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RESUMO

A Universidade Federal de Lavras — UFLA, em parceria com a Embrapa tem
conduzido, desde 1998, um programa de melhoramento de feijoeiro visando
resisténcia a Pseudocercospora griseola utilizando o método de selecédo
recorrente. A selecdo tem sido realizada no campo, na época de alta ocorréncia
natural do patdgeno, portanto, é realizado um ciclo de por ano. A eficiéncia da
inoculacédo artificial de P. griseola e a avaliagdo precoce da severidade da
mancha angular em progénies de feijoeiro deste programa foram avaliadas. Para
isto, foram avaliadas 254 e 166 progénies S,y dos ciclos XVI e XVIII
respectivamente. As progénies de ambos os ciclos foram avaliadas quanto a
severidade da mancha angular no campo, com a ocorréncia natural do patégeno,
e em casa de vegetagdo com inoculacéo artificial de P. griseola. A produtividade
de grdos nos ensaios também foi avaliada. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia individual e combinada. Foram estimados parametros
genéticos e fenotipicos para a severidade da mancha angular, bem como, a
coincidéncia entre as avaliacdes realizadas no campo e em casa de vegetacéo.
Todas as progénies avaliadas apresentaram alto nivel de resisténcia a P.
griseola, indicando a eficiéncia da selecdo recorrente. A inoculagdo artificial de
P. griseola em casa de vegetagdo mostrou-se promissora para a selecdo de
plantas resistentes num programa de selecdo recorrente permitindo a realizacéo
de dois ciclos por ano. Visando otimizar o emprego da selecdo recorrente foi
proposto um esquema associando as vantagens da selecdo precoce com
inoculacdo artificial do patdgeno em casa de vegetacdo, com as vantagens da
selecdo no campo com ocorréncia natural de P. griseola na safra da seca.

Palavras-chave: Pseudocercospora griseola. Selecdo recorrente. Phaseolus
vulgaris. Melhoramento genético do feijoeiro.



ABSTRACT

The Federal University of Lavras - UFLA in partnership with Embrapa has been
conducted a common bean breeding program for resistance to Pseudocercospora
griseola using recurrent selection method since 1998. The selection has been
carried out in the field at the time of high natural occurrence of the pathogen,
therefore, a cycle has conducted per year. The efficiency of artificial inoculation
of P.griseola and early evaluation of severity of angular leaf spot in common
bean progenies of this program were evaluated. For this, 254 and 166 S
progenies from cycles XVI and XVIII, respectively, were evaluated. Progenies
of both cycles were evaluated for severity of blight in the field, with the natural
occurrence of pathogen, and in greenhouse with artificial inoculation of P.
griseola. Grain yield in the trials was also evaluated. Obtained data were
submitted to analysis of individual and combined variance. Genetic and
phenotypic parameters were estimated for angular leaf spot severity, as well as
the coincidence of the evaluations carried out in the field and in the greenhouse.
All progenies showed high level of resistance to angular leaf spot, indicating the
efficiency of recurrent selection. Artificial inoculation of P.griseola in the
greenhouse showed promise for the selection of resistant plants in a recurrent
selection program allowing to carry out two cycles per year. To optimize the use
of recurrent selection, it was proposed a scheme combining the advantages of
early selection with artificial inoculation of pathogen in the greenhouse with the
advantages of selection in the field with natural occurrence of P. griseola in the
dry season.

Key-words: Pseudocercospora griseola. Recurrent selection. Phaseolus
vulgaris. Bean genetic breeding.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L) é amplamente cultivado e
consumido na América Latina, Asia e Africa (DDAMULIRA et al., 2015). Entre
os fatores que afetam a produtividade da cultura destaca-se a ocorréncia de
doencas, dentre elas, a mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora
griseola, que tem se tornado uma das principais (SINGH; SCHWARTZ, 2010).

A estratégia mais eficaz para o controle da mancha angular é a utilizagédo
de cultivares resistentes. Entretanto, a ampla variabilidade do patégeno e o0s
varios genes envolvidos no controle do carater dificultam a obtencdo de
linhagens com resisténcia duradoura (BOREL et al., 2011; MAHUKU et al.,
2011; MIKLAS; KELLY; BEEBE, 2006; PEREIRA et al., 2015; SINGH;
SCHWARTZ, 2010). Dessa forma, uma alternativa para acumular os varios
alelos de resisténcia a P. griseola é por meio da sele¢do recorrente. Esse método
€ um processo ciclico que envolve a obtencdo de progénies, avaliacdo e
recombinagdo das melhores (RAMALHO et al., 2012).

A Universidade Federal de Lavras — UFLA, em parceria com a Embrapa
tem conduzido um programa de melhoramento de feijoeiro visando resisténcia a
P. griseola utilizando o método de selecdo recorrente, desde 1998. Ao final de
cada ciclo de selecdo, as progénies sdo avaliadas quanto a severidade da mancha
angular no campo utilizando a escala de notas proposta pelo CIAT
(CORRALES; VAN SCHOONHOVEN, 1987), dependendo da ocorréncia
natural de P. griseola (REZENDE et al., 2014). A avaliagdo da severidade da
mancha angular no campo pode ser prejudicada pela ocorréncia simultanea de
outras doencas na cultura do feijoeiro, pois dificulta a distin¢cdo dos sintomas
pelo avaliador. Além disso, s6 é realizado apenas um ciclo seletivo por ano, na
safra da seca.

Uma metodologia alternativa para avaliar a severidade da mancha

angular com inoculag&o artificial de P. griseola em casa de vegetacéo, utilizando
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plantas de feijoeiro no estddio inicial de desenvolvimento (estadio V2), foi
proposta por Pereira, Abreu e Souza (2011). A utilizacdo dessa metodologia
associada a escala diagramatica proposta por Librelon et al. (2015) podera
reduzir o tempo necessario para realizar o ciclo seletivo no programa de selecéo
recorrente, além de permitir que mais de um ciclo seletivo seja realizado por
ano, possibilitando obter maiores ganhos genéticos anuais com as selegdes.
Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da inoculagéo
artificial precoce de P. griseola no programa de selecéo recorrente de feijoeiro

visando resisténcia @ mancha angular.



17

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importancia da cultura do feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma cultura de grande
relevancia socioeconbmica para o Brasil. O Pais é o maior produtor e
consumidor mundial dessa leguminosa. Os seus graos sdo excelentes fontes de
proteinas, ferro, potassio, vitaminas do complexo B e compostos fendlicos, por
isso é considerado um importante alimento funcional (CAMARA; URREA;
SCHLEGE, 2013).

A semeadura do feijoeiro alcanca diversas regides do territorio nacional,
sendo cultivado em diferentes sistemas de produgdo e em trés épocas distintas. A
primeira safra é denominada safra das aguas, pois a semeadura é beneficiada
pelo alto indice de chuvas. A semeadura dessa safra na regido Centro-Sul vai de
agosto a dezembro e no Nordeste, de outubro a fevereiro. A segunda safra, ou
“safra da seca” assim chamada pelo fato de ser implantada no periodo com o
menor indice pluviométrico no pais, é semeada de fevereiro a margco. Embora as
temperaturas ja sejam mais amenas, a falta de chuvas durante esta safra é o fator
limitante, contribuindo para as menores produtividades. Ja a terceira, a safra
irrigada, é assim conhecida por se referir a colheita do feijao irrigado, que tém a
concentracdo do plantio na regido Centro-Sul, de abril a junho (BULISANI,
2008).

Considerando as trés safras de 2015/16, apenas de feijdo carioca, estima-
se que a area total sera de 1,35 milhdes de hectares e a producdo nacional devera
ficar em 1,93 milhdes de toneladas. A produtividade média estimada da safra
2015/16 de feijdo carioca serd de 1.451 kg ha™, destacando-se Parana, Minas
Gerais, Goiés, Santa Catarina e S&0 Paulo. Devido as condi¢Bes climaticas
adversas, a segunda safra de feijoeiro foi bastante prejudicada, principalmente

no estado do Paranda, maior produtor de feijdo do Brasil. Desta forma, o pre¢o da
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saca do feijdo subiu bastante nos ultimos meses (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO, 2016).

Além das condigdes climéaticas adversas, a ocorréncia de doencas
encontra-se entre os principais fatores responsaveis por perdas na produtividade
do feijoeiro comum no Brasil. A vista disso, a adocio de estratégias de manejo
integrado, tais como: utilizacdo de sementes sadias, cultivares resistentes e uso
de fungicidas de forma adequada sdo medidas eficazes para aumentar a
produtividade da cultura. Dentre as doengas que incidem sobre a cultura do
feijoeiro, a mancha angular se destaca, devido as perdas que a mesma causa na
cultura, principalmente quando as condi¢cGes ambientais sdo favoraveis para o
desenvolvimento da doenga (SINGH; SCHWARTZ, 2010).

2.2 Epidemiologia e sintomatologia da mancha angular do feijoeiro

O agente etiol6gico da mancha angular passou por diversas mudancas de
nomenclatura: inicialmente foi nomeado Isariopsis griseola por Saccardo em
1878. Em 1909, foi reclassificado por Ferraris como Phaeoisariopsis griseola e,
por fim, Crous et al. (2006), mediante estudos com marcadores moleculares,
sugeriram Pseudocercospora griseola.

