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RESUMO

A cultivar defeijoeiro (Phaseolusvulgaris) Cornell 49-242,
possuidorado genederesisténciaCo-2 (Are), éumadasmaisantigas
fontes de resisténcia a antracnose, causada por Colletotrichum
lindemuthianum. Visando a utilizagéo destafonte no programade
piramidacdo de genes em cultivares do tipo “carioca’ do
BIOAGRO/UFV, este trabalho teve como objetivos: (1) definir o
padr&o de herancga da resisténcia da cultivar de feijoeiro Cornell
49-242 em cruzamentos com cultivares suscetiveis as ragas 81
(Rudd) e 65 (Ruda e Ouro Negro) de C. lindemuthianum e (2)
avaliar o marcador RAPD OPQO04 ligado ao gene Co-2 em
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populagbes F, do cruzamento Ruda vs. Cornell 49-242. Os
resultados indicaram que trés genes dominantes, sendo dois de
carater complementar, controlam a resisténcia ao patétipo 81 de
C. lindemuthianum, enquanto que um gene dominante e um
recessivo controlam a resisténcia ao patétipo 65. O marcador
OPQO4, .., previamente identificado como ligado ao gene Co-2,
pode ser usado, na prética, nesta populagdo, para selecionar
linhagens F, . contendo o gene Co-2.

Palavr as-chaveadicionais: Colletotrichumlindemuthianum,
Phaseolus vulgaris, marcadores moleculares, genes daresisténcia.

ABSTRACT

Inheritance of Resistance to Anthracnose in the Common Bean
Cultivar Cornell 49-242

The cultivar Cornell 49-242 of common bean (Phaseolus
vulgaris) harbors the Co-2 gene (Are) one of the oldest sources of
resistance to anthracnose, caused by Colletotrichum lindemuthianum.
Aiming to usethisgenein the breeding program being conducted at
the BIOAGRO/UFV, by pyramiding resistance genesin “carioca-
type” cultivars, this work had the following objectives: (1) to
determine the inheritance pattern of resistance of cultivar Cornell
49-242 in crosses with cultivars Ruda (susceptible to C.

lindemuthianum races 81 and 65) and Ouro Negro (susceptibleto
race 65) and (2) to evaluate the RAPD marker OPQ04, .. linked
to the Co-2 gene in F, populations derived from the cross Ruda
vs. Cornell 49-242. Theresultsindicated the involvement of three
independent dominant genes, two of which behave as
complementary factors that control resistance to pathotype 81,
and one dominant and one recessive genes which control resistance
to pathotype 65. The marker OPQO4, .. previously identified as
linked to Co-2 gene can be used to select F, , linesin these popul ations

for the presence or absence of the Co-2 gehe.

Organismos fitopatogéni cos sdo grandes responsaveis
por perdas significativas nas lavouras de feijoeiro (Phaseolus
vulgarisL.), chegando muitasvezesainviabilizar aculturaem
determinadasregides. O fungo Calletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.) Scrib., agente causal daantracnose dofeijoeiro
comum, encontra-se entre 0s princi pais patégenos desta cultura.
Este patégeno apresentagrande diversi dade e muitos pat6tipos
jaforamidentificadosno Brasil eno mundo. Asperdas causadas
pelaantracnose podem chegar a 100%, principal mente quando
sdo empregadas sementes infetadas de cultivares suscetiveis,
podendo ser mai ores quanto mais precoce for o aparecimento
da doenca na lavoura. Além de diminuir o rendimento da
cultura, a antracnose deprecia a qualidade do produto por
ocasionar manchas no gréo, tornando-o impréprio para o
consumo. No Brasil, aantracnose é preval ecente nos principais
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estados produtores como Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parand, S0 Paulo, Minas Gerais, Bahia e Pernambuco, sendo
importante ainda nos estados do Espirito Santo, Alagoas,
SergipeeParaiba(Ravaet al., 1994).

