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RESUMO: A cultivar andina Jalo Pintado ¢ uma importante fonte de resisténcia a antracnose
no feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), cujo agente etiologico ¢ o fungo Colletotrichum
lindemuthianum, apresentando resisténcia as racas 2, 7, 9, 31, 65, 73, 95, 453 e 2047 do fungo
causador da antracnose, sendo esta ultima considerada uma das ragas mais virulentas ja
identificadas. Assim, o presente trabalho objetivou estudar e identificar marcadores
moleculares ligados ao locus de resisténcia presente na cultivar Jalo Pintado 2. Para tanto, foram
avaliadas familias F».3 derivadas do cruzamento entre as cultivares Jalo Pintado 2 (resistente) e
PI120726 (suscetivel) quanto a resisténcia a ragca 453 de C. lindemuthianum. Amostras de tecido
vegetal para a extragdo de DNA foram coletadas de plantas F», correspondentes as respectivas
familias F».3. Sendo assim, o fendtipo de resisténcia ou suscetibilidade de cada planta F» foi
estimado baseado na resposta da familia F2;3 a raga 453. De posse do DNA das plantas F; e
fenotipagem das respectivas familias F2:3, foram construidos dois Bulks resistentes (BR) e dois
bulks suscetiveis (BS). Os BR e BS juntamente com os parentais foram genotipados com o SNP
BeadChip contendo 5398 SNPs. Posteriormente, marcadores SSR foram desenvolvidos a fim
de realizar o mapeamento do gene presente em Jalo Pintado 2. Os resultados do teste de heranga
revelaram razao de segregacao das familias F2.3 do cruzamento entre Jalo Pintado 2 x P1207262,
inoculadas com araca 453 de C. lindemuthianum, de 1RR:2RS:18S, indicando que tal resisténcia
¢ condicionada por um gene dominante. As analises moleculares revelaram que o gene presente
em Jalo Pintado 2 est4 localizado no grupo de ligagdo Pv04 a uma distancia de a 7 cM dos
marcadores BARCPVSSR04574 ¢ BARCPVSSR04577, e a uma distancia de 5,3 ¢cM do
marcador BARCPVSSR04619.

PALAVRAS-CHAVE: Colletotrichum lindemuthianum; marcador molecular; Phaseolus
vulgaris L.

MAPPING ANTHRACNOSE RESISTANCE GENE TO Colletotrichum
lindemuthianum IN COMMON BEAN ANDINA CULTIVAR JALO PINTADO 2

ABSTRACT: Jalo Pintado cultivar is an important source for anthracnose resistance in common
bean (Phaseolus vulgaris L.), whose etiological agent is Colletotrichum lindemuthianum
fungus. Jalo Pintado 2 cultivar is resistant to races 2,7, 9, 31, 65, 73, 95, 453 and 2047 of fungus
causing anthracnose, being race 2047 considered one of the most virulent races already
identified. Therefore, in this study, F»:3 families derived from the cross between cultivars Jalo
Pintado 2 (resistant) and PI 20726 (susceptible) were studied and evaluated to their reaction to
race 453, in order to identify molecular markers linked to the resistance locus present in Jalo

Journal of Agronomic Sciences, Umuarama, v.9, n. especial, p.81-107, 2020.



Journal \,\ 82
OngVOVlOWUC SClenceS

ISSN: 2316-1809
Pintado 2 cultivar. Samples of plant tissue for DNA extraction were collected from F» plants.

Each F, correspond to a specific F».3 families. Thus, phenotype of resistance or susceptibility
response to race 453 of each F» plant was estimated based on F».3 families. Based on F, plant
DNA and phenotyping respective families F2:3, two resistant Bulks (RB) and two susceptible
bulks (SB) were developed. BR and BS along with parental were genotyped with SNP
BeadChip containing 5398 SNP's. Subsequently, SSR markers were developed to perform the
mapping of gene presented in Jalo Pintado 2. The results of inheritance test revealed a
segregation ratio of F».3 families from Jalo Pintado 2 x PI 207262, inoculated with 453 race of
C. lindemuthianum, resulting in a segregation ratio of 1RR: 2RS: 1S, indicating that such
resistance is conditioned by one dominant gene. Molecular analyzes revealed that the gene
present in Jalo Pintado 2 is located in Pv04 linking group at a distance of 7.0 cM from markers
BARCPVSSR04574 and BARCPVSSR04577 and at a distance of 5.3 ¢cM from the marker
BARCPVSSR04619.

KEYWORDS: Phaseolus vulgaris L., Colletotrichum lindemuthianum, molecular marker.

INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das culturas mais difundidas
mundialmente, representando 50% dos grdos de leguminosas mais consumidas, composto da
dieta basica de um segmento populacional expressivo, constituindo-se muitas das vezes, na
principal fonte bésica de proteina e de carboidrato (Broughton et al. 2003; Gepts et al. 2008).

O P. vulgaris é cultivado em aproximadamente 100 paises, dos quais se destacam,
Myanmar, india, Brasil, Estados Unidos, México e Tanzania, sendo o Brasil o terceiro maior
produtor e um dos maiores consumidores mundiais (FAO, 2018). O estado do Parana ¢ o maior
produtor de feijao brasileiro (previsdo de 651,5 mil toneladas para a atual safra), seguido por
Minas Gerais (535,9 mil toneladas), Mato Grosso (441,7 mil toneladas) ¢ Goias (368,5 mil
toneladas). A producdo paranaense corresponde a 92% da producdo nordestina e ¢ 6 vezes a
producgdo do Norte (CONAB, 2018).

