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RESUMO

Desenvolvimento de linhagens de feijoeiro comum resistentes a antracnose e a murcha
de curtobacterium

A antracnose do feijoeiro, causada pelo fitopatégeno Colletotrichum lindemuthianum, é uma
das doencas mais severas da cultura, podendo comprometer até 100% do plantio quando ocorre
no inicio do ciclo vegetativo. Devido & alta taxa de recombinacdo genética desse patdgeno,
genes de resisténcia presentes em determinadas cultivares podem perder eficacia contra novas
racas fisiologicas, resultando em quebra de resisténcia. Este estudo teve como objetivo coletar,
isolar e identificar racas fisiologicas de isolados de C. lindemuthianum para posterior
inoculacdo em acessos de feijoeiro com o objetivo de identificar fontes de resisténcia a
antracnose para serem utilizadas em retrocruzamentos com cultivares suscetiveis recomendadas
ao setor produtivo visando torna-las resistentes novamente. Amostras de feijoeiros com
antracnose foram coletadas em diferentes regies do Brasil e encaminhadas para o Programa
de Melhoramento Genético de Feijoeiro (PMGF-IAC), onde isolados do patdégeno foram
obtidos e purificados. Apos esse processo, culturas foram repicadas em vagens autoclavadas
para a producdo de uma suspencao de esporos, que foi utilizada para inoculagdo em plantas. As
plantas inoculadas foram mantidas em uma sala de ambiente controlado, com temperatura
ajustada para 20+2°C e umidade relativa aumentada gradativamente nos primeiros trés dias:
80% (24h), 90% (48h) e 100% (72h), desligando o sistema de umidificacdo apos esse periodo.
A severidade da doenca foi avaliada por meio de uma escala de notas de 1 (planta saudavel) a
9 (planta morta). Para a identificacdo da raca fisioldgica foi inoculado a suspenséo de esporos
do isolado em 12 cultivares diferenciadoras. Isolados identificados como pertencentes a raca
65 foram inoculados em novas cultivares diferenciadoras especificas. Posteriormente, isolados
foram inoculados em diferentes genotipos para avaliar sua resisténcia, agressividade das racas
bem como identificar fontes de resisténcia. Gendtipos com alta resisténcia ao patdégeno foram
cruzados e retrocruzados, duas vezes, com os parentais recorrentes IAC Veloz (tegumento
preto) e IAC 2051 (tegumento carioca), preservando o tipo de tegumento. As geragdes
segregantes passaram por testes para resisténcia de C. lindemuthianum (mistura de racas),
coloracdo de grdos, analise morfoagronémica, utilizacdo de marcadores moleculares para genes
de resisténcia a antracnose e avaliacdo de resisténcia a Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff). Um total de 21 isolados foram identificados nas ragas: 65.69; 65.805; 73;
81 (dois isolados); 87; 89 (dois isolados); 403; 407; 409; 411; 465; 467 (trés isolados); 475 (trés
isolados); 479; 521. Os parentais recorrentes, IAC Veloz e IAC 2051 exibiram indice de
suscetibilidade (1S%) as ragas com percentuais de 67,7% e 100% respectivamente. Dentre 0s
mais resistentes, destacaram-se a linhagem 10 (IS de 10%); Gen 20-39-11 (3%); IAC Una
(19%); IAC 2560 Nelore (26%); IAC Diplomata (39%) e IAC Sintonia (55%), dos quais foram
escolhidos para parentais doadores. Na geragdo F2RC: foi identificado segregagéo da coloragéo
de tegumento em gendtipos cariocas, assim subdividindo familias. Nas analises
morfoagrondmicas, as familias foram escolhidas pela presenca de caracteristicas desejaveis.
AvaliacOes por microssatélites demonstraram divisdo dos genotipos, assim como genes fixados
e segregantes. Familias com parentais resistentes ao Cff geraram individuos com alto indice de
resisténcia.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Colletotrichum lindemuthianum; Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; Retrocruzamento.



ABSTRACT
Development of common bean lines with resistance to anthracnose and Curtobacterium
wilt

Bean anthracnose, caused by the phytopathogen Colletotrichum lindemuthianum, is one of the
most severe diseases affecting the crop and may result in up to 100% yield loss when it occurs
early in the vegetative cycle. Due to the high genetic recombination rate of this pathogen,
resistance genes present in certain cultivars may lose effectiveness against new physiological
races, resulting in resistance breakdown. This study aimed to collect, isolate, and identify
physiological races of C. lindemuthianum for subsequent inoculation in common bean
accessions, with the objective of identifying resistance sources to be used in backcrossing with
susceptible cultivars recommended to the production sector, in order to restore resistance. Bean
samples showing anthracnose symptoms were collected from different regions of Brazil and
sent to the Common Bean Breeding Program (PMGF-IAC), where isolates were obtained and
purified. Cultures were then transferred to autoclaved pods to produce spore suspensions used
for plant inoculation. Inoculated plants were maintained under controlled conditions at 20 *
2°C, with relative humidity gradually increased during the first three days (80%, 90%, and
100% at 24, 48, and 72 h, respectively), after which humidification was discontinued. Disease
severity was evaluated using a scale from 1 (healthy plant) to 9 (dead plant). Physiological race
identification was performed by inoculating isolates onto 12 differential cultivars, with race 65
isolates further evaluated using additional differentials. Subsequently, isolates were inoculated
onto different genotypes to assess resistance, aggressiveness, and to identify resistance sources.
Resistant genotypes were crossed and backcrossed twice with the recurrent parents IAC Veloz
(black seed coat) and IAC 2051 (carioca seed coat), maintaining seed coat type. Segregating
generations were evaluated for resistance to C. lindemuthianum (race mixture), grain color,
morpho-agronomic traits, molecular markers linked to anthracnose resistance, and resistance to
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff). A total of 21 isolates were classified
into the races 65.69, 65.805, 73, 81 (two isolates), 87, 89 (two isolates), 403, 407, 409, 411,
465, 467 (three isolates), 475 (three isolates), 479, and 521. The recurrent parents IAC Veloz
and IAC 2051 showed susceptibility index (S1%) of 67.7% and 100%, respectively. Among the
most resistant genotypes were Line 10 (10%), Gen 20-39-11 (3%), IAC Una (19%), IAC 2560
Nelore (26%), IAC Diplomata (39%), and IAC Sintonia (55%), which were selected as donor
parents. In the FoRC> generation, segregation for seed coat color was observed in carioca
genotypes, leading to family subdivision. Morpho-agronomic evaluations allowed the selection
of families with desirable traits, while microsatellite analyses revealed genetic structuring and
both fixed and segregating loci. Families derived from parents resistant to Cff generated
individuals with high levels of resistance.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Colletotrichum lindemuthianum;  Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; Backcrossing.



1.  INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) desempenha um papel crucial como fonte
acessivel de proteina vegetal, fibras e minerais (Coelho et al., 2021). Essa importancia
nutricional faz com que o feijoeiro seja um alimento essencial na dieta de diversas comunidades
ao redor do mundo, especialmente no Brasil, onde a populagdo se destaca como uma das
maiores consumidoras dessa leguminosa (Silva et al., 2013).

Os dados de 2024 da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) corroboram
essa relevancia, ao estimar que a producdo total da safra 2023/24 atingiu 3.331,3 mil toneladas,
representando um aumento de 9,7% em relacdo a safra anterior. Além disso, conforme a
FAOSTAT (2024), o Brasil esta entre os trés maiores produtores mundiais de feijao, ficando
atras apenas da India.

No entanto, para garantir uma oferta adequada desse alimento, é fundamental controlar
fatores que limitam sua produtividade, os quais podem ser classificados como abidticos e
bidticos. Entre os fatores abioticos, destacam-se variaveis climaticas, deficiéncia de nutrientes
e condicBes geograficas regionais. Ja os fatores biodticos incluem a incidéncia de pragas e
doencas, que podem comprometer significativamente a producéo (Didonet & Silva, 2004).

Dentre os fatores bioticos, a presenca de microrganismos fitopatogénicos, como fungos,
bactérias, virus e nematoides, representam uma ameaca a cultura do feijao. No entanto, a
relevancia dessas doencas varia, sendo que aproximadamente 20% delas apresentam impacto
significativo no campo, enquanto outras ocorrem de forma esporadica e pouco influenciam na
produtividade (Wendland, Junior & de Faria, 2018).

Entre as doencas de maior impacto no feijoeiro, a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus, 1878) Scrib., destaca-se como um dos
principais desafios fitossanitarios da cultura. O patdégeno encontra condi¢Ges ideais para seu
desenvolvimento em temperaturas amenas (13-26°C) e alta umidade (Wendland, Junior & de
Faria, 2018), e, quando associado & utilizacdo de cultivares suscetiveis e sementes
contaminadas, pode provocar perdas de até 100% na lavoura (Rava & Sartorato, 1994; Zabot
et al., 2024).

O controle da antracnose envolve a adocdo de praticas integradas, como rotacdo de
culturas, eliminacdo de residuos vegetais infectados, tratamento de sementes com fungicidas e
0 uso de cultivares resistentes ao patdgeno, estratégias consideradas como uma das mais

eficazes para reduzir os danos causados pela doenca (Rava, 1993; Nunes et al., 2021).



Assim, o desenvolvimento de cultivares de feijoeiro resistentes, por meio de programas
de melhoramento genético, é uma estratégia fundamental para o controle da antracnose. No
entanto, a alta capacidade de recombinacéo do fungo C. lindemuthianum permite o surgimento
de novas racas fisiologicas, que podem superar a resisténcia genética das cultivares e torna-las
suscetiveis a doenca (Rava et al., 1994). A variabilidade patogénica desse fungo foi
primeiramente comprovada por Barrus (1911), e, atualmente, Nunes et al. (2021) relatam a
existéncia de 298 racas fisioldgicas identificadas globalmente. No Brasil, um estudo conduzido
por Paulino et al. (2022) sintetizou as pesquisas realizadas entre 1991 e 2021, identificando a
ocorréncia de 89 racas no pais. Entre as mais recorrentes estdo as racas fisioldgicas 73, 65 e 81,
embora variantes mais virulentas, como 1601 e 1609 (Parana), 581 (Santa Catarina) e 593
(Goias), também tenham sido relatadas.

Até 0 momento, a resisténcia do feijoeiro a antracnose foi associada a 25 genes (Banoo,
et al. 2020), dos quais 16 genes, até 0 momento, estdo associados ao conjunto de cultivares
diferenciadoras de racas fisioldgicas de C. lindemuthianum que foram estabelecidas na Primeira
Reunido Latino-Americana de Antracnose do Feijoeiro (CIAT, 1990), no qual o conjunto de
diferenciadoras se da por quatro cultivares andinas e oito mesoamericanas.

A relacdo entre os centros de origem da cultura e dos isolados de C. lindemuthianum
sdo explicados pela coevolugdo dessas espécies. Chiorato et al. (2006) destacaram que a raga
do patdgeno esta associada a origem de seu hospedeiro, onde cultivares mesoamericanas
tendem a ser mais suscetiveis as racas fisioldgicas provenientes da mesma regiao, igualmente
acontece com cultivares e isolados andinos.

A complexidade desse patossistema é agravada quando isolados de C. lindemuthianum
se tornam recorrentes, agressivos as cultivares detentoras de genes de dificil quebra de
resisténcia e geograficamente dispersas nas lavouras brasileiras (Ishikawa et al., 2008; Nunes
etal., 2021)

Diante desse cenario, torna-se essencial a busca por fontes de resisténcia que
incorporem genes resistentes as racas andinas e mesoamericanas. Young & Kelly (1997)
indicaram a piramidacao de genes para manter a resisténcia de cultivares de feijdo por longos
periodos, adicionando diversos genes provenientes dos dois centros de origem em uma mesma
cultivar.

Para a introgressao desses genes, Matiello, Barbieri & Carvalho (1997) abordaram que
0 método mais eficiente é por meio do retrocruzamento, utilizando fontes de resisténcia de

mesmo pool génico ou populacBes relacionadas. Borém (2021) explica que, a cada



retrocruzamento feito, a proporcéo de genes adquiridos do parental doador é reduzida pela
metade. ApOs repeticGes do processo, as progénies terdo em sua maioria caracteristicas do
parental recorrente. Assim, dois ou trés retrocruzamentos serdo suficientes para se ter
caracteristicas do parental recorrente e genes resistentes do parental doador.

Diante do exposto acima, a combinagdo de todos esses fatores justifica a presente
pesquisa, pois, a cada safra, relata-se quebras de resisténcia de cultivares, como do exemplo da
cv. IAC Veloz (Dr. Alisson F. Chiorato, comunicacao pessoal), que por conta da emergéncia
de racas fisioldgicas mais agressivas e dispersas nas principais localidades de producédo da
cultura do feijoeiro no Brasil tornou-se suscetivel para algumas ragas do patdgeno. Ainda
segundo Dr. Alisson F. Chiorato (Comunicacéo pessoal), 0 mesmo ocorreu comacv. IAC 2051.
O controle dessa doenca por meio da resisténcia genética ao invés de uso de fungicidas é
vantajoso, tanto para o produtor, quanto para a sustentabilidade agricola, pelo fato de haver
reducdo significativa no uso de fungicidas e de residuos tanto nos grdos quanto no meio
ambiente.

Desta forma, o objetivo do presente projeto foi realizar estudos etiol6gicos com isolados
de C. lindemuthianum obtidos (deteccdo de racas fisioldgicas e de agressividade frente a
determinadas cultivares) para depois efetuar uma triagem em materiais da cultura visando
detectar fontes com potenciais de resisténcia ao patdgeno para serem cruzadas e retrocruzadas

com cultivares comerciais que se apresentaram suscetiveis a antracnose.
2.  HIPOTESE

Genotipos resistentes retrocruzados com as cultivares comerciais IAC Veloz e IAC
2051 manterdo as caracteristicas desses cultivares com o acréscimo dos genes de resisténcia as

novas racas fisioldgicas agressivas de C. lindemuthianum.
3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Coletar feijoeiro comum com antracnose em diferentes localidades, isolar o patdgeno e
mapear racas fisiologicas mais recorrentes nas regides brasileiras;

» Identificar a raca fisioldgica dos isolados do patdgeno obtidos por meio do uso de cultivares
diferenciadoras;

» Analisar a reacdo de cultivares e linhagens de feijoeiro desenvolvidas pelo Programa de
Melhoramento Genético de Feijoeiro do IAC (PMF-IAC) frente as novas racas fisioldgicas

do fitopatogeno;



» Realizar dois retrocruzamentos entre gendétipos identificados como resistentes as novas
racas fisiologicas identificadas (genotipo doador) com as cultivares IAC Veloz de
tegumento preto e IAC 2051 de tegumento carioca (genotipos recorrentes) suscetiveis ao
patdgeno, mas amplamente cultivadas em diferentes regides brasileiras;

» Obter linhagens provenientes de retrocruzamentos que combinem as caracteristicas pré-
existentes das cultivares com genes de resisténcia as novas ragas agressivas de C.
lindemuthianum do gendtipo resistente doador;

» Testar se as linhagens obtidas mantiveram as caracteristicas agrondémicas favoraveis dos
parentais recorrentes e se herdaram os genes de resisténcia das novas racas de C.
lindemuthianum e se ainda sdo resistentes para a fitobactéria Curtobacterium

flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. O feijoeiro comum

O género Phaseolus possui mais de 55 espécies, onde apenas cinco sdo mais consumidas
no mundo. Dentre elas, a mais preferida e produzida para consumo humano € o feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris L.) (Debouck, 1991). Trata-se de uma leguminosa pertencente a familia
Fabaceae. E diplddie, apresentando 11 pares de cromossomos (2n=22) anual, autbgama com
mecanismo fotossintético C3, dois habitos de crescimento (determinado e indeterminado) e raiz
principal pivotante (Oliveira et al., 2018).

No século 19 acreditavam que o centro de origem do feijoeiro seria a india, depois de
diferentes autores discutirem a real origem, apds analise de restos arqueoldgicos de feijoeiro
foi indicado a domesticacdo no México de 4 a 7 mil anos atras e na América Central e Andes
entre 7 a 8 mil anos (Sousa & Ferreira, 2021). Atualmente é compreendido que possui dois
pools génicos, Mesoamericano e Andino. Diferenciam-se principalmente por tipo de faseolina
presente, isoenzima e outros aspectos genéticos (Mamidi et al. 2011) e aspectos morfologicos
onde sementes provenientes do mesoamericano sao pequenas, ja feijoes maiores sdo do andino
(Pinheiro & Faria, 2005).