E uma doenca de ocorréncia mundial, sendo particularmente importante
em regides que apresentam temperaturas moderadas, acompanhadas por
periodos de alta umidade relativa, sendo, portanto, uma doenca tipica de regiGes
tropicais e subtropicais (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

As flutuagdes diarias de temperatura e extremos de umidade favorecem
a producdo de esporos e a sua disseminacdo. A infeccdo é favorecida na faixa de
temperatura de 16 - 28 °C, preferencialmente aos 24°C. O fungo inicia a
infeccdo no feijoeiro com a germinagdo dos conidios, de trés a sete dias apos a
inoculagdo em temperaturas entre 8 e 32° C, dando origem aos tubos

germinativos, que formam apressoérios e penetram tanto através da epiderme
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como por estdmatos foliares. Os sintomas aparecem cerca de oito a 12 dias ap6s
a inoculacdo, quando entdo o estroma se desenvolve na cavidade subestomatica.
Em uma fase mais avancgada de seu desenvolvimento, o fungo produz estromas
gue emergem na superficie foliar, dando origem aos conidiéforos que liberam os
conidios maduros (MONDA; SANDERS; HICK, 2001). Os conidios do fungo
sdo disseminados de forma anemofila e ou através de respingo d’agua, e a
liberacdo dos conidios pode ocorrer de forma melhor na auséncia de chuva
(SINGH; SCHWARTZ, 2010). A disseminacdo dos conidios é responsavel pelo
ciclo secundario da doenca (BIANCHINI; MARINGONI; CARNEIRO, 2005).

No campo, o patdgeno produz sinémios na face inferior da folha, com
250 pum de comprimento de 20 a 40 um de largura, compostos de oito a 40
conidiéforos paralelos e escuros que formam tufos visiveis a olho nu. Os
conidios sdo cinza, cilindricos a fusiformes, as vezes curvos, com um a trés
septos, medem de 50 a 60 um de comprimento ¢ 7 a 8 um de largura
(ZAUMEYER; THOMAS, 1957).

Os sintomas da mancha angular podem ocorrer em toda a parte aérea,
especialmente nas folhas e vagens (BOREL et al., 2011; LIEBENBERG;
PRETORIUS, 1997). Nas folhas primarias, as lesdes geralmente sdo circulares
com halos concéntricos de cor castanho-escuros. Nas folhas trifolioladas, as
lesdes consistem de pequenas manchas que variam de cinza-escuro a marrom e,
geralmente, sdo delimitadas pelas nervuras, o que proporciona o aspecto angular
caracteristico da doenga. As lesbes podem coalescer, causando a desfolha
prematura, que compromete o enchimento das vagens, refletindo em perdas na
produtividade. Nas vagens, as lesdes apresentam-se na forma de manchas
superficiais, geralmente circulares, de coloragdo castanho-avermelhada com
bordos escuros. A infec¢do pode avancar pelas sementes, as quais se tornam
manchadas, mal desenvolvidas e enrugadas (BIANCHINI; MARINGONI;
CARNEIRO, 1997; PAULA JUNIOR; ZAMBOLIM, 2006; PEREIRA;
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ABREU; SOUZA, 2011). As sementes contaminadas sdo fontes de indculo
primario e secundario para plantagdes, causando danos a cultura do feijoeiro,
sob condi¢bes ambientais favordveis ao desenvolvimento do patdgeno
(MARQUES, 2008).

2.3 Controle genético da reacdo a Pseudocercospora griseola

No melhoramento visando resisténcia a doengas, é importante conhecer
a variabilidade do patdgeno e o controle genético da resisténcia. A variabilidade
patogénica de P. griseola é enorme, e diversas ragas do fungo ja foram
identificadas (BALBI et al., 2009; DAMASCENO-SILVA et al., 2008; JARA;
CASTELLANO; MAHUKU, 2001; PEREIRA et al., 2015; SARTORATO,
2002; SILVA et al., 2008).

Jara et al. (2015) relatam que, desde 1995, foram caracterizados 589
isolados, em 27 paises diferentes, incluindo paises da Africa, América Central e
América do Sul. Um total de 134 ragas de P. griseola foi identificado em todo o
mundo, demonstrando a ampla variabilidade patogénica desse fungo. Além
disso, varios autores tém observado variabilidade dentro das ragas (PEREIRA et
al., 2015; SANGLARD et al., 2015), isso indica a necessidade da formacéo de
um novo grupo de diferenciadoras para identificar de forma mais correta e
especifica as racas de P. griseola.

As cultivares de feijao foram separadas em dois grupos distintos
chamados de “pools” génicos: andino ¢ mesoamericano. Esses “pools” génicos
surgiram um nos Andes da América do Sul e o outro na América Central em
eventos de domesticacdo independentes (GEPTS; BLISS, 1985; MAMIDI et al.,
2013; SCHMUTZ et al., 2014; VIEIRA et al., 2005). Além disso, observou-se
que ocorreu coevolugéo entre patdgeno e hospedeiro (GEPTS; BLISS, 1985).

No germoplasma andino varios marcadores ligados a resisténcia a P.

griseola tém sido relatados, tais como, o gene Phg-1 identificado na cultivar
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AND 277 (CARVALHO et al, 1998) e posteriormente mapeado no
cromossomo Pv01 (GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011). Na linhagem G5686,
foram identificados dois QTLs, ALS4.1°5YC no cromossomo Pv04 e 0 ALS9.1%°
no cromossomo Pv09 (MAHUKU; IGLESIAS; JARA, 2009; OBLESSUC et al.,
2012). Nessa mesma linhagem, Keller et al. (2015) mapearam o QTL
ALS10.1°%YC no cromossomo Pv10. Oblessuc et al. (2015) identificaram na
cultivar CAL 143 0 QTL ALS10.1 no cromossomo Pv10, QTL de efeito maior e
mais estavel entre os QTLs identificados no estudo (TABELA 1).

No germoplasma mesoamericano, foi identificado o gene Phg-2 no
cromossomo Pv08, na cultivar México 54 e na linhagem BAT 322 (MAHUKU
et al., 2011; NAMAYANJA et al., 2006; SARTORATO et al., 2000). As
cultivares MAR 2, México 54 e Ouro Negro apresentam quatro genes
dominantes adicionais Phg-3, Phg-4. Phg-5, Phg-6, esses genes foram
identificados utilizando diferentes racas de P. griseola (CAIXETA et al., 2003,
2005; SANGLARD et al., 2013).

De acordo com a discussdo do comité em genética do Bean
Improvement Cooperative (BIC) realizado no Workshop de Angular Leaf Spot
and Root Rot, na Africa do Sul em julho de 2015, ficou caracterizado e nomeado
formalmente trés locos de resisténcia a P. griseola o Phg-1, Phg-2 e Phg-3
(SOUZA et al., 2016). Novos simbolos para os genes também foram propostos
baseado em estudos de mapeamento genético (SCHMUTZ et al., 2014)
(TABELA 1).
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Tabela 1 - Fontes de resisténcia a P. griseola, identificacdo do gene associado a
resisténcia e mapeamento do cromossomo onde o loco esta presente

Gene Fonte de Pool * Raca
Novo  Original resisténcia génico patogénica
Carvalho et al.
(1998)
Gongalves-Vidigal
etal. (2011)

Referéncia

Phg-1 Phg-1 AND 277 A Pv01 63-23

Sartorato et al.

(2000)

Caixeta et al.
63-19 (2003, 2005)
63-39 Namayanja et al.

(2006)

Mahuku et al.

(2011)

Phg-2 Phg-2 México 54 MA  Pv08

Namayanja et al.

9?2 ) -
Phg-2 Phg-* BAT 332 MA  Pv08 63-39 (2006)

Corréa et al. (2001)

Sanglard et al.
Phg-3 Phg-ON  Ouro Negro MA  Pv04 63-39 (2013)
Gongalves-Vidigal

etal. (2013)
Mahuku et al.
GS, (2009)
phg-a ALSE1 G5686 A PW04 310 Oblessucetal.
(2012)
Keller et al. (2015)
D
Phg-5° AL§$2-1 G5686 A Pvi0 0-39 Keller et al. (2015)
Phg-5 ALS10.1° Oblessuc et al.

G,uC CAL 143 A Pv10 31-0

Fonte: Souza et al. (2016).
Nota: *CR — cromossomo. A — pool génico andino; MA — pool génico mesoamericano.

(2012, 2013)

Estudos de mapeamento mostram tambeém a presenca de clusteres de
genes que conferem resisténcia a diferentes doencas do feijoeiro. Gongalves-

Vidigal et al. (2013) identificaram na cultivar “Ouro Negro” um cluster de genes



23

de resisténcia denominado Co-3*/Phg-3 que confere resisténcia a antracnose e &
mancha angular, mapeados no cromossomo Pv04. Valentini et al. (2015)
observaram cosegregacdo entre os genes Ur-14 (resisténcia a ferrugem) e os
genes Co-3*/Phg-3* na proporcio 1R:2Rr:1S. Esses resultados podem reduzir o
tempo e o custo da piramidacdo dos genes Co-3*/Phg-3* e Ur-14 para obtencéo
de cultivares comerciais resistentes a mancha angular, antracnose
(Colletotrichum lindemuthianum) e ferrugem (Uromyces appendiculatus).

