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RESUMO

LOBATO, Allan Klynger da Silva, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, marco de
2010. Novas evidéncias experimentais da resisténcia genética na cultivar de
feijoeiro comum Meéxico 222 e validacdo do marcador molecular SW12 .
Orientadora: Dra. Maria Celeste Gongalves-Vidigal. Professores conselheiros: Dr.
Pedro Soares Vidigal Filho e Dra. Giselly Figueiredo Lacanallo.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a resisténcia genética da cultivar
México 222 as racas 7 e 23 de Colletotrichum lindemuthianum, e validar a utilizacéo
do marcador molecular SW12 ligado ao gene de resisténcia Co-3. O objetivo deste
estudo foi determinar a heranca da resisténcia a antrachose usando o cruzamento
entre as cultivares México 222 (R) x Michigan Dark Red Kidney (S) inoculado com a
raca 7, além de investigar, por meio de testes de alelismo, a independéncia dos
genes ja caracterizados Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6 e Co-7. Os testes de
heranca realizados em individuos F, do cruzamento México 222 x MDRK,
inoculados com a raca 7, revelaram a existéncia de dois genes dominantes de
resisténcia na cultivar México 222. Adicionalmente, os testes de alelismo nas
populacdes F, dos cruzamentos México 222 x Cornell 49-242 e México 222 x AB
136, inoculados com a racga 7, revelaram também a presenca de dois genes em
México 222. A auséncia de segregacdo foi observada em 100 individuos F;
resultantes de cada um dos cruzamentos México 222 x G 2333 e México 222 x H1
line, inoculados com a raca 7, revelando a presenca de alelismo. Por sua vez, a
natureza da resisténcia de México 222 a raca 23 de C. lindemuthianum é
monogénica. Os resultados permitiram concluir que México 222, G 2333 e H1 line
possuem alelos de um mesmo locus que conferem resisténcia a raca 7 de C.
lindemuthianum. O marcador molecular SW12 testado na populacdo F, do
cruzamento Mexico 222 x Widusa revelou que este marcador esta ligado ao gene

Co-3 gene, em fase de acoplamento a uma distancia de 5,8 cM.

Palavras-chave: Colletotrichum lindemuthianum, heranca, resisténcia genética,

Phaseolus vulgaris L.
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ABSTRACT

LOBATO, Allan Klynger da Silva, M.Sc., Universidade Estadual de Maringa, march
2010. New experimental insights of genetic resistance in common bean Mexico
222 and validation of molecular marker SW12. Adviser: Dra. Maria Celeste
Goncalves-Vidigal. Committee Members: Pedro Soares Vidigal Filho and Giselly
Figueiredo Lacanallo.

The aim of this study was to determine the inheritance of resistance to anthracnose
using the cross between the cultivars Mexico 222 (R) x Michigan Dark Red Kidney
(S) inoculated with race 7, and to investigate the independence of the genes of
Mexico 222 from those previously characterized Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6
and Co-7 genes. The inheritance tests performed on the F, population from Mexico
MDRK x 222 cross, inoculated with race 7, revealed the existence of two dominant
genes for resistance in the cultivar Mexico 222. Additionally, tests for allelism in F,
populations from Mexico 222 x Cornell 49-242 and Mexico 222 x AB 136 crosses,
inoculated with race 7, also revealed the presence of two genes in Mexico 222. The
absence of segregation was observed in 100 F; individuals from each population
derived from Mexico 222 x G 2333 and Mexico 222 x H1 line crosses, inoculated
with race 7, revealing the presence of allelism. However, the nature of resistance
Mexico 222 to race 23 of C. lindemuthianum is monogenic. The results showed that
the genes of Mexico 222, G 2333 and H1 line, actually are alleles of the same locus
that confers resistance to race 7 C. lindemuthianum. The molecular marker SW12
tested in the F, population from the Mexico 222 x Widusa cross revealed that this

marker is linked to Co-3 gene, in coupling phase, at a distance of 5.8 cM.

KEY WORDS: Colletotrichum lindemuthianum, inheritance, genetic resistance,

Phaseolus vulgaris L..



1. INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € o alimento proveniente de leguminosas
mais difundidas do mundo, por ser uma importante fonte de proteinas e calorias para
grande parte de pessoas na América Latina e Africa (Elias et al., 2007). O Brasil
destaca-se como o maior produtor e consumidor de feijao, contribuindo com 16,22%
da producédo mundial (FAO, 2010). A producéao brasileira no ano agricola de 2009/10
foi de aproximadamente 3,73 milhdes de toneladas, em &rea cultivada de
aproximadamente 4 milhdes de hectares (CONAB, 2010).

O cultivo do feijoeiro comum tem relevada importancia econémica, social e
cultural para o Brasil. Além disso, o feijdo destaca-se como fonte alimentar, pela
presenca de proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e fibras (Antunes e Silveira,
2000). E devido a essa importancia que as instituicdes de pesquisa tém se dedicado
ao longo dos anos a busca de novas cultivares com maior potencial produtivo, maior
resisténcia a doencas, teores mais elevados de proteinas e vitaminas, entre outros.

A cultura do feijoeiro comum se adapta a diferentes condi¢cbes
edafocliméticas, o que permite seu cultivo em varias épocas do ano, em quase todos
os Estados brasileiros, fato este que possibilita a constante oferta do produto no
mercado (Yokoyama, 1996; Vieira et al., 1999). Entretanto, esta ampla
adaptabilidade tem favorecido a ocorréncia de pragas e de doencas que afetam a
produtividade da cultura (Gepts 1988; Vieira et al., 1998). Dentre elas, a antracnose,
causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et Magn.) Scrib., € uma
das mais severas doencas ocasionando perdas de até 100%, diminuindo o
rendimento da cultura e depreciando a qualidade do produto, tornando-o indesejavel
para o consumo (Augustin e Costa, 1971).

A obtencéo e a utilizacdo de cultivares que apresentam resisténcia genética
as diversas racas do patdégeno € o método mais efetivo e econébmico para o controle
desta doenca (Zaumeyer e Thomas, 1957; Mahuku et al., 2002), tanto pela reducéo
nos custos de producéo, como pela diminuicdo dos danos causados ao ambiente.

Estudos sobre a variabilidade do patdgeno, bem como da co-evolucéo
patdgeno-hospedeiro se tornam, portanto primordiais em programas que visam a
obtencdo de variedades resistentes a antracnose (Mahuku et al., 2002). Visando a

busca de solu¢cdes para minimizar a incidéncia da antracnhose, o emprego da



resisténcia genética tem merecido especial destaque dentro de um sistema
integrado de controle as doencas, pois ndo onera custos e ndo é perigoso para a
natureza, para o0 agricultor e para o consumidor. Porém, devido a ampla
variabilidade do patogeno, as cultivares resistentes tornam-se suscetiveis, o que
implica na necessidade de introducdo de novos alelos de resisténcia (Pastor-
Corrales et al., 1995; Young e Kelly, 1996b).

Ja foram identificados no feijoeiro comum identificados 15 genes que
conferem resisténcia a antracnose, os quais foram designados pelos simbolos Co-1
(McRostie,1919; Vallejo e Kelly, 2002), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-3 (Bannerot,
1965), Co-4 (Fouilloux, 1979; Awale e Kelly, 2001), Co-5 (Young et al., 1998; Vallejo
e Kelly, 2001; Young e Kelly, 1996a) Co-6 (Goncgalves-Vidigal, 1994; Young e Kelly
1996b, 1997), Co-7 (Young et al.,, 1998), co-8 que confere resisténcia recessiva
(Alzate-Marin et al., 2001), Co-9 (Geffroy et al., 1999), Co-10 (Alzate-Marin et al.,
2003a), Co-11 (Goncalves-Vidigal et al., 2007), Co-12 (Gongcalves-Vidigal et al.,
2008), Co-13 (Goncalves-Vidigal et al., 2009), Co-14 (Gongalves-Vidigal et al., 2012)
e Co-15 (Gongalves et al., 2010). Séries alélicas foram identificadas para quatro
destes loci: Co-1, Co-3, Co-4 e Co-5. Posteriormente, demonstrou-se também que
os genes Co-7 e Co-9 (recodificado como Co-3%) sdo alélicos a Co-3 (Méndez-Vigo
et al., 2005; Rodriguez-Suérez et al., 2008). Ressalta-se que os genes Co-1, Co-12,
Co-13, Co-14 e Co-15 sé&o de origem Andina e os demais sao de origem
Mesoamericana. Oito loci de resisténcia encontram-se mapeados entre os 11
cromossomos (Pv0l a Pv1l) do feijoeiro: Co-1 (Pv01), Co-2 (Pv1l), Co-3 (Pv04),
Co-4 (Pv08), Co-5 (Pv07), Co-6 (Pv07), Co-10 (Pv04), Co-13 (Pv03) e Co-15 (Pv04)
(Kelly et al., 2003; Singh e Schwartz, 2010; Lacanallo et al., 2010; Gonc¢alves-Vidigal
et al., 2011; Sousa et al., 2013).

Neste sentido, varios beneficios podem derivar da caracterizacdo dos genes
de resisténcia presentes na cultivar em analise. A obtencdo de marcadores
moleculares ligados aos genes de resisténcia pode auxiliar no monitoramento de
cultivares resistentes em regifes produtoras de feijao. Além disso, estas informacdes
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de estratégias eficientes para
introduzir resisténcia em cultivares, como exemplo a piramidacéao de genes.

A cultivar México 222 é uma das 12 diferenciadoras que foram propostas
pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em 1990, para padronizar

os patétipos de C. lindemuthianum. Assim como dos 15 genes que conferem
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resisténcia ao C. lindemuthianum 10 sdo de origem Mesoamericana, dentre eles
destaca-se o Co-3 que € alélico ao Co-9 (Bannerot, 1965), encontram-se mapeados
no Grupo de Ligacdo Pv04 do mapa do feijoeiro comum. A cultivar México 222
apresenta um amplo espectro de resisténcia, sendo resistente a um total de 81 racas
fisiolégicas de C. lindemuthianum.

Estudos anteriores demonstraram a presenca de um gene dominante em
México 222, conferindo resisténcia as racas 9 e 23 (Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006;
Goncalves-Vidigal et al., 2007). Entretanto, foi registrado a presenca de dois genes
independentes, conferindo resisténcia as racas 7 e 8 (Kelly e Vallejo, 2004;
Goncalves-Vidigal et al., 2008).

Mediante o exposto, o presente estudo teve como objetivos caracterizar a
resisténcia genética da cultivar México 222 as racas 7 e 23 de C. lindemuthianum e

avaliar a eficiéncia do marcador SW12 ligado ao gene de resisténcia Co-3.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos da cultura do feijoeiro

A cultura do feijoeiro apresenta importancia econémica, social e nutricional,
e desta forma representa uma opcao agricola no Brasil, além de ser fonte de
proteina vegetal de baixo custo, é ser o alimento mais tradicional do Brasil, o qual
possui ampla adaptacdo edafoclimatica o que permite seu cultivo, durante todo o
ano, em quase todos os estados da federacgdo, possibilitando constante oferta do
produto no mercado. Outra caracteristica dessa leguminosa é possibilitar sua
producdo em diversos ecossistemas tropicais e temperados, em monocultivo e\ou
consorciado nos mais variados arranjos de plantas inter e intraespecificos, o que
favorece a diversificagdo na producdo, mas limita uma maior integracdo na sua
cadeia produtiva (Silva et al., 2003).

Esta atividade agricola, de primordial importancia econémica e social, esta
Sujeita a grandes riscos, entre 0s quais podem ser citados a ocorréncia de doencas,
como a antracnose, mancha angular, ferrugem e murcha-de-fusarium que, muitas
vezes, tém sido, responsaveis por perdas significativas na producao,
consequentemente, reduzindo sua oferta (Vieira et al., 1999).

O emprego da resisténcia genética, com a finalidade de reduzir os custos e
as perdas na produtividade do feijoeiro tem sido destaque em muitos programas de
melhoramento, no entanto, Sartorato (2002) enfatiza que essa tarefa tem sido
dificultada pelo surgimento constante de novas racas fisiolégicas do patégeno. De
acordo com dados de Balardin e Kelly (1998) a variabilidade genética observada em
C. lindemuthianum estd associada a diferentes genes de resisténcia presente no
hospedeiro. Cada gene de resisténcia é especifico a determinadas racas do
patégeno (Melotto e Kelly, 2001) seguindo o modelo tedrico da interacdo gene a
gene (Flor, 1947).