O feijdo é um alimento com alta fonte nutritiva, incluindo proteinas, vitaminas,
carboidratos complexos e fibras, do qual faz parte da alimentacdo humana ha cerca de 10.000
anos (Domene et al., 2021). O Brasil encontra-se em segundo lugar em ranking mundial de

producio de feijdo, atras da india que lidera com 7,9 milhdes de toneladas, uma diferenca de



4,9 milhdes de toneladas, e em terceiro lugar Myanmar, com aproximadamente 2,4 milhGes de
toneladas (FAOSTAT, 2024)

Atualmente, o padrao de consumo de feijdo no Brasil € de 80% de feijdo-comum e 20%
de feijdo-caupi. Em relacdo ao feijdo-comum: 56% carioca, 21% preto e 3% especiais (Wander
& Silva, 2025), havendo uma demanda de 3.014 mil toneladas para uma oferta de 3.132 mil
toneladas na safra 2025/26 (Conab, 2025).

Dentro da serie historia de produtividade é possivel notar que nos dados de 1996/97 a
produtividade estimada era de 591,55 (mil toneladas), comparado com a safra 2025/26 com
uma produtividade média de 1.134,22 (mil toneladas) (Conab, 2025). O incremento da
produtividade estd associado a multiplos fatores, destacando-se a atenuacdo de fatores

limitantes, tanto de natureza abiotica quanto biotica (Didonet & Silva, 2004).

4.2. Melhoramento genético do feijoeiro e caracteristicas almejadas

O melhoramento genético do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) teve inicio
formal no inicio do século XX, sendo a Michigan Agricultural College uma das primeiras
instituicOes a conduzir programas estruturados, em 1906 (De Ron et al., 2015). No Brasil, as
atividades de melhoramento tiveram inicio em 1930 no Instituto Agrondémico de Campinas
(IAC), por meio do Programa de Melhoramento Genético de Feijoeiro (PMGF-1AC),
responsavel pelo desenvolvimento e langcamento de cultivares melhoradas dos tipos comerciais
mulatinho, chumbinho, rosinha e preto, entre outros (Voysest, 2000). Um marco desse
programa ocorreu em 1970, com o langamento da primeira cultivar do grupo Carioca, a qual
promoveu uma mudanca significativa no padréo de preferéncia dos consumidores brasileiros
(Almeida et al., 2020).

De modo geral, os programas de melhoramento genético do feijoeiro buscam a obtencéo
de cultivares que aliem alta produtividade a caracteristicas agrondmicas e tecnoldgicas
desejaveis, incluindo resisténcia a fatores bidticos e abioticos, além de atributos relacionados a
qualidade dos gréos, como cor, tamanho, tempo de cozimento e qualidade de caldo (Carbonell
et al., 2010). Entre os fatores bioticos, observa-se que a resisténcia ou tolerancia a doencas é
um dos principais objetivos dos programas de melhoramento, sendo recorrente, em publicacfes
de lancamento de cultivares, a mencdo a resisténcia a importantes fitopatdgenos como

Colletotrichum  lindemuthianum, Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens,



Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Fusarium oxysporum e Phaeoisariopsis griseola
(Carbonell et al., 2025; Pereira et al., 2025).

Diversos métodos podem ser empregados no melhoramento do feijoeiro-comum, entre
eles 0 método do pedigree, single seed descent (SSD), selecdo gamética, método bulk, selecao
recorrente e retrocruzamento (Borém, 2021). O retrocruzamento ndo € considerado eficiente
quando aplicado ao aumento de produtividade ou tolerancia a estresses abiodticos (Beaver &
Osorno, 2009). Entretanto, para caracteristicas como resisténcia ao crestamento bacteriano
comum, mancha-angular e antracnose, essa estratégia é recomendada, por possibilitar a
introgressao especifica de alelos de interesse em um fundo genético previamente adaptado
(Uwera et al., 2021; Benchimol-Reis et al., 2025).

Para obtencdo de linhagens que combinem estes fatores, pode ser empregado técnicas
de hibridizacdo artificial como de Buishand (1956), consistindo em: (1) emasculacdo das
anteras no estagio pré-antese, e (2) polinizacdo manual mediante esfregacdo do estigma (genitor

feminino) com pdlen aderido no estigma da planta que servira de genitor masculino.
4.3. Antracnose do Feijoeiro - Colletotrichum lindemuthianum

O género Colletotrichum compreende aproximadamente 257 espécies, organizadas em
15 complexos de espécies, com registros de associacdo a cerca de 720 hospedeiros distintos
(Talhinhas & Baroncelli, 2021). Entre essas espécies, o0 agente causal da antracnose do feijoeiro
comum ¢é Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magnus) Briosi & Cavara, patdgeno
inicialmente observado por Lindemuth em 1875 e posteriormente descrito taxonomicamente
por Saccardo em 1878 (Tiffany & Gilman, 1954). Os primeiros relatos da ocorréncia da doenca
concentram-se na Europa e na América do Norte, onde foram registradas epidemias severas,
incluindo a destruicdo de lavouras de feijoeiro em determinadas regides da Italia no ano de
1891 (Padder & Sharma, 2017).

A antracnose do feijoeiro € identificada a partir da observacdo de sintomas na parte
aérea das plantas, caracterizados por lesdes associadas as nervuras, com areas necrosadas e
coloracdo variando de avermelhada a amarronzada, ocorrendo predominantemente na face
abaxial das folhas. Nas vagens, as lesdes apresentam-se deprimidas, circulares, com bordas
mais escuras em relacdo ao centro, podendo comprometer severamente a qualidade e a
producdo dos grdos (Wendland, Junior & de Faria, 2018). Em condi¢des favoraveis ao
desenvolvimento da doenga e na presenca de cultivares altamente suscetiveis, a antracnose pode
resultar em perdas de até 100% da lavoura (Rava & Sartorato, 1994; Zabot et al., 2024).



A manifestacdo desses sintomas estd diretamente relacionada & estratégia de
colonizagédo adotada por C. lindemuthianum, fungo de comportamento hemibiotrofico. Nesse
tipo de interacdo, a infeccdo se inicia de forma assintomatica, com o estabelecimento do
patdgeno nos tecidos do hospedeiro antes do aparecimento de lesbes visiveis. Apds a
germinacdo do conidio na superficie vegetal, ocorre a diferenciacdo do tubo germinativo em
apressorio, cuja parede celular melanizada desempenha papel fundamental no processo de
invasdo. A melanizacdo contribui para a geracao de elevada pressao de turgor, viabilizando a
penetracdo direta no tecido vegetal. Uma vez no interior do hospedeiro, o fungo estabelece uma
fase inicial de colonizacdo restrita a células vivas, seguida pela transicdo para a fase
necrotréfica, geralmente observada por volta de 72 horas ap6s a inoculagdo. Essa fase é
marcada pela formacao de hifas secundarias, intensificacdo do dano tecidual e progressao das
lesGes, culminando no desenvolvimento dos sintomas tipicos da antracnose (Padder & Sharma,
2017; Romero et al., 2024).

A sobrevivéncia desse fitopatdgeno ocorre principalmente em restos culturais
contaminados e em hospedeiros alternativos, o que possibilita a permanéncia de C.
lindemuthianum entre as safras de feijdo. A disseminacdo do patdgeno ocorre
predominantemente a curtas distancias, sendo favorecida pela agédo da chuva e do vento. O
desenvolvimento da doenca é favorecido por temperaturas amenas, entre 13 e 26 °C, associadas
a elevada umidade relativa, que propicia o acumulo de &gua livre sobre os tecidos vegetais,
condicdo essencial para a germinacdo dos conidios e o estabelecimento da infeccao (Wendland
etal., 2016).

Classificacao de racas fisioldgicas

O conjunto de individuos de uma espécie de patégeno é definido por caracteristicas
morfologicas e fenotipicas em comum. Entretanto, quando esses individuos apresentam
capacidade diferencial de infectar cultivares distintas de um mesmo hospedeiro, tal
diferenciacdo caracteriza a existéncia de racas fisioldgicas (Agrios, 2005). Essas ragas ndo se
distinguem, necessariamente, por aspectos morfolégicos, mas principalmente por aspectos
fisioldgico e patogénicos, sendo uma interacéo especifica patogeno—hospedeiro (Gasparotto et
al., 2023).

Em areas de cultivo intensivo de feijoeiro, a elevada pressdo de selecdo exercida pelo
uso continuo de cultivares com diferentes niveis de resisténcia favorece a ocorréncia de

variabilidade genética dentro da prépria especie do patdégeno (Nunes et al., 2021). Isso ocorre
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porque 0s mecanismos de variabilidade de C. lindemuthianum incluem a anastomose, por meio
da formacdo de tubos de anastomose conidial (CATS), possibilitando a troca genética entre
isolados de racgas distintas, além de mutacdes, reproducdo sexual e parasexual e a acdo de
elementos transponiveis (Ishikawa et al., 2012; Pinto et al., 2012; Guttman et al., 2014). Esses
processos resultam na emergéncia de isolados com diferentes perfis de viruléncia, sustentando
0 conceito de racas fisiologicas e explicando a frequente quebra de resisténcia observada em
condicdes de campo.

Ap0s a constatacdo da variabilidade de isolados de C. lindemuthianum entre cultivares
de feijoeiro por Barrus (1911), foram inicialmente descritas duas ragas fisioldgicas,
denominadas Alfa e Beta. A partir desses resultados, diversos estudos foram conduzidos
visando a identificacdo de novas racas, sendo posteriormente descrita a raca Gama (Burkholder,
1923). Com o0 avango das pesquisas, outras racas fisioldgicas foram identificadas, incluindo
Delta, Mexicano I, Mexicano 11, Brasileiro | e Brasileiro Il. Paralelamente, diferentes autores
propuseram subdivisdes adicionais, como AlfaBR, Epsilon, Eta, Tera, Lambda, Capa, Mu, Zeta
e Sigma. Contudo, essas denominacBes foram estabelecidas em sistemas distintos e néo
padronizados, dificultando a comparacdo entre estudos e a consolidacdo de um sistema
unificado de classificacdo (Carbonell et al., 1999).

De forma semelhante, os genes associados a resisténcia a antracnose também foram
inicialmente identificados por diferentes nomenclaturas. Em funcdo da dificuldade de
padronizacdo e da necessidade de uniformizar a comunicacdo entre diferentes estudos, Young
& Kelly (1996) propuseram a reformulacdo da nomenclatura dos genes de resisténcia,
introduzindo a designacao Co (de Colletotrichum) seguida de numeragdo sequencial. Assim, 0s
genes passaram a ser identificados como Co-1 (gene A), Co-2 (Are), Co-3 (Mex 1), Co-4 (Mex
2) e Co-5 (Mex 3), conforme descrito por Carbonell et al. (1999).

Com o passar do tempo, novos genes de resisténcia foram identificados, ampliando
progressivamente a série Co. Concomitantemente, o sistema de identificagdo das racas
fisiologicas do patogeno também foi reformulado. Nesse contexto, em 1991, apos a Reunido
Latino-Americana sobre a Antracnose do Feijoeiro, foi formalizada a ado¢do de um conjunto
padronizado de cultivares diferenciadoras, utilizando o sistema binario desenvolvido por
Habgood (1970). Esse sistema permitiu uma caracterizacdo mais precisa, reprodutivel e
comparavel das ragas fisioldgicas de C. lindemuthianum, facilitando o intercAmbio de
informagdes entre diferentes regides e paises, bem como subsidiando de forma mais eficiente

os programas de melhoramento genético voltados a resisténcia a antracnose (Kelly & Vallejo,



2004). Como consequéncia do aprimoramento desse sistema de classificagédo e do aumento da
amostragem ao longo do tempo, atualmente j& foram reportadas 298 racas fisiologicas distintas

do patogeno (Fayaz et al., 2026).
Variabilidade intraracial

Além da variabilidade genética ja descrita para C. lindemuthianum, observa-se também
a ocorréncia de variabilidade intrarracial, ou seja, dois isolados da mesma raga se comportam
diferentemente em uma mesma cultivar. Estudos tém demonstrado diferencas genéticas dentro
de uma mesma raca fisioldgica, especialmente para as ragas 31, 65 e 81 (Carbonell et al., 1990;
Santos et al., 2008; Ishikawa et al., 2011; Ribeiro et al., 2016; Costa et al., 2017).

Dentre as racas fisiologicas do fitopatdogeno, a raca 65, definida a partir da
suscetibilidade das cultivares Michelite (1) e México 222 (64), destaca-se pela elevada
variabilidade genética. Essa raca apresenta inUmeras variagdes nas respostas de resisténcia e
suscetibilidade quando diferentes genotipos de feijoeiro sdo submetidos a sua inoculacao,
indicando a necessidade de maior refinamento em sua caracterizacdo. Ribeiro et al. (2016)
relataram que a interacdo patdgeno-hospedeiro envolvendo a raga 65 difere daquela observada
em outras ragas fisioldgicas. Para essa raca, foram identificados dois genes de resisténcia com
modo de acdo dominante, enquanto, nas demais, 0s efeitos génicos podem variar entre
dominantes e aditivos. Esses resultados evidenciam a ampla variabilidade genética presente na
raca 65 e sugerem que o conjunto atual de variedades diferenciadoras pode nédo ser suficiente

para sua adequada classificacao.
Marcadores Moleculares de genes de resisténcia

Marcadores moleculares constituem ferramentas amplamente utilizadas em programas
de selecdo assistida, uma vez que complementam a avaliacdo fenotipica e permitem analises
baseadas diretamente no gendtipo, o qual ndo sofre influéncia direta das variagdes ambientais,
diferentemente do fendtipo (Collard & Mackill, 2008). Diversos marcadores ja foram descritos
na literatura para caracteristicas de interesse agronémico no feijoeiro, incluindo tolerancia a
seca, tipo de faseolina, resisténcia a mancha-angular e resisténcia a antracnose, entre outras
(Perseguini et al., 2016; Quat et al., 2025; Vidak et al., 2021).

De maneira geral, os marcadores genéticos podem ser agrupados em dois grandes
conjuntos. O primeiro compreende os marcadores classicos, baseados em caracteristicas

fenotipicas observaveis, como descritores morfoldgicos, citolégicos e bioquimicos. O segundo
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engloba os marcadores moleculares, fundamentados em variacGes detectadas diretamente no
DNA. Entre esses sistemas destacam-se Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP),
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism
(AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR) e Single Nucleotide Polymorphism (SNP), os quais
diferem quanto ao principio de deteccdo, nivel de polimorfismo e aplicabilidade em estudos
genéticos (Kumar et al., 2024).

Os microssatélites, também denominados Simple Sequence Repeats (SSR), consistem
em regides do genoma compostas por unidades curtas de 1 a 6 pares de bases repetidas em
tandem, sendo mais frequentes repeticbes de dois, trés ou quatro nucleotideos. Esses
marcadores apresentam heranca codominante, elevada reprodutibilidade e alto nivel de
polimorfismo, caracteristicas que justificam sua ampla aplicacdo em estudos de diversidade
genética, mapeamento e melhoramento de plantas, especialmente na selecdo assistida por
marcadores moleculares (Faleiro, 2007; Benchimol-Reis et al., 2006; De Almeida et al., 2021;
Paulino et al., 2022).

Embora a resisténcia a C. lindemuthianum seja frequentemente descrita como
monogénica, controlada por genes independentes do tipo Co, estudos tém demonstrado a
presenca de loci de resisténcia quantitativa (QRL) associados a doenca (Kamiri et al., 2021).
Entre resisténcias qualitativas e quantitativas ndo existe uma delimitacdo rigida do fenétipo de
resisténcia, podendo uma resposta especifica resultar da interacdo entre diferentes loci de efeito
guantitativo (Oblessuc et al., 2014). Nesse contexto, os marcadores SSRs analisados neste
estudo encontram-se em ligacdo com regides associadas a QTLs associados a resisténcia a
antracnose em feijdo comum, os quais sao definidos como regiGes do genoma que contém um
ou mais genes associados a variacdo fenotipica de caracteristicas quantitativas (Brandenberger,
2022)

Oblessuc et al. (2014) descreveram a associacdo de diferentes microssatélites a QRL
relacionados a resisténcia a antracnose em feijoeiro. O marcador SSR-IAC255.1 foi mapeado
no QRL ANTO02.1UC associado a resisténcia as racas 38 e 55. Para a raga 04, os marcadores
SSR-IAC245, PvM40, SSR-IAC36 e SSR-IAC143 foram identificados em distintos QRL,
correspondendo, respectivamente, a ANT04.1UC, ANTO07.1UC, ANT08.2UC e ANT11.1UC,
evidenciando a distribuicdo da resisténcia em diferentes regides genémicas. O marcador SSR-
IAC284 foi posicionado no QRL ANTO07.2UC, conferindo resisténcia as trés racas previamente
citadas. No mesmo estudo, BM211 foi associado ao QRL ANTO08.2, enquanto BM210 foi
relacionado ao QRL ANTO07.3.
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Os marcadores SCARs (Sequence Characterized Amplified Regions) sdo desenvolvidos
a partir de sequéncias previamente caracterizadas, sendo muitos obtidos por meio da conversao
de marcadores RAPD (Faleiro, 2007). A principal vantagem dos SCARs em relacdo aos RAPDs
reside na maior reprodutibilidade entre laboratdrios, visto que os RAPDs apresentam elevada
sensibilidade as condicGes de reacdo e menor especificidade. A conversdo envolve o
sequenciamento do fragmento RAPD de interesse e 0 desenvolvimento de primers especificos,
geralmente com maior comprimento (aproximadamente 17-30 pb), o que confere maior

especificidade e estabilidade a amplificacdo (Nietsche et al., 2000; Jun et al., 2002).
4.4. Murcha-de-Curtobacterium - Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

A murcha-de-curtobacterium € causada pela bactéria Curtobacterium flaccumfaciens
pv. flaccumfaciens (Cff) (Hedges) Collins & Jones. Trata-se de um microrganismo Gram-
positivo, aerdbio obrigatério e moével, geralmente por meio de um ou mais flagelos (Davis &
Vidaver, 2001). No Brasil, esse patdgeno foi relatado pela primeira vez em 1995, no estado de
Séao Paulo.

