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MOURA, RAFAELI RAMOS. Associacdo de marcadores RAPD a locos de feijoeiro a
Colletotrichum lindemuthianum. 2005, 94f. Dissertacdo (Mestrado em Melhoramento
Vegetal)- Pés Graduacdo - IAC.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a associagcdo de locos de resisténcia as ragas
31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum de 248 acessos de feijoeiro, de interesse
agronémico, a marcadores moleculares RAPD ligados aos genes de resisténcia Co-1, Co-2,
Co-4, Co-4%, Co-5 e Co-6. Os marcadores foram gerados por 19 primers RAPD, cuja
amplificacdo de fragmentos, de tamanho especifico esperado, indicava a presenca ou
auséncia do gene de resisténcia no acesso estudado. Os resultados desse estudo indicaram o
gene Co-6 como o mais freqlente no germoplasma analisado, identificado pelos
marcadores A220(94o), AH1(730), AK20(390), 29(950) e Z4(560), seguido dos genes Co-5
(AB3(sg)), Co-1 (F10(s30)), Co-4 (Y20(s30), C8900), B3(1800), J1(1380), 116850y € Al8(g30)), CoO-
4% (H18830), AS13(950), AL9740y) €, por dltimo, Co-2, identificado pelos marcadores Q414
e H20us0). Os seguintes genotipos e respectivos genes de resisténcia C. lindemuthianum
antracnose foram selecionados para serem empregados na recombinacdo de linhagens para
fins de melhoramento: Durango-222 (Co-1, Co-4, Co-4% e Co-5), G5207 (Co-1, Co-4, Co-5
e Co-6), CF- 840743 (Co-3, Co-4* e Co-6) e D. Calima (Co-4, Co-5 e Co-6). Alguns
acessos resistentes as ragas inoculadas, que nao apresentaram nenhuma das marcas RAPD
testadas, podem indicar a acdo de novas fontes ou fatores complementares de resisténcia a
doenca e, portanto, merecem a atengdo para estudos futuros. Os resultados obtidos no
presente estudo sdo preliminares e representam o inicio da aplicacdo da selecdo assistida
para selecdo de linhagens de feijoeiro resistentes a antracnose no programa de
melhoramento genético do feijoeiro no IAC.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, antracnose, Phaseolus vulgaris, feijao,
selecdo assistida.



MOURA, RAFAELI RAMOS. Association of molecular markers RAPD with locus of
anthracnose resistence of the common bean to Colletotrichum lindemuthianum. 2005. 94f.
Dissertacdo (Mestrado em Melhoramento Vegetal)- P6s Graduacéo - 1AC.

ABSTRACT

This work was carried out in order to evaluate the association to three races 31, 65 and 89
Colletotrichum lindemuthianum resistance loci of 248 beans, genotypes with agronomic,
interest and RAPD markers linked to resistance genes Co-1, Co-2, Co-4, Co-4%, Co-5 and
Co-6. The markers were obtained by 19 primers RAPD, whose specific fragments,
indicated the presence or absence of the resistance gene in the studied genotype. The results
of this study have shown that the gene Co-6 was the most frequent in the sample identified
by the markers (AZZO(940), AH1(780), AKZO(ggo), 29(950) and Z4(560)), and Co-5 (AB3(450)),
Co-1 (F10(530)), Co-4 (Y20(830), 08(900), B3(1goo), Jl(lggo), |16(850) and A18(33o)), CO-42
(H18(830), AS:|.3(950), AL9(740)) and Co-2, by Q4(144o) e H20(450). The following genotypes
and respectives C. lindemuthianum resistance genes were selected with the objective of
being used in breeding programs: Durango-222 (Co-1, Co-4, Co-4?and Co-5), G5207 (Co-
1, Co-4, Co-5 and Co-6), CF- 840743 (Co-3, Co-4° and Co-6) and D. Calima (Co-4, Co-5
and Co-6). Some resistent genotype to the inoculated races that didn t show any marks of
tested, RAPD may indicate the action of new sources and complementary disease resistance
factors and, therefore, may be used in further studies. The results obtained are preliminaries
and represents the beguining of assisted selection aplication in the breeding program of
common bean at IAC.

KEY-WORDS Colletotrichum lindemuthianum, anthracnosis, Phaseolus vulgaris, common
bean, assisted selection.



1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta da familia das leguminosas com
valor protéico de cerca de 22% (VIEIRA, 1999), sendo considerado um alimento bésico de
grande parte da populacdo americana, especialmente na América Latina e alguns paises

africanos (CIAT, 1990).

O Brasil € 0 maior produtor mundial de feijdo, em que é consumido e produzido
praticamente em todos os seus Estados (VOYSEST, 1983; SANDERS & SCHWARTZ,
1999). No entanto, a produtividade média é considerada baixa, em torno de 700 Kg/ha,
quando comparada ao potencial genético apresentado por algumas cultivares melhoradas,
que podem chegar a 4.000Kg /ha. O baixo nivel de producdo é devido a vérios fatores,

dentre os quais, encontra-se a elevada incidéncia de doengas na cultura.

Existem mais de 200 doengas que afetam a cultura do feijoeiro (BIANCHINI et al.,
1989) e dentre elas, a antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magn.) Scribner, tem-se constituido numa das mais importante pela sua ocorréncia, em
varias regides nas trés épocas de cultivo do feijoeiro; das aguas com plantios em agosto-
setembro, da seca em janeiro-fevereiro e de inverno em maio-junho e pelo fato de que o

patdgeno possui elevada variabilidade patogénica. Essa variabilidade pode dificultar a



obtencdo de uma cultivar com ampla resisténcia &s racas do fungo nos programas de

melhoramento genético (TALAMINI et al., 2002).

Dessa maneira, é necessario monitorar as racas de C. lindemuthianum,
principalmente nas regifes que propiciem maior desenvolvimento da doenca, para se
conhecer melhor a dindmica do patégeno e sua interacdo com os genes de feijoeiro que

proporcionem resisténcia a essas racas.

Neste sentido, a existéncia de muitos genes especificos na planta hospedeira
responsaveis por conferir resisténcia as muitas racas fisiologicas do patdgeno possibilita
aumentar a vida util das cultivares, através da incorporacdo de alelos dos genes de

resisténcia em uma mesma cultivar (PEDERSEN, 1988; MIKLAS et al., 1996).

Nos programas de melhoramento vegetal, os marcadores moleculares tém sido
amplamente utilizados como ferramentas para auxiliar o processo de introgressao de genes
especificos, no entendimento das relacGes alélicas entre as fontes de resisténcia e para
caracterizacdo do germoplasma, visando a conservagdo dos recursos genéticos ex situ, de

forma a preservar a maxima variabilidade genética, possivel de interesse.

Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), estreitamente
ligados aos genes de resisténcia, tém sido usados na selecdo de caracteres complexos e na
piramidacdo de genes numa mesma cultivar, constituindo-se numa eficiente estratégia para
a selecdo de plantas, portadoras de alelos de resisténcia de um ou mais genes, independente
da condicdo ambiental para expressdo do cardter em estudo (FERREIRA &

GRATTAPAGLIA, 1998).



A técnica RAPD é muito utilizada em estudos de genética de plantas pois sua
aplicacdo € bastante simples e rapida se comparada a outras técnicas de marcadores
moleculares e possui a vantagem de se estudar muitos individuos em pequeno espago de

tempo, com pouca méo-de-obra e recursos limitados.

No caso especifico da antracnose, muitos autores marcaram 0s genes de resisténcia
através da ligacdo dos mesmos com marcadores RAPD. Diante disso e visando auxiliar as
selecdes finais de plantas resistentes a C. lindemuthianum e oferecer subsidios a introducgéo
da selecéo assistida por marcadores moleculares no programa de melhoramento genético do

feijoeiro do Instituto Agrondmico-Campinas (IAC), o presente estudo teve como objetivos:

a) A partir de marcadores RAPD previamente conhecidos e relacionados a locos de
resisténcia a antracnose, verificar a presenca dos mesmos em germoplasma de feijoeiro

do IAC submetidos a infec¢do pelas ragas fisiologicas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum.

b) Oferecer subsidios para iniciar estudos de selecdo assistida por marcadores para a

resisténcia a C. lindemuthianum, e;

c) Organizar as informacdes existentes e realizar caracterizacdo complementar dos acessos

do banco de germoplasma de feijoeiro do IAC, por marcadores RAPDs.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas Gerais do Feijoeiro Comum (Phaseolus vulgaris L.)

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) & uma espécie diploide com 22 cromossomos,
pertencente a ordem Rosales e & familia Leguminoseae. E uma planta herbéacea de habito de
crescimento determinado (ereto, terminando em inflorescéncia) ou indeterminado (nunca
termina em inflorescéncia). A sua reproducdo € por autofecundacdo, devido ao mecanismo

de cleistogamia, com apenas 5% de fecundacéo cruzada (CIAT, 1974).

Com base em estudos de padrbes eletroforéticos da faseolina, proteina de reserva
das sementes, Gepts (1984) propds trés centros de origem e domesticacdo para a espécie:

Mesoamericano e Andino, este subdividindo-se em sul e norte.

Os feijoeiros pertencentes ao grupo Mesoamericano estendem-se desde o sudeste de
Estados Unidos até o Panam4, tendo como principais zonas o México e a Guatemala,
possuindo sementes pequenas e faseolina do tipo S. Os Andinos se dividem em sul dos
Andes, regido que abrange desde o norte do Peru até as provincias do noroeste da
Argentina; e o norte dos Andes, que abrange desde a Colémbia e a Venezuela, até o norte
do Peru sendo, portanto, preconizado como duas areas de domesticacdo. O feijoeiro

originado nestas regides possui sementes maiores e com faseolina tipos T, C, H e A.



Ao Brasil provavelmente o feijoeiro veio por pelo menos duas rotas distintas, de
acordo com Gepts (1988), pois ha a ocorréncia tanto de feijoes pequenos como grandes. Da
América Central foram introduzidos feijoes pequenos, pretos, marrons-claros e mulatinhos
(GEPTS & BLISS, 1986) e, dos Andes, feijoes grandes de tipos variados como Jalo,

Pintado e outros.

2.2. Importéancia Econémica do feijoeiro

Em termos de importancia econémica, o feijoeiro comum corresponde a 95% dos
feijoes cultivados no mundo (MARIOT, 1989). A sua producdo no Brasil tem-se mantido
ao redor de trés milhdes de toneladas anuais, podendo ocupar uma area aproximada de
2.125 Km?, se considerada a producdo simultanea e distribuicdo imediata (BULISANI,
2003). Apesar disso, € uma planta geneticamente pouco estudada, quando comparada a

outras culturas como o milho, ervilha ou tomate (NODARI et al., 1992).

Apesar da grande area de producdo de feijdo no Brasil, muitos trabalhos tém
demonstrado que a produtividade nacional é relativamente baixa (500-700 Kg/ha), se
comparada ao potencial genético apresentado pelas cultivares atualmente recomendadas
para cultivo (3.000 a 4.000 Kg/ha), segundo o Sistema Brasileiro de Avaliacao e
Recomendacéo de Cultivares e o Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC/
SDR/ MAPA) (INFORMACOES ECONOMICAS, 2003).

2.3. Antracnose



Dentre as diversas causas da baixa produtividade estdo as doencas no Estado de Séo
Paulo, destacam-se a antracnose, 0 crestamento- bacteriano comum, a mancha angular, a
murcha de fusarium, a ferrugem e o0 mosaico-comum e dourado. A maioria dos agentes
causais dessas doencas apresenta variabilidade patogénica que, podem ser disseminadas
pelas sementes que sdo uns eficientes meios de disseminacdo (OLARI et al., 1973;
PARADELA FILHO & POMPEU, 1975; MENEZES,1985; DUDIENAS & POMPEU,

1985).

Das principais doencas, a antracnose, causada pelo fungo C. lindemuthianum, tem-
se constituido nos ultimos anos na mais importante pela sua ocorréncia nas trés épocas de
cultivo do feijoeiro (CANTERI et al., 1999): das aguas, da seca e de inverno, com plantios
em agosto-setembro, janeiro-fevereiro e maio-junho, respectivamente, sendo frequente ndo
apenas no Estado de Sdo Paulo, mas também nos outros principais Estados produtores de
feijdo no Brasil como Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Minas Gerais, Bahia,
Pernambuco, Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba (RAVA et al., 1994; ALZATE-

MARIN et al., 2003).

O desenvolvimento dos sintomas da antracnose é favorecido, principalmente, em
regides de temperaturas moderadas a frias, com alta umidade relativa do ar e quando se
reutilizam sementes infectadas pelo patdgeno, chegando a proporcionar perdas de até
100%, como o ocorrido em alguns paises da América Central, América do Sul, Asia e

Africa (VECHIATO, 1996).



2.3.1. Colletotrichum lindemuthianum e racas fisioldgicas

O C. lindemuthianum é o causador da antracnose no feijoeiro comum e sob a forma
imperfeita o pertence & Classe Coelomycetes e a Ordem Melanconiales (MAGALLANES,

1997).

O patogeno infecta a superficie foliar através da germinacao dos conidios que, sob
temperaturas entre 13 e 27°C e alta umidade proporcionam as melhores condi¢cfes para o
desenvolvimento da doenca (VIEIRA, 1967). Temperaturas superiores a 30°C e inferiores a
13°C limitam tanto a infeccdo como o desenvolvimento do fungo sendo que, de um cultivo
a outro, o patdgeno sobrevive, pois o micélio fica dormente na semente, nos cotilédones ou

restos culturais, na forma de esporos.

Os sintomas da antracnose podem aparecer em toda a parte aérea da planta. As
lesbes da base do caule crescem podendo causar podriddo de coloragdo preta,
enfraquecendo-o e tornando-o incapaz de suportar a copa da planta (ZAUMEYER &
THOMAS, 1957; ZAMBOLIN & CHAVES, 1978). As lesGes estdo em maior freqliéncia
na superficie inferior das folhas, nas nervuras, em peciolos e vagens (CANTERI et al.,

1999).

Segundo Magallanes (1997), os autores Kimati e Galli (1970); Batista e
Chaves (1982); Rava et al. (1993); Rava, Purchio e Satorato (1994) e

Balardin et al. (1997) descrevem que tanto a forma imperfeita quanto a



perfeita, sdo altamente variaveis e diferenciam-se em tipos fisiologicos e
genéticos que afetam de forma diferenciada as determinadas cultivares de um

mesmo hospedeiro.

Azevedo (1976) ressalta que a mutacdo ndo € a Unica responsavel pela variabilidade
patogéncia. A heterocariose, a recombinacdo sexual, a recombinagdo assexual ou
parassexualidade e determinantes citoplasmaticos também sdo fontes para a diversidade
genética existente entre os fungos. Sendo assim, o estudo de qualquer destes processos ja
contribuiria para o melhor conhecimento do comportamento genético do fungo

(MAGALLANES, 1997).