No passado, acultivar Cornell 49-242, fonte do genede
resisténciaaantracnose do feijoeiro Areou Co-2 (Basett, 1996),
foi extensivamente utilizada e hoje faz parte das genealogias
de um grande nimero de cultivares e linhagens provenientes
do CIAT (Alzate-Marinet al., 2001). Nacaracterizagdo com 35
patétiposidentificados no Brasil entre os anos de 1994 e 2000,
acultivar Cornell 49-242 apresentou resisténciaaos patotipos
1,7,23,55,64,65,67,69, 71,81, 83, 86,87,97,101, 102,117, 119,
320, 339, 343, 453 (Ravaet al., 1994; Andradeet al., 1999) e 31
(Thomazellaet al., 2000) e suscetibilidade aos pat6tipos 8, 72,
73,75,79,89, 95,121,137, 217, 249 €585 (Ravaet al., 1994;

Fitopatol. bras. 28(3), maio - jun 2003



Herancadaresisténciaaantracnose nacultivar defeijoeiro comum...

Andradeet al., 1999). Andradeet al. (1999) demonstraram que
0s patétipos 65, 72, 73, 81 e 89 foram os mais frequientes no
Brasil, sendo que os patétipos 65, 73 e 81 tiveram a maior
distribuicdo nos Estados analisados. Assim, em termosgerais,
acultivar Cornell 49-242 tem um ampl o espectro deresisténcia,
apresentando incompatibilidade com 22 dos 35 pat6tipos
identificados nesses trabal hos, incluidos os pat6tipos 65 e 81.
Estes dados mostram aimporténciadesta cultivar como fonte
de resisténcia a antracnose do feijoeiro no Brasil, tanto em
programas de melhoramento convencionais quanto naqueles
gue visem a piramidagdo de genes de resisténcia de espectro
complementar, com o auxilio de marcadores molecul ares.

Os marcadores moleculares do tipo RAPD (“Random
amplified polymorphic DNA”) OPH20,, ., OPQ4, ,, . eB355-
1o00c |192d0s 20 gene Co-2 deisolinhas altamente endogamicas
derivadas da cultivar Cornell 49-242, foram previamente
identificados (Adam-Blondon et al., 1994; Young & Kelly,
1996). Estes marcadores podem ser Uteis em programas de
mel horamento que utilizem estegenecomo fontederesisténcia
a antracnose.

No programa de melhoramento do feijoeiro do
BIOAGRO/UFV o gene Co-2 (Are) é um dos genes que serdo
piramidados no background genético Ruda, feijéo de tipo
comercia “carioca’. Assim, estetrabalho teve como aobjetivos:
1) determinar o padréo de heranca da resisténcia da cultivar
Cornell 49-242 em cruzamentos com as cultivares Rudae Ouro
Negro, e 2) avaliar o marcador RAPD OPQ04,,, . ligado a0
gene Co-2 da cultivar Cornell 49-242, em popul acdes
segregantes do cruzamento Rudavs. Cornell 49-242.

Os patétipos 65 e 81 de C. lindemuthianum, usados
neste trabal ho est&o incluidos no grupo de 25 pat6tiposidenti-
ficadosno Brasil (Ravaet al., 1994). Ascol6nias monospéricas
originaisforam fornecidas pelosDrs. CarlosA. Ravae Aloisio
Sartorato (Embrapa Arroz e Feijdo, Goiania, GO, Brasil) e
mantidas namicotecado BIOAGRO/UFV. O in6culo de cada
patotipo foi produzido em tubos de ensaio contendo vagens
esterilizadas e parcialmente imersas em meio agar-agua, as
quais, apds serem inoculadas com os pat6tipos de C.
lindemuthianum desejados, foram incubadas por dez dias sob
temperaturade 23 °C.