A resisténcia genética do feijoeiro comum a algumas racas de C.
lindemithianum pode ser conferida por apenas um Unico gene dominante, ou por
genes em duplicata, ou ainda por genes dominantes complementares (Schwartz et
al., 1982; Young e Kelly, 1996a), como também pode néo ser efetiva a todas as

racas de uma regido ou de diferentes regides (Mahuku et al., 2002).



2.2. Variabilidade patogénica e sistemas de denominacdo de ragas do C.

lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum caracteriza-se pela grande variabilidade
patogénica, com aproximadamente 118 racas identificadas no mundo (Balardin et
al., 1990; Mahuku e Riascos, 2004) e mais de 50 racas identificadas no Brasil (Rava
et al., 1994; Thomazella et al., 2002a; Alzate-Marin e Sartorato, 2004; Talamini et al.,
2004; Damasceno e Silva et al., 2007; Sansigolo et al., 2008; Silva, 2004), sendo que
0s patétipos mais frequentes no Brasil sdo 65, 73, 81 e 87, encontrados
principalmente nos Estados do Parana, Minas Gerais, Santa Catarina, Goias e
Distrito Federal.

Esta variabilidade tem sido atribuida a diferentes mecanismos, tais como a
mutacdo, recombinacdo sexual, heterocariose, parassexualidade, transposons,
fatores citoplasméticos e polimorfismo cromossémico (Rava et al., 1994; Sartorato,
2002). O ciclo parassexual, aparentemente, tem importancia na ampliagdo da
variabilidade patogénica, entretanto, o relato e a demonstracdo desse mecanismo
nao tem tido sucesso em C. lindemuthianum (Roca, 1997; He et al., 1998). Na forma
assexual, a ampliacdo da variabilidade € muitas vezes realizada por meio de
anastomoses entre hifas. Anastomoses séo fusfes entre as células, onde ocorre a
transferéncia de citoplasma e, consequientemente, material genético. Essas fusdes
sdo encontradas em muitos estagios do ciclo de vida do C. lindemuthianum (Glass et
al., 2004).

Desta forma, a ampla variabilidade de C. lindemuthianum ocasiona
continuas quebras de resisténcia as cultivares comerciais de feijoeiro comum
(Mahuku e Riascos, 2004). Isso porque, muitas cultivares apresentam um Unico
gene de resisténcia, gene esse, que confere resisténcia apenas a algumas racgas do
patébgeno, sendo facilmente quebrada com o aparecimento de novas racas
(Thomazella et al., 2002a).

Os primeiros estudos relacionados a variabilidade patogénica de C.
lindemuthianum foram conduzidos por Barrus (1911, 1918) nos Estados Unidos,
descrevendo as primeiras racas fisiologicas deste patdogeno, denominadas alfa e
beta. Esta diferenciacdo foi realizada com base na resposta das -cultivares
diferenciadoras americanas Michelite, Perry Marrow e Michigan Dark Red Kidney as

quais se comportavam de maneira diferente quando inoculadas com isolados de
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diferentes procedéncias. Posteriormente Burkholder (1923) utilizando as mesmas
diferenciadoras descreveu a terceira raca determinada como gama. A quarta raca
fisioloégica do patogeno foi identificada na Carolina do Norte alguns anos apdés, por
Andrus e Wade (1942), sendo denominada como raca delta. A reacdo de
patogenicidade das cultivares diferenciadoras as racas alfa, beta, gama e delta
estdo demonstradas no Quadro 1.

Quadro 1 — Reacg0es de cultivares diferenciadoras do feijoeiro comum a quatro racas
do C. lindemuthianum (Goth e Zaumeyer, 1965)

Reacado a Raca*
Alfa beta Gama delta

Cultivares

Michelite

Michigan Dark Red Kidney
Perry Marrow

Sanilac

Cornell 49-242

Emerson 51-2
*R= Resistente; S= Suscetivel

0DV IODDAOWM
w0V W!WAD
0TIV 0HLWMWADO
nwao0nmnmwm

Posteriormente, trabalhos conduzidos no México por Yerkes Jr. e Ortiz
(1956) utilizando as cultivares diferenciadoras americanas Michelite, Perry Marrow e
Michigan Dark Red Kidney, constataram a presenca de trés grupos de racas
desconhecidas, e que foram denominados Mexicano I, Il e Il (Quadro 2).

Alguns anos depois, 0s mesmos autores, utilizando cinco -cultivares
diferenciadoras mexicanas (Negro 150, Negro 152, Amarillo 155, Bayo 164 e
Canario 101) identificaram dez racas locais, denominadas de MA-1 a MA-10, sendo
gue as seis primeiras racas (MA-1 a MA-6) foram classificadas como pertencentes
ao Grupo Mexicano I, MA-7 ao Grupo Mexicano Il e, MA-8 a MA-10 ao Grupo
Mexicano Il (Quadro 3).

Quadro 2 - Reacgles das cultivares as racas alfa, beta e gama e a trés grupos
mexicanos do C. lindemuthianum (Yerkes Jr. e Ortiz, 1956)

Raca ou Grupo*

Cultivares Grupos mexicanos
alfa beta gama I | m
Michelite S R R R S R
Michigan Dark Red Kidney R S S R S R
Perry Marrow R R S R R S

*R= Resistente; S= Suscetivel



Yerkes Jr. (1958) utilizando diferentes isolados de C. lindemuthianum,
demonstrou a existéncia de trés novas ragas que se comportavam como alfa em
diferenciadoras americanas, porém apresentavam comportamento distinto frente as
cultivares mexicanas . Naquela oportunidade, este autor identificou as racas e as

denominou MA-11, MA-12 e MA-13, pertencentes ao grupo alfa (Quadro 4).

Quadro 3 - Comportamento das cultivares diferenciadoras de feijoeiro mexicanas em
relacdo as dez racas mexicanas do C. lindemuthianum (Yerkes Jr. e Ortiz, 1956)

Grupos e Racas*

Cultivares Grupo | Grupo I Grupo Il

MA-1 MA-2 MA-3 MA-4 MA-5 MA-6 MA-7 MA-8 MA-9 MA-10
Negro 150 S S R R R R R S R S
Negro 152 S S S S R R R S S
Amarillo
155 S S S S S S R R R S
Bayo 164 S R R S R S R R R R
Canario
101 R R R R R R S R R R

*R= Resistente; S= Suscetivel

Por sua vez, Cruickshank (1966) na Australia, identificou as racas 1, 2 e 3,
assim como em outros estudos Schnock et al. (1975) relataram a raca ebnet (devido
ao seu local de origem), que posteriormente foi nomeada de capa (Kruger et al.,
1977).

Fouilloux (1975) identificou a raca alfa-Brasil. A raca lambda foi descrita pela
primeira vez por Hubbeling (1976), e originou-se da mutacdo da raca alfa que
originalmente era conhecida como alfa 5N. Posteriormente, Fouilloux (1979) relatou
a raca lambda mutante. Por sua vez, Tu (1984) identificou a raca epsilon no Canada.

No Brasil, a ocorréncia do C. lindemuthianum foi primeiramente estudada por
Kimati (1966) no estado de S&o Paulo, tendo sido constatada na ocasido a
existéncia das racas alfa, delta, grupo Mexicano I, e uma quarta raca que poderia
ser a delta, ou uma nova raca, duvida que teve origem nas diferenciadoras
americanas oriundas de locais diferentes (Cornell, Beltsville). Neste mesmo periodo,
a partir de isolados coletados no Rio Grande do Sul, foram identificadas as racas
alfa e beta (Augustin e Costa, 1971).

A ocorréncia do grupo Alfa no estado do Parana foi relatada por Araujo
(1973) e, no mesmo ano, foi identificado um novo grupo de ragas que foi nomeado



Grupo Brasileiro | (Oliveira et al., 1973; Oliari et al., 1973; Paradela Filho e Pompeu,
1975).

Quadro 4 - Reacbes das cultivares diferenciadoras de feijoeiro, americanas e
mexicanas as racas alfa e mexicanas MA-11, MA-12 e MA-13 de C. lindemuthianum
(Yerkes Jr., 1958)

Raca*
Cultivares
alfa MA-11 MA-12 MA-13

Michelite S S S S
Michigan Dark Red Kidney R R R R
Perry Marrow R R R R
Negro 150 S R S R
Negro 152 S S S R
Amarillo 155 S S S S
Bayo 164 S S S R
Canario 101 S R R R

*R= Resistente; S= Suscetivel

A descoberta do Grupo Brasileiro | mostrou que a possibilidade de
identificacdo de novos grupos de racas tendo como base apenas as trés cultivares
diferenciadoras, quais sejam, Michelite, Michigan Dark Red Kidney e Perry Marrow e
avaliando em dois niveis de reacdes (resistente e suscetivel), era restritiva (Paradela
Filho et al., 1981). Assim, tornou-se necessaria a utilizacdo de um maior niumero de
cultivares para a caracteriza¢do de racas de C. lindemuthianum (Paradela Filho et
al., 1991).

Em razdo dessa limitacdo, Oliari et al. (1973), e Pio Ribeiro e Chaves (1975),
utilizaram as cultivares Emerson 847, Phaseolus aborigineus 283 e Costa Rica 1031,
além de quatros diferenciadoras americanas, surgindo assim a identificacdo de
racas que foram denominadas de BA-1 a BA-10, provenientes da subdivisdo dos
grupos alfa, mexicanos e brasileiros (Quadro 5).

Outro estudo com o uso dos mesmos isolados juntamente com as cultivares
Michelite, Arguille Vert, Michigan Dark Red Kidney, Widusa, Imuna, BO 22, Sanilac,
Cornell 49-242, Kaboon, TO, Pl 207262 e México 222, realizado por Menezes e
Dianese (1988), confirmou a presenca das racas alfa, delta, epsilon, capa e lambda
no Brasil. Além disso, as quatro racas, ainda desconhecidas e consideradas novas,

foram identificadas como sendo, zeta, eta, teta e mu. Adicionalmente, Paradela Filho

8



et al. (1991), utilizando 112 isolados do C. lindemuthianum, identificaram 17 racas
fisiologicas do fungo, sendo que quatro j& eram conhecidas, BA-1, BA-2, BA-4 e BA-
9. As demais foram descritas pela primeira vez. Foram identificadas cinco racas do
Grupo Alfa, que foram denominadas alfa-4, alfa-5, alfa-6, alfa-7 e alfa-8; cinco do

Grupo Brasileiro, designadas de BA-11 a BA-15.

Quadro 5 - Racas fisioldgicas de C. lindemuthianum identificadas por Oliari et al.
(1973) e Pio Ribeiro e Chaves (1975)

Grupos e ragas*

Cultivares Alfa Brasil | BrlallsII Mex | Mex. Il Delta
BA-1 BA-2 BA-4 BA-5 BA-3 BA-9  BA-6 BA-7 BA-8 BA-10
Michelite S S S S S R S S S S
MDRK R R R R R S S S
Perry Marrow R R S S R R R R R S
Emerson 847 R R S S S R S S R S
P. aborigineus
283 S R R S S R S S S R
Costa Rica 1031 S S S S S S S R S
Cornell 49-242 R R R R R R R R R

*R= Resistente; S= Suscetivel

Em trabalhos realizados por Menezes et al. (1982), no estado do Parana, e
utilizando as cultivares diferenciadoras Michelite, Arguille Vert, Michigam Dark Red
Kidney, Sanilac, Imuna BO 22, Widusa, Kaboon, Cornell 49-242 e TO, detectaram a
presenca das racas alfa, delta, epsilon, capa e lambda, e observaram, também, que
a cultivar TO apresentou reacao de compatibilidade as referidas racas.

A utilizacdo de 201 isolados provenientes de 16 estados brasileiros propiciou
a Menezes (1985), a identificacdo de nove racas: alfa, delta, epsilon, eta, mu, teta,
lambda, capa e zeta (Quadro 6).

