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RESUMO GERAL

Os objetivos deste trabalho foram: avaliar a diversidade genética entre diferentes linhagens do
feijoeiro; avaliar e comparar diferentes metodologias de fenotipagem da severidade da mancha angular
do feijoeiro para uso no melhoramento; verificar a eficiéncia do uso de mistura de isolados de
Pseudocercospora griseola para a avaliacdo da severidade da doenca a partir da comparacdo da
agressividade entre isolados/mistura. Para a analise da diversidade genética das 149 linhagens do
feijoeiro foram utilizados 18 marcadores microssatélites polimoérficos distribuidos em nove
cromossomos do feijoeiro. Foram identificados 127 alelos, com média de 7,47 alelos por loco, e a
diversidade média de 0,55. As estimativas das similaridades genéticas variaram de 0 a 0,96. A partir
da abordagem utilizada para inferir a estrutura genética populacional, verificou-se a separacdo das
linhagens em sete grupos (K=7). Os marcadores SSRs utilizados foram (teis para estimar parametros
genéticos no germoplasma do feijoeiro, bem como, para separar as linhagens avaliadas em grupos de
maior similaridade genética. Para comparacdo entre as diferentes estratégias de fenotipagem foram
avaliadas 144 linhagens de feijoeiro, quanto a reacdo a P. griseola em casa de vegetacdo ( inoculacdo
nos estadios V2 e V3 das plantas) e no campo. A porcentagem de linhagens resistentes considerando
a fenotipagem nos estadios V2, V3 e no campo foi de 31%, 7% e 10%, respectivamente. As
estimativas dos indices de coincidéncia entre as avaliacOes realizadas no campo e em casa de
vegetacdo foram 63%, 68%, 69% e 88% entre V2-V3-campo, V2-V3, V2-campo e V3-campo,
respectivamente. A analise conjunta utilizando abordagem de modelos mistos mostrou-se promissora
para a identificacdo de genotipos resistentes nos diferentes ambientes/estadios de avaliacdo. Os
gendtipos resistentes foram aqueles com maior nivel de resisténcia na média dos estadios/ambientes
de avaliacdo. A comparacao entre os isolados e a mistura do patdgeno foi realizada por meio da
avaliacdo da severidade da doenca, utilizando escala de notas e o percentual da area foliar lesionada
(%AFL). Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sendo utilizados trés isolados e a
respectiva mistura, inoculados em seis linhagens de feijoeiro. Na comparacdo dos isolados e da
mistura verificou-se que a escala de notas foi mais eficiente em relacdo a %AFL para a distin¢do da
agressividade, sendo portanto, 0 método mais indicado para avaliar a severidade da mancha angular
do feijoeiro. A mistura de racas de P. griseola foi eficiente na avaliacdo da severidade da mancha
angular do feijoeiro, apresentando maior agressividade em relagdo as racas inoculadas
individualmente.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Mancha angular; Mistura; Fenotipagem; Marcadores
moleculares.



GENERAL ABSTRACT

Objectives of this research were: evaluate genetic diversity in different common bean lines;
evaluate and compare different phenotyping methodologies of angular leaf spot severity in
common bean for use in breeding programs; verify the efficiency of mixture of Pseudocercospora
griseola strains to evaluate disease severity by comparing aggressiveness among strains/mixture.
In genetic diversity analyis of 149 common bean lines, 18 polymorphic microsatellite markers
distributed in nine common bean chromosomes were used. One hundred and twenty seven alleles
were identified, with average of 7.47 alleles per locus and average diversity among loci of 0.55.
Estimates of genetic similarities ranged of 0 to 0.96. Using an approach to infer genetic population
structure, common bean lines were separated into seven groups (K = 7). SSR markers used were
useful to estimate genetic parameters in common bean germplasm, as well as to separate bean lines
evaluated in groups of greater genetic similarity. To comparing different phenotyping strategies,
144 common bean lines were evaluated to reaction to P. griseola in greenhouse (inoculation in V2
and V3 stages) and in field. Percentage of resistant lines considering phenotyping at V2 stage, V3
stage and in field was 31%, 7% and 10%, respectively. Estimates of coincidence indices between
field and greenhouse evaluations were 68%, 69% and 88% in V2-V3, V2-field and V3-field,
respectively. Joint analysis using mixed model approach was promising to identify resistant
genotypes in different environments/evaluation stages. Resistant genotypes were those with highest
level of resistance in average of environments/evaluation stages. Comparison between individual
strains and strains mixture was carried out by assessment of disease severity using a score scale
and percentage of leaf area with symptoms (%LAS). Experiments were carried out in greenhouse,
using three strains and respective mixture, inoculated in six common bean lines. In comparison of
strains and mixture, it was verified that score scale was more efficient than %LAS to distinguish
aggressiveness, being therefore, the most indicated method to evaluate angular leaf spot severity
in common bean. Mixture of P. griseola races was efficient to evaluate angular leaf spot severity
in common bean, presenting greater aggressiveness compared with the individually races
inoculated.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Angular Leaf Spot; Mixture; Phenotyping; Molecular markers.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Setor de Genética e Melhoramento de Plantas da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), possui uma colecdo de trabalho contendo linhagens elites e cultivares, além de
linhagens provenientes de varios ciclos do programa de selecéo recorrente visando resisténcia
a mancha angular. Essas linhagens de feijoeiro pertencem a diferentes tipos de gréos, no
entanto, a maioria dos acessos possuem graos tipo carioca (MATOS, RAMALHO; ABREU
2007). A caracterizacdo genética das linhagens de feijoeiro provenientes deste programa de
melhoramento ndo tem sido relatada na literatura. Assim, o uso de marcadores moleculares
pode auxiliar os melhoristas na avaliacdo do nivel de variabilidade genética presente entre 0s
genotipos, principalmente considerando linhagens com mesmo tipo de grdo. Além disso,
caracterizar essas linhagens quanto a reacdo a diferentes patdgenos que causam doencas no
feijoeiro, como por exemplo, a mancha angular é importante para auxiliar os melhoristas nos
programas de melhoramento visando resisténcia a doencas.

A cultura do feijoeiro € submetida a muitos estresses bi6ticos e abibticos que causam
reducdo expressiva na produtividade e afetam a qualidade do produto, destacando-se a
ocorréncia de fitopatdgenos causadores de doencas. A mancha angular, causada pelo fungo
Pseudocercospora griseola (Sacc) Crus & U. Brown, interfere na producdo desta cultura,
podendo causar perdas de até 80% na producdo, dependendo da suscetibilidade das cultivares,
das condicdes ambientais e do estadio de desenvolvimento da cultura (JESUS et al., 2001;
SINGH et al., 2010). O controle da mancha angular por meio da utilizacdo de cultivares
resistentes vem se destacando por apresentar grande potencial em minimizar os custos de
producdo além de diminuir os danos causados ao ambiente. Entretanto, a variabilidade
patogénica de P. griseola tem dificultado a obtencdo de cultivares com resisténcia efetiva e
duravel (SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2015; JARA et al., 2015; PEREIRA et al. 2015).

A fenotipagem da severidade da mancha angular das plantas é importante na
identificacdo de novas fontes de resisténcia, na selecdo de progénies nos programas de
melhoramento, bem como, na identificacdo de locos de resisténcia visando a selegdo assistida
por marcadores. Uma fenotipagem confidvel é uma das etapas fundamentais para que a
avaliacdo da doenca seja precisa, e deve ser realizada de maneira criteriosa. A avaliacdo da
severidade da mancha angular do feijoeiro tem sido realizada em casa de vegetagéo estadio V2
(LIBRELON et al., 2015), V3 (VAN SCHOONHOVEN; PASTOR CORRALES 1987) e no

campo (ARANTES et al., 2010). No entanto, ndo ha informacBes na literatura sobre a
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comparacdo e eficiéncia destas diferentes estratégias de fenotipagem para a avaliacdo da
mancha angular do feijoeiro.

A avaliacdo da reacdo de linhagens de feijoeiro a P. griseola para a identificacdo de
fontes de resisténcia em condi¢des controladas, tem sido realizada por meio da inoculacdo de
isolados monospdricos, utilizando uma ou poucas racas do patdégeno (BALBI et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2014; PADUA et al. 2016 ). O uso de mistura de racas para a avaliagio da
doenca pode ser uma estratégia adequada para a selecdo de linhagens com maior espectro de
resisténcia. No entanto, as informacgdes na literatura sobre a eficiéncia deste método na
avaliacdo da mancha angular no feijoeiro sdo escassas e ndao ha informacdes sobre a
agressividade de isolados/ragas quando se utiliza a mistura.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram: determinar a diversidade genética
entre diferentes linhagens do feijoeiro; avaliar e comparar diferentes metodologias de
fenotipagem da severidade da mancha angular para uso no melhoramento e verificar a eficiéncia

do uso de mistura de isolados de P. griseola para a avaliagdo da severidade da doenca.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A culturado feijéao

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € amplamente cultivado em paises tropicais e
subtropicais, constituindo importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e
minerais, especialmente para a populacéo de baixa renda (SILVA et al., 2010; AKOND et al.,
2011; BLAIR 2013). O elevado valor nutritivo e a alta taxa de consumo faz do feijoeiro uma
cultura de grande importancia para muitas pessoas em paises em desenvolvimento da Africa,
Asia e America Latina (BEBBE, 2010). Aproximadamente 60% da producéo de feijao esta
concentrada em seis paises: india, China, Myanmar, México e Estados Unidos da América e
Brasil, sendo este Gltimo o maior produtor e consumidor mundial dessa leguminosa (FAO,
2015).

No Brasil séo produzidos varios tipos de grdos comerciais, como por exemplo, preto,
rosinha e carioca, sendo possivel verificar a preferéncia regional para o consumo entre a
populacéo brasileira (CARDOSO et al., 2013). Em Minas Gerais, por exemplo, o feijdo tipo

carioca é preferido pelos consumidores, por isso grande parte dos programas de melhoramento



13

do estado, tem se preocupado em utilizar nos programas linhagens com este tipo de gréo
(MATOS; RAMALHO; ABREU 2007).

O feijdo é cultivado em praticamente todos os estados brasileiros. Na safra 2015/2016
foram cultivados aproximadamente 2.837,4 mil hectares no pais, com retracdo de 6,2% em
relacdo a safra passada. A regido sul é a que apresenta maior produ¢do com 521,1 mil ha
cultivados (com produgdo de 828,6 mil toneladas). A produtividade é varidvel entre as regides,
sendo dependente de varios fatores como clima, época de plantio, nivel de tecnologia
empregado, variando de 241 kg/ha, na regido nordeste a 1.671 kg/ha, na regido sudeste. No
entanto, a produtividade média do feijoeiro, considerando todo o territ6rio nacional, esta muito
abaixo de seu potencial produtivo (CONAB, 2016).

Os baixos rendimentos sdo em grande parte devido aos efeitos negativos de muitos
fatores bidticos e abioticos que limitam o potencial genético da cultura no Brasil e no mundo
(SINGH & SCHWARTZ, 2010). Além das condicBes climaticas adversas, a ocorréncia de
doencas encontra-se entre os principais fatores responsaveis pela redu¢do na produtividade e na
qualidade dos gréos do feijoeiro no Brasil (PAULA JUNIOR; WENDLAND, 2012). Dentre as
doencas que infectam a cultura do feijoeiro, pode-se destacar a mancha angular, devido as
perdas que a mesma causa na cultura, principalmente quando as condi¢cdes ambientais séo
favoraveis para o progresso da doenca (SINGH; SCHWARTZ, 2010; SOUZA et al., 2015).

2.2 Mancha angular do feijoeiro

A ocorréncia de mancha angular no feijoeiro tem sido relatada em diversas regiées do
mundo, como nas Américas, Europa e Asia. O agente etioldgico dessa doenca é um fungo
imperfeito (Ascomycota) da classe Pezizomycotina, ordem Dothideomycetes, familia
Mycosphaerellaceae, primeiramente descrito como Isariopsis griseola, por Saccardo em 1878
(STENGLEIN et al., 2006). Em 1909 a espécie foi reclassificada por Ferraris com base em
aspectos morfolégicos como Phaeoisariopsis griseola e, por fim, Crus et al. (2006), mediante
estudos com marcadores moleculares, sugeriram Pseudocercospora griseola.

A doenca é particularmente importante em regides tropicais e subtropicais, onde as
temperaturas sdo moderadas e ocorrem periodos de alta umidade relativa (BIANCHINI;
MARINGONI; CARNEIRO, 2005). O inicio do processo de infec¢do no feijoeiro ocorre com
a germinacdo dos conidios, aproximadamente trés horas ap6s a inocula¢do, sendo que a
penetracdo ocorre nos estdbmatos, principalmente na face abaxial das folhas. Os cloroplastos

apresentam sinais de degradacéo trés dias apds a infeccdo, seguindo-se de necrose das células-
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guarda e das células do mesofilo adjacente, desintegracdo do parénquima palicadico e, por fim,
destruicdo da epiderme. Mediante a morte das células e dos tecidos envolvidos, sdo formados
estromas, de onde emergem os conidioforos contendo os conidios (MONDA et al., 2001).

Na porcéo abaxial da folha, sinémios com didmetro de 40 um e comprimento de 500
pm, sdo compostos por conididforos paralelos e escuros, formando tufos visiveis a olho nu. No
apice de cada conidioforo sdo produzidos os conidios hialinos, geralmente septados, com
formato cilindrico e ligeiramente curvo medindo 33,6 a 43,33 um de comprimento e 5,2 a 10,8
pum de largura (LIEBENBERG & PRETORIUS, 1997). A principal forma de disseminacéo dos
conidios ocorre pelo vento, entretanto, goticulas de agua, implementos agricolas e sementes
contaminadas também transmitem o patdgeno (SINGH & SCHWARTZ, 2010).

Os sintomas da mancha-angular podem ocorrer em toda a parte aérea, especialmente
nas folhas e vagens (LIEBENBERG & PRETORIUS, 1997; BOREL et al., 2011). Lesdes em
menor proporgdo também podem ocorrer no caule. Nas folhas primarias, as lesdes geralmente
séo circulares. Nas folhas trifolioladas, as lesGes 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 doenca. As lesdes 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 coloracdo castanho-avermelhada. A infeccdo pode avancar pelas sementes, as quais se
tornam manchadas, mal desenvolvidas e enrugadas. As plantas podem apresentar no caule,
ramos e peciolos lesdes alongadas de coloracdo castanho-escura (BIANCHINI et al., 1997,
PEREIRA etal., 2011). Na auséncia de hospedeiros vivos, o fungo sobrevive em restos culturais
por periodo superior a 19 meses e, nas sementes, por nove ou doze meses (LIEBENBERG &
PRETORIUS, 1997).

2.3 Variabilidade patogénica e controle genético da reacéo a P. griseola

A variabilidade patogénica ou capacidade do patdégeno de causar doencas em
determinadas cultivares de um mesmo hospedeiro é definida como raga (SARTORATO, 2002).
Em 1995 o CIAT, com a finalidade de padronizagéo na caracterizacéo de racgas de P. griseola,
propbs um conjunto de doze cultivares diferenciadoras sendo seis de origem andina e seis de
origem mesoamericana (SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987). Para a
denominacdo da raca, foi proposta a utilizacdo do metodo de Habgood (1970).
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A alta variabilidade patogénica de P. griseola tem sido observada em varias
oportunidades (OROZCO E ARAYA 2005; SILVA et al., 2008; JARA et al., 2015; BALBI et
al., 2009; PEREIRA et al., 2015). Jara et al. (2015) realizaram uma revisao dos trabalhos de
caracterizacdo de racas de P. griseola, de 1995 a 2015. Segundo estes autores, neste periodo
foram caracterizados 589 isolados, em 27 paises diferentes, incluindo paises da Africa, América
Central e América do Sul. Um total de 134 racas de P. griseola foi identificado em todo o
mundo, demonstrando a ampla variabilidade patogénica desse fungo.

Nos ultimos levantamentos realizados no Brasil foi constatada a predominancia de
isolados da raca 63-63 sendo que esta raca suplanta todos os alelos de resisténcia presentes no
conjunto de diferenciadoras (SILVA et al., 2008; BALBI et al., 2009; PEREIRA et al., 2013).
A variacdo na patogenicidade de isolados ja foi verificada até mesmo dentro de uma mesma
raca (63-63), quando inoculados em diferentes grupos de cultivares de feijdo (PEREIRA et al.,
2015; SANGLARD et al., 2015). Segundo Pereira et al. (2015), o conjunto de cultivares
diferenciadoras para determinacdo de racas de P. griseola tem sido ineficiente para detectar a
diferenca apresentada dentro da raca 63-63. Assim, sugeriram uma adequacdo do grupo de

cultivares diferenciadoras de forma que seja detectada a variabilidade dentro da raca 63-63.

Estudos sobre o controle genético da resisténcia do feijoeiro & mancha angular tém sido
realizados, sendo relatada a presenca da resisténcia vertical (CARVALHO et al. 1998;
FERREIRA 2000; NIETSCHE 2000; CAIXETA et al. 2003; MAHUKU et al. 2004;
CHATAIKA etal. 2010; BOREL et al.,2011). A presenca da resisténcia horizontal também tem
sido verificada em inameros trabalhos (AMARO et al. 2007; ARANTES et al. 2010;
MAHUKU et al. 2009; OBLESSUC et al. 2012; PEREIRA et al., 2015).

Pereira et al. (2015) avaliaram a agressividade de racas do patégeno em diferentes
grupos de linhagens de feijoeiro e verificaram a presenca de resisténcia vertical e horizontal,
sendo esta Ultima considerada o principal tipo de resisténcia no patossistema P. griseola-
feijoeiro. Amaro et al. (2007) avaliaram a variabilidade entre linhagens de feijdo durante cinco
ciclos de selecdo recorrente para resisténcia a mancha-angular e observaram uma graduacao
nos sintomas entre as linhagens consideradas resistentes, e atribuiram essa graduacéo ao efeito
ambiental, enfatizando a possivel existéncia de controle poligénico desse carater. Logo, infere-
se que, além de genes com grande efeito (resisténcia especifica), estejam envolvidos genes de
menor efeito ou modificadores, com influéncia do ambiente, sugerindo que o carater reacéo a

P. griseola apresenta heranga quantitativa (MAHUKU et al. 2009).
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Oblessuc et al. (2012) estudaram uma populacdo de 346 linhagens recombinantes (RILS)
provenientes do cruzamento entre IAC-UNA x CAL 143, avaliadas em casa de vegetagédo com
inoculacédo da raca 0-39, e em campo. Foram mapeados varios QTLs em diferentes grupos de
ligacdo. Porém, entre os QTLs identificados, apenas ALS10.1°%YC mostrou efeito importante
em ambos os ambientes, sendo que a baixa correlagdo entre notas de campo e casa de vegetagédo
foi devido principalmente a interacdo gendétipos x ambientes. Utilizando a mesma populagédo
descrita anteriormente e a raca 0-39, Oblessuc et al. (2013) mapearam um QTL no grupo de
ligacdo 10 (ALS10.2P%YC) que explica 5% e 15% da variancia fenotipica nos experimentos de
campo e casa de vegetagéo, respectivamente.

