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RESUMO

Os genes de resisténcia no feijoeiro tém sido localizados em “clusters™ em diferentes
grupos de ligacdo proximos as regifes subteloméricas. Esses genes podem conferir
resisténcia a diferentes patdgenos. Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar se a
resisténcia das progénies So:» selecionadas para antracnose também confere resisténcia a
mancha angular e se as progénies So:» selecionadas para mancha angular também confere
a antracnose. Foram conduzidos seis experimentos no delineamento experimental de
blocos casualizados com trés repeti¢cOes. Foram avaliadas a reacdo de 80 progénies So:»
do programa de selecdo recorrente visando resisténcia a antracnose, sendo 40 do ciclo |
(C1) e 40 do ciclo V (CV). Foram realizados um experimento com a inoculacdo do isolado
LV11, outro para o isolado da ragca 63-63 e um para uma mistura de dez isolados (LV3,
LV11, LV13, LV21, LB2, LB4, LB7, LB10, LB12 e 63-63) de Pseudocercospora
griseola e ap6s 18 dias as plantas foram avaliadas para severidade da mancha angular.
Também foram avaliadas 60 progénies Se:» do programa de selecdo recorrente visando
resisténcia a mancha angular, sendo 30 do ciclo I (ClI) e 30 do ciclo IV (CIV). Foram
realizados um experimento com a inoculacéo do isolado LV201 da raga 81, um para o
LV238 da raca 65 e um para uma mistura de isolados composta por trés da raca 65
(LV238, LV134 e CL1610), um da raca 89 (LV228), um da raca 81 (LV201) e um da
raca 73 (1172) de Colletrotrichum lindemuthianum e ap6s 10 dias as plantas foram
avaliadas para severidade da antracnose. Os dados médios das notas da severidade da
antracnose e da mancha angular por parcela foram submetidos as analises de variancia
para cada experimento. Foram obtidas as estimativas de parametros genéticos e
fenotipicos. A andlise de variancia foi feita com o auxilio do programa software R e
comparadas pelo teste-F ambos a P<0,05. Foram calculados 0s progressos genéticos e o
indice de coincidéncia entre as progénies. As progénies So:» selecionadas para antracnose
apresentam resisténcia a mancha angular sendo que 52, 2,5 e 7,5% apresentaram-se
resistente ao isolado 63-63, LV11l e a mistura de isolados no ciclo V (CV),
respectivamente, pelo acumulo de novos alelos favoraveis. As  progénies So:»
selecionadas para mancha angular apresentaram porcentagem de coincidéncia de mais de
50%, quando inoculadas com a mistura de isolados e com o isolado R65 de C.
lindemuthianum. Dessa maneira, a sele¢do recorrente, mesmo que indireta, € um método

dindmico e eficaz para o acumulo de alelos favoraveis a resisténcia a patdogenos.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; resisténcia genética ; genes de resisténcia
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1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas mais cultivadas e
consumidas, especialmente nas regifes tropicais. Além da importancia econémica e
social, devido as propriedades nutricionais, a cultura tem um papel importante na dieta
humana e especialmente para populacdes de baixa renda (BROUGHTON et al., 2003; DE
RON et al., 2016). Entre os fatores que reduzem a produtividade e causam instabilidade
na producdo, destacam-se as doengas, principalmente fungicas. Uma doenca de grande
relevancia € a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magn.), que em condi¢Bes ideais para o desenvolvimento do patdgeno, como
temperaturas amenas e elevada umidade, pode causar perdas de até 100% da producao
(PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012; PADDER et al.,2017). Outra doenca de grande
importancia € a mancha angular do feijoeiro, causada pelo fungo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun (CROUS et al., 2006) que pode causar perdas de até
80% da produtividade e é encontrada em mais de 60 paises (PAULA JUNIOR; BOREM,
2015). Embora, o uso de fungicidas seja frequente na cultura do feijoeiro, a alternativa
mais vidvel de controle dessas doencas é o emprego de cultivares resistentes. Uma
estratégia que tem sido utilizada com sucesso na obtencdo de cultivares resistentes é a
selecdo recorrente. O método envolve um processo ciclico de melhoramento que envolve
a obtencdo de progénies, avaliacdo e recombinacdo das melhores para formar o proximo
ciclo (RAMALHO et al., 2012; NELSON et al. 2018).

A Universidade Federal de Lavras em parceria com a Embrapa vem conduzindo
um programa de melhoramento de feijoeiro visando resisténcia a mancha angular
utilizando o método de selecdo recorrente, desde 1998. Ao final de cada ciclo de selecéo,
as progénies sao avaliadas quanto a severidade da doenca no campo dependendo da
incidéncia natural do patégeno (REZENDE et al., 2014). Neste programa € realizado um
ciclo por ano e, atualmente, encontra-se no décimo oitavo ciclo de selegdo (ABREU et
al., 2019). Novas metodologias tém sido propostas para acelerar o programa de selecéo
recorrente visando resisténcia a P. griseola utilizando a inoculag&o artificial do patdgeno
em casa de vegetacdo (PADUA , 2017, LIBRELON et al 2020). O ganho obtido em trés
ciclos de selecéo recorrente realizados exclusivamente em casa de vegetagéo os ganhos
foram de -14,83% e -5,3% para casa de vegetacdo e campo (PADUA 2017).
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Outro programa de selecdo recorrente com inoculacdo artificial tem sido conduzido
visando a resisténcia a varias racas de C. lindemuthianum (COSTA , 2019). Até o
momento foram realizados cinco ciclos seletivos com a obtengdo de progénies resistentes
a antracnose com um ganho médio de -8% nos ciclos seletivos.