O primeiro registro da raca alfa no Canada foi efetuado por Tu (1994),
verificando as diferentes reagdes das cultivares diferenciadoras, sendo que essas
reacOes foram similares as observadas para a raca alfa-Brasil. Em sequéncia, Rava
et al. (1994), avaliando 118 isolados do patdgeno, obtiveram 25 patétipos
pertencentes aos grupos Alfa, Delta, Gama, Mexicano |, Mexicano Il e Brasileiro I.



Quadro 6 - Distribuicdo das racas fisiolégicas do C. lindemuthianum no Brasil
(Menezes e Dianese, 1988)

Numero de isolados de cada raca

Estado alfa delta epsilon zeta eta teta capa Lambda mu Total
RS 14 3 - - - - - - 3 20
SC 16 3 3 - 1 - 2 25
PR 18 7 9 5 3 - 1 - - 43
SP 12 2 4 - - - 1 - 1 20
RJ 2 - 1 - - - - - - 3
ES 9 1 2 3 - - - - - 15
MG 15 5 2 - - 3 - 1 1 27
MS 4 1 - - - - - - - 5
MT 3 - - - - - - - - 3
GO 7 2 - - 1 - - - - 10
DF 14 1 - 6 - - - - 21
BA 3 1 1 - - - - - - 5

A classificagdo da variabilidade patogénica de C. lindemuthianum
representada pelos grupos Alfa, Beta, Gama, Delta, Mexicano I, Mexicano I,
Brasileiro | e Brasileiro Il, assim como aquela baseada somente nas diferenciadoras
Michelite, Perry Marrow e Michigan Dark Red Kidney dificultava a comparacao dos
resultados obtidos por diferentes pesquisadores em diferentes localidades,
impossibilitando a verificacdo da real dindmica populacional do patégeno, fazendo-
se necessaria a utilizacdo de uma metodologia padrdo para a identificacdo e a
denominacéo de racas de C. lindemuthianum.

Quadro 7 — Cultivares diferenciadoras utilizadas na classificagdo de racas de C.
lindemuthinanum em feijoeiro comum utilizando o sistema binario proposto por
Habgood (1970)

Cultivares diferenciadoras Valor binario Valor numérico (2°")
1. Michelite 2° 1
2. Michigan Dark Red Kidney 2" 2
3. Perry Marrow 22 4
4. Cornell 49-242 28 8
5. Widusa 2* 16
6. Kaboon 2° 32
7. México 222 2° 64
8. Pl 207262 27 128
9. TO 28 256
10. TU 2° 512
11. AB 136 210 1024
12. G 2333 2t 2048
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Diante desse fato, Pastor-Corrales (1991) prop0s a utilizagdo de um grupo
de cultivares em ordem pré-estabelecida, baseado no sistema binario proposto por
Habgood (1970), no qual séo utilizadas 12 cultivares diferenciadoras (d,), as quais

sao identificadas com os nimeros de 1 a 12 (Quadro 7).

A obtencdo do valor numérico de uma nova raca se faz pela soma dos

2dn-1

valores numéricos ( ) de cada cultivar diferenciadora que € suscetivel ao isolado

do patdégeno (Quadro 8). O valor 2 representa o numero de classes de reacdes
consideradas (resistente ou suscetivel), enquanto n é funcdo da ordem das
diferenciadoras. Por exemplo, a raga 585 (1 + 8 + 64 + 512) quebra a resisténcia das

cultivares Michelite (2°), Cornell 49-242 (23), México 222 (2°%) e TU (29).

Quadro 8 - Exemplo de nomenclatura das racas fisiolégicas do C. lindemuthianum
pelo sistema binario proposto por Pastor-Corrales (1991)

) ) ] L Isolados

Cultivares diferenciadoras Valor Binario

A B C D E
Michelite 1 S S S S S
Michigan Dark Red Kidney 2 S R R S R
Perry Marrow 4 S R R S R
Cornell 49-242 8 R R S S S
Widusa 16 R R S S R
Kaboon 32 R R R S R
México 222 64 R S S S S
Pl 207262 128 R R R R R
TO 256 R R R R R
TU 512 R R R R S
AB 136 1024 R R R R R
G 2333 2048 R R R R R
Raca - 7 65 89 127 585

“Valor binario utilizado para classificar as racas de C. lindemuthianum. A designacéo das racas é
obtida pela soma dos valores binarios das cultivares diferenciadoras susceptiveis

Estudos desenvolvidos por Rava et al. (1994) mostraram a equivaléncia do

sistema de denominagéo classica das ragas e do sistema de classificacdo binario
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(Quadro 9). A adocao deste processo de padronizagdo permitiu a comparacao dos
dados de diferentes grupos de pesquisa (Mahuku e Riascos, 2004).

A partir do momento em que houve adoc¢do do sistema de padronizacao,
diversos autores tém utilizado esta metodologia, permitindo at¢é o momento, a
identificacdo de diversas racas de C. lindemuthinanum (Quadro 10) (Rava et al.,
1993; Rava et al., 1994; Kelly et al., 1994; Balardin e Kelly, 1997; Gonzalez et al.,
1998; Thomazella et al. (2002a); Mahuku e Riascos, 2004; Talamini et al. 2002;

Damasceno e Silva et al. 2007).

Quadro 9 - Correspondéncia das denominacdes das diferentes racas de C.
lindemuthianum, segundo o sistema de classificacdo binaria das racas fisioldgicas
(Rava et al., 1994)

Racas fisiologicas

Grupo

Sistema classico de nomenclatura Sistema binério
Alfa alfa-Brasil 89
alfa-Brasil — Widusa (R) 73
alfa-Brasil — Widusa (R); TU (S) 585
epsilon — México 222 (S) 65
epsilon — Kaboon (S); México 222 (S) 97
Eta 81
Gama Gama 102
Delta Delta 23
delta — Widusa (R) 7
Lambda 55
lambda — México 222 (S) 119
capa — Widusa (R) ; México 222 (S) 79
capa — México 222 (S) 95
Um 87
mu—TO (S) 343
Mexicano | mexicana 1 — Cornell 49-242 (S) 8
mexicana 1 — México 222 (S) 64
mexicana 1 — Cornell 49-242(S); México 222 (S) 72
Mexicano I mexicana 2 67
mexicana 2 — Cornell 49-242(S) 75
mexicana 2 — Widusa (S) 83
mexicana 2 — TO (S) 339
Brasileiro brasileira 1 101
brasileira 1 117
zeta — Widusa (R); México 222 (S) 453

R= resistente; S= suscetivel
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A frequéncia das racas de C. lindemuthianum nas diversas regifes em que a
cultura do feijoeiro comum ¢é afetada pelo patbgeno no mundo varia, havendo
predominéancia em paises como Nicaragua, México e Estados Unidos das racas
mais complexas, tais como a 264, 320, 1608, 1545 (Singh et al., 1991). Enquanto
que, no Brasil h4 predominio de ragas mais simples, como por exemplo a 65
(Thomazella et al., 2002a). Este comportamento reflete provavelmente as diferencas
nos germoplasmas utilizados e também as praticas agricolas de cada regido
(Gonzalez et al., 1998).

Quadro 10 - Reacao das cultivares diferenciadoras as racas de C. lindemuthianum
descritas no mundo (Balardin et al., 1997; Gonzalez et al., 1998; Mahuku e Riascos,
2004; Sansigolo et al., 2008)

Cultivares diferenciadoras™ ?

Raca

A B C D E F G H I J K L
0 - - - - - - - - - - - -
1 + - - - - - - - - - - -
2 - + - - - - - - - - - -
3 + + - - - - - - - - - -
4 - - + - - - - - - - - -
5 + - + - - - - - - - - -
6 - + + - - - - - - - - -
7 + + + - - - - - - - - -
8 - - - + - - - - - - - -
9 + - - + - - - - - - - -
10 - + - + - - - - - - - -
11 + + - + - - - - - - - -
15 + + + + - - - - - - - -
17 + - - - + - - - - - - -
19 + + - - + - - - - - - -
23 + + + - + - - - - - - -
26 - + - + + - - - - - - -
27 + + - + + - - - - - - -
31 + + + + + - - - - - - -
36 - - + - - + - - - - - -
38 - + + - - + - - - - - -
39 + + + - - + - - - - - -
47 + + + + - + - - - - - -
55 + + + + + - - - - - -
64 - - - - - + - - - - -
65 + - - - - - + - - - - -
73 + - - + - - + - - - - -
81 + - - - + - + - - - - -
89 + - - + + - + - - - - -
121 + - - + + + + - - - -
128 - - - - - - - + - - - -
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Quadro 10, Cont.

129
132
133
137
139
192
193
201
209
256
257
261
264
320
321
337
357
384
385
388
392
393
448
449
453
457
465
469
513
515
517
521
523
525
529
535
593
641

647
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Quadro 10, Cont.

651

653

833

905

1025
1033
1049
1088
1089
1093
1097
1153
1161
1165
1217
1344
1417
1431
1433
1435
1472
1473
1481
1489
1497
1545
1549
1561
1600
1601
1609
1645
1673
1677
1741
1929
1945
1985
1993

+ + + 4+ + + o+

+ + + + + + + 4+ + + o+

+ + + 4+ + + o+

+ + + 4+ + + 4+ + + o+

+ + + +

+ + + + + 4+ o+ + o+

+ + + 4+ + + o+

+ + + o+ o+ o+ o+ A+

+ + + +

+ + + +

+ + + 4+ + + + + + + + + + o+

+ + + 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+ + + 4+ + + 4+
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Quadro 10, Cont.

2001 + - - -
2009
2047
3481
3545
3977
3993 + - - + + - - + + + + +

+ +

+ + o+ + o+
+

- - - + -

+ + + + +
+ + + + +
+ + + 4+ + +
+ + + 4+ + +
+ + + 4+ + +
+ + +

+

'/ Cultivares diferenciadoras e respectivo valor binario: A, Michelite: 1; B,Michigan Dark Red Kidney: 2;
C, Perry Marrow: 4; D, Cornell 49-242: 8; E, Widusa: 16; F, Kaboon: 32; G, México 222: 64; H, PI
22/0(1?:6;:J iczfu Jérgé-)z:Srz;s?étgrL:t:e 512; K, AB 136: 1024 e L, G 2333: 2048

No Brasil, foram identificadas mais de 50 racas fisiologicas de C.
lindemuthianum nas diversas regides produtoras de feijoeiro comum, sendo as ragas
64, 65, 73, 81, 87 e 89 as de maior freqiéncia no pais (Rava et al., 1994; Balardin et
al., 1997; Carbonell et al.,, 1999; Somavilla e Preste, 1999; Sartorato, 2002;
Thomazella et al., 2002a; Talamini et al., 2004; Damasceno e Silva, 2004; Ishikawa
et al.,, 2005; Damasceno e Silva et al., 2007). Neste contexto, o estado do Parana
apresenta a maior variabilidade de racas de C. lindemuthianum, no qual foram
identificadas 29 racas, seguido por Goias com 17 racas, Santa Catarina 16 racas e
Rio Grande do Sul com 14 racas (Balardin et al., 1990).

No Estado do Parana os primeiros estudos sobre identificacdo de racas de
C. lindemuthianum foram conduzidos por Aradjo (1973), quando 0 mesmo
demonstrou a ocorréncia do grupo Alfa no Estado. Posteriormente, Menezes et al.
(1982), utilizando as cultivares diferenciadoras Michelite, Arguille Vert, Michigan Dark
Red Kidney, Sanilac, Imuna, BO 22, Widusa, Kaboon, Cornell 49-242 e TO,
verificaram a existéncia das racas alfa, delta, epsilon, capa, lambda e de dois
isolamentos patogénicos para a linhagem TO.