A Cff apresenta variabilidade fenotipica, sendo descritas diferentes variantes
patogénicas que se distinguem principalmente pela morfologia das col6nias e pela coloracéo,
incluindo coldnias de coloracdo laranja, rosa, lilas, vermelha e amarela (Osdaghi et al., 2024).
No Brasil as variantes reportadas foram da coloracdo amarela, laranja e rosa (Osdaghi et al.,
2020). A principal via de disseminacdo do patégeno ocorre por meio de sementes, nas quais
pode permanecer viavel por longos periodos, com registros de sobrevivéncia de até 25 anos. As
condi¢cdes ambientais mais favoraveis ao desenvolvimento da doenca incluem temperaturas
superiores a 25 °C, associadas a alternancia entre periodos umidos e secos (Wendland, Junior
& de Faria, 2018).

Em plantas, a sintomatologia caracteriza-se por murchamento e flacidez, com
ocorréncia de queima e encarquilhamento foliar, além de nanismo, indicando
comprometimento do desenvolvimento vegetativo. Em sementes, a infeccdo pode ser
evidenciada por enrugamento e descoloracdo do tegumento, aspecto particularmente relevante
por estar diretamente relacionado ao papel da semente como principal fonte de inoculo e veiculo
de disseminacdo do patdégeno (Wendland, Junior & de Faria, 2018).

A patogenicidade de Cff tem sido associada, entre outros fatores, a formacéo de biofilme
no sistema vascular do hospedeiro. Estudos indicam que esse biofilme pode comprometer a

integridade dos vasos do xilema, ocasionando danos estruturais e contribuindo para a
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degradacdo da lamela média, o que favorece a obstrucdo do fluxo de agua e a intensificagdo
dos sintomas (Osdaghi et al., 2020). Considerando a dificuldade de controle da doenca em
condicdes de campo, a resisténcia genética tem sido apontada como uma estratégia relevante
de manejo (Maringoni et al., 2004). A heranca da resisténcia € descrita como quantitativa e, em
estudos internacionais, cultivares do tipo light red kidney e dark red kidney tém se destacado
como fontes de resisténcia a trés variantes de Cff, enquanto materiais de tegumento branco nao
apresentam fontes consistentes de resisténcia (Osdaghi et al., 2020). No contexto nacional,
foram relatadas cultivares com resposta favoravel, como IAC Alvorada, IAC Carioca Arua,
IAC Carioca Akytd, IAC Carioca Pyatd, IAPAR 31, Ouro Branco, BRS Requinte e BRSMG
Realce, entre outras (Wendland, Junior & de Faria, 2018).

5.  MATERIAL E METODOS

5.1. Colletotrichum lindemuthianum — Agente causal da antracnose do feijoeiro
Obtencdo de isolados do patogeno e identificacdo de raca fisioldgica

Coletas de plantas de feijoeiro comum com antracnose foram realizadas em diferentes
localidades do Brasil, sendo devidamente embaladas e identificadas, contendo o nome da
cultivar, municipio, estado e data da coleta. As amostras foram enviadas para o Programa de
Melhoramento Genético de Feijoeiro do Instituto Agrondémico de Campinas (PMGF-IAC) para
isolamento do fungo, preservacao e posterior identificacdo da raca fisioldgica.

O mapeamento das coletas e das racas associadas aos isolados foi realizado utilizando
o software QGIS, versédo 3.40.15.

Isolamento e purificacédo de colbnias

Fragmentos de lesdo de antracnose, causado pelo patdgeno C. lindemuthianum, na
vagem foram retirados da regido de transicdo (tecido doente e sadio) e estes passaram por um
processo de desinfestacdo superficial: 30 segundos em &lcool 70%, 1 minuto em solucéo de
hipoclorito de sédio a 2,0%, lavagem em &gua destilada autoclavada e por fim secagem em
papel de filtro estéril. Esses fragmentos assépticos foram cortados em pedagcos menores e depois
colocados em placa de Petri contendo meio de cultura agar batata dextrose (BDA). As placas

foram incubadas em camara demanda bioquimica de oxigénio (BOD) por até 10 dias a 22°C
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com fotoperiodo de 12 h de luz. Uma vez detectada a incidéncia de col6nia do patégeno C.
lindemuthianum no meio, a mesma foi repicada para uma nova placa de Petri com BDA para
crescimento puro. O isolado foi mantido em diferentes métodos de preservacdo (Castellani e

papel de filtro) para posterior estudos.
Inoculacéo e identificacdo de raca fisiologicas

Ap0s as coldnias dos isolados estarem purificadas, o indculo foi preparado seguindo a
metodologia descrita por Cardenas et al. (1964) e modificada pelo PMGF-IAC, onde um tubo
de ensaio contendo agar-agua serviu de suporte para vagens de feijoeiro autoclavadas, e
posteriormente foram retirados fragmentos de meio BDA contendo o isolado do patogeno
esporulando e estes foram colocados em contato com a vagem do feijoeiro (Figura 1a e 1b).

Os tubos com as vagens inoculadas foram mantidos em BOD por 21 dias a 22+2°C com
fotoperiodo de 12 h de luz. Apds a colonizacdo (Figura 1C), os tubos de ensaio com as vagens
colonizadas pelo isolado receberam 10 mL de &gua destilada autoclavada (Figura 1d) e depois
foram agitados vigorosamente de maneira manual com o intuito de liberar os esporos do fungo.
A suspensao obtida foi filtrada em uma dupla camada de gaze para a retirada de impurezas e de
micélios.

A suspencéo de esporos filtrada teve sua concentracdo ajustada em camara Neubauer
para 1,0 x 108 conidios mL™, e posteriormente foi adicionado o espalhante (Tween 20) - 1 gota
(= 20uL) para cada 100 mL de suspensdo (Figura le).

As sementes das cultivares diferenciadoras foram colocadas em papel germitest
previamente umedecido e depois acondicionados em BOD por 48 horas a 25+2°C com
fotoperiodo de 12 h de luz. Com as radiculas atingindo 2-3 cm, as plantulas foram
transplantadas para bandejas de plastico contendo substrato autoclavado (2 x a 121°C por 1 h).
Esse teste utilizou 10 repetigdes (sementes) por gendtipo.

Cada isolado do fungo foi entdo inoculado com a suspensdo de esporos ajustada
separadamente em grupos contendo as 12 cultivares de feijoeiro diferenciadoras da raca de C.
lindemuthianum (Pastor-corrales, 1991) (Tabela 1), com ajuda de um compressor de ar. A
inoculagéo do isolado foi realizada no estadio V2 de crescimento das cultivares nas duas faces

da folha primaria e no caule (Figura 1f).
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Tabela 1 - Variedades diferenciadoras para classificagdo de isolados de ragas fisiologicas de Colletotrichim
lindemuthianum, definidas por Pastor-Corrales (1991) e sistema binario definido na Primeira Reunido Latino
Americana da Antracnose do Feijoeiro (CIAT, 1988).

Diferenciadora Origem b\_/a!o_r nge; d_e Referéncias
inario resisténcia
Michelite M 1 Co-11 Gongalves-Vidigal et al. (2007)
_ . McRostie (1919); Young and Kelly
Michigan Dark Red Kidney A 2 Co-1 (1997): Zuiderveen et al, (2016)
Melotto e Kelly (2000); Zuiderveen et al.
13
Perry Marrow A 4 Co-1 (2016)
) ) Mastenbroek (1960); Geffroy et al.
Cornell 49-242 M 8 €02 (1998); Kelly & Vallejo (2004)
Widusa A 16 Co-1° Gongalves-Vidigal e Kelly (2006)
Kaboon A 32 Co-12 Melotto e Kelly (2000); Zuiderveen et al.
(2016)
México 222 M 64 Co-3 Bannerot (1965); Rodriguez-Suarez et al.
(2008)
Co-4%, Co- Geffroy et al. (1999); Méndez- Vigo et al.
Pl 207262 M 128 38 (2005); Alzate-Marin et al. (2002);
Fouilloux (1976; 1979); Kelly and Vallejo
T M 2 -4
O 56 Co (2004)
TU M 512 Co5 Fouilloux (1976); Young e Kelly (1997);

Young et al. (1998); Campa et al. (2009)

Schwartz et al. (1982); Gongalves-Vidigal
AB 136 M 1024 Co-6, co-8 (2001); Kelly e Young (1996); Young e
Kelly (1996); Alzate-Marin et al. (2000)

Co-4%, Co- Young et al. (1998); Vallejo e Kelly

G 2333 M 2048 5 .35 (2009): Sousa et al. (2014)

M: Mesoamericano; A: Andino

Apds a inoculacdo, os genotipos permaneceram em camara de crescimento (Figura 19)
contendo controle de temperatura (ar-condicionado) e de umidade (aparelho de nebulizacéo
automatico). Nas primeiras 72 horas, a temperatura foi mantida em 20+2°C, enquanto a
umidade aumentou gradualmente a cada 24 horas, sendo 80% (24 horas), 90% (48 horas) e
100% (72 horas), e apos esse periodo, a nebulizacdo foi desativada e a temperatura ajustada
para 22+2°C, permanecendo assim por 7 dias até posterior avaliagdo (total de 10 dias de

incubac&o).
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Figura 1 - Procedimentos para a inoculacéo de Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro. A: recorte da coldnia
em fragmentos; B: disposicao do fragmento da col6nia em vagem autoclavada; C: vagem colonizada ap6s 21 dias em BOD;
D: adicédo de 4gua destilada autoclavada em tubos de ensaio contendo vagens colonizadas; E: suspenséo de esporos recebendo
gostas de Tween 20; F: inoculacdo de suspenséo de esporos em plantas de feijoeiro; G: ambiente de incubacéo.

As plantas foram avaliadas seguindo uma escala de notas quanto a severidade da doenca
causada por cada isolado do fungo nas cultivares (Rava et al., 1993), a qual segue descrita na
Tabela 2 e Figura 2. Os resultados da identificacdo da raca fisiolégica foram obtidos a partir da

moda dos resultados de 10 repetices para cada cultivar suscetivel ao isolado inoculado.
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Tabela 2 - Escala de severidade da doenca causada por Colletotrichum lindemuthianum em genétipos de feijoeiro.

Nota Sintoma na planta

1 Auséncia de sintomas

2 Face inferior das folhas apresentando 1% das nervuras com manchas necroticas

3 Aumento dos sintomas descritos na classe 2, podendo ser visto 3% das nervuras com
manchas necréticas

4 Ambas as faces das folhas apresentando 1% das nervuras afetadas

5 Aumento dos sintomas descritos na classe 4, podendo ser visto 3% das nervuras com
manchas necréticas

6 Manchas necréticas nas nervuras em ambas as faces das folhas e algumas lesGes presentes
nos peciolos, ramos e talos;

7 Manchas necréticas estdo presentes na maioria das nervuras e em grande parte do tecido do
mesofilo adjacente, que se rompe. Ha uma abundancia de lesGes nos talos, ramos e peciolos;

8 Manchas necrdticas estdo presentes na quase totalidade das nervuras, causando rupturas,

desfoliacéo e reducéo no crescimento das plantas. H& lesdes muito abundantes nos talos,
ramos e peciolos;
9 Maiorias das plantas mortas

Fonte: Rava et al. (1993)

Nota 4 Nota$5

Nota 7 Nota 8 Nota 9

Figura 2 - Escala de sintomas causados apds a inoculacdo de Colletotrichum lindemuthianum em genétipos de
feijoeiro.
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Inoculacdo e reclassificacdo da raga fisiologica 65 de Colletotrichum

lindemuthianum

Para isolados previamente identificados como raca fisioldgica 65, foi utilizada
metodologia de diferenciacdo da variabilidade intraracial, descrita por Ishikawa et al. (2011) e
modificada por Ribeiro et al. (2016) (Tabela 3). Neste teste foi utilizada a cultivar IPA 7919
como controle positivo (suscetivel).

A inoculacdo dos isolados do fungo da raca 65, a incubacdo das plantas inoculadas e a

avaliacdo da severidade da doenca nas diferenciadoras seguiu as mesmas metodologias

descritas anteriormente.

Tabela 3 - Cultivares diferenciadoras da racga fisiolégica 65 de Colletotrichum lindemuthianum segundo
metodologia proposta por Ishikawa et al. (2011) e modificada por Ribeiro et al. (2016).

Cultivar Valor binario
BRS Estilo 1
BRSMG Majestoso 2
BRS Supremo 4
BRSMG Unido 8
BRS Valente 16
Ouro Vermelho 32
BRSMG Madrepérola 64
BRSMG Talisma 128
Ouro Negro 256
BRS Cometa 512
BRS Esplendor 1024
IPA 7919 Controle suscetivel

Fonte: Ribeiro et al. (2016)

5.2. Teste de agressividade dos isolados identificados e triagem de cultivares/linhagens

resistentes.

Foram inoculados, em gendtipos selecionados para esta etapa do experimento, 31
isolados de C. lindemuthianum, incluindo aqueles pertencentes a novas racas fisiolégicas
previamente definidas, amostras provenientes da micoteca do PMGF-IAC e colbnias puras
fornecidas pela EMBRAPA. Os resultados foram obtidos a partir da média aritmetica de 10
repeticdes para cada cultivar suscetivel para cada isolado inoculado, conforme apresentado na

Tabela 4.
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Tabela 4 - Cultivares/Linhagens que foram utilizadas para a analise de viruléncia dos isolados de Colletotrichum

lindemuthianum.

Genotipos Detentor Tegumento
IAC Carioca Tybatd Instituto Agrondmico de Campinas - IAC Carioca
IAC Sintonia Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
IAC 1849 Polaco Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
IAC 1850 Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
IAC 2051 Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
IAC 2560 Nelore Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
Linhagem 10 Instituto Agronémico de Campinas - IAC Carioca
ANFC 22 Agronorte Carioca
IPR Sabia Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IDR Carioca
IPR Aguia Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand - IDR Carioca
TAA Dama Agropecuaria Terra Alta Carioca
TAA Mahre Agropecuaria Terra Alta Carioca
BRS Estilo Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria - EMBRAPA Carioca
BRS 104 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuédria - EMBRAPA Carioca
BRS 402 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Carioca
BRS 415 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudaria - EMBRAPA Carioca
IAC Diplomata Instituto Agronémico de Campinas - IAC Preto
IAC Una Instituto Agronémico de Campinas - IAC Preto
IAC Veloz Instituto Agrondmico de Campinas - IAC Preto
IAC 2358 Unamax Instituto Agronémico de Campinas - IAC Preto
IPR Urutau Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana - IDR Preto
IPR Tuiuiu Instituto de Desenvolvimento Rural do Parané - IDR Preto
BRS 403 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - EMBRAPA Preto
BRS 417 Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria - EMBRAPA Preto
Gen 20-39-11 Instituto Agronémico de Campinas - IAC Preto
IPA 7919* Instituto Agrondmico de Pernambuco - IPA Mulatinho

*: controle suscetivel

A incubacéo das plantas inoculadas e a avaliacdo da severidade da doenca nas plantas

seguiu as mesmas metodologias descritas anteriormente.

Para quantificar a resposta das cultivares aos diferentes isolados do patogeno, calculou-

se o Indice de Suscetibilidade (IS) enquanto o indice de Agressividade (GA) foi determinado

para comparar a viruléncia entre isolados de uma mesma raca fisiolégica, seguindo e

modificando o método proposto por Balardin & Kelly (1998), utilizando as seguintes formulas:

Onde:

1S=2.100
T

1A=2L . 100
T

IS: I’pdice de Suscetibilidade (apresentado em %);
IA: Indice de Agressividade (apresentado em %);
S: Numero de plantas suscetiveis da cultivar testada com diversos isolados

individualmente;

S1: NUmero de plantas suscetiveis testada com 0 mesmo isolado;
T: Numero total de plantas.
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O IS avalia a vulnerabilidade das plantas a infeccdo, enquanto o IA classifica a
capacidade dos isolados em superar resisténcias, permitindo selecionar os mais agressivos para
compor a mistura de suspensdo de esporos a ser inoculada em geracdes segregantes. A selecao
considera, prioritariamente, 0s genes de resisténcia que cada isolado é capaz de quebrar nas
cultivares diferenciadoras (Tabela 1). Em casos de duvida entre dois isolados pertencentes a

mesma raca fisioldgica, recorre-se ao A como critério decisivo.
5.3. Genealogia

Apds a realizacdo do ensaio anterior e conhecendo 0s materiais resistentes a maioria dos
isolados do patégeno identificados quanto a raca, foram realizados cruzamentos entre as fontes
resistentes e cultivares elite (suscetiveis a C. lindemuthianum), sendo uma de tegumento carioca
e outra de tegumento preto. A de tegumento preto serviu como doadora de genes resistentes
para a cultivar IAC Veloz e a de tegumento carioca como doadora para a cultivar IAC 2051,
respeitando as caracteristicas das cultivares/linhagens como descrito na Tabela 5.