A literatura tem relatado que os genes de resisténcia no feijoeiro estao localizados
em “clusters” em diferentes grupos de ligacdo proximos as regides subteloméricas
(MURUBE et al.,2019). Esses genes podem conferir resisténcia a diferentes patogenos.
Neste caso, a resisténcia a multiplas doencas se deve a existéncia de genes ligados ou a
pleiotropia (NELSON et al. 2018). Nos trabalhos realizados por COSTA (2019) e
PADUA (2017) foram obtidas as progénies So: resistentes a antracnose e a mancha
angular, respectivamente, ao final de cada ciclo de selecdo dos programas de selecéo
recorrente visando resisténcia a antracnose e mancha angular, respectivamente. Essas
progénies podem ter alelos que conferem resisténcia a outras doencas, como
consequéncia de ocorrer a selecdo indireta. Na literatura ha relatos de genes ligados
conferindo resisténcia & antracnose e a mancha angular (GONCALVES-VIDIGAL et
al.,2011, 2013; FRISCHE-NETO et al., 2019). Portanto, é importante verificar se a
selecdo direta para a resisténcia a uma dada doenca no feijoeiro pode selecionar
indiretamente para outras doencas importantes nesta cultura. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar se a resisténcia das progénies So:» selecionadas durante dois
ciclos de selecdo para antrachose também confere a mancha angular e se as progénies So:
selecionadas durante 18 ciclos de selecdo para mancha angular, também confere a

antracnose.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijoeiro

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura de grande relevancia
socioeconémica para os paises da América do Sul, América Central e sudoeste da Africa.
Devido as suas propriedades nutritivas, o feijdo possui papel fundamental na dieta da
populacédo brasileira (LEMOS et al., 2020) .O Pais ¢ o maior produtor e consumidor
mundial dessa leguminosa. Os grdos sdo excelentes fontes de proteinas, ferro, potassio,
vitaminas do complexo B e compostos fenélicos (MESQUITA et al., 2007). Para a safra

2019/2020, producédo brasileira foi estimada em 245,8 milhGes de toneladas, o que
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representa um aumento de 1,6% ou 3,9 milhdes de toneladas, em comparacdo a safra
2018/19 (CONAB, 2019).

O cultivo do feijoeiro ocorre em diferentes sistemas de producéo e em trés épocas
distintas. A primeira safra ¢ denominada “safra das aguas”, pois o plantio e a colheita
sdo beneficiados pelo alto indice de chuvas. O plantio dessa safra na regido Centro-Sul
vai de agosto a dezembro e no Nordeste, de outubro a fevereiro. A segunda safra, ou
“safra da seca” assim chamada pelo fato de ser implantada no periodo com o menor indice
pluviométrico no pais, é semeada de fevereiro a marco, devido a chuva ser um fator
limitante, ¢ a safra de menor produtividade. J4 a terceira, a “safra irrigada”, ¢ assim
conhecida por se referir a colheita do feijdo irrigado, que tém a concentracdo do plantio
na regido Centro-Sul de abril a junho (POSSE et al., 2010).

O fato de ser possivel realizar trés safras ao ano favorece o desenvolvimento de
doencas, principalmente as fungicas. Além das condicBes climaticas e de manejo, a
incidéncia de doencas encontra-se entre os principais fatores responsaveis pela reducéao
na produtividade do feijoeiro comum no Brasil (POSSE et al., 2010).

2.2 Mancha Angular do feijoeiro

O agente causal da mancha angular do feijoeiro passou por varias nomenclaturas:
inicialmente, por Saccardo em 1878, foi nomeado Isariopsis griseola. Em 1909 foi
reclassificado por Ferraris como Phaeoisariopsis griseola e, finalmente, foi sugerido
Pseudocercospora griseola por Crous et al. (2006). A doenca pode ser encontrada em
mais de 60 paises produtores de feijdo (OBLESSUC et al., 2015). A esporulacdo do
patdgeno é favorecida a temperaturas entre 16°C e 26°C (BIANCHINI et al., 1997,
HALL, 1991) e altas umidades. Estas condi¢des favordveis sdo encontradas
principalmente na safra da seca, na regido Centro-Sul do Brasil. Os principais agentes de
disseminacdo dos esporos sdo o0 vento, a chuva, as sementes e as particulas de solo
infestadas (AGENCIA EMBRAPA DE INFORMACAO TECNOLOGICA, 2019).

Os principais sintomas da doenga sdo: lesdes nas folhas, caule, ramos, peciolos e
vagens. Nas folhas podem ser observadas a partir do oitavo ao decimo segundo dia apos
a infeccdo. Formam-se manchas, inicialmente irregulares, cinzas ou marrons e, cerca de
nove dias apos a infec¢do, inicia-se o processo necrotico. Delimitadas pelas nervusas, as
lesGes assumem formato angular, causando o amarelecimento e desfolhamento prematuro

da planta. O desfolhamento prematuro prejudica o enchimento das vagens, reduzindo o



tamanho dos gréos e, consequentemente, a producdo (NIETSCHE, 2000). A variabiliade
patogénica do fungo é grande devido a identificacdo de vérias racas de P.griseola (JARA;
CASTELLANO; MAHUKU, 2001; SARTORATO, 2002; SILVA et al., 2008;
DAMASCENO-SILVA et al., 2008; BALBI et al., 2009; PEREIRA et al.,
2015). Além disso, ha relato da existéncia de variabilidade dentro das ragas, como
exemplo da raca 63-63 (PEREIRA et al., 2015).

Estudos relatam que a resisténcia especifica a uma determinada raca de P.griseola
¢ devida a um ou poucos genes (CAIXETA et al., 2003; FERREIRA et al., 2000;
MAHUKU; IGLESIAS; JARA, 2009; NIETSCHE et al., 2000; SARTORATO et al.,
2000; SINGH e SCHWATZ, 2010). Entretanto, alguns trabalhos sugerem que a
resisténcia desta doenca é quantitativa, constatando-se a presenca de resisténcia vertical
e horizontal a P. griseola, havendo predominancia da segunda (OBLESSUC et al.,2012;
REZENDE et al., 2014; NAY et al., 2019).