Ao analisar 43 isolados do Estado do Parana, Menezes (1985), observou a
predominancia da raca alfa, identificando também as racas epsilon, delta, zeta, eta e
capa. Enquanto Rava et al. (1994) utilizando a série de cultivares diferenciadoras
adotadas pelo Centro de Agricultura Tropical (CIAT, 1988) identificaram as racas 55,
64, 65, 81, 89, 95, 102 e 453. Por sua vez, Carneiro (1999) identificou 13 racas do
patbgeno no Estado, dentre as quais as racas 81, 65 e 73 foram as que

apresentaram maior ocorréncia.
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A caracterizacdo de 18 isolados de C. lindemuthianum no estado do Parana
foi efetuada por Thomazella et al. (2002a), cujos resultados evidenciaram a
presenca de nove ragas fisiologicas, quais sejam: 7, 31, 65, 69, 73, 81, 87, 89 e 95
(Quadro 11). Dentre as racas encontradas, pdde-se evidenciar o primeiro registro
das racas 7, 69 e 87, as quais sdo de comum ocorréncia em outros estados
brasileiros, sendo que as racas 65, 81 e 89 foram as mais predominantes.

Quadro 11 — Reacdo das cultivares diferenciadoras a 18 isolados do C.
lindemuthianum coletados no Estado do Parana (Thomazella et al., 2002a)

Cultivares diferenciadoras "%

Isolados Local Raca
A B C b E F G H I J K L
1 S&o Joao do lvai 69 S R S R R R S R R R R R
2 Sé&o Jodo do lvai 81, S R R R S R S R R R R R
3 Paranavai 73S R R S R R S R R R R R
4 S&o Jodo do lvai 89 S R R $ S R S R R R R R
5 S&o Joao do lvai 9% S § §$ S S R S R R R R R
6 Jandaia do Sul 8 S R R S S R S R R R R R
7 Paranavai 89 S R R S S R S R R R R R
8 S&o Joao do lvai 89 S R R S S R S R R R R R
9 Jandaia do Sul 65 S R R R R R S R R R R R
10 Paranavai 7 S S S R R R R R R RR R
11 Jandaia do Sul 881 S R R R S R S R R R R R
12 Paranavai 81 S R R R S R S R R R R R
13 Jandaia do Sul 65 S R R R R R S R R R R R
14 C. L. Marques 31 S §$ S S S R R R R R R R
15 S&o Jodo do lvai 89 S R R S S R S R R R R R
16 Lapa 89 S R R $S S R S R R R R R
17 Irati 8% S S S R S R S R R R R R
18 Irati 89 S R R $ S R S R R R R R

'/ Cultivares diferenciadoras e respectivo valor binario: A, Michelite: 1; B,Michigan Dark Red Kidney:
2; C, Perry Marrow: 4; D, Cornell 49-242: 8; E, Widusa: 16; F, Kaboon: 32; G, México 222: 64; H, PI
207262: 128; |, TO: 256; J, TU: 512; K, AB 136: 1024 e L, G 2333: 2048

’l S: suscetivel e R: resistente
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Em 2004, Talamini e colaboradores analisando 43 isolados de C.
lindemuthianum coletados em regides produtoras de feijoeiro comum no Brasil
identificaram as racas 0 (zero) e 64 oriundas do Estado do Parana. Outro estudo
efetuado por Damasceno e Silva (2004), analisando 19 isolados oriundos dos
municipios de Castro, Londrina e Ponta Grossa, resultou na identificacdo de 10
racas fisiologicas distintas de C. lindemuthianum (O, 64, 65, 67, 69, 73, 81, 85,91 e
93). Este foi o primeiro registro das racas 67, 85 e 91 no estado do Parana.

O atual sistema de nomenclatura de racas de C. lindemuthianum tem
facilitado a troca de informacfes entre pesquisadores de regides distintas, assim
como na identificagdo de fontes de resisténcia de cultivares de diferentes regides e
da dinamica populacional do patégeno. Entretanto, ainda ndo é considerado um
sistema ideal, pois as 12 cultivares diferenciadoras dificilmente representam todos
0s genes do hospedeiro, dificultando a classificagéo precisa das ragcas (Damasceno
e Silva et al., 2007).

Visando obter uma metodologia que permitisse a caracterizacao de racas de
C. lindemuthianum, Vilarinhos et al. (1995) utilizaram marcadores moleculares RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) para caracterizar as racas alfa-Brasil, alfa-
Brasil (a cultivar Widusa resistente e TU suscetivel a raca 585), zeta, capa e delta.
Os resultados obtidos permitiram alocar as ragas em grupos que diferem daqueles
definidos pelo uso de cultivares diferenciadoras. Segundo estes autores, a técnica
de RAPD poderia ser utilizada para a classificacdo mais rapida e precisa das racas
de C. lindemuthianum, ja& que a definicdo da raca por meio das cultivares
diferenciadoras envolve poucos locos no genoma do fungo, e a técnica de RAPD
permite comparacfes simultdneas em um grande numero de locos (Haley et al.,
1994).

Andlises de divergéncia genética entre isolados do C. lindemuthianum,
utiizando marcadores moleculares, revelaram que existe elevado nivel de
variabilidade genética entre os isolados, bem como isolados de uma mesma regiao
geografica estdo mais intimamente relacionados, do que os isolados de diferentes
regides geograficas (Otoya et al., 1995 ; Sicard et al., 1997; Balardin et al.,1997;
Balardin e Kelly, 1998; Gonzélez et al., 1998; Mesquita et al., 1998; Balardin et al.,
1999; Carbonell et al., 1999; Thomazella et al., 2002b; Damasceno e Silva, 2004,
Mahuku e Riascos, 2004).
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Apoés varios anos de estudos sobre o fungo C. lindemuthianum, pdde-se
verificar sua ampla variabilidade patogénica e a dificuldade que a mesma representa
para o controle da antracnose. O uso de cultivares resistentes propicia estratégias
do manejo integrado de doencas, de forma que tal mecanismo € considerado uma
importante alternativa, por ser ecologicamente seguro, além de contribuir para a
manutencgao da qualidade de vida.

Araya (2003) afirmou que as implicacdes genéticas da co-evolucdo em cada
ambiente estéo relacionadas aos diferentes mecanismos de viruléncia apresentados
pelas populacdes nativas ou emergentes do patdégeno, uma vez que Seus
respectivos hospedeiros oferecem diversidade similar quanto genes de resisténcia.
Neste sistema, é primordial conhecer as racas presentes para selecionar 0s
genotipos com resisténcia a essas racas e eventualmente iniciar a introgressao
desses genes em cultivares comerciais. Assim, sera possivel identificar gendtipos
com resisténcia duradoura mediante a combinacéo de diversas fontes de resisténcia
presentes no germoplasma de diferentes centros de domesticacdo do feijoeiro.
Normalmente, o controle da antracnose do feijoeiro comum pode ser alcangado pelo
uso combinado de préticas culturais, produtos quimicos, da resisténcia varietal as
varias racas do patdgeno incorporados por meio da piramidacdo de genes de

interesse.

2.3. Fontes de resisténcia

A estabilidade e a longevidade da variabilidade da resisténcia dependem da
variacdo genética de C. lindemuthianum, representada pela sua especializacdo
fisiol6gica e pela habilidade dos isolados apresentarem viruléncia diferenciada para
cada variedade de feijoeiro (Barrus, 1911).

A resisténcia genética a C. lindemuthianum foi observada pela primeira vez
na cultivar Wells Red Kidney (Baurus, 1911; Barrus, 1918). O autor verificou que
esta resisténcia era conferida por um gene andino dominante, inicialmente
designado gene A, que confere resisténcia as racas alfa, beta (Burkolder, 1918;
McRostie, 1919). Atualmente, esse gene é conhecido como Co-1, constatado pela
primeira vez na cultivar Michigan Dark Red Kidney por McRostie (1919). Esse gene
andino foi o primeiro e principal gene utilizado para desenvolver cultivares de

feijoeiro resistentes a antracnose.
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Mastenbroek (1960) constatou que a cultivar Cornell 49-242 originaria da
Venezuela, possuia um gene dominante, denominado Are, que conferia resisténcia a
todas as racas conhecidas na época (alfa, beta, gama e delta), sendo este de
extrema importancia para muitos programas de melhoramento genético.
Posteriormente, Menezes e Dianese (1988) relataram que esse gene conferia
resisténcia também as racas epsilon, zeta, eta, teta, lambda e mu.

Na década de 60, o éxito alcancado no controle da antracnose do feijoeiro
comum, em paises do Continente Europeu, com a incorporacao do gene Are (Co-2),
demonstrou a viabilidade e a eficiéncia da resisténcia vertical no controle da doenca
(Fouilloux, 1979).

Vieira et al. (1988) relataram que o uso do gene Are (Co-2), em programas
de melhoramento, forneceu resultados satisfatérios na obtencdo de cultivares
resistentes. Porém o autor afirmou que a ampla utilizacdo do gene Are (Co-2),
conduziu a uma situacao perigosa, uma vez que essa resisténcia é governada por
somente um gene e, facilmente seria superavel pelo aparecimento de alguma nova
raca. Conforme o autor, esse fato levou os pesquisadores europeus a procurarem
novas fontes de resisténcia. Este fato ocorreu com o aparecimento das racas 31 e
89, as quais venceram a resisténcia 10 apresentada pela cultivar Cornell 49-242
(Menezes e Dianese, 1988; Rava et al., 1994).

Em 1969, na Europa, Bannerot, citado por Fouilloux (1975, 1976, 1979)
utilizando as linhagens mexicanas México 222 e México 227, identificou um gene
dominante e designou-o de Mexique 1, sendo este diferente e independente do gene
Are. Em 1976, Hallard e Trebuchet, citados por Vieira (1983) demonstraram que ha
uma seérie alélica no locus Mexique 1: o alelo Mexique la. Esse alelo confere
resisténcia a todas as racas, com excecao da raca Alfa-Brasil.

A resisténcia do alelo Mex. 1la é dominante sobre Mex. 1b para a raca capa
(Fouilloux, 1979). Além disso, 0 mesmo autor verificou que a cultivar TO apresentava
um gene dominante e independente dos demais conhecidos anteriormente, e 0
denominou de Mexique 2. Este gene confere resisténcia as racas alfa, beta, gama,
delta, epsilon, lambda, capa e alfabrasil. Outro gene foi descrito pelo autor, presente
na cultivar TU e foi denominado Mexique 3 (Fouilloux, 1976).

A cultivar AB 136 consiste numa importante fonte de resisténcia ao agente
causador da antracnose, C. lindemuthianum. Essa cultivar foi avaliada em relacéo a

isolados provenientes da Colémbia e apresentou reacao intermediaria a um isolado,
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sendo resistente a quatro isolados (Schwartz et al.,, 1982). Posteriormente, esse
gene foi denominado Q por Goncalves-Vidigal (1994).

No Estado do Parana, Menezes e Dianese (1988) avaliaram o
comportamento das cultivares comerciais e as linhagens de feijao: Rio Negro, lapar
20, Tarumd, Evolutie, AB 136, A 321, A 373, A 381, G 2338, G 2641 e G 3367.
Deste modo, neste estudo verificaram que as mesmas eram resistentes as racas
alfa, delta, epsilon, zeta, eta, teta, capa, lambda e mu.

Balardin et al. (1990), utilizando as racas alfa, alfa-Brasil,teta, capa, lambda,
delta, zeta, C 236 e epsilon kenia, verificaram que a cultivar Cornell 49-242 foi
suscetivel as racas alfa-Brasil e capa. Por sua vez, Kaboon foi suscetivel a raca
lambda e, as cultivares Pl 207262 e TO apresentaram resisténcia intermediaria a
raca zeta. Em relacéo as racas inoculadas, verificou-se que as cultivares TU, AB 136
e G 2333 foram resistentes a todas.

A cultivar AB 136 foi estudada por Rava et al. (1994) e mostrou-se excelente
fonte de resisténcia por ser resistente a 25 racas de C. lindemuthianum coletadas no
Brasil.