O primeiro estudo sobre a variabilidade de C. lindemuthianum foi realizada por
Barrus (1911), que identificou as racas Alfa e Beta. A raca Gama foi identificada por
Burkholder (1932) e as ragas Delta, Epsilon, Kappa e Alfa-Brasil por Andrus & Wade
(1942), Blondet (1963), Kriiger et al. (1997) e Fouiloux (1975), respectivamente (Apud:

THOMAZELLA et al. 2000)

Descrita por Dudienas & Pompeu (1985); Kimati (1966), Aradjo (1973); Oliveira et
al. (1973); Oliari et al. (1973); Pio-Ribeiro & Chavez (1975a) e (1975b); Menezes (1985);
Menezes et al. (1982), a antiga classificacdo da variabilidade patogénica de C.
lindemuthianum, antes representada pelos grupos Alfa, Beta, Gama, Delta, Mexicano I,
Mexicano I, Brasileiro | e Brasileiro 11 e as racgas fisiologicas dentro destes grupos Alfa,
Alfa BR, Epsilon, Eta, Gama, Delta, Teta, Lambda, Capa, Mu, Mexicano |, Mexicano Il,

Brasileiro I, Zeta, Brasileiro Il e Sigma. A partir de 1998 mudou para um novo sistema de



classificacdo de numero binario proposto na primeira Reunido Latino Americana de
Antracnose do Feijoeiro realizada em Cali, Colémbia (CIAT, 1990), deixando a antiga

denominacgédo usada desde 1918 (CARBONELL et al., 1999).

Nesta mesma reunido também foi decidida a padronizacdo de um conjunto de doze
variedades diferenciadoras internacionalmente aceitas para classificar e confirmar as ragas
do patégeno de acordo com o sistema binario, que caracteriza as diferentes respostas de
infeccdo causada pelas variantes (racas ou patétipos) de C. lindemunthianum (CIAT, 1990)
e, diante disso, a questdo da variabilidade do nimero de variedades utilizado por muitos

pesquisadores foi solucionada (PASTOR-CORRALES, 1992), conforme descrito na tabela
1.

Tabela 1. Exemplo de classificag¢do de raga fisioldgica de Colletotrichum lindemuthianum, em
funcdo da reacdo das doze variedades diferenciadoras do feijoeiro

Exemplo de isolado

Ordem Variedade Valor Peru Costa
diferenciadora binario Rica

1 Michelite ° 1 R(0) S(1)
2 MDRK? 2 S(2) R(0)
3 Perry Marron® 4 S(4) R(0)
4 Cornell 49242° 8 R(0) R(8)
5 Widusa® 16 R(0) S(16)
6 Kaboom® 32 R(0) 5(0)
7 Mexico 222" 64 R(0) R(64)
8 P1207262°" 128 R(0) S(128)
9 TO" 256 R(0) S(256)
10 TU® 512 R(0) R(0)
11 AB 136" 1024 R(0) S(1024)
12 G2333° 2048 R(0) S(2048)
Ra(;a ! 6 3545

1 A designacgéo das racas é obtida pela soma dos valores binarios das variedades
diferenciadoras suscetiveis.

2 Genétipos Andinos; ® Genétipos Mesoamericanos



Segundo os autores Gepts (1988) e Alzate-Marin et al. (1999a), existe uma co-
evolucdo na origem das ragas de C. lindemuthianum com a origem de seu hospedeiro P.
vulgaris, ou seja, os isolados originados de genétipos mesoamericanos tendem a ser
mais agressivos em plantas de origem mesoamericana e isolados andinos mais
agressivos em geno6tipo andinos. Estudos realizados por Sicard et al. (1997) também
relatam a existéncia de uma co-evolugdo patdégeno hospedeiro para Phaeoisariopis
griseola, agente causal da mancha-angular em feijoeiro.

A interacdo entre origem do hospedeiro e origem do patdégeno também foi
verificada por diversos autores como Balardin & Kelly (1998), que estudaram 62
gendtipos de feijoeiro procedentes do Brasil, Republica Dominicana, Honduras, México
e Estados Unidos e classificados nos dois conjuntos génicos Andinos e Mesoamericanos
e algumas racas distintas de C. lindemuthianum procedentes da Argentina, Brasil,
Colébmbia, Costa Rica, Republica Dominicana, Honduras, México, Peru e Estados
Unidos, observaram que as racas Mesoamericanas eram virulentas nos genotipos
Andinos e Mesoamericanos que as ragas Andinas foram virulentas em genotipos
andinos. Melotto & Kelly (2000) relatam que o fato do germoplasma vindo de ambos os
conjuntos ser suscetivel as racas Mesoamericanas é porque esse grupo apresenta maior
diversidade patogénica.

Thomazella et al. (2000) e Alzate-Marin et al. (2003) relataram, em um estudo
feito no Estado no Parana com as ragas 7, 31, 69, 65, 73, 81, 87, 89 e 95 de C.
lindemuthianum, que dentre as doze diferenciadoras, apenas seis foram resistentes a
todos os isolados sendo que, das cultivares Mesoamericanas, apenas Michelite, México
222 e Cornell 49-242 foram suscetiveis e, das Andinas, apenas Kabbon foi resistente a
todas as racas estudadas. A raca 31 foi virulenta para Michelite, DarK Red Kidney,
Perry Marron, Cornell 49-242 e Widusa. As ragas 65 e 73 foram virulentas em diferentes
cultivares Mesoamericanas, porque foram isoladas de cultivares pertencentes ao
conjunto génico Mesoamericano, mostrando, dessa maneira, a especializagéo do
patdgeno ao conjunto génico do hospedeiro P. vulgaris.

Das 35 racas do patdgeno ja identificadas no Brasil (1, 7, 8, 23, 31, 55, 64, 65,
67,69, 71,72,73,75,79, 81, 83, 86, 87, 89, 95, 97, 101, 102, 117, 119, 121, 137, 217,
249, 320, 339, 343, 453, e 585) (ANDRADE et al., 1999; THOMAZELLA et al., 2000)
0s patdtipos mais freqlientes foram os 65, 72, 73, 81, e 89 (ALZATE-MARIN et al.,
2003). Destes, a raca 89, que estava geograficamente restrita a regido sudoeste do Estado
de S&o Paulo nas proximidades do municipio de Cap&o Bonito e Itararé, aparece agora
também em Campinas (CARBONELL et al., 1999) e as racas 65, 81 e 89 sdo mais
freqlientes no Estado do Parana. A ampla distribuicdo das racas indica a adaptacdo
destas, facilitada pelo livre comércio de grdos entre os Estados e pela reutilizacdo por
muitos produtores dos mesmos graos para futuros plantios em uma mesma area,



acarretando aumento no potencial de inoculo do patdégeno de uma safra para outra,
segundo Thomazella et al. (2000).

Neste contexto, ha a necessidade de se monitorar as racas de C. lindemuthianum,
principalmente nas regifes em que a antracnose pode apresentar alta taxa de progresso,
tanto para o conhecimento da genética do fungo e sua interacdo com 0s genes de resisténcia
“raca-especificos”, como para se ter conhecimento basico necessario para conducdo de
programas de melhoramento de plantas e desenvolvimento de cultivares resistentes por

periodos prolongados de tempo (RAVA et al., 1994).

2.3.2. Fontes de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum

O problema da variabilidade de C. lindemuthianum pode ser solucionado devido a
existéncia de muitos genes “raca-especificos” nos hospedeiros que conferem resisténcia as
muitas ragas do patdgeno (FALEIRO et al., 2003). No caso especifico da antracnose, estes
genes eram nomeados por letras como o0 gene ‘A’ presente na cultivar Michigam Dark Red
Kidney (BURKHOLDER, 1918), o gene ‘Are’ em Cornell 49-242 (MASTENBROEK,
1960), os genes ‘Mexl’, ‘Mex2’ e ‘Mex3’ presente em Mex 222, TO e TU,
respectivamente (FOUILLOUX, 1979), até 1996, quando uma nova nomenclatura foi

proposta pelos pesquisadores Young e Kelly (Apud: YOUNG et al., 1998).

Os genes dominates passaram a ser representados pelo simbolo Co, que significa
Colletotrichum, seguido de um ndmero que indica a ordem de identificagdo do gene de
resisténcia ao patdgeno e aos alelos de cada gene, por um nimero expoente (também

seguindo a ordem de identificacdo) ao nimero ordinal do gene (Tabela 2).



Os genes de resisténcia possuem muitos alelos especificos, proporcionais a
diversidade de genes de aviruléncia existentes nas racas do patégeno, os quais podem ser
incorporados em uma mesma cultivar possibilitando o aumento da vida atil da cultivar no
campo (MUNDT, 1990; YOUNG & KELLY, 1996; MIKLAS et al., 1996; ITO et al.,

1996; KELLY & MIKLAS, 1998; CASTANHEIRA et al., 1999).

Tabela 2: Principais genes responsaveis por conferir resisténcia a Colletotrichum

Gene Fonte Referéncia

A Co-1  MDRK, Seaferer, Kaboon, Young et al. (1998); Thomazella et al .(2000)
Perry Marrow, Sanilac
AdamBlondon et al . (1994); Young & Kelly (1996);
Are Co-2 Cornell 49-242, Seaforth Young et al. (1998); Alzate-Marin et al. (2003)

Mex1 Co-3 Meéxico 222 Costa et al . (2000)
Mex2 Co-4 TO Costa et al . (2000)
Co-4(2 G2333, SEL 1308 Young et al. (1998); Alzate-Marin et al . (1999b);

Mex3  Co-5 TU, G2333, SEL 1360 Young & Kelly, (1996); Alzate-Marin et al . (2000)
Young & Kelly, (1996); Alzate-Marin et al .(2000)

Co-6 AB136, Catrachita Costa et al. (2000)
Co-7 G2333 Pastor-Corrales et al . (1994);Young et al .(1998)
co-8 AB136 Alzate-Marin et al . (1997); (2000)

Os genes dominantes como Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6 e Co-7 foram
identificados nas cultivares MDRK, Cornell 49-242, México 222, TO, TU, AB136 e G2333
(MASTENBROEK, 1960; FOILLOUX, 1976; SCHWARTZ et al.,, 1982; PASTOR-
CORRALES et al., 1994; YOUNG et al., 1998) e o gene recessivo, co-8, na cultivar

AB136 (ALZATE-MARIN et al., 1997b).



Em 2001, Alzate-Marin identificou um novo gene de resisténcia a antracnose (Co-
10) presente na cultivar de feijoeiro “Ouro Negro”, conferindo resisténcia a 17 patotipos de
C. lindemuthianum (ALZATE-MARIN et al., 2002) e dois novos alelos nomeados de Co-4°
e Co-9, na cultivar “Pl 207.262” (ALZATE-MARIN et al., 2001le, ALZATE-MARIN et
al., 2002) e um nomeado de Co-1%, na cultivar “AND 277” (ALZATE-MARIN et al.,

2003).

Enquanto a cultivar AB136 possui um gene dominante (Co-6) e um recessivo (co-
8), a cultivar G2333 possui genes independentes duplicados (PASTOR-CORRALES, et al.,
1994). Além do Co-4% essa cultivar possui outros dois alelos de resisténcia, Co-7 e Co-5
(YOUNG et al., 1998). Com relacdo ao alelo Co-7, as informagdes sobre ele sdo reduzidas
se comparadas a grande quantidade de informacdes disponiveis em literatura sobre o0s
demais alelos de resisténcia. Isso ocorre pelo fato desse alelo ter sido originalmente
identificado na cultivar G2333, juntamente com o Co-4%, que por conferir resisténcia a um
numero muito grande de ragas, praticamente encobre o seu efeito (PASTOR-CORRALES

et al., 1994).

A cultivar Cornell 49-242, possuidora do gene Co-2, é uma das mais antigas fontes
de resisténcia a antracnose, apresentando resisténcia a 22 das 35 ragas de C.
lindemuthianum identificadas no Brasil (ALZATE-MARIN et al., 2003). Dentre as racas do
patdgeno incompativeis a essa cultivar estdo a 65 (RAVA et al., 1994; ANDRADE et al.,
1999) e 31 (THOMAZELLA et al., 2000) e, compativel, a raca 89 (ALZATE-MARIN et
al., 2003; RAVA et al., 1994). Os autores Bonett et al. (2001) concluiram que para as racas

31 e 89 existe dominancia completa e dominancia parcial para 65, em um estudo com



algumas cultivares, dentre as quais Cornell 49-242. Segundo Young & Kelly (1997), os

genes Co-1 e Co-2 conferem resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum (Tabela 3).

Os alelos Co-12, Co-13, Co-3% e Co-4? foram identificados nas cultivares Kabbon,

Perry Marron, México 227 e SEL 1308 (YOUNG et al., 1998; MELOTTO & KELLY,

2000), respectivamente, sendo que, o alelo Co-4° é considerado um dos mais importantes

por proporcionar resisténcia a todas as racas identificadas no Brasil.

Tabela 3: Fontes de resisténcia as racas de Colletotrichum lindemuthianum

Fonte de Racas de Colletotrichum lindemuthianum
resisténcia incompativeis a fonte
Co-1 65 73
Co-2 7 31 65
Co-4 65 89 521
Co-4(2) 7 23 64 73 89 521 1545 2047
Co-5 73 89
Co-6 65 89 521
co-8 89

Fonte: Alzate-Marin et al., 2003; Andrade et al., 1999; Bonett, et al., 2000; Gongalves-
Vidigal et al., 1997; Young & Kelly, 1997; Thomazella et al., 2000.

Goncalves-Vidigal et al. (1997), inocularam as cultivares Michelite, Dark Red

Kidney, Perry Marron, Cornell 49242, AB 136 e Pl 207262 com as ragas 31 e 69 e

observaram a transmissao independente de seis genes dominantes para a raga 69 (Co-2, Co-

1, Co-4, um designado B e dois genes dominantes Y e X que se interagem) e que para a

raca 31 a resisténcia € decorrente da acdo de um gene dominante denominado Q e ou da

acao complementar dos genes dominantes O e R.



Os simbolos genéticos Q e B utilizados para descrever 0s genes putativos que
condicionam resisténcia na cultivar AB136 as ragas 31 e 69, respectivamente, foram
assumidos como Co-6 em um estudo realizado por Gongalves-Vidigal et al. (2001), em
que concluem que apenas um gene controla a resisténcia nesta cultivar, o qual pode ser
verificado pela auséncia de recombinantes entre os dois supostos genes (Q e B) em
populacgdo Fy.3

Neste contexto, Young & Kelly (1997) sugerem a piramidacdo de genes vindos dos
dois conjuntos génicos, Mesoamericano e Andino, com a finalidade de prolongar a
resisténcia a antracnose em uma cultivar. Young et al. (1998) recomendam como melhor
fonte de resisténcia em genétipos Mesoamericanos 0 uso do gene Co-5 presente em
SEL1360, TU, G2333 ou G2338. Ja Melotto & Kelly (2000) recomendam, como fonte de
resisténcia Andina, o uso de todos os alelos de Co-1 presente em Perry Marron, Kabbon, e
de Co-4 presente em SEL 1308, G2333 ou G2338, citando tambem o exemplo do gene Co-
1 (Andino) que confere resisténcia a raca 73 (Mesoamericana) e o gene Co-2

(Mesoamericano) a raga 7 (Andina).