Os cruzamentos foram realizados no periodo da manhd e ao entardecer, em temperaturas
na medida do possivel abaixo de 22°C. As plantas foram alocadas em casa de vegetacdo com
regulacao de temperatura e irrigacao automatica.

A geracdo F1 proveniente de cada cruzamento foram retrocruzadas duas vezes com as
cultivares recorrentes IAC Veloz e IAC 2051, com o intuito de manter o idedtipo destas
cultivares que ja sdo conhecidas e aprovadas por agricultores, procurando-se adicionar a
resisténcia genética as principais racas do patdgeno. Apds retrocruzamentos, as familias

seguiram por método genealdgico, onde cada individuo gerou uma familia Fz ou F3RCa.

Tabela 5 - Cultivares/Linhagens utilizadas para cruzamentos e retrocruzamentos entre fontes potencias de
resisténcia a C. lindemuthianum.

Genotipos Tipo de Porte Tipo Ciclo (Dias) Parental
tegumento
IAC Veloz Preto Ereto Determinado Tipo | 75 Recorrente
IAC 2051 Carioca Semi-Ereto Indeterminado Tipo Il 88 Recorrente
Linhagem 10 Carioca Semi- Ereto Indeterminado Tipo Il 88 Doador
IAC Sintonia Carioca Semi- Ereto Indeterminado Tipo Il 90 Doador
IAC 2560 Nelore Carioca Semi-Ereto Indeterminado Tipo Il 80 Doador
IAC Diplomata Preto Ereto Indeterminado Tipo Il 92 Doador
Gen 20-39-11 Preto Ereto Determinado Tipo | 75 Doador
IAC Una Preto Semi-Ereto Indeterminado Tipo Il 98 Doador
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As sementes foram semeadas em junho de 2024 e, em agosto do mesmo ano, foram
realizados os cruzamentos entre 0s genotipos, utilizando as cultivares IAC Veloz e IAC 2051
como parentais, conduzidos separadamente de acordo com a coloracdo do tegumento. As
vagens oriundas da polinizacao artificial, correspondentes a geracdo Fi, foram colhidas em
setembro de 2024, resultando na obtencao de seis familias F1, sendo trés de tegumento preto e
trés de tegumento carioca.

Dez sementes das seis familias F1 foram semeadas em setembro de 2024, em duas
épocas distintas, com intervalo de 15 dias entre elas, de acordo com a disponibilidade de
sementes. Assim, no inicio de dezembro de 2024 foram colhidos os descendentes
correspondentes as geracGes F1RC1 e F.. Foram obtidas seis familias da geracdo F», de ambos
0s tipos de tegumento (preto e carioca), das quais 40 individuos foram semeados para avaliacao
de resisténcia a C. lindemuthianum, utilizando os isolados/racas CL2405/R-467, CL2401/R-
65.69, CL1931/R-585 e CL2404/R-81. O preparo do in6culo dos isolados/ragas, inoculacao,
incubacdo e avaliagdo seguiram metodologias previamente j descritas. Dez individuos, de cada
familia, identificados como resistentes foram transplantados para vasos em marco de 2025,
entretanto, 20 individuos foram perdidos em decorréncia de estresse térmico e déficit hidrico.
Ao todo, 42 individuos (20 de tegumento preto e 22 de tegumento carioca) completaram o ciclo
até a colheita, realizada em junho de 2025, originando as familias da geracéo Fa.

Das 42 familias F3 obtidas, aquelas com maior nimero de sementes e com caracteristicas
desejaveis de grao foram selecionadas para semeadura em solo, realizada em setembro de 2025.
No estadio vegetativo R8, 12 familias (seis de tegumento preto e seis de tegumento carioca)
foram avaliadas quanto as caracteristicas fenotipicas, com atribuicdo de notas por familia. Ap6s
a colheita, realizada em novembro de 2025.

A geracdo F:RC: foi semeada em janeiro de 2025, e os retrocruzamentos foram
realizados em margco do mesmo ano. A colheita das geragdes F1RC> e F2RCy ocorreram em
abril de 2025. Durante a colheita da geracdo F2.RCi, as familias de tegumento preto foram
misturadas, inviabilizando a rastreabilidade genealdgica, razéo pela qual foram descartadas.
Nas trés familias de tegumento carioca, ndo foram realizados testes adicionais nessa etapa.

Por fim, realizou-se o plantio da geragédo F1RC, em abril de 2025, resultando na geragéo
segregante F2RC,, composta por trés familias de tegumento preto e trés familias de tegumento
carioca, colhidas em julho de 2025. Inicialmente, as familias de tegumento carioca foram

avaliadas quanto a coloracdo das sementes (vide item 4.4), sendo observada elevada segregacao
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em uma das familias, a qual foi subdividida em trés subfamilias, totalizando cinco familias de
tegumento carioca.

Posteriormente, para as oito familias, sendo trés de tegumento preto e cinco de
tegumento carioca, foi conduzido experimento de resisténcia a C. lindemuthianum utilizando
uma mistura dos isolados/ragas CL2405/R-467, CL2401/R-65.69, CL1931/R-585, CL2404/R-
81 e CL2504/R-407. Foram transplantadas 50 sementes por familia, contudo, em funcdo de
perdas variaveis entre familias, foram obtidos entre 39 e 49 individuos com sanidade e vigor
adequados para avaliacdo da antracnose. O preparo do indculo dos isolados/ragas, inoculacao,
incubacdo e avaliagdo seguiram metodologias previamente ja descritas (vide item - Inoculagéo
e identificacdo de raca fisioldgicas).

Todos os individuos resistentes das familias da geracdo F2RC; foram transplantados
para vasos contendo solo, com excecao de um individuo que ndo sobreviveu ao transplante. Em
seguida, procedeu-se a extracdo de DNA para analises moleculares utilizando marcadores
SCAR e SSR. A extracéo foi realizada de forma que permitisse a manutencdo das plantas em
casa de vegetacdo até a colheita, que originou 38 familias da geracdo FsRC,. Nesta ultima
geracdo, foi realizada a avaliagdo de resisténcia a Curtobacterium flaccumfaciens pv.

flaccumfaciens.

5.4. Coloracéo de Graos — Tegumento carioca

O teste de coloragdo dos gréos foi realizado apds a observacao de segregacéo fenotipica
em uma familia da geragdo F2RC: de tegumento carioca. A coloragdo foi quantificada por meio
de colorimetro (Konica Minolta CR-410), utilizando o pardmetro L*, que varia de 0 (preto) a
100 (branco), indicando a luminosidade do gréo.

Os gréos foram dispostos em recipientes apropriados e avaliados em triplicata quanto a
coloracgéo (Figura 3). Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica no programa R
(versdo 4.5.2), utilizando o ambiente de desenvolvimento RStudio, empregando-se o teste de
comparacao de medias de Tukey.

As cultivares IAC 2051 e IAC 2560 Nelore foram utilizadas como controles, por

apresentarem coloracdo compativel com o padréo atualmente exigido pelo mercado.
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Figura 3 - Colorimetro Konica Minolta CR-410 empregado na avalia¢do da coloragdo dos gréos, com recipiente
especifico para a leitura das amostras.

5.5. Caracteristicas morfo-agronémica em geracéo Fs

Os gendtipos da geracao F3 foram avaliados apos a semeadura em solo, sendo as linhas
de plantio dimensionadas de acordo com a quantidade de sementes obtidas na geragdo F.. As
avaliacdes foram realizadas observando caracteristicas dentro e entre familias.

Neste teste de avaliacdo, os genotipos foram classificados em escala de notas de um a
cinco, referente ao seu valor agrondémico, sendo cinco e quatro indicativos de excelente
sanidade, com porte ereto e semi-ereto, respectivamente, trés correspondente a sanidade
moderada, com presenca de patdgenos e porte ereto ou semi-ereto, nota dois sendo indicativo
de baixa sanidade, com alta ocorréncia de plantas mortas, e um representando elevada
mortalidade na parcela devido a incidéncia de patdégenos. Além disso, foram avaliados o ciclo,
0 héabito e o tipo de crescimento, bem como o comprimento da guia. Quanto ao habito de
crescimento, os genotipos foram classificados como determinado (D), indeterminado (1) ou
segregante entre determinado e indeterminado (D).

5.6. Marcadores Moleculares — Scar e Microssatélites

A extracdo de DNA foi realizada de plantas da geracdo F2RC: retirando-se folhas em
inicio de desenvolvimento e maceradas em nitrogénio liquido, utilizando o kit da ProMega
Wizard® Genomic DNA Purification, e quantificando e verificando a qualidade do DNA
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extraido por meio do espectrofotdmetro NanoPhotometer N60 (Implen), aceitando razéo
260/280 e 260/230, de 1.8 e 1.6-2.5, respectivamente. A reacdo de PCR para marcadores
moleculares SCAR foi feita com 8,0uL de GoTaq® Green Master Mix; 8,0uL de Nuclease-
Free Water; 2,0uL de cada primer (10mM) e 5,0uL de DNA (10ng/uL). Para a reagdo com
marcadores SSR foi utilizado 12,0uL de GoTag® Green Master Mix; 3,5uL de Nuclease-Free
Water; 2,0uL de cada primer (10mM) e 5,0uL de DNA (10ng/uL). As amplificagdes foram
realizadas em termociclador BioRad T100™ Thermal Cycler utilizando programas de PCR
especificos para cada par de primers.

Os marcadores SCAR utilizados foram SAB3, SH18, SBB14, SW12, SZ20, SZ04, SQ4,
SY20, SC08, SB12 e SF10, utilizando programacdo especifica de PCR descrita em Bean
Improvement Cooperative (2010). Entre os marcadores SSR utilizados foram CV542014
(Goncalves-Vidigal et al. 2011) , PV-atcc003 e PVctt001 (Yu et al., 2000;), BMd-25 (Blair et
al., 2003) BM210, BM211, SSR-IAC143, BM156 (Gaitan-Solis et al., 2002), SSR-IAC255.1,
SSR-IAC245, SSR-1AC284, SSR-IAC254 (Oblessuc et al., 2014), SSR-IAC36 (Benchimol-
Reis et al., 2007) SSR-IAC167 (Cardoso et al., 2008), PvM40 (Hanai et al. 2007) e PvBR251
(Grisi et al., 2007).

O marcador CV542014 esta posicionado em Pv01 e encontra-se ligado ao alelo Co-1%,
identificado em estudos envolvendo o cruzamento entre TU e MDRK (Campa et al., 2009;
Campa et al., 2017; Nay et al., 2019). Esse alelo integra o cluster Co-1 e confere resisténcia as
ragas 3, 7, 9, 17, 19, 23, 39, 64, 65, 73, 81, 89, 1545, 2047 e 3481 (Nunes et al., 2017).

Em Pv02, localizam-se os marcadores PvBR251 (Grisi et al., 2007) e SSR-IAC255.1
(Oblessuc et al., 2014). Ainda nesse mesmo cromossomo, o marcador BM156 foi descrito como
pertencente ao cluster Co-17 (Jiménez & Korpelainen, 2012; Campa et al., 2017).

O marcador IAC167 foi mapeado em Pv03 (Perseguini et al., 2016). Em Pv04, situam-
se PVctt001, associado ao alelo Co-3 (Blair et al., 2003; Campa et al., 2017), e 1AC245
(Oblessuc et al., 2014).

Os marcadores 1AC284, Pv-atcc003, BM210 e PvM40 estdo posicionados em Pv07,
sendo BM210 descrito como proximo ao gene Co-5 (Burle et al., 2010; Oblessuc et al., 2014),
enguanto os demais tambem apresentam associa¢do com regides relacionadas a resisténcia.

Em Pv08 encontram-se Bmd-25 (Blair et al., 2003), SSR-IAC36, IAC254 e BM211
(Oblessuc et al., 2014). Por fim, SSR-IAC143 foi descrito em Pv11 (Oblessuc et al., 2014).

Os amplicons foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corando com

3uL de mistura de Loading Buffer + Gel Red para cada 3 uL de amplificado. Para marcadores
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do tipo SSR foi realizada eletroforese em Fragment Analyzer (Advanced Analytical, EUA) e o
kit DNF-905-K1000 (Agilent Technologies), permitindo a visualizagdo de polimorfismos de 3
a 6 pares de bases entre 0s gendtipos analisados.

As analises de divergéncia genética, por meio da Analise de Coordenadas Principais
(PCoA), foram realizadas utilizando o suplemento GenAlEx, enquanto o conteudo de
informacdo polimoérfica (PIC) foi obtido com o auxilio do suplemento MSTools, sendo 0s
valores calculados conforme a metodologia proposta por Botstein et al. (1980) onde marcadores
com valores de PIC superiores a 0,50 sdo considerados altamente informativos, entre 0,25 e
0,50, mediamente informativos e inferiores a 0,25, pouco informativos. Todas as anélises foram
conduzidas no ambiente do Microsoft Excel®.

A similaridade genética entre os gendtipos foi estimada a partir dos marcadores SSR
polimorficos. A distancia genética modificada de Rogers foi calculada e utilizada para a
construcdo do dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean). As anéalises foram realizadas no software R (versdo 4.5.2), utilizando o

ambiente de desenvolvimento Rstudio.

5.7. Resisténcia de gendtipos para Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Para o teste de resisténcia & murcha-de-Curtobacterium na geragdo FsRC: foi realizada
a inoculacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, utilizando-se a estirpe IBSBF 28609,
cedida pelo Instituto Biolégico. A metodologia de inoculacdo adotada baseou-se em Maringoni
(2002).

Inicialmente, a coldnia bacteriana foi estriada a partir de cultura permanente em placas
contendo meio de cultura Nutrient Agar (NA) e incubada em cadmara tipo BOD, por 72 horas,
a 28 °C sem fotoperiodo. Plantas com aproximadamente 10 dias apds a germinacdo, no estadio
fenologico V2, foram inoculadas com o auxilio de uma agulha previamente imersa na col6nia
bacteriana (Figura 4a). A inoculagdo consistiu na realizacdo de duas puncbes na regido
compreendida entre os cotilédones e as folhas primarias (Figura 4b).

Os tratamentos consistiram de 38 genotipos da geracdo F3RC», seus parentais e 0sS
tratamentos controle positivo e negativo foram realizados na cultivar IAC 2051. A avaliacédo da
severidade da doenca nas plantas foi realizada 10 dias ap0s a inoculagdo, utilizando a escala de

notas proposta por Krause (2009) (Tabela 6 e Figura 4c).
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Figura 4 - Método de inoculacdo de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens e sintomas apds a inoculagéo.
A-Introduzindo a agulha no meio de cultura contendo col6nias de C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens; B —
Inoculagdo com destaque para os dois pontos de pulsdo; C- Imagens da escala sintomatoldgica.

Tabela 6 - Escala de notas para avaliar a severidade da doenca causada C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em
plantas de feijoeiro-comum (Krause, 2009).

Nota Niveis da sintomatologia
1,0 10% de murchamento na planta
2,0 10-25%

3,0 25-50%
4,0 50-75%
5,0 Acima de 75%

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Identificacdo de raca fisioldgica dos isolados obtidos

Os isolados CL 2307 e CL 2401 foram inicialmente identificados como pertencentes
a raca fisiologica 65. Esses isolados foram posteriormente inoculados em cultivares
diferenciadoras com o objetivo de avaliar a variabilidade intrarracial, sendo entéo
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reidentificados como pertencentes as racas especificas 805 e 69, respectivamente. Dessa forma,
a nomenclatura final atribuida a esses isolados passou a ser 65.805 e 65.69 (Tabela 7).

Os isolados identificados estdo descritos no Tabela 7 e distribuidos entre diferentes
estados brasileiros. Foi identificado um isolado proveniente do estado da Bahia, classificado
como raga fisiologica 81 (R-81), e um isolado do estado de Goias, pertencente a raca R-467.
No estado de Minas Gerais, foram identificados quatro isolados, classificados como R-521, R-
65.805, R-409 e R-403 (Tabela 7).

No estado de S&o Paulo, foram coletados trés isolados, pertencentes as racas R-479,
R-467 e R-475. Por fim, 0 estado do Parana apresentou o maior nimero de isolados, totalizando
12, distribuidos entre as racas R-65.69, R-81, R-87, R-73, R-89, R-407, R-411, R-465, R-467

e R-475, sendo esta Ultima representada por dois isolados (Tabela 7).

Tabela 7 - Identificacdo de isolados de Colletotrichum lindemuthianum quanto as racas fisioldgicas, obtidos de
diferentes regides e cultivares.

