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“As nuvens mudam sempre de posição, mas são sempre nuvens no céu. Assim devemos ser 

todo dia, mutantes, porém leais com o que pensamos e sonhamos; lembre-se, tudo se 

desmancha no ar, menos os pensamentos”. (Paulo Beleki) 



RESUMO 

 

 

O conhecimento do perfil transcricional de genótipos sob tratamentos específicos tem sido 

considerado como ferramenta de grande relevância para a compreensão molecular dos 

patossistemas, visando o conhecimento da resistência. O feijão é uma das culturas mais 

importantes da economia brasileira e suscetíveis a patógenos. O mofo branco é uma doença 

fúngica causada pelo patógeno Sclerotinia sclerotiorum e possui capacidade de reduzir 

drasticamente a produtividade do cultivo e, em condições favoráveis, essas perdas podem ser 

irreversíveis. Por isso, este trabalho tentou compreender de forma direta e indiretamente a 

ação do patógeno frente a cultura do feijão, e teve como objetivos: (i) avaliar ajustes de 

diferentes protocolos de kits comerciais de extração de RNA Total utilizando hastes de feijão 

inoculados com o patógeno Sclerotinia sclerotiorum e, (ii) verificar, pela técnica cDNA-

RAPD, a existência de variabilidade de expressão, e obter informações acerca do 

transcriptoma de cultivares suscetíveis e resistentes ao mofo branco, quando inoculadas pelo 

agente patogênico. A utilização da técnica RAPD em material expresso, utilizando 57 primers 

decâmeros, permitiu a visualização de amplificação de 255 locos, sendo que cerca de 136 

destes, polimórficos, comprovando assim, a existência de variabilidade de expressão gênica 

com a identificação de putativos locos de interesse, através das diferenças qualitativas e 

quantitativas observadas entre os tratamentos inoculados e não inoculados, de ambas as 

linhagens. 

 

 

 

Palavras-chave: cDNA-RAPD. PCR. Sclerotinia sclerotiorum. Diferencial de expressão. 

Phaseoulus vulgaris. 



GENERAL ABSTRACT 

 

 

The knowledge of the transcriptional profile of genotypes under specific treatments has been 

considered as a tool of great relevance for the molecular understanding of the patossystems, 

aiming the knowledge of the resistance. Beans are one of the most important crops of the 

Brazilian economy and susceptible to pathogens. White mold, a fungal disease caused by the 

pathogen Sclerotinia sclerotiorum, has the ability to drastically reduce crop yields, under 

favorable conditions these losses may be irreversible. Therefore, this work tried to understand 

directly and indirectly the action of the pathogen against the bean culture. Therefore, this 

study aimed to: (i) evaluate adjustments of different protocols of commercial Total RNA 

extraction kits using bean stems inoculated with the pathogen Sclerotinia sclerotiorum and, 

(ii) verify, by the cDNA-RAPD technique, the existence of variability of expression, and to 

obtain information about the transcriptome of susceptible and white mold resistant cultivars 

when inoculated by the pathogen. The use of the RAPD technique in express material using 

57 decamer primers allowed the visualization of amplification of 255 loci, with about 136 of 

these polymorphic, thus proving the existence of variability of genetic expression, with the 

identification of putative loci of interest , through the qualitative and quantitative differences 

observed between the inoculated and uninoculated treatments of both strains. 

 

 

 

Keywords: cDNA-RAPD. PCR. Sclerotinia sclerotiorum. Differential expression. 

Phaseoulus vulgaris. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

 O feijão (Phaseolus vulgaris L.) está entre as culturas de maior importância 

econômica e social para o Brasil, sendo que o estado de Minas Gerais se destaca entre os 

maiores produtores do país. De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento 

(CONAB, 2019), a safra de 2019 está estimada em 238 milhões de toneladas, tendo um 

aumento médio de 4,6% em relação à safra anterior. Do ponto de vista de área produzida, 

observa-se um acréscimo de 1,2% em relação à área da safra anterior. 