Em estudos conduzidos com a cultivar G 2333 reveleram que esta cultivar
possui trés genes dominantes de resisténcia (Vallejo e Kelly, 2009), quais sejam:
Co-4?, identificado por Young et al. (1998); o gene Co-5 identificado por Bannerot em
1969 (Fouilloux 1976, 1979); e o gene Co-7 relatado, por Young et al. (1998).
Segundo a nomenclatura dos genes de resisténcia ao C. lindemuthianum proposta
por Young e Kelly (1996a) os simbolos dos genes de resisténcia tiveram uma nova
designacao. Assim as cultivares do feijoeiro comum Cornell 49-242, México 222, TO
e TU, as quais possuiam os genes nomeados de Are, Mexique 1, Mexique 2 e
Mexique 3, respectivamente, foram renomeados de Co-2, Co-3, Co-4 e Co-5. O
Quadro 12 apresenta os simbolos novos e originais dos genes de resisténcia a

antracnose, no qual o simbolo Co refere-se ao Colletotrichum.
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Quadro 12 — Genes de resisténcia e seus respectivos simbolos novos e originais, fontes genéticas, grupo génico dos principais
genes de resisténcia, marcadores moleculares, mapeamento dos genes maiores que condicionam resisténcia a antracnose (Kelly
e Vallejo, 2004, com modificacdes)

Simbolos dos genes Fontes dos genes Conjunto génico Marcadores Localizacao Referéncias
Novos Original genéticos no mapa
Co-1 A MDRK Andino OF10s39 Bl McRostie (1919); Vallejo e Kelly (2002)
Co-1° Kaboon SEact/Mcca Melotto e Kelly (2000)
Co-1° Perry Marrow Alzate-Marin et al. (2003b)
Co-1* AND 277
Co-1° Widusa Gongalves-Vidigal e Kelly (2006)
Co-2 Are Cornell 49-242 MA OQ4 14490 B11 Mastenbroek (1960)
OH20,59 Adam-Blondon et al. (1994)
B3551000 Young e Kelly (1996b)
Co-3 Mexique 1 México 222 MA NA NA Bannerot (1965)
Co-3° México 227 Fouilloux (1979)
Co-3* BAT 93 Geffroy et al. (1999) ; Rodriguez-
Suarez et al. (2004)
Co-4 Mexique 2 TO MA SAS13, SH18 B8 Fouilloux (1979); Awale e Kelly (2001);
Co-4° SEL1308 SBB14, OC8 Young et al. (1998)
Co-4° Pl 207262" 0Y20 Arruda et al. (2000)
Co-5 Mexique 3 TU MA OAB3;s50 NA Young et al. (1998); Vallejo e Kelly
SEL1360 SAB3 (2001); Young e Kelly (1996a)
Co-6 Q AB 136 MA OAH1.g B7 Gongalves-Vidigal (1994)
OAK20ggg Young e Kelly (1996b, 1997)
Co-7 NA? MSU-7 MA NA NA
G 23337 Young et al. (1998)
co-8 NA AB 136 MA OPAZ20 NA Alzate-Marin et al. (2001)
Co-9 NA BAT 93 MA SB12 B4 Geffroy et al. (1999)
Co-10 NA Ouro Negro MA F10 B4 Alzate-Marin et al. (2003a)
Co-11 NA Michelite MA NA NA Gongcalves-Vidigal et al. (2007)
Co-12 NA Jalo Vermelho Andino NA NA Gongcalves-Vidigal et al. (2008)
Co-13 NA Jalo Listras Pretas Andino NA NA Gongalves-Vidigal et al. (2009)
Co-14 NA Pitanga Andino NA NA Goncalves-Vidigal et al. (2012)
Co-15 Corinthiano NA Gongalves et al. (2010)
MDRK= Michigan Dark Red Kidney; MA= Mesoamericano; '= Possui dois genes; G 2333 possui trés genes; “NA= N&o nomeados anteriormente



2.4. Cultivar mesoamericana México 222

A cultivar México 222 é uma das 12 diferenciadoras que foram propostas
pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), em 1990, para padronizar
os patotipos de C. lindemuthianum. Assim como dos 15 genes que conferem
resisténcia ao C. lindemuthianum 10 sdo de origem Mesoamericana, dentre eles
destaca-se o Co-3 que € alélico ao Co-9 (Bannerot, 1965), encontram-se mapeados
no Grupo de Ligacdo Pv04 do mapa do feijoeiro comum. A cultivar México 222
apresenta um amplo espectro de resisténcia, sendo resistente a um total de 81 racas
fisiolégicas de C. lindemuthianum (Quadro 13).

A cultivar México 222 é caracterizada morfologicamente por possuir
sementes de tamanho médio, com coloracdo branca, e apresenta habito de
crescimento determinado, ou seja, caule e ramos laterais terminando em
inflorescéncia e numero limitado de nds; a floracéo inicia-se do apice para a base da
planta (Vieira et al., 2006; Paula Jr. e Vezon, 2007). Os caracteres apresentados
pela cultivar, como sementes de tamanho médio com coloracdo branca e faseolina
do tipo S, caracterizam-na como originaria do centro mesoamericano.

Estudos anteriores demonstraram a presenca de um gene dominante em
México 222, conferindo resisténcia as racas 9 e 23 (Goncalves-Vidigal e Kelly, 2006;
Goncalves-Vidigal et al., 2007) (Quadro 14). Entretanto, foi registrado presenca de
dois genes independentes, conferindo resisténcia as racas 7 e 8 (Quadro 14) (Kelly
e Vallejo, 2004; Goncalves-Vidigal et al., 2008).

Quadro 13 — Racas de C. lindemuthianum para as quais a cultivar mesoamericana
México 222 apresenta resisténcia

Racas Referéncias

0 Sansigolo et al. , 2008

1 Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004

2 Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al.; 1997; Ansari et al., 2004; Mahuku e
Riascos, 2004

3 Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997; Ansari et al., 2004; Mahuku e
Riascos, 2004

4 Pastor-Corrales et al., 1995; Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004

5 Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004

6 Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004
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Quadro 13, cont.

7

10
11
12
15
17
19
23

26
27
31
36
38
39
47
55
63
128
129
130
131
132
133
137
139
141
256
257
261
290
295
384
385

Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997; Thomazella et al., 2002a ;
Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004

Ansari et al., 2004

Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997, Ansari et al., 2004; Mahuku e
Riascos, 2004

Sansigolo et al. , 2008

Mahuku e Riascos, 2004

Ansari et al., 2004

Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004

Balardin et al., 1997

Balardin et al., 1997; Ansari et al., 2004 ; Mahuku e Riascos, 2004; Alzate-
Marin et al., 2007

Sansigolo et al. , 2008

Sansigolo et al. , 2008

Balardin et al., 1997; Thomazella et al., 2002a; Mahuku e Riascos, 2004
Mahuku e Riascos, 2004

Balardin et al., 1997; Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004
Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004
Mahuku e Riascos, 2004

Balardin et al., 1997

Balardin et al., 1997

Ansari et al., 2004

Ansari et al., 2004

Balardin et al., 1997

Ansari et al., 2004

Ansari et al., 2004

Ansari et al., 2004

Pastor-Corrales et al., 1995; Ansari et al., 2004
Mahuku e Riascos, 2004

Balardin et al., 1997

Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
Mahuku e Riascos, 2004

Ansari et al., 2004

Ansari et al., 2004

Balardin et al., 1997

Mahuku e Riascos, 2004
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Quadro 13, cont.

388 Mahuku e Riascos, 2004

393 Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004
407 Ansari et al., 2004

513 Ansari et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004
515 Mahuku e Riascos, 2004

517 Mahuku e Riascos, 2004

521 Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
523 Mahuku e Riascos, 2004

525 Mahuku e Riascos, 2004

529 Mahuku e Riascos, 2004

535 Mahuku e Riascos, 2004

641 Mahuku e Riascos, 2004

647 Mahuku e Riascos, 2004

651 Mahuku e Riascos, 2004

653 Mahuku e Riascos, 2004

905 Mahuku e Riascos, 2004

1024 Balardin et al., 1997

1025 Mahuku e Riascos, 2004

1032 Ansari et al., 2004

1033 Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
1049 Mahuku e Riascos, 2004

1153 Mahuku e Riascos, 2004

1161 Mahuku e Riascos, 2004

1165 Balardin et al., 1997

1417 Mahuku e Riascos, 2004

1431 Balardin et al., 1997

1433 Mahuku e Riascos, 2004

1435 Mahuku e Riascos, 2004

1545 Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
1549 Mahuku e Riascos, 2004

1561 Mahuku e Riascos, 2004

1572 Pastor-Corrales et al., 1995

1673 Balardin et al., 1997

1677 Balardin et al., 1997

1929 Balardin et al., 1997; Mahuku e Riascos, 2004
1945 Mahuku e Riascos, 2004

3481 Mahuku e Riascos, 2004

3977 Mahuku e Riascos, 2004

3993 Mahuku e Riascos, 2004
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Quadro 14 — Segregacéo para resisténcia as racas de C. lindemuthianum na cultivar diferenciadora México 222

Cruzamento

Gene R conhecido

Raca

Nimero de plantas

Proporcéo esperada

Referéncia

R S
México 222 x Ouro Negro Co-3 (Mex); Co-10 (Ouro Negro) 23 83 8 15:1 Alzate-Marin et al., 2002
México 222 x A1220 Co-3 (Mex) 38 115 0 15:1 Mendéz-Vigo et al., 2005
México 222 x Andecha Co-3 (Mex) 38 76 20 3.1 Mendéz-Vigo et al., 2005
México 222 x Widusa Co-3 (Mex); Co-1° (Widusa) 9 130 10 151 S:ggalves-wmgal e Kelly,
México 222 x Michelite Co-3 (Mex); Co-11 (Mich) 8 243 4 63:1 Goncalves-Vidigal et al., 2006
México 222 x Jalo Vermelho Co-3 (Mex); Co-12 (JV) 23 108 7 15:1 Goncalves-Vidigal et al., 2006
México 222 x JLP Co-3 (Mex) ; Co-13 (JLP) 9 62 4 15:1 Gongcalves-Vidigal et al., 2006
México 222 x Pl 207262 Co-3 (Mex) ; Co-4° + Co-3° (PI) 23 194 5 63:1 Alzate-Marin et al., 2007

R= Resistente; S= Suscetivel

Mex= México 222; Mich= Michelite; JV= Jalo Vermelho; JLP= Jalo Listras Pretas; Pl= Pl 207262
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CAPITULO |

Heranca e alelismo da resisténcia a antracnose em feijoeiro comum cultivar
México 222

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a heranca da resisténcia a antracnose
usando o0 cruzamento entre as cultivares México 222 (R) x Michigan Dark Red
Kidney (S) inoculado com a raga 7, além de investigar, por meio de testes de
alelismo, a independéncia dos genes ja caracterizados Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-
5, Co-6 e Co-7. Os testes de heranca realizados em individuos F, do cruzamento
México 222 x MDRK, inoculados com a raca 7, revelaram a existéncia de dois genes
dominantes de resisténcia na cultivar México 222. Adicionalmente, os testes de
alelismo nas populacdes F, dos cruzamentos México 222 x Cornell 49-242 e México
222 x AB 136, inoculados com a raca 7, revelaram também a presenca de dois
genes em México 222. A auséncia de segregacéo foi observada em 100 individuos
F, resultantes de cada um dos cruzamentos México 222 x G 2333 e México 222 x
H1 line, inoculados com a raga 7, revelando a presenca de alelismo. Por sua vez, a
natureza da resisténcia de México 222 a ragca 23 de C. lindemuthianum é
monogénica. Os resultados permitiram concluir que México 222, G 2333 e H1 line
possuem alelos de um mesmo locus que conferem resisténcia a raca 7 de C.

lindemuthianum.
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Inheritance and allelism tests of anthracnose resistance in common bean

Mexico 222 cultivar

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the inheritance of resistance to
anthracnose using the cross between the cultivars Mexico 222 (R) x Michigan Dark
Red Kidney (S) inoculated with race 7, and to investigate the independence of the
genes of Mexico 222 from those previously characterized Co-1, Co-2, Co-3, Co-4,
Co-5, Co-6 and Co-7 genes. The inheritance tests performed on the F, population
from the Mexico MDRK x 222 cross, inoculated with race 7, revealed the existence of
two dominant genes for resistance in the cultivar Mexico 222. Additionally, tests for
allelism in F, populations from Mexico 222 x Cornell 49-242 and Mexico 222 x AB
136 crosses, inoculated with race 7, also revealed the presence of two genes in
Mexico 222. The absence of segregation was observed in 100 F; individuals from
each population derived from Mexico 222 x G 2333 and Mexico 222 x H1 line
crosses, inoculated with race 7, revealing the presence of allelism. However, the
nature of resistance Mexico 222 to race 23 of C. lindemuthianum is monogenic. The
results showed that the alleles of Mexico 222, G 2333 and H1 line are alleles of the

same locus that confers resistance to race 7 C. lindemuthianum.
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1. INTRODUCAO

A cultivar diferenciadora México 222 € caracterizada morfologicamente por
possuir sementes de tamanho médio com coloragéo branca, apresentando habito de
crescimento determinado, ou seja, caule e ramos laterais terminando em
inflorescéncia e numero limitado de nds; a floracéo inicia-se do apice para a base da
planta (Vieira et al., 2006; Paula Jr. e Vezon, 2007). Os caracteres apresentados
pela cultivar, como sementes de tamanho médio, com coloracédo branca e faseolina
do tipo S, caracterizam-na como originaria do centro mesoamericano.