2.3 Antracnose

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das
principais doengas da cultura do feijoeiro. Ela é encontrada em todas as regides
produtoras de feijdo no mundo, principalmente em regibes tropicais e subtropicais da
América Latina e Africa Central e Oriental. O desenvolvimento do patdgeno é favorecido
por temperaturas entre 15 e 25°C, associadas a alta umidade relativa do ar, acima de 91%
e precipitacdo frequente (CARBONELL et al., 2012; PINTO et al., 2001).

O aparecimento dos sintomas pode ser observado a partir do sexto dia ap6s a
infeccdo em plantas do feijoeiro. A doenca pode afetar toda a parte aérea da planta. Na
face inferior das folhas, sobre as nervuras, aparecem manchas alongadas inicialmente de
cor avermelhada a purpura e, mais tarde, pardo-escuro, estendendo-se ligeiramente no
tecido circundante e, geralmente, a face superior. Ja nas vagens, as lesbes sao
arredondadas, deprimidas com centro claro e delimitadas por um anel negro protuberante.
(CHAVES, 1980).

O fungo é hemibriotréfico intracelular e se reproduz assexuadamente, onde sao
produzidos conidios hialinos, unicelulares e cilindricos (KIMATI et al., 1997). Na fase
sexual, o patdgeno e conhecido como Glomerella cingulata f. sp.phaseoli, pertencentes a

classe dos Ascomicetos. Produz em estado sexual, peritécios e ascos, dentro dos quais se
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originam os conidios (KIMATI; GALLI, 1970). Os esporos sdo disseminados,
principalemente pela acdo de goticulas de chuva ou agua de irrigacdo. Entretanto, a
principal fonte de disseminacdo da doenca a longas distancias € por sementes infectadas,
tanto dentro quanto entre paises. (CARBONELL et al., 2012; FERREIRA; CAMPA,;
KELLY, 2013

A especificidade dos alelos de resisténcia as diferentes ragas de C.
lindemuthianum j& foram identificadas em diversas linhagens de feijoeiro seguindo um
modelo de heranca qualitativa (CAMPA et al., 2014; FERREIRA; CAMPA; KELLY,
2013, COSTA et al. 2017, PADDER et al. 2017). No entanto, mais de 20 genes tém sido
identificados conferindo resisténcia a diferentes racas do patdgeno (FERREIRA;
CAMPA; KELLY, 2013).

2.4 Selecdo Recorrente do feijoeiro

A selecdo recorrente é um processo ciclico que envolve a sele¢cdo de individuos
e/ou progénies superiores de uma populacéo, seguida pela recombinacdo dos individuos
selecionados para formar uma nova populacdo (RAMALHO et al., 2012). Ha trés etapas
basicas: a obtencdo da populacdo base, a avaliacdo de progénies e recombinacdo das
progénies selecionadas para formar a proxima geracdo. Apds obter a populacdo base, é
feita a selecdo que pode ser fenotipica (massal) ou fazendo a utilizacdo de algum tipo de
familia. A selecdo fenotipica é sugerida para caracteres de alta herdabilidade
(RAMALHO et al., 2012), as quais s&o pouco influenciadas pelo ambiente.

Dentre as vantagens da selecdo recorrente destacam-se: eficiéncia no acimulo de
alelos favoraveis que se encontram distribuidos nos diferentes genitores; maior
variabilidade genética por intercruzar multiplos genitores; viabilidade de incorporacéao de
germoplasma e maior oportunidade de recombinacdo genética, devido aos sucessivos
ciclos de cruzamento (GERALDI, 1997). Além disso, a selecdo recorrente também
permite a obtencdo de linhagens superiores a cada ciclo seletivo. (RAMALHO et al.,
2012).

No programa de melhoramento genético do feijoeiro da Universidade Federal de
Lavras o método tem mostrado resultados satisfatorios e é utilizado para caracteres como:
produtividades de grdos (RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005;LEMOS et al.,2020),
porte ereto (CUNHA; RAMALHO; ABREU, 2005; MENEZES JUNIOR; RAMALHO;
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ABREU, 2008;LEMOS et al.,2020), resisténcia a mancha angular (AMARO et al., 2007,
MODA-CIRINO et al, 2012; REZENDE et al., 2014; PADUA et al., 2017; LIBRELON
et al., 2019) ; resisténcia ao mofo branco (SOUZA et al., 2014; LEITE et al., 2016;
LOPES et al.,2019) e resisténcia a antracnose (COSTA 2019).

2.5 Selecdo Recorrente visando resisténcia a mancha angular

Em 1998 foi iniciado um programa de selegdo recorrente na Universidade Federal
de Lavras em parceria com a Embrapa visando a resisténcia a mancha angular do
feijoeiro. Inicialmente, foi feito um dialelo parcial com 7 linhagens de grdo tipo carioca
e 10 fontes de resisténcia a mancha angular, de diferentes tipos de gréos, resultando em
29 populagdes segregantes que constituiram o ciclo 0 (C0). No ano seguinte, na safra da
seca, a populacdo foi semeada no campo para a realizacdo da selecdo fenotipica das
plantas mais resistentes de cada cruzamento. As plantas resistentes foram recombinados
em casa de vegetacdo para obter as progénies do primeiro ciclo (Cl). A selecdo das plantas
resistentes sempre foi realizada no campo na safra da seca, onde ha maior ocorréncia
natural do patdgeno. Desta forma, é possivel realizar um ciclo de selecao recorrente por
ano. O processo foi repetido até o ciclo XVIII (C-XVIII) (ABREU 2019; NAY et al.
2019) e continua até os dias atuais. Em todos os ciclos as cultivares Pérola (Resistente) e
Carioca MG (Suscetivel) foram utilizadas como testemunha. O progresso genético, apos
18 ciclos de selecdo recorrente foi de 1,35% por ciclo para resisténcia a mancha angular,
comprovando a eficiéncia do método (ABREU et al., 2019).