 Nutricionalmente, o feijão está entre as principais fontes de proteína na alimentação 

dos brasileiros se destacando por ser fonte de ferro, cálcio, magnésio, zinco, vitaminas 

(complexo B), carboidratos e fibras (MESQUITA et al., 2007). 

 Dada a relevância nutricional do feijão e, por consequência, sua importância 

econômica e social para a agricultura brasileira, tornou-se imperativo para o produtor 

enfrentar os desafios bióticos e abióticos responsáveis pela quebra da produtividade da 

cultura. Dentre eles, ressalta-se a ocorrência de doenças na lavoura. Phaseolus vulgaris L. é 

uma cultura sensível a diversos patógenos, que afetam o desenvolvimento e até mesmo a 

sobrevivência das plantas e, consequentemente, sua produção na lavoura. 

 Dentre as doenças mais relevantes do feijoeiro no Brasil pode-se destacar o mofo 

branco, causado pelo fungo necrotrófico Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary (BOLTON et 

al., 2006). Este patógeno tem causado reduções substanciais em sua produtividade, assim 

como em outras culturas. No total, são mais de 400 espécies hospedeiras, sendo muitas delas 

espécies cultivadas, como a canola, alface, cenoura, girassol, dentre outras (BOLAND; 

HALL, 1994). Aparentemente, todas as plantas de folhas largas e de porte herbáceo podem 

ser hospedeiras do fungo, inclusive plantas daninhas (JUNIOR; NASSER, 2005). 

 Dentre os fatores que favorecem a incidência de S. sclerotiorum (Lib.) de Bary tem-se 

a alta densidade de plantio, períodos prolongados de precipitação, elevada umidade do ar, 

temperaturas amenas e plantio de cultivares suscetíveis (PURDY, 1979). Por estes 

requerimentos, pode-se afirmar que o período mais favorável para o desenvolvimento do 

fungo no estado de Minas Gerais acontece entre os meses de junho e setembro, quando a 

temperatura média é de 20 ºC e as lavouras, implantadas em locais de irrigação, já atingiram o 

estádio reprodutivo (SARTORATO; RAVA, 1994). 

 O fungo S. sclerotiorum apresenta a capacidade de permanecer no solo na forma de 

escleródios e, a partir destes, reproduzir-se por germinação carpogênica ou miceliogênica 

(PURDY, 1979), sendo que a primeira germinação citada causa o desenvolvimento do 
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patógeno na parte aérea, e a segunda, o tombamento de pré e pós-emergência. O escleródio é 

uma forma de resistência que permite ao fungo permanecer inerte no solo por vários anos e 

germinar apenas quando as condições ambientais favoreçam seu desenvolvimento. Essa forma 

de resistência é um dos principais fatores que dificultam o controle da doença no campo 

(JUNIOR; NASSER, 2005). 

 Há diferentes estratégias para o controle de doenças fúngicas e de seus sintomas, 

sendo a maioria baseada em práticas culturais e aplicação de fungicidas. No entanto, a medida 

mais eficiente reside na utilização de linhagens ou cultivares geneticamente resistentes ao 

patógeno (SARTORATO; RAVA, 1994). A resistência genética vai de encontro a redução de 

custos e danos ambientais associados às demais atuações preventivas ou corretivas. O grande 

desafio no patossistema feijoeiro-mofo branco é a ausência de resistência completa entre as 

cultivares da espécie Phaseolus vulgaris, residindo em outras espécies do gênero, a 

expectativa de obtenção de genótipos com maiores níveis de resistentência a S. sclerotiorum 

(MIKLAS et al., 2004). Por enquanto, a resistência parcial de alguns genótipos do feijão 

comum consiste no recurso genético mais próximo deste objetivo de melhoramento. 

 Acredita-se que o conhecimento sobre as bases moleculares da interação planta-

patógeno possa ser de grande impacto para o melhoramento genético. Isto porque gera a 

possibilidade de sua aplicação direta como critério de seleção sobre populações segregantes. 