Keller et al., (2015) realizaram um estudo de mapeamento utilizando uma populacéo
oriunda do cruzamento entre G5686 x Sprite, inoculadas com a raca 31-0 em casa de vegetacéo.
Foram identificados trés QTLs associados a variacdo fenotipica envolvidos na expressdo da
reagdo a mancha angular. O principal QTL identificado (ALS4.1°5) foi encontrado no grupo
de ligagdo 4 explicou 75% da variacdo fenotipica. Os outros dois QTLs de menor efeito
(ALS10.1DG, UC, GS e ALS9.1GS) explicaram 4.9 e 1.7 % da variacdo fenotipica,

respectivamente.

2.4 Fenotipagem da severidade da mancha angular do feijoeiro

A fenotipagem da severidade da mancha angular das plantas é importante na
identificacdo de novas fontes de resisténcia, na selecdo de progénies nos programas de
melhoramento, bem como, na identificacdo de locos de resisténcia visando a selecdo assistida
por marcadores. Uma fenotipagem confidvel é uma das etapas fundamentais para que a
avaliacdo da doenca seja precisa, e deve ser realizada de maneira criteriosa. Em programas de
melhoramento e também, na identificacdo de QTLs a precisdo na fenotipagem é essencial para
a selecdo de genotipos favoraveis, visando maximizar os ganhos com a selegdo (OBLESSUC
etal., 2012; REZENDE et al., 2014).

Para identificacdo de progénies ou linhagens resistentes a mancha angular é necessario
quantificar os sintomas e entdo proceder a analise dos dados. Para isso, pode ser avaliada a
severidade da doenca que consiste na porcentagem da area foliar com sintomas. Nesse caso
alguns procedimentos foram sugeridos: o uso de escalas descritivas, escalas diagramaticas,
medidas relativas de area, analise de imagens, sensoriamento remoto, dentre outros. A
utilizacdo de escalas diagramaticas tem sido recomendada e amplamente utilizada nos trabalhos
para a avaliagdo da severidade da mancha angular (VAN SCHOONHOVEN; PASTOR-
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CORRALES 1987: GODOY et al., 1997; NIESTCHE et al., 2001; LIBRELON et al., 2015).
Estas escalas utilizam vérios graus (notas), geralmente de um a nove, para descrever a
intensidade da doenca.

A fenotipagem de plantas em casa de vegetacdo tem sido realizada por meio de
inoculagdo artificial de isolados de P. griseola no estadio de desenvolvimento V3 (SILVA et
al. 2008; PEREIRA et al. 2013; JARA et al., 2015). Neste caso, a inoculacdo é realizada apos
a expansdo completa das folhas trifolioladas, sendo a avaliacao realizada visualmente utilizando
uma escala com nove graus de severidade proposta por Van Schoonhoven; Pastor-Corrales
(1987). Essa medologia é a mais comumente utilizada, tanto para a identicacéo de ragas quanto
para a identificagcéo de fontes de resisténcia em condic¢des controladas.

A avaliacdo da severidade da mancha angular para selecdo de progénies no campo tem
sido realizada com sucesso, no programa de selecdo recorrente visando resisténcia a mancha
angular da Universidade Federal de Lavras, em parceria com a Embrapa Arroz e Feijao
(AMARO et al., 2007; ARANTES et al., 2010; REZENDE et al., 2014; LIBRELON et al.,
2016). Neste programa, a fenotipagem das plantas € realizada no campo, sendo atribuida uma
nota média para a parcela utilizando a escala de VVan Schoonhoven; Pastor-Corrales (1987). A
avaliacdo ¢é realizada 33 dias ap0s o florescimento, na safra da seca, quando as condi¢fes sdo
favoraveis para o desenvolvimento da doenca e ha maior ocorréncia do patdgeno no campo
(REZENDE et al., 2014).

Recentemente, tem sido proposta a avaliacdo precoce de plantas de feijoeiro, ou seja,
no estadio V2, cuja principal vantagem é avaliar um grande ndmero de gendtipos
simultaneamente. A avaliacdo da severidade da mancha angular neste estaddio de
desenvolvimento do feijoeiro, com a utilizacdo de uma escala especifica, tem se mostrado
eficiente na selecdo de progénies e linhagens resistentes (PEREIRA et al., 2011; LIBRELON
et al., 2015; PADUA et al., 2016). Utilizando esta metodologia é possivel acelerar o programa
de selecéo recorrente realizando trés ciclos de avaliacéo, selecdo e recombinagdo por ano em
casa de vegetacdo, ao contrario do método convencional em que é realizado apenas um ciclo
por ano.

Como mencionado, a escolha da estratégia de fenotipagem é essencial em diversas
situacOes para o melhorista na obtencdo de linhagens com resisténcia efetiva e duradoura.
Contudo, ndo existem relatos na literatura da comparacdo entre estes diferentes métodos de

fenotipagem, e qual representaria maiores ganhos para os programas de melhoramento.
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2.5 Uso de mistura de racas de fungos para avaliacéo da resisténcia

A avaliacdo da reacdo de linhagens e progénies de feijoeiro a P. griseola tem sido
realizada por meio da inoculacéo artificial de isolados monosporicos utilizando as ragas mais
frequentes (BALBI et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2014; PADUA et al. 2016 ). No entanto,
quando o nimero de ragas é elevado, torna-se necessaria uma grande quantidade de sementes,
0 que pode inviabilizar a avaliagdo das progénies em um programa de melhoramento
(FALLEIROS 2016). Além disso, a inoculacdo de apenas uma ou poucas racas pode explicar a
dificuldade dos melhoristas em obter cultivares com resisténcia duravel que seja efetiva em
diferentes locais (CHILIPA et al., 2016; WANJAU et al., 2016).

Desta forma, uma alternativa para a avaliacdo de gendtipos quanto a resisténcia genética
€ 0 uso de uma mistura de isolados das diferentes racas do patégeno. Estudos utilizando mistura
de isolados tém sido realizados com sucesso em diferentes patossistemas (MEBRATE; COOKE
2001; OHE; MIEDANER 2010; CHILIPA et al., 2016; WANJAU et al., 2016; FALLEIROS
2016).

A avaliacdo de progénies utilizando inoculagéo artificial de uma mistura de isolados tem
sido utilizada em alguns trabalhos visando a selecdo de genotipos resistentes (BOTELHO et al.,
2011; MACCAFERRI et al., 2008; WANJAU, 2016). Neste caso, a inoculacdo de mistura é
utilizada para garantir a predominancia das racas presentes nas principais areas produtoras,
constituindo-se de uma alternativa para viabilizar a avaliacdo de progénies no programa de
melhoramento. No entanto, nestes estudos, os isolados utilizados para compor a mistura néo
foram previamente caracterizados quanto a agressividade.

Mebrate; Cooke (2001) realizaram um estudo no patossistema Stagonospora nodorum-
trigo, com o objetivo de comparar o progresso da doenca, utilizando trés isolados monosporicos
e uma mistura destes isolados. Estes autores verificaram menor periodo de incubacdo e maior
severidade da doenca quando se utiliza a mistura de isolados ou o isolado mais agressivo. Ohe;
Miedaner (2010) realizaram um estudo no patossistema Fusarium graminearum-trigo, com o
objetivo de verificar a agressividade de isolados e misturas binarias do fungo quando inoculados
nas plantas, e a competicdo de isolados presentes na mistura. De forma semelhante ao trabalho
citado anteriormente, estes autores concluiram que ndo existe diferenca na agressividade entre
a mistura e o isolado mais agressivo. Com a utilizagdo de marcadores moleculares verificou-se

a ocorréncia de competicédo entre os isolados da mistura.
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Chilipa; Lungu; Tembo (2016) avaliaram a severidade da antracnose em diferentes
progénies do feijoeiro inoculados com as ragas 54 e 311, utilizando os isolados separadamente
e em mistura. Com base nos resutados obtidos os autores sugeriram que, devido aos efeitos
sinergisticos da mistura de isolados de C. lindemuthianum, sua utilizacdo é adequada para
selecionar gendtipos de feijdo resistentes nos programas de melhoramento. Falleiros (2016)
avaliaram a severidade da antracnose do feijoeiro em diferentes linhagens, a partir da
inoculacdo das racas 65, 73 e 81 individualmente e também em misturas. A partir dos resultados
obtidos, foi evidenciado que a mistura de racas de C. lindemuthianum foi eficiente na avaliacédo
da severidade da antracnose e que a maioria das misturas de racas de C. lindemuthianum

apresentaram maior agressividade que as racas individualmente.

2.6 Marcadores microssatélites em estudos de diversidade genética

O uso de marcadores moleculares no melhoramento genético tem se tornado frequente
devido a suas diversas vantagens, como por exemplo: elevado polimorfismo, inexisténcia de
influéncia ambiental, distribui¢do ao longo de todo genoma e o fato de serem herdaveis. Esta
ferramenta tem sido utilizada em analise genética com as mais diversas finalidades, entre estas:
estudos de fluxo génico, estimativa de taxa de cruzamento e parentesco, analise de diversidade
genética, identificacdo de gendtipos (fingerprinting), construcdo de mapas genéticos, selecdo
assistida por marcadores, dentre outros. Existe atualmente uma variedade enorme de
marcadores moleculares, cuja escolha ira depender de inimeros fatores, tais como: objetivo da
pesquisa, recursos financeiros e infraestrutura disponivel (SANTOS 2011).

Nos ultimos anos, grandes esforcos tém sido realizados para desenvolver marcadores
moleculares e sequenciar o genoma do feijoeiro comum, visando ampliar a exploracdo dos
recursos gendmicos dessa espécie. Dentre os marcadores moleculares utilizados nos estudos de
genética molecular do feijoeiro, destacam-se os microssatélites (MULLER et al., 2014). A
vantagem na utilizacdo desses marcadores consiste no fato de serem multialélicos, possuirem
heranca codominante, ampla distribuicdo no genoma, alta taxa de polimorfismo, necessitarem
da utilizagéo de pequena quantidade de DNA dos individuos sob analise, alta reprodutibilidade
por meio de PCR e ndo sofrerem influéncia ambiental (ANDRADE et al., 2013; SCHUSTER
et al., 2004). Além disso, os SSRs sdo reconhecidos internacionalmente como descritores
moleculares para varias analises de caracterizacdo genotipica, tais como, avaliacdo de pureza

em sementes, mapeamento genético, teste de paternidade, identificacdo de QTLs, selecédo
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assistida e estudos de divergéncia genética (JESUS et al., 2006; RAMOS et al., 2006;
SHUSTER et al., 2004; MULLER et al., 2014).

Nos programas de melhoramento genético do feijoeiro, 0s marcadores SSR podem ser
utilizados como ferramentas para auxiliar no planejamento de cruzamentos e a escolha de
genitores, bem como na caracteriza¢do de linhagens pertencentes a bancos de germoplasma,
uma vez que permitem uma analise dos gendtipos por meio de estudos de diversidade genética
(CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al., 2014). A caracterizacdo de linhagens de feijoeiro
por meio de marcadores SSR tém sido realizado com sucesso em varias oportunidades
(MULLER et al., 2015; ZARGAR et al., 2016; CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al.,
2014).

Cardoso et al. (2013) estimaram a diversidade genética de 172 linhagens e cultivares do
feijoeiro utilizadas em cinco ciclos de ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU), conduzidos
nos ultimos oito anos pelo programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijdo. Foram
utilizados nove sistemas de genotipagem multilocus compostos por 24 marcadores SSRs
polimorficos. Foram identificados 187 alelos, com média de 7,79 alelos por loco e uma
diversidade genética média de 0,65. Foram idenficadas linhagens com maior divergéncia
genética, o que permite o uso destas informacgdes para planejamento de cruzamentos entre
linhages elite com baixo grau de parentesco genético.

Cardoso et al. (2014) caracterizaram cultivares comerciais de feijdo desenvolvidas em
varias instituicdes de pesquisa do Brasil, usando marcadores microssatélites com objetivo de
determinar o grau de diversidade genética entre as amostras analisadas. Foram utilizados 24
marcadores SSRs polimorficos sendo identificados um nimero médio de alelos por loco e a
diversidade genética de 8,29 e 0,65, respectivamente. Os perfis obtidos para as diferentes
cultivares podem ser utilizados como descritores moleculares para complementar os descritores
tradicionais usados em testes de distin¢do, uniformidade e estabilidade (DHE), melhorando
assim a rastreabilidade das amostras e seus derivados, auxiliando na protecdo de cultivares.

Muller et al. (2015) estimaram a diversidade genética de 88 acessos do banco de
germoplasma da Universidade Federal de Vigosa, utilizando 24 marcadores microssatélites.
Foram identificados 9,9 alelos por loco e uma diversidade genética média de 0,72. As analises
de agrupamento e a estrutura genética permitiu a distin¢do entre gendtipos de origem andina e
mesoamericana, possibilitando ainda a separacdo de linhagens melhoradas e ndo melhoradas,
dentro do grupo mesoamericano. Zargar et al. (2016) caracterizaram 51 gendtipos de feijdo

provenientes de diferentes regides da india utilizando 23 marcadores microssatélites. Foram
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identificados 268 alelos, e uma diversidade genética média de 0,30, sendo observado um
elevado nivel de diversidade genética dentro da populagéo.
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CAPITULO 1

ESTRUTURA E DIVERSIDADE GENETICA ENTRE LINHAGENS DE FEIJOEIRO
COM BASE EM MARCADORES MICROSSATELITES

RESUMO

A caracterizacdo da variabilidade genética entre linhagens do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris) é de grande importancia para o eficiente gerenciamento dos programas de
melhoramento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética entre 149 linhagens
de feijoeiro. Para a andlise da diversidade foram utilizados 18 marcadores microssatélites
(SSRs) polimorficos distribuidos em nove dos 11 cromossomos do feijoeiro. Foram
identificados 127 alelos, com média de 7,47 alelos por loco e diversidade média de 0,55. As
estimativas das similaridades genéticas variaram de 0 a 0,96. A partir da abordagem utilizada
para inferir quanto a estrutura genética populacional, verificou-se a separagdo das linhagens em
sete grupos (K=7). Os marcadores SSRs utilizados foram Uteis para estimar diversidade
genética/estrutura genética das linhagens pertencentes a colecéo de trabalho do Programa de
Melhoramento da Universidade Federal de Lavras, bem como, para separar as linhagens em
grupos de maior similaridade genética.
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ABSTRACT

Characterization of genetic variability among common bean lines (Phaseolus vulgaris) present
great importance for efficient management of breeding programs. Objective of this study was
evaluate genetic diversity among 149 common bean lines. Eighteen polymorphic microsatellite
markers distributed across nine different chromosomes of common bean were used. One
hundred and twenty seven alleles were identified, with average of 7.47 alleles per locus and
average diversity among loci of 0.55. Estimates of genetic diversity, ranging from 0 to 0.96.
Using an approach to infer genetic population structure, bean lines were separated into seven
groups (K = 7). SSR markers used were useful to estimate genetic parameters in common bean
germplasm, as well as to separate bean lines evaluated in groups of greater genetic similarity.
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1 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma espécie amplamente cultivada, sobretudo
nos paises em desenvolvimento. Os grdos sdo considerados excelentes fontes de proteinas,
carboidratos, fibras, vitaminas e minerais, principalmente para a populacdo de baixa renda
(AKOND et al., 2011; BLAIR 2013). O elevado valor nutritivo e a alta taxa de consumo fazem
do feijoeiro uma cultura de grande importancia para a populagdo em paises em desenvolvimento
da Africa, Asia e América Latina (BEBBE 2010; DDAMULIRA et al., 2015).
Aproximadamente 60% da producdo de feijio esta concentrada em seis paises: india, China,
Myanmar, México, Estados Unidos da América e Brasil, sendo este Gltimo o maior produtor e
consumidor mundial dessa leguminosa (FAO, 2015).

O Setor de Genética e Melhoramento de Plantas da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), possui uma colecdo de trabalho contendo linhagens elite e cultivares, além de
linhagens provenientes de varios ciclos do programa de selecdo recorrente visando a resisténcia
a mancha angular. Essas linhagens de feijoeiro pertencem a varios tipos de graos: preto, roxo,
rosinha, rajado, vermelho e carioca. No entanto, a maioria dos acessos possuem grdos tipo
carioca, uma vez que o programa de melhoramento da UFLA, desde a recomendacéo da cultivar
Carioca, tem dado énfase a obtencdo de linhagens com esse tipo de grdo (MATOS,
RAMALHO; ABREU 2007). Considerando as linhagens com um mesmo tipo de gréo, a
distingdo de genotipos diferentes por meio, exclusivamente, de avaliacdo fenotipica torna-se
impraticavel, uma vez que estas diferentes linhagens apresentam alta similaridade para os
descritores morfologicos. A caracterizacdo genética das linhagens de feijoeiro provenientes
deste programa de melhoramento ndo tem sido relatada na literatura. Portanto, o uso de
marcadores moleculares podem auxiliar os melhoristas na avaliacéo do nivel de variabilidade
genética entre os gendtipos, principalmente dentro de cada tipo de grdo. Nos programas de
melhoramento genético do feijoeiro, marcadores moleculares microssatélites (SSR - Simple
Sequence Repeats) tém sido utilizados como ferramentas para estudos de diversidade e
estruturacdo populacional, bem como, para auxiliar no planejamento de cruzamentos e na
escolha de genitores, além de outras aplicac¢fes visando a caracterizacdo molecular de linhagens
pertencentes a colecOes de trabalho dos programas de melhoramento (CARDOSO et al., 2013;
CARDOSO et al., 2014; MULLER et al., 2015; ZARGAR et al., 2016).

Os sistemas de genotipagem automatizados usando microssatélites estdo disponiveis
para analises genéticas em varias espécies de plantas, incluindo o feijao (BORBA et al., 2009;
CARDOSO etal., 2013; CARDOSO et al., 2014). Esses sistemas possuem varias vantagens em
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relacdo aos métodos convencionais de genotipagem, uma vez que anélises simultaneas podem
ser realizadas envolvendo maior nimero de locos, ha redugdo no tempo demandado para a
genotipagem de um grande nimero de individuos, além de maior precisdo na determinacdo dos
alelos. Resultados promissores tém sido obtidos na avaliacdo de linhagens do feijoeiro com o
uso desta metodologia (CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al., 2014; VALDISSER et al.,
2013; MORAES et al., 2016). Assim, a utilizagcdo desses marcadores para a caracterizagao
molecular das linhagens da colecdo de trabalho do programa de melhoramento da UFLA
podera contribuir para o melhor entedimento sobre a diversidade genética, grau de parentesco
e estrutura populacional, fornecendo informagdes complementares importantes aos melhoristas.

Diante do exposto, uma analise molecular das linhagens da cole¢do de trabalho do
programa de melhoramento da UFLA foi realizada com marcadores SSR e seus resultados e

implicacdes nos programas de melhoramento genético foram discutidas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Genotipos utilizados

Um conjunto de 149 gendtipos do feijoeiro, sendo 20 linhagens comerciais langadas por
instituicGes de pesquisa do Brasil, 55 linhagens do programa de selecdo recorrente visando
resisténcia a mancha angular e 74 provenientes dos ensaios de valor de cultivo e uso (VCU-
cores, VCU- Carioca e VCU-Preto) da Universidade Federal de Lavras. As linhagens
caracterizadas foram: 122 gréo tipo carioca; 13 gréo tipo preto; 7 gréo tipo roxo; 3 grao tipo
rajado; 3 tipo rosinha; 1 vermelho. A predominancia de linhagens com gréos carioca ocorreu
devido a importancia desta classe comercial para o Brasil, sendo que a maioria das linhagens

pertencem ao pool génico Mesoamericano (Apéndice-Tabela 1).