Visando aumentar a eficiéncia da selecéo recorrente por unidade de tempo foram
conduzidos dois trabalhos na UFLA a partir das progénies obtidas no referido programa
de selecdo recorrente acima mencionado, utilizando a inoculacdo artificial de P.griseola
em casa de vegetacdo (LIBRELON et al., 2020; PADUA, 2017). Librelon et al.
propuseram trés ciclos de recombinacdo e selecdo em casa de vegetacdo utilizando
inoculacéo artificial de P. griseola. Para obtencao da populacéo foi utilizada uma amostra
de sementes do ciclo XVI da populagdo So do ciclo CXV do programa de selecéo
recorrente a mancha angular da UFLA em parceria com a Embrapa, as quais foram
inoculadas com o isolado 63-63. Foram selecionadas as melhores e recombinadas entre
si, obtendo-se as sementes F1 do ciclo XVI. Esse procedimento foi repetido até se obter
as sementes F1 dos ciclos do XVII que foram plantadas no campo obtendo-se as sementes
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So do ciclo XVIII, as quais foram avaliadas precocemente em casa de vegetacdo,
avaliando a eficiéncia desse método. O trabalho realizado por PADUA (2017) utilizou
uma amostra de 60 sementes da geragdo F> do ciclo XVIII do programa de selegéo
recorrente para a resisténcia a mancha angular utilizando inoculacdo artificial de
P.griseola obtida por LIBRELON et al. (2019)

para se iniciar os ciclos de selecdo. Estas sementes foram semeadas em casa de vegetacao
e intercruzadas entre si obtendo as progénies So do ciclo I (Cl) e as sementes
remanescentes foram colhidas individualmente, obtendo as progénies Soa1 e,
posteriormente semeadas em campo. Foram realizados trés ciclos de selecdo obtendo-se
as progénies So:» de cada ciclo. As progénies So:2 dos ciclos CO ao CllII foram avaliadas
em campo e casa de vegetacdo e 0 método mostrou-se eficiente para selecdo de plantas
resistentes (PADUA, 2017).

Estudos mostraram que o carater resisténcia a mancha angular apresenta
herdabilidade relativamente alta, sendo assim a sele¢cdo dos individuos para a
recombinacdo pode ser fenotipica, ja na geracdo F» (AMARO; ABREU; RAMALHO,
2007, ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010).

2.6 Selecdo Recorrente para resisténcia a antracnose

O emprego de selecdo recorrente visando resisténcia a antracnose poderia ser
questionado, considerando que os estudos do controle genético da resisténcia apontam,
conforme ja mencionado, que a resisténcia € monogénica, representando uma heranca
qualitativa (CAMPA et al., 2014; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013). Entretanto, ha
um grande nimero de genes diferentes conferindo resisténcia especifica a raga, conforme
foi observado por COSTA et al. (2017) que genes duplicados podem estar conferindo
resisténcia a racgas especificas.

Visto isso, com o intuito de desenvolver uma resisténcia duradoura, foi
desenvolvido na Universidade Federal de Lavras um programa de selecdo recorrente
visando resisténcia a antracnose (COSTA, 2019). A populagéo base foi formada por 10
linhagens de feijoeiro, sendo feito um dialelo completo para a realizagdo dos
cruzamentos. A escolha das cultivares foi baseada na resisténcia para oito linhagens
diferentes de C. lindemuthianum. Foi realizado, em casa de vegetagdo, um cruzamento

biparental e foram obtidos 45 cruzamentos (F1) que foram plantados e colhidos em bulk,
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formando a populacédo base do ciclo 0 (CO0), elas foram separadas para inocular com 8
isolados separadamente e uma mistura destes isolados. Foi realizada a selegéo das
plantas mais resistentes e elas foram intercruzadas entre si e avancadas até So:, ja as
sementes de cruzamento formaram a populagédo So do ciclo I (Cl).

Foram avaliadas as progénies So: do ciclo | (Cl) ao ciclo V (CV) inoculadas
artificialmente no estddio V2 e foi concluido que a selecdo recorrente através da
inoculacéo de diferentes isolados de C. lindemuthianum para obter progénies resisténtes

a diferentes racas do patogeno foi eficiente (COSTA, 2019).

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Resisténcia de Plantas a doencas no Departamento de Biologia da Universidade Federal

de Lavras em Lavras, Minas Gerais.

3.1 Reacdo de progénies So:2 de feijoeiro a Pseudocercospora griseola oriundas do

programa de selecdo recorrente da UFLA para resisténcia a antracnose

Foram coletadas folhas com lesdes de mancha angular em campos de feijoeiro nos
municipios de Lavras e de Lambari, no sul de Minas Gerais na safra da seca de 2017. A
partir das lesdes foram realizados os isolamentos de P. griseola para obtengéo de culturas
monosporicas. Os isolados obtidos foram conservados por meio do método de tiras de
papel. Para a avaliacdo das progénies foram conduzidos trés experimentos no
delineamento experimental de blocos casualizados (DBC) com trés repeti¢des, sendo que
um experimento foi conduzido um para o isolado LV11, outro para o isolado da raga 63-
63 e outro para uma mistura de isolados (LV3, LV11, LV13, LV21, LB2, LB4, LB7,
LB10, LB12 e LB13). Foram utilizadas 80 progénies So:» do programa de selecdo
recorrente visando resisténcia a antracnose do feijoeiro, sendo 40 do ciclo | (CI) e 40 do

ciclo V (CV), sendo 240 parcelas por experimento, totalizando 9 plantas por parcela.