O material genético utilizado como fontederesisténcia
aos patotipos 65 e81 de C. lindemuthinumfoi acultivar Cornell
49-242, cedidapel o Centro Internacional de AgriculturaTropical
(CIAT, Coldmbia). A cultivar suscetivel ao patétipo 81 de C.
lindemuthianum usada nos cruzamentosfoi acultivar Ruda, a
qual foi desenvolvidapelo CIAT, apartir do cruzamento entre
as cultivares Carioca e Rio Tibagi, sendo introduzida no
Brasil como linhagem A 285, pelaEmbrapa- Arroz e Feijdo
(Goiania, GO). As cultivares suscetiveis ao pat6tipo 65 de
C. lindemuthianum usadas nos cruzamentos com Cornell
49-242 foram as cultivares Ruda e Ouro Negro. Ouro Negro
€ uma cultivar de semente preta introduzida de Honduras,
conhecida também como Honduras 35, que apresenta
resisténcia a todos os patétipos de C. lindemuthianum
identificados no Brasil com excecéo do patétipo 65 (Arruda
etal., 2001). A cultivar Cornell 49-242 foi usadacomo genitor
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masculino nos cruzamentos. Os cruzamentos e as
populagdes F,, F, e F, (derivados do cruzamento Rudavs.
Cornell 49-242) e F, e F, (derivados do cruzamento Ouro
Negro vs. Cornell 49-242) foram conduzidos em casa de
vegetacao.

Trés experimentos foram realizados para avaliar a
heranca da resisténcia aos patotipos 81 e 65 de C.
lindemuthianum. No primeiro, 72 sementes F, (Ruda vs.
Cornell 49-242), e 20 sementes de cada genitor foram
semeadas em casa de vegetacdo. Antes da inoculagéo foi
coletada uma folha primaria de todas as plantas, as quais
foram conservadas a —80 °C para posterior extracdo de DNA
e avaliagdo de marcadores moleculares. Quinze dias apés a
semeadura, as plantas foram inocul adas com uma suspenséo
de indculo contendo 1,2 x 10° esporos/ml do patétipo 81,
nas faces abaxial e adaxial de umadas folhas primarias de
cadaumadas plantas, com o auxilio deum aparelho deVilbis
No. 15. Asplantasforam incubadas por sete diasem camara
de nevoeiro, aqual foi mantida entre 20 e 22 °C e 100% de
umidaderelativa. Apdseste periodo, cadaplantafoi avaliada
visual mente para os sintomas da doenca usando uma escala
dela9, naqua 1 (um) foi atribuido a plantas sem sintomas
visiveise9 (nove) a plantas severamente doentes ou mortas.
Asplantascom grausde 1 a3 foram consideradasresistentes,
e as gue apresentaram graus de 4 a 9 foram classificadas
como suscetiveis (Rava et al., 1993). No segundo
experimento, foram semeadas em casa de vegetacéo, 79
sementes F, (Ruda vs. Cornell 49-242). A autofecundagéo
das plantas correspondentes gerou 79 familias F, .. Doze
sementes de cadaumadestasfamiliasF, ,, €95 e 56 sementes
dosgenitores Rudae Cornell 49-242, respectivamente, foram
semeadas, em casa de vegetacdo. Quinze dias apds a
semeadura, as 1.099 plantas resultantes foram inocul adas com
uma suspensdo de indculo contendo 1,2 x 10°esporos/ml do
patétipo 81. Os demais procedimentos de incubagao,
avaliacdo e classificagdo foram similares aos do primeiro
experimento. No terceiro experimento, foram plantadas em
casade vegetacdo, 12 sementes de cadagenitor e 50 sementes
F, (Rudavs. Cornell 49-242). Separadamente, foram plantadas
20 sementes de cada genitor e 95 sementes F, do cruzamento
Ouro Negro vs. Cornell 49-242. As plantas destas duas
populacbes foram inoculadas com o patétipo 65 de C.
lindemuthianum. Os demais procedimentos de incubacéo,
avaliacéo e classificagdo foram similares aos do primeiro
experimento.

Amostras de DNA foram extraidas dos genitores e
de cadaindividuo da popul agéo F, derivada do cruzamento
Rudavs. Cornell 49-242, de acordo com ametodol ogiadescrita
por Doyle & Doyle (1990). Asreacdes de amplificacdo foram
efetuadas em termociclador Perkin-Elmer, modelo 9600, de
acordo comWilliamset al. (1990). Os produtosdeamplificacdo
foram separados em gel de agarose 1,2% contendo 10 mg/ml
de brometo de etidio, imerso em tampéo TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). As bandas de DNA foram
visualizadas sob luz ultravioleta e fotodigitalizadas com o
sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye Il (Stratagene).
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Oteste de Qui-quadrado foi usado paradefinir aheranca
daresisténciaaantracnose do feijoeiro dacultivar Cornell 49-
242, em populagdes F, e familias F,. A frequéncia de
recombinacdo entre o marcador OPQ4,,, . e 0 gene de
resisténcia foi calculada usando 72 individuos da populagédo
F, originados do cruzamento entre Ruda e Cornell 49-242,
inoculados com o patétipo 81 de C. lindemuthianum. A
distanciafoi estimadapelo programaMAP-MAKER I11, com
umlod scoreminimode 3,0 (Lander etal., 1987).