2.2 Extracdo de DNA e genotipagem com marcadores SSR

A extracdo do DNA gendmico das linhagens de feijdo analisadas foi realizada a partir de
amostras compostas pelo tecido foliar de 10 plantas de cada um dos gendtipos, coletadas em
bulk, utilizando o método do CTAB, conforme metodologia descrita por Ferreira; Grattapaglia
(1998). O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria, no equipamento NanoDrop®
(ND-1000 UV-Vis). Posteriormente, as amostras de DNA foram diluidas em agua ultra-pura,

até a concentracdo de 5,0 ng puL™.
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As reacOes de amplificacdo do DNA com os marcadores SSR foram realizadas em
sistemas de genotipagem multiloco semiautomatizada, utilizando 20 pares de primers que
flanqueiam regiGes microssatélites no feijoeiro-comum, marcados com as fluorescéncias 6-
FAM™, HEX™_ NED™, PET™ ¢ VIC™ (Morais et al. 2016 — Tabela 2). Cada reacéo foi
constituida por 1,0 ng de DNA gendmico, 2,5 uL de Master Mix (QIAGEN Multiplex PCR
Kit), 0,5uL de Q-solution, 0,1 pL de cada par de primers (10 uM) e o volume final foi
completado com &gua ultra-pura para 5,0 pL. As condi¢cdes de amplificacdo incluiram as
seguintes etapas: i) um ciclo inicial a 95°C por 15 minutos (desnaturacdo inicial); ii) 40 ciclos
compostos por uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, seguida por outra etapa de
anelamento a 56°C por 90 segundos; e iv) um ciclo final a 72°C por 10 minutos (extensao final).
Os fragmentos de DNA amplificados foram identificados via eletroforese capilar, conduzida na
plataforma ABI3500 GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems), utilizando o filtro “D” para
deteccdo das fluoresceinas. Os dados foram processados com o aplicativo Foundation Data
Collection v.2.0 (AppliedBiosystems) e genotipados com o aplicativo GeneMapper v.3.5

(AppliedBiosystems).

Tabela 2. Marcadores microssatélites utilizados para a caracterizacdo molecular de linhagens
de feijoeiro, incluindo o nome do loco, tamanho do alelo, sua respectiva fluorescéncia e
Cromossomos.

Sequencial Locus Tamanho do alelo (pb)  Fluorescéncia Cromossomo
1 BM 114" 230-260 6- FAM 9
2 BM 143" 100-170 HEX 2
3 BM 164 130-190 NED 2
4 PVBR25" 140-180 6-FAM 9
5 PVBR169" 195-220 HEX 3
6 BM155 100-145 HEX 5
7 BM189" 80-120 NED 3
8 BM202" 100-173 6-FAM 11
9 BM210" 160-220 NED 7
10 PVBR35" 190-260 6-FAM 4
11 PVBR5" 160-220 HEX 6
12 BM113" 60-110 NED 6
13 BM187" 120-220 HEX 6
14 PVBR272" 70-135 6- FAM 2
15 PVBR87" 150-201 NED 5
16 BM181" 170-250 NED 5
17 BM 183" 130-170 6-FAM 7
18 BM201" 90-120 NED 1
19 PVBR11" 175-192 HEX 2
20 PVBR163" 180-350 6- FAM 6

* Marcadores que apresentaram polimorfismo no presente trabalho
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2.3 Analises estatisticas

A diversidade genética entre as linhagens por meio dos marcadores foi determinada
usando estimativas da frequéncia alélica, o numero de alelos por loco, heterozigosidade
esperada (He) e observada (Ho) e PIC (Polymorphism Information Content), de acordo com
Ney (1987). As frequéncias alélicas e o numero de alelos efetivos foram estimados de acordo
com Cruz; Ferreira; Pessoni (2011). Apenas os locos que apresentaram alelos com frequéncia
alélica inferior a 95% foram considerados polimorficos.

A partir dos dados de genotipagem, e considerando que os marcadores SSR sdo
codominantes, foram estimados os coeficientes de dissimilaridade ponderados (1 - Sij) (CRUZ;
CARNEIRO, 2006). Para facilitar a identificacdo visual de grupos de linhagens quanto ao grau
de similaridade, foi utilizado o método hierarquico da ligagdo média ndo ponderada entre
grupos (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) para construcdo de
um dendograma. De acordo com essa metodologia, foram utilizadas as médias ndo ponderadas
das medidas de dissimilaridade com a finalidade de evitar que os valores extremos influenciem
na caracterizacao dos genotipos considerados. O dendograma foi obtido com o auxilio do pacote
APE (Analyses of Phylogenetcis and Evolution) no programa R.

A estrutura genética da populacdo também foi estudada empregando o método
bayesiano proposto por Pritchard et al. (2000), utilizando o software STRUCTURE v.2.2.4. A
estrutura dos genotipos foi classificada em “K” subpopulagdes, de acordo com suas
similaridades genéticas. O modelo admixture foi aplicado, com frequéncias alélicas
correlacionadas e nenhuma informacdo anterior sobre a populacéo foi utilizada. Para o calculo
do ndamero de subpopulacdes (k), foram utilizados os seguintes parametros: 10 corridas
independentes com k variando entre 1 e 10, sendo realizadas 10 interagcdes para cada valor de
K, 500.000 burn-ins e simulacBes de Monte Carlo Cadeias de Markov (MCMC). Para
determinar o nimero de grupos genéticos, ou seja, o valor de K mais provavel, utilizou-se o
critério proposto por Evanno et al. (2005), utilizando o software Structure Harvester v0.6.93
(EARL; VONHOLDT, 2011).

3 RESULTADOS

A partir dos 20 marcadores microssatélites utilizados para a analise molecular das
linhagens de feijoeiro, verificou-se que 18 locos foram polimdrficos, sendo identificado um

total de 131 alelos, com variagdo de 3 a 14, com média de 7,27 por loco, sendo os primers PV-
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272, PV-163 e PV-87 os mais informativos. A heterozigosidade média observada (Ho) foi
menor que a heterozigosidade média esperada (He) para a maioria dos locos analisados (Tabela
3).

A He encontrada foi de 0,56, variando de 0,09 no loco BM 181 a 0,76 no loco PV 25
(76%), sendo que 67% dos locos apresentaram estimativas maiores que 0,5. A Ho entre 0s
diferentes locos foi de 22%, variando de 0 no loco BM 181 a 0,91 no loco PV 87, sendo que
44% dos locos apresentaram estimativas maiores que 0,2. O namero de alelos efetivos (Ne)
variou de 1,10 a 4,17, com média de 2,60. A frequéncia alélica maxima (Frmax) entre os locos

polimérficos variou de 37% a 95% (Tabela 3).

Tabela 3. Descritores genéticos de 18 locos microssatélites polimorficos, incluindo o nimero
de alelos por loco (Na), frequéncia alélica maxima (Frvax), heterozigosidade esperada (He),
heterozigosidade observada (Ho), nimero de alelos efetivos (Ne) e Polymorphism Information
Content (PIC).

Locus Tamanho da Na Frmax He Ho Ne PIC
banda (pb)

BM 183 142-172 7 0.602 0,580 0,159 2,380 0,580
PV163 210-310 12 0.689 0,508 0,159 2,030 0,508
BM 143 111-163 9 0.493 0,696 0,278 3,289 0,696
PV25 155-177 10 0,370 0,760 0,252 4,167 0,760
PV5 165-193 9 0.462 0,729 0,205 3,690 0,729
PV35 204-250 5 0.495 0,562 0,152 2,283 0,562
PVv87 160-196 14 0.447 0,735 0,914 3,773 0,735
BM 114 245-257 6 0,831 0,301 0,060 1,430 0,301
BM187 162-188 9 0.700 0,491 0,225 1,964 0,491
BM181 182-188 4 0.950 0.089 0 1,097 0.089
BM113 81-97 6 0.702 0,473 0,185 1,897 0,473
BM202 134-154 4 0.589 0,502 0,093 2,008 0,502
BM201 98-112 5 0.646 0,546 0,146 2,202 0,546
PV169 203-211 3 0.765 0,363 0,166 1,569 0,363
BM189 103-111 3 0.804 0,328 0,086 1,488 0,328
BM210 166-186 9 0.446 0,704 0,139 3.412 0,704
PV272 85-113 12 0.402 0,746 0,245 3,937 0,746
PV11 180-188 4 0.698 0,443 0,238 1,795 0,443
Média - 7,47 - 0,558 0,217 2,604 0,556
Total - 131 -

Com base nos 131 alelos analisados, oriundos dos 18 marcadores polimérficos entre 0s
gendtipos analisados, foram obtidas as estimativas das similaridades genéticas entre as
linhagens, que variaram de 0 a 0,96. Para melhor visualizag&o, foi construido um dendograma
(Figura 1). A maior estimativa de similaridade genética foi encontrada entre as linhagens MAX-
4 e MAX-11 (0,96). Ja as cultivares MAX-5 e Radiante apresentaram a menor estimativa de

similaridade genética.
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Figura 1. Dendograma gerado pelo método UPGMA, por meio da matriz de dissimilaridade

entre 149 linhagens de feijdo comum avaliadas, considerando 18 locos microssatélites. Acessos

representados com a mesma cor possuem alta similaridade genética e pertencem ao mesmo

agrupamento.
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De acordo com as analises para estimar o nimero ideal de grupos, utilizando o programa

Structure, o agrupamento mais adequado para 0s 149 gendtipos de feijdo comum, tomando por
base 0 método de Evanno et al. (2005), foi de K=7 (Figura 2 e 3).

Figura 2. Representacdo grafica do nimero ideal de grupos baseados na no programa Structure

inferido utilizando o critério de Evanno et al. (2005). A analise foi baseada em dados obtidos a

partir de 18 locos SSR polimorficos e 149 genotipos de feijao, avaliados quanto a diversidade
genetica.
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Figura 3. Estrutura populacional inferida pela abordagem Bayesiana com base em 18 locos
SSR com valor de K= 7. Cada barra solida representa um Unico genotipo, sendo o nimero
abaixo das barras correspondente a ordem dos acessos na Tabela 1. As barras com diferentes
cores representam genotipos pertecentes a diferentes subpopulacfes. As barras com mais de

uma cor representam genotipos com admixture, ou seja, pertecentes a mais de uma

subpopulacéo.
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4 DISCUSSAO

As linhagens das colegbes de trabalho s&o caracterizados principalmente com a
utilizacdo de descritores morfoldgicos, no entanto, a caracterizacdo molecular pode auxiliar nos
programas de melhoramento do feijoeiro. As informacgdes fornecidas por estes marcadores
podem ser Gteis para os melhoristas, na identificagdo da divergéncia entre gendtipos utilizados
em cruzamentos, além de auxiliar na escolha de linhagens a serem utilizadas em futuros estudos
de mapeamento associativo. Analise com marcadores microssatélites tem se mostrado
vantajosa, devido a praticidade, além de ter se mostrado promissora na avaliacdo de linhagens
do feijoeiro em algumas oportunidades (CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al., 2014). A
genotipagem dos individuos no presente estudo utilizou marcadores microssatélites, com uso
de um sistema semi-automatizado e multilocus, apresentando um aumento na automacao e
eficiéncia dos reagentes para analises moleculares. Neste trabalho foram utilizados 20
marcadores microssatélites que ndo apresentam evidéncia de ligacdo, sendo distribuidos em

nove dos 11 cromossomos no genoma do feijoeiro (MORAES et al., 2016). Esses marcadores
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sdo derivados de sequéncias repetidas em que os alelos diferem em 2pb, sendo este tipo de
marcador microssatélite o mais utilizado em estudos de diversidade genética no feijoeiro devido
a sua abundancia e facilidade de identificacdo no genoma (VELOSO 2014; CARDOSO et
al.,2013; MORAES et al., 2016).

Os SSRs utilizados neste trabalho permitiram detectar multiplas formas alélicas por loco
génico (SSRs nA =7,47), e as estimativas de diversidade genética foram relativamente elevadas
(HE = 0,56), possibilitando a discriminacéo genética das 149 linhagens avaliadas. Do ponto de
vista do melhoramento genetico, essas informacgdes podem auxiliar na selecdo de linhagens que
possuam alelos mais divergentes com potencial de incorporacdo em blocos de cruzamentos,
contribuindo efetivamente para a ampliagdo da base genética no pool génico do germoplasma
melhorado (CARDOSO et al. 2013).

As estimativas de He foram superiores em relagdo a Ho, indicando excesso de
homozigose para a maioria dos locos avaliados em relagdo a uma populacdo ideal (Tabela 3),
conforme o esperado. Ho é um indice de diversidade genética influenciado pelo modo de
reproducdo da espécie, apresentando baixa magnitude em espécies autdgamas, uma vez que
neste caso a reproducao por autofecundacdo faz com que grande parte dos locos se encontrem
em homozigose (ZIZUMBO-VILLARREAL et al, 2005; FERREIRA et al., 2007). No entanto,
isso ndo foi verificado para o loco PV 87, semelhante ao obtido por VELOSO (2011), sendo
neste caso a Ho (0,91) maior que a He (0,73). E necessario considerar, contudo, que em varios
locos SSR em feijdo pode ocorrer heterozigose, mesmo apos 24 geracdes de autofecundacéo
(RODRIGUES; SANTOS, 2006).

A diversidade genética também pode ser compreendida pela estimativa do nimero
efetivo de alelos (Ne= 2,60), sendo esta estimativa a representagdo de alelos igualmente
frequentes em uma populacéo ideal, em Equilibrio de Hard-Weinberg, necessario para se atingir
um valor determinado de ‘He’. No presente trabalho, essa estimativa foi inferior ao numero
médio de alelos por loco (Na= 7,47), indicando a presenca de alelos privados na populacao.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos com microssatélites em linhagens de
feijado comum (VELOSO et al., 2014).

Os marcadores utilizados no presente trabalho, pertencentes a serie "BM" e "PVBR", ja
foram previamente utilizados em outros estudos de diversidade genética. Sendo assim os dados
obtidos no presente trabalho permitem a comparacdo com outros estudos ja realizados com
linhagens de diferentes bancos de germoplasma. No presente estudo verificou-se que 0 nimero
médio de alelos de 7,47 e um PIC médio de 0,55. Estudos de diversidade genética utilizando

estes marcadores verificaram nimero médio de alelos e PIC médio inferiores ao presente estudo
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(BENCHIMOL et al., 2007; METAIS et al. 2002; BLAIR et al., 2009; VELOSO 2014). No
entanto, outros trabalhos mostram uma maior diversidade, provavelmente devido ao maior
nimero de genotipos e marcadores avaliados e ao menor parentesco entre as linhagens
avaliadas. (CARDOSO et al., 2013; CARDOSO et al., 2014; MULLER et al., 2015). Deve se
ressaltar que valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos (MCMANUS
et al., 2011). O valor de PIC reflete tanto o nimero de alelos assim como a frequéncia de cada
alelo, sendo maior quando o numero de alelos for alto e as frequéncias alélicas mais
equivalentes, podendo assim ser considerado sinénimo de heterozigosidade esperada (He) e
diversidade genética (ROBINSON, 1998).

Os marcadores ‘BM 164’ ¢ ‘BM 144’ ndo apresentaram polimorfismo no presente
trabalho, corroborando com dados existentes na literatura (CARDOSO et al 2013; 2014). O
marcador PV-163 apresentou alto polimorfismo para as linhagens avaliadas, com 12 alelos (He
de 0,51), semelhante aos resultados obtidos por Muller et al., (2015) ao utilizar este marcador,
sendo verificado um alto polimorfismo na populacéo estudada (23 alelos, He de 0,89). Segundo
Nagasaki et al. (2010), dependendo da finalidade do estudo e do grupo de germoplasma
avaliado, diferentes conjuntos de marcadores devem ser utilizados, sendo que 0 uso de grupos
de marcadores comuns torna-se atrativo, pois possibilita o compartilhamento de resultados e
consolidacéo de um banco de dados integrados.

A maior estimativa de similaridade genética foi verificada entre as linhagens MAVIII-
128 e MAVIII-5. Ambas as linhagens sdo provenientes do VIII ciclo do programa de selecéo
recorrente visando resisténcia a mancha angular da Universidade Federal de Lavras/ Embrapa
Arroz e Feijdo e possuem alta frequéncia de alelos em comum. No entanto também é possivel
verificar divergéncia genética entre as linhagens de um mesmo ciclo deste programa, observada
no dendograma e na andlise da estrutura populacional (Figura 1; Figura 3). O programa de
selecdo recorrente visando resisténcia a mancha angular, utilizou para a formacéo da populacéo
base, gen6tipos com diferentes tipos de gréos e origens (AN512561, AND-277, Ouro Negro,
Campuesto Negro Chimaltengo, CAL143, MAR-2, MAR-1, G5686, MA4.137 e Jalo), o que
pode explicar a variabilidade genética existente entre as linhagens do programa observadas
neste estudo.

A existéncia de diversidade genética entre linhagens oriundas de ciclo avancado do
programa de selecao recorrente, pode confirmar a existéncia variabilidade mesmo apds varios
ciclos de selecédo e recombinacéo. A selecéo recorrente € um método em que a variabilidade genética
é liberada ao longo das geragdes, e esse fato tem sido confirmado em alguns estudos (DUDLEY;

LAMBERT, 2010). Estas informacfes podem ter utilidade pratica em programas de
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melhoramento. Em programa de selecdo recorrente, existe um limite de genitores que séo
recombinados a cada ciclo. Considerando que em um determinado ciclo sejam selecionadas 50
linhagens com resisténcia ao patdgeno e o limite de linhagens a ser recombinado seja de apenas
20 genitores, € possivel selecionar com base na diversidade genética das linhagens, utilizando
as 20 linhagens mais divergentes com base na analise pelos marcadores, garantindo uma maior
variabilidade para os ciclos posteriores.

A partir do dendograma e da analise da estrutura populacional (Figura 2;3), € possivel
observar que 0s maiores agrupamentos formados sdo compostos principalmente por linhagens
de grao comercial tipo carioca. Entretanto, algumas linhagens do tipo carioca se apresentaram
mais similares as do tipo preto, evidenciando que a existéncia de alelos caracteristicos de um
grupo que também podem ser encontrados no outro grupo, devido a existéncia de parentesco
entre estas linhagens. Nos programas de melhoramento para obtencdo de cultivares, sdo
realizados cruzamentos utilizando-se genitores de grupos comerciais distintos (preto, carioca,
roxo, rajado, entre outros) visando associar alelos favoraveis presentes em diferentes genitores
(Tabela 1). Portanto, as analises de agrupamento foram eficientes para separar as cultivares em
grupos de maior similaridade genética, porém ndo houve formacdo de grupos definidos que
separassem o tipo comercial carioca do tipo comercial preto em razéo da origem das cultivares
e dos marcadores utilizados, corroborando com dados existentes na literatura (VELOSO et al.,
2014).