Para o preparo da suspensao de conidios discos de micélio da colénia dos isolados
de P.griseola foram repicados para tubos de ensaio contendo meio BDA (batata- dextrose
— agar) e mantidos a temperatura de 24°C na incubadora (B.O.D), por um periodo de 12
dias. As progénies So:2 de feijoeiro foram semeadas em bandejas de poliestireno contendo
substrato Plantmax®, de 162 células. Apds 10 dias de plantio, as plantulas no estadio V2

foram inoculadas com uma suspenséo de conidios do patgeno, na concentragdo 2x10*
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conidios/ml de acordo com a metodologia de Pereira et al. 2011. As bandejas foram
mantidas em casa de vegetacdo com temperatura e umidade controladas (25°C e UR
85%). A avaliagdo da reacdo das progénies So:2 a P. griseola foi realizada 18 dias apos a
inoculacdo, no estagio V2 com o auxilio da escala diagramatica para a severidade da
mancha angular proposta por Librelon et al. (2015). De acordo com a escala de notas: 1-
auséncia de lesdes; 2 - 0,1 a 0,5% de area com lesdes; 3 - 0,6 a 4,0% de area com lesdes;
4 -4,1 a 7,0% de area com lesBes; 5 - 7,1 a 16% de area com lesdes; 6 - 16,1 a 26% de
area com lesoes; 7 - 26,1 a 32% de area com lesdes; 8 - 32,1 a 38% de &rea com lesdes; 9

- 38,1 a 60% de area com lesdes.

3.2 Reagdo de progénies so:2 de feijoeiro a Colletotrichum lindemuthianum oriundas

do programa de selecdo recorrente da UFLA para resisténcia a mancha angular

Para a avaliacéo das progénies Sp:» foram conduzidos trés experimentos em DBC
com trés repeticdes, sendo um para o isolado LV201 da raga 81, um para o L\VV238 da raca
65 e um para uma mistura de isolados composta por trés da raca 65 (LV238, LV134 e
CL1610), um daraca 89 (LV228), um daraca 81 (LV201) e um daraga 73 (1172). Foram
utilizadas 60 progénies Sp» oriundas do programa de sele¢do recorrente visando
resisténcia a mancha angular do feijoeiro, sendo 30 do Ciclo | (ClI) e 30 do Ciclo IV
(CIV), totalizando 180 parcelas por experimento, totalizando 9 plantas por parcela.

Para o preparo da suspensdo de conidios, cada linhagem de C. Lindemuthianum
foi repicada para placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata- dextrose- agar).
Posteriormente, pequenos pedacos de micélio foram transferidos para vagens estéreis de
feijdo comum, colocadas em tubos de ensaio contendo meio &gar-agua por um periodo de
incubacéo de 10 dias a 22°C em BOD. As progénies So:» foram semeadas em badejas de
poliestireno contendo substrato Plantmax®, de 162 células. Apés 10 dias de plantio, as
plantulas no estadio V2 foram inoculadas com uma suspensédo de conidios do patégeno
na concentracdo de 1,2 x 10° conidios/ml. Foi realizada a pulverizagio da suspensio nas
folhas e no caule. Ap6s a inoculacdo, as bandejas foram mantidas em cémara de
nebulizacdo por 48 horas com umidade relativa de 95%, temperatura de 24°C e
fotoperiodo de 12 horas. Posteriormente, foram levadas a casa de vegetacdo e mantidas
em condic¢des controladas de umidade 80% e temperatura a 24°C. A avaliacdo da

severidade da doenca foi feita apos 10 dias, utilizando uma escala diagraméaticade 1 a 9
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(Schoonhoven and Pastor-Corrales, 1987), na qual 1 indica auséncia de sintomas e 9

indica plantas mortas.
3.3 Andlise de variancia e estimativa dos par@metros genéticos e fenotipicos

Os dados obtidos quanto a severidade de mancha angular e de antracnose das
progénies So:2 dos ciclos avaliados foram submetidos as analises de variancia individuais
com auxilio do programa estatistico software R e a significancia dos efeitos foram

testados por meio do teste F.O modelo estatistico proposto foi:
Yij =+ bi + pj + €ij
em que:

Yij: observacdo referente a progénie j no bloco i;
bi: efeito de bloco i, sendoi=1,2e 3;
pj: efeito da progénie j,sendoj=1,23, .., n;

eij: erro experimental associado a observagéo Yij , com eij\N(0, ¢2).

2
. cA . . 0 CA ;- 2
Foram estimadas a variancia genética ("¢ ) , a variancia fenotipica (o¢) e a

herdabilidade no sentido amplo (h?), obtidas na avaliacdo das progénies So:2 dos ciclos |
ell
Para estimar os intervalos de confianca para as estimativas da herdabilidade,

foram obtidos os limites inferiores (LI) e superiores (LS) das estimativas de h?, de acordo
com as expressdes apresentadas por Knapp et al., (1985). Também foi estimada a acurécia

seletiva (rgg).

3.4 Estimativa da coincidéncia das progénies So, entre as avaliagdes realizadas para

as duas doencas

Para estimar a coincidéncia entre as avaliacdes realizadas por COSTA 2019 e
PADUA 2017 e a avaliacio do presente trabalho, as progénies So.» do primeiro ciclo e do
ultimo ciclo de cada trabalho, e Il foram classificadas conforme sua reacéo de resisténcia
ou suscetibilidade a P. griseola e a C. lindemuthianum. As progénies que receberam notas
de severidade, tanto para reacdo a P. griseola quanto & C. lindemuthianum , de 1 a 3 foram

consideradas resistentes e as progénies com notas superiores a 3 como suscetivel. Dessa
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maneira, foi calculado a porcentagem de progénies So. que apresentavam reacao

semelhante e diferente para ambas doencas.
3.5 Estimativa do Progresso Genético entre o primeiro e ultimo ciclo avaliado

Para estimar o Progresso Genético das 10 progénies So. mais resistentes entre o

primero e ultimo ciclo avaliado, foi utilizado a seguinte express&o:

()?CII - ico )
PG (%) =

Co

em que:

XC.. : média das progénies So:2 do ultimo ciclo.