Em relagcdo ao valor socioecondmico e agrondmico, a cultura do feijdo ¢ de vasta
importancia, pois o seu cultivo se estende durante todo o ano, em quase todos os Estados, nas
diferentes épocas e safras. Desse modo, promove e emprega grande quantidade de mao de obra
durante seu ciclo de desenvolvimento, movimentando a economia brasileira (Vieira et al., 1999,
Salvador, 2010).

No entanto, esta ampla adaptabilidade, permite que esta cultura seja prejudicada por
diversos patogenos, dentre os quais se destaca a antracnose do feijdo comum, ¢ uma doenga
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) (Briosi & Cavara, 1889;

Pastor-Corrales e Tu, 1989; Gongalves-Vidigal et al., 2009; Gillard et al., 2012).
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As perdas ocasionadas por este patdgeno podem ser indeléveis e/ou depreciar a

qualidade do produto tornando-o menos atrativo ao mercado consumidor. A maioria das
cultivares de interesse agrondmico cultivadas € suscetivel a uma ou mais racas deste fungo
(Than et al., 2008; O’Connell et al., 2012; Dean et al., 2012).

Este patogeno se desenvolve em ambientes cujas temperaturas sejam de 20+£2° C, sendo
assim, ocorre com frequéncia em regides com umidade relativa do ar elevada e temperaturas
amenas (Pastor-Corrales, 1988). A antracnose pode prejudicar a qualidade das vagens e dos
graos, principalmente no inicio do ciclo da cultura e o principal fator limitante em seu controle
¢ a diversidade genética do C. lindemuthianum (Zaumeyer e Thomas, 1957; Sartorato e Rava,
1994; Pastor-Corrales, 1995; Kimati, 1997; Paula Junior et al., 2006).

Desse modo, o uso de cultivares resistentes € a estratégia mais eficaz e economicamente
mais vidvel para o controle da antracnose no feijado comum, tanto pela reducdo dos custos de
produgdo quanto pela redu¢do dos danos causados ao meio ambiente (Talamini et al., 2004;
Vieira et al., 1998). A identificacdo de novos genes e/ou alelos que poderao ser incorporados
nas cultivares, propicia a ampliagdo do espectro de resisténcia, resultando em maior estabilidade
de produgdo desta cultura.

Nesse sentido, a cultivar tradicional Jalo Pintado 2 é considerada uma fonte potencial
de resisténcia, pois em testes preliminares indicando que a mesma apresenta resisténcia as ragas
2,7,9, 31, 65,73, 95, 453 € 2047 de C. lindemuthianum, sendo esta ultima considerada uma
das ragas mais virulentas (Vidigal Filho et al. 2007; Frias et al. 2014; Pastor-Corrales, 1991).

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes a diversas doengas, os programas de
melhoramento vém utilizando como ferramenta o uso de marcadores moleculares (Alzate-
Marin et al., 2005). Os marcadores permitem avaliar a variabilidade genética existente
diretamente no DNA para identificar genes de interesse agrondmico (Rieseberg et al., 2000).
Nesse sentido, a utilizagao de sele¢do assistida por marcadores (SAM) ¢ particularmente Util no
processo de transferéncia de alelos de resisténcia, por anular o efeito do ambiente e permitir a
selecdo na auséncia do patogeno ou da raca do patégeno (Oliveira et al., 2007).

A maioria dos genes de resisténcia esta distribuida no mapa consenso do feijio comum
em sete dos 11 grupos de ligacdo, sendo eles o PvOl, Pv02, Pv03, Pv04, Pv07, PvO8 e Pvl1
(Ferreira et al., 2013).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi estudar informagdes relevantes e
desenvolver marcadores moleculares ligados ao gene de resisténcia a antracnose presente na

cultivar andina Jalo Pintado 2.
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ASPECTOS GERAIS DA CULTURA

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) possui elevada importancia nutricional, social
e econdmica. Do ponto de vista nutricional o feijdo ¢ considerado uma excelente fonte de
proteinas, minerais, vitaminas, fibras e compostos fenolicos que apresentam agdo antioxidante
que podem reduzir a incidéncia de doengas. O conteudo proteico do feijao varia de 16 a33% e
¢ rico em lisina, porém limitado em aminoécidos sulfurados (metionina, cisteina e cistina). O
que faz da combinacdo arroz e feijdo, uma combinagdo perfeita no que se refere aos
aminoacidos essenciais, uma vez que o arroz ¢ deficiente em lisina e abundante em metionina.
O feijao comum ¢é também importante fonte de ferro, fésforo, magnésio, manganés. (Bassinello,
2015).

A cultura do feijao ¢ considerada como sendo um dos produtos agricolas de maior
importancia socioecondmica, uma vez que apresenta ampla adaptacdo edafoclimatica (que
permite seu cultivo durante todo o ano, em quase todas as unidades da federacdo brasileira, nas
diferentes épocas e safras) e por empregar grande quantidade de mao de obra durante seu ciclo
(Vieira et al., 1999, Salvador, 2010).