Mecanismos moleculares das vias de sinalização das plantas em resposta à infecção por 

patógenos são induzidos pelo estresse, os quais diferem entre várias perturbações, como 

ataque por patógenos, frio, calor, seca e salinidade do solo. Dentre vários mecanismos, 

estariam os fatores de modificações epigenômica, os quais seriam incitados por exposições 

sustentadas a agentes patogênicos, que resultam em característica estável de resistência ou 

tolerância. A regulação epigenômica, a qual inclui metilações e acetilações nas histonas e 

cromatinas, podem modular as respostas ao estresse, ativando ou reprimindo a transcrição, 

tendo papel significativo no controle de expressão gênica em plantas, afetando uma grande 

proporção de genes responsivos ao estresse, incluindo proteínas relacionadas à patogênese 

(proteínas RP, do inglês Pathogenesis related) e também genes envolvidos no fluxo de íons e 

morte celular (AYYAPPAN et al., 2015). Além desses, outros fatores também podem ser 

responsáveis pelas respostas de resistência ou suscetibilidade, como por exemplo, fatores 

associados aos fitohormônios. 

 Para estudos de diversidade genética, o DNA é o foco das atenções, por permitir a 

análise do genótipo por completo. Já o RNA, responsável por desempenhar papéis na 

codificação, decodificação, regulação e expressão gênica, torna-se a molécula primordial para 
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a investigação de como o genótipo se comporta diante de algum desafio ambiental, como por 

exemplo, dos estudos da família PGIP (proteínas inibidores de poligalacturonases), os quais 

essas possuem papel fundamental na inibição da enzima Endopolygalacturonases (PGs) 

sintetizados por fungos durante a infecção na parede celular (OLIVEIRA et al., 2015). O 

estudo do RNA traz consigo desafios, principalmente por tratar de uma molécula instável e 

facilmente degradável, seja durante o processo de extração ou manipulação posterior, em 

estudos de expressão de genes. Neste sentido, o controle das condições de trabalho com o 

RNA é fundamental para preservar sua qualidade (LI et al., 2018). 

 A despeito dos desafios de se utilizar o RNA, análises transcricionais são importantes 

para se desvendar mecanismos de resistência às doenças, os quais, por sua vez, são 

responsáveis pela resistência mais ampla e robusta em plantas hospedeiras. Ao mesmo tempo, 

estes estudos fornecem uma compreensão mais vasta da resistência das plantas ao patógeno 

(AYYAPPAN et al., 2015).  

Neste contexto, a obtenção de RNA com alta qualidade consiste na etapa definitiva 

para o sucesso ou fracasso de estudos de expressão gênica. São comumente relatadas na 

literatura, estratégias adaptadas para a extração de RNA de diferentes tecidos vegetais, nas 

quais se verificam as modificações necessárias para um processo efetivo. O mofo branco é 

uma doença que pode ser estudada pelo método de inoculação conhecido por Straw test, pelo 

qual a haste da planta de feijão é cortada, cerca de 3 cm da gema apical, e neste local é 

colocada uma ponteira contendo ágar e micélios do fungo, uniformizando o contato do 

micélio com a lesão vegetal. A partir deste ponto de inoculação, o progresso dos sintomas é 

avaliado (ARKWAZEE; MYERS, 2017). Uma vez que a haste é o local de inoculação, 

questionou-se se a expressão gênica nesta região traria algumas respostas no que se refere à 

suscetibilidade e resistência das cultivares ao patógeno. Logo, extrair RNA da haste da planta 

de feijão, consistiu na primeira etapa deste projeto. Uma vez que algumas tentativas de 

extração falharam em fornecer RNA em quantidade e qualidade adequadas, tornou-se objeto 

de estudo o ajuste de metodologias para extração de RNA de hastes de feijão inoculadas por 

isolados de Sclerotinia sclerotiorum; 

 Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo identificar Expressed 

Sequence Tags (ESTs) e comparar perfis transcricionais em hastes de feijão de cultivares 

suscetíveis e parcialmente resistentes ao mofo branco, quando inoculadas pelo patógeno. Para 

este fim, esta dissertação foi organizada em dois artigos, sendo o primeiro referente ao ajuste 

de protocolos para maior eficiência na extração de RNA total e, o segundo, alusivo à 
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aplicação de primers do tipo RAPD sobre bibliotecas de cDNAs para identificação de 

possíveis ESTs. 
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2  REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1  Taxonomia e sintomatologia do mofo branco 