Amaro, Abreu e Ramalho (2007), ao avaliarem a variabilidade entre
linhagens de feijoeiro para resisténcia @ mancha angular, observaram gradagao
nos sintomas entre as linhagens consideradas resistentes. Os autores atribuem
essa gradacdo ao efeito ambiental, enfatizando a possivel existéncia de controle
poligénico deste carater. Estudos indicaram que para a linhagem CAL 143, a
resisténcia a P. griseola apresenta heranca quantitativa, sendo observada
interagdo entre QTL x ambiente (OBLESSUC et al., 2012).

Pereira et al. (2015) avaliaram a agressividade de isolados de P. griseola
em diferentes linhagens de feijoeiro e verificaram a presenca de resisténcia
vertical e horizontal para esse patossistema. A resisténcia vertical, caracterizada
pela especificidade as racas do patogeno, é conferida por genes de efeitos
maiores que apresentam resisténcia a uma ou poucas ragas fisioldgicas do fungo,
sendo, portanto, pouco estavel. Ja a resisténcia horizontal ndo é especifica as
ragas do patdgeno e é conferida por genes de efeitos menores que apresentam
resisténcia uniforme contra varias ragas do fungo. Essa resisténcia é duravel por
apresentar maior estabilidade. A existéncia de dois tipos de resisténcia é
reconhecida em diversos patossistemas (VANDERPLANK, 1984) e a presenca
de resisténcia vertical em uma linhagem nédo exclui a possibilidade da presenca

da resisténcia horizontal ou vice-versa.
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2.4 Melhoramento do feijoeiro visando a resisténcia @ mancha angular

Varias estratégias tém sido utilizadas nos programas de melhoramento
do feijoeiro visando resisténcia & mancha angular, entre elas destacam-se a
piramidacdo de genes (ALZATE-MARIN et al., 2005; SANGLARD, 2006;
SANGLARD et al.,, 2009) e a selecdo recorrente (AMARO; ABREU;
RAMALHO, 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; REZENDE et al.,
2014; SILVA et al., 2015).

Utiliza-se a piramidacdo de genes principalmente no melhoramento de
uma cultivar elite por meio da introgressao de poucos genes de efeito maior via
retrocruzamentos (SANGLARD et al., 2009). Essa estratégia foi eficiente no
controle da ferrugem do colmo do trigo no Canadd e nos Estados Unidos
(KLOPPERS; PRETORIUS, 1997; SCHAFER; ROELFS, 1985).

Ddamulira et al. (2015) também mostraram a eficiéncia da piramidagdo
de genes na obtencdo de cultivares elites de feijoeiro com elevado nivel de
resisténcia a P. griseola. Pastor-Corrales et al. (1998) sugerem a piramidacdo de
genes oriundos de cultivares andinas e mesoamericanas para resisténcia mais
duradoura a P. griseola. A grande variabilidade patogénica encontrada nos
isolados de P. griseola e as evidéncias de coevolugdo patdgeno/hospedeiro
observadas no feijoeiro fazem com que o acumulo de genes dos dois grupos seja
a estratégia de melhoramento mais eficiente. Sendo assim, os melhoristas de
feijoeiro devem utilizar como fonte de resisténcia genitores dos dois grupos para
desenvolver resisténcia complementar a um grande ndmero de ragas.

No entanto, a piramidagdo de genes é um processo demorado, laborioso,
em que todos os esforgos sdo concentrados na incorporagdo de diferentes alelos
de resisténcia em um (nico gendtipo, o qual pode ter sua resisténcia quebrada
devido a evolugdo de ragas complexas.

J& a selecdo recorrente € um processo continuo de recombinagdo e

selecdo de linhagens resistentes, é uma estratégia muito eficiente para o
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desenvolvimento de cultivares com alta frequéncia de alelos favoraveis para
resisténcia (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; MENEZES JUNIOR;
RAMALHO; ABREU, 2008; RAMALHO et al., 2012; REZENDE et al., 2014;
SILVA et al., 2015).

2.4.1 Selecdo recorrente

A selecdo recorrente € um processo ciclico de selecdo de individuos e ou
progénies superiores de uma populacdo, seguida pela recombinacdo dos(as)
selecionados(as) para formar uma nova populagdo (RAMALHO et al., 2012).
Esse método foi originalmente proposto na década de 1940, nos programas de
melhoramento do milho. Posteriormente, foi adotado para culturas autégamas.
Desde entdo, houve uma aceitacdo progressiva do método no melhoramento de
plantas autdgamas e, tem sido utilizado com sucesso no melhoramento de
diversas culturas, como, por exemplo, arroz (CORDEIRO; RANGEL, 2011),
trigo (JIANG et al., 2010) e feijao (LEITE et al., 2016; LIMA et al., 2013;
MENEZES JUNIOR; RAMALHO; ABREU, 2008; REZENDE et al., 2014;
SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2014; TERAN; SINGH, 2010).

A selecdo recorrente envolve, basicamente, trés etapas: obtencdo da
populagdo base, avaliagdo de progénies e recombinacdo das progénies
selecionadas para formar a préxima geracdo. Obtida a populacdo base, a
préxima etapa € a selecdo, que pode ser fenotipica (massal) ou utilizando algum
tipo de familia. A primeira opcao € aconselhavel quando o carater apresenta alta
herdabilidade e pode ser selecionado visualmente com eficiéncia (RAMALHO
et al., 2012). Para os caracteres com menor herdabilidade, a selecdo deve ser
efetuada a partir da avaliagdo de progénies, em experimentos com repeticao.
Escolhidas as melhores progénies (ou individuos), essas deverdo ser

intercruzadas, visando obter a populagdo do ciclo seguinte.
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O caréter reacdo de resisténcia & mancha angular apresenta
herdabilidade relativamente alta, sendo assim a selecdo dos individuos para a
recombinacdo pode ser fenotipica, ja na geracdo F2 (AMARO; ABREU;
RAMALHO, 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; COUTO;
SANTOS; FERREIRA, 2008).

As principais vantagens da selecdo recorrente sdo: obtencdo de maior
variabilidade genética pelo intercruzamento de multiplos genitores; maior
oportunidade de recombinacdo genética, devido aos sucessivos ciclos de
cruzamentos; maior eficiéncia no acimulo de alelos favoraveis que se encontram
distribuidos nos diferentes genitores e viabilidade de incorporacdo de
germoplasma exotico na populagdo. Além disso, a selecdo recorrente também
permite a obtencdo de linhagens superiores a cada ciclo seletivo (GERALDI,
1997; RAMALHO et al., 2012).

A selegéo recorrente tem sido utilizada no programa de melhoramento
da UFLA/Embrapa para diferentes caracteres, tais como: produtividade de gréos
(RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005), porte ereto (CUNHA; RAMALHO;
ABREU, 2005; MENEZES JUNIOR; RAMALHO; ABREU, 2008), resisténcia
a mancha angular (AMARO; ABREU; RAMALHO, 2007; ARANTES;
ABREU; RAMALHO, 2010; MODA-CIRINO et al., 2012; REZENDE et al.,
2014) e resisténcia ao mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) (LEITE et al.,
2016; SOUZA et al., 2014).

No programa de selecdo recorrente do feijoeiro visando resisténcia a
mancha angular, da UFLA, a populagdo base foi formada com 17 gendtipos e,
entre estes, dez sdo fontes de resisténcia (AN512561, AND-277, Ouro Negro,
Campuesto Negro Chimaltengo, CAL143, MAR-2, MAR-1, G5686, MA4.137 e
Jalo). Apoés o intercruzando entre os genitores, a populagdo foi avancada em
“bulk” até a geracdo So. Nessa geracdo foram selecionadas as plantas mais

resistentes ao patdgeno que constituiram as progénies So.1.
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Amaro, Abreu e Ramalho (2007), avaliando os cinco primeiros ciclos de
selecéo recorrente, obtiveram estimativa de ganho de 6,4% por ciclo para
resisténcia a P. griseola e uma resposta indireta na producéo de gréos de 8,9%.
Esse programa de selecdo recorrente teve inicio em 1998, hoje se encontra no
16° ciclo seletivo, e ainda observa-se variabilidade genética suficiente entre as
familias que permitem ganhos de selecdo futuros. Ao longo do programa, varias
linhagens elites com elevado nivel de resisténcia & mancha-angular, aliado a alta
produtividade e com tipo de grdo “carioca” tem sido desenvolvidas. Esses
resultados mostram o sucesso da utilizacdo do método de selegdo recorrente
visando resisténcia a mancha angular. Um exemplo classico de ganhos genéticos
continuos com a selecdo recorrente é o estudo conduzido pela Universidade de
Illinois para teor de 6leo e proteina do milho. O experimento iniciou em 1986
por Hopkins, e atualmente mais de 100 gerac6es de selecdes ja foram realizadas
e ainda se observa variabilidade genética a ser explorada (DUDLEY;
LAMBERT, 2010).