O cultivo ¢ bastante difundido em todo o territério nacional pela cultura apresentar uma
ampla adaptagdo edafoclimatica, que permite o seu cultivo durante todo o ano, em praticamente
todos os Estados, possibilitando uma oferta constante do produto no mercado (Yokoyama,
2003). Dependendo da regido, a semeadura do feijado no Brasil pode ser feita em até trés safras
ou épocas de cultivo ao longo do ano. Estas épocas sdo: a das aguas ou safra (cultivo de
primavera-verdo, colheita no inicio do verdo), a da seca ou safrinha (cultivo de verdo-outono,
colheita no outono) e a de inverno (cultivo de outono-inverno) (Borém e Carneiro, 1998). Outra
caracteristica da producdo do feijoeiro ¢ a variacdo dos sistemas de produgdo existentes:
solteiro, consorciado ou intercalado (Yokoyama e Stone, 2000).

O fato do cultivo do feijdo ser bastante difundido em todo o territério nacional faz com
que o Brasil esteja entre os maiores produtores, em ordem, Myanmar, India, Brasil, Estados
Unidos, México e Tanzania, responsaveis por 56,99% do total produzido no mundo, ou 15,3
milhdes de toneladas, sendo o Brasil o terceiro maior produtor e um dos maiores consumidores
mundiais (FAO, 2018). No Brasil, o consumo de feijdo depende principalmente das
caracteristicas morfoldgicas, como cor, formato e o tamanho da semente (Carneiro et al., 2005).
Mas o consumo ¢ pequeno nos paises mais desenvolvidos e o fato dos grandes produtores
mundiais serem também os maiores consumidores gera poucos excedentes exportaveis, limita

o conhecimento do mercado e, consequentemente, o comércio internacional do produto
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(CONAB, 2017). Na safra (2017/2018), a producao do Brasil foi de 3,39 milhdes de toneladas,

mesmo volume da safra anterior, ja tendo sido maior em outros anos, numa area total de 3,24
milhdes de hectares, aumento de 2% em relagdo ao ultimo ano-safra (CONAB, 2018).

A maior produtora regional passou a ser Regido Centro-Oeste (anteriormente era a Sul),
com previsdo de atingir 893,3 mil toneladas no atual ano-safra, aumento de 6,8% sobre a safra
2016/2017. Logo apos, vem o Sul (885,2 mil toneladas), reducao de -6,1% e Sudeste (806,2 mil
toneladas), redugdo de 0,5% em relagdo ao ano-safra de 2016/2017. No Nordeste, a previsao ¢
de 710,5 mil toneladas, aumento de 4,6% (ou 31,4 mil toneladas) em relagdo a safra anterior,
que foi superior devido as boas condi¢des climaticas. Vale ressaltar que o Nordeste continua
sendo a maior regido em termos de area cultivada com feijao no Pais (previsao de 1,62 milhdes
de hectares), mais que a soma das areas do Sul, Sudeste e Centro-Oeste (1,51 milhdo de
hectares), cuja previsdo varia de 461 mil a 534 mil hectares, mas sua produtividade (438 kg ha-

1) € de apenas 26% daquelas, com indices em torno de 1.700 kg ha"! (CONAB, 2018).

ORIGEM E VARIABILIDADE DO FEIJAO COMUM

A espécie P. vulgaris ¢ diploide com 22 cromossomos (2n=2x=22), pertencente a classe
Dicotiliedoneae, subclasse Rosideae, ordem Fabales e familia Fabaceae (Leguminosae)
(Cronquist, 1988). E uma espécie predominantemente autégama, com taxa de fecundagio
cruzada estimada em 3 a 5% (Burle et al., 2010).

Ocorréncia de mais de cinquenta espécies do género Phaseolus nas Américas ¢ relatada
por Debouck (1991). No entanto, apenas P. vulgaris, P. polyanthus Greenman (feijao comum),
P. coccineus L. (escarlet runner bean), P. acutifolius A. Gray (feijdo tepary) e P. lunatus L.
(feijao de lima), sdo mais conhecidas por terem sido domesticadas (Evans, 1976; Debouck,
1988; Debouck, 1991).

A diversidade observada através da proteina faseolina da semente sugere que espécies
cultivadas tenham surgido a partir de multiplas domestica¢cdes ao longo de sua extensa
distribuicdo (Gepts e Bliss, 1986; Gepts et al., 1986). Por meio das diferengas dos padrdes
eletroforéticos de faseolina (Gepts et al., 1986), nas caracteristicas morfologicas (Evans, 1976),
isoenzimas e¢ marcadores moleculares (Gepts, 1988; Singh et al.,1991; Haley et al.,1994,
Becerra et al.,, 2010) pode-se determinar a existéncia de dois centros de origem: o
Mesoamericano e o Andino. O centro Mesoamericano se estende do sudeste dos Estados Unidos
até¢ o Panama, tendo como zonas principais o0 México e a Guatemala. Neste centro predominam

germoplasmas de graos pequenos (< 20g 100 sementes), faseolina do tipo ‘S’. Ja o centro
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Andino abrange as regides do Peru, Argentina, Colombia e Venezuela e encontram-se os feijoes

de sementes graudas (> 40g 100 sementes) e faseolina do tipo ‘T’ e possivelmente também as
dos tipos ‘A’, ‘C’ e ‘H’. (Singh et al., 1991).