 

 Dentro do gênero Sclerotinia, são citadas três espécies, a saber: Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) de Bary, Sclerotinia minor Jagger e Sclerotinia trifoliorum Eriks (KOHN 

et al., 1988; BOLTON et al., 2006). Das espécies citadas S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, pode 

ser considerada a mais devastadora, abrangente e importante (BOLTON et al., 2006). Este 

patógeno está amplamente distribuído em culturas de grãos secos e verdes nos países 

americanos, tanto na América do Norte quanto na América do Sul, incluindo os Estados 

Unidos, Canadá, Argentina e Brasil (SCHWARTZ; SINGH, 2013). No Brasil, a doença 

encontra-se mais concentrada e disseminada em regiões do Sul e Sudeste, as quais apresentam 

clima mais ameno. No entanto, áreas com altitudes mais elevadas do Centro-Oeste e Nordeste 

também apresentam disseminação do patógeno, devido as suas temperaturas noturnas mais 

baixas, propiciando o ambiente mais favorável ao patógeno (CASSETARI NETO; SILVA; 

MACHADO, 2010; JULIATTI; JULIATTI, 2010). 

 De acordo com Bolton et al. (2006), S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, pertence ao reino 

Fungi, filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Helotiales, família Sclerotiniaceae e 

gênero Sclerotinia. Conforme os autores supracitados, os indivíduos desta espécie são 

hialinos, septados, ramificados e multinucleados. Produzem conídios, formas assexuadas de 

reprodução, além de escleródios, estruturas escuras e endurecidas com funções de promoção 

da sobrevivência do fungo na ausência de plantas hospedeiras. O nome ‘mofo branco’ é a 

denominação popular mais comum a doença, porém, mais de 60 nomes diferentes já foram 

utilizados para se referir a este patógeno, como podridão branca da haste, podridão da cabeça, 

podridão aquosa e podridão da haste (PURDY, 1979). A primeira denominação da espécie 

remete a 1837, como Peziza sclerotiorum, sendo alterada, posteriormente, para Sclerotinia 

sclerotiorum (Lib.) de Bary em 1979, por PURDY (1979), em homenagem ao pesquisador 

Bary, que utilizou o nome S. sclerotiorum pela primeira vez em 1884, quase um século antes 

(BOLTON et al., 2006). 

 Este fungo possui ampla diversidade de hospedeiros, sendo composta por mais de 400 

espécies de plantas, dentre as quais destacam-se batata, tomate, soja, feijão, girassol, alface, 

dentre outras (PURDY, 1979; BOLAND; HALL, 1994; BOLTON et al., 2006). Para o 

feijoeiro, as quebras de safra devido a proliferação de S. sclerotiorum (Lib.) de Bary são em 

média de 30%, mas, podem chegar aos 100% em condições climáticas favoráveis ao 
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desenvolvimento da doença, e quando medidas preventivas não são tomadas em áreas 

contaminadas (OLIVEIRA et al., 2005; ANTONIO et al., 2008; LEITE et al., 2017). No caso 

de áreas contaminadas, a infecção pode se espalhar para outras plantas por meio do contato 

planta a planta (BOLTON et al., 2006). Garcia et al. (2012) relataram que o patógeno do mofo 

branco apresenta dois tipos de germinação, nomeadas miceliogênica e carpogênica. No 

primeiro tipo, o escleródio germina nos tecidos colonizados, produzindo o micélio e causando 

danos para a planta. No segundo tipo, formam-se apotécios, os quais emergem na superfície 

do solo e liberam ascósporos infectando diretamente a planta. Esses corpos miceliais densos e 

endurecidos podem permanecer no solo por até oito anos (ADAMS, 1979), aguardando as 

condições adequadas para sua germinação (SCHWARTZ; STEADMAN, 1989). A 

persistência de inóculos no solo, em combinação com ampla gama de hospedeiros, contribui 

para o alto potencial de epidemias da doença na maioria dos campos de produção onde 

culturas suscetíveis são cultivadas (MIKLAS et al., 2013). De acordo com Leite (2005), os 

sinais apresentados pelo patógeno nos órgãos vegetais são visíveis tanto nas folhas, hastes e 

vagens, caracterizados por lesões encharcadas, de coloração parda e consistência mole, com 

micélio branco, cobrindo porções dos tecidos. 