A menor estimativa de similaridade foi observado entre as cultivares MAX-5 e
Radiante. As duas linhagens pertencem a tipos comerciais e grupos génicos distintos, sendo a
MAX-5 tipo carioca e grupo mesoamericano e Radiante gréo tipo rajado e grupo andino. As
cultivares RAD 155 e Radiante que é do tipo comercial Rajado, apresentaram alta divergéncia
em relacdo a todas as outras estudadas (Figura 2).

A partir da analise de estrutura populacional € possivel identificar sete subpopulacdes
distintas (K=7) (Figura2;3), contrastante com os resultados obtidos por Muller et al. (2015) e
Cardorso et al. (2013) que observaram K=3 e 2 respectivamente nas populagdes avaliadas. De
forma geral, é possivel observar que as linhagens provenientes de um mesmo programa de
melhoramento, ou de mesma instituicdo de origem, apresentam uma maior similaridade
genética considerando os marcadores utilizados. Portanto, ratifica-se que na escolha de
genitores para iniciar um programa de melhoramento devem ser selecionadas linhagens de
subpopulacdes distintas e se possivel, de diferentes programas de melhoramento. E possivel
observar divergéncia genética entre linhagens de grao tipo carioca corroborando com dados
existentes na literatura (VELOSO et al., 2014).
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Os marcadores SSRs utilizados foram Uteis para estimar pardmetros genéticos no
germoplasma do feijoeiro bem como para separar as linhagens em grupos de maior similaridade
genética, sendo portanto indicados para serem testados em outros bancos de germoplasma,
principalmente para programas com predominancia de acessos de origem mesoamericana. Uma
vez que linhagens distintas de diferentes bancos de germoplasma tenham sido caracterizados
com esses marcadores, seria interessante o compartilhamento de informagfes entre os

diferentes programas de melhoramento.
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6 APENDICE
Tabela 1. Linhagens de feijoeiro comum e seus respectivos tipos de graos, instituicdo ou local
de origem.
Acesso Linhagem Tipo de gréo Origem
1 MAVII-127 Carioca UFLA!
2 MAIII-16.155 Carioca UFLA
3 MAVI-24 Carioca UFLA
4 MAIII-17.159 Carioca UFLA
5 MAVIII-5 Carioca UFLA
6 MAVII-129 Carioca UFLA
7 MAI-18.13 Carioca UFLA
8 MAVIII-128 Carioca UFLA
9 MAII-10 Carioca UFLA
10 MAVII1-244 Carioca UFLA
11 MAI-2.10 Carioca UFLA
12 MAVIII-78 Carioca UFLA
13 MAVIII-34 Carioca UFLA
14 MAV-5.60 Carioca UFLA
15 MAV-14.206 Carioca UFLA
16 MAII- 22 Carioca UFLA
17 MAVII-2 Carioca UFLA
18 MAVIII-94 Carioca UFLA
19 MAI-6.10 Carioca UFLA
20 MAI- 2.5 Carioca UFLA
21 MAIII-16.159 Carioca UFLA
22 MAII-8 Carioca UFLA
23 MAVII1-89 Carioca UFLA
24 MAIV-15.203 Carioca UFLA
25 MAV-3.36 Carioca UFLA
26 MAIII-9.91 Carioca UFLA
27 VC-26 Carioca UFV?
28 MAIX-5 Carioca UFLA
29 Carioca Carioca IAC®
30 E 09/10-8 Carioca UFLA
31 CXI-26 Carioca UFLA
32 MBC1-31/32 Carioca UFLA
33 BRSMG-Talisma Carioca Embrapa/UFLA/UFV/Epamig
34 CNFC 11-06 Carioca EMBPRAPA Arroz e Feijao
35 BRS Ametista Carioca EMBPRAPA Arroz e Feijao
36 CXII-1 Carioca UFLA
37 CNFC 11-08 Carioca EMBPRAPA Arroz e Feijdo
38 MBC1 17/5 Carioca UFLA
39 CXIl1-23 Carioca UFLA
40 MAIX 14 Carioca UFLA
41 CXI1-13 Carioca UFLA
42 MBCO-22/3 Carioca UFLA
43 MAIX 12 Carioca UFLA
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

CXII-8
MAIX-4
RPCVIII-1
MBC1-36/8
E09/10-28
MAV-1.7
MAVI1I-92
MAVI-60
RPCVIII-4
Carioca MG
MAVI-39
MAIII-17.185
MAII-16
MAIV-15.204
MAVI -21
MAIV-8.102
CXII-15
MAI-8.9
MAIV-18.259
MAIV-15.524
MAVI-20
MAV-7.85
E09/10-7
E09/ 10-27
VC 27
VC 25
CXIl1-6
BRSMGMadrepérola
VC 24
CNFC 11-13
CXI119
CNFC 11-07
E09/ 10-5
CNFC 10429
VC 28
CNFC 11946
RPCVIII 13
RPCVIII 6
CXI116
MAIX 10
RPCVIII-8
MBCI 32/14
MB 89
MBC1 35/12
CXI 18
Ouro Negro
CXlI1
RPCVIII 7
CXI7
Perola

Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Preto
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFV
UFV
UFLA

Embrapa/UFLA/UFV/Epamig

UFV

EMBRAPA Arroz e Feijao

UFLA

EMBRAPA Arroz e Feijao

UFLA

EMBPRAPA Arroz e Feijdo

UFV

EMBPRAPA Arroz e Feijao

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
HONDURAS
UFLA
UFLA
UFLA

EMBPRAPA Arroz e Feijdo
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94 BRSMG-Majestoso Carioca Embrapa/UFLA/UFV/Epamig

95 PT-68 Rosinha UFLA

96 VR 18 Roxo UFV

97 VR 15 Roxo UFV

98 RC2 RAD 155 Rajado -

99 CNFRX 15 275 Roxo EMBRAPA Arroz e Feijao
100 VR 16 Roxo UFV

101 BRS Vereda Rosinha EMBRAPA

102 PT 65 Rosinha UFLA

103 VR 17 Roxo UFV

104 Ouro Vermelho Vermelho Embrapa/UFLA/UFV/Epamig
105 CNFRJ 15288 Rajado EMBRAPA Arroz e Feijao
106 BRS Radiante Rajado EMBRAPA Arroz e Feijao
107 BRS Timbo Roxo EMBRAPA Arroz e Feijao
108 VR 14 Roxo UFV

109 CNFP MG 11-18 Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
110 CNFP MG 11-08 Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
111 CNFPMG -1106 Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
112 CNFPMG -11-21 Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
113 BRS Campeiro Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
114 BRS Valente Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
115 VP 30 Preto UFV

116 VP 31 Preto UFV

117 BRS Esteio Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
118 CNFP11978 Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
119 BRS Esplendor Preto EMBRAPA Arroz e Feijao
120 VC20 Carioca UFV

121 VC 22 Carioca UFV

122 VC23 Carioca UFV

123 CVIII 5 Carioca UFLA

124 CVII 2 Carioca UFLA

125 CNFC 11965 Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
126 VC21 Carioca UFV

127 VC 19 Carioca UFV

128 CVII 2 Carioca UFLA

129 EMB9 Carioca UFLA

130 CNFC 10432 Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
131 VC 18 Carioca UFV

132 BRS Notéavel Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
133 BRS Estilo Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
134 VC 17 Carioca UFV

135 CNFC 10108 Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
136 IPR Uirapuru Preto IAPAR?

137 BRS Cometa Carioca EMBRAPA Arroz e Feijao
138 MAX -9 Carioca UFLA

139 MAX-7 Carioca UFLA

140 MAX-2 Carioca UFLA

141 MAX-11 Carioca UFLA

142 MAX-8 Carioca UFLA

143 MAX-10 Carioca UFLA




144
145
146
147
148
149

MAX-6
MAX-4
MAX-1
MAX-5
IAC Alvorada
BRS Sublime

Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca

UFLA
UFLA
UFLA
UFLA
IAC
Embrapa
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CAPITULO 2

FENOTIPAGEM DA SEVERIDADE DA MANCHA ANGULAR DO FEIJOEIRO E
SUAS IMPLICACOES NO MELHORAMENTO CONVENCIONAL PARA
RESISTENCIA A DOENCAS

RESUMO

A fenotipagem da severidade da mancha angular do feijoeiro é importante na identificacdo de
novas fontes de resisténcia, na selecdo de progénies superiores nos programas de
melhoramento. Neste trabalho, trés métodos de fenotipagem para a severidade da mancha
angular foram avaliados e suas implicagdes no melhoramento visando resisténcia sao
discutidas. Foi avaliada a reacdo de 144 linhagens de feijoeiro a P. griseola. Trés experimentos
distintos foram conduzidos, sendo realizados em casa de vegetacdo (estadio V2 e estadio V3) e
no campo. As linhagens foram inoculadas com uma mistura de esporos das racas 63-63 e 63-
23 do patégeno. O numero de linhagens resistentes no estadio V2, V3 e campo foi de 31%, 7%
e 10%, respectivamente. As estimativas dos indices de coincidéncia VV2-V3-campo, V2-V3,
V/2-campo e V3-campo foram de 63%, 68%, 69% e 88%, respectivamente. A analise conjunta
utilizando abordagem de modelos mistos mostrou-se promissora para identificacdo de
genotipos resistentes nos diferentes ambientes/estadios de avaliacdo. Todas as estratégias de
fenotipagem foram eficientes para a identificacdo de fontes de resisténcia para mancha angular
e devem ser utilizadas, quando possivel, simultaneamente para maior confiabilidade dos
resultados. Os genotipos selecionados como resistentes foram aqueles com maior nivel de
resisténcia na média dos estadios/ambientes de avaliag&o.
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ABSTRACT

Phenotyping the severity of the angular leaf spot in common bean is important to identify new
sources of resistance, in selection of progenies in conventional and molecular marker-assisted
breeding. In this study, three phenotyping methods for severity of angular leaf spot were
assessed and the implications in breeding for resistance to Pseudocercospora griseola are
discussed. The reaction of 144 common bean lines to P. griseola was evaluated. Three different
experiments were conducted in a greenhouse (V2 and V3 stages) and in the field. Common
bean lines were inoculated with a mixture of spores of races 63-63 and 63-23 of pathogen. The
number of resistant lines at stages V2, V3 and in the field was 31%, 7% and 10%, respectively.
Estimates of coincidence indices V2-V3, V2-field and V3-field were 68%, 69% and 88%,
respectively. The joint analysis using mixed model approach is promising for the identification
of resistant genotypes in different environments/stages of evaluation. All phenotyping strategies
were effective for identifying sources of resistance to angular leaf spot and should be used, if
possible, simultaneously for greater reliability of results. Common bean lines selected were
those with higher resistance level in average of evaluation stages/environments.
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1 INTRODUCAO

A mancha angular do feijoeiro comum, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola,
se destaca como uma das principais doencas que acometem a cultura. Essa doenca infecta
principalmente a parte aérea do feijoeiro, sendo 0s sintomas notaveis principalmente nas folhas
e vagens, onde o patdgeno induz a desfolha prematura e provoca a depreciacdo na qualidade
dos gréos (MAHUKU et al., 2009; BOREL etal., 2011). O manejo da doencga tem sido realizado
por meio de controle quimico e o uso de cultivares resistentes. No entanto, a utilizacdo da
resisténcia genética é o método mais eficiente, econdémico e sem impacto ao meio ambiente
para o controle da mancha angular do feijoeiro. Contudo, a obtencao de resisténcia duravel no
patossistema P. griseola-feijoeiro é dificultada pela ampla variabilidade patogénica do fungo
(MAHUKU et al., 2011).

Inimeros trabalhos tém avaliado a variabilidade de P. griseola e a existéncia de fontes
de resisténcia no feijoeiro, sendo constatado a predominéancia de isolados da raca 63.63 € a
presenca de variacdo dentro de uma mesma raca (BALBI et al., 2009; RODRIGUEZ et al.,
2014; PEREIRA et al., 2015; PADUA et al., 2016). Estudos sobre o controle genético da
resisténcia do feijoeiro a mancha angular tém sido realizados em algumas oportunidades, sendo
identificada a presenca de resisténcia vertical e horizontal, em que esta Gltima considerada o
principal tipo de resisténcia no patossistema P. griseola-feijoeiro (BOREL et al., 2011,
CHATAIKA et al., 2010; PEREIRA et al., 2015). Dessa forma, a selecdo recorrente € um
método de conducdo de populacBGes segregantes adequado visando obter linhagens com
resisténcia duravel.

A selecdo recorrente é uma estratégia que tem sido utilizada para este fim, desde 1998,
na Universidade Federal de Lavras em parceria com a Embrapa Arroz e Feijdo. Este programa
iniciou com o cruzamento dialélico entre 17 linhagens para a formacdo da populacéo base.
Vaérias fontes de resisténcia a mancha angular foram utilizadas. Neste programa a avaliacéo das
progeénies, isto €, a fenotipagem da severidade da mancha angular das plantas € realizada no
campo no estadio R7 (FERNADEZ et al., 1982), a partir da ocorréncia natural do patégeno, na
safra da seca permitindo a conducgéo de um ciclo de selecdo recorrente por ano. Ao longo de 16
ciclos de selegdo, varias linhagens tém-se mostrado resistentes a mancha angular e, portanto,
tem havido a fixacdo de regibes genémicas responsaveis pela resisténcia vertical e horizontal
(ARANTES, 2010; REZENDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2015).
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A fenotipagem da severidade da mancha angular das plantas é importante na
identificacdo de novas fontes de resisténcia, na selecdo de progénies nos programas de
melhoramento, bem como, na identificacdo de locos de resisténcia visando a selecdo assistida
por marcadores. Uma fenotipagem confidvel é uma das etapas fundamentais para que a
avaliacdo da doenca seja precisa, e deve ser realizada de maneira criteriosa. Em programas de
melhoramento e também, na identificacdo de locos de resisténcia a precisdo na fenotipagem €
essencial para a selecdo de genotipos favoraveis, visando maximizar os ganhos com a selecao
(OBLESSUC et al., 2012; REZENDE et al., 2014).

A fenotipagem de plantas em casa de vegetagdo tem sido realizada por meio de
inoculacéo artificial de isolados de P. griseola (SILVA et al., 2008; PEREIRA et al., 2013;
JARA et al., 2015). Recentemente, tem sido proposta a avaliacdo precoce de plantas de
feijoeiro, ou seja, no estadio V2, cuja principal vantagem é avaliar grande nimero de gendtipos
simultaneamente. A avaliagdo da severidade da mancha angular neste estaddio de
desenvolvimento do feijoeiro, com a utilizacdo de uma escala especifica, tem se mostrado
eficiente na selecdo de progénies e linhagens resistentes (PEREIRA et al., 2011; LIBRELON
et al., 2015; PADUA et al., 2016). Utilizando esta metodologia é possivel acelerar o programa
de selecéo recorrente realizando trés ciclos de avaliacdo, selecdo e recombinagdo por ano em
condicBes de casa de vegetacdo, ao contrario do método convencional em que € realizado
apenas um ciclo por ano.

Como mencionado, a escolha da estratégia de fenotipagem é essencial em diversas
situacOes para o melhorista na obtencao de linhagens com resisténcia efetiva e duradoura. Neste
trabalho, trés métodos de fenotipagem para a severidade da mancha angular foram avaliados e

suas implica¢cdes no melhoramento visando resisténcia a P. griseola sdo discutidas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Linhagens avaliadas

Foram avaliadas 144 linhagens de feijoeiro provenientes do Banco de Germoplasma da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), entre elas, linhagens provenientes dos ensaios de
valor de cultivo e uso (VCU) e linhagens provenientes de dez ciclos do programa de selegéo
recorrente para resisténcia a mancha angular. As linhagens BRSMG-Madrepérola, BRSMG-
Majestoso, BRSMG-Talisma e Carioca MG foram utilizadas como testemunhas (Apéndice-
Tabela 1A).
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2.2 Isolados, mistura e preparo das suspensoes

Foram utilizados dois isolados de P. griseola de alta agressividade e esporulacéo,
pertencentes as racas 63-63 e 63-23, coletados em diferentes locais no ano de 2011, no estado
de Minas Gerais e pertencentes a micoteca do laboratdrio de Resisténcia de Plantas a Doencas,
DBI-UFLA. O inoculo de cada isolado foi produzido individualmente. Para obtencdo de
esporos, os isolados de P.griseola foram cultivados em meio folha-dextrose-agar e mantidos a
temperatura de 24°C na incubadora (B.0.D), por um periodo de 7 a 10 dias, com fotoperiodo
de 12 horas. Posteriormente, o inoculo foi preparado pela adigdo de 5-10 mL de &gua destilada
estéril em cada placa e raspagem da superficie da cultura com o auxilio de um pincel, para a
liberacdo dos conidios. A suspensdo de conidios foi obtida pela filtragem, através de uma
camada de gaze, para a remocao dos fragmentos miceliais. A contagem dos conidios foi
realizada em cémara de Neubauer para padronizar a concentracdo de indculo para
2x10%conidios/mL. Posteriormente, foram misturadas as suspensdes de conidios de ambos os

isolados do patdgeno na proporcéo de 1:1.

2.3 Fenotipagem em casa de vegetacao

2.3.1 Fenotipagem no estadio V2

Para a avaliacdo da severidade da mancha angular das linhagens foi conduzido
um experimento em delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), com trés
repeticdes. As linhagens de feijoeiro foram plantadas em bandejas de poliestireno, sendo a
parcela constituida por uma linha com nove plantas. Apds oito dias do plantio, as plantulas
foram inoculadas com uma suspenséo de conidios na concentragdo de 2,0x10* conidios/mL,
utilizando a metodologia proposta por Pereira et al. (2011). Apds 15 dias da realizacdo da
inoculacdo, a severidade da doenca foi avaliada utilizando uma escala com nove graus de
severidade proposta por Librelon et al. (2015): 1 - plantas sem sintomas da doenga; 2 -presenca
de até 1.5% de lesdes; 3 - presenca de até 4% de lesbes foliares; 4 - presenca de lesdes
esporuladas cobrindo 7% da area foliar; 5 - presenca de varias lesdes cobrindo 7.1-16% da area
foliar; 6 - presenca de numerosas lesdes cobrindo entre 16.1-26% da area foliar; 7 - presenca
de numerosas lesdes cobrindo entre 26.1- 32% da area foliar; 8 - presenca de numerosas leses
que cobrem entre 32.1-38% da area foliar; e 9 - sintomas severos da doenca com lesdes

cobrindo entre 26.1- 32% da area foliar.