Estado Cidade Cultivar infectada Data Identificacéo Ragas fisiologicas
BA Mucugé IAC 1850 2024 CLI 2407 81
GO Rio Verde IAC Veloz 2023 CLI12308 467

Araxa IAC 1850 2023 CLI 2303 521

MG Alfenas TAA DAMA 2023 CLI 2307 65.805
Patos de Minas IAC 2051 2025 CLI 2516 409
Araguari IAC 2051 2025 CLI 2517 403
Capdo Bonito Gen 19-46-05 2024 CLI 2402 479
SP Capéo Bonito Gen 19-39-02 2024 CLI 2405 467
Votuporanga IAC 2051 2025 CLI12518 475
Mangueirinha IAC Veloz 2023 CLI 2403 475
Castro BRS 414 2025 CLI 2511 475

Pato Branco IAC 2358 Unamax 2023 CL12401 65.69
Pato Branco IAC 2051 2023 CLI12404 81
Pato Branco IPR Urutau 2023 CLI 2406 87
PR Guarapuava IPR Tuiuil 2025 CLI1 2501 73
Guarapuava BRS 403 2025 CLI 2502 89
Guarapuava IPR Urutau 2025 CLI 2504 407
Guarapuava IAC 2560 Nelore 2025 CLI 2505 411
Guarapuava IAC 2358 Unamax 2025 CLI 2506 89
Guarapuava TAA Dama 2025 CLI 2514 467
Guarapuava IAC 2561 (Tiger) 2025 CLI1 2515 465
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A maior concentracdo de isolados observada no estado do Parana reflete, em parte, a
relevancia da regido na producdo nacional de feijdo, ocupando a primeira posi¢ao no ranking
brasileiro, seguida por Minas Gerais e Bahia (CONAB, 2026). Contudo, esse padrdo também
estd associado ao maior esforco amostral realizado no estado ao longo do periodo de coleta,
conforme evidenciado na Figura 5.

Ao analisar as racas fisioldgicas classificadas nos dois principais estados produtores de
feijdo no Brasil (Parana e Minas Gerais), observa-se ampla variabilidade de perfis de viruléncia.
Foram identificadas racas capazes de infectar diferenciadoras do pool génico Mesoamericano,
como Michelite, Cornell 49-242, México 222, P1 207262, TO e TU, bem como ragas virulentas
as diferenciadoras Andinas, incluindo Michigan Dark Red Kidney, Perry Marrow e Widusa.
Esse cenario é coerente com a constatacao de gue, tanto em Minas Gerais quanto no Parand, ha
cultivo simultaneo de gendtipos pertencentes aos dois pools génicos, como as cultivares andinas
IAC 2153, IAC 2156 e IAC 2157, e as mesoamericanas IAC Veloz, IAC 2051 e IAC 2358
Unamax, entre outras (dados obtidos a partir de autorizagdes de cultivo emitidas pelo PMGF-
IAC ao MAPA — SIGEF).

Fayaz et al. (2026) demonstraram que populac@es do patdgeno provenientes de regides
onde ocorre o cultivo de materiais dos pools Andino e Mesoamericano tendem a apresentar
maior variabilidade. Esse padréo esta em consonancia com a dindmica de coevolucdo descrita
por Chiorato et al. (2006), segundo a qual gendtipos oriundos de diferentes pools genéticos
podem exercer pressdes seletivas distintas sobre a populacdo do patégeno, resultando em
respostas diferenciadas de viruléncia.

Ainda assim, destaca-se que os isolados pertencentes as racas 65, 73, 81 e 87,
identificados neste estudo, ja vinham sendo reportados como 0s mais recorrentes em territorio
brasileiro, conforme descrito por Carneiro et al. (1999) e Alzate-Marin & Sartorato (2004),
indicando a persisténcia e ampla adaptacédo dessas ragas ao longo do tempo. Esse padréo reforga
a relevancia do monitoramento continuo da variabilidade racial do patdgeno para o manejo da

antracnose e o direcionamento de programas de melhoramento genético.
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Figura 5 — Mapa de localizacdo dos isolados coletados em relagdo as suas respectivas racas fisiolégicas.

Raca 65

Os isolados classificados como raga 65 foram patogénicos as cultivares diferenciadoras
Michelite (Co-11) e México 222 (Co-3), indicando capacidade de superar a resisténcia
conferida por esses genes. Na nomenclatura anterior, isolados equivalentes eram enquadrados
no grupo Alfa, raca fisiolégica Epsilon (Rava et al., 1994). No presente estudo, dois isolados
foram enquadrados nessa raga, coletados em Minas Gerais e Parané (Tabela 7).

A raca 65 apresenta ampla ocorréncia no Brasil, com registros frequentes em Minas
Gerais (Alzate-Marin & Sartorato, 2004; Silva et al., 2007; Talamini et al., 2004; Barcelos et
al., 2011; Pinto et al., 2012) e no Parana (Mesquita et al., 1998; Rava et al., 1994; Carneiro,
1998; Thomazella et al., 2002; de Oliveira et al., 2014). Também ha relatos em outros estados,
como Goids, Espirito Santo, Bahia e Paraiba (Rava et al., 1994), Sdo Paulo e Santa Catarina
(Carbonell et al., 1999; Ribeiro et al., 2016; Goncalves-Vidigal et al., 2008), além do Distrito
Federal, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (Alzate-Marin & Sartorato, 2004). Esse
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conjunto de evidéncias corrobora a disseminagdo nacional da raga, conforme destacado por
Paulino (2022).

Em nivel internacional, a raca 65 foi reportada em sete paises, incluindo México,
Equador, Argentina, Estados Unidos, Africa do Sul e india (Nunes et al., 2021), sugerindo
ampla circulacéo do patégeno com esse perfil de viruléncia.

Neste estudo, foi empregada uma notacdo mais especifica para a raca 65, refletindo a
variabilidade genética intrarracial. O isolado de Alfenas (MG) foi designado como 65.805,
enquanto o isolado de Pato Branco (PR) foi designado como 65.69. Como a metodologia
proposta por Ishikawa et al. (2011) e modificada por Ribeiro et al. (2016) ainda é pouco
difundida e carece de padronizagdo, ndo foi possivel identificar isolados diretamente

comparaveis na literatura, o que limita a discussao de correspondéncias exatas.
Raca 73

A raca 73 foi caracterizada por patogenicidade sobre Michelite (Co-11), Cornell 49-242
(Co-2) e México 222 (Co-3), indicando um espectro de viruléncia capaz de superar multiplas
fontes cléssicas de resisténcia. Na classificagdo anterior, essa raga estava associada ao grupo
Alfa e a raca fisioldgica Alfa-Brasil (Rava et al., 1994). No presente estudo, um isolado foi
classificado como raca 73, coletado em Guarapuava (PR) em 2025, a partir da cultivar IPR
Tuiuil (Tabela 7).

No Brasil, trata-se de uma raca frequentemente relatada, com recorréncia no Parana
(Carneiro, 1998; Alzate-Marin & Sartorato, 2004; Gongalves-Vidigal et al., 2008; de Oliveira
et al., 2014; Uchda et al., 2015; Xavier et al., 2018) e presenca em diversos outros estados,
como Minas Gerais, Goias, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Espirito Santo, Distrito Federal,
Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e Rio de Janeiro (Carbonell et al., 1999; Alzate-Marin &
Sartorato, 2004; Silva et al., 2007; Gongalves-Vidigal et al., 2008; Barcelos, Souza & Silva,
2011; Ribeiro et al., 2016).

Nos registros de cole¢des e micotecas, a raga 73 aparece como uma das mais difundidas
geograficamente, com ocorréncia relatada em México, Costa Rica, Honduras, Guatemala,
Canada, Porto Rico e india (Nunes et al., 2021). Esse padréo reforca seu carater cosmopolita e

sua relevancia para estratégias de resisténcia.
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Raca 81

A raca 81 apresentou compatibilidade com as diferenciadoras Michelite (Co-11),
Widusa (Co-15) e México 222 (Co-3). Na classificacdo antiga, era incluida no grupo Alfa e na
raca fisioldgica Eta (Rava et al., 1994). No presente estudo, dois isolados foram classificados
como raga 81, provenientes da Bahia e do Parana (Tabela 7).

Ha registros prévios dessa raca no Parana (Rava et al., 1994; Carneiro, 1999; Barcelos,
Souza e Silva, 2011; Uchda et al., 2015; Xavier et al., 2018), bem como em S&o Paulo, Minas
Gerais, Bahia, Pernambuco, Santa Catarina, Goiés, Distrito Federal e Mato Grosso do Sul (Rava
et al., 1994; Carbonell et al., 1999; Alzate-Marin & Sartorato, 2004; Gongalves-Vidigal et al.,
2008; Pinto et al., 2012; Ribeiro et al., 2016).

Quanto a distribuicéo fora do territorio nacional, essa raca foi relatada em sete paises,
com registros em Argentina, Uganda, Africa do Sul, China, Japdo e Bulgaria (Nunes et al.,
2021).

Raca 87

A raca 87 apresentou um espectro de viruléncia capaz de infectar as diferenciadoras:
Michelite (Co-11), Michigan Dark Red Kidney (Co-1), Perry Marrow (Co-13), Widusa (Co-
15) e México 222 (Co-3). Neste estudo, um isolado foi classificado como raca 87, proveniente
do Parana, estado no qual essa raca ja havia sido registrada (Carneiro, 1999; Thomazella et al.,
2002; Sansigolo et al., 2008; Alzate-Marin & Sartorato, 2004) (Tabela 7).

Além do Parana, ha relatos em S&o Paulo, Minas Gerais, Goias, Santa Catarina, Rio
Grande do Sul, Espirito Santo, Bahia, Distrito Federal, Pernambuco e Paraiba (Carbonell et al.,
1999; Alzate-Marin & Sartorato, 2004, Silva et al., 2007; Pinto et al., 2012). Na literatura de
outros paises, a raga 87 foi reportada na Argentina (Nunes et al., 2021), indicando ocorréncia

também no contexto regional sul-americano.
Raca 89

A raca 89 foi virulenta as diferenciadoras Michelite (Co-11), Cornell 49-242 (Co-2),
Widusa (Co-15) e México 222 (Co-3). Na nomenclatura histérica, foi associada ao grupo Alfa
e a raga fisiologica Alfa-Brasil (Rava et al., 1994).

No presente estudo, dois isolados foram classificados como raga 89, ambos coletados

no Parana (Tabela 7), assim possuindo histérico de ocorréncia consistente neste estado (Rava
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et al., 1994; Carneiro, 1999; Thomazella et al., 2002; Sansigolo et al., 2008; de Oliveira et al.,
2014; Xavier et al., 2018).

Em outras regibes do pais, ha relatos em Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Santa
Catarina, Mato Grosso do Sul e Sergipe (Carbonell et al., 1999; Alzate-Marin & Sartorato,
2004). Em colegdes internacionais, a raca 89 foi registrada na Costa Rica, Canada e Africa do
Sul (Nunes et al., 2021).

Raca 403

A raga 403 apresentou viruléncia frente as diferenciadoras Michelite (Co-11), Michigan
Dark Red Kidney (Co-1), Widusa (Co-1°), Pl 207262 (Co-4% e Co-3%) e TO (Co-4). Até onde
foi possivel verificar, ndo foram encontrados registros de classificacdo equivalente na literatura
nacional ou em compilag@es internacionais disponiveis. Dessa forma, os isolados aqui descritos
podem representar um perfil de viruléncia ainda ndo documentado. No entanto, essa auséncia
também pode estar relacionada a possivel baixa frequéncia populacional que dificulte sua
deteccdo. Assim, o registro da raca 403 destaca a importancia do monitoramento continuo e da

validacgdo do fendtipo de viruléncia em coletas adicionais.
Raca 407

A raca 407 foi patogénica as diferenciadoras Michelite (Co-11) Michigan Dark Red
Kidney (Co-1), Perry Marrow (Co-1%), Widusa (Co-1°), P1 207262 (Co-4% e Co-3%) e TO (Co-
4). No Brasil, ndo foram localizados trabalhos descrevendo previamente a raca 407. Por outro
lado, registros em micotecas apontam ocorréncia desse perfil na india (Nunes et al., 2021), o
que sugere que a combinacdo de viruléncia observada néo € exclusiva do cenario brasileiro.
Esse contraste reforca que perfis de viruléncia complexos podem emergir ou ser detectados a

medida que se amplia a amostragem.
Raca 409

A raga 409 demonstrou viruléncia frente as diferenciadoras Michelite (Co-11) Cornell
49-242 (Co-2), Widusa (Co-1°), Pl 207262 (Co-4® e Co0-3%) e TO (Co-4). Ndo foram
encontrados relatos prévios dessa raca em outras regides. Dado o uso difundido do conjunto de
12 diferenciadoras, essa auséncia pode refletir baixa frequéncia populacional do patétipo e

limitacdes de cobertura amostral e de publicagdo disponivel.
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Raca 411

A raca 411 apresentou patogenicidade sobre Michelite (Co-11), Michigan Dark Red
Kidney (Co-1), Cornell 49-242 (Co-2), Widusa (Co-1°), PI 207262 (Co-4% e Co-3%) e TO (Co-
4). Nao foram localizados relatos prévios no Brasil ou em compila¢Bes consultadas para essa
classificacdo, o que sugere possivel registro inédito.

Raca 465

A raca 465 foi compativel com Michelite (Co-11), Widusa (Co-1°), México 222 (Co-
3), P1 207262 (Co-43 e Co0-3%) e TO (Co-4). Ha indicaco de ocorréncia dessa raca no Brasil,
embora sem especificacdo do estado. Registros adicionais apontam sua presenca no México e
na india (Nunes et al., 2021).

Raca 467

A raga 467 apresentou viruléncia frente a Michelite (Co-11), Michigan Dark Red
Kidney (Co-1), Widusa (Co-1°), México 222 (Co-3), Pl 207262 (Co-4° e Co-3%) e TO (Co-4).
Essa raca ndo foi identificada em territério nacional, apenas internacional, onde

encontra-se apenas no México (Nunes et al., 2021).

Raca 475

A raca 475 foi patogénica as diferenciadoras Michelite (Co-11), Michigan Dark Red
Kidney (Co-1), Cornell 49-242 (Co-2), Widusa (Co-1°), México 222 (Co-3), PI 207262 (Co-4°
e Co-3%) e TO (Co-4).

No presente estudo, foram identificados isolados dessa raca em S&o Paulo e Parana
(Tabela 7). Em estudos anteriores, a ocorréncia havia sido registrada no Parana (De Oliveira et

al., 2014). Nao foram encontrados registros fora do Brasil para essa classificacéo.
Raca 479

A raca 479 exibiu o perfil mais amplo deste conjunto, apresentando viruléncia frente a
Michelite (Co-11), Michigan Dark Red Kidney (Co-1), Perry Marrow (Co-13), Cornell 49-242
(Co-2), Widusa (Co-1°), México 222 (Co-3), Pl 207262 (Co-43 e Co-3%) e TO (Co-4). Esse
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comportamento caracteriza um patétipo de alta complexidade, com potencial de impactar um
espectro grande de cultivares e de reduzir a durabilidade de fontes de resisténcia quando
utilizadas de forma isolada.

Ha registros dessa raga no Brasil, sem relatos em outros paises na compilacéo disponivel
(Nunes et al., 2021). Ainda que a auséncia de relatos externos ndo comprove exclusividade, o

registro nacional é importante por indicar a ocorréncia de um perfil altamente virulento.

Raca 521

A raca 521 foi virulenta as diferenciadoras Michelite (Co-11), Cornell 49-242 (Co-2) e
TU (Co-5). A capacidade de causar doenca em TU, associada ao gene Co-5, é relevante porque
esse gene integra o conjunto de fontes historicamente exploradas na resisténcia a antracnose, e
sua quebra pode comprometer materiais que dependem dessa resisténcia de forma isolada
(Kelly e Vallejo, 2004).

Conforme Nunes et al. (2021), essa raca ja havia sido descrita na Costa Rica, Colémbia,
Honduras, Guatemala e India. Portanto, os isolados aqui descritos configuram o primeiro relato
para o Brasil.

6.2. Triagem e teste de viruléncia dos isolados do fungo em cultivares

Os isolados identificados como pertencentes as novas racas fisiologicas, juntamente
com isolados antigos provenientes da micoteca do PMGF-IAC e isolados cedidos pela
EMBRAPA, foram utilizados para avaliar o nivel de resisténcia das cultivares de feijoeiro mais
utilizadas no mercado. Esses isolados foram utilizados na triagem de parentais promissores,
bem como na mensuracdo do Indice de Agressividade (IA) das racas e do indice de
Suscetibilidade (IS) dos genotipos avaliados (Tabela 8).