A razéo de 57:7 (R:S) encontrada nas plantas F, e nas
familias F, derivadas do cruzamento Rudavs. Cornell 49-242
indica que trés genes dominantes independentes, sendo dois
complementares, estdo envolvidos naresisténciaao patotipo
81 de C. lindemuthianum (Tabela 1). Assim, Cornell 49-242
possui dois genes que conferem resisténcia ao patétipo 81
de C. lindemuthianum, o primeiro ndo apresenta relacéo de
epistasia. Tanto o segundo gene de Cornell 49-242 quanto
um gene presente na cultivar Ruda conferem resisténcia sd
guando ambos estdo presentes. O alelo recessivo de um
destes genes € epistatico sobre 0 alelo dominante do outro
gene, gerando uma reacdo de suscetibilidade. A razéo de 1:3
(R:S) observadanasegregacdo das plantasF, (Rudavs. Cornell
49-242) ede 3:1 (Ouro Negro vs. Cornell 49-242), inoculadas
com o pat6tipo 65 (Tabela 2), mostraque um generecessivo e
um dominante estdo envolvidos na resisténcia da cultivar
Cornell 49-242 aeste pat6tipo.

A cultivar Cornell 49-242 é umadas maisantigasfontes
deresisténciaaantracnose do feijoeiro comum, sendo o gene
(ou loco complexo) Co-2 inicialmente chamado de Are
identificado por Mastenbroek em 1960 (Bassett, 1996). Diversas
referénciasmostram tanto asimplicidade como acomplexidade
na genética da resisténcia envolvendo esta fonte. Trabalhos
de Muhalet et al. (1981) e Peloso (1987) mostraram que nos
cruzamentos com Cornell 49-242, arelacdo de segregacéo de
3:1 éamaisfreqiiente, massegregacdesde57:7, 9:7 e 7.9 foram
também observadas em popul agdes derivadas dos cruzamentos
entre Cornell 49-242 e as cultivares Kaboon, Costa Rica e
Michelite, inoculadas com os patétiposgama, BA —10 delta, e
BA-5, respectivamente. Segregacfes que mostraram
dominéanciaerecessividade podem ser explicadas pelaacéo de
multigenes que compdem o loco complexo Co-2 (Geffroy et
al., 1998). Assim, diferentes genes que compdem esse loco
poderiam ser detectados quando diferentes cruzamentos e
diferentes pat6tipos sdo estudados.

O marcador OPQ04, ,, .identificado como ligado ao gene
Co-2 naisolinha AndinaK86002 a2,0 £ 1,4 ctM enaisolinha
mesoamericanaA4512 a5,5+ 2,3cM (Young & Kelly, 1996),
ambas descendentesde Cornell 49-242, foi testado em amostras
de DNA de 64 plantas F, resistentes e oito suscetiveis (Ruda
vs. Cornell 49-242) ao patétipo 81 de C. lindemuthianum. Como
resultado foi observadaumadistanciade 33,4 cM entreo gene
de resisténcia e 0 marcador (Tabela 1, Figura 1). A grande

TABELA 1 - Herancadaresisténciadacultivar defeijoeiro (Phaseoluswvulgaris) Cornell 49-242 ao pat6tipo 81 de Colletotrichum lindemuthianum,

no cruzamento com acultivar Ruda

. ~ N’ de Plantas ~ » a
Pedigree Geragao ResSanio Suscativa Relagao Esperada X P cM
Ruda P 20 - - - -
Cornell 49-242 P, 20 - - - -
Rudax Cornell 49-242 F 64 8 57:7 0,0022 96,23
OPQO04 1410 F. 54(+)%,10(-)%¢ 5(-), 3(+)f 31 1,77 31,73 334+ 1,53
Ruda Py 95 - - - -
Cornell 49-242 P, 56 - - - -
Rudax Corndll 49-242 Fos 70 familias 9 familias 577 0,02 89,69 -

aDistancias genéticas em centiMorgans (cM) e desvio padrao
"Banda de 1440 pares de bases ligada em acoplamento (C)
“Presenca da banda do marcador OPQO4, .