X|

Co : média das progénies So, do primeiro ciclo.

4. RESULTADOS

4.1 Reacdo de progénies So:2 de feijoeiro a Pseudocercospora griseola oriundas do
programa de selecdo recorrente da UFLA para resisténcia a antracnose

As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos confirmam a existéncia de
variabilidade entre as progénies So nos dois ciclos seletivos para a rea¢cdo a mancha
angular, exceto para as progénies So:» do ciclo I inoculadas com o isolado LV1, sendo que
a estimativa de herdabilidade foi nula (Tabela 1). No entanto, observa-se que existe
variabilidade entre as progénies So.» do CV para este isolado. Para as estimativas dos
limites inferior e superior das notas média da severidade no CV observa-se que a

amplitude de variacdo das médias foi maior (Tabela 1).
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Tabela 1: Analise de variancia e estimativas de parametros genéticos e fenotipicos da

severidade da mancha angular de progénies So:» dos ciclos | e V (Cl e CV) de selecéo

recorrente, inoculadas com dois isolados de P. griseola (63-63 e LV1) e uma mistura de

isolados.
QM
FV GL LV11 Mistura 63-63
Bloco 2 1.60n.s. 0.53n.s. 0.68 n.s.
Progenies So:» 79 0.80 > 1.97** 3.10**
Progenies Sz ciclol 39 0.53ns L17** 2.31**
Progenies S, cicloV 39 1.10 ** 2.80 ** 3.94 **
PCI x PCV 1 0.02n.s 1.13n.s 1.14n.s
Erro 158 0.53 0.53 0.42
Total 239
cl cl cv cl cv
Médias (LI - LS) 3.94 467 453 3.07 2.94
(3.15-483) (2.88-570) (350-6.16) (2.56-6.56) (1.69-504) (1.70-5.31)

2
0¢ 0.00 0.21 0.76 0.63 117
G2

F 0.18 0.39 0.93 0.77 1.31
h? (%) (LI-LS) 0.00 54.80 81.12 81.63 89.22

(-68.90-8.04)  (17.70-69.82)  (22.47-88.12)  (67.60-88.10)  (68.50-93.22)  (68.51- 93.22)

Foan(%) 12.4 74.02 90.06 90.35 94.46

** = Interacdo significativa ; n.s = interagdo nao foi significativa
Fonte: Da autora, 2020

Houve um aumento no numero de progénies Se:> do Cl para o CV com notas de 1

a 3 (Figuras 1A e 1B, 2). Na distribuicdo de frequéncia das notas de severidade das

progénies So:2 inoculadas com os dois isolados e a mistura pode ser observada uma

tendéncia de assimetria a esquerda no CV (Figura 1B). Observa-se, de um modo geral,

que as notas de severidade das progénies So» quando inoculadas com a mistura foram

superiores e para o isolado 63-63 foram inferiores (Figura 3). Além disso, na mistura e

no LV11 passou-se de 0% de resistentes para 10 e 5%, respectivamente. Dessa forma, as

estimativas do progresso genetico para a resisténcia a mancha angular das 10 progénies

So:2 mais resistentes, do Cl para CV foram de 5,15, 12,50 e 16,13% para os isolados LV11,

63-63 e a mistura, respectivamente na reducdo das notas de severidade.
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Figura 1: Distribuicdo de frequéncia de notas de severidade da mancha angular das
progénies So:2dos Cl e CV. A) Progénies So:2 do ciclo 1.B) Progénies So:2 do ciclo V
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Fonte: Da autora, 2020

Figura 2: Porcentagem de progénies So:»> resistentes e suscetiveis aos isolados 63-63,

LV11 e a mistura de isolados de P.griseola nos ciclos I e V(Cl e CV) .
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Figura 3: Notas de severidade das progénies So:> dos ciclos | e V selecionadas para
resisténcia a mancha angular.
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Quando estimada a coincidéncia entre as progénies So:, observou-se que a
coincidéncia entre o isolado 63-63 foi maior quando comparado ao isolado LV11 e a
mistura de isolados de P. griseola (Figura 4). Além disso, a porcentagem de coincidéncia
do isolado 63-63 foi igual ou maior que 50% para 4 isolados de C. lindemuthianum
(Figura 4.a). Ja para a mistura de isolados de P. griseola, observou-se coincidéncia entre
as progénies So:2 apenas para a mistura de isolados de C. lindemuthianum, sendo que para
os demais isolados, observou-se maior quantidade de progénies So.2 resistentes aos

isolados de C.lindemuthianum e suscetivel a mistura de P.griseola (Figura 4.b).
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Figura 4) Porcentagem de coincidéncia entre as progénies Se:» do CV em relacdo aos cinco
isolados de C. lindemuthianum avaliados por COSTA 2019 e os trés isolados de P.

griseola avaliados no presente trabalho, em que R indica resisténcia e S suscetibilidade.

4.3) Isolado 63-63 de P. griseola:
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4.2 Reacdo de progénies so:2 de feijoeiro a colletotrichum lindemuthianum oriundas

do programa de selecéo recorrente da UFLA para resisténcia a mancha angular

Nas estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos, confirmou-se que houve
variabilidade entre as progénies So:2 nos dois ciclos seletivos apenas & mistura de isolados,
sendo que a estimativa da herdabilidade foi nula para as progénies So:2 dos ciclos | e IV
inoculadas com o isolado R65 e do ciclo | inoculadas com o isolado da R81. As
estimativas dos limites inferior e superior das notas médias da severidade quando
inoculadas com a mistura de isolados de C. lindemuthianum no CIV apresentaram maior

amplitude de variacdo.
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Tabela 2: Analise de variancia e estimativas de parametros genéticos e fenotipicos da
severidade da antracnose de progénies Sp:» dos ciclos | e IV (Cl e CIV) de selecdo
recorrente, inoculadas com dois isolados de C. lindemuthianum (R65 e R81) e uma

mistura de isolados.

