativas de parametros
Var. fenotipica 0,4035
Var. ambiental 0,2121
Var. genotipica 0,1914
Herdabilidade amplo 0,4744

**Significativo, a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Embora as estimativas de herdabilidade para resisténcia fisiolégica
tenham sido geralmente de baixa a moderada (Miklas et al., 2001; Park et al.,
2001), a sele¢dao de gendtipos resistentes, como ao dcido oxdlico, é importante
para garantir o ganho genético livre de outros fatores, que se espera em
avaliagdes de campo e que também contribuem para a resisténcia, como o porte
arbustivo. Em avaliagdes de campo, Miklas et al. (1992a) encontraram, em

populagdes derivadas de Ex Rico 23, estimativas de herdabilidade de magnitude
moderada a alta (hj = 0,58 a 0,77). Segundo os autores, a amplitude dessas

estimativas foi influenciada pelo gendtipo parental e pelas interacdes entre
fatores ambientais e agrondmicos. Como a resisténcia ao mofo branco é
altamente influenciada pelo ambiente, vdrias avaliagdes em diferentes
localizagdes sdo recomendadas para garantir diferenciacdes entre linhagens mais

eficazes em populacdes segregantes.

4.3 Uso do SCAR Phs para a selecio de plantas com o QTL para resisténcia

ao mofo branco

O marcador foi eficiente em identificar as plantas possivelmente

portadoras do QTL na populagdo RC,. Entre as 53 plantas RC,;, somente 26
( ,1’2: 0,02; P = 0,89) foram selecionadas pelo SCAR, por possuirem a banda

para resisténcia ao mofo branco. As plantas selecionadas foram as de n°. 1, 3, 4,
6,7, 8,10, 11, 13, 14, 15, 17, 24, 26, 28, 29, 30, 31, 34, 39, 40, 41, 45,49, 50 e
53 (Figura 1). As plantas sem a banda do G122 que ndo foram selecionadas,
provavelmente, ndo possuem o QTL. A banda derivada do genitor resistente
G122 possui cerca de 285 pb e explica 38% da variacdo fenotipica para
reisténcia ao mofo branco, baseado no teste do canudo (straw test) (Miklas et al.,
2001; Miklas, 2007). Essa banda foi amplificada pelo par de primer Phs
(SCAR), cuja seqiiéncia é: 5° AGCATATTCTAGAGGCCTCC3 e
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5’GCTCAGTTCCTCAATCTGTT3’. Esse primer amplifica parte do alelo para
faseolina T presente em feijdo de origem andina (Kami et al., 1995), como € o
caso do G122. O alelo da faseolina T estd mapeado no grupo de ligacdo B7 de P.
vulgaris (Freyre et al., 1998).

O QTL identificado pelo SCAR Phs condiciona resisténcia fisiol6gica
(Miklas et al., 2001) e, provavelmente, é também a resisténcia exibida pelo
G122 ao 4cido oxalico. Em avaliagdes realizadas por Miklas (2007), com o teste
do canudo em casa de vegetacdo, o QTL explicou 52% da variacao fenotipica e
apenas 10 %, em média, em quatro avalia¢des de campo.

Além dessa resisténcia, o habito determinado do G122 condicionado
pelo alelo fin explicou 34% da variacdo fenotipica para resisténcia de campo em
S. sclerotiorum. Esse alelo esta localizado no grupo de ligacdo B1 de P. vulgares
e, segundo Miklas et al. (2001), as resisténcias condicionadas pelo hébito
determinado e pelo QTL identificado pelo SCAR Phs devem ter efeitos
independentes. Entretanto, no campo, nao foi notado efeito completamente
aditivo das duas fontes de resisténcia, embora ndo tenha sido detectada interagdo
das mesmas. Os autores advertem que, nas avaliacdes de campo, a menor
quantidade de doenca nas plantas de hdbito determinado ocorreu devido as
plantas terem menor desenvolvimento e, conseqiientemente, menor producio de
grdos. Por isso, sugerem que, na selecdo, devem ser consideradas ndo s6 a

resisténcia como também a maior produgdo.
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FIGURA 1 - Anélise de eletroforese dos produtos de amplificagao dos DNAs da
FRC; com o SCAR Phs. A seta indica o marcador do genitor
resistente G122. As canaletas correspondem a: VC3 genitor
recorrente, G122 genitor doador e (1 a 25) plantas FIRCI.
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5 CONCLUSOES

O controle genético foi caracterizado por dominancia parcial, com
predominio dos efeitos aditivos. Pelo menos um gene de resisténcia estd
envolvido, embora o cardter seja altamente influenciado pelo ambiente.

A herdabilidade no sentido amplo, ao nivel de médias de familias, foi
superior a obtida ao nivel de plantas individuais, evidenciando que a sele¢ao
deve ser mais eficiente com base em avaliagdes de média de progénies.

O marcador foi eficiente em identificar as plantas possivelmente

portadoras do QTL na populagdo RC;.
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