Dos primeiros cultivos até hoje, o feijoeiro vem sofrendo diversas alteragdes decorrentes
da sua domesticagdo. Todas as cultivares sdo herbaceas com habitos de crescimento
determinado ou indeterminado. As de crescimento determinado apresentam o caule € os ramos
laterais terminados em uma inflorescéncia e possuem numero limitado de nés e a floragao
inicia-se do apice para a base da planta (Graham; Ranalli, 1997). Nas cultivares de crescimento
¢ indeterminado o caule principal possui crescimento continuo, com sucessao de nds e entrends;
as inflorescéncias sao axilares e a floragdo inicia-se da base para o apice da planta (Jauer et al.,
2006).

O feijao ¢ constituido de 1 a 20% de fibras alimentares, 60 a 65% de carboidratos, 1 a
3% de lipidios, dos minerais Ca, Fe, Cu, Zn, K, P e Mg, e também de vitaminas, em especial as
do complexo B, como: riboflavina, niacina e folacina (Geil e Anderson, 1994; Lajolo et al.,
1996).

Existe variabilidade genética para teores de nutrientes em graos de feijdo, segundo
Sathe, (2002), os feijoes comerciais apresentam quantidades que variam de 17,5 a 28,7% de
proteinas. Em feijdes crioulos encontra-se variagao relativamente maior, de 17 a 32% ¢ 19,9 a
32,2% de proteina total. As proteinas desempenham vérias fungdes para os seres vivos, sendo
catalisadores (enzimas), hormdnios (insulina), prote¢do (anticorpos), transportadora
(hemoglobina), estrutural (colageno), movimento (actina e miosina) além de fornecer energia e

elementos para a formacao dos tecidos (Miranda e Destro, 1999).

ANTRACNOSE DO FEIJAO COMUM

As principais causas de reducdo de produtividade do feijao sdo atribuidas as doengas,
que podem ter como agentes causais fungos, bactérias, virus e nematoides (Kimati, 1980; Rey
et al., 2005). Desde 1989, Bianchini e colaboradores ja citavam a existéncia de mais de 200
doengas capazes de afetar a cultura, limitando a sua produgdo e reduzindo a qualidade
fisioldgica, sanitéria, nutricional e comercial do produto (Bianchini et al., 2005).

Dentre as doengas fungicas que afetam a cultura do feijdo, a antracnose erige-se como
uma das mais severas, pois a transmissibilidade do patdgeno por meio das sementes, as perdas
econdmicas e a ocorréncia nas trés épocas de cultivo pode ocasionar perdas de até 100% na

produtividade, quando sob condi¢gdes ambientais favoraveis (Augustin e Costa, 1971; Carbonell
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et al., 1999; Gianasi, 2002; Rey et al., 2005). A nivel mundial, a antracnose do feijao comum,

corresponde a uma das doencas de maior importancia, sobretudo em regides tropicais e
subtropicais (Méndez-Vigo et al., 2005), especialmente sob temperaturas amenas e elevada
umidade (Pastor-Corrales, 1988).

A antracnose teve o primeiro registro na cultura do feijao (P. vulgaris) no ano 1843 na
Franca (Martinez-Pacheco et al., 2009). O agente etiologico, o fungo Colletotrichum
lindemuthianum, pertence a classe dos Deuteromicetos, ordem Melanconiales e a familia
Melanconiacea (Sutton, 1992; Rava et al., 1994; Martinez-Pacheco et al., 2009). C.
lindemuthianum, foi descrito em 1878 por Saccardo e Magnus, como Gloeosporium
lindemuthianum, com base em coletas feitas por Lindemuth em Bonn, na Alemanha (Zaumeyer
e Thomas, 1957). Com base na verificacdo da presenca de setas e das estruturas filamentosas
produzidas entre os conidioforos e as margens dos acérvulos, foi realizada a transferéncia para
o género Colletotrichum (Scrihner, 1888).

C. lindemuthianum apresenta duas fases reprodutivas, uma sexuada (perfeita) e outra
assexuada (imperfeita). Tal fato, trata-se de uma vantagem em relacdo a patdgenos que
apresentam ciclo unico, tendo em vista que, muitas combinagdes novas de alelos sdo produzidas
durante o ciclo sexual, como também, recombinagdes de mutacdes em arranjos genéticos
diversos (McDonald e Linde, 2002).

O fungo recebe a denominacdo de Glomerella cingulata f. (Stonem Spaulde & V.
Schrenk) sp. phaseoli, em sua fase sexuada, inserida a classe dos Ascomicetos, ordem
Diaportales (Damasceno e Silva et al, 2007). Na fase sexuada, o fungo produz ascas e peritécio,
dos quais se originam ascésporos, que recebem a denominagao de ascésporos (Kimati, 1980;
Bailey e Jeger, 1992; Roca et al., 2003).