Visando otimizar a eficiéncia da selecdo de progénies com maior nivel
de resisténcia a mancha angular, no programa de selecdo recorrente do feijoeiro,
pode-se utilizar inoculagdo artificial do patdgeno. Essa estratégia pode permitir a
avaliacdo das progénies obtidas durante o programa de melhoramento de forma

mais precisa a determinadas ragas de P. griseola.
2.5 Avaliagdo precoce da severidade da mancha angular

A avaliacdo da severidade da doenca € essencial para identificacdo e
selecdo das plantas resistentes. No programa de melhoramento de feijoeiro,
alguns métodos de avaliagdo da severidade da mancha angular podem ser
utilizados tais como: escalas descritivas, escalas diagramaticas, medidas
relativas de area, andlise de imagens e sensoriamento remoto. O procedimento

mais recomendado € a utilizacdo de escalas diagraméticas (GODOQY et al., 1997;



28

PARRELA et al., 2013), que consistem no uso de varios graus (notas) para
descrever a severidade da doenca. Esse método é o recomendado, por exemplo,
para os Ensaios VCU (Valor de Cultivo e Uso) do feijoeiro, que sdo 0s ensaios
finais para a recomendacdo de uma cultivar.

No programa de selecdo recorrente de feijoeiro visando resisténcia a
mancha angular, da UFLA, todas as avaliacbes da severidade da doenca sdo
realizadas em parcelas de campo, 33 dias ap6s o florescimento (REZENDE et
al., 2014), utilizando a escala de notas proposta pelo CIAT (CORRALES; VAN
SCHOONHOVEN, 1987). O sucesso dessas avaliages depende da ocorréncia
natural do patdgeno na area, que por sua vez depende das condi¢es ambientais.
Geralmente a avaliacdo e selecdo no campo sdo realizadas na safra da seca,
semeadura em fevereiro, pois é a época de maior ocorréncia natural da doenga.
Portanto, essa avaliacdo é efetuada uma vez por ano e pode estar sujeita a erros,
decorrentes de escapes.

Uma metodologia alternativa proposta por Pereira, Abreu e Souza
(2011) utilizando inoculacdo artificial de P. griseola em folhas primérias do
feijoeiro sob condi¢Bes controladas, associada com a escala diagramatica
proposta por Librelon et al. (2015), pode aumentar a praticidade nas avaliacGes
da severidade da mancha angular e reduzir o tempo necessario para realizar um
ciclo seletivo no programa de selecdo recorrente. E importante ressaltar que para
avaliar a reagdo de P. griseola no estadio precoce, ou seja, estadio V2 (folhas
primarias completamente expandidas) faz-se necessario a utilizagdo de uma
escala diagramética adequada, pois plantas nesse estadio sdo mais propicias a
infeccdo pelo patdgeno (COSTA, et al., 2006). Sendo assim, quando se avalia
plantas em estadios iniciais de desenvolvimento, espera-se observar sintomas
mais severos. A escala proposta por Librelon et al. (2015) mostra-se adequada

para esse tipo de avaliacéo.
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Em relacdo ao estadio de desenvolvimento da planta, ainda existem
controvérsias sobre a eficiéncia da avaliagdo da resisténcia as doengas em
plantas jovens. Cruz et al. (2010) avaliaram o grau de resisténcia de genotipos de
trigo a brusone (Pyricularia grisea) nos estadios de planta jovem e planta adulta.
Foi observado que, para a maioria dos gendtipos, a resisténcia identificada em
plantas jovens néo foi identificada nas plantas adultas. Marshall e Shaner (1992)
acreditam que alguns genes de resisténcia as doencas sdo expressos somente no
estddio de planta adulta. Estudos avaliando os aspectos bioguimicos e
moleculares envolvidos na resisténcia a ferrugem das folhas de aveia indicaram
diferentes mecanismos de resisténcia para as plantulas e as plantas adultas
(FIGUEIRO, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local de conducéo dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos na area experimental da fazenda do
Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico em Agropecuaria,
localizada préxima ao municipio de Lavras a uma altitude de 919 m, 21°14° de
latitude Sul e 44°59” de longitude Oeste. Nessa area tem sido realizada com
sucesso a avaliacdo da severidade da mancha angular na safra da seca, de
linhagens e progénies, oriundas de diferentes experimentos, tais como: programa
de selecdo recorrente da UFLA/EMBRAPA, ensaios de VCU e de linhagens
elite. Também s&o realizadas, coletas e a identificacdo de isolados de P. griseola
periodicamente nesses diferentes experimentos (LIBRELON et al., 2015;
PEREIRA; ABREU; SOUZA, 2011).

Parte dos experimentos foi conduzida em casa de vegetacdo do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2 Programa de selecdo recorrente visando resisténcia a mancha angular
da UFLA/JEMBRAPA

Na Universidade Federal de Lavras, ¢ conduzido um programa de
selecdo recorrente visando resisténcia a mancha angular desde 1998, em parceria
com a Embrapa Arroz e Feijdo. Nesse programa, a selecdo das plantas
resistentes é realizada no campo, na safra da seca (semeadura em fevereiro)
época de maior ocorréncia natural do patégeno. Os descendentes das plantas
selecionadas, progénies Sy, sdo recombinadas em casa de vegetacdo em julho.
Nas safras da seca, de inverno e das &guas, as sementes das plantas selecionadas
sdo utilizadas para avango das geracOes e obtencdo das progénies (AMARO;
ABREU; RAMALHO, 2007; REZENDE et al. 2014).

Conforme demonstrado na Figura 1, foram conduzidos 16 ciclos de

selecdo recorrente até 2016, sendo obtido um ciclo de selecdo e recombinagdo
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por ano, no qual a selecdo foi realizada em campo com ocorréncia natural do

patdgeno.

Figura 1 - Esquema do programa de selecdo recorrente

mancha angular conduzido na UFLA
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Fonte: Do autor (2016).
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3.3 Metodologia proposta no presente trabalho

No presente trabalho, foi proposto realizar trés ciclos de recombinacéo e
selecdo em casa de vegetacdo utilizando inoculacdo artificial de P. griseola.
Desta forma, espera-se reduzir o tempo necessario para obtencdo de cada ciclo
de selecdo recorrente, aléem de garantir alta incidéncia do patdgeno para a
selecdo. A metodologia proposta é descrita a seguir, bem como, 0s experimentos

realizados para comparar ambas as metodologias (FIGURA 3).

3.3.1 Obtengéo das populagdes S, dos ciclos XVI, XVII e XVIII com

inoculagéo artificial

Para obtencdo da populagéo do ciclo XVI, foi tomada uma amostra de
3.078 sementes da populagdo Sy do ciclo CXV (FIGURA 1) que foi semeada em
bandejas de poliestireno de 162 células, contendo substrato Plantmax®, em
fevereiro de 2014. Apos sete dias da semeadura no estaddio fenoldgico V2,
guando as folhas cotiledonares estavam completamente expandidas, as plantulas
foram inoculadas com um isolado da raca 63-63 de P. griseola, proveniente da
micoteca do Laboratério de Resisténcia a Doengas da UFLA. Esse isolado esta
presente em maior frequéncia nas areas experimentais do programa de selegdo
recorrente de feijoeiro da UFLA e apresenta também maior agressividade
(PEREIRA et al., 2015). Discos de micélio da col6nia foram repicados para
tubos de ensaio contendo meio BDA (batata dextrose e agar). Apo6s 15 dias,
foram transferidos para meio de folha de feijdo-dextrose-agar (200g de folha de
feijoeiro + 20g dextrose + 20g &gar) para induzir a esporulagdo. O indculo foi
constituido de uma suspensdo de conidios na concentragdo de 2,0 X 10*
conidios/mL e a inoculacdo foi realizada com spray manual conforme a
metodologia proposta por Pereira, Abreu e Souza (2011). As plantulas foram
inoculadas e mantidas em casa de vegetagdo com temperatura e umidade

controladas (25°C e UR 85%). Apds 15 dias da inoculacdo, realizou-se a
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avaliacdo da reacdo das plantulas & P. griseola, utilizando-se a escala
diagramatica proposta por Librelon et al. (2015) (FIGURA 2).

Figura 2 - Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da mancha angular
em folhas primérias do feijoeiro

'YX

0,120,5% 0,62 4,0%
4 5 6

4,1 a7,0% 7,12 16% 16,1 a26%

7 8 9

26,1a32% 32,1a38% 38,1260%

Fonte: LIBRELON et al. (2016).

Legenda: As notas da escala variam de 1 a 9 em que: 1: auséncia de lesbes; 2 : 0,1 a
0,5% de area com lesoes; 3 : 0,6 a 4,0% de area com lesdes; 4 : 4,1 a 7,0% de area com
lesdes; 5 : 7,1 a 16% de area com lesdes; 6 : 16,1 a 26% de area com lesoes; 7 : 26,1 a
32% de area com lesoes; 8 : 32,1 a 38% de area com lesoes; 9 : 38,1 a 60% de area com
lesoes.

Foram selecionadas e transplantadas 102 plantulas resistentes para vasos
com capacidade de 10 litros de terra (trés plantas por vaso). Essas plantas foram

recombinadas entre si, obtendo-se as sementes F; do ciclo XVI, as quais foram
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colhidas em bulk. Esse procedimento foi repetido até se obter as sementes F;'s
do ciclo do XVIII (FIGURA 3).

3.3.2 Obtencao das progénies Sy.; do ciclo XV

Na safra da seca de 2015, foi realizada a semeadura da geracdo F; do
ciclo XVIII no campo obtendo-se as sementes Sy (FIGURA 3). Estas foram
semeadas em julho de 2015 (safra de inverno), 33 dias apds o florescimento do
feijoeiro foram selecionadas as plantas que apresentavam maior nimero de
sementes, para que fosse possivel realizar os experimentos com repeti¢do. Essas

plantas selecionadas deram origem as progénies Sy.; do ciclo XVIII.