YAuséncia da banda do marcador OPQ04, ..

¢Plantas resistentes sem banda (-) tém o segundo gene da cultivar Cornell 49-242 detectado neste trabalho ou sdo recombinantes

fPlantas suscetiveis com banda correspondem a plantas recombinantes

TABELA 2 - Herangadaresisténciadacultivar defeijoeiro (Phaseoluswvulgaris) Cornell 49-242 ao pat6tipo 65 de Colletotrichum lindemuthianum,

nos cruzamentos com as cultivares Ruda e Ouro Negro

N’ de Plantas 2

Pedigree Geragdo - - Relagdo Esperada X P
Resistente Suscetivel

Ruda 12

Cornell 49-242 12

Rudax Cornell 49-242 9 41 1:3 1,30 25,99

Ouro Negro P1 - 20 - - -

Cornell 49-242 P, 20 - - - -

Ouro Negro x Corndl 49-242 F, 69 26 31 0,28 59,39
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FIG. 1- Andise€etroforéticados produtos de amplificacdo do DNA
decultivaresdefeijoeiro (Phaseolusvulgaris) mostrando o marcador
OPQO04, ... As canaletas correspondem a: (1) DNA de fago lambda
clivado com as enzimas EcoRI, BamHI e Hindlll (marcador de
tamanho), (2) Ruda, (3) Cornell 49-242, (4-8) plantas F, resistentes
e (9-13) plantas F, suscetiveis ao patétipo 81 de Colletotrichum
lindemuthianum provenientes do cruzamento Rudé vs. Cornell 49-
242. A setaindicaabandade 1.440 paresde bases do primer OPQ04
ligadaem acoplamento (C) aoloco complexo Co-2 dacultivar Cornell
49-242.

distancia entre 0 marcador e o gene é devida ao fato da
populacdo estar segregando para trés genes, dois derivados
dacultivar Cornell 49-242, como jamencionado, ou sgja, esta
populagdo F, ndo pode ser usada para fins de mapeamento
genético, uma vez que a populagdo ideal para este fim deve
segregar paraum so gene (3:1). Assim, a utilidade préatica do
marcador OPQO04, . nesta populagdo esta no seu uso paraa
separagéo dosgenesnasfamiliasF, .. AsplantasF, resistentes
que apresentam abanda OPQO04, ,, . possuiriam o gene Co-2 e
aguelas plantas resistentes que ndo apresentam a banda,
possuiriam 0s outros genes de resisténcia provenientes de
Ruda e Cornell 49-242 detectados no estudo de heranca da
resisténcia ao patétipo 81.

Quando seusaacultivar Cornell 49-242 como fonte de
resisténcia a antracnose, diferentes genes dominantes ou
recessivos podem ser observados de acordo com o cruzamento
ou pat6tipo utilizado. 1sso é devido a complexidade do loco
Co-2, além da interacdo de outros genes independentes
também presentes na cultivar Cornell 49-242. Esta situacdo
dificulta a identificacdo dos genes presentes nas cultivares
mel horadas que tenham usado esta fonte como genitor. O uso
de marcadores moleculares previamente identificados como
ligados a Co-2, pode ser importante na selecdo de linhagens
possuindo tal loco. Uma ferramenta que ajudaria a confirmar
se estes genes foram efetivamente incorporados em novas
linhagens, seria a comparagéo dos espectros de resisténcia
das cultivares derivadas com rel agéo ao espectro deresisténcia
dacultivar Cornell 49-242, que éresistentea22 patétiposde C.
[indemuthianum.
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