52

2.3.2 Fenotipagem no estadioV3

Para a avaliacdo da severidade da mancha angular das linhagens foi conduzido um
experimento em delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), com trés
repeticGes. A parcela foi constituida por um vaso, contendo 3 kg de solo, no qual foram
semeadas quatro sementes. As suspensfes de esporos foram inoculadas apds a expansdo
completa das folhas trifolioladas das plantas, sendo pulverizadas em ambas as faces das folhas
até o ponto de escorrimento. Apés as inoculagdes, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo, com umidade relativa de 80%, temperatura em torno de 24°C, por 15 dias até o
momento das avaliacdes. A severidade da doenca foi avaliada utilizando-se uma escala com
nove graus de severidade proposta por Van Schoonhoven; Pastor Corrales (1987): 1 - plantas
sem sintomas da doenga; 2 - presenca de até 3% de lesdes; 3 - presenca de até 5% de leses
foliares, sem esporulacdo do patdgeno; 4 - presenca de lesdes esporuladas cobrindo 10% da
area foliar; 5 - presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 e 3 mm, cobrindo 10-15% da area
foliar; 6 - presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20%
da area foliar; 7 - presenca de numerosas lesGes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre
20- 25% da area foliar; 8 - presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que
cobrem entre 25-30% da area foliar, associadas a tecidos; e 9 - sintomas severos da doenca,

resultando em queda prematura de folhas e morte da planta.

2.4 Fenotipagem em campo

As linhagens foram semeadas em 2014 na safra da seca (semadura em fevereiro). O
delineamento foi o de latice triplo 12x12, e as parcelas de duas linhas de 1 metro. A cultura foi
submetida a irrigacdo duas vezes por semana. Nos experimentos de campo foram realizadas
trés inoculages artificiais aos 25, 30 e 40 dias com auxilio de uma bomba costal. O in6culo do
patégeno foi obtido de forma idéntica a mencionada no Item 2.2. A severidade da mancha
angular nas parcelas do campo foi avaliada 33 dias apds o florescimento (estddio R7)
(REZENDE et al., 2014) utilizando a escala de VVan Schoonhoven; Pastor-Corrales (1987) com
modificacdes.

2.5 Analise dos dados
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Foram utilizados dois critérios diferentes para a avaliagdo da reacdo das linhagens nos
ambientes. No primeiro, as linhagens foram classificadas de acordo com Van Schoonhoven;
Pastor-Corrales (1987), sendo as plantas que apresentaram graus 1 a 3 consideradas resistentes,
e as com grau 3,1 ou maior, suscetiveis.

Para a comparacédo entre os ambientes, foi estimado o indice de coincidéncia entre as
linhagens, sendo consideradas coincidentes as linhagens que n&o apresentaram mudanga na sua
classificacdo da reacdo (resistente ou suscetivel), independente do ambiente ou estadio de
avaliacdo.

O segundo critério para avaliacdo das linhagens quanto a resisténcia foi a utilizacdo de
andlise conjunta das trés estratégias de avaliagdo. Devido a heterogeneidade de variancias
residuais entre os ambientes, utilizou-se a abordagem de modelos mistos, sendo que as
estimativas dos componentes de variancia foram obtidas pelo Restricted Maximum Likelihood
(REML) e a predigdo dos valores genotipicos obtidos pelo Best Linear Unbiased Prediction
(BLUP), de acordo com Resende et al. (2002). As analises foram realizadas usando o programa
computacional R (R CORE TEAM, 2015). Para realizar as analises individuais em cada

ambiente, foi utilizado um modelo genotipico univariado, onde: y=Bi+Zg+e ,onde,V, i, g

e e sdo os vetores dos dados, os efeitos de blocos e genotipos, e 0s erros, respectivamente

(aleatdrios); e Be Z sdo as matrizes de incidéncia associadas aos vetores de efeitos i eg,

respectivamente. Assumiu-se natureza aleatdria para os efeitos de blocos, genotipos e 0s erros,

resultando nas seguintes pressuposicgoes:
i|67~N(0,167)
g |&g2,~ N (O, I&j)
e|62 ~N(0,167
Para realizar a analise conjunta foi utilizado um modelo genotipico univariado, onde:
y=Bi+Xb+Zg+Wf +e,onde y, i, b, g, f e esdo os vetores dos dados, efeito de blocos,

efeitos de experimentos, genotipos, e interacdo genétipos X experimentos e os erros; e B, X,

Ze W sdo as matrizes de incidéncia associadas aos vetores de efeitos i, b, ge f,

respectivamente. Todos os efeitos foram considerados aleatorios, exceto o de experimentos. As

seguintes pressuposicdes e estruturas de covariancia foram utilizadas:
i|62~N(0,16%)
y|b,V ~ N(Xb,V)

g16%,~N(0,162)
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f |6§e ~N(O, I&je)
e|62 ~N(0,D&?)

Na analise conjunta, as variancias dos erros entre os experimentos foram consideradas
heterogéneas e ndo correlacionadas (matriz diagonal). A acuracia e o coeficiente de variacéo
genotipica foram estimados de acordo com Chiorato et al. (2008). Foram consideradas
resistentes 20% das linhagens que apresentaram os menores valores genotipicos preditos
(médias BLUP). As correlagBes genéticas entre os ambientes foram estimadas a partir dos

valores genotipicos preditos em cada experimento, utilizando coeficientes de correlacdo de
Pearson (Steel et al., 1997).

3 RESULTADOS

3.1 Resisténcia genética das linhagens de feijoeiro a P. griseola nos estadios V2, V3 e
no campo

O numero de linhagens resistentes nos estadios V2, V3 e campo foram de 44 (31%), 10
(7%) e 14 (10%) respectivamente (Figura 1; Apéndice - Tabela 1A).

Figura 1-Reacdo das linhagens nos diferentes ambientes e estadios de avaliacdo (R)

Resistente; (S) Suscetivel.
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Considerando os experimentos nos diferentes ambientes e estadios de avaliagéo, o
coeficiente de coincidéncia entre as linhagens, ou seja, linhagens que ndo apresentaram

alteracdo do fenoOtipo (resistente ou suscetivel) foi de 63%. As estimativas dos indices de
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coincidéncia V2-V3, V2-campo e V3-campo foram de 68%, 69% e 88%, respectivamente. As
linhagens que apresentaram reacdo de resisténcia em mais de um estddio ou ambiente estdo

representadas na Tabela 1.

Tabela 1 Numero de linhagens resistentes em cada estddio/ambiente de avaliacdo (diagonal);
Numero de linhagens resistentes coincidentes nos diferentes estadios/ambientes (acima da
diagonal) e nome dessas linhagens (abaixo da diagonal).

V2 V3 Campo
V2 44 5 6
V3 MAIX-4; CXI1-15; MAIV-15.524; 10 3
VC-28; PT-65
Campo MAI-18.13; MAVI11-128;MAII- PT-65;MAIV-8.102; MAIV-15.204 14

10;MAVII-244;MAVI111-89;PT65

Considerando a reacdo das linhagens nos diferentes estadios/ambientes é possivel
observar uma maior coincidéncia das linhagens que apresentaram reacdo de suscetibilidade
(Figura 2).

Figura 2: A) Numero de linhagens resistentes e coincidéncia das linhagens resistentes,
considerando os experimentos dois a dois; B) NUmero de linhagens suscetiveis e coincidéncia

das linhagens suscetiveis, considerando os experimentos dois a dois.

B Numero de linhagens resistentes [ Numero de linhagens susceptiveis
@ B Nimero de linhagens resistentes l Nimero de linhagens suscepti\els
44 44 e coincidentes e coincidentes 5,
14 14
m l : I
vz V3 vz Campo V3 Campo Campo Campu

A partir dos resultados obtidos das notas médias para reacdo das linhagens de feijoeiro
a P. griseola, observa-se maior frequéncia de notas de 3,1 a 4 para o estadio V2, no entanto,
para o estadio V3 e campo, houve predominio de notas entre 4,1 a 5. (Figura 3).
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Figura 3- Frequéncia das linhagens conforme a amplitude da nota (1-9) para a severidade da

mancha angular avaliadas nos diferentes estadios/ambientes de avaliagao.
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3.2 Resisténcia genética das linhagens a P. griseola na média dos estadios/ambientes de
avaliagéo.

Os resultados referentes as estimativas dos componentes de variancia e 0s parametros
genéticos, para os trés estadios/ambientes (V2, V3 e campo) e para a analise conjunta, sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2- Estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos para a reacdo de
linhagens do feijoeiro & P. griseola nos diferentes estddios/ambientes e na analise conjunta dos

estadios/ambientes.

Estimativas V2 V3 Campo Conjunta
Fig 90,91% 83,50% 78,70% -
62 0,48* 0,42* 0,79* 0,23*
g
62 - - - 0,27*
&2 0,20 0,54 1,46 -
CV, (%) 20,10 14,60 19,30 -
Média’ 3,45 4,44 4,61 -
Variagio! 2,0-5,0 1,6-7,0 1,7-6,7 -
Testemunhas
BRSMG Talisma! 3,9 4.4 53 -
BRSMG Majestoso 3,8 4,7 4,7 -
Carioca MG 4,4 4,3 5,3 -
BRSMG Madrepérola 4,2 4,6 4,7 -
Correlagdo genetica
V2 V3 Campo

V2 - 0,40 0,25
V3 - 0,27

!Média e amplitude de variacéo considerando as notas para severidade da mancha angular; fgg : acuracia
da predigdo de valores genotipicos; &3 : variancia genotipica; &f : variancia da interagéo linhagens por
estadios/ambientes; &7 : variancia ambiental; CV, : coeficiente de variagdo genotipica; *significativo a

5% de probabilidade pelo teste de ?;

Verifica-se, pelas estimativas dos coeficientes de variagdo genotipica (CV,) e dos

componentes de variancia genética (&3), que h& variabilidade genética entre as linhagens

avaliadas em todos os experimentos (Tabela 2). Desta forma é possivel afirmar que houve
ocorréncia de diferentes niveis de reacdo das linhagens, em todos 0s experimentos e na analise
conjunta, quando inoculadas com a mistura de isolados de P. griseola.

Pela distribuicdo dos residuos das avaliacGes, verifica-se que maior precisdo foi
observada em casa de vegetacdo (estadios V2 e V3) quando comparada ao experimento em

condicBes de campo (Figura 4). Essa maior preciséo pode ser confirmada pelas estimativas de

acuracia (Tabela 2).
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Figura 4- Distribuicdo dos erros associados as observa¢des em cada um dos estadios/ambientes

de avaliagéo.
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Considerando a andlise conjunta envolvendo todos os estadios/ambientes é possivel

observar que as estimativas dos componentes de variancia associados ao efeito de linhagens () e a
interacdo gendtipos x ambientes (&2 =0.27 ) foram significativas (Tabela 2). A significancia da
interacdo indica que, em média, a reacdo das linhagens & mistura de isolados de P. griseola n&o foi
coincidente nos diferentes ambientes de avaliacdo. Isto pode ser confirmado pelas estimativas de
correlacdo genética que foram de baixa a média magnitude (Tabela 2). Considerando a
classificacdo dos valores genotipicos preditos de cada ambiente, € possivel verificar a mudanca
no ordenamento das linhagens, evidenciando a ocorréncia da interacdo gendtipos X

estadios/ambiente do tipo simples e complexa (Figura 5).
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Figura 5 — Classificacdo dos valores genotipicos preditos da severidade da mancha angular do
feijoeiro, considerando 29 gendtipos mais resistentes em cada ambiente/estadio. Os nimeros

na figura correspondem as linhagens descritas no Apéndice-Tabela 1A
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A partir dos resultados obtidos na analise utilizando a abordagem de modelos mistos,
observa-se maior frequéncia das estimativas dos valores genotipicos preditos de 3,1 a 4 para 0
estadio V2, no entanto, para o estadio V3, campo e andlise conjunta, as estimativas foram de
4,1 a5 (Figura 6). Considerando ainda a analise conjunta, é possivel verificar que entre as 29
linhagens mais resistentes (menores médias BLUP), 72% séo provenientes do programa de

selecéo recorrente para resisténcia a mancha angular (Apéndice- Tabela 2A).



60

Figura 6 - Distribuicdo de frequéncias dos valores genotipicos preditos para reacdo das
linhagens de feijoeiro a P. griseola, avaliadas nos ambientes/estadios de avaliacao.
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4 DISCUSSAO

A fenotipagem precisa da severidade da mancha angular é importante na identificacao
de novas fontes de resisténcia, na selecdo de progénies nos programas de melhoramento, bem
como, na identificacdo de locos de resisténcia e marcadores moleculares associados a esses,
visando a selecdo assistida por marcadores (OBLESSUC et al., 2012; REZENDE et al., 2014).
Na fenotipagem existem vérias opcoes, entre elas, a avaliagdo em condi¢des controladas ou no
campo e em diferentes estadios de desenvolvimento da planta. Um questionamento que surge
é se 0 desempenho sera coincidente pelas diferentes metodologias, que foi o objetivo desse
trabalho.

Houve diferenca significativa para severidade da mancha angular entre 0s gendtipos
considerando os diferentes estadios/ambientes de avaliacdo (Tabela 3). Nesse caso €

interessante observar a acuracia (f,), que & umas das formas de avaliar a precisdo com que foi

conduzido o experimento e/ou realizadas as avaliagdes. Como pode ser observado na Figura 4
de distribuicdo dos residuos, as avaliagbes em casa de vegetacdo (estddios V2 e V3)

apresentaram uma maior precisdo (maior f ) quando comparado ao experimento em condigdes

de campo. Resultados semelhantes foram obtidos por Librelon et al. (2016) e Leite et al. (2015)
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avaliando progénies de feijoeiro para resisténcia a P. griseola e mofo branco (S. sclerotiorum),
respectivamente, no campo e em casa de vegetacao.

Essa maior precisdo experimental se deve, principalmente, as condi¢Ges de temperatura
e umidade que foram rigorosamente controladas na casa de vegetacdo, proporcionando
condigdes favoraveis para o desenvolvimento da doenca. Outro aspecto importante para
explicar a maior estimativa da acuracia em casa de vegetacdo € a presenca apenas da mistura
das duas racas que foram inoculadas, garantindo maior uniformidade das notas nas diferentes
parcelas de um mesmo tratamento. JA& no campo, apesar das inoculacdes artificiais, a
distribuicdo do in6culo ndo é tdo uniforme como em casa de vegetacdo e as condicdes
ambientais podem ndo ser favoraveis. Além disso, com a ocorréncia natural do pat6geno,
podem aparecer outras racas com distribuicdo desigual entre parcelas de um mesmo tratamento,
contribuindo para uma menor acuracia.

Foram utilizadas testemunhas comuns aos trés experimentos. A linhagem Carioca MG
apresentou reacdo de suscetibilidade em todas as avaliacOes, indicando a ocorréncia de
condicdes favoraveis para o progresso da doenca (Tabela 2). Essa linhagem, desde o inicio do
programa de selecdo recorrente da UFLA, tem sido utilizada como testemunha suscetivel a
mancha angular (ARANTES et al., 2010; REZENDE et al., 2014). As linhagens BRSMG-
Madrepérola, e BRSMG-Majestoso também se mostraram suscetiveis em todos o0s
experimentos, corroborando com os dados existentes na literatura (PEREIRA et al., 2015). A
cultivar BRSMG-Talisma tem sido relatada na literatura como moderadamente resistente a P.
griseola, apresentando notas médias entre 3.1 a 6 no campo, de forma similar ao obtido neste
trabalho (FARIA et al., 2004).

Foi realizada a comparacao entre o critério proposto por Pastor-Corrales; Jara (1995),
que considera como resistentes linhagens com notas de 1 a 3 e a analise conjunta da reacao das
linhagens nos trés estadios/ambientes de avaliacdo. Considerando cada um dos experimentos,
verificou-se alta concordancia entre as linhagens resistentes utilizando a classificacdo obtida a
partir do primeiro critério e a abordagem de modelos mistos, para todos os estadios/ambientes
de avaliacdo. A abordagem de modelos mistos, utilizada nesse trabalho, tem sido cada vez mais
empregada no melhoramento de plantas, principalmente devido a sua flexibilidade e robustez
(PIEPHO et al., 2008). Em virtude da heterogeneidade dos erros dos diferentes experimentos,
especialmente a ocorréncia de erros menores nos experimentos em casa de vegetacéo, ajustou-

se um modelo misto que acomodasse essa situagao.
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Houve um efeito pronunciado da interacéo linhagens x estadios/ambientes de avaliag&o,

uma vez que o componente de variancia associado (&7 =0.27) foi maior que a estimativa da

variancia genética entre as linhagens (6—5:0.23). A partir desse desdobramento do

componente da interagdo da andlise conjunta envolvendo os trés estadios/ambientes, verifica-
se que a interacdo foi mais acentuada envolvendo o experimento de campo. Assim é possivel
inferir que o campo contribuiu mais para a interacdo em relacdo aos experimentos realizados
em casa de vegetacdo. Em estudos realizados no patossistema P. griseola-feijoeiro verificou-se
a predominéancia da resisténcia horizontal (PEREIRA et al., 2015), sendo entdo essa resisténcia
controlada por vérios genes, a expressdo desses genes pode variar entre os ambientes. Assim,
individuos de gendtipos diferentes podem diferir no comportamento em funcdo do ambiente,
contribuindo para a interacdo (FALCONER; MACKAY, 1996). Assim, as baixas correlacdes
genéticas entre os ambientes (Tabela 3) indicam que alguns genes atuam no campo e outros na
casa de vegetacdo e/ou possuem niveis de expressdo diferentes, contribuindo para a interacéo
(FALCONER; MACKAY, 1996; RAMALHO et al., 2012).

Uma possivel explicacdo para a expressao diferencial de genes em ambientes diferentes
é a ocorréncia de eventos epigenéticos. Assim, diferentes condicdes de estresse, bioticos e
abidticos, tais como, temperaturas elevadas e ocorréncia de outros patdgenos, podem provocar
ativacdo de elementos transponiveis ou induzir o aparecimento de diferentes marcas
epigenéticas. Essas marcas sdo estaveis ao longo de diversas divisdes celulares, no entanto, ndo
envolvem mudancas na sequéncia de DNA do organismo, contribuindo para a expressao de
genes diferentes sob diferentes condigdes de estresse (BOYKO AND KOVALCHUK, 2011;
REBOLLO et al., 2012; BRESSAN et al., 2014; GAO et al., 2014). Metilacbes no DNA de
regibes do genoma associadas a genes de defesa em tomate e arroz tém sido relatadas na
literatura (MANSON et al. 2008; SHA et al. 2005). Nesses trabalhos foi constatado um maior
namero de metilacGes no DNA de plantas adultas infectadas do que em plantulas. Dessa forma,
a fenotipagem no campo torna-se de grande importancia, pois as diferentes condicdes
ambientais permitem que diferentes mecanismos de resposta a estresses sejam ativados.

Alguns outros fatores podem explicar a alta magnitude da interacdo linhagens X
estadios/ambientes, por exemplo, a possivel existéncia de outras racas no campo, devido a
ocorréncia natural do patdgeno. A safra da seca é favoravel para o desenvolvimento da doenca
e dispersdo do patdgeno, que ocorre principalmente por meio da dispersdo dos conidios pelo
vento (LIEBENBERG; PRETORIUS, 1997). Além disso, as condi¢Ges ambientais de

temperatura e umidade sdo diferentes no campo. Resultados semelhantes foram obtidos por
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Oblessuc et al., (2012) que avaliaram uma populacdo de linhagens recombinantes (RILS) em
campo (apenas ocorréncia natural do patdgeno) e em casa de vegetagdo. Foram mapeados varios
QTLs em diferentes grupos de ligagdo. Porém, entre os QTLs identificados, apenas um mostrou
efeito importante em ambos os ambientes, sendo que a baixa correlacdo entre notas de campo
e casa de vegetacdo foi devido principalmente & interacdo genotipos x ambientes. Deve ser
ressaltado que no presente trabalho foram realizadas inoculagGes artificiais no campo, sendo
que neste caso deveria ser esperado uma menor interacdo linhagens x ambientes em relacéo ao
estudo realizado por Oblessuc et al., (2012) no entanto, a interacao foi de alta magnitude.