As reacOes dos genotipos as diferentes ragas fisioldgicas de C. lindemuthianum foram
determinadas com base na presenca ou auséncia de alelos de resisténcia especificos. Com o
objetivo de facilitar a interpretagdo dos resultados, a Figura 6 apresenta uma viséo geral do
comportamento dos genotipos avaliados, destacando aqueles que apresentaram maior indice de

suscetibilidade frente ao conjunto de ragas analisadas.
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Tabela 8 - Triagem de cultivares as diferentes ragas fisiologicas de Colletotrichum lindemuthianum.

ado/Raga CLI CLI CL CL CLI CLI CLI
Cultivar 2401/65.69  20012/65.773 1407%73  2501/73 1626%/81 2407/81 2404/81

IAC Tybata R R R R S R S
IAC Sintonia R R R R R S S
IAC 1849 Polaco R R R R S S S
IAC 1850 R R R R R S R
IAC 2051 S S S S S S S
IAC 2560 Nelore R R S R R R R
Linhagem 10 R R S R R R R
ANFC 22 S R S S S S S
IPR Sabia R R S R S S S
IPR Aguia S S S S R R S
TAA Dama R R S R S S S
TAA Mahre R R S R S S R
BRS Estilo S S S S S R R
BRS 104 R R S S S S S
BRS 402 S S S S S S S
BRS 415 R R S R S S S
IAC Diplomata S S R S R R S
IAC Una S R R R R R R
IAC Veloz S R R R S S S
IAC 2358 Unamax S R R S R R S
IPR Urutau S R S R S R S
IPR Tuiuil S S R S S S R
BRS 403 S S S R S S S
BRS 417 R S S R R S S
Gen 20-39-11 R R R R R R R
IPA 7919* S S S S S S S
Continua...

Continuacdo tabela 8

lado/Raga CLI CL CLI CL CL CLI CLI CLI
Cultivar 2406/87  2506/89  2502/89 1716%91 1482%/113 15107467  1427%217  1674%/219

IAC Tybata R R R R S S R S
IAC Sintonia R R R R S S S R
IAC 1849 Polaco R S R R S S S S
IAC 1850 R R R R R R R R
IAC 2051 S S S S S S S S
IAC 2560 Nelore R R R S S R R R
Linhagem 10 R R R S R R R R
ANFC 22 S S S S S S S S
IPR Sabia R R R R R S R S
IPR Aguia S S R R S R R R
TAA Dama R R R R S S R S
TAA Mahre R R R R S S S S
BRS Estilo S R R S S S R R
BRS 104 S S R S S S S S
BRS 402 S S S S S S S S
BRS 415 R R R R S S S S
IAC Diplomata S S R R S R R R
IAC Una S R R R S R R R
IAC Veloz R R R S S S S S
IAC 2358 Unamax S S S R R R R R
IPR Urutau S R R S S R S S
IPR Tuiuil R S S S S R S R
BRS 403 S S S S S R S S
BRS 417 S R R S S R S S
Gen 20-39-11 R R R R R R R R
IPA 7919* S S S S S S S S
Continua...
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Continuacdo tabela 8

lado/Raga
Cultivar

CL

CLI
2517/403 2504/407 2516/409 2505/411

CLI

CLI

CL
2515/465

CLI
2021%/465  2308/467

CLI

CL
2514/467

IAC Tybata

IAC Sintonia
IAC 1849 Polaco
IAC 1850

IAC 2051

IAC 2560 Nelore
Linhagem 10
ANFC 22

IPR Sabia

IPR Aguia

TAA Dama
TAA Mahre
BRS Estilo

BRS 104

BRS 402

BRS 415

IAC Diplomata
IAC Una

IAC Veloz

IAC 2358 Unamax

IPR Urutau
IPR Tuiuil
BRS 403
BRS 417

Gen 20-39-11
IPA 7919*

VWAODIDVDODODNVIOTNVNIOTOOVODNMVIOOIODIONDNLVIOIONIOV®mIDO

R

NAODDVDDONIOTDOVDIONOLDOLLNVIOTOOLIONINmAIONID

VDDV OVOVIOIONOVUOLOLOVNVIONIOIOODIONAOIOWnADO

R

NTVDIONVIODNVIOTNVIODODVNMVIODODODODIONDNVIONVDONMIOONWM

VIOV OVOMWIOIVDIODODODVONMVIODOODODOVDOONVIODIONIONVO®mDO

VWDV OLLVOVIOOVIODODONVOLIOONVOVIOOLNMIODAONDIONnW,

NDIODDLVIONVNOLOVIODONOLNVIOTNITNVNVIODIONION®NIDO

NDITDOLLVWIOTIOTNVIODIODOVOMVIOODODODIONVNVIODIONIOWMAOD

Continuacdo tabela 8

Continua...

lado/Raca

Cultivar

CLI
2405/467

CLI
2511/475 2403/475

CL

CL
2518/475

CLI
2402/479 2303/521

CLlI

CLI
2301%/529

CLI
19312/585

IAC Tybata

IAC Sintonia
IAC 1849 Polaco
IAC 1850

IAC 2051

IAC 2560 Nelore
Linhagem 10
ANFC 22

IPR Sabia

IPR Aguia

TAA Dama
TAA Mahre
BRS Estilo

BRS 104

BRS 402

BRS 415

IAC Diplomata
IAC Una

IAC Veloz

IAC 2358 Unamax

IPR Urutau
IPR Tuiuil
BRS 403
BRS 417

Gen 20-39-11
IPA 7919*

S

VDT OLLOVIOIODDTDIOTOOLLOLOOLOOOOVIONDIONmAOnAD

S

VDOV VIODVAONVNLVIONVWLMIOODODIODIODNVLIONVOLOONW®W

VWOV OVDODOVOLOOMVIODONIODIODODONODDODNVIODIONIOON®NDO

VIV IONVIODNVIOTNVIODODLVMIOUDIODODODIONODNVIOIONIOWNW®WDO

DDLUV OVOLOLOVITOVIOTOLOLOOOOONOOnnIOOnIOnnmADO

DTV ULULOLVAOOLLVITIOVLLOLOOMOIOTOOOOONDIOIOnNBLnnDO

NDITOVLLOVIODIOTOLNVIOTDIOTONVDOVNMVIODIOIONIOTODIOOVLNVONVLOWID

R

NDULULULOVOmIOIDONITNVDOVNVIOIONDIONDOLOL®mDODOD

1: 1solado antigo da micoteca do PMGF-1AC;

2: 1solado fornecido pela EMBRAPA,;

*: controle suscetivel;
R: cultivar resistente ao isolado (notas 1-3);
S: cultivar suscetivel ao isolado (notas 4-9).
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Entre as cultivares de tegumento preto ja recomendadas ao setor produtivo, a cultivar
IAC Una apresentou o maior nivel de resisténcia, com IS de 19,4%. Entretanto, a linhagem Gen
20-39-11, que se encontra em avaliacdo nos ensaios de VCU do programa feijao IAC, destacou-
se por apresentar o menor valor de IS (3,2%) entre todos os genotipos avaliados, evidenciando
elevado potencial como parental doador de genes associados & menor severidade da doenca.
Em contraste, a maior suscetibilidade dentro desse grupo foi observada na cultivar BRS 403,
que apresentou IS de 80,6% (Tabela 8).

No grupo de tegumento carioca, a cultivar IAC 1850 foi a que apresentou menor
severidade média da doenca, com IS de 12,9%. Contudo, a linhagem 10 apresentou desempenho
superior, registrando IS de 9,7%, o menor valor observado entre 0s genotipos desse grupo, 0
gue a torna promissora para uso como fonte genética em programas de melhoramento. Por outro
lado, as cultivares BRS 402 e IAC 2051 apresentaram 0s maiores niveis de suscetibilidade,
ambas com IS de 100% (Tabela 8).

Em relacdo aos parentais recorrentes, IAC Veloz e IAC 2051 apresentaram elevados
valores de IS, com 67,7% e 100%, respectivamente (Tabela 8), confirmando o relato da
comunicacdo pessoal do Dr. Alisson F. Chiorato quanto a perda de resisténcia destas cultivares
frente a novos isolados com novas racas fisiologicas. Considerando o tipo de tegumento e o
desempenho frente a doenca, 0s genotipos Linhagem 10, IAC 2560 Nelore e IAC Sintonia,
todos de tegumento carioca, mostraram-se promissores para retrocruzamento com a cultivar
IAC 2051. Por sua vez, os gendtipos de tegumento preto, Gen 20-39-11, IAC Una e IAC
Diplomata, apresentaram potencial para retrocruzamento com a cultivar IAC Veloz, conforme

ilustrado na Figura 6.
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IS

Gen 20-39-11 mm 3%
BRS 417 S 5D O,
BRS 403 e 3] %
IPR TUIUIG e 5 3%,
IPR Urutau e 3%
IAC 2358 Unamax = —— 3) %
JACVeloz e (3%
IACUna meeeesssssssss 19%
IAC Diplomata S —————————— 30,
BRS 415 65%
BRS 402 100%
BRS 104 68%
BRS Estilo 55%
TAA Mahre 35%
TAA Dama 39%
IPR Aguia 45%
IPR Sabia 55%
ANFC 22 90%
Linhagem 10 10%
IAC 2560 Nelore 26%
IAC 2051 100%
IAC 1850 13%
IAC 1849 Polaco 71%
IAC Sintonia 55%
IAC Tybata 26%

Linhagens

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Figura 6 - indice de suscetibilidade de diferentes gen6tipos de feijoeiro submetidos a inoculagdo com diversos
isolados de Colletotrichum lindemuthianum. Genoétipos de tegumento preto estdo representados em cinza,
enguanto genotipos de tegumento carioca estdo representados em amarelo.

Com base nesse principio, as racas fisiologicas selecionadas para compor as misturas
de isolados foram escolhidas considerando dois critérios principais: (1) a ampla distribuicdo no
territorio brasileiro, conforme descrito na literatura, e (2) o espectro de agressividade em relacédo
aos demais e frente a viruléncia as cultivares diferenciadoras, buscando atingir o maior numero
possivel de genes de resisténcia (Tabela 9).

Dessa forma, para a composi¢do do inoculo utilizado na geracdo segregante F», foram
selecionadas as ragas 467, 65, 585 e 81. Posteriormente, ap0ds a identificacdo das ragas capazes
de causar doenca na diferenciadora Perry Marrow, a mistura destinada a inoculacdo da geracéo
F2RC; passou a incluir as ragas 467, 65, 585, 81 e 407 (Tabela 9), ampliando a diversidade do

indculo e representando o que a futura cultivar pode encontrar no campo.
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Tabela 9 - Reacéo de isolados de Colletotrichum lindemuthianum frente a cultivares diferenciadoras portadoras
dos genes de resisténcia da antracnose.
Genes de Resisténcia

Co-4?
Co-43 Co-6 Co-52 lad
Co-11 Co-1 Co-1® Co-2 Co-15 Co-12 Co-3 Co-33 Co-4 Co5 co-8 Co-3¢ Raga  Isolado

Cultivares diferenciadoras®

A B C D E F G H | J K L

1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048

+2 + 65.69  CLI 2401
+ + 65.773 CLI 20012
+ + + 73 CLI 2501
+ + + 73 CLI 1407
+ + + 81 CLI 2404
+ + + 81 CLI 2407
+ + + 81 CLI 1626
+ + + + + 87 CLI 2406
+ + + + 89 CLI 2502
+ + + + 89 CLI 2506
+ + + + + 91 CLI 1716
+ + + + 113 CL 1482
+ + + + + 217 CLI 1427
+ + + + + + 219 CLI 1674
+ + + + + 403 CLI 2517
+ + + + + + 407 CLI 2504
+ + + + + 409 CLI 2516
+ + + + + + 411 CLI 2505
+ + + + + 465 CLI 2515
+ + + + + 465 CLI 2021
+ + + + + + 467 CLI 1510
+ + + + + + 467 CLI 2308
+ + + + + + 467 CLI 2405
+ + + + + + 467 CLI 2514
+ + + + + + + 475 CLI 2403
+ + + + + + + 475 CLI 2511
+ + + + + + + 475 CLI 2518
+ + + + + + + + 479 CLI 2402
+ + + 521 CLI 2303
+ + + 529 CLI 2301
+ + + + 585 CLI11931

L. Cultivares diferenciadoras: A (Michelite); B (Michigan Dark Red Kidney); C (Perry Marrow; D (Cornell 49-
242); E (Widusa); F (Kaboon); G (México 222); H (P1 207262); | (TO); J (TU); K (AB136); L (G2333);

2: + = Suscetivel

Contudo, como havia mais de um isolado pertencente as mesmas racas fisioldgicas,
como 65, 81 e 467, tornou-se necessaria a utilizacdo da andlise comparativa do indice de
agressividade (IA) permitindo a selecdo dos mais agressivos para compor a mistura de
inoculacdo em geragdes segregantes (Figura 7). Dentre os isolados da raca 65, o CL 2401 (IA:
48%), classificado como raga 65.69, demonstrou maior agressividade comparado ao CL 20012
—65.773 (1A: 32%). Para a raga 81, trés isolados foram avaliados: CL 2404 (1A: 68%), CL 1626
(1A: 60%) e CL 2407 (1A: 60%), sendo o CL 2404 selecionado. Quanto a raca 467, dentre 0s
isolados, CL 2308 (1A: 56%), CL 2405 (1A: 64%), CL 2514 (1A: 40%) e CL 1510 (1A:52%), 0
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CL 2405 foi escolhido. Em relacéo ao isolado CL 1482, identificado como raga 113, embora
tenha demonstrado agressividade na cultivar diferenciadora Kaboon, comportamento néo
observado de forma evidente nos demais isolados avaliados, ele ndo foi incluido nas misturas
de racas destinadas as geracdes segregantes. Essa decisdo foi tomada devido a auséncia de

uniformidade no indice de agressividade entre os diferentes testes realizados.

A

CLI 1931/585 I 56.%
CLI2301/529 I 50 %,
CLI2303/521 e 4%,
CLI 2402/479 . 72 %,
CL2518/475 mE—— 0%
CL2403/475 e 0%
CLI2511/475 s 56 %
CLI 2405/467 e, (,%,
CL2514/467 e 0%
CLI 2308/467 I 56 %,
CLI2021/465 e 56,%,
CL2515/465 neeesseeeee—— 3)%
CLI 2505/411 S /4%

2516/409 I /3%,
CLI 2504/407 . 50 %,
CL2517/403 S 0%
CLI 1674/219 e 569,
CLI 1427/217 . 50 %,

Isolados/Raca Fisioldgica

CLI1510/467 . 50 %,

CL 1482/ 113 e 30%
CL1716/91 S /3%

CLI 2502/89 mmeee——— 4%

CL2506/89 I 0%

CLI 2406/87 I /| 3%

CLI2404/81 . (3%,
CLI2407/81 e (0%
CLI1626/81 e 0%
CL2501/73 S 36%

CL1407/73 e 0%

CLI 20012/65.773 S 3 )%,
CLI 2401/65.69 I 18,

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%

Figura 7 - Indice de Agressividade de diferentes isolados de Colletotrichum lindemuthianum inoculados em um
grupo de gendtipos.
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A diferenca de agressividade intrarracial observada nas ragas 475, 467, 465, 89, 81, 73
e 65 neste estudo encontra respaldo em trabalhos anteriores. Carbonell et al. (1999)
demonstraram que, mesmo apos a classificacdo dos isolados em uma mesma raca fisiologica, a
inoculacdo em diferentes cultivares pode resultar em respostas distintas de patogenicidade,
evidenciando variagdo intrarracial. Nesse estudo, esse comportamento foi observado, entre
outras, nas ragas 31, 81 e 65. Resultados semelhantes também foram relatados por Santos et al.
(2008), que confirmaram variacdo de viruléncia intrarracial frente a um determinado genotipo
de feijoeiro, especialmente para as racas 81 e 65.

Adicionalmente, Costa et al. (2017) verificaram que, para as cultivares avaliadas, a
resisténcia a isolados da raca 65 pode ser condicionada pela atuagdo de genes duplicados e
independentes. Considerando que o feijoeiro comum é uma espécie predominantemente
autdgama, com baixa taxa de cruzamento natural, 0s autores sugerem que esse mecanismo
contribui para a manutencdo de cépias funcionais de genes de defesa, atuando como uma
espécie de reserva genética no hospedeiro. Esse fator pode explicar, a0 menos em parte, as
diferencas de reacdo observadas entre isolados classificados dentro de uma mesma raca

fisioldgica.

6.3. Resisténcia a C. lindemuthianum em geraces segregantes

Observou-se que os cruzamentos envolvendo linhagens ou cultivares com maior nivel
de resisténcia a C. lindemuthianum resultaram em uma maior proporcdo de progénies
resistentes, podendo ser visto para o tegumento carioca o cruzamento entre a Linhagem 10
(9,7% de 1S) e 0 IAC 2051 resultou em 70% das progénies resistentes, em contrapartida o
cruzamento entre o IAC Sintonia (54,8% de IS) e o IAC 2051 resultou em 12,5% de progénies
resistentes. Destacou-se também o cruzamento entre os genoétipos IAC 2560 Nelore (25,8% de
IS) e a IAC 2051 resultando em 92,5% das progénies resistentes para o tegumento carioca
(Tabela 10).