oM
FV GL
Mistura R65 R81

Bloco 2 3,39 ** 35,60 ** 66,87 ***
Progenies Sp.» 59 6,80** 4,08 n.s. 3,81ns.
Progenies Sy ciclo | 29 6,00** 3.64n.s. 4,68 ***
Progenies So;zCiC|0 \Y4 29 7,73** 4.65n.s. 2,96 n.s.
PCIx PCIV 1 3,27** 0,04 n.s. 3,28 n.s.
Erro 118 0,78 3,71 2,977
Total 179

Cl Clv Cl CIv Cl Clv
Meédias (LI - LS) 4.07 413 3,39 3,14 3,10 337

(1,79-7,01)  (1,04-6,96) (1,19-568) (1,04-519) (1,40-588) (1,13-5,12)

05

1,74 2,32 0,00 0,00 0,57 0,00
TF 2,00 2,58 121

1,65 0,99 0,99
87,04 89,94 0,00
he (%) (LI-LS) 0,00 33,59 0,00
(75,54 - 92,39) (81,02 - 94,09) (-20,08 - 40,95)

Faen(%0) 93,30 94,80 0,00 44,95 58,00 0,00

Observa-se, de um modo geral, que as notas de severidade das progénies So:» do
ciclo I quando inoculadas com a mistura de isolados de C. lindemuthianum (Figura 7)
foram maiores do que os isolados R65 e R81. As estimativas do progresso genético para
a resisténcia a antracnose das progénies So:2, do Cl para CIV da mistura foi de 6,23% na
reducdo das notas de severidade.

Observa-se no geral, que a nota do ciclo IV a antracnose foi maior nas progénies

So:2 quando inoculadas com o isolado R81.
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Figura 5: Distribuicdo de frequéncia de notas de severidade da antracnose das progénies

So2dos Cl e CIV. A) Progénies So:2 do ciclo . B) Progénies So:2 do ciclo IV
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Figura 6: Porcentagem de progénies So:»> resistentes e suscetiveis aos isolados R65, R81

de C.
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Figura 7: Notas de severidade das progénies So:2 para antracnose
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A coincidéncia observada entre as progénies So:»> do ciclo IV, foi igual ou superior
a 50%, para a mistura de isolados e o isolado R65 de C. lindemuthianum. Ja para o
isolado R81 60% das progénies Se:» apresentaram reacdo de resisténcia ao isolado 63-63

de P. griseola e de suscetibilidade ao isolado R81.

Figura 8) Porcentagem de coincidéncia entre as progénies So2 do CIV em relacdo ao
isolado da raca 63-63 de P.griseola avaliado por PADUA 2017 e os 3 isolados de C.
lindemuthianum avaliados no presente trabalho, onde R indica resisténcia e S indica
suscetibilidade.
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5. DISCUSSAO

A distribuicdo de frequéncia das notas de severidade das progénies So:> de selecao
recorrente para antracnose, inoculadas com os dois isolados de P. griseola e a mistura de
isolados tende a uma assimetria a esquerda, principalmente para o isolado da raga 63-63
no CV, sugerindo a ocorréncia de dominancia, ou seja, um gene de efeito maior no
controle do carater. (Figura 1B). Na composicdo da populacdo base desse trabalho de
selecdo recorente visando resisténcia a antracnose foram incluidas as linhagens Ouro
Negro e MAIII-16.159 que sdo fontes de resisténcia & mancha angular (PEREIRA et al.
2015). A linhagem MAII11-16.159 é resistente ao isolado 63-63 e ha evidéncia da presenga
de um gene de efeito maior (PADUA et al., 2019), o que esta de acordo com resultados
observados no presente trabalho. Para a mistura ha uma tendéncia de simetria e neste
caso, como sdo Vvarios isolados, a resisténcia parece ser conferida por genes de pequeno

efeito, 0 que caracterizaria uma resisténcia quantitativa ou resisténcia horizontal.

O aumento do nimero de progénies So:2 do Cl para o0 CV com notas de 1 a 3
evidencia 0 aumento da resisténcia a mancha angular no decorrer dos ciclos (Figuras 1A
e 1B, 2). Deve ser ressaltado, que a selecdo neste programa foi para a resisténcia a
antracnose. Além disso, observa-se que existe variabilidade entre as progénies So:2 do
CIV ao isolado 63-63, sugerindo que ao longo dos ciclos de selecdo recorrente novas
combinacgbes genotipicas favoraveis foram surgindo. As estimativas dos limites inferior
e superior das notas média da severidade no CV corroboram para a vantagem desse

método.

O progresso genético estimado das progénies So:» para cada um dos cinco ciclos
seletivos avaliados para a antracnose foi em média de 8% para cada uma das racas de C.
lindemuthianum utilizadas (COSTA 2019). Portanto, podemos considerar que o ganho

genético indireto obtido para a resisténcia a mancha angular foi expressivo.

Além disso, a porcentagem de coincidéncia do isolado 63-63 foi igual ou maior
que 50% para 4 isolados de C. lindemuthianum (Figura 4.a). O isolado 63-63 de P.
griseola, que é um dos mais agressivos e com maior incidéncia nos campos de cultivo em
Minas Gerais, tém vencido os alelos de resisténcia de todas as cultivares diferenciadoras
(PEREIRA et al. 2015). A alta porcentagem de coincidéncia entre as progénies So:

guando inoculadas com os 4 isolados de C. lindemuthianum, pode ser devida a alguns
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desses genes de resisténcia ao isolado da raca63-63 e portranto, evidencia o envolvimento

de genes de efeito pleiotrépico ou genes ligados para a resisténcia a ambas as doencas.