Houve maior severidade da mancha angular e maior nimero de linhagens suscetiveis no
campo, quando comparado aos experimentos em casa de vegetacdo. A avaliacdo no campo foi
mais tardia (estadio R7), o que pode ter contribuido para 0 aumento da severidade da doenca.
O periodo mais adequado para avaliacdo da severidade da mancha angular em campo foi
estudada por Rezende et al. (2014). Os autores observaram um aumento das notas médias das
linhagens ao longo das épocas de avaliacdo. O periodo mais adequado para avaliacdo da doenca
foi 33 dias apos o florescimento, possibilitando maior discriminacédo entre as linhagens.

Houve um alto indice de coincidéncia para reacdo das linhagens no estadio V3 e campo
(88.19%), no entanto, apenas trés linhagens apresentaram-se resistentes em ambos o0s
ambientes. Em ambas as fases de avaliacéo, as plantas apresentam a chamada resisténcia de
“planta adulta” sendo este tipo de resisténcia principalmente horizontal, conforme ja descrito
(BARCELLOS et al.,, 2000; COSTA et al 2006). A “resisténcia parcial” ou resisténcia
horizontal atua retardando a infeccdo, crescimento e reproducdo do patdégeno em plantas
adultas, mas ndo em plantulas (COSTA et al., 2006).

No presente estudo, algumas linhagens como, por exemplo, a MAX-2 e VC 15,
apresentaram reacdo de resisténcia na casa de vegetacdo e foram suscetiveis no campo.
Resultados semelhantes tém sido observados na avaliacdo da reacdo de progénies de feijoeiro
a P. griseola (LIBRELON et al., 2016) e de trigo a Pyricularia grisea (CRUZ et al., 2010). De
acordo com Bonmam (1992), essas diferencas podem ser atribuidas, entre outras causas, a
presenca no campo, de racas do patdégeno que ndo foram inoculadas em casa de vegetacao,
conforme comentado anteriormente. Resposta similar na avaliagdo de ambos os ambientes
tambem tem sido relatado (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2015).

Reacdo de suscetibilidade na casa de vegetacdo e reacdo de resisténcia no campo
também foi observada para cinco linhagens. Segundo Marshall; Shaner (1992), a maioria dos

genes que confere resisténcia a plantulas podem ser expressos durante todo o ciclo da planta.
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No entanto, outros genes sdo expressos somente no estadio de planta adulta, como no
patossistema Puccinia recondita f. sp. tritici -trigo (BARCELLOS et al., 1997).

Vaérios estudos de mapeamento genético ja foram realizados para identificar QTLs
relacionados a mancha angular (MAHUKU et al., 2009; OBLESSUC et al. 2013; KELLER et
al., 2015; PERGEGUINI et al., 2016). Em todos esses trabalhos de mapeamento a fenotipagem
dos individuos é realizada apenas em condi¢des controladas (casa de vegetacdo). Assim é
preciso verificar se estes QTLs identificados em condicGes controladas apresentam
comportamento coincidente no campo. Em avaliacdes de linhagens pertencentes a banco de
germoplasma do feijoeiro, j& foram identificadas varias fontes de resisténcia a mancha angular
(MAHUKU et al., 2003; PADUA et al., 2016). De forma semelhante ao procedimento para
identificacdo de QTLs, essas avaliagbes sdo realizadas apenas em condi¢des controladas, com
inoculacdo de uma ou poucas racas do patdégeno. Desta forma é preciso verificar se as linhagens
resistentes em condi¢des controladas possuem também um nivel razodvel de resisténcia no
campo. Nas avaliagdes em condigGes controladas podem estar sendo selecionados,
principalmente, genotipos com resisténcia vertical, uma vez que neste caso a avaliacdo €
realizada utilizando uma ou poucas ragas. Ja para as avaliagbes em campo as linhagens
resistentes selecionadas apresentam principalmente a resisténcia horizontal, pois sao resistentes
as varias racas existentes no campo (WANJAU et al., 2016).

A selecdo recorrente € um acumulo de vantagens, ou seja, um acumulo de alelos
favoraveis oriundos de genitores diferentes (RESENDE et al., 2014). Esse método tem sido
utilizado com sucesso para a selecdo de progénies resistentes a P. griseola (AMARO et al.,
2007). Um ponto interessante que pode ser observado é que entre as linhagens mais resistentes
do campo foi observado que a maioria foi proveniente desse programa de selecéo recorrente
para mancha angular (75%), semelhante ao experimento em casa de vegetacdo (EstadioV3-
50%; EstadioV2- 59%). Uma das fases do programa de selecdo recorrente € a avaliacdo das
progénies para selecdo das mais resistentes. No caso deste programa, a avaliagcdo da doenca
para selecdo das progénies é realizada no campo, na safra da seca quando as condi¢des sdo
favoraveis para o desenvolvimento da doenca (AMARO et al., 2007). Por isso o desempenho
das linhagens do programa de selecdo recorrente foi melhor no campo, uma vez que foram
selecionadas por varios ciclos neste ambiente. Considerando a analise conjunta utilizando a
abordagem de modelos mistos, 72% das linhagens resistentes séo provenientes do programa de
selecdo recorrente para mancha angular. As linhagens provenientes deste programa, de um
modo geral, apresentaram um bom nivel de resisténcia a P. griseola independente do ambiente

de avaliacdo, corroborando com dados existentes na literatura (ARANTES; ABREU;
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RAMALHO, 2010; MODA-CIRINO et al., 2012; REZENDE et al., 2014; PEREIRA et al.,
2015; LIBRELON et al., 2016).

A avaliacdo no estadio V2 possibilita selecionar maior nimero de linhagens e, por isso,
pode ser considerada uma sele¢cdo moderada (Figura 1). Em bancos de germoplasma ha um
grande nimero de acessos para serem caracterizados. Sendo assim, em um primeiro momento,
seria viavel a avaliacdo no estadioV2, uma vez que se a avaliacdo for realizada nesta fase ha
uma economia de tempo, além de menor guantidade de indculo necessario para a inoculacdo
(LIBRELON et al., 2015). Desta forma seria feita uma pré-selecdo, descartando os genotipos
mais suscetiveis no estadio V2 e em um segundo momento, seria feita uma avaliacdo mais
criteriosa, utilizando avaliagao no estadio V3 e se possivel, avaliagdo em campo.

Outra vantagem da inoculacdo no estadio V2 é possibilitar a avaliacdo de um grande
namero de gendtipos, principalmente nas fases iniciais de programas de melhoramento, quando
ha grande variabilidade na populagdo que estd sendo selecionada. Porém, nos casos em que se
necessita de maior precisdo nas comparacdes, como por exemplo nas fases finais dos programas
de melhoramento, seria recomendada a fenotipagem utilizando mais de um método. AvaliacGes
em condicBes de campo sdo importantes, pois na casa de vegetacdo se inocula geralmente
apenas uma ou poucas ragas, enquanto no campo com a ocorréncia natural do patégeno, pode
haver maior pressdo de selecdo devido a existéncia de inumeras racas do patdgeno. Esse fato
pode ser comprovado com base nos resultados obtidos no presente trabalho, em que o maior
namero de individuos suscetiveis e as maiores notas para a doenca foram relatados no campo.

Os resultados do presente trabalho mostram que ndo existe uma fenotipagem da
severidade da mancha angular do feijoeiro mais eficiente ou superior, os resultados s&o
complementares. A reacgdo de linhagens de feijoeiro a P. griseola pode diferir, nos diferentes
ambientes e metodologias de fenotipagem, sendo este um complicador para 0s programas de
melhoramento convencional bem como, com emprego da selecdo assistida por marcadores.
Todas as metodologias de fenotipagem sdo importantes para a identificacdo de fontes de
resisténcia para mancha angular e, se possivel, devem ser utilizadas simultaneamente para
maior confiabilidade na selecdo. Portanto, a melhor estratégia para fenotipagem seria a
avaliacdo utilizando mais de uma metodologia sempre que possivel. Desta forma, os gendtipos
que seriam selecionados como resistentes para serem utilizados em programas de
melhoramento seriam aqueles com maior nivel de resisténcia em todos os estadios/ambientes

de avaliacdo.
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Tabela 1A- Notas médias para reacao das linhagens de feijoeiro a P. griseola nos diferentes

estadios/ambientes de avaliag&o.

NUmero Linhagem V2 V3 Campo
1 BRS Valente 28R" 45S 57S
2 BRS Timbo 408 54S 40S
3 BRS Ametista 43S 4,1S 40S
4 BRS Campeiro 42S 558 53S
5 BRS Esplendor 25R 49S 6,0S
6 BRS Esteio 24R 43S 6,0S
7 BRS Vereda 408 49S 3,7S
8 BRS Cometa 498S 3,7S 40S
9 BRS Estilo 408 46S 47S
10 BRS Notavel 43S 53S 408
11 CNFP MG 11-18 348 46S 53S
12 CNFC 10108 47S 46 S 558
13 CNFC 10429 448 50S 3,7S
14 CNFC 10432 458S 49S 25R
15 CNFC 11-07 448 40S 508
16 CNFC 11946 508 4,4S 6,3S
17 CNFC 11965 3,6S 52S 53S
18 CNFCMG 11-08 30R 4,2S 3,3S
19 CNFCMG 11-13 408 4,2S 57S
20 CNFJ 15288 3,7S 45S 43S
21 CNFP MG 11-08 3,6S 43S 508
22 CNFP11978 328 45S 478S
23 CNFPMG -1106 26R 4,8 S 57S
24 CNFPMG -11-21 30R 4,7S 478S
25 CNFRX 15 275 428 45S 57S
26 CVIII 6 3,8S 43S 508
27 CVIII 2 20R 4,7S 45S
28 CVIII 5 43S 53S 35S
29 CXl1 2,7R 3,3S 43S
30 CXI118 43S 4,7S 30R
31 CX17 3,8S 3,7S 57S
32 Carioca 448 46S 53S
33 Carioca MG 448 478S 508
34 CNFCMG-11-06 3,8S 4,1S 43S
35 CXI-26 3,7S 4,4S 57S
36 CXIl 19 448 4,2S 57S
37 CXII-1 448 4,7S 6,0S
38 CXII-13 408 42S 6,0S
39 CXII-15 28R 29R 6,0S
40 CXIl1-23 41S 44S 6,3S
41 CXIlI-6 418 46S 508
42 CXII-8 39S 4,2S 6,7 S
43 CXIl 16 345S 36S 3,7S
44 E 09/10-8 39S 43S 47S
45 E09/ 10-27 39S 4,7S 508




46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

E09/ 10-5
E09/10-28
E09/10-7
EMB9

IPR Uirapuru
BRSMG Madrepérola
MAI- 2.5
MAI-18.13
MAI-2.10
MAI-6.10
MAI-8.9
MAII- 22
MAII-10
MAII-16
MAII-8
MAII1I-16.155
MAIII-16.159
MAIII-17.159
MAIII-17.185
MAII1-9.91
MAIV-15.203
MAIV-15.204
MAIV-15.524
MAIV-18.259
MAIV-8.102
MAIX 10
MAIX 12
MAIX 14
MAIX-4
MAIX-5
BRSMG Majestoso
MAV-1.7
MAV-14.206
MAV-3.36
MAV-5.60
MAV-7.85
MAVI -21
MAVI-20
MAVI-24
MAVI-39
MAVI-60
MAVII 129
MAVII-127
MAVII-2
MAVII-244
MAVI1-92
MAVIII-128
MAVIII-34
MAVIII-5

42S
3,3S
39S
418
34S
42S
4,7S
2,/R
408
40S
34S
3,25
30R
3,1S
3,7S
30R
508
42S
3,25
3,3S
20R
3,8S
25R
28R
3,3S
29R
36S
3,1S
26R
29R
3,85
3,8S
34S
3,3S
25R
2,3R
43S
36S
2,7TR
29R
3,25
2,3R
20R
36S
25R
2,2R
24R
20R
24R

435S
418
445
475
508
445
708
475
475
495
455
5085
408
445
30R
335
385
435S
365
345
378
2,7R
23R
345
2,7R
445
39S
39S
2,7R
385
55S
45S
508
435S
535
318
535
385
385
385
378
435S
35S
435S
408
345
418
408
475

5385
5,3S
6,0S
40S
30R
4,7S
45S
20R
508
40S
40S
3,3S
2,7R
508
3,7S
25R
40S
40S
2,7R
25R
4,7S
2,7R
40S
4,7S
23R
4,7S
50S
50S
4,75
40S
43S
40S
50S
3,7S
30R
3,3S
3,7S
5,7S
40S
50S
3,7S
3,3S
3,3S
40S
1,7R
50S
30R
50S
5085
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95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

MAVIII-78
MAVI11-89
MAVII1-94
MAX -9
MAX-10
MAX-11
MAX-2
MAX-6
MAX-7
MAX-8

MB 89

MBC1 17/5
MBC1 35/12
MBC1-31/32
MBC1-36/8
MBCI 32/14
MBCO-22/3
Ouro Vermelho
Ouro Negro
BRSMG Pérola
PT 65

PT-68
Radiante

RC2 RAD 155
RPCVIII 13
RPCVIII 6
RPCVIII 7
RPCVIII-1
RPCVIII-4
RPCVIII-8

BRSMG Talisma

VC 17
VC 18
VC 19
VC21
VC 22
VC 24
VC 25
VC 27
VC 28
VC20
VC23
VC-26
VP 30
VP 31
VR 14
VR 15
VR 16
VR 17

21R
2,0R
26R
23R
328
415S
26 R
24R
3258
22R
425
29R
35S
36S
33S
425
29R
27R
39S
4158
21R
408
345
365
445
485
378
4158
418
36S
39S
39S
35S
40S
325S
445
24R
3258
40S
21R
21R
50S
415S
3,78
345
365
37S
37S
4158

40S
43S
39S
4,0S
42S
35S
3,85
4,0S
4,2S
3,6S
555
35S
39S
4,18
49S
3,7S
42S
548
46S
4,6 S
2,7R
4,18
16R
2,4R
39S
45S
4,6 S
6,2S
55S
43S
44S
4,8S
4,7S
4,6 S
55S
4,7S
32S
35S
45S
2,7R
38S
528
50S
4,4 S
4,0S
4,8S
528
56S
57S

40S
30R
4,7S
5,7S
43S
3,7S
4,7S
508
43S
40S
6,7S
3,7S
40S
6,7S
43S
6,3S
40S
6,3S
57S
6,0S
2,7R
40S
53S
40S
4,7S
4,7S
43S
6,0S
6,3S
6,0S
50S
50S
50S
40S
6,3S
4,7S
53S
6,3S
6,7S
3,7S
3,3S
6,3S
6,3S
40S
40S
35S
6,3S
6,0S
6,3S

72



73

144 VR 18 2,8R 46 S 43S
*Linhagens que apresentaram graus 1 a 3 consideradas resistentes (R), e as com grau 3,1 ou

maior, suscetiveis(S).

Tabela 2A -Valores genotipicos preditos (médias BLUP) e reacdo das linhagens de feijoeiro a
P. griseola, avaliadas nos ambientes/estagios de avaliacéo.

Number | inhagem V2 V3 Campo Conjunta
1 BRS Valente 2,94 S" 449 S 497 S 4,14 S
2 BRS Timbo 3,89S 508S 4,60 S 452S
3 BRS Ametista 4,10 S 4,23 S 4,48 S 427S
4 BRS Campeiro 4,14 S 527S 522S 4,88S
5 BRS Esplendor 2,77TR 4,67 S 511S 4,18 S
6 BRS Esteio 2,66 R 4,24 S 500S 397S
7 BRS Vereda 3,89 S 4,70 S 440 R 433S
8 BRS Cometa 455S 4,04 S 453S 4,38S
9 BRS Estilo 3,87 S 4,58 S 4,77 S 441S
10 BRS Notavel 4,13 S 5,06 S 4,64 S 461S
11 CNFP MG 11-18 341S 452 S 4,94 S 429S
12 CNFC 10108 450S 4,69 S 531S 483S
13 CNFC 10429 4,22 S 4,86 S 4,49 R 452S
14 CNFC 10432 4,25 S 4,74 S 3,95R 4,32S
15 CNFC 11-07 4,20 S 4,21S 4,89 S 4,44S
16 CNFC 11946 4,75 S 4,61S 572S 503S
17 CNFC 11965 3,60S 4,94 S 505S 453S
18 CNFCMG 11-08 3,05S 4,16 S 4,00 R 3,74S
19 CNFCMG 11-13 3,87 S 4,31S 512 S 4,44S
20 CNFJ 15288 3,658 4,49 S 4,58 S 4,24S
21 CNFP MG 11-08 3,55S 4,37 S 4,80 S 424S
22 CNFP11978 3,26 S 4,39 S 4,62 S 4,09S
23 CNFPMG -1106 2,80R 4,61S 4,97 S 413S
24 CNFPMG -11-21 3,07S 450S 4,60 S 4,06 S
25 CNFRX 15 275 4,05S 455S 519S 4,60S
26 CVIll 6 3,74 S 4,38 S 4,84 S 432S
27 CVIlI 2 2,31R 4,40 S 4,37 S 3,70S
28 CVIII 5 4,12 S 515S 4,40 R 456 S
29 CXl1 2,75R 3,54 R 4,23 S 351R
30 CXl118 4,10 S 4,62 S 4,16 R 429 S
31 CXI17 3,69 S 4,03 S 503S 4,255
32 Carioca 429S 4,69 S 513S 470S
33 Carioca MG 3,09S 455S 475S 4,13S
34 CNFCMG-11-06 3,75S 4,18 S 454 S 415S
35 CXI-26 3,73S 4,46 S 512 S 443S
36 CXIl 19 4,24 S 4,41S 5208 4,62 S




37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

CXII-1
CXII-13
CXII-15
CXII-23
CXI1-6
CXII-8

CXIl 16

E 09/10-8
E09/ 10-27
E09/ 10-5
E09/10-28
E09/10-7
EMB9

IPR Uirapuru
BRSMG Madrepérola
MAI- 2.5
MAI-18.13
MAI-2.10
MAI-6.10
MAI-8.9
MAII- 22
MAII-10
MAII-16
MAII-8
MAIII-16.155
MAIII-16.159
MAIII-17.159
MAIII-17.185
MAIII-9.91
MAIV-15.203
MAIV-15.204
MAIV-15.524
MAIV-18.259
MAIV-8.102
MAIX 10
MAIX 12
MAIX 14
MAIX-4
MAIX-5
BRSMG Majestoso
MAV-1.7
MAV-14.206
MAV-3.36
MAV-5.60