Para o tegumento preto, destacou-se o0 cruzamento entre os gendtipos Gen 20-39-11
(3,2% de IS) e a IAC Veloz (67,7% de IS) com 80% das progénies resistentes (Tabela 10), em
contrapartida o parental doador com maior IS, IAC Diplomata (38,7%) teve a menor proporgao
de individuos F; resistentes (32,5%).

Os resultados superiores do IS dos parentais doadores IAC Diplomata e IAC Sintonia

comparados com outras cultivares, foram refletidos nos gendétipos provenientes de seus
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cruzamentos, exemplificando a importancia da escolha do parental dentro de um programa de

melhoramento.

Tabela 10 - Resisténcia e suscetibilidade de geragdes F, submetidas a inoculagdo das ragas fisiologicas 81; 65.69;
467 e 585 de Colletotrichum lindemuthianum.

Identificacdo do  Quantidade de plantas

Cruzamentos . . Plantas resistentes
gendtipo inoculadas
IAC Veloz X IAC Diplomata 13 40 32,5%
IAC Veloz X Gen 20-39-11 14 40 80,0%
IAC Veloz X IAC Una 18 40 60,0%
IAC 2051 X Linhagem 10 25 40 70,0%
IAC 2051 X IAC Sintonia 26 40 12,5%
IAC 2051 X IAC 2560 Nelore 27 40 92,5%

Considerando que os retrocruzamentos foram conduzidos com retorno ao parental
suscetivel, porém portador de caracteristicas agronémicas desejaveis, a reducdo da propor¢do
de resisténcia nas geracgoes avangadas era um resultado esperado. Isso ocorre porque, conforme
descrito por Borém (2021), apds a recuperacdo génica do parental recorrente, a progénie
oriunda de dois retrocruzamentos apresenta, teoricamente, 87,5% do genoma do parental
recorrente e apenas 12,5% do genoma do parental doador.

Além disso, os genes Co associados a reacdo a antracnose Sdo, em sua maioria,
dominantes, com excecdo do co-8, que apresenta heranca recessiva, e ainda podem estabelecer
relacGes epistaticas entre si (Kelly & Vallejo, 2004; Campa et al., 2011). Esses fatores
influenciam diretamente a expressao fenotipica da reacdo a doenca nas geracGes segregantes,
especialmente em populagdes submetidas a sucessivos retrocruzamentos.

Nesse contexto, a familia F2RC: de tegumento preto, proveniente do cruzamento entre
IAC Veloz x Gen 20-39-11 e retrocruzada para IAC Veloz, foi a que apresentou a maior
proporcédo de proles com menor intensidade da doenca, alcangcando 38% de plantas resistentes
(Tabela 11). Esse resultado corrobora os dados observados na geragdo F2, na qual a familia
oriunda do cruzamento simples também se destacou por apresentar a maior frequéncia de
individuos classificados como resistentes. Tais resultados indicam a eficiéncia do genétipo Gen
20-39-11 como doador de genes associados a resisténcia a antracnose, mesmo apos a
recuperacao genetica do parental recorrente suscetivel.

Em contraste, nas familias provenientes dos retrocruzamentos [(IAC Veloz X IAC
Diplomata) X IAC Veloz] X IAC Veloz e [(IAC Veloz X IAC Una) X IAC Veloz] X IAC

Veloz, observou-se comportamento distinto. Nessas familias, as populagdes F» apresentavam
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percentuais de resisténcia de 32,5% e 65%, respectivamente, contudo, apds 0s sucessivos
retrocruzamentos, houve reducdo da frequéncia de individuos resistentes.

Entre as familias F2RC: de tegumento carioca, destaca-se a resisténcia observada na
familia de retrocruzamento [(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051, que
apresentou 16% de plantas resistentes. Resultado semelhante foi observado na familia [(IAC
2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051, de tegumento carioca mais escuro (26-2-2-
C), com 16% de plantas resistentes. Ao comparar os parentais doadores, verifica-se que o IAC
Sintonia apresentava 54,7% de Indice de Suscetibilidade (IS), enquanto sua populacdo F-
apresentou 15% de plantas resistentes, indicando que a segregacdo manteve genes de resisténcia
provenientes do parental doador. Entretanto, em suas subfamilias (26-2-2-A e 26-2-2-B),
observou-se reducdo no percentual de individuos resistentes, porém quando ndo se segrega a
familia por coloracédo de tegumento, atinge 9,5% de plantas resistentes.

Por outro lado, o parental doador Linhagem 10 apresentou IS de 9,7%, e a familia F
oriunda do cruzamento simples entre 0s mesmos parentais apresentou 75% de plantas
resistentes. Contudo, ap0s o retrocruzamento com o parental recorrente suscetivel, houve
diminuicdo expressiva da resisténcia entre as proles. Comportamento semelhante foi observado
na familia [(IAC 2051 X IAC Nelore) X IAC 2051] X IAC 2051, na qual a populacédo
segregante do cruzamento simples apresentou taxa de resisténcia de 93%, reduzida para apenas
6% apds o retorno genético ao parental IAC 2051.

O retorno ao parental recorrente, que apresentava maior indice de suscetibilidade, indica
gue sucessivas geragdes de retrocruzamento, na auséncia de selecdo para a caracteristica alvo
entre cruzamentos, promovem a reducdo progressiva do genoma do parental doador.
Teoricamente, na auséncia de selecdo, essa proporcao é reduzida aproximadamente pela metade
a cada geracdo de retrocruzamento, resultando na recuperacdo predominante do genoma do

parental recorrente ao longo dos ciclos sucessivos (Tourrette et al., 2021).

Tabela 11 - Resisténcia e suscetibilidade de gera¢des F,RC, submetidas a inoculagdo de mistura das ragas
fisiolégicas 81; 65.69; 407; 467 e 585 de Colletotrichum lindemuthianum.

Quantidade de

Identificacdo Plantas
Cruzamentos q " plantas .
0 gendtipo . resistentes
inoculadas

[(1AC Veloz X IAC Diplomata) X IAC Veloz] X IAC Veloz 13-1-1 34 0%
[(IAC Veloz X Gen 20-39-11) X IAC Veloz] X IAC Veloz 14-1-1 40 38%
[(1AC Veloz X IAC Una) X IAC Veloz] X IAC Veloz 18-1-1 36 0%
[(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051 25-2-2 49 16%

26-2-2-A 49 8%
[(1IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051 26-2-2-B 38 3%

26-2-2-C 49 16%
[(IAC 2051 X IAC Nelore) X IAC 2051] X IAC 2051 27-2-2 49 6%
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6.4. Teste de coloracdo em gréos cariocas em geracdo F2RC>

Como foi identificada segregacdo na coloragdo dos graos na geragao F2RC>, tornou-se
necessaria a quantificacdo das diferencas observadas entre os genotipos avaliados. Os padrdes
de mercado atualmente adotados, representados pelas cultivares IAC 2051 e IAC 2560 Nelore,
apresentaram média de luminosidade (L*) de 61,3 (Tabela 12). Valores inferiores a essa média
foram observados em genotipos pertencentes as subfamilias do retrocruzamento [(IAC 2051 X
IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051, identificadas como 26-2-2-A e 26-2-2-C. Ao analisar
essas subfamilias, verificou-se que o genotipo 26-2-2-B apresentou o melhor desempenho,
atingindo a maior média de luminosidade entre os materiais avaliados desse cruzamento
(Tabela 12).

Resultados intermediarios foram observados nas familias provenientes dos
retrocruzamentos [(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051 e [(IAC 2051 X IAC
Nelore) X IAC 2051] X IAC 2051, do qual séo estatisticamente semelhantes (Tabela 12).

Tabela 12 - Coloracdo de gréos cariocas de geraces F2RC,.

Identificacio do Luminosidade média

Cruzamento 2 *

gen6tipo (L*)
[(IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051 26-2-2-B 64,73 a
[(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051 25-2-2 63,11 b
[(IAC 2051 X IAC Nelore) X IAC 2051] X IAC 2051 27-2-2 62,48 bc
- IAC 2051 61,33 cd
- IAC Nelore 61,30d
[(IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051 26-2-2-A 60,09 e
[(IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051 26-2-2-C 55,58 f

Duas médias com a mesma letra mindscula significam que ndo héa diferenga entre os cruzamentos, segundo o teste

de Tukey com 5% de significancia.

De acordo com Ribeiro et al. (2008), grdos que apresentam valores de luminosidade (L)
superiores a 55* sdo considerados de maior valor comercial e apresentam maior aceitagéo pelo
mercado consumidor. Esse critério permite inferir o potencial comercial dos genotipos
avaliados. Nesse contexto, o genétipo 26-2-2-C, que apresentou o menor valor de L*, destacou-
se por uma coloracdo mais escura (Figura 8), afastando-se do padrdo visual das cultivares
comerciais 1AC 2051 e IAC 2560 Nelore, o que indica menor potencial de aceitagdo pelo

mercado consumidor.
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Figura 8 - Coloracéo do tegumento carioca entre familias, subfamilias de geracéo F,RC: e controles IAC 2051 e
IAC 2560 Nelore.

6.5. Avaliacéo de caracteristicas morfo-agronémica em geracéo Fs

Apo6s os procedimentos de retrocruzamento, considerando o objetivo de recuperar as
caracteristicas morfo-agrondmicas dos parentais recorrentes, IAC Veloz de ciclo precoce,
habito determinado e tipo | de crescimento, com guia média (Chiorato et al., 2020), e IAC 2051,
de ciclo normal, habito de crescimento indeterminado e tipo Il (Carbonell et al., 2021), as
familias foram selecionadas com base na maior similaridade fenotipica em relacdo aos
respectivos parentais recorrentes. As caracteristicas dos parentais recorrentes e dos doadores
encontram-se descritas na Tabela 5.

Os genotipos da geracdo Fs apresentaram variabilidade para as caracteristicas avaliadas.
Entre as familias de tegumento preto, apenas a familia 18-P2 atingiu nota 4,5, referente ao valor
agrondmico, apresentando habito de crescimento determinado, tipo | e guia curta,
caracteristicas que se aproximam das descritas para o parental IAC Veloz (Tabela 14).

Entre as familias de tegumento carioca, duas apresentaram notas satisfatorias (4,5),
atribuidas a boa sanidade das plantas. Entretanto, observou-se segregacao para habito e tipo de
crescimento em relacdo aos parentais, onde a Linhagem 10 apresenta habito de crescimento
indeterminado, tipo Il e ciclo normal, enquanto a presenca de guia curta esta associada ao

parental recorrente IAC 2051.

Tabela 13 - Relagdo de caracteristicas morfo-agrondmicas em genétipos de geracdo F3

Identificacdo  Tipo de Valor_ . Habito etipo ~ Tamanho

Cruzamentos d " agrondmico Ciclo . .

0 genétipo  tegumento (Nota) de Crescimento  da guia
IAC Veloz X IAC Diplomata 13-P3* Preto 4,0** Normal DIt -lell Curta
IAC Veloz X Gen 20-39-11 14-P1 Preto 3,0 Normal DI-lell Média
IAC Veloz X Gen 20-39-11 14-P2 Preto 3,0 Normal D2- | Curta
IAC Veloz X Gen 20-39-11 14-P3 Preto 3,0 Semi-Precoce D-1 Curta
IAC Veloz X IAC Una 18-P2 Preto 3,0 Normal 13- 11 Média
IAC Veloz X IAC Una 18-P8 Preto 45 Normal D-1 Curta
IAC 2051 X Linhagem 10 25-P1 Carioca 45 Normal DI-lell Curta
IAC 2051 X Linhagem 10 25-P7 Carioca 45 Normal DI-lell Curta
IAC 2051 X IAC Nelore 27-P1 Carioca 3,0 Normal D-1 Curta
IAC 2051 X IAC Nelore 27-P2 Carioca 3,0 Normal -1 Média
IAC 2051 X IAC Nelore 27-P6 Carioca 2,0 Semi-Precoce 1-1 Média
IAC 2051 X IAC Nelore 27-P7 Carioca 2,0 Normal 111 Média

*: Letra P referente ao individuo escolhido na geracéo F;
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6.6. Genotipagem por SSR e SCAR
Marcador Molecular SSR

Foram obtidos resultados para 16 loci microssatélites funcionais na populagdo F2RC: e
em seus parentais recorrente e doador, previamente descritos como ligados a genes de
resisténcia a antracnose. Esses marcadores encontram-se distribuidos em sete cromossomos do
feijoeiro, correspondentes a Pv01, Pv02, Pv03, Pv04, Pv07, Pv08 e Pv11 (Yu et al., 2000; Blair
etal., 2003; Grisi et al., 2007; Gongalves-Vidigal et al., 2011; Perseguini et al., 2011; Oblessuc
et al., 2014; Perseguini et al., 2016).

A andlise de coordenadas principais (PCoA), baseada em marcadores SSRs, evidenciou
a separacdo dos genotipos em dois grupos principais ao longo da primeira coordenada,
refletindo a estrutura genética das populagdes avaliadas (Figura 9). Os individuos posicionados
a esquerda do eixo principal corresponderam predominantemente as familias de tegumento
preto, especialmente a familia 14-1-1, juntamente com o parental recorrente IAC Veloz e o
parental doador Gen 20-39-11. A direita, agruparam-se principalmente as familias de
tegumento carioca, incluindo 26-2-2, 25-2-2 e 27-2-2, associadas ao parental recorrente IAC
2051. Esse padrdao confirma a coeréncia entre o pedigree das populacdes e os dados

moleculares, além de indicar recuperacdo genémica diferenciada entre 0s grupos.

Principal Coordinates (PCoA)

‘ IAC Sintonia
IAC Nelore
27-2-2.2
Linhagem 10
26-2-2-A 4
: iDL a2
5 ® 14-1-1 1 2722 1
5 ®G mZUrgi?rlll_la
S 27-2-362-2-A_3
© L1411 12
14-1-1.4
& 9 IACVeloz 26-2-2-B.1
*oe
¢
IAC 2051
Coord. 1

Figura 9 - - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em marcadores SSR da populagdo F2RC: e
parentais. Pontos em preto solido: genotipos FaRC: de tegumento preto; preto listrado: parentais de tegumento

preto; amarelo solido: genotipos F-RC: de tegumento carioca; amarelo listrado: parentais de tegumento carioca.
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Considerando que os marcadores utilizados foram descritos como ligados a QRL
associados a resisténcia a antracnose, a selecdo priorizou gendtipos com maior proximidade
genética ao parental resistente. Entre os gendtipos de tegumento preto, destacaram-se 14-1-1-
P4 e 14-1-1-P12. Nos materiais de tegumento carioca, foram selecionados 27-2-2-P2, 26-2-2-
B-P126-2-2A-P4, 26-2-2A-P1, 26-2-2A-P2 e 26-2-2A-P3, onde pode ser visto no dendrograma
(Figura 10)

Embora a familia 25-2-2 tenha apresentado maior frequéncia de resisténcia fenotipica,
seu agrupamento préximo ao parental recorrente IAC 2051 no dendrograma e isso pode ser
explicado pela elevada recuperacdo do background genético do recorrente apds sucessivos
retrocruzamentos. No dendrograma (Figura 10), 0s genotipos cariocas se separaram num grupo
distinto dos gendtipos de tegumento preto, com excecao do IAC Sintonia. Além disso, 0s SSRs
utilizados refletem a similaridade nos loci dos marcadores avaliados, 0s quais podem néo estar
em ligacdo com os QRL especificos herdados do parental doador responsaveis pela resisténcia
observada. Estudos de associacdo de larga escala demonstram que a resisténcia a antracnose
envolve multiplos loci distribuidos ao longo do genoma, com dezenas de marcadores associados
a diferentes regides cromossémicas, indicando a complexidade genética desse carater (Shafi et
al., 2024)
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Figura 10 - Dendrograma utilizando a distancia modificada de Rogers e o coeficiente de UPGMA entre gendtipos

de feijoeiro comum, calculado a partir de marcadores SSRs.

A andlise da constituicdo alélica desses gendtipos revelou distintos padrées de homo e
heterozigose. O genotipo 26-2-2A P1 apresentou homozigose para todos os microssatélites
avaliados, enquanto 26-2-2A P2 e 26-2-2A_P3 foram heterozigotos para SSR-IAC167 e 26-2-
2A P4 para Bmd-25. Na familia 26-2-2-C, o genétipo 26-2-2-C_P7 também se mostrou
completamente homozigoto, ao passo que os demais individuos do mesmo retrocruzamento
apresentaram heterozigose para alguns marcadores, como PVctt001, SSR-IAC167, SSR-
IAC143, BM211 e BM156. De forma semelhante, 26-2-2-B_P1 foi heterozigoto para Bmd-25,
SSR-IAC167 e BM211.

Na familia 25-2-2, predominou a homozigose, com excecéo de 25-2-2_P1 e 25-2-2_P7,
heterozigotos para BM211. Ja na familia 27-2-2, todos os gen6étipos avaliados apresentaram
homozigose para os marcadores testados. De modo geral, os gendtipos de tegumento preto
mostraram-se homozigotos para todos os alelos analisados, indicando fixac&o dos loci avaliados
e probabilidade nula de segregacao desses marcadores nas geragdes subsequentes.