Estes dados mostram a importancia das variedades possuidoras de genes raga-
especificos que, além de serem usadas como diferenciadoras em trabalhos desenvolvidos
para a caracterizacdo de classificacdo de patdtipos de C. lindemuthianum (RAVA et al.,
1994), sdo também usadas como fontes de alelos de resisténcia, que auxiliam tanto aos
programas de melhoramento convencionais quanto aqueles que visam a “piramidacao” de

genes de resisténcia (CARBONELL et al., 1999; SHARMA et al., 1999).

2.4. Selecdo Assistida no Melhoramento Genético Vegetal

2.4.1. Marcadores moleculares RAPD (Random amplified polymorphic DNA)



Nos Ultimos anos, as pesquisas de genética de plantas no exterior tém utilizado com
maior freqliéncia as ferramentas da biotecnologia, a exemplo daquelas que envolvem o
feijoeiro (ABREU et al., 1996). Tais estudos contemplam varios tipos de marcadores
moleculares, os quais sdo aplicados em analises de diversidade genética de recursos
genéticos, na construcao de mapas genéticos como também para localizacdo de genes e

selecdo assistida (BRIAND et al., 1998; JOHNS et al., 1997).

A selecéo assistida por marcadores € uma préatica que permite a selecdo indireta
de caracteres, que tenham 0s genes responsaveis por eles fortemente ligados aos
marcadores moleculares. Tem sido bastante explorada no melhoramento de
caracteristicas de heranca qualitativa, como por exemplo, os genes de resisténcia a
doencas e a pragas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998), eliminando assim as
andlises das inoculaces, as avaliacOes e a selecdo de plantas portadoras desses ou mais

genes (SILVA & SANTOQOS, 2001).

Nos programas de melhoramento, os marcadores morfoldgicos sao tradicionalmente
utilizados visando estudar a segregacdo dos genes a eles ligados e nas anédlises de
diversidade genética. Em feijoeiro € muito comum o uso de descritores botanicos, tais
como hébito de crescimento, tipo de semente e resisténcia a doencas e pragas (SINGH et
al., 1991). Sax (1993) verificou em feijao que as diferencas nas médias do peso de graos
estavam associadas a cor de sementes. Este trabalho foi uma das primeiras tentativas de
caracterizacao individual dos locos envolvidos na expressdo de um carater quantitativo com
0 auxilio de marcadores morfoldgicos (QTL’s-Quantitative Trait Loci). Mais recentemente

e utilizando 23 descritores agromorfolégicos, quantitativos e qualitativos, Chiorato (2004)



realizou estudo sobre a diversidade genética de 1000 acessos de feijoeiro, concluindo serem
alguns descritores mais informativos do que outros para estruturar e quantificar a

diversidade genética do germoplasma estudado.

Entretanto, alguns descritores sdo fortemente influenciados por fatores como acéo
génica de dominancia, efeito ambiental, pleiotropia e epistasia, tornando menos estaveis
suas caracterizacbes (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Os marcadores
moleculares, além de ndo serem influenciados pelo ambiente, sdo transmitidos
mendelianamente, 0 que permite a sua aplicacdo na selecdo sem que existam certas
interferéncias de aspectos indesejaveis ocorridas em uma selecdo puramente fenotipica,

melhorando dessa forma, a eficiéncia do processo seletivo (EMYGDIO et al., 2003).

Marcadores moleculares tém sido utilizados n&o apenas para estudo de diversidade
genética, como também, para mapeamento de caracteristicas agronémicas de interesse,
ligados a genes de resisténcia a um determinado patdégeno ou a producdo. Dessa forma,
estudos procurando associar marcadores com outras caracteristicas agronémicas de
interesse, como cor do tegumento da semente, pubescéncia, habito de crescimento,

arquitetura de planta e outros também podem ser citados em feijdo (PARK et al., 1999).

Os marcadores RAPDs (Randon Amplified Polymorphic DNA) consistem em uma
técnica que identifica polimorfismo molecular, através da amplificacdo aleatoria de
fragmentos de DNA de tamanhos diferentes, a partir de pequenos segmentos de seqliéncia
arbritraria, de aproximadamente de 9 a 10 pares de base (pb), com um alto conteido de GC
(guanina/citosina - de 50% a 80%) e sem sequéncias palindromicas (mesma seqliéncia de

pares de bases que podem ser lidas em ambas as direcdes), denominados “primers”, que



dirigem a reacdo de polimerase em cadeia, (PCR) (FERREIRA &

GRATTAPAGLIA,1998).

Este método possibilitou o desenvolvimento de muitos trabalhos na década de 90 e
que atualmente tem sido amplamente utilizado em estudos de genética de plantas. E uma
técnica que requer muito pouco DNA, sua manipulacdo é simples, quando comparada com
outras técnicas de marcacdo molecular que exigem qualquer sistema especial para deteccao
de polimorfismo, tais como hibridizacdes, marcagdes radioativas ou compostos
quimioluminiscentes e, também, por ndo necessitar informacdo prévia sobre a genética do
organismo a ser estudado e ser herddvel (CAETANO-ANOLLES et al.,1991; HADRYS et

al., 1992).

No entanto, os RAPDs se comportam como marcadores genéticos de carater
dominante, ndo sendo possivel distinguir se o loco € homo ou heterozigoto. Apesar da
simplicidade da técnica, pode haver ambigiidade na interpretacdo de certos fragmentos
amplificados, principalmente se comparados com resultados vindos de diferentes
laboratérios, colocando estes marcadores em condi¢des de desvantagens com relacdo a

outros (PENNER et al., 1993; WANG et al., 1993).

A identificacdo de marcas associadas a caracteristicas agronémicas de interesse em
feijdo, com enfoque em genes responsaveis pela resisténcia a antracnose, foi obtida por
diversos autores e tém sido aplicadas com muito sucesso em estudos que visam
piramidacdo de genes de resisténcia em uma mesma cultivar (YOUNG & KELLY, 1997;
KELLY & MIKLAS, 1998; YOUNG et al.,, 1998; ARRUDA et al.,, 2000; ALZATE-

MARIN et al., 2000; ALZATE-MARIN et al., 2001a).



Atualmente foram identificados mais de 30 marcadores RAPD ligados a 17 genes
principais, que controlam a resisténcia a quatro patégenos do feijoeiro, além de outros,
como marcadores associados a QTL’s, que controlam a resisténcia de efeitos quantitativo
como mosaico dourado, crestamento bacteriano comum e rizoctoniose (KELLY &

MIKLAS, 1996).

Usando marcadores RAPD, Young & Kelly (1997) puderam confirmar
indiretamente a presenca do marcador F10(s3opn) ligado ao gene Co-1 na cultivar Sanilac, o
qual confere resisténcia a raga 65, e os marcadores AK20gg0) € AH1(780), para um mesmo
gene; o Co-6, nas populagbes vindas do cruzamento Raven/Catrachita e
Blackhawk/Catrachita. Ainda com relagdo ao primer F10, Castanheira et al. (1999),
analisando “Bulks” provenientes de cruzamentos com a cultivar “Ouro Negro”, a qual é
portadora do gene Co-5, também observaram a amplificacdo de um fragmento ligado ao
gene de resisténcia. Entretanto, o fragmento tinha cerca de 912 pb e flanqueava o Co-5.
Young et al. (1998) identificaram dois marcadores, AS13(gs0) € 0 AL940), fortemente
ligados ao alelo Co-4%, mostrando que este alelo esta presente dentre 0s trés genes

independentes que a cultivar G2333.

Na cultivar AB136, a presenca dos marcadores Z4sso) € Z99s0) confirmou a
presenca do gene Co-6 (ALZATE-MARIN et al., 1999b; ALZATE-MARIN et al., 1999c¢).
Os autores Alzate-Marin et al. (2000) e Costa et al. (2001) também mostraram a sua
presenca através do marcador AZ20g40) € concluiram que, além desse gene dominante, ha
também um gene recessivo co-8, quando a cultivar é inoculada com a raca 89 de C.

lindemuthianum.



Adicionalmente aos estudos que relacionam o gene Co-6, Gongalves-Vidigal et
al. (2001) analisaram a ligacéo génica do marcador Z4seg), mapeado a 1,7 cM deste
gene, 0 que responsabiliza-se pela resisténcia as racas 31 e 69 e concluiram que o Co-6
deve ser o mesmo responsavel pela resisténcia as racas 89, 73, 81 e 64, previamente
mapeado a 8.5, 2.9, 2.8 e 7.5 cM de distancia do gene (s), responsavel (eis) por controlar
a resisténcia a essas racas (ALZATE-MARIN et al., 1999b) ou ainda, que ele (Co-6),
estd no mesmo bloco de ligacdo que controla a resisténcia a essas ragas .

Arruda et al. (2000) confirmaram a presenca do gene Co-4 na cultivar TO usando
dois diferentes marcadores, B31s00) € C8(a00), anteriormente identificados como ligados ao
gene Co-4 (CASTANHEIRA et al., 1999). O marcador C8gqg) foi analisado por Costa et al.
(2001). Nas doze variedades diferenciadoras em que a amplificacdo do fragmento na
maioria delas, tanto nas de origem a Andinas quanto nas Mesoamericanas permite sugerir a

existéncia de diferentes alelos originados a partir de Co-4.

O marcador Y2030 foi identificado as cultivares Pl 207.262 e G2333, o qual
também é fortemente ligado ao gene Co-4. Nas linhagens Widusa e Pl 207.262, o marcador
AS13(g50), ligado ao gene Co-4% como previamente relatado por Young et al. (1998),
também foi presente em TO, reforcando as informacgdes obtidas com o marcador Y20 e
sugerindo que as cultivares Widusa e P1 207.262 carregam um alelo do gene Co-4 (COSTA

et al., 2001).

Em um estudo com as ragas fisioldgicas 73 e 89 de C. lindemuthianum, os autores
Alzate-Marin et al. (2001b) indicaram, através dos marcadores H18(1100) € AS13(gs0), que
para cada uma das duas ragas existem dois locos independentes, presentes em G2333, e que
estes dois marcadores estdo localizados proximos de Co-4°>. A auséncia da banda
amplificada pelos marcadores nas populacgdes de retrocruzamento F; entre Ruda (suscetivel)

e G2333 (resistente), quando inoculada com a raca 89, indicou a presenca de um gene



diferente de resisténcia. Essa indicacao pode ser verificada através da presenca do marcador
AB3us0), anteriormente identificado como ligado ao gene Co-5 (YOUNG & KELLY,
1997). Este estudo incluiu a raca 89 ao conjunto de racas identificadas (7, 23, 64, 73, 521,

1545 e 2047) que s&o incompativeis ao gene Co-4°.

Silva & Santos (2001), com o objetivo de identificar marcadores RAPD que
fossem ligados ao alelo Co-7, verificaram na analise de co-segregacdo da populacdo F,
vinda do cruzamento de G2333 x ESAL 696 e inoculada com a raca 2047 do patogeno,
que o marcador L4000 esta ligado em acoplamento a uma distancia de 0,0 cM do alelo
Co-4% e ndo ao Co-7. A escassez de literatura citando o alelo Co-7 faz com que surjam
ainda muitas duvidas sobre o mesmo. No entanto, para alguns autores o Co-4 e Co-7
sdo os mesmos alelos, discordantes de outros que dizem serem distintos. Os autores
Costa et al. (1999) e Alzate-Marin et al. (2003) mostraram que 0 marcador Q4 1440,
identificado como ligado ao loco Co-2, pode ser usado em selecdo de linhagens
possuidoras de tal loco (Tabela 4).

Tabela 4: Principais genes de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum, associados aos marcadores
moleculares RAPDs

Gene de
Marcador resisténcia Gendtipo Referéncia
F10(530) Co-1 MDRK Young & Kelly, 1997
H20(450) Co-2 Cornell 49-242 AdamBlondon et al ., 1994; Alzate-Marin et al., 2003
Q4(1440) Co-2 Cornell 49-242 Young & Kelly, 1996; Alzate-Marin et al., 2003
A18830) Co-4 TO (5) Arruda et al., 2000
B3(1800) Co-4 TO Alzate-Marin et al ., 1999a; Ragagnin et al ., 2001;
Arruda et al ., 2000
C8 (900) Co-4 TO Alzate-Marin et al ., 1999a; Catanheira et al ., 1999;
Arruda et al ., 2000; Ragagnin et al ., 2001
Y20(830) Co-4 TO Alzate-Marin et al ., 1999a; Costa et al ., 2000;
Arruda et al ., 2000; Ragagnin et al ., 2001
116 (850) Co-4 TO Arruda et al., 2000
J01(1380) Co-4 TO Arruda et al., 2000
AL9(740) Co-4(2) G2333 Young et al., 1998
AS13 (950) Co-4(2) SEL1308 Young et al., 1998
H18(1100) Co-4(2) G2333 Alzate-Marin et al ., 1999b
L4(2000) Co-4(2) G2333 Silva & Santos, 2001
AB3(450) Co-5 TU, G2333, SEL1360 Young & Kelly, 1996
AH1(780) Co-6 AB136 Young & Kelly, 1997
AK20(890) Co-6 Catrachita Young & Kelly, 1997
Z4(560) Co-6 AB136 Alzate-Marin et al ., 1999c; Ragagnin et al ., 2001;
Golgalves-Vidigal et al ., 2001
Z9(950) Co-6 AB136 Alzate-Marin et al ., 1999c; Ragagnin et al ., 2001
Golgalves-Vidigal et al ., 2001
AZ20(940) Co-6 AB136 Alzate-Marin et al ., 1999a, Costa et al ., 2000




Outra importante aplicacdo dos marcadores do tipo RAPD ¢é a sua
utilizacdo para a caracterizacdo molecular de patogenos causadores de
doencas em feijoeiro, como é o caso de Fusarium solani (OLIVEIRA et al.,
1999), Colletotrichum sp. (ALZATE-MARIN et al., 2001c; CHAVES et al.,
1999) e Phaeoisariopsis griseola (ALZATE-MARIN et al., 2001c), pois 0 uso
de cultivares resistentes aos patdgenos requer, além do conhecimento das
racas fisioldgicas prevalecentes na regido onde se pretende utiliza-las,

conhecer as caracteristicas genéticas do patogeno.

Os genes raga-especificos, segundo Pryor & Ellis (1993), vém sendo bastante
estudados para fins de mapeamento e, no caso especifico do feijoeiro, para diferentes
patossistemas, em que 0s genes estdo organizados em poucos locos de resisténcia dentro
das cultivares (FALEIRO et al.,1996; FALEIRO et al., 1999). Estes locos podem ser
constituidos por genes isolados e organizados de forma sequencial, ou por genes que
possuem diferentes alelos. Um exemplo é o loco M de resisténcia a ferrugem do linho
causada pelo fungo Melampsora lini (Ehrenb.) Desmag. Neste loco os genes R estdo
arranjados em tandem e sdo relacionados com diferentes especificidades encontradas no

genoma da planta (ELLIS et al., 1988).

Faleiro et al. (2000) estudaram genes de resisténcia a ferrugem e a antracnose da

cultivar de feijdo “Ouro Negro” e identificaram cinco marcadores RAPD no mesmo grupo



de ligacdo. ApoGs a avaliacdo para a resisténcia a ferrugem, as mesmas plantas RCgF, foram
inoculadas com a raca 89 de C. lindemuthianum. A andlise dos sintomas evidenciou que
tanto a resisténcia a ferrugem quanto a resisténcia a antracnose sdo controladas por fatores
dominantes unicos. Foi também observado que os genes de resisténcia a ferrugem e a

antracnose presentes em “Ouro Negro” estdo ligados entre si.