4,28 S
3,97 S
2,86 S
4,08S
4,00 S
3,87S
3,34 S
3,858
3,84S
4,07 S
3,34S
3,86 S
3,93S
3,37 S
4,06 S
4,59 S
2,83S
3,93S
3,90 S
3,40 S
3,25S
3,05S
3,198
3,98 S
2,96 S
4,64 S
4,03S
3,11S
3,21S
2,26 R
3,57 S
2,52 R
2,88 S
3,13S
3,028
3,60 S
3,16 S
2,64 R
2,96 S
3,75S
3,72 S
3,46 S
3,30 S
2,70R

4,77 S
435S
3,36 R
4,53 S
4,61 S
441S
3,78 R
4,38 S
4,62 S
4,45 S
4,20 S
4,53 S
4,58 S
4,71 S
4,48 S
6,27 S
4,41S
4,68 S
4,74 S
4,40 S
4,69 S
3,96 S
4,34 S
340R
3,49 R
4,118
4,33 S
3,70R
3,60R
3,74R
3,15R
2,79R
3,61R
311R
4,318
4,03 S
4,02 S
3,08R
3,90 S
5138
4,44 S
4,79 S
4,26 S
4,80 S

5418
527 S
4,88 S
5,45 S
4,93 S
5,93 S
4,12 R
4,73 S
4,90 S
5,058
4,86 S
5,29 S
451S
4,17R
4,78 S
5,108
3,48 R
4,93 S
4,48 S
4,38 S
4,14 R
3,70R
4,73 S
4,09 R
347 R
4,56 S
4,49 S
3,66 R
3,60R
4,30 S
3,64 R
3,91S
4,40 S
342 R
4,56 S
4,74 S
4,66 S
4,25 S
4,20 S
4,72 S
4,45 S
4,86 S
4,20R
3,92R

4825
4535
3,708
4675
4518
4,60S
3,745
4325
4455
4535
414S
456 S
4345
4,08
4,44S
5325
358 R
451S
4385
4,06 S
4,035
357R
4,09
3695
331R
4,44S
4285
349 R
347R
343R
346 R
3,07R
3635
322R
396 S
412'S
395S
3,32R
3,695
453S
420S
437S
3925
381S

74



81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

MAV-7.85
MAVI -21
MAVI-20
MAVI-24
MAVI-39
MAVI-60
MAVII 129
MAVII-127
MAVII-2
MAVII-244
MAVII-92
MAVIII-128
MAVIII-34
MAVIII-5
MAVIII-78
MAVIII-89
MAVIII-94
MAX -9
MAX-10
MAX-11
MAX-2
MAX-6
MAX-7
MAX-8

MB 89
MBC1 17/5
MBC1 35/12
MBC1-31/32
MBC1-36/8
MBCI 32/14
MBCO-22/3
Ouro Vermelho
Ouro Negro
BRSMG Pérola
PT 65

PT-68
Radiante
RC2 RAD 155
RPCVIII 13
RPCVIII 6
RPCVIII 7
RPCVIII-1
RPCVIII-4
RPCVIII-8

2,43 R
4,15S
3,54 S
2,81R
3,00S
3,198
2,49 R
2,21R
3,99 S
2,58 R
2,38 R
2,55 R
2,29 R
2,61R
2,34R
2,24R
2,73R
2,55R
3,19S
3,898
2,/0R
2,57TR
3,20S
2,39R
4,18 S
2,94 S
3,41S
3,66 S
3,31S
4,07 S
3,03S
2,94 S
3,828
4,03S
2,22 R
3,86 S
3,25 S
3,42 S
4,15S
4,50 S
3,66 S
4,13S
4,09 S
3,58 S

3,34 R
5028
4,04 S
3,90S
3,94 S
3,82R
4,14 S
3,54 R
431S
3,858
3,58 R
3,97 S
3,96 S
4,49 S
3,935
4,10S
3,67TR
4,03 S
4,16 S
3,81R
3,855
4,00 S
4,18 S
3,656R
530S
3,68 R
4,01S
4,29 S
4,66 S
4,02R
4,16 S
5,09 S
4,57 S
4,64 S
301R
4,20 S
2,60R
3,16 R
4,13 S
4,60 S
451S
5818
524S
4,40 S

3,73R
451R
5,00S
4,17 S
4,61S
4,10R
3,89 R
3,73R
4,40 S
3,13R
4,43 S
3,74R
4,48 S
4,65 S
4,09 S
3,71R
4,38 S
481S
4,43 S
4,23 R
441S
4,54 S
4,43 S
4,05S
5,76 S
4,02R
431S
5,47 S
4,55 S
5,36 S
4,26 S
535S
5158
534S
3,36 R
4,43 S
4,54 S
4,15S
4,74 S
4,89 S
4,58 S
5,58 S
5,60S
5218

317R
4,56 S
4,19 S
3,63 S
3,85 S
3,70 S
351R
3,16 R
4,10S
3,18 R
3,46 R
342R
3,58 R
3,928
345R
3,35R
3,99 R
3,80S
3,93S
3,98 S
3,65 S
3,70 S
3,94 S
3,36 R
5,08 S
3,54 R
391S
4,47 S
4,17 S
4,48 S
3,81S
4,46 S
4,52 S
4,67 S
2,86 R
4,16 S
3,46 R
3,58 R
4,34 S
4,66 S
4,25S
517S
4,98 S
4,39 S

75



125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

Talisma
VC 17
VC 18
VC 19
VC 21
VC 22
VC 24
VC 25
VC 27
VC 28
VC20
VC23
VC-26
VP 30
VP 31
VR 14
VR 15
VR 16
VR 17
VR 18

3,828
3,858
3,928
3,84 S
3,34 S
4,23S
2,58 R
3,22S
3,93S
2,25R
2,31R
4,79 S
4,02S
3,64 S
3,37 S
3,56 S
3,76 S
3,73S
4,11S
2,94 S

4,41S
4,69 S
4,57 S
4,52 S
5,17 S
4,71 S
3,50R
3,828
4,59 S
3,02R
3,78 S
5,17 S
4,92 S
4,38 S
4,06 S
4,59 S
5,04S
528 S
5458S
4,41S

4,86 S
4,92 S
4,83 S
4,49 S
5,44 S
4,86 S
4,58 R
516 R
5,58 S
3,77R
3,79R
5,728
5,93 S
4,42 S
431S
4,30R
5,50S
5418
5,64S
4,43 S

4,36 S
4,49 S
431S
4,28 S
4,65S
4,60 S
3,55 R
4,07 S
4,70 S
301R
3,29 R
5,23 S
4,82 S
4,14 S
3,91S
4,15S
4,76 S
4,81S
5,07S
3,93S

76

* Foram consideradas resistentes (R), 20% das linhagens que apresentaram os menores valores
genotipicos preditos (médias BLUP); S — suscetivel.
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CAPITULO 3

MISTURA DE RACAS DE Pseudocercospora griseola PARA A AVALIACAO DA
REACAO A MANCHA ANGULAR DO FEIJOEIRO

RESUMO

O fungo Pseudocercospora griseola, agente causal da mancha angular do feijoeiro, apresenta
ampla variabilidade patogénica, o que tem dificultado o desenvolvimento de cultivares
resistentes. O uso de mistura de diferentes racas do patdégeno para a avaliacdo da reacdo a
mancha angular pode ser uma estratégia viavel para a sele¢do de linhagens com maior espectro
de resisténcia. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia do uso de mistura de isolados
para a avaliacdo da severidade da doenca, a partir da comparacdo da agressividade entre
isolados/mistura. A comparacdo entre os isolados e a mistura foi realizada por meio da
avaliacdo da severidade da doenca, utilizando-se uma escala de notas e o percentual da area
foliar lesionada (%AFL). Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, sendo
utilizados dois isolados das ragas 63-63, um da raca 63-23 e a respectiva mistura, inoculados
em seis linhagens de feijoeiro. Na comparacdo dos isolados e da mistura, verificou-se que a
escala de notas foi mais eficiente em relagéo a %AFL para distin¢do da agressividade. A mistura
de racas de P. griseola foi eficiente na avaliacdo da severidade da mancha angular do feijoeiro,
apresentando maior agressividade em relacdo as racgas inoculadas individualmente.
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ABSTRACT

Pseudocercospora griseola is the causal agent of angular leaf spot in common bean, presents
wide pathogenic variability, which difficult development of resistant cultivars. The use of
mixture of different P. griseola pathogenic races to evaluate angular leaf spot can be a viable
strategy to select common bean lines with a greater resistance spectrum. Objective of this study
was to verify efficiency in using mixture of P. griseola strains to evaluate disease severity by
comparing aggressiveness among strains/mixture. Comparison between individual strains and
mixture strains was performed by assessing of disease severity using score scale and percentage
of leaf area with symptoms (%LAS). Experiments were carried out in greenhouse, using three
strains of races 63-63, 63-23 and its respective mixture, inoculated in six common bean lines.
In comparison between individual strains and mixture strains, it was verified that score scale
was more efficient than %LAS to distinguish aggressiveness. Mixture of P. griseola races was
efficient to evaluate angular leaf spot severity, presenting greater aggressiveness compared with
the races individually inoculated.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) € cultivado em paises tropicais e subtropicais,
constituindo uma importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e minerais,
especialmente para a populacéo de baixa renda (SILVA et al., 2010). O Brasil destaca-se como
um dos maiores produtores e consumidores desta leguminosa (FAO, 2015). Vaérios fatores
podem afetar a produtividade do feijoeiro, entre estes se destaca a ocorréncia de doengas. A
mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc) Crus & U. Brown, €
uma das principais doencas que acometem a cultura (SANGLARD et al. 2006; SINGH;
SCHWARTZ 2010; PEREIRA et al. 2015), sendo os sintomas visiveis principalmente nas
folhas e vagens, onde o patégeno induz a desfolha prematura e provoca a depreciacdo na
qualidade dos gréos (MAHUKU et al. 2009; MAHUKU et al., 2011; BOREL et al. 2011).

O controle da mancha angular por meio da utilizacdo de cultivares resistentes vem se
destacando por apresentar grande potencial em minimizar os custos de producdo além de
diminuir os danos causados ao ambiente (SINGH et al., 2010). Entretanto, a grande
variabilidade patogénica de P. griseola tem dificultado a obtencdo de cultivares com resisténcia
efetiva e duravel (SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2015; JARA et al., 2015). Isolados de P.
griseola diferem na capacidade de infectar cultivares de feijdo, mesmo quando estes sdo
pertencentes a uma mesma raga. A variagdo na agressividade de isolados tem sido verificada
em isolados pertencentes a raca 63-63, quando inoculados em diferentes grupos de cultivares
de feijdo (PEREIRA et al., 2015; SANGLARD et al., 2015). Além disso, diferencas entre
isolados também tém sido observadas para caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas
(LIBRELON et al., 2015).

A avaliacdo da reagdo de linhagens e progénies de feijoeiro a P. griseola tem sido
realizada por meio da inoculacéo artificial de isolados monospdricos utilizando as racas mais
frequentes (BALBI et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2014; PADUA et al. 2016 ). No entanto,
quando o nimero de racas é elevado, torna-se necessaria grande quantidade de sementes, o que
pode inviabilizar a avaliacdo das progénies em um programa de melhoramento. Além disso, a
inoculacéo de apenas uma ou poucas ragas pode explicar a dificuldade dos melhoristas em obter
cultivares com resisténcia duravel que seja efetiva em diferentes locais (CHILIPA et al., 2016).
Desta forma, uma alternativa é o uso de mistura de isolados das diferentes racas do patdgeno.
Estudos utilizando mistura de isolados tém sido realizados em algumas oportunidades, sendo a

agressividade da mistura em relagdo aos isolados monospdricos varidvel entre os diferentes
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patossistemas (MEBRATE; COOKE 2001; OHE; MIEDANER 2010; CHILIPA et al., 2016;
WANJAU et al., 2016; FALLEIROS 2016).

A avaliacdo da severidade da mancha angular do feijoeiro em casa de vegetacao tem
sido realizada utilizando escalas diagramaticas no estadio V2 (LIBRELON et al., 2015;
LIBRELON et al., 2015; FURTADO et al., 2016) e V3 (VAN SCHOONHOVEN; PASTOR
CORRALES 1987; PEREIRA et al., 2015; SANGLARD et al., 2015; WANJAU et al., 2016).
A determinacdo do percentual da area foliar lesionada (%AFL), por meio de programas
computacionais (VALE et al., 2003), também tem sido utilizada com sucesso em algumas
oportunidades (PARRELA et al., 2013; REZENDE et al., 2014). Estes autores enfatizam que
0 método apresenta alta precisdo, permitindo maior distin¢do entre diferencas pequenas nos
niveis de agressividade.

Existem metodologias que permitem avaliar a agressividade de diferentes isolados do
patdgeno, além de informar sobre a resisténcia vertical e horizontal do hospedeiro. Entre estas
se destaca 0 método proposto por Melo; Santos (1999) que tem sido utilizado com resultados
promissores em diferentes patossistemas (DAVIDE; SOUZA 2009; BUIATE et al. 2010;
SILVA et al., 2014; PEREIRA et al. 2015; ABREU et al., 2016).

Relatos na literatura sobre a eficiéncia da utilizacdo de mistura de racas na avalia¢do da
severidade da mancha angular do feijoeiro sdo escassos e ndo ha informacGes sobre a
agressividade de isolados de P. griseola quando utilizados em mistura. Neste trabalho, a
comparagdo da agressividade dos isolados/mistura de P. griseola foi avaliada e suas

implicacdes no melhoramento visando resisténcia duravel a P. griseola sao discutidas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados, mistura e preparo das suspensoes

Foram utilizados dois isolados pertencentes a raca 63-63 e um da raca 63-23, coletados
em diferentes locais no ano de 2011, no estado de Minas Gerais, Brasil pertencentes a micoteca
do laboratdrio de Resisténcia de Plantas a Doencas, DBI-UFLA (Tabela 1). Estes isolados
foram utilizados devido a elevada frequéncia em campos experimentais e alta agressividade
(Pereira et al., 2015).
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Tabela 1 Descricdo dos isolados de Pseudocercospora griseola utilizados.

Isolados Cultivar hospedeira Procedéncia Raca
Psg-5 Carioca Vigosa 63-23
Psg-3 BRSMG Talisméa Patos de Minas 63-63
Psg-4 BRSMG Madrepérola Lavras 63-63

Mistura - - 63-23, 63-63

Inéculo de cada isolado foi produzido individualmente. Para obtencdo de esporos, 0s
isolados de P.griseola foram cultivados em meio folha-dextrose-a4gar e mantidos a temperatura
de 24°C na incubadora (B.0O.D), por um periodo de 7 a 10 dias, com fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente, o indculo foi preparado pela adicdo de 5-10 ml de agua destilada estéril em
cada placa e procedendo a raspagem da superficie da cultura com o auxilio de um pincel, para
a liberacdo dos conidios. A suspensdo de conidios foi obtida pela filtragem, através de uma
camada de gaze, para a remocao dos fragmentos miceliais. A contagem dos conidios foi
realizada em camara de Neubauer para padronizar a concentragdo de inoculo para

2x10%*conidios/mL e misturadas na proporcao de 1:1:1 quando necessario.

2.2 Testes de patogenicidade

As inoculagbes de cada isolado e da mistura foram realizadas em seis linhagens do
feijoeiro que apresentam diferentes niveis de resisténcia a mancha angular; Ouro Negro,
BRSMG Madrepérola, MAIX-5, BRSMG Talisma, MAIX-12 e Carioca MG. Para cada isolado
individualmente e para a mistura foram conduzidos experimentos em blocos casualizados
(DBC), com trés repeticbes. A parcela foi constituida por um vaso, contendo 3 kg de solo, no
qual foram semeadas quatro sementes. As suspensdes de esporos foram inoculadas apos a
expansdo completa das folhas trifolioladas das plantas, sendo pulverizadas em ambas as faces
das folhas até o ponto de escorrimento. Apos as inoculacdes, as plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo, com umidade relativa de 80%, temperatura em torno de 24°C , por 15 dias até o
momento das avaliacGes. A severidade da doenca foi avaliada utilizando dois procedimentos
distintos. O primeiro procedimento foi a avaliagdo visual, utilizando-se uma escala com nove
graus de severidade proposta por Van Schoonhoven; Pastor Corrales (1987): 1 - plantas sem
sintomas da doenca; 2 -presenca de até 3% de lesdes; 3 - presenca de até 5% de lesdes foliares,
sem esporulacédo do patdgeno; 4 - presenca de lesdes esporuladas cobrindo 10% da area foliar;
5 - presenca de varias lesdes esporuladas entre 2 e 3 mm, cobrindo 10-15% da area foliar; 6 -
presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area

foliar; 7 - presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 20-
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25% da area foliar; 8 - presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que
cobrem entre 25-30% da area foliar, associadas a tecidos; e 9 - sintomas severos da doenca,
resultando em queda prematura de folhas e morte da planta. O segundo procedimento foi a
avaliacdo do percentual da area foliar lesionada (%0AFL). Para avaliacdo da area foliar infectada
ao nivel de plantas utilizou-se o procedimento preconizado por Mullan; Garcia (2011). Os dois
primeiros trifélios de cada planta com lesdes, foram digitalizados por meio de scanner e as
imagens salvas em computador. Deve ser ressaltado que as folhas digitalizadas foram as
mesmas avaliadas pela escala de notas. Apds a obtencao das fotografias, essas foram analisadas
no programa Adobe® Photoshop ® 6.0.visando a quantificagdo do percentual de &rea coberta
pelas lesdes. Esse percentual foi obtido por meio da razdo entre pixels amarronzados
capturados, que sdo as regides infectadas pela mancha angular, e pixels totais. Ressalta-se,
também, que as fotos foram obtidas na resolucdo 5184 x 2912, garantindo a qualidade da
imagem.

2.3 Analise dos dados

As andlises de variancia individuais das notas medias e %AFL foram obtidas
separadamente por isolado e por mistura, sendo posteriormente realizadas as analises conjuntas.
Para atender os pressupostos da anélise de variancia, homogeneidade de variancia dos erros, 0s
dados de %AFL foram transformados para arco seno \x. As variaveis significativas no teste F,

tiveram as médias comparadas pelo teste de Scott Knott (1974), a 5% de probabilidade.

A partir dos resultados obtidos da analise conjunta foi realizada a analise do dialelo
parcial (MELO; SANTOS 1999) para a obtencdo das estimativas da capacidade geral de reacao
(CGR), capacidade geral de agressividade (CGA) e capacidade especifica de interacdo (CEl),
por meio do modelo IV de Griffing (1956), utilizando o programa estatistico SAS® (SAS
INSTITUTE 2000).

As analises dialélicas foram realizadas conforme o seguinte modelo estatistico:
Yij=u+ri+aj+ sij+6j

Em que vyij severidade da doenca exibida pelo hospedeiro i quando inoculado com o
isolado/mistura j; ri efeito da capacidade geral de reacdo do hospedeiro i (CGR); a; efeito da
capacidade geral de agressividade do isolado/mistura j (CGA); sij efeito da capacidade
especifica de reagdo do hospedeiro i inoculado com o isolado/mistura j (CEIl); ejj erro
experimental médio. As estimativas da capacidade geral de reacdo, da capacidade geral de
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agressividade e da capacidade especifica da interacdo foram testadas pelo teste de t Student ao
nivel de 1 e 5% de probabilidade, segundo as expressdes apresentadas por Ramalho et al.
(1993).