Apesar da enorme dificuldade de ser encontrada na natureza, Damasceno e Silva et al.
(2007) lograram éxito em identifica-la naturalmente no Estado de Minas Gerais. Inobstante tal
dificuldade, convém lembrar que a fase sexuada pode ser facilmente verificada mediante
condi¢des de indugdo em laboratorio ou desenvolvimento espontaneo (Kimati e Galli, 1970;
Mendes-Costa e Souza, 2005).

Por sua vez, na fase assexuada (imperfeita), o fungo recebe a denominagdo de
Colletotrichum lindemuthianum, inserido a classe dos Deuteromicetos, ordem Melanconiales,
familia Melanconiaceae (Kimati, 1980). Sobrevive de uma safra para outra como micélio em
dorméncia no interior de sementes, em restos culturais, em forma de esporo, cuja disseminagao

pode perpretar-se de curtas a longas distancias (Vieira, 1986), mediante sementes
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contaminadas, chuvas, respingos de agua, vento, insetos, animais, homem e implementos

agricolas (Kimati, 1980).

A antracnose trata-se de uma doeng¢a cosmopolita, com preponderancia de
desenvolvimento em temperaturas amenas, compreendidas na faixa entre 17 e 24°C e alta
umidade (Walker, 1952; Vieira, 1967). Temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 13°C
obstam o desenvolvimento do patdégeno (Zaumeyer e Thomas, 1957; Pastor-Corrales e Tu,
1989).

No Brasil, o C. lindemuthianum pode ser encontrado e provocar danos durante as trés
épocas de cultivo do feijao (Vieira, 1967). Os sintomas da antracnose se manifestam em todos
os estadios de desenvolvimento, em qualquer 6rgdo ou parte aérea da planta, como folhas,
caules, ramos, vagens e sementes, podendo ser observado em funcdo do grau de infecg¢ao
(Kimati, 1980; Vieira, 1988).

Nas folhas as lesdes necréticas sdo primeiramente verificadas na face abaxial, de
coloracdo marron-escura entre nervuras. Com o passar do tempo, estas lesdes ddo origem a
regides cloroticas que colimam no ressecamento da folha, fazendo com que estas se curvem
para baixo, como também, reducdo de area de superficie foliar, que tem por funcao elaboracao
de fotossintese (Kimati, 1980).

A antracnose pode ser facilmente identificada nas vagens, mediante surgimento de
lesdes com sintomas arredondados, com tamanho variavel, deprimidos, com centro claro,
delimitado por anel de coloragdo negra, rodeado por borda de tonalidade café avermelhado
(Chaves, 1980; Kimati, 1980). Com o progresso da doenca, as vagens normalmente murcham
e secam (Vieira, 1988).

No caule e peciolos, as lesdes constatadas sdo do tipo alongadas, escuras, as vezes
deprimidas, podendo apresentar cancros e estrangulamento da planta, conforme
desenvolvimento do patégeno (Chaves, 1980). Em se tratando de sementes infectadas
verificam-se cancros com coloragcdo compreendida de amarelo escuro ligeiramente deprimido
e de tamanho variado. Vale salientar, o patdgeno pode atravessar o tegumento e provocar desde
descoloracdes até lesdes nos tecidos dos cotilédones (manchas nos graos), que resultam na
depreciagao do produto, tornando-o improprio ao consumo, além de consubstanciar-se em fonte

de disseminagao por meio da semente (Chaves, 1980, Kimati, 1980).
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FONTES DE RESISTENCIA A ANTRACNOSE

O estudo de novas fontes de resisténcia, bem como de seus loci tem sido a melhor
estratégia para controlar a antracnose, uma vez que ha uma necessidade de uma busca constante
para a obtencdo de resisténcia genética ao C. lindemuthianum (Mahuku et al., 2002). A
resisténcia a antracnose ¢ condicionada pelos genes de resisténcia descritos pelo simbolo Co
seguido de uma letra ou numero (Quadro 1).

Encontram-se identificados 20 genes de resisténcia a antracnose (Gongalves-Vidigal et
al., 2012). Estes genes e seus alelos sdo: Co-1 (McRostie, 1919), Co-1? (Melotto e Kelly, 2000),
Co-1° (Melotto e Kelly 2000), Co-1%,Co-1?/Phg-1 (Alzate-Marin et al. 2003, Gongalves-
Vidigal et al., 2011), Co-1° (Gongalves-Vidigal e Kelly 2006), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-
3 (Bannerot, 1965), Co-3°, Co-3° (anteriormente nomeado como Co-9) (Geffroy et al., 1999;
Méndez-Vigo et al., 2005; Alzate-Marin et al., 2007; David et al., 2008, 2009; Rodriguez-
Suarez et al., 2008; Geffroy et al., 2009; Campa et al., 2011), Co-3* (Gongalves-Vidigal et al.,
2013), Co-3’ (Pastor-Corrales et al, 1994; Young et al., 1998; Sousa et al., 2014), Co-4
(Fouilloux, 1976, 1979), Co-4? (Young et al., 1998), Co-43 (Alzate-Marin et al., 2007), Co-
5 (Young and Kelly, 1996a; Young et al., 1998; Alzate-Marin et al., 2007), Co-52 (Vallejo
and Kelly, 2009), Co-6 (Schwartz et al., 1982; Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly and Young,
1996; Young and Kelly, 1996), co-8 (Alzate-Marin et al., 1997), Co-11 (Gongalves-Vidigal
et al., 2007), Co-12 (Gongalves-Vidigal et al., 2008), Co-13 (Gongalves-Vidigal et al.,
2009), Co-14 (Gongalves-Vidigal et al., 2012), Co-15 (Sousa et al., 2015), Co-16 (Coelho
et al., 2013), Co-17 (Trabanco et al., 2015), Co-u (Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008),
Co-v (Geffroy, 1997), Co-w and Co-x (Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008), Co-y e Co-z
(Geftfroy et al., 1999).