A grande quantidade de marcadores disponiveis possibilitou o desenvolvimento de
muitos mapas de ligacdo, sendo possivel correlacionar a presenca de um marcador,
morfologico ou molecular, aos fatores genéticos que controlam determinadas caracteristicas
agronémicas, podendo ser aplicado em diversas espécies: batata, milho, arroz, soja e feijao
(VALLEJOS et al., 1992). Os autores Nodari et al. (1993), com o auxilio de marcadores
moleculares, mapearam o gene Phs responsavel pela producdo da faseolina, a principal

proteina de reserva das sementes de feijdo, e 0 gene nts (nodulacdo tolerante ao nitrato).

Santos et al. (2003), com o objetivo de complementar um mapa genético do
feijoeiro, encontraram 11 grupos de ligacdo por meio de 143 marcadores moleculares
RAPD, cobrindo 1234,5 cM do genoma. Este mapa foi usado para detectar QTL’s

associados a resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. em folhas e em vagens.

Em meio a tantas possibilidades que os marcadores moleculares proporcionam,
como relatado anteriormente, Alzate-Marin et al. (1999¢) ressaltam a grande
importancia da técnica RAPD no mapeamento de genes de resisténcia a doencas, tendo
em vista que a identificacdo de marcadores fortemente ligados a esses genes permite a
pratica da selecéo indireta (marcador molecular como critério de selegéo).

A partir da associacédo de marcadores RAPDs a genes de resisténcia a

doencas, muitos autores tém relatado com sucesso a conversao desses



marcadores em SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions). Os
trabalhos citam a transformacéo desses marcadores associados a genes de
resisténcia a doencgas em diversas culturas de importancia agrondmica, tal
como o feijoeiro a antracnose (ALZATE-MARIN et al., 1997a, YOUNG et al.,
1998, GEFFROQY et al., 1998, KELLY et al., 2003). Além da associacéo as
doencas, o0 uso de SCARS tem sido bastante eficiente em outras caracteristicas
de importancia agrondmica, como selecéo de cor de sementes em Brassica

napus (NEGI et al., 2000).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Avaliagéo dos genotipos de feijoeiro quanto a resisténcia as trés racas

31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum

3.1.1. Germoplasma de feijao

Duzentos e quarenta e dois acessos para a raca 31, duzentos e quarenta e um para a

raca 65 e duzentos e quarenta e quatro para a raca 89 foram escolhidos do Banco de



Germoplasma do IAC pela importancia econdmica dos mesmos ao melhoramento genético
do feijoeiro para as condicdes edafoclimaticas do Estado de S&o Paulo e por apresentarem
ampla e diferenciada resposta a infeccdo de C. lindemuthianum. Dentre 0s acessos, ha
representantes dos centros de origem Andina e Mesoamericana da espécie, diversas racas
locais de diferentes paises sul-americanos e linhagens provenientes de programas de

melhoramento genético de InstituicGes de pesquisa nacionais e internacionais (Tabela 5).

3.1.2. Obtencéo das Racas de Colletotrichum lindemuthianum

Foram utilizadas as ragas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum da micoteca do Centro

de Pesquisa e Desenvolvimento de Fitossanidade — IAC.



Tabela 5: Acessos de feijdo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)-IAC com potencial
agrondmico para as condi¢des edafocliméticas do Estado de Séo Paulo com ampla e diferenciada
reacdo ao Coletotrichum lindemuthianum.

ACESSO NOME SIGLA ACESSC NOME SIGLA
1 Frijol Negro P440-A 316 Mamoninha 2063-N-1892
2 Sanilac 317 Tupi :EP-12080(20860
15 Rosinha 1G-1169 319 Preto-196 Col. Neg-658
17 Rosinha 29/Dez 320 Black Turtle Soup Bean
21 Baio da Praia 1927 325 Rosinha G2
24 Rosinha-145-1-1 339 Rim de Porco
25 Leg. Floresta-5 350 Preto-167 CMG
28 Uberabinha CF-830348 354 Preto-146 CMG
32 Rosinha-127 360 MDRK
33 Jalo EE-14559 368 Porrillo-1
35 ECU-208 373 México-498
49 Carioca-80 374 Monte Negro-1349 1848
50 Chileno/Branco 385 México-488
56 ECU-311 389 Small White 59 Preto
60 Rim de Porco 392 Perry Marron
71 Vermelhinho CF-840123 393 Feijdo Inga CF-800084
72 Alemao CF-800227 395 Mortifio
73 Rosinha CF-840657 398 Cornell-49242
74 Enxofre (Diacol Mina Pent) CF-840081 405 TIB-3042
75 Bagajo CF-810425 415 73VUL-3205
83 Baetdo 30273 416 Rosado-13
89 Venezuela-350 427 Safira
90 B. Turrialba P-709 431 BB Lake
99 México-115 437 A-ICA-TUI P458

107 Guatemala-2226 B-21 439 B-Puebla-40 490
109 Red Kidney 443 Canério-101

112 Baetdo N-314-EEAL 445 B. Porrillo-70 P448
113 Sem. Gde. Cor Vinho 449 Copinho Grande Preto EERC-236
114 Bataav 455 Preto Lages EERC
121 S/ Nome Rosinha Leg-13 457 Cavalo Amarelo 2229
125 Chumbinho-63 462 Branco Graudo CF-840230
138 Leg. Rosinha CIAT-63 465 Porrillo Sintético

149 Baetdo 466 Mulatinho 1194
152 STO ROSS 478 México-12

154 60 Dias 481 Carioca MG

159 Aete-2 485 D. Timéteo

160 Uberabinha N1/220 492 G11796

171 Vermelho de Minas CF-830393 494 Bolon Bayo

172 IPA-2 73VUL 497 Terra Velha

179 Manteiguinha CF-830456 499 Feijao Vermelho Graldo CF-830186
180 Branco-119 515 Preto Dom Feliciano CF-840204
183 Actopan 521 Chileno/Preto

186 Coco Blanchi 1G-749 525 Baetdo CF-840727
196 HIBC 528 Baetdo CF-840856
203 Rosado-14 (mulatinho) 531 P1-310724 CIAT
211 Retinto Santa Rosa 51 533 Puebla-152 CIAT
213 Preto-158 29/162 534 Jamapa CIAT
215 Pirata-1 543 Jalo-110

222 Venezuela-42-5-1 544 IAPAR-80

225 México-309 546 Gordo Branco CF-860112
228 México-44 1820 550 Caeté (preta) CF-860125
236 Preto-208 CMG 556 Rico-23 CF-830248
239 México-435 558 Mulata Gorda CF-840500
249 Preto Uberabinha 559 Irai

251 Costa Rica 566 Pijao CNF-3444
254 Quarenteno 567 IAPAR-65

257 Preto-184 CMG 568 IAPAR-57

267 Honduras-32 569 IAPAR-72

268 Rico CMG-23 570 MD-806

271 Guatemala-479 571 A-300 CNF-4045
276 IPA-8 572 Jamapa

278 Venezuela 1832-8371 573 Jalo Itararé

279 Ouro Negro 574 Puebla-152 CNF-1807
287 Jamapa CNF-1671 575 RAI-76

288 Rosinha 576 EMP-81

296 Mulatinho H-6-1 577 Jalo EEP-558
297 1-114 578 Taruma

311 73VUL-3210 580 Conejo G22029




Tabela 5: Acessos de feijdo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG)-IAC com potencial
agrondmico para as condi¢des edafocliméticas do Estado de Séo Paulo com ampla e diferenciada
reagdo ao Colletotrichum lindemuthianum (Continuac&o).

ACESSO NOME SIGLA ACESSO NOME SIGLA
582 IAPAR-44 647 Bat-477
583 ARC-1 648 IPA-1
584 ARC-2 649 A-211
585 ARC-3 650 Mex-222
586 ARC-4 651 (G2338
587 Vermelho Desconhecido 652 Raven
588 Ovo de Codorna Tyunaga Vermelho 653 Michelite
589 Sangre-Toro G5704 654 A-21
590 Real Mexican-34 CNF-0541 655 A-55
592 Cal-153 663 A-322
593 EMP-407 671 P1-165426
595 CNF-86-9 672 IAPAR-81
596 IAPAR-BAC 6 R. Bac. 673 MAM-38
597 IAPAR-31 674 DOR-390
598 EMP-408 675 DOR-391
599 AFR-188 676 DOR-476
600 G4000 677 DOR-482
601 Tenderette 678 Mar/03
602 R.Bac. Hx82-7-3-3-1,CM 679 Turrialba-1
603 R.Bac. GNN-Sel 1(27) 680 Durango-222
604 IAPAR-14 681 Xan-112
605 LP-88-175 682 Xan-159
606 Apetito Branco CNF-1709 683 Xan-251
607 Barbunya CNF-1798 684 AND-279
608 Pompador CNF-1429 685 G5207
610 Oito e Nove 749 Car Marrom L359-1
611 Alemdo 815 RAZ-56
612 Bat-93 816 RAZ-49
613 D. Calima 817 RAZ-43
614 Pinto-114 818 RAZ-59
615 A-439 (R.Nem.) 819 RAZ-55
616 A-443 (R.Nem.) 863 Pirapora (CB)
617 Bat-332 905 Rosa Do Guaranésio Tipo B
618 Mex-54 911 Goytacazes
619 Flor de Mayo 921 Batista Brilhante (CB)
620 Pan-72 926 WAF-69
621 A-449 928 WAF-74
622 (G2858 930 Rosa Do Guaranésio Tipo C
623 G5686 937 Contender
624 Mar/01 948 WAF-75
625 Mar/02 995 Pompadair
626 FEB-29 1052 A-285
627 Amendoim 1062 PR-733612
628 Cal-143 1081 CF-840743
629 Montcalm 1088 P1-329247
630 HF5465-63-1 1103 PR-733639
631 Frijélica 03-1 1114 México-187 6153
632 Aporé 1116 P1-417660
633 RG1342 CH60 (MA) 1121 Feijdo Pintado
634 AND-277 (MA) 1132 Negro Vera Cruz X066-24
635 RIZ-30 1135 Rosada PR-9457-43
636 G916
637 TU
638 TO
639 Antioguia-8 G8147
641 AB-136
642 Widusa
643 P1-207262
645 G2333
646 Mex-279




Essas racas foram originalmente classificadas como mesoamericanas. A escolha
dessas trés racas foi por serem as trés principais ragas que ocorrem no Estado de S&o Paulo
(ITO et al. 2002), sendo que a raga 89 tem sido mais agressiva, apresentando
potencialidade de reducdo de colheita em até 100%, (CARBONELL, 1999) e a raca 65
pertence ao grupo de racas amplamente disseminadas no Brasil, segundo (TALAMINI et
al., 2002). A classificacdo das racas foi baseada na resposta de inoculacdo das 12
variedades diferenciadoras e na utilizacdo do sistema binario de classificagdo e
caracterizacdo da resposta de infeccdo pelas variantes (racas ou patétipos) de C.

lindemunthianum (CIAT, 1990).

Para cada acesso foram utilizadas seis plantas, tendo sido utilizada a cultivar
Rosinha G2 como testemunha. Plantulas de cada genétipo foram obtidas ap6s germinagéao
em papel de pH neutro (Germitest), a temperatura de 25 °C, por um periodo de
aproximadamente trés dias. Ap0s este periodo, as plantulas com aproximadamente 2 cm de
comprimento de radicula foram transplantadas para bandejas plasticas ou copos plésticos
descartaveis de 300 mL, contendo como substrato vermiculita esterilizada. Apos cinco dias
do transplante, as plantulas foram inoculadas com uma suspensdo de 1,2 x 10°
conidios/mL/raca de C. lindemuthianum, em sala climatizada, (temperatura de + 20°C e

umidade relativa alta).

Para a producdo do indculo, cada isolados das racas 31, 65 e 89 de C.
lindemuthianum foi cultivado em placas de petri contendo o meio de cultura Mathur
(glicose + MgS0O,.7H,0+ KH,PO, + peptona + &gar + H,O destilada). Apds a repicagem

dos fungos, as racas foram mantidas em estufa incubadora a 22 °C (+1 °C), no escuro,



durante 8 dias. Apoés esse periodo, foi preparado o inoculo adicionando-se cerca de 10 mL
de &gua destilada e esterilizada sobre a superficie da coldnia e entdo uma leve raspagem
com auxilio de uma lamina de vidro. A suspensdo de micélio e esporos foi filtrada em gaze

e a concentracdo do inéculo ajustada para 1,2. 10° esporos/mL.

A inoculacgdo foi efetuada com o auxilio de um ‘DeVilbiss” acoplado numa bomba
de vécuo e pressdo, pulverizando-se o inoculo nas faces inferior e superior das folhas e toda
a superficie das plantulas que foram mantidas em sala climatizada com alta temperatura (20
+ 2 °C) e umidade relativa do ar proporcionado por aparelho de nebulizacdo, por um
periodo de 48 horas e, em seguida, mantidas sem nebulizacdo, a mesma

temperatura de 20 + 2°C.

3.1.3. Avaliago dos sintomas da antracnose

A avaliagdo foi feita seguindo o sistema padrdo de escala de notas de 1 a 9,
conforme as normas propostas pelo CIAT (1990) e também descritas por RAVA et al.
(1993), que utiliza a nota 1 para aquelas resistentes (sem sintomas) e 9 para as suscetiveis
(mortas), aos 10 a 14 dias apds a inoculacdo. O critério adotado para as notas foi 1 para
auséncia de sintomas visiveis; 2 e 3 igual menos de 25% de area foliar afetada com
manchas necroticas podendo, em alguns casos, serem visualizadas apenas na parte inferior
das folhas; 4 e 5 igual de 1 a 3% da é&rea foliar afetada; 6 igual quando as manchas
necroticas nas nervuras sdo perceptiveis em ambas as faces das folhas e as notas 7, 8 e 9

igual 25% ou mais da area afetada. A nota 7 determina quando as manchas necréticas estdo



presentes na maioria das nervuras e em grande parte do tecido do mesofilo e presenca de
lesbes abundantes nos caules, ramos e peciolos. A nota 8 é quando as manchas necroticas
se encontram em quase todas as nervuras, ocasionando ruptura, desfolha e redugdo do
crescimento da planta. A nota maxima 9 é dada quando a maioria das plantas esta morta. Os
genotipos com notas de 1 a 3 sdo classificados como resistentes e acima de 3 como

suscetiveis.