A série de 12 cultivares utilizadas na identificacdo de racas de C.
lindemuthianum (Pastor-Corrales, 1991), usando o sistema binario proposto por
Habgood (1970), tem-se tornado importante fonte de genes que conferem
resisténcia a antracnose. Dentre as 12 cultivares diferenciadoras, destaca-se a
cultivar mesoamericana México 222, resistente a 81 racas de C. lindemuthianum
(Pastor-Corrales et al., 1995; Balardin et al., 1997; Thomazella et al., 2002a; Ansari
et al., 2004; Mahuku e Riascos, 2004; Sansigolo et al. , 2008). Nesta cultivar, foi
identificado um gene dominante conferindo resisténcia as racas 9 e 23 (Goncalves-
Vidigal e Kelly, 2006; Gongalves-Vidigal et al., 2008a). Entretanto, foram observados
dois genes independentes conferindo resisténcia as racas 7 e 8 (Kelly e Vallejo,
2004; Gongalves-Vidigal et al., 2007). O primeiro gene identificado em México 222
foi Co-3 (Bannerot, 1965), ja 0 segundo gene observado ainda néo foi caracterizado.

Os estudos de genética qualitativa ou mendeliana, com base na heranca da
resisténcia e em testes de alelismo em feijoeiro comum, vém revelando que
diferentes racas de Colletotrichum lindemuthianum podem resultar em segregacgdes
diferentes, como descritos por Alzate-Marin et al. (2007) ao caracterizar a resisténcia
genética da cultivar Pl 207262, Goncalves-Vidigal et al. (2008b) investigando a
cultivar México 222, bem como Sousa et al. (2009) trabalhando com a linhagem
MSU 7-1. Adicionalmente, o emprego do mapeamento genético de genes, analise de
sequéncias de genes analogos e/ou candidatos a genes de resisténcia, permitiram
comprovar a existéncia de clusters de genes de resisténcia em Phaseolus vulgaris L.
(Melotto e Kelly, 2001; Ferrier-Cana et al., 2003; David et al., 2008; Campa et al.,
2009).

41



A ocorréncia de clusters génicos de resisténcia a diferentes patdégenos
(Michelmore e Meyers, 1998) vem sendo descritos em varias espécies, tais como
Glycine max L. (Graham et al., 2002) e Phaseolus vulgaris L. (Méndez-Vigo et al.,
2005). Estes agrupamentos de varios genes de resisténcia localizados em grupo de
ligacdo especifico de cada espécie (David et al., 2008) possibilitam a sinalizacéo,
expressao e consequente defesa da planta contra o patégeno de forma variavel.

Devido a importancia da cultivar diferenciadora México 222 em conferir
resisténcia as racas Andinas de antracnose que ocorrem no Brasil e visando facilitar
0 uso desta cultivar como fonte de resisténcia a antracnose. Ressalta-se que a
caracterizacdo genética da cultivar México 222 em relacdo a raca 7 e 23 de C.
lindemuthianum ¢é de fundamental importancia, uma vez que possibilitara a
caracterizacdo génica e investigara a hipotese da cultivar possuir um ou dois genes
independentes conferindo resisténcia ao C. lindemuthianum, dependendo da raca
inoculada.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a resisténcia genética da cultivar
México 222 as racas 7 e 23 de Colletotrichum lindemuthianum verificar a
independéncia dos genes de México dos previamente caracterizados Co-1, Co-2,
Co-3, Co-4, Co-5, Co-6 e Co-7.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Localizacdo do experimento

Os experimentos foram realizados no periodo de margo de 2008 a novembro
de 2009, em casa de vegetacdo e no laboratorio de biotecnologia do Nucleo de
Pesquisa Aplicada a Agricultura (NUPAGRI), pertencente a Universidade Estadual
de Maringd (UEM), cidade de Maringa, Estado do Parana, Brasil (23°26'S e
51°53'W).

2.2. Obtencao das populacbes segregantes

As sementes das cultivares utilizadas foram obtidas no NUPAGRI, e se
encontravam em estado de pureza genética, ndo havendo necessidade de proceder-
se a selecdo de linhagens puras. As populacdes segregantes F, derivadas dos
cruzamentos entre a cultivar mesoamericana Meéxico 222 e as cultivares
diferenciadoras Michigan Dark Red Kidney, Cornell 49-242, AB 136 e G 2333 foram
obtidas, a fim de se realizarem os estudos de heranca e alelismo.

2.3. Material patogénico e preparacao do inéculo

O isolado foi obtido na micoteca do Nupagri, sendo utilizadas culturas
monosporicas das racas 7 e 64 de Colletotrichum lindemutianumem com as mesmas
transferidas para tubos contendo meio de cultura (Mathur et al.,, 1950) e imatura

vagem de feijdo, sendo incubado a 20°C por 15 dias.
2.4. Teste de heranca da resisténcia

O teste de herancga da resisténcia foi aplicado aos cruzamentos onde existam,
tanto reacdes de resisténcia, quanto de suscetibilidade. Dentre os cruzamentos

realizados, o teste de heranca da resisténcia foi aplicado entre as cultivares México

222 (R) x MDRK (S), utilizando somente a raca 7, assim como as familias F,.3 foram
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analisadas, considerando todos os individuos resistentes (R), resistentes e

suscetiveis (R/S) e todos os individuos suscetiveis (S).

2.5. Teste de alelismo

Os testes de alelismo foram realizados nos cruzamentos onde ambas as
cultivares envolvidas apresentaram reacao de resisténcia (R x R). Os testes foram
conduzidos com o objetivo de testar a independéncia dos genes presentes em
México 222 e dos genes previamente caracterizados das cultivares diferenciadoras.
Os cruzamentos foram realizados entre México 222 e as cultivares Cornell 49-242,
AB 136, G 2333 e H1 line. As geracdes F, foram inoculadas com as racas 7 e 64 e

23 conforme descrito no Quadro 1.

Quadro 1 — Esquema de cruzamentos entre as cultivares e reagdo em relagdo as
racas 7, 23 e 64 de Colletotrichum lindemuthianum

Cruzamentos Reacéo Racas inoculadas
México 222 x Cornell 49-242 R xR 7
México 222 x AB 136 R xR 7
México 222 x G 2333 R xR 7
México 222 x H1 line R xR 7
México 222 x G2333 R xR 23
México 222 x H1 line SxS 64

2.6. Inoculacédo e incubacéo

Os procedimentos consistiram na multiplicacdo de esporos de cada uma das
racas de C. lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e
parcialmente imersas em meio com &agar-agua. Ap6s a repicagem do fungo nas
vagens, as mesmas foram incubadas por 14 dias a 20°C. Decorrido o periodo
necessario para o desenvolvimento do fungo, as vagens de cada tubo foram
transferidas para um becker contendo agua destilada esterilizada, onde foi obtida
uma suspensdo de esporos ajustada para concentracdo aproximada de 1,2 x 10°
esporos mL™ de agua destilada esterilizada, sendo utilizada a cAmara de Newbauer

para quantificacdo dos esporos. Os genitores, as geracOes F; e geragbes
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segregantes foram inoculadas com as suspensdes do patotipo de C.
lindemuthianum.

Apoés a inoculacdo, as bandejas contendo as plantas permaneceram na
camara umida por 96 horas, a temperatura de 20 + 2°C, controlando-se a
luminosidade (12 horas de iluminacdo de 680 lux seguida por 12 horas de escuro) e
com aproximadamente 100% de umidade relativa. ApGs esse periodo, as plantas
foram transferidas para mesas, em ambiente apropriado, com temperatura de 20 *

2°C, sob luz artificial, onde permaneceram até o inicio das avaliacdes.

2.7. Avaliacéo fenotipica da planta

A avaliacdo visual dos sintomas em cada plantula foi realizada 10 dias apés

a inoculacao, utilizando-se a escala de severidade proposta por Pastor-Corrales

(1991), cujos valores variaram de 1 a 9, em plantas individuais, conforme descrito

abaixo:

1 - auséncia de sintomas;

2 - até 1% da nervura apresentando manchas necréticas, perceptiveis somente na
face inferior das folhas;

3 - maior frequéncia de sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

4 - até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis em ambas
as faces das folhas;

5 - maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das
nervuras afetadas;

6 - manchas necroticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das folhas, e
presenca de algumas lesdes em talos, ramos e peciolos;

7 - manchas necréticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido
mesofilico adjacente, que se rompe. Presenca de abundantes lesGes no talo,
ramos e peciolos;

8 - manchas necréticas em quase todas as nervuras, muito abundantes em talos,
ramos e peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacdo e reducéo do crescimento
das plantas;

9 - maioria das plantas mortas.
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As plantas que receberam notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes,

enguanto plantas com notas de 4 a 9 foram consideradas suscetiveis.
2.8. Analise dos dados

A partir dos dados obtidos pelas segregacfes mendelianas dos fenétipos de
resisténcia e suscetibilidade, com auxilio do recurso computacional do Programa

Genes (Cruz, 2001), foi realizada a andlise genético-estatistica, por meio da

aplicac&o do teste do qui-quadrado (x).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Teste de Heranca da resisténcia

A segregacao observada na geracao F, derivada do cruzamento entre as
cultivares México 222 e Michigan Dark Red Kidney (MDRK), inoculada com a raga 7,
ajustou-se a razdo de 15R:1S (p=0,89), demonstrando que a cultivar México 222
possui dois genes dominantes de resisténcia a referida raca (Quadro 2). Os testes
adicionais conduzidos nas familias F,3; se ajustaram a razdo de 7R:8R/S:1S
(p=0,83).

Quadro 2 — Heranca da resisténcia da cultivar México 222 de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) a raca 7 de Colletotrichum lindemuthianum

Plantas Razéo
Cruzamento Raca Gene Observadas Esperada Y P
R® S R:S
México 222 x MDRK 7 Co-3 141 9 15:1 0,016 0,89

3R = Resistente; °S = Suscetivel

Resultados descritos por Melotto et al. (2000) e Campa et al. (2009),
indicaram que a cultivar MDRK apresenta reacdo de susceptibilidade quando
inoculada com a raca 7. Portanto, a heranca digénica observada neste estudo é
determinada pela cultivar México 222. Mediante os resultados obtidos, pode-se
afirmar que a cultivar México 222 apresenta dois genes dominantes independentes,
no qual sdo os genes Co-3 e outro ainda ndo designado (Quadro 2). Recentes
estudos revelaram que a presenca de um ou dois genes na cultivar México 222
depende da raca inoculada, e pode ser explicada pela organizacdo dos Co-genes
em P. vulgaris, pois estdo organizados em clusters de genes individuais conferindo
resisténcia raca-especifica (Méndez-Vigo et., 2005; Rodrigues-Suarez et al., 2007,
2008; Campa et al., 2009).

3.2. Teste de Alelismo
Os testes de alelismo conduzidos nas geracdes F, derivadas dos
cruzamentos México 222 x Cornell 49-242 e México 222 x AB 136, inoculadas com
47



araca 7, revelaram a ocorréncia de segregagado e comprovaram a independéncia de

trés genes (Quadro 3), devido a razéo esperada de 63R:1S.