Foram estimadas as correlacfes de Spearman entre as notas médias e a %AFL das
linhagens, e também das estimativas de CGR entre essas caracteristicas. Posteriormente foram
estimadas as correlacdes de Spearmam entre as notas médias e a porcentagem de area foliar dos
isolados/mistura e também das estimativas de CGA entre essas caracteristicas. A hipdtese de
que o coeficiente de correlacdo Spearmam é igual a zero (HO: 0) foi avaliada pelo teste t. As

analises foram realizadas usando o programa computacional GENES (CRUZ, 1997).

3 RESULTADOS

A partir dos resultados obtidos nas andlises de variancia individuais, constatou-se
diferenca significativa (P <0,01) entre as cultivares para a severidade da mancha angular,
considerando o uso de escala descritiva e a % de AFL, para todos os isolados e para a mistura.
As notas médias da severidade da mancha angular considerando o uso da escala descritiva
variaram de 3,8 (Psg-5) a 4,3 (mistura) e o coeficiente de variacdo experimental (CV) de 9,1
(mistura) a 12,2% (Psg-1). Considerando a %AFL, as médias variaram de 3,0 (Psg-2 e Psg-3)
a5,4% (Psg-1) e 0 CV de 22 (Psg-1) a 37% (Psg-3) (Tabela 2).

TABELA 2 Resumo da analise de variancia individual para a severidade da mancha angular do
feijoeiro nas linhagens considerando escala descritiva e a porcentagem da &rea foliar com
sintomas (%AFL).

FV Severidade mancha angular-Escala descritiva
QM
Psg-3 Psg-4 Psg- 5 Mistura
Linhagens 4,35** 3,20** 2,74** 3,76**
Erro 0,27 0,20 0,22 0,15
CV(%) 12,2 11,6 11,6 9,1
Média 4,2 4,0 3,8 4,3
FV Severidade mancha angular-% LAS
QM
Psg-3 Psg-4 Psg- 5 Mistura
Linhagens 77,64** 36,47** 29,31** 63,98**
Erro 6,65 8,25 10,89 8,58
CV(%) 22,5 32,4 37,3 30,1
Média (%) 54 3,0 3,0 3,8

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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A anélise de variancia conjunta foi realizada a partir das estimativas obtidas das analises
individuais para cada isolado e a mistura de P. griseola. Verificou-se que os efeitos das

cultivares e dos isolados foram estatisticamente significativos (P<0,01) (Tabela 3).

TABELA 3 Resumo da anélise conjunta para os dados de severidade da mancha angular do
feijoeiro nas linhagens utilizando escala descritiva e porcentagem da area foliar com sintomas
(% AFL).

FV GL QM

Escala descritiva %AFL
Linhagens (L) 5 13,25** 168,66**
Isolados (1) 3 0,97** 26,86**
LXI 15 0,26 12,91
Erro 40 0,21 8,59
Média 4,09 3,8
C.V(%) 11,2 30,2
Amplitude 2,2-55 0,4-9,6

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

A diferenga significativa entre os isolados/mistura sugere a ocorréncia de diferentes
niveis de agressividade. Ja a diferenca significativa entre as linhagens indica a ocorréncia de
diferentes niveis de reacdo quando inoculadas com os diferentes isolados/mistura. As notas
médias da severidade da mancha angular variaram de 2,2 a 5,5. As médias da %AFL variaram

de 0,4 a 9,6%.

O isolado Psg-3 e a mistura apresentaram a mesma agressividade pelo teste de médias
da avaliacéo utilizando a escala descritiva. O isolado Psg-3 apresentou maior agressividade para
a %AFL (Tabela 4).

TABELA 4 Estimativas da capacidade geral de agressividade (gi) e notas médias dos
isolados/mistura de P. griseola, utilizando escala descritiva e a porcentagem de area foliar
lesionada (% AFL).

Isolado Escala descritiva %AFL

Média gi Média gi
Psg-3 (63-63%) 4,22 A? 0,13 5,35 A 1,72%*
Psg-5 (63-23) 401B -0,07 301B -0,85
Psg-4 (63-63) 3,80B -0,28** 2,96 B -0,88
Mistura 4,33 A 0,24** 3,74B 0,01

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de t; ‘denominacdo da raca
2Médias com a mesma letra pertencem ao mesmo grupo pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.
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Os dados obtidos na andlise conjunta foram utilizados para realizar a analise dialélica.
Todas as fontes de variacao foram significativas (P<0,01), exceto a Capacidade Especifica de
Interacdo (CEI). Analisando os desdobramentos para a fonte de variacdo cruzamentos para a
severidade a mancha angular utilizando escala descritiva e % de AFL, observa-se que 90,6% e
75,5% da soma de quadrados totais da variacdo observada foram devidos a capacidade geral de

reacdo (CGR), respectivamente (Tabela 5).

TABELA 5 Resumo da andlise de variancia do esquema de dialelo parcial para severidade da
mancha angular nas linhagens utilizando escala descritiva e porcentagem da area foliar com
sintomas (% AFL).

FV GL QM
Escala descritiva %ALS
CGR 5 13,25** 168,66**
CGA 3 0,96** 26,86**
CEl 15 0,27 12,91
Erro 40 0,21 8,59

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste F.

As linhagens diferiram quanto as estimativas da capacidade geral de reacdo (CGR),
sendo significativas para todas, com exce¢do da BRSMG-Talisma. As linhagens MAIX-5 (-
1,71) e MAIX-12 (-0,64) apresentaram-se entre as mais resistentes. Ja as linhagens Ouro Negro
(0,74), BRSMG-Madrepérola (0,96) e Carioca-MG (0,83) foram as mais suscetiveis, ou seja,
apresentaram as maiores estimativas para a capacidade geral de reacdo (gi). Os resultados
obtidos a partir do teste de médias corroboraram com os resultados das estimativas de CGR das

linhagens (Tabelas 6).

TABELA 6 Estimativas da capacidade geral de reacdo (gi) e notas médias para a severidade da
mancha angular nas linhagens utilizando a escala descritiva e porcentagem de area
foliar lesionada (%AFL).

Linhagens Escala descritiva %AFL

Média gi Média Gi
MAIX-5 2,38 A! -1,71%* 0,65 A -5,56**
MAIX-12 3,45B -0,64** 1,57 A -3,44**
BRSMG-Talisma 391C -0,17 4,58 B 1,38
Ouro Negro 483D 0,74** 426 B 1,58*
Carioca-MG 492D 0,83** 6,83 C 4,59**
BRSMG-Madrepérola 505D 0,96** 4,75B 1,45*

** e * significativo a 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste t.
!Médias com a mesma letra pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o teste de Scott-Knott, a 5%.
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As estimativas da capacidade geral de agressividade (CGA) obtidas indicam diferencas
na agressividade entre os isolados/mistura (Tabela 4). Considerando a avaliagdo da severidade
da doenca utilizando a escala descritiva, verifica-se que a mistura apresentou a maior
agressividade (0,24), seguida por Psg-3 (0,13). Na avaliacdo da severidade da mancha angular
utilizando a %AFL, observou-se o contrério, ou seja, o isolado Psg-3 foi 0 mais agressivo
(1,72). A menor estimativa para agressividade foi obtida para o isolado Psg-4 para ambas as

avaliacdes.

As estimativas das correlagdes de Spearman entre as notas médias e a porcentagem de
area foliar lesionada das linhagens, e também das estimativas de CGR entre essas caracteristicas
foram significativas, de 0,88 e 0,77, respectivamente. As estimativas das correlacdes de
Spearmam entre as notas médias e a porcentagem de area foliar dos isolados/mistura e também

das estimativas de CGA entre essas caracteristicas foram n&o significativas de 0,80.
4 DISCUSSAO

Informacdes sobre a agressividade dos isolados/mistura sdo importantes, ndo apenas
para o conhecimento da variabilidade do patégeno, mas também para auxiliar o melhorista na
obtencdo de cultivares com resisténcia duravel que seja efetiva em diferentes locais (CHILIPA
et al., 2016). Além disso, a avaliacdo da reacdo de linhagens e progénies de feijoeiro a P.
griseola por meio da inoculacdo artificial utilizando mistura das ragcas mais prevalentes pode
viabilizar a avaliacdo das progénies em um programa de melhoramento quanto a reacdo a mais
de um isolado/ raca. Este é o primeiro relato da ocorréncia de variacdo patogénica considerando
isolados monosparicos e mistura de ragas no patossistema P. griseola-feijoeiro.

O coeficiente de variacdo experimental (CV) é uma das formas de avaliar a precisdo
com que foi conduzido o experimento e/ou realizadas as avaliagbes. O CV considerando a
avaliacdo a partir do %AFL foi de elevada magnitude (30,2%) quando comparado as
estimativas obtidas com a escala descritiva (11,0%). De forma semelhante ao presente trabalho,
Rezende et al.(2014) e Parrela et al. (2013) verificaram altas magnitudes do CV para %AFL em
experimentos de campo, variando de 25,3 a 65,6% e 22,9 a 45,7%, respectivamente. Ao
transformar os valores obtidos com a escala descritiva para %AFL, houve mudanca
consideravel do CV sem que ocorresse alteracdo na interpretacdo da analise de variancia. Isto
comprova a influéncia da média e do erro sobre o CV conforme também verificado por Rezende
etal. (2014).
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Na comparacao dos métodos utilizados para a avaliar a severidade da mancha angular
no feijoeiro, foram obtidas as estimativas das correlagbes de Spearmam entre os resultados
obtidos. A correlacdo entre as caracteristicas notas e %AFL foram de alta magnitude e
significativas, indicando que os dois métodos forneceram informacdes semelhantes. Resultados
similares foram obtidos neste patossitema, em condi¢fes de campo (PARRELA, et al., 2013;
REZENDE et al., 2014). No entanto, considerando a viabilidade pratica dos dois métodos,
pode-se inferir que o0 uso da escala descritiva € mais adequado.

A partir dos resultados obtidos na anélise conjunta para avaliacdo da escala descritiva,
verificou-se que a interagdo foi ndo significativa (Tabela 3), sendo o comportamento das
linhagens coincidente quando inoculadas com os diferentes isolados/ mistura. A partir do teste
de médias € possivel verificar que o isolado Psg-3 e a mistura apresentaram a mesma
agressividade (Tabela 4). Com relacéo a analise dialélica, as estimativas da capacidade geral de
agressividade (CGA) mostram a diferenga significativa entre os isolados/mistura, quando
inoculados no grupo de linhagens de feijoeiro avaliadas, sendo que a mistura apresentou maior
agressividade (Tabela 5). Portanto, pode-se considerar que a analise dialélica possui maior
poder de discriminacdo para avaliacdo da interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro quando
comparado ao teste de médias Scott-Knott.

A maior agressividade apresentada pela mistura pode ser devida a um efeito sinergistico
entre estas, como ja verificado no patossistema Colletotrichum lindemuthianum-feijoeiro
(CHILIPA; LUNGU; TEMBO 2016; FALLEIROS 2016). A raca 63-63 de P. griseola quebra
a resisténcia de todas as linhagens do conjunto de diferenciadoras e por isso possui todos 0s
fatores de viruléncia andinos e mesoamericanos (PEREIRA et al., 2015). J& a raca 63-23 possuli
todos os fatores de viruléncia, a exce¢do dos fatores 2° e 2° mesoamericanos. Considerando os
fatores de viruléncia, a mistura possui todos os fatores de 2° a 2° andinos e 2°, 2!, 22 e 2¢
mesoamericanos em maior proporcdo uma vez que todas as racas avaliadas possuem esses
fatores. Portanto, os fatores de viruléncia 22 e 2° mesoamericanos ausentes na raga 63-23, estio
em menor proporgao na mistura. Este fato pode justificar a maior agressividade da mistura ou
efeito sinergistico, com relacdo ao isolado 63-23 e o comportamento parecido com o isolado
mais agressivo Psg-3.

Outra possivel explicagéo seria que a agressividade elevada exibida pela mistura pode
ser devido ao fato de que a resisténcia nas cultivares testadas ser controlada pelo efeito aditivo
de varios genes. Neste caso, os diferentes genes para a agressividade presentes em cada isolado
podem superar 0s varios genes do hospedeiro para resisténcia e, consequentemente, causar mais
sintomas da doenca (MEBRATE; COOKE 2001). De forma analoga ao presente trabalho, nos
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patossistemas Stagonospora nodorum-trigo e Fusarium graminearum-trigo, verificou-se uma
maior severidade da doencga quando se utilizou a mistura de isolados ou o isolado mais agressivo
(MEBRATE; COOKE 2001; OHE; MIEDANER 2010).

A alta variabilidade patogénica de P. griseola tem sido observada em varias
oportunidades, sendo constatada a predominancia de isolados da raca 63.63 e a presenca de
variacdo dentro de uma mesma raga (SILVA et al., 2008; SILVA et al., 2015; JARA et al.,
2015; PEREIRA et al., 2015). Além disso, diferencas entre isolados, coletados em uma pequena
area geografica, também tém sido observadas para caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e
culturais (LIBRELON et al., 2015). Desta forma, as avaliagdes utilizando misturas de racgas
diferentes ou até mesmo da mesma raca podem se aproximar mais da populacéo do patégeno
gue ocorre naturalmente nos campos experimentais. Em casa de vegetacdo geralmente se
inocula apenas uma ou poucas ragas, enquanto no campo com a ocorréncia natural do patdgeno,
pode haver maior pressdo de selecdo devido a existéncia de inumeras ragas do patégeno. Esse
fato pode ser comprovado com base nos resultados obtidos no presente trabalho, em que o maior
nivel de agressividade foi observado pela mistura. Além disso, nas avalia¢fes utilizando apenas
uma raca especifica podem estar sendo selecionados, principalmente, gen6tipos com resisténcia
vertical, que apresenta pouca durabilidade nos programas de melhoramento (LIBRELON,
2016). Ja para as avaliacBes utilizando misturas, as linhagens resistentes selecionadas
apresentam principalmente a resisténcia horizontal, pois sdo resistentes as varias racas
existentes na mistura, semelhante ao que ocorre no campo (NG’AYU-WANJAU, 2016).

Além do maior nivel de agressividade da mistura em relacdo a racas/isolados
individuais, ela pode ser mais eficiente na selecdo de progénies com diferentes niveis de
resisténcia uma vez que a mistura reine maior namero de alelos de viruléncia. Desta forma, é
importante realizar um monitoramento constante da populacdo do patdgeno a fim de conhecer
sobre a frequéncia e agressividade das racas existentes no campo. A partir destas informacdes
é possivel utilizar os isolados de maior prevaléncia no campo e que apresentem maior nimero
de alelos de viruléncia para compor a mistura utilizada na inoculagéo.

A resisténcia duravel apresenta a propriedade de reducdo da esporulacdo do patdgeno,
apesar de ocorrer o processo de infeccdo (PARLEVLIET 1985). Assim para a obtencéo da
resisténcia horizontal, a selecdo contra os genes de grande efeito pode ser realizada com a
eliminacdo das plantas com resisténcia completa. Para avaliacdo da reacdo deve ser utilizada
uma mistura de racas sendo selecionados principalmente genes de pequeno efeito, conforme ja
constatado em diversas oportunidades (PARLEVLIET 1983; PARLEVLIET; VAN
OMMEREN 1988; WANJAU et al., 2016). A sua utilizacdo tem sido recomendada para
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obtencdo de cultivares nos programas de melhoramento (VAN DER PLANK 1968;
ROBINSON 1980) e recentemente tem sido explorada no patossistema P. griseola-feijoeiro
(WANJAU et al., 2016).

A significancia da capacidade geral de reacdo (CGR) (Tabela 5), caracteriza a
predominancia da resisténcia genética horizontal (PARLEVLIET 1981). No estudo do controle
genético da resisténcia & mancha angular tem sido relatada a presenca de resisténcia vertical
(CHATAIKA et al. 2010; VIDIGAL et al. 2010; BOREL et al. 2011) e resisténcia horizontal
(AMARO et al. 2007; ARANTES 2009; MAHUKU et al. 2009; OBLESSUC et al. 2012;
PERSEGUINI et al., 2015; PEREIRA et al., 2015), sendo que esta ultima € o principal
componente da resisténcia neste patossistema. A existéncia de dois tipos de resisténcia sao
reconhecidas em diversos patossistemas (VANDERPLANK 1963).

As linhagens MAIX-9 e MAIX-12 apresentaram as menores notas médias e estimativas
de CGR para severidade da doenca considerando as duas metodologias de avaliacdo (Tabela 3
e 4). Estas linhagens séo provenientes de um programa de selecdo recorrente visando resisténcia
a mancha angular (AMARQO et al., 2007). Neste programa a avaliacdo das progénies, isto é, a
fenotipagem da severidade da mancha angular das plantas tem sido realizada no campo apos o
florescimento, a partir da ocorréncia natural do patégeno e avaliagdo da doenca por meio de
escala de notas. Ao longo de 16 ciclos de selecdo, varias linhagens deste programa tém-se
mostrado resistentes a mancha angular (AMARO et al. 2007; ARANTES et al., 2010;
REZENDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2015). Portanto, o maior indicativo de que a mistura
é importante na selecdo de linhagens com resisténcia duravel, sdo as linhagens do programa de
selecdo recorrente que tem fixado regiGes genémicas responsaveis pela resisténcia horizontal,
uma vez que sdo selecionadas a partir da mistura de racas existentes no campo. Desta forma, as
linhagens MAIX-9 e MAIX-12 apresentaram principalmente resisténcia horizontal uma vez
que foram resistentes a mistura. A cultivar Ouro Negro tem sido relatada como uma fonte de
resisténcia e, no entanto, apresentou reacdo de suscetibilidade a todos os isolados/mistura,
indicando que a populagdo do patdgeno tem sido alterada (SILVA et al., 2008; BALBI et al.,
2009).

Outra metodologia que tem sido proposta é o uso da inoculacdo artificial e a avaliagdo
precoce no programa de selecdo recorrente visando resisténcia @ mancha angular, que permite
a reducdo no tempo de cada ciclo. Neste caso as inoculagdes artificiais foram realizadas em
casa de vegetacdo utilizando apenas a raga 63-63. Contudo, como apresentado pelos resultados
obtidos, 0 uso de mistura podera aumentar a eficiéncia na sele¢éo de plantas resistentes em casa
de vegetacdo (LIBRELON et al., 2016).
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A mistura de racas de P. griseola foi eficiente na avaliagcdo da severidade da mancha
angular do feijoeiro, apresentando maior agressividade em relagdo as racas inoculadas
individualmente. Portanto, o uso de mistura é uma estratégia eficiente para selecdo de gendtipos
de feijoeiro com maior espectro de resisténcia a mancha angular, sendo importante o
conhecimento da variabilidade do patdgeno para a escolha das ragas/isolados que vdo compor
a mistura. A severidade utilizando a escala descritiva € o método mais indicado para avaliar a

mancha angular do feijoeiro, devido, principalmente, a sua praticidade.
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