3.2. Marcadores RAPD ligados aos Alelos de Resisténcia em Feijoeiro as Racas de

Colletotrichum lindemuthianum

3.2.1. Extracédo de DNA das amostras de Phaseolus vulgaris

Para cada gendtipo, ndo inoculado com C. lindemuthianum, foi feita a extracdo de
DNA seguindo o protocolo utilizado por CIMMYT (Laboratory Protocols - CIMMYT
Applied Molecular Genetics Laboratory), que vem sendo aplicado no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular do IAC. Em um tubo plastico (eppendorf) de volume total
de 2,0ul foram colocados 0,2g de tecido foliar moido no almofariz com o auxilio de
nitrogénio liquido e depois adicionados 800 mL de tampdo de extragdo (pré-aquecido a
65°C com 0,2% de mercaptoetanol). As amostras foram incubadas por 60 minutos a 65°C
em banho-maria e a cada 15 minutos eram agitadas. Decorridos 0os 60 minutos, os tubos
contendo as amostras foram removidos e deixados por 10 minutos na bancada, para
retornarem a temperatura ambiente, para entdo adicionar cloroférmio-alcool isoamilico

(24:1) até completar o volume do tubo. As amostram foram agitadas levementes por 1



minuto e centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. Apds esta
etapa, a fase superior foi transferida para um novo tubo e adicionado o mesmo volume (do
recuperado) de cloroférmio &lcool isoamilico (24:1), agitada lentamente por 1 minuto e a
mistura centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. A fase
superior (liquida) do tubo foi recuperada em outro tubo e adicionados 80% do volume (do
recuperado) de isopropanol (gelado). A mistura foi obtida por inverséo dos tubos por cerca
de 10 minutos e a seguir centrifugados por 10 minutos a 5.000 rpm. Apds a eliminacdo do
sobrenadante, 0 DNA total precipitado foi lavado com 300uL de etanol 70%, centrifugado
por 5 minutos a 5.000 rpm e, apos a eliminacdo do sobrenadante, foi deixado para secar na

bancada para entdo suspendé-lo em 200uL de TE.

Para o teste de quantidade de DNA foram utilizadas duas concentragdes de lambda,
de 40 ng e 100 ng, como comparagdo. O produto da extracdo foi visualizado em gel de
agarose a 0,8%, usando um tampdo TAE 1X (40mM Tris, 1 mM Acido acético e 1,8 mM
EDTA dissodico) e tratamento com brometo de etideo e visualizacdo do produto sob luz

U.V. A imagem foi digitalizada em foto documentador especifico.

3.2.2. Marcador molecular: RAPD

Os marcadores utilizados foram 0s mesmos citados em literatura e ligados a locos de
resisténcia a antracnose do feijoeiro (Tabela 6). Os protocolos descritos por Rafalski et al.
(1996) foram utilizados para o genoma de feijao. A reacdo de PCR foi montada utilizando-se

reagentes comercialmente disponiveis tais como MgCl,, enzima, primers (Operon



Technologies, Alameda, CA, EUA) e 0 DNA a ser estudado. As condi¢des das reacdes e as
concentracBes 6timas dos componentes foram estabelecidas experimentalmente. O volume
final de cada reacdo foi de 25uL contendo 5 pmols de cada primer, 1,0 unidade de Tag-
polimerase (Invitrogen), 2,5uL de Buffer 10X, 1,5uL de dNTP 2,5 mM, 0,75uL de MgCl,
50 mM (1,5mM final) e 3,0uL de DNA (aproximadamente 40ng), além de agua Milli-Q
(g.s.p.). O termociclador utilizado foi o PTC- 100 (MJ Research, Inc) programado para um
ciclo a 95°C por 5 minutos (temperatura necessaria para a desnaturacao da cadeia de DNA),
seguido de 43 ciclos a 94°C por um minuto (desnaturacdo), 35°C por um minuto
(pareamento do primer), 72°C por 1 minuto e 30 segundos (extensdo) e, por altimo, a

temperatura de 72°C por 7 minutos para extensdo final.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese (120Volts, 200mA
durante, aproximadamente 2,5 - 3 horas) em geéis de agarose a 1,5%, usando um tampao
TAE 1X (40mM Tris, 1 mM Acido acético e 1,8 mM EDTA dissodico) e revelados através
de tratamento com brometo de etideo sob luz U.V. e a imagem digitalizada em
fotodocumentador especifico. Sendo assim, os registros foram tomados com a presenga ou
auséncia (1 ou 0, respectivamente) de cada fragmento de DNA reprodutivel, comparando o
perfil de bandas amplificadas para cada marcador com um ladder de mesmo peso
molecular (100 pares de bases -pb), no conjunto de acessos de feijdo. Um mesmo genotipo
(nimero 60) foi utilizado como testemunha por reproduzir um bom perfil de bandas em

todas reacdes com todos os marcadores.



Tabela 6: Marcadores RAPD ligados a genes de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum em

feijoeiro indicando se estdo em repulsdo ou associacao, a distancia do gene e em que gendtipos se

Gene de
_— *
Marcador  resisténcia  Distancia (cM) Orientacdo Gendtipo Referéncia
F10(530) Co-1 1.9-1.4cM repulséo MDRK 3
H20450) Co-2 0.5cM associacéo Cornell 49-242 1;14
Q4(1440) Co-2 5.5cM associagdo Cornell 49-242 2; 14
A18(830) Co-4 17.4cM repulséo TO (5) 9
B3(1800) Co-4 3.7cM repulséo TO 6;12;9
C8 (900) Co-4 9.7cM associacao TO 5;6;9
Y20(830) Co-4 0.0cM sem recombinagéo TO 6; 9; 10; 12
116 (850) Co-4 14.3cM associacéo TO 9
J01(1380) Co-4 18.1cM associacdo TO 9
AL9(740) Co-4(2) 4.5¢cM associacéo G2333 4
AS13 (950) Co-4(2) 0.0cM sem recombinagao SEL1308 4
H18(1100) Co-4(2) 9.2/ 5.6cM associacao G2333 7
L4(1000) Co-4(2) 0.0cM associacéo G2333 13
AB3450) Co-5 5.9cM associacao TU, G2333, SEL1360 2
AH1(780) Co-6 12.3cM associacdo AB136 3
AK20(890) Co-6 7.3cM repulséo Catrachita 3
Z4(560) Co-6 2.5¢cM associagao AB136 8; 11; 12
Z9(950) Co-6 20.4cM repulséo AB136 8;11;12
AZ20(940) Co-6 7.1cM associacao AB136 6; 10

*- 1- AdamBlondon et al., 1994; 2- Young & Kelly, 1996; 3- Young & Kelly, 1997; 4- Young et al., 1998; 5-
Catanheira et al., 1999; 6- Alzate-Marin et al., 1999a; 7- Alzate-Marin et al., 1999b; 8- Alzate-Marin et al.,
1999c; 9- Arruda et al., 2000; 10- Costa et al., 2000; 11- Golcalves-Vidigal et al., 2001; 12- Ragagnin et al.,
2001; 13- Silva & Santos, 2001; 14- Alzate-Marin et al., 2003.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo dos Gendtipos de Feijoeiro quanto a Resisténcia as Racas 32, 65 e 89 de

Colletotrichum lindemuthianum

Para a avaliacdo foi aplicada a escala de notas proposta por Rava et al. (1993) que
foi aplicada por uma mesma pessoa para que ndo houvesse julgamento diferente na
atribuicdo das notas (Tabela 7). Foram avaliados 242 gen6tipos quanto a infec¢do da raca
31 de C. lindemuthianum e, dentre elas, 108 (44%) mostraram-se resistentes. Para a raca
65, 241 acessos foram avaliadas sendo que 99 (40%) apresentaram incompatibilidade a esse
patétipo. J& a raca 89 mostrou ser a mais virulenta, infectando 157 genotipos do total de
244 (65%), resultado coerente com o descrito por Carbonell et al. (1999), que destacaram a
agressividade da raca 89. A Figura 1 resume os resultados obtidos a partir das inoculagdes

dos acessos.

Raca 65 Raca 89
Raca 31

36%
43%

0 0
S57% 59% 64%

B R OS R:Resistente; S: Suscetivel

Figura 1: Resposta diferenciada dos gendtipos a infeccdo das trés racas de Colletotrichum
lindemuthianum: 31, 65 e 89.



Tabela 7: Reacdo dos gendtipos de feijoeiro inoculados com as ragas 31, 65 e 89 de

Colletotrichum lindemuthianum e classificacdo em resistentes e suscetiveis

Racas do Colletotrichum lindemuthianum

Racas do Colletotrichum lindemuthianum

89

65

31

65 89

31
Acesso Nota Classificacdo Nota Classificacdo Nota Classificacao Acesso Nota Classificacdo Nota Classificagdo Nota Classificacao

287
288
296
297
311
316
317
319
320
325
339
348
349
350
354
360
368
373
374
385
389
392
393
395
398
405
415
416
427
431
437
439
443
445
449
455
457
462
465
478
481
485
492
494
497
499
515
521
525
528
531
533

15
17
21

24
25
28
32
33

35

49

50
56
60
71

72
73
74
75
83
89
90
99
107
109
112
113
114
121
125
138
149
152
154
159
160
171
172
179
180
183
186
196
203
211
213
215
222
225
228
236
239
249
251
254
257
267
268
271
276
278
279

534
543

544
546
550
556
558
559
566
567
568




Tabela 7: Reacdo dos genotipos de feijoeiro inoculados com as racas 31, 65 e 89 de

Colletotrichum lindemuthianum e classificacdo em resistentes e suscetiveis (Continuacéo)

Racas do Colletotrichum lindemuthianum

Racas do Colletotrichum lindemuthianum

89

65

31

89

65

31

Acesso Nota Classificacdo Nota Classificacdo Nota Classificacao Acesso Nota Classificacdo Nota Classificagdo Nota Classificacao

633
634
635
636
637
638
639
641
642
643
645
646
647
648
649
650
651
652
653

569
570
571
572

573
574
575

576
577
578
580
582

583
584
585

586
587
588
589

654
655
663
671
672
673

590
592
593
595

596
597
598
599

674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
749
815
816
817
818
819
863
905
911
921
926
928
930
937
948
995
1052
1062

600
601
602
603

604
605
606
607
608

610
611
612
613

614
615
616
617
618
619

620
621
622
623

624
625
626
627
628
629

1
0
7
1
1
0
0
2
1
1

S
S
R
R

1081

1088
1103
1114
1116
1121
1132
1135

630
631
632




4.2. Co-evolugéo entre Phaseolus vulgaris e Colletotrichum lindemuthianum

A diversidade genética desse patdgeno e sua co-evolugdo com o grupo de origem do
feijoeiro Andino e Mesoamericano permitem que, além da classificagcdo binaria em racas,
seja feita uma divisdo, semelhante ao seu hospedeiro, em Andinos e Mesoamericanos,
dependendo do conjunto génico da cultivar em que o isolado foi identificado. Genotipos
mesoamericanos sdo predominantemente mais resistentes a isolados andinos e genotipos
andinos a isolados mesoamericanos, como descrito por Young & Kelly (1997) e Balardin &
Kelly (1998). Dessa maneira, a utilizagdo de fontes de resisténcia as principais racas do
patdgeno, visando a piramidacdo de genes andinos e mesoamericanos, constitui uma das
estratégias de programas de melhoramento para a obtencdo de variedades comerciais de

resisténcia duravel.

O BAG-Feijdo do IAC ¢ representado por acessos de origem andina,
mesoamericana, geneticamente melhorado vindo tanto do programa de melhoramento do
IAC como de outras instituicbes e muitos de origem desconhecida. De todo o material do
estudo, 241 foram avaliados quanto & resposta diferenciada a reacdo das trés ragas
fisiol6gicas do patégeno (31, 65 e 89), originalmente classificadas como mesoamericanas, e
também quanto a associa¢do entre ambos conjuntos génicos, do P. vulgaris e do C.

lindemuthianum.

Dos 29 acessos de origem andina, 59% apresentaram resisténcia, enquanto dos 37
mesoamericanos e dos 120 de origem desconhecida, apenas 37% e 31% foram resistentes,

respectivamente (Figura 2). Os resultados confirmaram o esperado, ou seja, a ocorréncia de



maior nudmero de gendtipos andinos resistentes, devido aos isolados pertencerem ao

conjunto génico mesoamericano.

120

Raca 31

Raca 65

80

40

Figura 2. Resposta de acessos de feijoeiro a infeccdo de trés racas de Colletotrichum lindemuthianum: Raca
31; Raga 65 e, Raga 89. Os acessos foram classificados segundo sua origem em mesoamericanos (MA),
andinos (A), geneticamente melhorados (GM) e desconhecidos (D). R e S: geno6tipos resistentes e suscetiveis,
respectivamente.

No caso dos 55 acessos resultantes de programas de melhoramento genético, 55%
foram resistentes as trés ragas do patogeno, provavelmente resultado de selecdes realizadas
para o carater resisténcia a C. lindemuthianum. Dentre os 120 acessos de origem
desconhecida, 69% apresentaram susceptividade, sugerindo que a grande maioria destes
genotipos seja de origem mesoamericana, uma vez que, aliado a esta informagdo, os
genotipos possuem tegumentos de coloragdo preta e sementes pequenas, caracteristicas

tipicas de origem mesoamericana, conforme descricdo observada no BAG- IAC.

No entanto, apesar desse resultado ter coincidido com a teoria de que genotipos

mesoamericanos sdo predominantemente mais resistentes a isolados andinos e genotipos



andinos a isolados mesoamericanos, MAHUKU e RIAscos (2004) a partir de 200 isolados
vindos dos dois conjuntos génicos coletados em regides do mundo inteiro e mantidos na
colecdo do CIAT, mostraram, recentemente, por meio de Rep-PCR (DNA sequence of
repetitive-elements) e RAMS (Random Amplified Microssatellites), ndo haver diferengas
genéticas marcantes entre isolados andinos e mesoamericanos, para serem classificados em
grupos distintos. Os dados obtidos por esses autores vao contra os obtidos pelos autores
BALARDIN e KELLY (1998) e SicARD et al. (1997), que dizem existir uma co-evolugédo
patdgeno hospedeiro possibilitando os mesmos serem classificados em dois conjuntos
génicos. No entanto, estdo de acordo com proposta de BALARDIN et al. (1997); BALARDIN
et al. (1999) e FABRE et al. (1995), que reportam a falta de diferencas geogréaficas entre os
patdgenos e que, portanto ndo se pode, conclusivamente, estabelecer que houve uma co-

evolucdo dentro dos conjuntos génicos de P. vulgaris e C. lindemuthianum.

Adicionalmente, os autores MAHUKU e RIASCOS (2004) também observaram que
dentre os isolados selecionados, a maioria era mesoamericano ainda que tenham se
originado a partir de genotipos Mesoamericanos assim como em Andinos. Essa observacéo
era esperada pois as ragas mesoamericanas tem mostrado uma ampla viruléncia MELOTTO e
KELLY (2000), e pode ser explicada pela sugestdo de que o patégeno pode ter-se originado
e disseminado a partir da regido mesoamericana, ou seja, a sua populacdo ancestral é
Mesoamericana. Essa hipdtese também foi suportada pelos autores Sicard et al. (1997), que
usando marcadores RAPDs e RFLP analisaram isolados do C. Lindemthianum e
observaram que os alelos encontrados nas racgas vindas do Equador e Argentina também

foram observados nas ragas vindas do México entranto, mais alelos foram encontrados em



populacdes mexicana do patdgeno levando aos autores a mesma hipdtese de MAHUKU e

RiAscos (2004).