Com base nesses critérios de Botstein et al. (1980), os SSRs classificados como
altamente informativos nesta populac¢do foram: Bmd-25, PVctt001, BM211, BM210, BM156 e
PvM40. Como mediamente informativos destacaram-se SSR-IAC167, SSR-IAC143 e Pv-
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atcc003. J& os marcadores considerados pouco informativos foram: SSR-IAC284, SSR-
IAC245, CV542014, SSR-IAC36, PVBR251, SSR-IAC255.1 e SSR-IAC254 (Tabela 14).

Tabela 14 - Contetdo de Informagao Polimorfica (PIC) dos microssatélites associados a resisténcia a antracnose
na populacdo F2RC: e seus parentais.

Microssatélite Valor de PIC
Bmd-25 0,62
PVctt001 0,56
SSR-1AC167 0,30
SSR-1AC143 0,46
SSR-1AC284 0,00
SSR-1AC245 0,00
Pv-atcc003 0,28
CV542014 0,00
BM211 0,53
BM210 0,50
SSR-IAC36 0,00
PVBR251 0,00
SSR-IAC255.1 0,02
SSR-IAC254 0,19
BM156 0,56
PvM40 0,64

O valor de PIC obtido para o marcador Bmd-25 na populacdo avaliada ndo se encontra
alinhado com o resultado reportado por Burle et al. (2010). No presente estudo, esse marcador
foi classificado como altamente informativo (Tabela 14), enquanto em Burle et al. (2010)
apresentou PIC de 0,22, sendo considerado pouco informativo. Essa discrepancia pode ser
atribuida a composicdo do painel utilizado, uma vez que Burle et al. (2010) avaliaram um
conjunto de variedades crioulas, cultivares mesoamericanas e andinas. O valor de PIC é
dependente da frequéncia e distribuicdo dos alelos nos gendtipos analisados, podendo variar
conforme o material genético avaliado (Anderson et al., 1992).

Situacdo semelhante foi observada para o marcador SSR-IAC167. No presente estudo,
esse microssatélite foi classificado como mediamente informativo (Tabela 14) resultado
compativel com estudos conduzidos em painéis de cultivares carioca (Perseguini et al., 2011,
Perseguini et al., 2015). Entretanto, quando avaliado em painel composto por cultivares
mesoamericanas e andinas, o PIC atingiu 0,542, sendo classificado como altamente informativo
(Pipan & Megli¢, 2019). O mesmo padrdo de variacdo foi verificado para o marcador BM156,
que neste estudo apresentou alto poder informativo (Tabela 14) enquanto em Burle et al. (2010)
foi classificado como mediamente informativo e em Pires et al. (2022) como pouco informativo
(PIC = 0,0797).

Para os marcadores SSR-IAC284 e SSR-1AC245 observa-se um contraste ainda mais

evidente. No presente estudo, ambos se mostraram monomorficos (Tabela 14), enquanto em
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Santos et al. (2024) atingiram valores de PIC de 0,58 e 0,55, respectivamente, sendo
classificados como altamente informativos. Novamente, essa diferenca pode ser atribuida a
composicao distinta dos painéis de cultivares utilizados. De forma inversa, o marcador Pv-
atcc003 apresentou comportamento distinto entre os estudos, sendo praticamente monomorfico
em Burle et al. (2010), mas demonstrando alto nivel de informacéo na populacéo avaliada neste
trabalho.

Alguns marcadores mantiveram padrdo informativo semelhante entre diferentes
estudos, como PvM40 (Perseguini et al., 2014), BM210, que apresentou PIC de 0,71 em Burle
et al. (2010), e PVctt001, com PIC de 0,64 no mesmo estudo. Por fim, o marcador SSR-1AC36
manteve-se monomorfico tanto no presente estudo (Tabela 14) quanto em Benchimol-Reis et
al. (2007), mesmo utilizando painéis diferentes, indicou baixa variabilidade desse locus nos

materiais avaliados.
Marcador Molecular SCAR

Os marcadores SCARs avaliados, organizados conforme os genes de resisténcia alvo,
ndo apresentaram amplificacdo consistente associada as reagdes fenotipicas esperadas. Para os
genes Co-2 (SQ4), Co-3 e Co-9 (SW12), Co-4 (SY20 e SC08), Co-5 (SAB3), Co-9 (SB12) e
Co-10 (SF10), ndo foi observado produto de amplificacdo nas condi¢bes empregadas.

No caso do gene Co-6 (AB136), o marcador SZ20 ndo apresentou amplificacéo,
enquanto SZ04 gerou fragmento com tamanho aproximado de 1500 pb, distinto do esperado
(567 pb), ndo sendo considerado especifico (Figura 11). Para o gene Co-42 (G2333), 0 marcador

SBB14 ndo gerou produto detectavel, ao passo que SH18 apresentou amplificacdo apenas no

Ladder 50pb

gendtipo G2333.

Figura 11 - Amplificacdo de DNA dos genotipos de feijoeiro comum em gel de agarose 2% com o SCAR SZ04.

A Ultima canaleta refere-se ao Ladder de 50 pb.
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6.7. Resisténcia & Cff em geracédo F3sRC:

A resisténcia a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens foi avaliada nos parentais
conforme resultados anteriores do PMGF-IAC. E possivel notar que apenas a cultivar IAC
Veloz demonstrou resisténcia, em oposi¢do ao Gen 20-39-11, IAC 2051, IAC 2560 Nelore,
Linhagem 10 e IAC Sintonia (Tabela 15).

Tabela 15 - Severidade da doenca nos parentais da geragdo F3RC2 submetidos a inoculagdo de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Severidade da doenga —

Parentais Tipo de tegumento Escala de notas
IAC Veloz Preto 1,8
Gen 20-39-11 Preto 4,2
IAC 2051 Carioca 4.2
IAC 2560 Nelore Carioca 50
Linhagem 10 Carioca 5,0
IAC Sintonia Carioca 4,2

Escala de notas: 1 — 2, material de feijoeiro considerado resistente; 3 —5, material suscetivel ao patdgeno.

O IAC Veloz é indicado como moderadamente resistente (Chiorato et al., 2020), porém
as outras cultivares ndo possuem registro de reacdo a C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Dificuldades na heranca da resisténcia de Cff se da por haver genes de resisténcia
recessivos e dominantes, além de efeitos aditivos e ndo aditivos, sendo isso uma heranca de
maior complexidade (Valentini et al., 2011).

Os genotipos provenientes de cruzamentos envolvendo o parental resistente IAC Veloz
originaram proles com maior frequéncia de individuos resistentes, evidenciando a contribuicéo
direta desse genitor como fonte de alelos de resisténcia. Entretanto, mesmo nos cruzamentos
em gue os parentais avaliados foram classificados como suscetiveis, observou-se a ocorréncia
de proles resistentes, ainda que em menor proporcao (Tabela 16).

Isso pode ser explicado pelo estudo de Velentini et al. (2011), onde no cruzamento de
um parental resistente X suscetivel a geracéo F1 e reciprocos obtiveram médias inferiores a dos
pais (mais resistentes), sendo uma resisténcia de genes dominantes, explicando a elevada
porcentagem de proles FsRC; resistentes do cruzamento IAC Veloz X Gen 20-39-11, em que a
heranca dessa resisténcia pode ser hipotetizada como dominante. J& as proles provenientes do
cruzamento entre parentais suscetivel X suscetivel, pode ser referente a fixagdo de um gene

recessivo, ou erro de inoculacéo.
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Tabela 16 - Severidade da doenca em individuos da geracdo FsRC, submetidas a inoculacdo de Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens.

Identificacdo Quantidade Porcentagem

Cruzamento de de plantas  de plantas
Genotipos  inoculadas  resistentes
14-1-1-P1 15 100%
14-1-1-P2 14 86%
14-1-1-P3 15 73%
14-1-1-P4 15 93%
14-1-1-P5 15 80%
14-1-1-P6 15 80%
14-1-1-P7 14 100%
(IAC Veloz X Gen 20-39-11) X IAC Veloz] X IAC Veloz 14-1-1-P8 14 100%
14-1-1-P9 15 87%
14-1-1-P10 15 87%
14-1-1-P11 20 70%
14-1-1-P12 16 88%
14-1-1-P13 15 80%
14-1-1-P14 15 100%
25-2-2-P1 15 33%
25-2-2-P2 15 0%
25-2-2-P3 15 0%
. 25-2-2-P4 15 0%
[(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051 25.2.2-P5 15 7%
25-2-2-P6 15 7%
25-2-2-P7 15 0%
25-2-2-P8 15 7%
27-2-2-P1 15 7%
(IAC 2051 X IAC Nelore) X IAC 2051] X IAC 2051 27-2-2-P2 15 0%
27-2-2-P3 14 0%
26-2-2-C-P1 14 0%
26-2-2-C-P2 14 0%
26-2-2-C-P3 14 0%
26-2-2-C-P4 13 0%
26-2-2-C-P5 14 0%
26-2-2-C-P6 15 0%
(IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051 26-2-2-C-P7 15 0%
26-2-2-C-P8 15 0%
26-2-2-B-P1 15 0%
26-2-2-A-P1 15 7%
26-2-2-A-P2 14 7%
26-2-2-A-P3 15 0%
26-2-2-A-P4 15 73%

Gendtipos obtidos apds inoculagdo com C. lindemuthianum, nos quais cada individuo resistente originou, por
autopolinizacdo, uma familia posteriormente inoculada com C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff).
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7.

CONCLUSAO

Foram isoladas 21 colonias de C. lindemuthianum de cinco estado brasileiros,
com as seguintes racas fisiologicas identificadas: 65.69; 65.805; 73; 81 (dois
isolados); 87; 89 (dois isolados); 403; 407; 409; 411; 465; 467 (trés isolados);
475 (trés isolados); 479; 521.

Os isolados com maior viruléncia foram: da raga 113, 479, 467, 521 e 81,

Foi identificada diferenca intraracial entre isolados das ragas fisioldgicas: 65,
73, 81, 89, 465, 467 e 475;

As cultivares com maior resisténcia frente aos isolados avaliados foram: 1AC
1850 e IAC Una e entre as linhagens: Gen 20-39-11 e Linhagem 10;

Em geracdo F» para tegumento preto, o cruzamento IAC Veloz X Gen-20-39-22
se destacou com 32 plantas resistentes e para tegumento carioca 0 cruzamento
IAC 2051 X IAC 2560 Nelore com 37 plantas resistentes;

Em geracdo F2RC>, os retrocruzamentos [(IAC Veloz X Gen 20-39-11) X IAC
Veloz] X IAC Veloz e [(IAC 2051 X Linhagem 10) X IAC 2051] X IAC 2051
forneceram maior quantidade de genotipos resistentes;

Foi observado segregacdo na coloracdo de tegumento na geracdo F.RC; da
familia [(IAC 2051 X IAC Sintonia) X IAC 2051] X IAC 2051, em que
gendtipos 26-2-2-B possuem coloracdo mais apropriada para o mercado;

Na avaliacdo morfo-agrondmica em geracéo Fs, as familias 18-P8, 25-P1 e 25-
P7 obtiveram melhores caracteristicas;

Na avaliacdo de SSRs para resisténcia de antracnose, 0s gendétipos que mais
mantiveram as caracteristicas dos parentais doadores foram: 27-2-2-P2 e 14-1-
1-P4

Nos resultados de resisténcia a Cff, a familia proveniente de retrocruzamento
(IAC Veloz X Gen 20-39-11) X IAC Veloz] X IAC Veloz se destacou pelo alto

indice de individuos resistentes.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados etiologicos dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum demonstraram
que, dentro da estrutura amostral realizada, os isolados avaliados ndo superaram 0s genes de
resisténcia presentes nas diferenciadoras AB136 e G2333. No entanto, Nunes et al. (2021)
relatam que ja foram identificadas no territério brasileiro as racas 1601 e 1609, capazes de
superar a resisténcia de AB136. Da mesma forma, Vallejo & Kelly (2009) indicam que as racas
3481 e 3545 apresentam, como esperado, suscetibilidade na diferenciadora G2333, enquanto a
cultivar G2338 apresenta resisténcia, sendo considerada uma alternativa promissora para
programas de melhoramento visando resisténcia a C. lindemuthianum.

Os dados obtidos neste estudo também evidenciaram eventos ja reportados na literatura
relacionados a variabilidade na agressividade entre isolados pertencentes a mesma raca
fisioldgica. Diferencas na intensidade dos sintomas causados por isolados classificados dentro
da mesma raga ja foram relatadas anteriormente para ragcas como 31, 81 e 65 (Carbonell et al.,
1999; Santos et al., 2008). Esse fendmeno indica que a classificacdo fisiologica baseada apenas
na reacdo de cultivares diferenciadoras nem sempre é capaz de representar toda a variabilidade
existente nas populacées do patogeno.

Nos isolados avaliados neste estudo, esse comportamento foi observado entre isolados
pertencentes as racas 65, 73, 81, 89, 465, 467 e 475. A elevada diversidade de racas e niveis de
agressividade dentro das populacdes de C. lindemuthianum tem sido observada em diferentes
regides produtoras de feijao, sendo relatada a ocorréncia de numerosas ragas fisiolégicas no
Brasil e em outros paises produtores (Pastor-Corrales & Tu, 1989; Ribeiro et al., 2016; Nunes
etal., 2021).

A variabilidade intraracial pode ser atribuida a diferentes mecanismos evolutivos que
atuam sobre as populagdes do patdgeno, incluindo mutacdes, recombinacéo genética e pressao
de selecdo exercida pela utilizacdo continua de cultivares resistentes (Bardas et al., 2009;
Palacioglu et al., 2020). Morelos-Martinez et al. (2024) demonstram a alta quantidade de
elementos transponiveis no genoma de C. lindemuthianum, caracteristica associada a rapida
evolucéo do fungo e a sua capacidade de adaptacao a diferentes ambientes.

Como consequéncia, isolados pertencentes a mesma raca fisioldgica podem apresentar
diferentes niveis de agressividade, refletindo variacbes na capacidade de colonizacdo do
hospedeiro ou na expressao de fatores de viruléncia. Essa variabilidade representa um desafio

adicional para programas de melhoramento genético, uma vez que gendtipos classificados
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como resistentes a determinada raga podem apresentar respostas diferenciadas quando expostos
a isolados distintos dessa mesma raca (Kelly & Vallejo, 2004; Ishikawa et al., 2011).

Do ponto de vista do melhoramento genético do feijoeiro, a ocorréncia de variabilidade
dentro das racas fisioldgicas reforca a necessidade de avaliacBes de resisténcia utilizando
multiplos isolados do patégeno ou misturas de racas. Essa estratégia pode resultar em niveis de
viruléncia iguais ou até superiores aos observados quando o0s genotipos sdo inoculados com
racas individualmente (Faleiros et al., 2018). Essa abordagem permite uma caracterizacdo mais
robusta da resisténcia dos genotipos avaliados, reduzindo o risco de selecdo de materiais que
apresentem resisténcia apenas a isolados especificos do patdgeno. Além disso, a incorporagdo
de diferentes mecanismos de resisténcia, incluindo genes maiores e loci de resisténcia
guantitativa, tem sido apontada como estratégia importante para aumentar a durabilidade da
resisténcia a antracnose em cultivares comerciais (Oblessuc et al., 2014).

Nesse contexto, a selecdo simultanea de diferentes caracteristicas ao longo das geragoes
constitui uma pratica que aumenta a probabilidade de sucesso em programas de melhoramento
(Mendes et al., 2009). A selecdo de genoOtipos superiores em programas de melhoramento de
feijoeiro geralmente envolve a analise de diversos caracteres, incluindo ciclo, habito de
crescimento, arquitetura de planta e adaptacdo agronémica, caracteristicas que influenciam
diretamente o desempenho produtivo e a aceitacdo comercial das cultivares (Ramalho et al.,
2012; Carbonell et al., 2010).

Assim, as avaliacdes realizadas nas populacdes segregantes permitiram a identificacao
de familias promissoras tanto nas geracfes Fz quanto nas geragbes provenientes de
retrocruzamento (F3RCz), considerando simultaneamente caracteristicas morfo-agrondmicas,
resisténcia a doencas e qualidade de graos.

Dessa forma, os resultados evidenciam que a elevada variabilidade fisioldgica e de
agressividade de Colletotrichum lindemuthianum reforca a natureza dindmica desse
patossistema. Nesse contexto, estratégias integradas de melhoramento, como a avaliacdo com
maultiplos isolados, a piramidacao de genes de resisténcia e a selecdo simultanea de caracteres
agrondmicos, sdo fundamentais para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais
ampla e durdvel, reunindo caracteristicas desejadas pelo setor produtivo. As familias
promissoras identificadas neste estudo apresentam, portanto, potencial para avango nas

proximas etapas do programa de melhoramento.
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