 Existem três estágios de desenvolvimento dos escleródios. O primeiro consiste na fase 

de iniciação (agregação de hifas para formar uma massa branca com aspecto cotonoso); o 

segundo envolve o desenvolvimento (crescimento de hifas e aumento de tamanho) e; o 

último, seria o de maturação (delimitação da superfície, deposição de melanina em células 

periféricas da casca e consolidação interna). Existem fatores ambientais e nutricionais que 

influenciam o desenvolvimento dos escleródios, como o nutriente do substrato, a idade do 

escleródio, umidade, temperatura, pH do solo, aeração, tipo de solo, dentre outros fatores 

(BOLTON et al., 2006). 

 Os mecanismos de transmissão e a dinâmica com que os patógenos acessam as plantas 

emergidas sob condições favoráveis para a sua atuação em campo de cultivo, são variáveis de 

acordo com a natureza do parasitismo de cada organismo (ARAÚJO, 2008). Os apotécios são 

as maiores fontes de inóculo do fungo, os quais produzem milhões de ascósporos, podendo 

ser transportados pelo vento por um raio que pode variar de 50 a 100 metros da fonte 

produtora (STEADMAN, 1983). Para que as germinações dos escleródios aconteçam, deve 

haver luz suficiente e temperatura entre 10-25ºC (PHILLIPS, 1987). 

 Geralmente, o controle do mofo branco é realizado por práticas culturais, como 

rotação de cultura, aumento de espaçamento, prevenção de irrigação excessiva, e também pelo 

controle químico, o que engloba o fungicida. Essas práticas culturais reduzem a severidade da 
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doença, mas também contribuem para rendimentos mais baixos na ausência de pressão severa 

da doença (SOULE et al., 2011). As práticas químicas também possuem seus empecilhos, 

pois, além de serem onerosas, o modo e o tempo de aplicação são pontos críticos para o 

controle efetivo (MIKLAS et al., 2004). Dito isto, Soule et al. (2011) citaram que, o uso de 

cultivares parcialmente resistentes, em conjunto com práticas culturais e químicas adequadas, 

têm sido reconhecidos como a abordagem mais eficaz para reduzir a incidência do mofo 

branco na lavoura. Portanto, o meio mais eficiente e, consequentemente, econômico, de 

buscar resistência ao patógeno S. sclerotiorum (Lib.) de Bary, é o melhoramento genético de 

plantas. Esta alternativa é bastante complexa, devido ao fato da resistência contra esse 

patógeno ser uma característica poligênica ou quantitativa (HUANG et al., 2003; SOULE et 

al., 2011). 

 Acredita-se que a busca por genes associados à resposta da planta ao patógeno possa 

aumentar o nível de conhecimento e, portanto, propiciar condições favoráveis para a seleção 

de linhagens mais resistentes ao mofo branco, o que seria de grande importância para o 

melhoramento genético do feijoeiro. 

 

2.2  Aspectos gerais da cultura do feijoeiro e da produção de grãos no brasil 

 

 O gênero Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais 5 são cultivadas: P. 

vulgaris, P. lunatus, P. coccineus L., P. acutifolius A., Gray var. latifolius Freeman e 

P.polyathus Greemman (DEBOUCK; TOHME, 1989).  

 A espécie Phaseolus vulgaris (2n = 2x = 22), popularmente conhecida por feijão 

comum, é a mais cultivada e, consequentemente, mais importante, devido ao seu valor 

nutricional para a alimentação humana, sendo uma das principais fontes de nutrientes e 

proteínas, principalmente em países em desenvolvimento, como é o caso do Brasil 

(BROUGHTON et al., 2003; BARBOSA; GONZAGA, 2012; CORTÉS et al., 2012). 