3.3.3 Avaliagdo das progénies Sp.; do ciclo XVI11I no campo e em casa de

vegetacao

Foram avaliadas 166 progénies Sy, do ciclo XVIII (FIGURA 3) e mais
trés testemunhas, as cultivares Carioca MG (suscetivel), Pérola (moderadamente
resistente) e MA 111-16159 (resistente) no campo, na safra da seca de 2016. O
delineamento experimental foi em latice simples 13 x 13. As parcelas foram
constituidas por uma linha de 2 m, espacadas de 0,5 m, colocando-se duas

sementes por cova.
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Figura 3 - Esquema da conducdo da metodologia proposta no presente trabalho.
Realizagdo de trés recombinagdes e selegdes de plantas resistentes a
mancha angular em casa de vegetacdo com inoculacéo de P. griseola
e obtencéo das progénies Sy do ciclo XVIII
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l

Semeadura em bandejas das sementes F,
do CXVIL inoculagdo. selecdo ¢ Nov 2014
recombinagio das plantas resistentes.

Semeadura das sementes F; do CXVIII
N Fev 2015
para obtengdo das sementes S,
Semeadura fias sementNes. S, do CXVIII Tul 2015
para obtencéo das progénies Sy
Inoculagdo e avaliacdo em bandejas das J’
progénies S;; CXVIIL Semeadura e avaliacdo das progénies S, Fev 2016
Inoculagdo e avaliagdo em bandejas das do CXVIIL
progenies Sy, do CXVI*.

Fonte: Do autor (2016)
Legenda: * As progénies Sy do ciclo XVI sdo oriundas do programa de melhoramento
UFLA/Embrapa
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A severidade da mancha angular foi avaliada 33 dias apds o
florescimento do feijoeiro por meio da escala de notas proposta pelo CIAT
(CORRALES; VAN SCHOONHOVEN, 1987). As progénies com notas de 1 a 3
foram consideradas resistentes, e acima de 3, suscetiveis. Apds a colheita, foi
avaliada a produtividade de graos em g/parcela.

As mesmas 166 progénies também foram avaliadas na casa de
vegetacdo, em bandejas de poliestireno de 162 células contendo substrato
Plantmax®. O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC),
com duas repeticOes e trés testemunhas, as cultivares Carioca MG, Pérola e MA
111-16159, sendo que cada parcela foi constituida por nove plantulas. No estadio
fenologico V2, foram realizadas a inoculagdo com um isolado da raca 63-63 de

P. griseola e a avaliacdo conforme ja descrito no item 3.3.1.

3.3.4 Avaliacao das progénies Sg.; do ciclo XVI oriundas do programa de
melhoramento da UFLA/Embrapa no campo e em casa de vegetacéo

Foram avaliadas 254 progénies Sy, do ciclo XVI, oriundas do programa
de melhoramento UFLA/Embrapa (FIGURA 1) e mais duas testemunhas, as
cultivares Carioca MG (suscetivel) e Pérola (moderadamente resistente) no
campo, na safra da seca de 2016. O delineamento experimental foi em latice
simples 16 x 16. As parcelas foram constituidas por uma linha de 2 m, espacadas
de 0,5 m, colocando-se 20 sementes por metro. A severidade da mancha angular
foi avaliada 33 dias apds o florescimento do feijoeiro por meio da escala de
notas proposta pelo CIAT (SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987).
Ap6s a colheita, foi avaliada a produtividade de grdos em g/parcela.

As mesmas 254 progénies também foram avaliadas na casa de
vegetacdo, em bandejas de poliestireno de 162 células contendo substrato
Plantmax®. O delineamento experimental foi em blocos casualizados (DBC),

com duas repeticOes e trés testemunhas, as cultivares Carioca MG, Pérola e MA
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I11-16 159, sendo que cada parcela foi constituida por nove plantulas. No estadio
fenoldgico V2, foram realizadas a inoculagdo com um isolado da raca 63-63 de

P. griseola e a avaliacdo conforme ja descrito no item 3.3.1.
3.4 Anélise dos dados

Todos os dados obtidos no presente trabalho foram analisados conforme

os itens descritos a baixo.

3.4.1 Analise de variancia e estimativa de parametros genéticos e

fenotipicos

Os dados de severidade da mancha angular das progénies Sy, dos ciclos
XVI e XVIII nas avaliagBes realizadas no campo com ocorréncia natural de
P.giseola e em casa de vegetacdo com inoculagéo artificial foram submetidos as
andlises de variancia individual com auxilio do programa estatistico GENES®
(CRUZ, 2013). A mesma analise foi realizada para os dados de produtividade
(Kg ha™). Os modelos estatisticos adotados para as anélises individuais foram:
Para as avaliages no campo foi:

Yijg= i+ ti + 1+ byg) + €4

em que:

Yij: observacdo referente ao tratamento i, no bloco ¢, dentro da
repeticéo j;

u: € o efeito fixo da média geral do experimento;

t;; efeito aleat6rio do tratamento i, sendo i=1, 2, 3, ..., n;

by(): efeito de bloco i, sendoi=1,2e 3;

r;: efeito aleatorio da repetigdo, sendo j =1, 2;

byg): efeito aleatorio do bloco g, na repeticao j;
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€iq- €rro experimental associado a observagdo Y , com e;NN(0, &°).
E para avaliacBes em casa de vegetacao:

Yij=p+bi+citej

em que:

Yij: observacéo referente a progénie j no bloco i;
b;: efeito de bloco i, sendoi=1,2¢e 3;
cj: efeito da progénie j,sendoj=1,23, ..., n;

ejj: erro experimental associado a observagéo Yj;, com e;NN(0, 39).

O esquema da analise de variancia com as respectivas esperangas dos
quadrados médios sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Esquema da analise de variancia utilizada nos experimentos de
avaliagdo das progénies Sy, dos ciclos XVI e XVII para severidade
de mancha angular (1 a 9), em ambas as condi¢Ges (campo e casa de
vegetacdo), e quanto a produtividade de grdos, com as respectivas
esperancas dos quadrados

FV QM E(QM)
Tratamentos

A= 2 2
Progénies (Prog.) Q o, +log

Testemunhas (Test.)
Prog. vs. Test
2
Erro Q, O,
Fonte: Do autor (2016)
0'92: variancia do erro: 0'(23 variancia genética entre progénies e I : nimero de

Nota:
repeticoes.
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A partir das esperancas dos quadrados médios apresentados na Tabela 2,

foram estimadas a variancia genética (aé ), a variancia fenotipica (a,ﬁ) ea

herdabilidade no sentido amplo (h?), obtidas na avaliacdo das progénies S, dos

ciclos XVI1 e XVII, pelos seguintes estimadores:

Q-Q
Gé= 1r 2
Q
0',3271
hZZQl_QZ x100
1
em que:

Q, : quadrado médio de progénies

Q, : quadrado médio do erro

Para estimar os intervalos de confianga para as estimativas da
herdabilidade, foram obtidos os limites inferiores (LI) e superiores (LS) das
estimativas de h? de acordo com as expressdes apresentadas por Knapp et al.
(1985).

Foi estimada também a acuracia seletiva (Isg)

T = Vh?
3.4.2 Analise de variancia combinada

Foi realizada uma andlise de variancia combinada para a nota da

severidade da mancha angular e de produtividade das avaliacGes realizadas no
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campo, das progénies Sy dos ciclos XVI e XVIII , de acordo com Pimentel-
Gomes (1990).

Estimou-se também a correlacdo de Spearmam entre a produtividade e a
nota de severidade da mancha angular, utilizando o programa GENES® (CRUZ,
2013).

3.4.3 Estimativa do indice de coincidéncia entre as avaliacdes das progénies

realizadas no campo e na casa de vegetacao

O indice de coincidéncia entre as avaliacOes realizadas no campo e em
casa de vegetacdo foi estimado de acordo com a expressdo apresentada a seguir.
As progénies Sy dos ciclos XVI e XVIII foram classificadas conforme sua
reacdo de resisténcia ou suscetibilidade & P. griseola. As progénies que
receberam notas de severidade de mancha angular de 1 a 3 foram consideradas
resistentes e as progénies com notas superiores a 3 foram classificadas como
suscetiveis.

IC = [(Progénies coincidentes) + total] x 100

em que:
(Progénies coincidentes) = Numero de progénies que apresentaram a
mesma reagdo quando avaliadas no campo e em casa de vegetacao.

total = o nUmero total de progénies avaliadas
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo das progénies Sy.; dos ciclos XVI e XVIII no campo com

incidéncia natural P. griseola

Diferencas significativas (P<0,01) foram observadas entre as progénies
Sox Nos ciclos XVI e XVIII para as notas de severidade de mancha-angular,
evidenciando a existéncia de variabilidade entre as progénies em relacdo ao

nivel de resisténcia ao fungo P. griseola (TABELA 3).