Quadro 3 — Resposta da geracédo F, dos cruzamentos entre cultivares de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) as racas 7, 23 e 64 de Colletotrichum lindemuthianum

Plantas Razéo
Cruzamentos Raca Observadas Esperada Y i
R® s° R:S

México 222 x Cornell 49-242 7 98 2 63:1 0,1244 0,72
México 222 x AB 136 7 99 1 63:1 0,2057 0,65
México 222 x G2333 7 100 0 - - -
México 222 x H1 line 7 100 0 - - -
México 222 x G2333 23 129 2 63:1 0,0010 0,97
México 222 x H1 line 64 0 100 - - -

R = Resistente; °S = Suscetivel

Auséncia de segregacéo foi observado em 100 individuos F; resultantes do
cruzamento entre as cultivares México 222 e G 2333, inoculados com a raca 7
(Quadro 3). A auséncia de segregacao nos 100 individuos F, provenientes do
cruzamento entre México 222 x H1 line, inoculados com a raca 7 de C.
lindemuthianum, revelou a presenca de alelismo. Por sua vez, a geracao F, derivada
do cruzamento México 222 x H1 line mostrou-se completamente compativel com a
raca 64 de C. lindemuthianum.

Os testes de alelismo conduzidos em individuos F, provenientes de México
222 x G 2333, inoculados com a raca 23 de C. lindemuthianum resultou na
segregacao de 129R:2S, ajustando-se a razao de 63R:1S (p=0,97). Este fato indica
a existéncia de trés genes, sendo um deles presente em México 222 e 0S outros
dois encontram-se na cultivar G 2333.

As segregacdes observadas nas geracdes F, provenientes dos cruzamentos
México 222 x Cornell 49-242 e México 222 x AB 136, inoculadas com a racga 7,
ajustaram-se a razdo de 63R:1S, indicando a presenca de trés genes dominantes
de resisténcia. Estes resultados permitem concluir que dois destes genes estédo
presentes em México 222 (Co-3 e Co-?), enquanto que 0 outro gene esta presente

em cada cultivar, pois a diferenciadora Cornell 49-242 é portadora do gene Co-2
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(Mastenbroek, 1960; Bassett, 1996) e AB 136 apresenta Co-6 (Goncalves-Vidigal,
1994; Young e Kelly 1996, 1997).

Balardin e Kelly (1998) descreveram que a cultivar Cornell 49-242 é
resistente a raca 7, assim como a presenca de um gene dominante nesta cultivar foi
relatada por Gongalves-Vidigal e Kelly (2006) em estudos realizados em geracéo F»
do cruzamento Widusa x Cornell 49-242. Alzate-Marin et al. (2003) investigando
geracdo segregante do cruzamento entre Cornell 49-242 x Ouro Negro, inoculada
inoculagcdo com as racas 7 e 65 observaram que a heranca de Cornell 49-242 é
monogénica. Adicionalmente, resultados similares sobre o gene Co-6 da cultivar AB
136 foram descritos por Goncgalves-Vidigal et al. (2001) estudando a populacéo F, e
familias F,.3 do cruzamento AB 136 x Michelite, inoculadas com as racas 31 e 69.

Os testes de alelismos conduzidos nas geracdes F, dos cruzamentos México
222 x G 2333 e México 222 x H1 line, inoculadas com a raca 7, demonstraram a
presenca de alelismos. Estes resultados permitiram concluir que México 222, G
2333 e H1 line sdo portadoras de alelos de resisténcia a raca 7 de C.
lindemuthianum presentes em um mesmo locus cromossomico. Portanto, os genes
previamente descritos como Co-3 (Bannerot, 1965) e Co-7 (Young et al., 1998)
provavelmente sédo alelos de um unico locus. Resultados similares de presenca de
alelismo foram encontrados por Lima et al. (2007) estudando a populacdo F3 do
cruzamento México 222 x H1 line, inoculada com a raca 8.

Quando a populacéo F, proveniente do cruzamento México 222 x G 2333 foi
inoculada com a raca mesoamericana 23, mais virulenta que a raca andina 7,
observou-se segregacdo que se ajustou a razdo'63R:1S. Este fato evidencia que
dois genes estdo presentes G 2333 e outro em gene em México 222. No presente
estudo foi observada a presenca de apenas um gene dominante de resisténcia em
México 222, quando popula¢cBes segregantes foram inoculadas com a raca 23.
Resultados similares foram obtidos por Gongalves-Vidigal et al. (2008b), Méndez-
Vigo et al. (2005) e Rodriguez-Suarez et al. (2008), quando inocularam as geracoes
segregantes com as ragas 23, 38, 19 e 31.

Este estudo evidencia a importancia da cultivar México 222, como fonte de
resisténcia ao C. lindemuthianum, o qual possui um e/ou dois genes dependendo da

raca de Colletotrichum lindemuthianum inoculada.
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4. CONCLUSOES

1. A segregacéao da populacédo F, do cruzamento México 222 (R) x Michigan
Dark Red Kidney (S), inoculado com a raca 7, revelou que a resisténcia da
cultivar México 222 é conferida por dois genes dominantes. Este resultado
foi confirmado com a segregacao das familias F».3 que se ajustou a razdo de
7R:8R/S:1S.

2. Os testes de alelismo provenientes dos individuos F, originados dos
cruzamentos México 222 x Cornell 49-242 e México 222 x AB 136,
inoculados com a raca 7, segregou numa razdo de 63R:1S, demonstrando
em cada um dos cruzamentos a independéncia dos dois genes presentes
em México 222 e um gene de Cornell 49-242 e de um gene de AB 136,

respectivamente.

3. Auséncia de segregacédo foi observada em 100 individuos F, resultantes
do cruzamento México 222 x G 2333, inoculado com a raca 7. A presenca
de alelismo também foi verificada na populacdo F, do cruzamento México
222 x H1 line quando inoculada com a raca 7.

4. O teste de alelismo conduzido na geracao F, do cruzamento México 222
(R) x G 2333 (R), inoculada com a raga 23, revelou auséncia de alelismo.
Uma vez que, G 2333 possui dois genes de resisténcia a raca 23, este
resultado comprova que o México 222 possui apenas um gene dominante de

resisténcia a referida raca diferente do gene em G 2333.
5. Os resultados evidenciaram a presenga de um segundo gene na cultivar

diferenciadora México 222 quando inoculada com a raca 7 de C.

lindemuthianum.
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CAPITULO I

Validacéo e uso do marcador SW12 ligado ao gene Co-3 de resisténcia a

antracnose em feijoeiro comum

RESUMO

O objetivo deste estudo foi validar a eficiéncia do marcador SW12 ligado ao
gene Co-3 de resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum presente em México
222. A fim de realizar as andlises moleculares, a populacdo F, e as correspondentes
familias F,.3 do cruzamento México 222 x Widusa foram inoculadas com a raca 23
de C. lindemuthianum. A segregacdo das familias F,.3 ajustou-se a razdo de 1:2:1,
confirmando a hip6tese de herangca monogénica. As analises moleculares revelaram
que o marcador molecular SW12 estd ligado ao gene Co-3 de resisténcia a

antracnose, em fase de acoplamento, sendo encontrado a distancia de 5.8 cM.
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Validation and use SW12 marker linked to anthracnose resistance

Co-3 gene in common bean

ABSTRACT

The aim of this study was to validate the efficiency of SW12 molecular
marker linked to Co-3 gene for resistance to Colletotrichum lindemuthianum of
Mexico 222. For the molecular analysis, the F, population and the corresponding F»: 3
families from Mexico 222 x Widusa cross were inoculated with race 23 of C.
lindemuthianum. Segregation of F, and F,. 3 families fitted to a ratio of 3:1 and 1:2:1,
respectively, confirming the hypothesis of monogenic inheritance. The molecular
marker SW12 was observed in coupling phase at a distance of 5.8 cM between the
marker and the Co-3 resistance gene to anthracnose. Therefore, this marker was

validated and can be shown in breeding programs for resistance to anthracnose.
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1. INTRODUCAO

O controle da antracnose pode ser obtido por meio de um conjunto de
técnicas culturais, quimicas e genéticas realizadas de forma integrada e com carater
preventivo (Rey et al., 2005). Porém, a obtencdo e a utilizacdo de cultivares que
apresentam resisténcia genética as diversas racas do patégeno € o método mais
efetivo e econbmico para o controle desta doenca (Zaumeyer e Thomas, 1957,
Mahuku et al.,, 2002), tanto pela reducdo nos custos de producdo, como pela
diminuicdo dos danos causados ao ambiente.

A existéncia de dois grupos génicos, denominados mesoamericano e
andino, tem sido relatado por diversos pesquisadores (Singh et al., 1991; Haley et
al., 1994), no qual tais diferencas sdo apresentadas através de caracteristicas
morfologicas, isoenzimas, marcadores moleculares e severidade das doencas
ocasionadas pelos respectivos patdgenos que incidem sobre a cultura, além de
representar uma fonte de variabilidade genética (Melotto e Kelly, 2000).

Atualmente 15 genes de resisténcia a antracnose ja foram caracterizados e
descritos na literatura, os quais foram designados pelos simbolos Co-1
(McRostie,1919; Vallejo e Kelly, 2002), Co-2 (Mastenbroek, 1960), Co-3 (Bannerot,
1965), Co-4 (Fouilloux, 1979; Awale e Kelly, 2001), Co-5 (Young et al., 1998; Vallejo
e Kelly, 2001; Young e Kelly, 1996a) Co-6 (Goncgalves-Vidigal, 1994; Young e Kelly
1996b, 1997), Co-7 (Young et al., 1998), co-8, que confere resisténcia recessiva
(Alzate-Marin et al., 2001), Co-9 (Geffroy et al., 1999), Co-10 (Alzate-Marin et al.,
2003b), Co-11 (Goncalves-Vidigal et al., 2007), Co-12 (Gongcalves-Vidigal et al.,
2008a), Co-13 (Gongalves-Vidigal et al., 2009), Co-14 (Gongalves-Vidigal et al.,
2012) e Co-15 (Gongalves et al., 2010). Séries alélicas foram identificadas para
quatro destes loci: Co-1, Co-3, Co-4 e Co-5. Posteriormente, demonstrou-se também
que os genes Co-7 e Co-9 (recodificado como Co-3°) sdo alélicos a Co-3 (Méndez-
Vigo et al., 2005; Rodriguez-Suarez et al., 2008). Ressalta-se que os genes Co-1,
Co-12, Co-13, Co-14 e Co-15 sao de origem Andina e os demais sdo de origem
Mesoamericana. Oito loécus de resisténcia ja foram mapeados entre os 11
cromossomos (Pv01-Pv11) do feijoeiro: Co-1 (Pv0l), Co-2 (Pv1l), Co-3 (Pv04), Co-4
(Pv08), Co-5 (Pv07), Co-6 (Pv07), Co-10 (Pv04), Co-13 (Pv03) e Co-15 ( Pv04)
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(Kelly et al., 2003; Singh e Schwartz, 2010; Lacanallo et al., 2010; Gongalves-Vidigal
et al., 2011; Sousa et al., 2013).

Estes genes de resisténcia a antracnose tém sido identificados e mapeados,
sendo agrupados em diferentes grupos de ligacdo do genoma do feijao (Kelly et al.,
2003). Por sua vez, a cultivar diferenciadora México 222 é portadora do gene Co-3,
0 qual esté localizado no grupo de ligacdo B4 (Geffroy et at., 1999; Méndez-Vigo et
al., 2005).

A selecéo assistida por marcadores € largamente utilizada em programas de
melhoramento de plantas (Kelly e Miklas, 1998), pois é uma ferramenta
biotecnolégica que possibilita eficiente e efetiva deteccdo de véarios genes de
resisténcia a antracnose, além de promover reducdo no tempo e custos com
inoculacdes e avaliacfes fenotipicas (Borém, 2005).

O objetivo deste estudo foi validar a eficiéncia do marcador molecular SW12

ligado ao gene de resisténcia a antracnose Co-3.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Localizacdo do experimento

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo e em laboratério, ambos
localizados no Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (NUPAGRI), pertencente a
Universidade Estadual de Maringa (UEM), cidade de Maringa, Estado do Parana,
Brasil (23°26’S e 51°53'W).