Cultivares desta espécie são cultivadas em todos os continentes, com exceção da Antarctica. 

Na América Latina, os feijões são plantados em regiões onde a temperatura média varia entre 

17,5-25 ºC, sendo que a grande maioria se encontra em locais com temperatura média de 21 

ºC. Essa grande adaptabilidade ao clima do continente americano se deve ao período de 

domesticação da cultura, quando o feijão se adaptou fortemente a temperaturas mais altas e 

fotoperíodos de duração mais longa (GEPTS, 1998). Além disso, as características 

agronômicas e culturais credenciam a cultura do feijoeiro como excelente alternativa de 



19 

 

exploração agrícola para pequenas propriedades (BARBOSA; GONZAGA, 2012), 

contribuindo assim, para a aceitabilidade e disseminação da cultura no Brasil. 

 Existem 4 tipos de classificações da planta de feijoeiro que levam em consideração 3 

características, que são, hábito de crescimento, hábito de comprimento dos internódios e 

capacidade ou não de emitir guias. As plantas do tipo 1 são classificadas pelo hábito de 

crescimento determinado, arbustivo, com ramificações eretas e fechadas, além de possuírem 

internódios mais curtos. Plantas do tipo 2 possuem hábito de crescimento indeterminado, 

arbustivo, com caules eretos e ramificações mais fechadas, e apenas algumas apresentam 

guias mais curtas. Plantas do tipo 3 têm habito de crescimento indeterminado, prostrado ou 

semi-prostrado, com ramificações bem desenvolvidas e guias longas e, finalmente, as plantas 

do tipo 4 possuem hábito de crescimento indeterminado, com grande capacidade trepadeira e 

forte dominância apical (VIEIRA et al., 2001). 

 De acordo com Gepts (1998), anteriormente à domesticação da espécie P. vulgaris, 

havia dois centros de origem do gênero Phaseolus, baseados em informações morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas. Cada um possuía características específicas de distribuição 

geográfica. O primeiro pool gênico foi nomeado de mesoamericano (México, Belize, 

Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicarágua, Costa Rica, Panamá, Colômbia e Venezuela) e 

o segundo de Andino (Sul do Peru, Bolívia e Argentina). Para essas determinações, o autor se 

baseou em características como faseolina (proteína de reserva, a qual originou o nome 

científico) bem como no tamanho das sementes. Atualmente, o feijão comum é geralmente 

cultivado em áreas com chuvas suficientes, mas também se estende a regiões onde a seca é 

endêmica e a irrigação suplementar é escassa, como no nordeste do Brasil, litoral peruano, 

terras altas do norte e México, em altitudes mais baixas da África Oriental (SINGH, 2005; 

CORTÉS et al., 2012), bem como nas planícies ocidentais dos Estados Unidos e Canadá 

(MUÑOZ et al., 2004; CORTÉS et al., 2012). 

 Entrando no mérito de aspectos gerais da cultura no Brasil, a estimativa da produção 

de grãos na safra de 2018/2019 é de 238 milhões de toneladas, e caso se confirme, haverá um 

crescimento de 4,6%, o que significa 10,5 milhões de toneladas em relação à safra anterior. A 

área plantada prevista para o ano de 2019 é de 62,5 milhões de hectares, representando um 

crescimento previsto de 1,2% se comparado à safra de 2017/2018. Porém, haverá uma 

redução de 8,8% na área plantada com o feijoeiro, estimando-se uma área de 960 mil hectares 

e produção um pouco mais que um milhão de toneladas (CONAB, 2019).  

Os principais estados produtores de feijão no Brasil são Minas Gerais, Paraná, Bahia, 

São Paulo e Goiás, porém, todos os estados da Federação são produtores. A produção 
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apresenta certa sazonalidade, que se traduz em três safras não muito bem definidas no tempo 

(BARBOSA; GONZAGA, 2012). 