4.3. Associacao dos Marcadores RAPD aos Alelos de Resisténcia as Racas do Patogeno

No presente estudo dentre os 248 separados, apenas 16 gendétipos foram
anteriormente estudados por diversos autores, associando genes de resisténcia a
antracnose aos marcadores RAPDs e permitindo, dessa maneira, se fazer um
paralelo entre os resultados. Destas, 11 fazem parte do conjunto das
diferenciadoras, sendo que apenas Kabbon nao foi caracterizada molecularmente
nas avaliagbes do IAC. Ja as cultivares Sanilac, Montcalm, Raven e Pinto 114,
apesar de ndo fazerem parte do conjunto internacional de diferenciadoras, foram
previamente analisadas por meio dos marcadores estreitamente ligados ao loco

Co.

Os marcadores RAPDs podem estar ligados ao gene de interesse de duas
maneiras, acoplamento ou repulsdo. Quando os sitios de amplificacdo estdo
extremamente préximos um do outro em cromossomos homologos operando
funcionalmente como alelos co-dominantes de um mesmo loco estdo em repulséo ou

quando os sitios estdo no mesmo cromossomo estdo em acoplamento.

Um marcador em fase de acoplamento ligado ao loco Co amplifica a banda
enquanto que o marcador em fase de repulsdo amplifica a banda quando ligada ao coco.

Assim, para o0 marcador em acoplamento a banda é presente quando o gendtipo é resistente



e homozigoto dominante (CoCo) ou heterozigoto (Coco) e ausente quando as plantas sdo

suscetiveis e homozigotas recessivas (coco).

Ja para o marcador em repulsdo, o gene CoCo ou Coco é representado pela
auséncia da banda em genotipos resistentes e coco pela presenca da banda em gendtipos
suscetiveis. As plantas que apresentam associacOes diferentes dessas possivelmente
correspondem aos genotipos recombinantes. A orientacdo do marcador relacionada ao
genotipo da planta e ao fenétipo produzido a partir da infeccdo do patdgeno pode ser

resumida na tabela 8.

Tabela 8: Associacdo da orientacdo do marcador RAPD ao fen6tipo de cada acesso de feijoeiro

Orientacdo do marcador

Fendtipo Genotipo  acoplamento (+) repulsao (-)
Plantas resistentes CoCo CoCo (+) CoCo (-)
Co_ Co_ (+) Co_(+)
Plantas recombinantes Co_ ()
Plantas suscetiveis COCo coco (-) coco (+)

Os marcadores RAPD sdo dominantes e, portanto, quando se objetiva identificar
regides heterozigotas, utiliza-se 0os marcadores aos pares, ou seja, dois marcadores do tipo
RAPD ligados, cada um amplificando para um dos parentais. Por exemplo, a amplificacéo
de ambos marcadores do par é diagndstico para uma regido gendmica heterozigota. O uso
de marcadores RAPD como codominantes mostram a importancia na identificagdo de

genotipos em populagdes segregantes.



4.3.1. Gene Co-1

O Co-1 é um gene andino que confere resisténcia a raca fisiologica 65 de
C. lindemuthianum. O marcador F10 foi identificado como ligado a esse gene em
fase repulsdo a 1,9 cM de distancia, através do qual puderam confirmar
indiretamente a presenca de Co-1 em alguns genétipos quando inoculadas com a
raca 65 do patdégeno, através da auséncia do fragmento de tamanho de 530 pares

de bases (pb)(YOUNG & KELLY, 1997).

Entre as cultivares do presente estudo, portadoras deste gene, estédo
MDKR, Montcalm, Ravem, Sanilac, as quais nao amplificaram o fragmento. Ja em
Pinto 114 e AB 136 (conhecidas por ndo possuirem o alelo) a banda foi presente e
nos genotipos G2333 e Perry Marron, apesar de ndo se ter determinado a
existéncia do gene Co-1, o marcador foi ausente (Figura 3). Estes resultados

foram coerentes com os descritos por Young & Kelly (1997).

v

Figura 3: Amplificacdo do marcador F10s30pn).
Sequéncia dos individuos resistentes a raca 65: 1:
MDKR (Co-1), 2: Montcalm (Co-1), 3: Sanilcac (Co-1),
4: Raven (Co-1), 5: Pinto 114, 6: AB 136, 7: G2333 ¢ 8:
Perry Marron (Co-1°).



A cultivar Perry Marron ndo amplificou o segmento, indicando a possivel
presenca do gene e ainda, nas avaliacdes quanto a infeccdo as trés racas do C.
lindemuthianum, foi resistente as racas 65 e 89. Segundo Melotto & Kelly (2000),
um alelo identificado nesta cultivar € o Co-1° e este resultado corrobora aqueles
obtidos por Pastor-Corrales et al. (1994) e Del Peloso et al. (1989), que dizem ser
mais de um fator genético que condiciona resisténcia a raca 65 em Perry Marron e
em G2333. Dessa maneira, sugere-se que o marcador ligou-se a algum alelo

presente em Perry Marron.

A insuficiéncia de dados, da literatura, a respeito da auséncia ou da presenga do
gene Co-1 em gendtipos dificultou as analises de associagdo desse marcador com o gene de
resisténcia. Por isso € necessario cuidado ao usar esse marcador, pois em alguns genotipos
portadores do gene a banda ndo é amplificada, como citado pelos autores Young & Kelly
(1997), em que a cultivar Seafearer, que possui 0 gene Co-1, amplificou o fragmento

correspondente ao marcador.

Ao considerar que a auséncia do marcador indicou a presenga deste gene, sugere-se
que a maioria dos acessos nao o0 possui, pois grande parte deles foi suscetivel e apresentou a
banda, assim como, uma pequena quantidade de acessos resistentes ndo amplificou o
fragmento associado a presenca de Co-1. No entanto, de todos os marcadores, esse foi 0
segundo que mais revelou genotipos com provavel associacdo entre a orientagdo do
marcador com a presenca do gene (82 genotipos). Porém, o marcador F10s30) € considerado

“gene-nao especifico”.



Nos acessos com auséncia do marcador e que houve reacdo de compatibilidade com
0 patotipo, supbe-se que existam diferentes alelos ou entéo, que a resisténcia as trés racas

de C. lindemuthianum seja condicionada por outros fatores geneticos, além do alelo Co-1

(Figura 4).

Raga 31 Raga 65 Raga 89
125 125 125
100 100 100

75 75

‘nlon i00on “olam

R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 4: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador F10(ss (Operon
Technologies).

4.3.2. Gene Co-2

A cultivar Cornell 49-242, portadora do gene Co-2, é uma das mais antigas fontes
de resisténcia & antracnose apresentando resisténcia a 22 dos 35 patd6tipos identificados no
Brasil, entre os anos 1994 e 2000. Dentre as ra¢as de C. lindemuthianum incompativeis a
essa cultivar estdo as racas 65 (RAVA et al.,, 1994; ANDRADE et al., 1999) e 31
(THOMAZELLA et al., 2000) e, compativel, a raca 89 (ALZATE-MARIN et al., 2003;

RAVA et al., 1994).



Os marcadores Q4 .40 € H20s0), identificados como ligados ao gene Co-2, estdo em
fase de acoplamento e a uma distancia de 5.5 e 0.5 cM do gene, respectivamente. Os
autores Costa et al. (1999) relataram a presenca do gene Co-2 em populagdes derivadas a
partir do cruzamento entre Ruda (suscetivel a raca 81) e Cornell 49-242 (resistente), a uma
distancia de 33,4 cM do marcador Q4 ...). ESse marcador é muito importante em programas

de melhoramento que utilizam o gene Co-2 como fonte de resisténcia.

Esses marcadores foram presentes na cultivar Cornell 49-242. As cultivares Perry
Marron, TU, TO e Mex 222, que possuem o0s genes Co-1, Co-5, Co-4 e Co-3,
respectivamente, ndo amplificaram o segmento associado ao Co-2 (Figuras 5a e 5b). Ao
analisar as bandas geradas em todos os acessos, verificarou-se a auséncia das mesmas na
maioria dos acessos suscetiveis as infeccBes, permitindo inferir a auséncia do gene Co-2

nesses genotipos.

Dentre 0s gendtipos com auséncia de ambos marcadores, aqueles resistentes
provavelmente possuem outros genes de resisténcia diferentes de Co-2 e que,
supostamente, ainda ndo foram identificados ou ainda pode ter ocorrido quebra de ligacao.
As plantas suscetiveis que amplificaram a banda indicam que o marcador pode ter se
associado a algum fator complementar, ou ainda a algum alelo do gene. Além disso,
também supde-se que seja um fragmento de tamanho idéntico, mas proveniente de outra

regido do genoma.
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Figura 5: a) Amplificagio do marcador ~ Figura 5: b) Amplificagdo do marcador
Q40 Seqiiéncia dos gendtipos: 1: Cornell ~ H20(us0). Sequéncia dos gendtipos: 1: Cornell
49242 (Co-2), 2: Perry Marron (Co-1), 3: TU 49242 (Co-2), 2: Perry Marron (Co-1), 3: TU
(Co-5), 4: TO (Co-4) & 5: Mex 222 (C0-3). (Co-5), 4: TO (Co-4) e 5: Mex 222 (Co-3).

As figuras 6 e 7 resumem o resultados das amplificagdes dos marcadores Q4 1440) €
H20(s0), respectivamente, nos conjuntos de acessos analisados, que foram agrupados em
funcdo da origem dos mesmos. Considerando que isolados mesoamericanos s&o menos
agressivos em gendtipos andinos, nota-se que 0s gendtipos de origem andina sdo mais
resistentes. Essas observacGes foram feitas tanto nos genotipos andinos com a presenca da
banda, quanto nos com a auséncia da mesma. Sugere-se, dessa maneira, que nao apenas 0
gene Co-2 confere resisténcia as trés racas mesoamericanas nesses acessos, mas também
que outros genes, andinos ou meoamericanos, incompativeis ao patdgeno, estariam

presentes nestes gendtipos.

Essa sugestdo pode ser suportada pela quantidade de gendtipos geneticamente
melhorados que foram resistentes. Essas cultivares melhoradas, vindas tanto do programa

de melhoramento do IAC como de outras instituicdes, foram desenvolvidas para muitos



caracteres agrondmicos desejaveis, dentre os quais, resisténcia a C. lindemuthianum.

Portanto, essas cultivares podem conter genes vindos dos dois conjuntos génicos.

150 Raga 3 150 Raga 65 150 Raca 89
100 100 100
50 50 50
0 0 0
R S Ra Sa R S Ra Sa R S Ra Sa

R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 6: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragcas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador Q41440 (Operon
Technologies).

Raga 31
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presencga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 7: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador H20:sq (Operon
Technologies).



4.3.3. Gene Co-4

O Co-4 é responsével pela resisténcia a muitas racas de C. lindemuthianum
e estd presente na cultivar TO. Dessa maneira, a identificacdo desta fonte de
resisténcia nos acessos do BAG-IAC é muito importante para o programa de

melhoramento do feijoeiro.

Seis marcadores ligados a esse gene foram identificados em populagdes quando
inoculadas com a raca 65 do patdgeno. Quatro deles estdo em fase de acoplamento:
Y20(s00), C8900), 116(830) € J1(1380), @ uma distancia do gene de 0,0; 9,7; 14,3 e 18,1 cM,
respectivamente, e dois em repulsdo: B3(1s00) € A18s30), @ 3,7 € 17,4 cM distancia do gene,
respectivamente. Para selecionar os gendétipos que provavelmente possuem o gene Co-4,
considerou-se pelos menos quatro marcas dos seis marcadores que apresentassem

amplificagOes simultaneas para 0 mesmo acesso.

Os marcadores B3(1s00) € Y20(30), em trabalhos anteriormente realizados (Arruda et
al., 2000), foram utilizados como par codominante. Os autores mostraram que a eficiéncia
do primer B3 para selecionar plantas homozigotas (CoCo) resistentes foi de 95%.
Entretanto, esse marcador nao pode ser usado para plantas heterozigotas e homozigotas
suscetiveis, por ndo serem facilmente distinguiveis e que deveria ser usado em populacao

segregante com grande quantidade de heterozigotos.

As amplificagdes dos marcadores C8goo) € Y20(s30) € B3(1800) NOS acessos TO

(portador do gene Co-4), Montcalm (Co-1) e Pl 207.262 (algum alelo de Co-4)



confirmaram o esperado. Em TO o fragmento foi presente para os marcadores C8oo) €
Y2030y €, em Montcalm e Pl 207.262, ausentes. Ja 0 marcador B03 n&o amplificou a banda

no acesso TO e nas demais a banda foi presente (Figura 8).
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Figura 8: Amplificagdo dos marcadores C8gqq), B3(1s00) € Y20s30). Seqiiéncia: 1, 4 e
7: TO (Co-4), 2, 5 e 8: Montcam (Co-1), 3, 6 e 9: Pl 207.262 (Co-4%).

A auséncia da associacdo de orientacdo dos trés marcadores a presenca do gene Co-
4 ou ao seu alelo Co-4> em Montcalm permite inferir que a cultivar ndo possui este gene.
Esta hipotese é também reforgcada pela auséncia no mesmo genétipo dos demais marcadores

Iigados ao alelo C0-42 (H 18(1100), L4(1000), AL9(740) e AS].3(950)).

Esses mesmos marcadores, quando testados nos acessos de feijoeiro do IAC,

revelaram perfis de amplificacdes bastante coerentes com orientacdes de cada qual, ou seja,



opostas para 0 mesmo gene. O marcador Y20(sg na maioria dos genotipos ndo amplificou
a banda, assim como o marcador B3(1g00) amplificou o fragmento em grande parte dos
acessos. Esse resultado permitem sugerir que aproximadamente 86% dos acessos ndo

possui tal gene (Figuras 9 e 10).

As amplificagOes obtidas a partir do marcador B3(1s00) foram acentuadamente
representadas pelos acessos suscetiveis (60%), mostrando assim que a grande maioria
ndo possui o gene Co-4. Dentre os gendtipos que amplificaram a banda, nota-se que
apenas para a raca 65 a quantidade de plantas suscetiveis foi maior (72%) que a de
resistentes. Da mesma maneira, para 0os marcadores C8gq0) € Y20(s30), €m acoplamento,
uma maior quantidade de acessos suscetiveis (67%) nao amplificou o fragmento
correspondente para esses marcadores (Figuras 9, 10 e 11). Esses trés marcadores foram
originalmente identificados em populacéo inoculadas, com a raga 65 de C.
lindemuthianum (ARRUDA et al., 2000).

Entretanto, o marcador C8go0) Nd0 apresentou resultado tdo marcante quanto o
marcador Y20(s30), que esta ligado a 0,0 cM, enquanto que C8go0) esta a 9,7 cM, ou seja,
numa condi¢do mais favoravel para a ocorréncia de recombinag&o entre o marcador e o
gene. Segundo Ragagnin et al. (2001), marcadores mais proximos dos genes ligados a
uma distancia inferior a 7,1 cM mantém-se ligados enquanto que, aqueles com distancia
maior podem sofrer recombinac&o.
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.