J& para a mistura de isolados de P. griseola, observou-se coincidéncia entre as
progénies So do programa de selecdo recorrente para mancha angular, apenas para a
mistura de isolados de C. lindemuthianum, para os demais isolados, observou-se maior
quantidade de progénies So:» resistentes aos isolados de C.lindemuthianum e suscetiveis
a mistura de P.griseola (Figura 4.b). Esses resultados corroboram com a hipétese de que
para uma mistura de isolados de P. griseola existe uma resisténcia de heranga
quantitativa, diferente da resisténcia para antracnose, que € uma resisténcia gene a gene,
também conhecida por como resisténcia qualitativa ou vertical e é conferida por poucos
genes de efeito maior (NELSON et al. 2018; ROBINSON, 1971; VANDERPLANK,
1963). Ja para o isolado LV11 a estimativa de coincidéncia foi a mais baixa entre as
demais avaliacdes, exemplificando que sdo genes diferentes ligados ao controle da

resisténcia as duas doencas.

A reducdo das notas médias das progénies So:> do CIV quando inoculadas com a
mistura de C. lindemuthianum, de modo geral, pode ter acontecido porque estdo
envolvidos varios alelos de resisténcia devido a presenca de varias racas do patégeno, O
mesmo nao aconteceu para o isolado R81, o que é explicado devido ao carater ser
oligogénico e, provavelmente, ocorreu a fixacdo de um gene de resisténcia de efeito
maior nessas progénies So.» do CIV (PADUA 2017) por serem inoculadas com apenas
um isolado da raca 63-63 de P. griseola. Ja para o isolado da raca65, houve mais de 50%
de coincidéncia entre as progénies So:» do ciclo CIV, sugerindo que genes que conferem
resisténcia a esse isolado podem estar ligados aos genes que conferem resisténcia ao

isolado 63-63 ou apresentam efeito pleiotrépico.

O ganho genético estimado das progénies So para cada um dos quatro ciclos
seletivos avaliados a mancha angular foi em média de 14,83% para a avaliagdo em casa
de vegetacio (PADUA 2017). Portanto, podemos considerar que o ganho genético
indireto obtido quando inoculado uma mistura de isolados para a resisténcia a antracnose

foi expressivo.

A resisténcia a patdgenos no feijoeiro é devida a varios genes que estdo
localizados em clusters nas regifes subteloméricas dos grupos de ligacdo (MURUBE et

al., 2019). Dois genes no gendtipo da cultivar G10909, presentes nos cromossomos Pv04
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e Pv08 conferem resisténcia a raca 63-63 (MAHUKU et al.,2011; NAY et al., 2019).
Além disso, foram relatados 3 genes dominantes independentes para resisténcia a mancha
angular, denominados Phg-1, Phg-2 e Phg-3 presentes nos cromossomos Pv01, Pv08 e
Pv04, respectivamente (NAY et al., 2019). Os alelos Phg-3 que confere resisténcia a
mancha angular e Co-34 a antracnose presentes na cutivar Ouro Negro conferem
resisténcia a pelo menos 21 ragas de C. lindemuthianum e sete ragas de P. griseola,
incluindo também a raga 63-63 (FALEIRO et al. 2001, 2003; GOLCALVES-VIDIGAL
e KELLY, 2006; RAGAGNIN et al.2009; NAY et al., 2019). Além disso, foram relatados
dois QTLs, Phg-4 e Phg-5, nos cromossomos Pv04 e Pv 10 (KELLER et al., 2015; NAY
et al., 2019). o trabalho de mapeamento associativo realizado por COSTA 2019, mostrou
que genes que conferem resisténcia aos isolados Lv134 e Lv268 da raca 65 C.

lindemuthianum estédo presentes no cromossomo Pv04.

O estudo feito por Gongalves-Vidigal et al. (2011) visando estudar a heranca da
resiténcia da linhagem AND277 a antracnose e a mancha angular, verificou que um alelo
dominante Phg-1 é responsavel pela resisténcia a raca 63-23 de P.griseola., o qual
encontra-se no grupo de ligacdo Pv01 de feijoeiro, fortemente ligado ao gene que confere
resisténcia a varias racas de C. lindemuthianum, formando assim, um cluster de genes de
resisténcia. (GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011). Ja o estudo realizado por Fritsche et
al. 2019, mostrou uma reacao independente das linhagens avaliadas quanto a severidade
a mancha angular e a antracnose, ndo tendo uma correlacdo alta, o que explicado pelo
fato dos SNPs associados aos principais QTLs das doencas estdo localizados em
cromossomos diferentes. Isso & importante pois demonstra que pode-se selecionar
gendtipos resistentes para ambas doencas a0 mesmo tempo, Visto que tais caracteristicas

encontram-se em diferentes cromossos no estudo realizado.

Dessa maneira, podemos considerar que o ganho genético indireto obtido tanto
para a resisténcia aos isolados de P. griseola e a mistura de isolados avaliados quanto
para a resisténcia a mistura de isolados de C. lindemuthianum foi expressivo. Portanto, 0s
alelos de resisténcia selecionados para a antracnose podem também ter efeito pleiotropico
ou estdo ligados a genes que conferem resisténcia a mancha angular, o que tem sido
relatado na literatura (NAY et al 2019).
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6. CONCLUSAO

A antracnose do feijoeiro, assim como a mancha angular, sdo consideradas as
principais doencas que acometem a cultura. Dessa forma, é interessante que a selecéo
direta para uma doenga possa selecionar indiretamente para outra doenga, mostrando que
ambos o0s programas devem ser continuados pela variabildiade existente. No presente
trabalho foi possivel observar, principalmente para a avaliacdo da mistura de isolados,
que ocorreu coincidéncia entre as progénies avaliadas para ambas as doencas,
comprovando que a sele¢do recorrente € um método dinamico e eficaz para o acumulo de

alelos favoraveis a resisténcia a patdgenos.
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