Cada uma das 12 cultivares diferenciadoras possui pelo menos um gene de resisténcia a

antracnose. Os demais genes identificados estdo presentes em cultivares ndo diferenciadoras.
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Quadro 1 - Fontes de resisténcia genética a antracnose, seus respectivos simbolos e conjunto génico (Kelly e Vallejo, 2004), com modificagdes.

Simbolo dos G
o™ os. .enes Gf‘upo~ de Fontes de resisténcia Origem” Referéncias

Atual Original ligacao

Co-1 A PvO1 Michigan Dark Red Kidney A Mc Rostie, 1919

Co-1° Kaboon A Melotto e Kelly, 2000

Co-I° Perry Marrow A Melotto e Kelly, 2000

Co-14 Pv01 AND 277 A Alzate-Marin et al., 2003a; Gongalves-Vidigal et al., 2011

Co-I° Widusa A Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006

Co-2 Are Pvll Cornell 49-242 M Mastenbroek, 1960

Co-3 Mexique 1 Pv04 México 222 M Bannerot, 1965

Co-32 México 227 M Geffroy et al., 1999; Méndez-Vigo et al., 2005; Alzate-
Marin et al., 2007; David et al., 2008, 2009; Rodriguez-
Suarez et al., 2008; Geffroy et al., 2009; Campa et al.,
2011

Co-3° Co-9 Pv04 BAT 93; P1207262 M

Co-3 Co-10 Ouro Negro M ggiz?’a)te-Marm et al. 2003b; Gongalves-Vidigal et al.,

Co-3° Co-7 MSU 7-1 M Pastor-Corrales et al, 1994; Young et al.,1998;
Sousa et al., 2014

Co-4 Mexique 2 Pv08 TO M Fouilloux, 1976, 1979

Co-4° G2333; SEL 1308 M Young et al., 1998

Co-#4° PI 207262 M Alzate-Marin et al., 2007




91

Co-5 Mexique 3

Co-5°

Co-6 0

co-8

Co-11
Co-12
Co-13
Co-14
Co-15
Co-16
Co-17

L6

Co-u
Co-v
Co-w
Co-x
Co-y
Co-z

PvO07

PvO07

Pv07

Pv03

Pv04

Pv02

Pv01
Pv01
Pv04
Pv04

TU; G2338

(G2333; SEL 1360

AB 136

AB 136
Michelite

Jalo Vermelho
Jalo Listras Pretas
Pitanga
Corinthiano
Crioulo 159
SEL1308

BAT 93
BAT 93
Jalo EEP558
Jalo EEP558
Jalo EEP558
Jalo EEP558

<

> > > »>» X X2 ZZ > X K

Young e Kelly, 1996a; Young et al., 1998; Alzate-Marin
et al., 2007; Vallejo e Kelly, 2009

Vallejo e Kelly, 2009

Schwartz et al., 1982; Gongalves-Vidigal, 1994; Kelly e
Young, 1996; Young e Kelly, 1996

Alzate-Marin et al., 1997

Gongalves-Vidigal et al., 2007

Gongalves-Vidigal et al., 2008

Gongalves-Vidigal et al., 2009

Gongalves-Vidigal et al., 2012

Sousa et al., 2015

Coelho et al., 2013

Trabanco et al., 2015

Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008
Geffroy, 1997

Geffroy, 1997; Geffroy et al., 2008

Geffroy et al., 1999
Geffroy et al., 1999

* A= Andino; M= Mesoamericano.
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MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares surgiram devido a necessidade da detec¢do de polimorfismo
genético diretamente no DNA, e foram utilizados no melhoramento de plantas no inicio da
década de 80 (Soller e Beckmann, 1983). Inicialmente, os estudos genéticos eram realizados
utilizando-se marcadores morfoldgicos (Carneiro et al., 2004), determinados por mutagdes
simples em um gene particular. Com o advento das técnicas de biologia molecular, tornou-se
possivel a manipulagdo do DNA, que culminou no surgimento dos varios tipos de marcadores
moleculares disponiveis atualmente (Lanza et al., 2000). O desenvolvimento de marcadores de
DNA proporcionou um grande impulso para varios trabalhos da genética, entre eles para a
identificacdo de genes especificos (Brondani et al., 2002).

Os marcadores moleculares podem ser usados para o desenvolvimento de mapas
genéticos, selecdo assistida por marcadores, mapeamento de genes, diversidade genética e
selecdo de genitores (Guimaraes et al., 2009). No feijao, os marcadores tem sido utilizados para
o mapeamento de genes especificos que determinam caracteristicas agrondmicas importantes
(resisténcia a doencas e identificagdo de locos de caracteristicas quantitativas (QTL's) de
importancia economica). A identificacdo de marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia a antracnose tem sido um avango diretamente aplicavel na caracterizagdo, e na
manutengdo de recursos genéticos, para disponibiliza-los aos programas de melhoramento da
cultura do feijao comum (Kelly e Valejo, 2004).