Figura 9: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccdo pelas racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador Y2035 (Operon

Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenc¢a da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 10: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador B3 (Operon

Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.
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Figura 11: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador CB8gqg (Operon

Technologies).



O resultado obtido a partir desses marcadores mostrou que dentre 0s acessos
resistentes com associacao a orientagdo dos marcadores (indicando a presenca do gene),
a resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum foi de 51%, enquanto que para as racas 31
e 89 foram de 42% e 30%, respectivamente.

Os marcadores J1(13g0) € 116(ss0), previamente identificados como ligados ao gene
Co-4 (ARRUDA et al., 2000), comportaram-se de maneira similar, ou seja, revelaram
que a maioria dos acessos (86%) nao possui esse gene. Os acessos suscetiveis, as racas
31 e 89 foram em maior quantidade (61%) quando comparados com 0s acessos
suscetiveis a raga 65 (39%) (Figuras 12 e 13).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 12: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador Jlgsg (Operon

Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 13: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infecgdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador 116sg (Operon
Technologies).

O marcador A18s30) apresentou um resultado diferente dos demais, esperava-se
que a presenca indicasse a auséncia do Co-4. Por estar em fase de repulsédo, como o B03,
a maioria dos acessos deveria amplificar o fragmento. No entanto, nédo foi o que se
observou. A banda foi ausente numa acentuada quantidade de acessos. Contrario ao
demais marcadores, caso seja considerado apenas a orientacdo desse marcador A18,
mostra que 217 gendtipos dentre 244 possuem o Co-4. Contudo, € importante considerar
a disténcia desse marcador, que estd a 17,4 cM do gene, possibilitando a ocorréncia de
recombinacgdes (Figura 14).
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R e S: agessos resistentes e susgetiveis com a presenca da banda,gspectigamente. R S Ra Sa

Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 14: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infecgdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador Al8 g3 (Operon
Technologies).

4.3.3.1. Gene Co-42



O alelo Co-4* foi localizado no mesmo loco do gene Co-4 da cultivar TO,
identificado na selecdo 1308 de G2333 (SEL 1308) e é responsavel pela resisténcia a raca
2047 de C. lindemuthianum. Os marcadores identificados como ligados a esse alelo foram
AS13(950), AL9(710) € L4(1000), €M fase de acoplamento e a uma distancia de 0,0 e 4,5 e 0,0

cM, respectivamente.

Ao analisar as amplificagdes desses marcadores nas 11 variedades diferenciadoras
existentes no BAG-feijoeiro, notou-se reprodutibilidade dos resultados obtidos quando
comparados aos trabalhos realizados anteriormente com as mesmas cultivares (COSTA et
al., 2000). Os marcadores AS13(es0) € AL9(740) foram presentes em G2333, TO, Widusa e

em Pl 207.262 (Figura 15).
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Figura 15: Amplificacéo dos marcadores AL9740), AS13gs0) € L4(1000). Seqiiéncia dos acessos: 1, 5 e 9: G2333,
2,6e10:TO, 3,7, e11: Widusa e 4, 8 e 12: Pl 207.262.



O marcador H181100) também foi identificado como ligado em acoplamento ao alelo
Co-4% a uma distancia de 5,6 cM do gene, em populacdes inoculadas com a raca 73 de C.
lindemuthianum. Esse marcador, assim como os anteriormente citados ligados ao Co-42,
comportou-se de maneira similar, quando testado no conjunto dos acessos, cuja maioria
(74%) ndo amplificou o fragmento esperado podendo, dessa maneira, supor a inexisténcia

desse gene.

O grupo dos gendtipos em que a banda foi ausente é composto, em grande parte, de
acessos suscetiveis. Para 0s genotipos resistentes sem a banda supde-se que 0s marcadores
tenham se ligado a algum outro alelo ou que a resisténcia seja condicionada por fatores

complementares (Figuras 16, 17, 18 e 19).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 16: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccao pelas racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador AL9 740 (Operon
Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 17: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infeccdo pelas racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador AS13 50, (Operon
Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 18: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infecgdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador L4000 (Operon
Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 19: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infecgdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador H181;0 (Operon
Technologies).

4.3.4. Gene Co-5

O gene Co-5 esté entre os trés presentes na cultivar G2333 e que sdo responsaveis
pela resisténcia a todos patotipos de C. lindemuthianum identificados no Brasil, sendo que,
0s genes envolvidos na resisténcia as racas 73 e 89 seriam os Co-5 e Co-4°. Este gene

também esta presente na cultivar TU (YOUNG & KELLY, 1996).

O marcador AB3s) foi identificado como ligado ao Co-5 em fase de acoplamento,
a uma distancia 5,9 cM em populagfes inoculadas com a raca 65 (YOUNG & KELLY,

1997).

Adicionalmente aos estudos que envolvem este gene, alguns autores tentaram
associar outros marcadores ao gene Co-5. Castanheira et al. (1999) identificaram o
marcador F10(12 pb em populagdes provenientes dos cruzamentos Carioca 300V x Ouro e

P24 x Ouro. No presente estudo, esse marcador foi considerado ligado apenas ao gene Co-



1. Alzate-Marin et al. (1999d), estudaram populacdes de retrocruzamentos derivadas de
G2333 x Ruda com a finalidade de se encontrar o alelo Co-4*através do marcador H18110)
e sugeriram que, estas populacfes continham o gene Co-5, com base na auséncia desse

marcador, quando inoculadas com a raga 89 do C. lindemuthianum.

Os resultados das amplificagcoes do marcador AB3(s3p) mostraram que 66% dos
acessos ndo produziram o fragmento esperado. Apesar desse resultado, este marcador foi
0 que mais apresentou associacdo com o gene mostrando que 82 geno6tipos sao
candidatos a possuirem o Co-5. Entretanto, no presente estudo, apenas um marcador foi
utilizado para esse gene (AB3(sg)). Portanto, deve-se levar em consideragéo os possiveis
problemas existentes quando se utiliza um marcador em condic@es diferentes daquelas
em que ele foi originalmente identificado, como por exemplo a mudanca do gendtipo e o
grau de ligacao entre o gene e 0 marcador.

Dentre os acessos que amplificaram o fragmento de 450pb para as racas 31 e 89,
0s genotipos suscetiveis apareceram em maior quantidade (57%). J& para a raca 65,
dentre os gendtipos que amplificaram a banda, os resistentes foram em maior quantidade
(56%) (Figura 20).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presencga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 20: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidos a infecgdo das racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador AB3sg (Operon
Technologies).



4.3.5. Gene Co-6

A variedade AB136 é geralmente utilizada no Brasil como parental doador do gene
Co-6 em retrocruzamentos, visando a criacdo de cultivares resistentes a antracnose, por

mostrar-se incompativel a todas as ragas de C. lindemuthianum identificadas no pais.

O marcador AZ20w40) foi identificado originalmente ligado a esse gene em
acoplamento e a distancia de 7,1 cM em populagGes inoculadas com a raga 89 de C.
lindemuthianum. O marcador AH1(7g foi identificado em acoplamento ao Co-6 e o
AK2090) em repulséo, distantes a 12,3 ¢cM e a 7,3 cM do gene, respectivamente (YOUNG

& KELLY, 1997).

Alzate-Marin et al. (1999c) também identificaram na cultivar AB136 outros dois
marcadores ligados em fases opostas a0 mesmo gene: Z4se0) € Z9950). O marcador Z4se0)
esta ligado em acoplamento a uma distancia de 8,5 cM do gene enquanto que 0 Z9(gs0) esta
em repulsdo a 20.4 cM de distancia. Complementando estudos relacionados ao gene Co-6,
Goncalves-Vidigal et al. (2001) identificaram o marcador Z4se) ligado a 1,7 cM de
distancia de Co-6 na cultivar AB136, conferindo resisténcia as ragas 31 e 69. Os autores
concluiram que este gene € o mesmo anteriormente identificado como responsavel pela
resisténcia as racgas 89, 73, 81 e 64 ou, entdo, que este gene estd no mesmo bloco de ligacao

que controla a resisténcia a essas ragas.



Os marcadores Z9gs0), Z4(s60), AHL(780) € AZ20(040) foram testados nas cultivares
AB136 (fonte do Co-6) e na Perry Marron fonte do Co-1°. Na cultivar AB136 o marcador
Z9(950) ndo amplificou o segmento, pois este esta ligado em repulséo ao gene enquanto que
na cultivar Perry Marron produziu a banda de 950pb, confirmando a auséncia do gene. O
marcador AH1 g0y ndo produziu o fragmento e o marcador AZ2040) apresentou a banda
quando testado em AB136. Embora as amplificacbes desses trés marcadores sejam
coerentes, 0 marcador Z4sge) mostrou resultado contrario ao esperado. Esperava-se

auséncia do mesmo em Perry Marron e presenca em AB136.
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Figura 21: Amplificacdo dos marcadores Z9gsp), Z4(s60), AHL(750) € AZ20(940). Seqiiéncia dos
acessos: 1, 3 e 5: Perry Marron, 2, 4 e 6: AB136.



Os resultados das amplificages obtidas com os marcadores AK20g0), AZ20940) €
com 0 AH1gg) indicaram que 77% dos genotipos possuem o gene Co-6. Apesar desses
acessos mostrarem associacao entre o marcador e a presenca do gene, cerca de 66% deles
sdo suscetiveis. Essa diferenca entre os resultados das analises moleculares com os das
inoculagcBes permite sugerir que a resisténcia, nesses gendtipos, ndo seja conferida por
apenas Co-6. Possivelmente existam outros alelos ou fatores complementares atuando na

resisténcia (Figuras 22, 23 e 24).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 22: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador AK20ggq (Operon
Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 23: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragcas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificacdes RAPD do marcador AZ2040 (Operon
Technologies).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 24: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagbes RAPD do marcador AHLgp (Operon
Technologies).



Com as amplificages com os marcadores Z9gs0) € Z4(se0) foi possivel classificar os
acessos em quantidades praticamente iguais em relacdo a presenca ou auséncia destes
marcadores. No entanto, ambos marcadores estdo em orientacdes opostas para 0 mesmo
gene e, por isso, esperava-se resultados semelhantes aos demais marcadores usados como
pares codominantes, como B3(so0) cOM Y20(g30) 0u AK20ge0), AZ20(g20) € AHL(780), que
indicaram resultados concordantes, apesar de terem revelado quantidade de bandas com

valores opostos.

O primer Z4 amplificou o fragmento esperado (560pb), tanto para os genotipos
resistentes quanto para os suscetiveis. Dentre 0s acessos suscetiveis (com a presenca da
banda) as racas 89 e 31 mostraram-se pouco mais agressivas (58%) se comparadas a raca
65, em que a banda foi presente em praticamente 50% dos acessos, tanto resistentes quanto
suscetiveis. Esse marcador foi identificado como ligado ao gene Co-6, responsavel por
conferir resisténcia a muitas racas do patdgeno, inclusive as ragas 89 e 31. Sendo assim, 0
que se nota € que apesar do marcador estar presente para estas duas racas, indicando a
presenca do gene, ele ndo € suficiente para proporcionar a resisténcia total em alguns

genotipos.

Resultado similar se observa para o marcador Z9gs0, em que sua auséncia foi
observada tanto para 0s gendtipos resistentes quanto para os suscetiveis. Para as ragas 31 e
89 0s genotipos resistentes apresentaram-se em menor quantidade, 40% e 26%,
respectivamente. J4 para a raca 65, 44% dos acessos sem a banda séo resistentes. Tanto o

primer Z4 quanto o Z9, produziram resultados coerentes com a resisténcia dos genotipos,



quando submetidos a infeccdo pela raca 65, embora ndo seja a mesma originalmente

avaliada para esses marcadores (Figuras 25 e 26).

O marcador Z4seg) foi mapeado como ligado ao gene Co-6 para as ragas 89, 73, 81
e 64, nas distancias de 8,5; 2,9; 2.8 e 7,5 cM do loco, respectivamente (ALZATE-MARIN
et al., 1999b). No caso dos resultados obtidos com a raca 65, 0 marcador poderia estar
ligado mais proximo ao gene ou a algum outro alelo responsavel pela resisténcia a esta
raca. Para a raca 89, podemos supor que a distancia entre o marcador e 0 gene tenha
interferido no resultado, pois foi originalmente mapeado a uma distancia maior que 7,1 cM,

permitindo possiveis recombinacdes.

150 Raca31 150 Raga 65 15 Raga 89
100 100 100
50 50 50
0 0 0
R s Ra sa R S Ra sa R s Ra Sa

R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 25: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas a infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador Z4seq (Operon
Technologies).



150 Raga 65 Raca 89

150 Raga 31 150
100 100 100
50 50 50
0 0 0

R S Ra Sa R S Ra Sa R S Ra Sa

R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.
Ra e Sa: Acessos resistentes e suscetiveis, com a auséncia da banda, respectivamente.

Figura 26: Acessos de feijoeiro de diferentes origens submetidas & infeccdo pelas ragas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum, em que ocorreram amplificagdes RAPD do marcador Z9sq (Operon
Technologies).

4.4. Consideracdes Gerais

Alguns marcadores mostram-se mais eficientes do que outros, produzindo bandas
mais intensas e de melhor visualizacdo. A reprodutibilidade dos experimentos baseados em
RAPD pode ser baixa, se alguns cuidados basicos ndo forem tomados, como a otimizagdo
da condicdo de reacdo para a espécie e condugdo adequada e padronizada dos experimentos

como descrito por Penner et al. (1993) e Wang et al. (1993).



Embora cuidados necessarios para se realizar as rea¢Ges tenham sido adotados,
ainda assim alguns marcadores apresentaram perfis de amplificacbes melhores que outros.
Dentre os que apresentaram melhores amplificagdes destacam-se F10s0), AS13(950),

H181100), A18830), C8(900), AL (740), L4(1000), Z9950) € 116850y (Tabela 9).

Tabela 9: Nimero de acessos de feijoeiro do BAG-IAC, que amplificaram os marcadores ligados a
genes de resisténcia as ragas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.

Reacdo em

Laboratério Marcadores

65 31 89| Q4 AK20 F10 AS13 AZ20J01 Z9 H20 H18 ZzZ4 A18 C8 B3 L4 AL9 116 AB3 Y20 AH1
R R R|12 35 28 15 43 7 32 4 10 22 46 26 17 21 20 10 24 6 7
S S S|10 63 36 35 78 10 64 4 13 36 82 31 18 25 15 15 27 14 13
R S S|0 16 9 6 20 1 14 O 2 10 24 11 4 6 5 2 10 1 4
S R S|{2 15 9 9 2 0 13 1 2 12 22 10 3 7 3 1 6 4 2
S S R(3 13 4 4 12 2 4 0 3 4 14 7 1 2 1 3 5 1 0
R R S|3 16 6 8 15 2 12 1 0 8 14 5 3 3 6 4 7 6 2
S R R0 3 0 1 3 0 2 O 2 2 4 1 0 0 O 0 0 3 0
R S R|3 10 5 5 13 1 7 2 4 8 14 7 0 4 2 2 6 3 1

Locos em repulsdo cuja presenca de banda foi invertida para auséncia indicando a presenca do gene
R: acesso resistente; S: acesso suscetivel

O resultado obtido neste trabalho foi inesperado. Era esperado encontrar marcadores
que pudessem ser padronizados para selecdo de fontes de resisténcia nos genotipos, bem
como apontar marcadores ainda néo identificados ligados a genes de resisténcia, e iSso ndo

aconteceu.