Tabela 3 - Resumo das andlises de varidncia e estimativas de parametros
genéticos e fenotipicos para a severidade de mancha angular das
progénies Sy, dos ciclos XVI e XVIII, avaliadas no campo com
incidéncia natural de P. griseola, na safra da seca de 2016 em Lavras

Fv Progénies Sp,; CXVI Progénies Sq.; CXVIII

GL QM p-valor GL QM p-valor
Progénies 253 1,19 <0,001 165 1,37 <0,001
Erro efetivo 225 0,512 144 0,465

Médias

Progénies 2,9 (1,0-5,5)* 2,7 (1,0-5,0)*
Carioca MG 3,5 3,5
Pérola 6,5 55
MA 111-16159 - 3,0
CV (%) 24,94 25,01
h.? (%) 60,13 67,90
(LI-LS) (44,44-66,61)** (53,30-75,24)**
I (%) 77,54 82,4
o 0,386 0,492
ol 0,643 0,725

Fonte: Do autor (2016).

Nota: * Intervalo de notas para a severidade da mancha angular.
**Limite inferior e superior do intervalo de confianga das estimativas de
herdabilidade.

As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos corroboram com

essa observagdo. As estimativas de h* foram superiores a 60% e com limite
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inferior positivos, indicando que as estimativas obtidas, com 95% de
probabilidade, sdo diferentes de zero. A acurécia foi maior que 77% (TABELA
3).

De acordo com a Figura 3A, 76% e 78% das progénies Sq; dos ciclos
XVI1 e XVIII, respectivamente, foram resistentes. As notas médias da severidade
da mancha angular variaram de 1,0 a 5,5 para progénies Sq.; do ciclo XVI e de
1,0 a 5,0 para as progénies Sy.; do ciclo XVIII (FIGURA 4B).

Figura4 - A) Reacdo de resisténcia e suscetibilidade e B) Frequéncia das
progénies So4 dos ciclos XVI1 e XVIII conforme o intervalo de notas
(1-9) (CORRALES; VAN SCHOONHOVEN, 1987) para a
severidade da mancha angular avaliadas no campo com incidéncia
natural de P. griseola, na safra da seca de 2016 em Lavras

M Resistente 60
Suscetivel B ®  Progénies Sg., CXVI
80 50 Progénies Sq.; CXVIII

70
40
60 §
50 B
40
20 20
20 10
10
o 0

Progénies S, CXVI Progénies Sg. CXVIII 1,0-20  21-30 31-40 41-50 51-60
Nota (1-9)

90

Progénies (%)
Progénies (%)
w
S

4.2 Avaliagéo das progénies Sy.; dos ciclos XVI e XVIII em casa de

vegetacédo com inoculagéo artificial de P. griseola

Diferengas significativas (P<0,01) também foram observadas entre as
progénies Sy; dos ciclos XVI e XVIII avaliadas em casa de vegetagéo.
Conforme se espera, observou maior precisdo experimental nas avaliagbes em
casa de vegetacdo, tanto pelas estimativas do coeficiente de variagdo e acuracia
quanto pelas estimativas de herdabilidades (TABELA 4).
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Tabela4 - Resumo das andlises de varidncia e estimativa de parametros
genéticos e fenotipicos para a severidade da mancha angular das
progénies Sp; dos ciclos XVI e XVIII, avaliadas em casa de
vegetacdo com inoculagdo artificial de P. griseola

FV Progénies Sp.; CXVI Progénies Sp.; CXVIII
GL QM p-valor GL QM p-valor
Progénies 253 0,85 <0,001 165 1,034 <0,001
Erro 253 0,146 165 0,075
Médias

Progénies 2,8 (1,8-5,9)* 2,3(1,4-6,0)*
Carioca MG 3,8 4,3
Pérola 2,4 3,2
MA 111-16159 2,3 2,3
CV (%) 13,3 11,7
h.? (%) 82,76 92,76
(LI-LS) (78,01-86,67)** (90,15-94,66)**
I'sq (%) 90,97 96,31
lord 0,351 0,479
ol 0,425 0,517

Nota:  *Intervalo de notas para a severidade da mancha angular.
**Limite inferior e superior do intervalo de confianga das estimativas de
herdabilidade.

Observou-se que 64% das progénies Sy do ciclo XVI foram resistentes
ao isolado da raca 63-63 de P. griseola (FIGURA 5A). As notas médias da
severidade da mancha angular variaram de 1,8 a 5,9, sendo que 57% das
progénies apresentaram notas médias entre 2,1 a 3,0 (FIGURA 5B).

Maior porcentagem de progénies Sg.; do ciclo XVIII, 89%, apresentaram
resisténcia a mancha angular, (FIGURA 5A). As notas médias da severidade da
mancha angular variaram de 1,4 a 6,0, sendo que a maioria das progénies, 54%,

apresentou notas médias entre 1,0 a 2,0 (FIGURA 5B). Constatou-se que essas
progénies apresentaram maior variancia genética (aé ) quando comparadas com

as progénies Sy do ciclo XVI.
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Em relagdo as testemunhas, a cultivar Carioca MG e a linhagem MAIII-
16.159 apresentaram reacao de suscetibilidade e resisténcia, respectivamente em
ambos 0s ambientes de avaliacdo. Ja4 a cultivar Pérola apresentou-se mais
resistente em casa de vegetacdo. No entanto, na avaliagdo em campo esta
cultivar apresentou-se suscetivel e com notas superiores as observadas para a
Carioca MG. A linhagem MAIII-16.159, oriunda do ciclo Ill do programa de
selecdo recorrente, apresentou nota média da severidade da mancha angular
igual & nota média das progénies do ciclo XVIII, confirmando o elevado nivel de
resisténcia a P. griseola dessa linhagem (TABELA 4).

Figura 5 - A) Reacdo de resisténcia e suscetibilidade e B) Frequéncia das
progénies Sy, dos ciclos XVI e XVIII de acordo com o intervalo de
notas (1-9) (LIBRELON et al., 2015) para a severidade da mancha
angular, avaliadas em casa de vegetacdo com inoculacédo artificial
da raca 63-63 de P. griseola

e
90 A &0

Suscetivel B B Progénies Sy CXVI
80 50 Progénies Sg., CXVIII
70
60
50 .
«

40
30
20
K i I

0

Progénies Sg., CXVI Progénies Sgq CXVIII 1,0-2,0 2,1-3,0 3,1-4,0 4,1-5,0 5,1-6,0

Progénies (%)
Progénies (%)
w &
& &

~
(=]

o
o

5]

Nota (1-9)

4.3 Estimativa do indice de coincidéncia entre as avaliagdes realizadas no
campo e em casa de vegetacdo

Observou-se coincidéncia entre as avaliagdes realizadas no campo e em
casa de vegetacdo com inoculacdo artificial de P. griseola. A maioria das
progénies, 61% do ciclo XVI e 78% do ciclo XVIII, apresentou a mesma

classificagdo em ambos os ambientes avaliados, ou seja, as progénies resistentes
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em casa de vegetagdo também foram resistentes em campo, assim como as
suscetiveis (FIGURA 6).

Algumas progénies, entretanto, apresentaram comportamentos ndo
coincidentes nos ambientes avaliados (campo e casa de vegetacdo). Um total de
14% e 25% das progénies dos ciclos XVI e XVIII, respectivamente, foi
resistente em casa de vegetacdo, mas no campo foi suscetivel. O contrario
também foi observado, 17% e 5% das progénies dos ciclos XVI e XVIII,
respectivamente, foram suscetiveis em casa de vegetacéo e resistentes no campo
(FIGURA 7), indicando a complexidade do controle genético para resisténcia a
mancha angular.

Figura 6 - Severidade da mancha angular nas progénies So, dos ciclos XVI e
XVIII em duas condigdes diferentes: campo com incidéncia natural
de P. griseola e casa de vegetacdo com inoculagdo artificial de P.

- Progénies S, CXVI Progénies 5,, CXVIIl
= Resistente 100 W Resistente
90 Suscetivel 90 Suscetivel B
80 80
0
- - 70
£ o £ 6
[ 'y
2 3
E 50 Y
g E
E a0 E 20
10 30
20 20
10 10
] 0
Campo Casa de Vegetagio Campo Casa de Vegetagio
0 Progénies S, CXVI Progénies S, CXVIII
W Campo 50 mCampo
C 50 (Casa de Vegetagdo 50 Casa de Vegetagdo D
g0 T
] F]
g 30 € 30
o -
w0 %
o o
& 20 & 20
. J J ) I
, = 1, N i
10-20 21-30 31-40 41-50 51-60 1,0-20 21-30 31-40 41-50 51-60
Nota (1-9) Nota (1-9)

Fonte: Do autor (2016).

Legenda: A e B) Porcentagem de progénies resistentes e suscetiveis. C e D) Distribuicdo
de frequéncia das notas de severidade.
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Figura 7 - Nivel de coincidéncia das avaliagdes realizadas no campo e em casa

de vegetagéo
A Progénies S, do ciclo VXI B Progénies S, ciclo VXIII
H Coincidentes HR-CV,S5-Camp. B Coincidentes BR-CV,S-Camp.

5%

Fonte: Do autor (2016).

Legenda: R-CV, S-Camp — Progénies que foram resistentes em casa de vegetacdo, mas
no campo foram suscetiveis. S-CV, R-Camp — Progénies que foram suscetiveis em casa
de vegetacéo, mas no campo foram resistentes. A) Progénies do ciclo XVI (CXVI) e B)
Progénies do ciclo XVIII (CXVIII).