Nesse contexto, em feijdo comum, varios marcadores moleculares associados a genes
que conferem resisténcia a diferentes doencgas tém sido identificados tais como: os marcadores
moleculales RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Welsh e McClelland, 1990);
SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions) (Paran e Michelmore, 1993);
microssatélite (ou SSR - Simple Sequence Repeats); STS (Site Tagged Sequence) (Olson et al.,
1989); SNPs (Single nucleotide polymorphism) (Kwok et al., 1996); Indel (Insertions and
Delections of nucleotides) (Galeano et al., 2009) e CAP'S (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences) (Konieczny e Ausubel, 1993).

O primeiro tipo de marcador do DNA utilizado no melhoramento de plantas foi o RFLP
(Helentjaris et al., 1986). Nessa técnica, o DNA total de um individuo ¢ inicialmente isolado e
clivado com enzimas de restricdo. Os fragmentos obtidos eram separados por eletroforese e
transferidos para uma membrana de celulose ou nailon. Em seguida, fragmentos especificos

podem ser detectados pela incubagdo da membrana com uma sonda previamente marcada
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(radioativamente ou a frio). Sonda ¢ uma sequéncia de DNA (normalmente da propria espécie

em estudo) que ird, por complementaridade entre as bases nitrogenadas, parear com um ou mais
dos fragmentos contidos na membrana. A posicdo da membrana onde a sonda hibridiza pode
ser determinada por autorradiografia. O polimorfismo entre diferentes individuos decorre de
variagdes nas sequéncias primarias dos sitios de restricdo ou na mudanga de suas posi¢cdes
devido a insercdes e/ou delegdes. As dificuldades inerentes a técnica, o grande nimero de etapas
€ 0 uso, em muitos casos, de sondas radioativas, impedem que o RFLP seja extensivamente
utilizado no melhoramento.

Os marcadores RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs), ligados a alelos de
resisténcia a ragas especificas de um patdgeno, t€m se constituido uma metodologia viavel para
a selecdo indireta visando resisténcia a doengas no feijao (Alzate-Marin et al.; 2001a; Miklas et
al.; 2006). Diversos marcadores SCAR tém sido desenvolvidos a partir dos marcadores RAPD
identificados como ligados a genes de resisténcia a doengas do feijao (Corréa et al.; 2000).
SCAR sao fragmentos de DNA gendémico localizados em um loco geneticamente definido, que
sdo identificados por amplificacdo via PCR, utilizando-se um par de primers especificos. Por
ser sequéncia especifica, os marcadores SCAR permitem maior reprodutibilidade dos dados
entre diferentes laboratérios, apesar da reducao do polimorfismo, quando comparado ao RAPD
(Paran e Michelmore, 1993).

Os marcadores microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats) permitem a
comparacdo ¢ a troca de informagdes entre diferentes estudos, especialmente para comparagao
entre mapas genéticos, assim como tem sido desenvolvidos e utilizados para estudos visando
resisténcia a doencas, diversidade genética, analise de “fingerprinting” e analise filogenética
(Carneiro e Vieira, 2002).

As tecnologias gendmicas em larga escala tém favorecido para que muitas sequéncias
de genes candidatos estejam disponiveis, bem como os SNP's, definidos como variagcdes em
uma unica posi¢ao nucleotidica em uma unica fita de DNA, compreendem uma nova geracao
de marcadores (Wang et al., 1998). Estas variantes ocorrem entre diferentes individuos dentro
de uma mesma espécie. Em geral, os SNPs sdo a forma mais comum de polimorfismo presente
entre os alelos no DNA. Marcadores SNP's sdo tteis em uma variedade de aplicagdes, incluindo
a constru¢do de mapas de alta resolucdo, tracos genéticos de mapeamento, diagndstico
genéticos, a analise da estrutura genética de populagdes e analise filogenética (Rafalski, 2002).

Os marcadores STS ¢ a conversdo do marcador RFLP (Restriction Fragment Lenght

Polymorfism) em marcadores baseados em PCR e foi primeiramente utilizado em plantas por
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Paran e Michelmore, em 1993, (gene de resisténcia ao mildio do alface). Tais marcadores sdao

sequencias curtas de DNA (200 a 500 pbs) de cdpia unica.

Em relacdo aos genes andinos que condicionam resisténcia a antracnose, somente o Co-
1, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-w, Co-x, Co-y e Co-z apresentam marcadores moleculares
associados. O gene Co-1, presente na cultivar Andina Michigan Dark Red Kidney (McRostie,
1919), apresenta o marcador RAPD OF10s30 ligado a 1,9cM em fase de repulsdo (Young e
Kelly, 1996). Por sua vez, o alelo Co-14, presente na cultivar AND 277 (Alzate-Marin et al.
2003), por meio do estudo de sintenia entre o mapa do feijado comum e da soja, foi identificado
marcadores associados aos alelos Co-17 de resisténcia a C. lindemuthianum ¢ Phg-1 de
resisténcia a P. griseola. Os marcadores moleculares ligados a estes genes foram CV5410144s0
e TGA 1.1s70 em fase de acoplamento a 0,7 e 1,3 cM, respectivamente. Tais marcadores
encontram-se posicionados no grupo de ligacdo PvO1 (Gongalves-Vidigal et al., 2011).