No caso dos resultados inesperados, tanto para presenca como auséncia do
marcador, deve-se considerar que tanto as racas de C. lindemuthianum inoculadas quanto os

genotipos do BAG de feijdo utilizados no presente estudo ndo coincidem totalmente com o



material utilizado nos estudos anteriormente realizados, a partir dos quais os marcadores

foram identificados.

Os genotipos resistentes, em que houve coincidéncia com uma das orientagdes do
marcador possivelmente possuem 0 gene ou genes compativeis as trés ragas de C.
lindemuthianum avaliadas no estudo. Entretanto, muitos deles mesmo sendo resistentes néo
revelaram associagcdo com o marcador. Neste caso, sugere-se que tenha ocorrido quebra da
ligacdo por recombinacdo ou que se trata de um outro gene de resisténcia ndo identificado,

como ligado a algum dos marcadores relacionados neste estudo.

As plantas suscetiveis que amplificaram marcadores ligados a genes de resisténcia
indicam que, apesar da existéncia de algum gene de resisténcia, este ndo foi suficiente para
condicionar a resisténcia total as trés racgas, ressaltando a interagdo gene “raca-especifico".
Deve-se ainda citar a possibilidade da ocorréncia de quebra de ligacao entre o marcador e 0
loco ou que o fragmento amplificado, apesar de ter 0 mesmo tamanho esperado, conforme

literatura, seja proveniente de outra regido do genoma.

Os marcadores RAPDs previamente associados aos genes de resisténcia a
antracnose mostraram-se bastante eficientes quando aplicados nas mesmas cultivares em
que foram originalmente identificados. No entanto, quando utilizados em todos 0s acessos,
muitos dos quais desconhecidos, notou-se que para alguns marcadores a mudanca do

genotipo e ou da raca do patégeno comprometeu a utilidade dos mesmos.

Com isso, se por um lado os marcadores tém se mostrado como uma forte

ferramenta em auxilio ao programas de melhoramento genético, que visam a identificagcdo



de genes de resisténcia e o desenvolvimento de variedades melhoradas, por outro, as
diferencas nas condi¢des ideais para a sua utilizagdo podem limitar o impacto esperado no
melhoramento assistido pelos mesmos. Assim, tendo em vista as observacdes nas analises
moleculares obtidas em relacdo a literatura citada dos mesmos e com o objetivo de inferir
sobre 0s possiveis genes presentes nos acessos analisados, encontram-se na tabela 10
aqueles que apresentaram as melhores associa¢cbes com 0s marcadores e que sao sugeridos

como possiveis fontes de genes de resisténcia as trés racas de C. lindemuthianum.



Tabela 10: Acessos de feijoeiro com possiveis genes de resisténcia as racas 31, 65 e 89 de
Colletotrichum lindemuthianum.

Resistente as racas 31, 65 e 89 Resistente a raga 89 Suscetivel as ragas 31, 65 e 89
Uberabinha Co-1  Co-4(2) A-ICA-TUl  Co-4(2) Co5 Co-6 Baetdo-30273 Co5 Co6
Red Kidney Co-l  Co5 Jamapa Co-l Co5 México-115 Co-l  Co-6
Puebla-152 Co5  Co-6 A-211 Co-1 Co5 Co-6 73VU-3210 Co-1  Co-6
IAPAR-57 Co-l Co5 Co6 Tupi Co-1 Co-4(2) Co-6
IAPAR-72 Co-l1  Co-6 Resistente a raca 31 Preto-196 Co-l Co-4(2) Co-6
MD-806 Co-1  Co-6 ECU-208 Co-1  Co-6 Pato de Minas Co-1 Co5 Co-6
EMP-81 Co-1  Co-6 TIB-3042 Co-5 Co-6 Porrillo-1 Co-1 Co5 Co-6
Taruma Co-1  Co-6 Widusa Co-1 Co-4(2) Co-5 Small White 59 Preto  Co-1  Co-6
Pompador Co-l1  Co5 G2338 Co-l  Co5 BB Lake Co-4(2) Co5 Co-6
Qito e Nove Co5  Co-6 Turrialba-1 Co-l Co5 Copinho Grande Preto Co-4(2) Co-6
Alemao Co-l  Co-6 Carioca MG Co5 Co-6
mar/02 Co4 Co5 Cob Resistente a raga 65 Baetdo-CF-840856  Co-1  Co-6
HF5465-63-1 Co-l  Co5 Cob Preto-146 Co-l Co-6 PI1-310724 Co-42) Co-5
TU Co-1 Co6 Co5 México-12 Co-4(2) Co-5 Co-6 Jalo-110 Co-1  Co-5
TO Co-l  Co4 Co-4(Q) Co-5 Tenderete Co-l  Co5 Jamapa Co-l Co4
G2333 Co-l1 Co4(2) Co5 A-449 Co-4(2) Co-5 Jalo Co-2 Co-4(2)
Mex-279 Co-4(2) Co-6 Mare/01 Co5 Co-6 EMP-408 Co-l  Co5
Mex-222 Co-4(2) Co5 Co-6 Antioquia-8 Co5 Co-6 Barbunya Co-l  Co5
mar/03 Co-4 Co-4(2) Co5 A-21 Co-5 Co-6 Mex-54 Co-1  Co-5
Durango-222 Co-1  Co-4 Co-4(2) Co-5 IAPAR-81 Co-4(2) Co-5 Amendoin FEB-29 Co-1  Co5
G5207 Co-1  Co4 Co5 Co-6 DOR-391 Co-1  Co-5 RI1Z-30 Co-1  Co-5
RAZ-49 Co-4(2) Co-6 DOR-482 Co-l Co-4(2) Co-5 PI-165426 Co-l Co5
RAZ-59 Co-4(2) Co-6 RAZ-43 Co-5 Co-6 DOR-390 Co-4(2) Co-5
RAZ-55 Co-1 Co-4(2) Co-6 Cavalo Amarelo Co-5  Co-6 DOR-391 Co-1  Co-5
Batista Brilhante(CB) Co-1  Co-6 Xan-112 Co-l Co-4(2) Co-5
Resistente as ragas 31 e 65 G11796 Co-l1 Co5
Resistente as ragas 65 e 89 Mulata Gorda  Co-1  Co-5 Xan 251 Co5 Co-6
Baetdo-N314-EEAL  Co-1  Co5 D. Calina Co4 Co5 Co6
Sem. Gde. Cor Vinho  Co-5  Co-6 G2858 Co-1 Co-4(2)
Jalo Itararé Co2 Co4 Cal-143 Co-l Co5
Montcalm Co-l  Co5 Bat-477 Co5 Co-6
P1-329247 Co-2 Co-4(2) Co-6 Contender Co-l  Co6
Cornell-49242  Co-1  Co-2 Co5

Marcadores associados aos principais genes de resisténcia a C. lindemuthianum

Co-1: F10(530ph) Co-4(2): AS13(950pb); L4(1000pb); AL9(740ph);

C0-2 : Q4(1440pb); H20(450pb) Co-5: AB3(450ph)

Co-4 : J1(1380ph); A18(830ph); C8(900ph); Co-6 1 AK20(890pb); AZ20(940pb); AH1(780pb);
B3(1800pb); 116(850pb); Y20(830ph) Z4(560pb); Z9(950ph)

Os resultados obtidos no presente estudo permitem estabelecer uma
associacdo de co-evolucdo entre o hospedeiro P. vulgaris e o patégeno C.

lindemuthianum. Os acessos cujas marcas identificaram a presenca de um dos



genes de resisténcia foram grupados em resistentes e nao resistentes e, dentro de
cada grupo, subdivididos em funcédo do local de origem dos mesmos. O marcador
F10(s30) foi identificado como ligado ao gene andino Co-1 em fase repulsédo a 1,9
cM de distancia do gene (YOUNG e KELLY, 1997), através do qual pode-se
confirmar indiretamente a presenca do gene em algumas cultivares. Os
marcadores Q414400 € H20usqy foram identificados como ligados ao gene
mesoamericano Co-2, a distancia de 5,5 (YOUNG e KELLY, 1996) e 0,5 cM

(ADAMBLONDON et al., 1994) do gene, respectivamente.

O marcador F10(s30) foi observado majoritariamente naqueles acessos de origem
andina que apresentaram incompatibilidade as racas do patdgeno, enquanto que 0S acessos

suscetiveis foram mais representados por mesoamericanos (Figura 27).

Raca 89 Raga 65

Raga 31 100

100 100
10 ﬁ H 10 ﬁ ﬁ 10
14 , 1+ T 1
R s R s

0O Mesoamericano B Andino

0O Geneticamente Melhorado O Desconhecido

R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.

Figura 27: Amplificages do marcador F10s30) associadas a co-evolugdo entre Phaseolus vulgaris e
Colletotrichum lindemuthianum, ragas 31, 65 e 89.

Resultados similares podem ser observados para os marcadores Q414s0) € H20s0),
ambos ligados ao gene mesoamericano Co-2. As amplificacbes obtidas a partir desses

marcadores mostram que dentre 0s acessos apresentando com a banda, os de origem andina



foram mais resistentes se comparado aos mesoamericanos. Esses resultados reforcam a
teoria de que, gendtipos andinos tendem a ser mais resistentes a isolados mesoamericanos,

como preconizado por BALARDIN e KELLY (1998) e MELOTTO & KELLY (2000) (Figuras 28

e 29).
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenca da banda, respectivamente.

Figura 28: Amplificagbes do marcador Q4 1440) associadas a co-evolugdo entre Phaseolus vulgaris e
Colletotrichum lindemuthianum, ragas 31, 65 e 89.
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R e S: acessos resistentes e suscetiveis com a presenga da banda, respectivamente.

Figura 29: Amplificagbes do marcador H20 450y associadas & co-evolugéo entre Phaseolus vulgaris e
Colletotrichum lindemuthianum, ragas 31, 65 e 89.



5. CONCLUSOES

O presente estudo conclui que:

a) As analises moleculares realizadas sugerem que o gene Co-6 € o mais
freqlente entre os 248 acessos, com 64 genotipos candidatos a portadores do gene. Os
melhores marcadores para este gene foram: AZ20(9a0), AK20(gg0) € AH1(780). Os genes
Co-1 e Co-5 estdo presentes em 91 e 82 acessos, apresentando associagdo com 0s
marcadores F10(30) € AB3(s0), respectivamente. Ao contrario do gene Co-6, que possui
varios marcadores, o grau de confianca sobre a presenca deste gene nos acessos € menor
por possuir apenas um marcador. Para o alelo Co-4? as amplificacdes dos marcadores
L4(1000), AS13950) € AL9(740) indicaram 35 acessos portadores deste alelo. Ja para o gene
Co-4, apenas 13 genotipos devem possuir este gene, cujos marcadores sdo B3(isog) €
C8900)- O gene Co-2 apresentou menor freqliéncia de ocorréncia, com somente quatro

possiveis cultivares candidatas a portadoras desse gene.

b) Dentre os 248 acessos, os mais indicados como melhores fontes de genes de
resisténcia as trés racas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum seriam os genétipos Durango-
222 (Co-1, Co-4, Co-4% e Co-5) e G5207 (Co-1, Co-4, Co-5 e Co-6), contendo cada um

quatro genes; para resisténcia as racas 65 e 89 pode-se indicar 0 acesso P1-329247 (Co-



2, Co-4% e Co-6), enquanto que para a resisténcia as racas 31 e 65 seria indicado o

genotipo D. calima (Co-4, Co-5 e Co-6).

¢) A identificagdo da presenca e auséncia dos marcadores nos acessos resistentes
a antracnose e, conseqiientemente, de um ou mais genes de resisténcia a C.
lindemuthianum, abre novas perspectivas de utilizacdo dos marcadores moleculares na
selecdo assistida, que futuramente podera ser associada a outros caracteres de

importancia agronémica.

d) No caso dos acessos resistentes a antracnose, em que ndo foi possivel associar
qualquer marcador, evidencia-se que novas fontes de resisténcia a C. lindemuthianum

podem estar presentes nesses acessos.



6. PERSPECTIVAS

Uma das principais atividades do Instituto Agrondmico-IAC é o
desenvolvimento de variedades e cultivares de feijoeiro melhoradas, sendo que muitas
cultivares ja foram disponibilizadas aos agricultores. Praticamente todas as cultivares e
ou variedades de plantas existentes foram obtidas por meio de procedimentos

convencionais de melhoramento genético.

Néao diminuindo a importéncia e a eficiéncia do melhoramento convencional,
tem-se observado uma participacdo cada vez maior de técnicas de marcadores
moleculares no apoio a programas de melhoramento genético de plantas em outros
paises. Com isso, 0 presente estudo se apresenta como uma aplicacdo dos marcadores
moleculares em apoio a um importante programa de melhoramento genético do IAC,
como é o do feijoeiro, com praticamente 70 anos de existéncia, sendo que, os beneficios
proporcionados por essa ferramenta poderdo ser observados de imediato. A confirmacao
dos marcadores, associados a alguns genes de resisténcia a antracnose, possibilitard a
realizacdo da piramidacdo dos genes de forma rapida e segura, por meio da selecdo

assistida por marcadores.

Numa fase seguinte, as bandas de RAPD de cada gene poderdo ser purificadas e
clonadas, para posterior sequenciamento e obtencdo de novos SCARs (Sequence
Characterized Amplified Regions), para os genes de resisténcia a antracnose que ainda

ndo foram feitos. A conversdo de marcadores do tipo RAPDs em marcadores SCARS,



associados a genes de resisténcia a doencas, tem propiciado ao melhorista rapidez e

praticidade na identificacdo de plantas com fontes de resisténcia a doenga.

Os SCARs, assim como o0s RAPDs, sdo técnicas simples de serem
implementadas e poderéo ser incorporadas como rotina na aplicagédo da selegéo assistida
por marcadores, em programas de melhoramento. Ainda, os genes identificados poderao

ser mapeados e clonados para transformacéo genética.
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APENDICE



Acessos de feijoeiro do BAG-IAC, que amplificaram os marcadores RAPD ligados a genes de
resisténcia as racas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.
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Acessos de feijoeiro do BAG-1AC, que amplificaram os marcadores RAPD ligados a genes de
resisténcia as ragas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.
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Acessos de feijoeiro do BAG-IAC, que amplificaram os marcadores RAPD ligados a genes de
resisténcia as racas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.
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Acessos de feijoeiro do BAG-1AC, que amplificaram os marcadores RAPD ligados a genes de
resisténcia as racas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.
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Acessos de feijoeiro do BAG-1AC, que amplificaram os marcadores RAPD ligados a genes de
resisténcia as racas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum.
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-Locos em repulséo cuja a presenca de banda foi invertida para a auséncia indicando a presenga do gene.
Gendtipos com a presenca da banda

Suscetivel as trés ragas Resistente a 89

Resistente as trés ragas Resistente & 65 e 89

Resistente a 31 Resitente 8 31 e 89

Resistente a 65 Resistente a 31 e 65