4.4 Produtividade das progénies Sy.; no campo com incidéncia natural de P.

griseola

Diferencas significativas (P<0,01) foram observadas entre as progénies
Se1 dos ciclos XVI e XVIII para produtividade de gréos (kg ha™). A média geral
das progénies Sy, dos ciclos XVI e XVIII foram 2.758 kg ha™, variando de 1.325
— 4769 kg ha', e 2.810 kg ha', variando de 1.433 — 4.692 kg ha,
respectivamente (TABELA 5).
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Tabela5- Resumo das andlises de varidncia e estimativa de pardmetros
genéticos e fenotipicos para a produtividade das progénies S, dos
ciclos XVI e XVIII, avaliadas no campo, na safra da seca de 2016 em

Lavras
= Progénies Sp,; CXVI Progénies Sg.; CXVIII

GL QM p-valor GL QM p-valor
Progénies 253 769789 <0,001 165 583171 <0,001
Erro efetivo 225 318284 144 357404

Médias

Progénies 2758 (1325-4769)* 2810 (1433-4692)*
Testemunhas 2812 2439
CV (%) 21,40 21,27
hs? (%) 58,87 36,71
(LI-LS) (46,60-67,91)** (15,68-55,30)**
Fee (%) 81,23 71,91
o 227848 103655
o 386990 282357

Fonte: Do autor (2016).
* Intervalo das médias para a produtividade de gréos.
**Limite inferior e superior do intervalo de confianca das estimativas de herdabilidade.

O resumo da analise de variancia combinada das progénies dos ciclos
XVI e XVIII para nota da severidade da mancha angular e produtividade esta
representado na Tabela 6. Diferengas significativas (p<0,01) foram observadas
entre os ciclos para nota: as progénies do ciclo XVIII apresentaram nota média
para a severidade da mancha angular menor que as progénies do ciclo XVI. Para
produtividade, ndo houve diferengas significativas entre os ciclos. Observa-se
gue as médias das progénies em ambos os ciclos, obtidas pela analise combinada
sdo diferentes da andlise individual de cada ciclo, isto ocorre porgque na analise
combinada é realizado um ajuste nas médias das progénies baseando-se na
média das testemunhas.

N&o houve correlacdo entre a produtividade e a nota para severidade da

mancha angular
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Tabela 6 - Resumo da andlise de variancia combinada para a nota da severidade
da mancha angular e para a produtividade (kg ha™) das progénies Sg.
do ciclo XVI e XVIII, avaliadas no campo, na safra da seca de 2016 em

Lavras
QM QM
FV GL Nota MA  p-valor  Produtividade p-valor
Progénie 419 14 <0,001 690714 <0,001
Prog. CXVI 253 1,2 <0,001 769789 <0,001
Prog. CXVIII 165 1,4 <0,001 569546 <0,001
CXVI vs CXVIII 1 81,7 <0,001 677351 0,1549
Erro efetivo 369 0,5 333551
Médias
Nota MA Produtividade
CXVI 3,1(1,0-4,8)* 2384 (952-4396)**
CXVII 2,5 (1,0-5,7)* 2442 (1060-4319)**
CV (%) 25,3 23,9
h.? (%) 65,98 51,71
(LI-LS) (58,49-72,08)*** (41,09-60,36)***
rs, (%) 81,23 71,91
O cza 0,479 178582
o é 0,726 345357

Fonte: Do autor (2016).

* Intervalo de notas para a severidade da mancha angular.

** Intervalo das médias para a produtividade de graos.
***Limite inferior e superior do intervalo de confianca das estimativas de herdabilidade.
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5 DISCUSSAO

A selecdo recorrente tem sido utilizada com sucesso no melhoramento
de diversas plantas autégamas. No melhoramento do feijoeiro, ganhos
expressivos tém sido obtidos para varios caracteres, entre eles, resisténcia a P.
griseola e S. sclerotiorum (AMARO; ABREU; RAMALHO, 2007; ARANTES;
ABREU; RAMALHO, 2010; LEITE et al., 2016; SOUZA et al., 2014).

No presente trabalho, a selecdo recorrente mostrou-se eficiente, pois
todas as progénies avaliadas apresentaram alto nivel de resisténcia a P. griseola
(FIGURAS 4 e 5). Esses resultados corroboram com os relatos da literatura
sobre o elevado nivel de resisténcia das linhagens oriundas do programa de
melhoramento da UFLA/Embrapa (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010;
MODA-CIRINO et al., 2012; PEREIRA et al., 2015; REZENDE et al., 2014).
Adotando o critério utilizado por Moda-Cirino et al. (2012), todas as progénies
em estudo seriam classificadas como resistentes e moderadamente resistentes,
pois ndo foram observadas notas de severidade acima de 6 no presente trabalho.
De acordo com esta classificacdo, plantas com notas de 1,0 a 3,0 séo
considerados resistentes; de 3,1 a 6,0, moderadamente resistentes e de 6,1 a 9,0,
suscetiveis.

A cultivar Carioca MG na avaliacdo realizada no campo, apresentou
notas médias inferiores as notas apresentadas pela cultivar Pérola A Carioca MG
tem sido utilizada como padrdo de suscetibilidade e a Pérola como
moderadamente resistente desde o inicio deste programa (ARANTES; ABREU;
RAMALHO, 2010). No entanto, essa inversdo de comportamento dessas
cultivares ja vem sendo observada ha alguns ciclos (REZENDE et al., 2014).
Uma provavel explicagdo é a ocorréncia de ragas diferentes no campo ao longo
dos ciclos de selecéo recorrente.

As avaliagOes realizadas em casa de vegetacdo apresentaram alta

precisdo experimental, sendo que as estimativas de acuracia foram superiores a
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90% e as do coeficiente de variacdo inferiores a 14% (TABELA 3). Ja no
campo, observaram-se estimativas de acuracia superiores a 77% e coeficiente de
variacao inferiores a 26% (TABELA 4). Resultados semelhantes foram obtidos
por Leite et al. (2016) avaliando progénies de feijoeiro para resisténcia ao mofo
branco (S. sclerotiorum) no campo e em casa de vegetacao.

Nas avaliacdes em casa de vegetacdo, foi observado maior nimero de
progénies com notas de 1 a 2 do ciclo XVIII (54,2%) do que no ciclo XVI
(7,5%), entretanto, quando se considera a porcentagem de progénies resistentes
em ambos os ciclos, estas foram altas, isto é, 89 e 64%, respectivamente
(FIGURAS 5A e 5B). Verifica-se que os trés ciclos de recombinagéo e selecdo
em casa de vegetacdo permitiram a fixacdo de alelos favoraveis e,
possivelmente, de genes de "efeito maior" considerando a alta frequéncia de
progénies do ciclo XVIII com notas de 1 a 2. Na avaliacdo dessas progénies no
campo, com incidéncia natural de P. griseola, a porcentagem de progénies
resistentes foi semelhante em ambos os ciclos (FIGURAS 4A e 4B). No entanto,
a porcentagem de progénies com notas 1 e 2 em ambos os ciclos foi inferior em
relacdo a avaliagdo em casa de vegetacdo.

Outro fato interessante, é que a estimativa da varidncia genética na
avaliacdo em casa de vegetacdo das progénies do ciclo XVIII foi maior que a do
ciclo XVI, provavelmente, isto ocorreu devido a amostragem (TABELA 4).
Contudo, verifica-se que a distribuicdo de frequéncia das notas das progénies do
ciclo XVIII apresenta assimetria tipica de ocorréncia de interacdo alélica de

dominancia, fato ndo observado para as progénies do ciclo XVI. A variancia
genética da geracdo So.; pode ser decomposta em 1 o-i + 1/4 o-é +D; + 1/8 D,.
Em que o é a variancia aditiva, o2 é a variancia de dominancia, D, ¢ a

covariancia genética entre os efeitos médios (aditivos) dos alelos e os efeitos de

dominancia dos homozigotos e D, é a variancia dos desvios de dominancia dos
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homozigotos. Pelos resultados obtidos a variancia de dominéncia entre as
progénies do ciclo XVIII deve ter sido maior. Além disso, a maior estimativa da
variancia genética das progénies do ciclo XVIII evidencia que mesmo as
progénies estando em um ciclo avancado do programa de melhoramento, o
aumento do numero de recombinagdes seguidas de sele¢do ainda permite a
liberacdo de variabilidade genética e obtencdo de ganhos genéticos para
resisténcia a P. griseola.

A selecdo recorrente ¢ um meétodo em que a variabilidade genética é
liberada ao longo das geracdes, e esse fato tem sido confirmado por meio de um
estudo classico realizado pela Universidade de Illinois no programa de
melhoramento de milho para teor de 6leo e proteina. Os experimentos de selecéo
para alto e baixo teor de 6leo e proteina iniciaram em 1896 por Hopkins, C.G
(HOPKINS, 1899) e, ap6s 100 geracdes de selecdo ainda observa-se ganhos
genéticos, mostrando a ampla variabilidade genética e a plasticidade do genoma
do milho (DUDLEY; LAMBERT, 2010).

No campo a distribuicdo de frequéncia foi simétrica para as progénies de
ambos os ciclos, indicando a predominancia de interacdo alélica aditiva. Os
resultados obtidos evidenciam que genes diferentes estdo sendo expressos em
casa de vegetacdo e no campo e, além disso, isolados diferentes de P. griseola
podem ter ocorrido no campo.