2.2. Obtencao da geragéao F;

Os genitores utilizados nesse estudo foram semeados em vasos de
polietileno (com capacidade de 5 dm® contendo substrato & base de turfa +
fertilizantes (NPK), e foram deixados para germinar em condicbes de casa de
vegetacdo. Com o objetivo de manter o substrato com umidade proxima a sua
capacidade de campo, procedeu-se irrigacoes diarias. A fim de favorecer o
desenvolvimento das plantas, foram efetuadas adubacdes desde o estadio V,-V3 até
pouco antes da floracdo. As adubacdes foram realizadas com nitrogénio, na forma
de sulfato de amodnio (50g de sulfato de aménio 2 litros de agua™), aplicando-se 250
mg de N em 50 mL de agua.vaso™. Além disso, foi fornecido também potéssio na
forma de cloreto de potéssio (14g K,O 2 litros de agua™).

A partir dos cruzamentos envolvendo a cultivar México 222 (resistente) como
genitor feminino com Widusa (suscetivel) forma obtidas as sementes F;. As
sementes da geracdo F; foram semeadas em vasos contendo mistura de solo
previamente adubado e esterilizado, os quais foram mantidos em casa de
vegetacdo. As sementes F, colhidas das geragcbes F; de cada cruzamento foram
semeadas em bandejas plasticas contendo substrato. As plantulas foram mantidas
em casa de vegetacdo até o surgimento da primeira folha trifoliolada (estadio V3),
guando se procedeu a inoculacédo. As plantas F; resistentes foram transplantadas
para casa de vegetacdo para obtencdo das sementes F,3 e posterior

estabelecimento das familias.
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2.3. Preparo do in6culo, inoculacao e incubacao

Os procedimentos consistiram na multiplicacdo de esporos do patotipo C.
lindemuthianum em tubos de ensaio contendo vagens esterilizadas e parcialmente
imersas em meio com agar-agua (Cardenas et al., 1964). Apds a repicagem do fungo
nas vagens, as mesmas foram incubadas por 14 dias a 20°C. Decorrido o periodo
necessario de desenvolvimento do fungo, as vagens de cada tubo foram transferidas
para um becker contendo agua destilada esterilizada, obtendo-se a quantidade de
esporos através da camara de Newbauer, foi utilizada uma suspensédo de esporos
ajustada para concentracdo de 1,2 x 10° esporos mL* de &gua destilada
esterilizada.

Quando as plantulas apresentavam a primeira folha trifoliolada (estadio V3)
foram transferidas para uma céamara de nevoeiro com temperatura de
aproximadamente 22 + 2°C para a inoculacéo da raca. Os genitores, as geracoes F;,
F, e F,3 foram inoculadas com as suspensdo de esporos da raca 23 de C.
lindemuthianum utilizando-se um atomizador De Vilbiss, nidmero 15. Apds a
inoculacdo, as plantulas permaneceram na camara Umida por 96 horas, em
temperatura de 20 + 2°C, controlando-se a luminosidade (12 horas de iluminacéao de
680 lux seguida por 12 horas de escuro) e com aproximadamente 100% de umidade
relativa. Apés esse periodo, as plantas foram transferidas para mesas, em ambiente
apropriado, com temperatura de 20 * 2°C, sob luz artificial, onde permaneceram até

o0 inicio das avaliacoes.

2.4. Método de avaliacdo dos sintomas

As avaliacdes visuais dos sintomas em cada plantula foram realizadas 10
dias apos a inoculagdo, utilizando-se a escala de severidade proposta por Pastor-
Corrales (1991). As notas atribuidas as primeiras folhas trifoliolada, variaram de 1 a
9. As plantas que ndo apresentaram sintomas ou somente poucas lesdes na nervura
principal das folhas receberam notas de 1 a 3 e foram consideradas resistentes. Por

sua vez, as plantulas com notas de 4 a 9 foram consideradas como suscetiveis.
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2.5. Extracao e quantificacdo de DNA

Trifolios jovens dos genitores México 222 e Widusa e dos individuos F»
provenientes do cruzamento Ouro México 222 x Widusa foram coletados
individualmente em tubos plasticos (Eppendorf) com capacidade para 1,5 mL e
armazenados em freezer -21°C, para posterior extracdo do DNA. O processo de
extracdo foi realizado conforme o procedimento preconizado por Afanador et al.
(1993), com modificagcbes, utilizando diretamente 400 pL do tampao de extracéo
CTAB.

2.6. Amplificacdo do marcador e visualizacao do gel

O DNA extraido foi utilizado nas reagbes de amplificacdo utilizando o
marcador SCAR SW12 de acordo com a metodologia proposta por Méndez-Vigo et
al. (2005) com modificacdes. Cada reacdo de amplificacdo conteve um volume total
de 25,0 pL sendo: 25 ng de DNA, 100 mM de Tris-HCI, 100 mM KCI pH 8.3, 5 Mm
MgCl,, 0,2mM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP), 0.2 uM de cada primer e 1.25 U de Taqg DNA polimerase (Invitrogen). A
amplificacéo foi realizada em termociclador com a seguinte programacéao: 94°C por 1
minuto, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 70°C por 30 segundos e 72°C por 60
segundos, seguido por 5 minutos de extensdo a 72°C (Quadro 2). Os produtos das
reacoes de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1.2%, sendo corado
com brometo de etidio e visualizados em transluminador com luz ultravioleta e, em
seguida, foram fotodocumentadas as bandas. O primer primer SW12 apresentou a
sequéncia: Forward 5-TGGGCAGAAGTTCTAGCATGTGGC-3' e Reverse 5'-
TGGGCAGAAGCACAGTATGATTTG-3'.

2.7. Andlise dos dados e de ligagcédo
O teste do qui-quadrado foi utilizado para avaliar as taxas observadas e
esperadas, resultantes da segregacéo fenotipica da populacdo F, e das familias Fz.3

apos a inoculacéo, sendo utilizado o software GENES (Cruz, 2001). As analises de
ligagdo foram realizadas com auxilio do software MAPMAKER, assim como a
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distancia entre o marcador e o gene de resisténcia foi apresentada em centimorgans

(cM), calculado de acordo com a fungéo de Kosambi (Lander et al., 1987).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Heranca

Um total de 130 plantas F, cruzamento México 222 x Widusa, 20 plantas de
cada um dos pais e da geracdo F; foram inoculadas com a raca 23 de C.
lindemuthianum. Posteriormente, os 98 individuos F, resistentes foram multiplicados
para obtencdo das familias F,.3, as quais foram também inoculadas com a raca 23.
Decorridos 10 dias da inoculacdo das plantas com o patdgeno, foi observada na
populacdo F, de 98 plantas resistentes e 32 suscetiveis ao C. lindemuthianum (p
=0,92). Nas familias F,.3 observou-se uma segregacao que ajustou-se a razao de
1RR:2Rr:1SS (p = 0,84), estes padrdes de segregacao se ajustam a proporcao de
uma resisténcia, monogénica dominante em México 222 a raga 23 Quadro 1).

Os resultados obtidos revelam a presenca de um gene dominante
independente na cultivar México 222, sendo previamente denominado de Co-3
(Bannerot, 1965; Bannerot et al., 1971). Estudos realizados por Gongalves-Vidigal et
al. (2008b) trabalhando com geracao F, derivada do cruzamento México 222 x
Widusa quando inoculada com a raca 23, verificaram que apenas um gene
dominante foi responsavel pela resisténcia da cultivar México 222 a referida raca.

Quadro 3 — Heranca da resisténcia da cultivar México 222 de feijoeiro comum a raca
23 Colletotrichum lindemuthianum

Geracao Razéo Razéo Probabilidade
Cruzamento observada esperada x°
RR:RS:SS* 1RR:2RS:1SS
México 222 PR’ 20:0:0 - - -
Widusa PS 0:0:20 - - -
México 222 x Widusa F> 98:32 97,5:32,5 0,(())1 0,92
México 222 x Widusa F.3 25:51:22 24,5:49,0:25,5 O’;M 0,84

% Familias Fo.3 foram classificadas em individuos resistentes (RR), individuos resistentes e suscetiveis (RS), e
todos individuos suscetiveis (SS); b PR = Parental resistente; PS = Parental suscetivel.

Pesquisas conduzidas por Rodrigues-Suéarez et al. (2008) para avaliar

populacdo F, oriunda do cruzamento México 222 x Widusa, inoculada com a raga
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19 de C. lindemuthianum, reportaram a resultados similares sobre a ocorréncia de

um Unico gene, no caso o0 gene Co-3 em México 222.

3.2. Marcador molecular

As analises moleculares foram conduzidas na geracéo F, e nas familias F.3,
utilizando-se seis marcadores moleculares previamente mapeados no grupo de
ligacdo Pv04. A metodologia de analise “Bulk” segregantes (Michelmore et al., 1991)
foi conduzida nos genitores resistente e suscetivel e nos Bulks resistente e
suscetivel. Dentre os marcadores testados, apenas o marcador SW12 apresentou
polimorfismo entre os parentais e os Bulks resistentes e suscetiveis. Este marcador
molecular quando testado em todos individuos F,, revelou estar ligado em fase de
acoplamento ligado ao gene Co-3, amplificando dois fragmentos de 700 e 425 pb
(Figura 1).

8 910 11 12 13 14 15 16

Figura 1 — Amplificagdo com marcador SW12. M - 100 bp ladder; 1 - México 222 (R);
2 — Widusa (S); 3 - bulk resistente; 4 - bulk suscetivel; linhas 5-10 - F,3 plantas
resistentes (homozigotas) e linhas 11-16 F,3; plantas suscetiveis a C.
lindemuthianum raca 23. A seta indica o marcador SW12 com 700pb e ligado em
fase de acoplamento ao gene Co-3.

A segregacéo observada do marcador SW12 na geracdo F, do cruzamento

México 222 x Widusa foi de 98 (+): 38 (-) (x*= 0,013; p = 0,90). Ressalta-se que 0

fragmento de 700 pb presente no genitor resistente México 222 e nas familias
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homozigotas F,.3 foi utilizado para a genotipagem da da populagéao F, propiciando a
obtencdo da segregacdo que se ajustou a razdo de 3:1 (Quadro 4). Os resultados
das analises moleculares permitiram concluir que este marcador esta ligado ao gene
Co-3 (México 222), em fase de acoplamento a uma distancia de 5,8 cM. As anélises

de um total de 130 individuos revelaram a presenca de oito recombinantes.

Quadro 4 - Reacéao das familias F,.; derivadas do cruzamento México 222 x Widusa
inoculadas com a raca 23 de Colletotrichum lindemuthianum, presenca e auséncia
do marcador molecular SW12

NUmero de plantas Distancia
Geracéo observadas Razao 2 de ligacdo
esperada
1RR:RS:SS? P (cm)°

Fos 25:51:22 24,5:49,0: 24,5 0,35 0,84
(+) Presenca e (-)
auséncia do marcador
em plantas F,°© 92(+) O O 38() 975:0:0:325 1,24 0,27 58

2 R = Plantas Resistentes; S = Plantas Suscetiveis; ® Distancia entre o marcador SW12 e o gene de
resisténcia Co-3 ;¢ Presenca do marcador (+); auséncia (-); P= probabilidade

A distancia de 5,8 cM entre o marcador SW12 e o gene Co-3, observada na
populacdo F, originada do cruzamento Meéxico 222 x Widusa € similar aos
resultados obtidos por Méndez-Vigo et al. (2005). Estes autores identificaram que o
marcador SW12 esta ligado em fase de acoplamento ao gene Co-3, localizado no
grupo de ligacdo Pv04. Posteriormente, Rodrigues-Suarez et al. (2008), estudando
uma populacdo resultante do cruzamento entre as cultivares México 222 (R) x
Widusa (S), observaram que o marcador SW12 encontrava-se ligado ao cluster

génico Co-3/Co-9, em acoplamento a uma distancia de 1,1 cM.
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4. CONCLUSOES

1. A segregacdo observada na geracdo F,3; do cruzamento entre as
cultivares México 222 (R) x Widusa (S), ajustou-se a razdo de 1:2:1,
confirmando a hip6tese de heranca monogénica do gene de resisténcia a

antracnose Co-3.

2. O marcador SW12 foi observado em fase de acoplamento ligado ao gene
Co-3. Adicionalmente, a distancia encontrada entre o0 marcador e o gene Co-
3 de resisténcia a antracnose foi de 5,8 cM. Portanto, este marcador foi
validado e pode ser indicado em programas de melhoramento, visando

resisténcia a antracnose.
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