Na cultivar Widusa (Co-1°) foi identificado o marcador RAPD OA18;s0, ligado a
1,2cM em fase de repulsdo (Gongalves-Vidigal e Kelly, 2006). Mendoza et al. (2001)
identificaram trés marcadores AFLP associados em fase de repulsdo ao gene Co-1, presente na
linhagem A193. Assim, o gene Co-/ foi mapeado no grupo de ligagdo PvOl utilizando o
marcador SEact/Mcca na populagdo de mapeamento Jalo EEP 558 x BAT 93, linhagens
endogamicas recombinantes (Freyre et al., 1998; Kelly et al., 2003).

O gene Co-13, presente na cultivar Jalo Listras Pretas (Gongalves-Vidigal et al., 2009)
foi mapeado no grupo de ligacdo Pv03. O marcador RAPD OV20sgo foi identificado ligado a
1,8 cM do gene Co-13 (Lacanallo e Gongalves-Vidigal, 2015). Sousa et al. (2015) identificaram
o marcador STS g2685150, previamente mapeado no grupo de ligacdo Pv04, ligado a uma
distancia de 5,6 cM do gene Co-15 presente na cultivar Corinthiano.

A identificagcdo de marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia ¢ de relevada
importancia para a constru¢ao de mapa genético e, consequentemente, de forma mais rapida os
dados serdo utilizados nos programas de melhoramento, que podem ser otimizados, tanto na
eficiéncia do programa, quanto na velocidade de obtengdo de novas cultivares de feijdo comum

(Bhering e Cruz, 2008).

CULTIVAR DE FEIJAO COMUM JALO PINTADO 2
A cultivar Jalo Pintado 2 possui formato cilindrico e coloragdo bege com listras vinho
(Quadro 2). E classificada como pertencente ao grupo génico andino, possuindo habito de

crescimento tipo I, com sementes grandes (<40g 100 sementes). Com base nessas
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caracteristicas, a referida cultivar enquadra-se como pertencente ao conjunto de ragas de Nova

Granada (Singh et al., 1991). Estes genotipos podem ser encontrados na Cordilheira dos Andes,

Norte da Colombia, Equador, Peru, Argentina, Brasil, Panama4, entre outros (Lioi et al., 1990).

Quadro 2 - Caracteristicas da cultivar Andina de feijao comum Jalo Pintado 2.

Caracteristicas Cultivar Jalo Pintado 2

Cor de flor Pink

Cor da semente Bege com listras vinho

Brilho da semente Opaco

Cor de vagem Verde com estrias vermelhas
Cor de caule Verde

Habito de crescimento Determinado Arbustivo Tipo |
Epoca de florescimento 30 a 35 dias

Resisténcia genética a racas andinas 2¢7

Resisténcia genética a ragas mesoamericanas 9,31,65, 73,95 e 453

Em estudos realizados por Vidigal Filho (2007), a cultivar Jalo Pintado 2, destacou-se
entre os genotipos andinos mais resistentes, apresentando indice de resisténcia de 50% as ragas
estudadas. Esta cultivar apresentou resisténcia a seis ragas de C. lindemuthianum de 12 racas
testadas: 9, 31, 65, 73, 95 e 453. Em estudos posteriores realizados no Laboratério de
Melhoramento do Feijao Comum e de Biologia Molecular do Nucleo de Pesquisa Aplicada a
Agricultura (NUPAGRI), a referida cultivar também demonstrou resisténcia as ragas 2, 7 ¢ 2047
de C. lindemuthianum. Sendo, as ragas 2 e 7 de origem andina, e as demais de origem
Mesoamericana. Frias et al. (2014) identificaram nesta cultivar, por meio de testes de heranca

e alelismo, um novo gene de resisténcia a antracnose ainda ndo nomeado.

CONCLUSOES

Diante do exposto, evidencia-se que a cultivar Jalo Pintado 2 apresenta um espectro de
resisténcia diferenciado, tanto para ragas andinas quanto mesoamericanas. Isto demonstra a
importancia de estudos genéticos e moleculares dessa cultivar para posterior inclusdo da mesma
em programas de melhoramento de feijao que visem resisténcia a antracnose.

Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes: a segregagcdo obtida nas
familias F».3 do cruzamento entre Jalo Pintado 2 X PI 207262, inoculadas com a raga 453 de C.
lindemuthianum, ajustou-se a razdo de 1RR:2RS:1S, indicando que a resisténcia em Jalo

Pintado 2 ¢ condicionada por um gene dominante. As analises moleculares revelaram que o
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gene presente em Jalo Pintado 2 estd localizado no grupo de ligagdo Pv04 a uma distancia a 7

c¢M dos marcadores BARCPVSSR04574 ¢ BARCPVSSR04577 e a uma distancia de 5,3 cM
do marcador BARCPVSSR04619. Esfor¢os futuros devem ser pautados em refinar a regido

gendmica contendo o gene de resisténcia na cultivar Jalo Pintado 2.
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