Um dos fatores para o sucesso na seleco é que a herdabilidade (h?) do
carater em questdo seja alta, isto €, a maior parte da variacao fenotipica deve ser
em funcdo do genétipo. No presente trabalho, as estimativas de h* para as
progénies de ambos os ciclos na avaliagdo em campo foram semelhantes
(TABELAS 3 e 4). No entanto, a estimativa de h® das progénies do ciclo XVIII
foi superior em relagdo a do ciclo XVI na avaliagdo em casa de vegetacdo. Na

literatura as estimativas de herdabilidade para resisténcia a P. griseola, variam
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de 21,81 a 92% (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; BOREL et al., 2011;
COUTO; SANTOS; FERREIRA, 2008; CHILAGANE et al., 2013).

O alto indice de coincidéncia observado entre as avaliacGes realizadas
no campo e em casa de vegetacdo confirma a existéncia de correlacdo entre
ambas as avaliagdes. Isso indica que provavelmente, o isolado de P. griseola
utilizado na inoculagdo artificial predomina no campo. Entretanto, algumas
progénies foram resistentes na avaliacdo em casa de vegetacao, sendo as plantas
avaliadas no estadio V2 (plantas jovens) e no campo, plantas adultas,
apresentaram-se suscetiveis (FIGURA 6). Resultados semelhantes tém sido
observados na avaliagdo da reacdo de linhagens de trigo a Pyricularia grisea
(CRUZ et al., 2010). De acordo com Bonmam (1992), diferencas na avaliagdo
de plantas jovens e adultas podem ser atribuidas a outros fatores ambientais e
“escape”, situacdo por vezes representada pela auséncia de condig¢des favoraveis
para o desenvolvimento da doenca durante o estadio de maior suscetibilidade do
hospedeiro e ou a presenga no campo de outras ragas do patégeno que ndo foram
inoculadas em casa de vegetacao.

O contrério também foi observado, ou seja, algumas progénies foram
suscetiveis em casa de vegetacdo, mas no campo foram resistentes (FIGURA 6).
Segundo Marshall e Shaner (1992), a grande maioria dos genes que confere
resisténcia a plantulas podem ser expressos durante todo o ciclo da planta. No
entanto, outros genes sdo expressos somente no estadio de planta adulta, como
nos patossistemas Puccinia recondita f. sp. tritici -trigo e Puccinia coronata f.
sp. avenae - aveia (BARCELLOS; MORAES-FERNANDES; ROELFS, 1997;
FIGUEIRO, 2012).

Outra possivel explicacdo para esse fato estd associada a mecanismos
epigenéticos. As progénies avaliadas no campo foram submetidas a diferentes
estresses bioticos e abidticos tais como: temperaturas mais elevadas e incidéncia

de outras doencas e pragas. Esses estresses ambientais podem moldar o genoma
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da planta, gerando mudancas na estrutura do genoma pelo aumento de
recombinagdes de homologos, ativacdo de elementos transponiveis e outros tipos
de rearranjos (BOYKO; KOVALCHUKB, 2011; BRESSAN et al., 2014; GAO
et al., 2014). Manson et al. (2008) observaram que a infeccdo de plantas de
tomate com virus desencadeou alteracdes na metilacdo do DNA em varios locos,
a maioria do polimorfismo identificado estava associado a regides do genoma
responsaveis pela defesa e respostas a estresses. Em arroz, a resisténcia a
infeccdo bacteriana causada por Xanthomonas oryzae. pv. orizae foi relacionada
com a metilagdo de diferentes regides gendmicas que resultou em alteracdes na
atividade transcricional (SHA et al., 2005). Esse autor observou que plantas
adultas da cultivar Wase Aikoku 3 apresentaram maior nimero de metilagdes de
DNA quando infectadas pelo patdgeno que as plantulas. Especula-se que as
alteracBes epigenéticas induzidas pelos estresses ambientais podem ser mantidas
de uma geracdo para outra, ou seja, essas alteracGes transgeracdo de metilacdo
do DNA podem fazer parte das estratégias de adaptacdo das plantas a estresses
(BOYKO; KOVALCHUKB, 2011).

A selecdo recorrente € um método que promove a recombinacdo de
genes a cada ciclo, portanto, promovendo quebras de blocos génicos (BAILEY;
COMSTOCK, 1976; HOFFBECK et al., 1995). Neste contexto, € uma
alternativa eficiente, pois, genes de resisténcia sdo distribuidos em "clusters" ao
longo dos cromossomos. Isto pode ser comprovado pelos ganhos genéticos que
vém sendo obtidos nos 12 ciclos de sele¢do recorrente para resisténcia a P.
griseola do programa de melhoramento da UFLA/Embrapa (ABREU;
RAMALHO; SOUZA, 2015). Dessa forma, a selecdo de progénies no campo
pode tornar-se vantajosa em relacdo & selecdo em casa de vegetagdo, por
permitir que diferentes mecanismos de resposta a estresses sejam ativados. Além

disso, com os sucessivos ciclos de selecdo recorrente ao longo dos anos seria
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possivel fixar as altera¢cdes gendémicas ocorridas que favoregam a resisténcia a P.
griseola.

Os dados de produtividade obtidos no presente trabalho evidenciam o
potencial das progénies avaliadas que associam resisténcia a P. griseola e boa
produtividade de grdos (TABELAS 5 e 6). Desde o inicio do programa de
selecdo recorrente visando resisténcia a P. griseola da UFLA/EMBRAPA,
houve selecdo de gendtipos resistentes a mancha angular e também para tipo de
grdo “carioca” e para produtividade. Dessa forma, ap0s 0s sucessivos ciclos
seletivos, foi possivel acumular vérios alelos favoraveis para mdaltiplos
caracteres (REZENDE et al., 2014). No entanto, no presente trabalho ndo foi
observada correlagéo entre a produtividade e a nota para severidade da mancha
angular para as progénies avaliadas. Isto ocorreu provavelmente, devido a baixa
precisdo experimental na estimativa das médias de produtividade que foram
obtidas a partir da média de duas repeticGes, de parcelas de uma linha de dois
metros. Além disso, as notas de severidade foram de baixa magnitude, isto é,
ndo foram observadas notas acima 5,5 e, portanto, todas as progénies podem ser
consideradas como resistentes ou moderadamente resistentes de acordo com
Moda-Cirino et al. (2012).

Visando otimizar o emprego da selecdo recorrente na obtencdo de
linhagens de feijoeiro com resisténcia efetiva e duravel a P. griseola, propde-se
associar as vantagens da sele¢do precoce com inoculacéo artificial do patégeno
em casa de vegetacdo, com as vantagens da selecdo no campo com incidéncia
natural de P. griseola na safra da seca. Esta estratégia pode ser utilizada tanto
para programas de melhoramento que estdo iniciando, quanto para programas
gue ja estdo em andamento. Desta forma, propde-se que sejam realizados dois
ciclos de recombinacédo e sele¢do por ano (FIGURA 8). A cada ciclo pode-se
selecionar e obter progénies, e também adicionar novas fontes de resisténcia ja

adaptadas, visando obter ganhos genéticos futuros com as selegoes.
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Para a obtencdo da populacdo base, propde-se intercruzar genitores com
alto nivel de resisténcia ao patégeno. A populacdo base seria semeada no campo
na safra de maior incidéncia de mancha angular, sesmeadura em fevereiro a
mar¢o. Ao final do ciclo da cultura seriam selecionadas as plantas mais
resistentes a P. griseola. As sementes dessas plantas seriam semeadas em vasos
e, posteriormente, recombinadas entre si para obtencdo das sementes F; do ciclo
I. Essas sementes F; seriam semeadas em bandejas e as plantulas seriam
inoculadas com um ou mais isolados de P. griseola que se encontre em alta
frequéncia no campo. As plantulas mais resistentes deveriam ser transplantadas
para vasos e, posteriormente, recombinadas entre si para obtencdo das sementes
F, do ciclo Il. As sementes remanescentes que nao foram oriundas dos
cruzamentos poderiam ser colhidas em bulk e semeadas para o avanco de
geracdo e obtencdo de linhagens. As sementes F; do ciclo Il seriam semeadas no
campo para obtengéo das sementes S, do ciclo 1. Na safra da seca, as sementes
So do ciclo Il seriam semeadas e, ao final do ciclo da cultura, selecionar-se-iam
as plantas mais resistentes que dariam origem as progénies Sy.; do ciclo Il. Esse
procedimento pode ser repetido continuamente. Pelo esquema proposto, seriam
realizados dois ciclos de avaliagdo, selecdo e recombinacgdo por ano, sendo um
ciclo seletivo no campo com incidéncia natural de P. griseola e outro em casa de

vegetacdo com inoculacdo artificial (FIGURA 8).
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Figura 8 - Estratégia de melhoramento proposta realizando dois ciclos de
avaliacdo, selecdo e recombinacdo em casa de vegetacdo com
inoculacgdo artificial de P. griseola e um ciclo de avaliacdo e selecdo
em campo com incidéncia natural de P. griseola
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6 CONCLUSOES

A inoculacdo artificial de P. griseola em casa de vegetacdo, utilizando
plantas de feijoeiro no estadio V2, mostrou-se promissora para a selecdo de
gendtipos resistentes num programa de selecao recorrente.

A selecdo recorrente visando resisténcia a P. griseola pode ser otimizada
com a associacdo da selecdo com inoculacdo artificial em casa de vegetacao e a

selecdo no campo com incidéncia natural do patogeno.
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