 Analisando de forma mais regional, o estado de Minas Gerais é dividido em 12 

mesorregiões (Noroeste de Minas, Norte de Minas, Jequitinhonha, Vale do Mucuri, Triângulo 

Mineiro/Alto Paranaíba, Central Mineira, Metropolitana de Belo Horizonte, Vale do Rio 

Doce, Oeste de Minas, Sul/Sudoeste de Minas, Campo das Vertentes e Zona da Mata). Entre 

elas, aquela que mais se destacou em todos os aspectos analisados pelo último relatório do 

IBGE (2017), foi a Noroeste de Minas, que obteve porcentagem máxima em área plantada, 

área colhida, quantidade em toneladas por hectare produzido, e valor total de produção em 

toneladas, seguida pelo Triângulo Mineiro/Alto Paranaíba, como demonstrado na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Valores de área plantada em hectares, área colhida em hectares, quantidade 

produzida em toneladas e valor da produção das mesorregiões produtoras de 

feijão em Minas Gerais.  

Mesorregiões – 

MG 

Área plantada 

(Hectares) 

Área colhida 

(Hectares) 

Quantidade 

produzida 

(Toneladas) 

Valor da 

produção (Mil 

reais) 

Minas Gerais 

(Valor total) 
305.099(100%) 291.665(100%) 498.441(100%) 1.130.282(100%) 

Noroeste de 

Minas 
99.680(32,67%) 99.680(34,18%) 243.509(48,85%) 520.752(46,07%) 

Norte de Minas 38.381(12,58%) 28.675(9,83%) 19.867(3,99%) 55.892(4,94%) 

Jequitinhonha 380(0,12%) 210(0,07%) 105(0,02%) 272(0,02%) 

Vale do Mucuri 3.138(1,03%) 2.856(0,98%) 1.779(0,36%) 5.350(0,47%) 

Triângulo 

Mineiro/Alto 

Paranaíba 

36.008(11,80%) 36.008(12,35%) 80.264(16,10%) 172.841(15,29%) 

Central Mineira 4.155(1,36%) 4.099(1,41%) 7.442(1,49%) 16.857(1,49%) 

Metropolitana de 

Belo Horizonte 
6.935(2,27%) 6.847(2,35%) 6.656(1,34%) 18.942(1,68%) 

Vale do Rio 

Doce 
9.148(3,00%) 8.921(3,06%) 5.191(1,04%) 15.183(1,34%) 

Oeste de Minas 12.622(4,14%) 12.622(4,33%) 19.786(3,97%) 43.273(3,83%) 

Sul/Sudoeste de 

Minas 
34.193(11,21%) 34.168(11,71%) 48.682(9,77%) 106.431(9,42%) 

Campo das 

Vertentes 
25.750(8,44%) 25.750(8,83%) 44.660(8,96%) 117.483(10,39% 

Zona da Mata 22.286(7,30%) 22.256(7,63%) 16.688(3,35%) 45.156(4,00%) 

Fonte: IBGE (2007). 
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2.3  Resistência genética do feijoeiro visando a resistência ao mofo branco 

 

 O melhoramento genético possui como objetivo aperfeiçoar a qualidade das plantas 

em varios aspectos. Um deles seria o aumento de resistência das principais culturas contra 

patógenos, possibilitando a estabilidade da produtividade, qualidade dos frutos e sementes, 

valores nutricionais, dentre outros fatores. Esta busca por resistência pode ser adquirida pelo 

melhoramento genético tradicional, via seleção recorrente, por combinações alélicas 

favoráveis, e também por melhorias nas condições ambientais de indivíduos e populações. 

Vale ressaltar o fato de que o cárater de resistência interfere imediatamente em todos os 

outros comumente abordados no melhoramento. A maioria das espécies apresenta grande 

diversidade genética, possibilitando seleção e recombinação de genes, de melhores qualidades 

e eficiência, visando características almejadas (CRUZ, 2005). 

 A resistência da planta a um determinado patógeno é definida sob o aspecto genético 

funcional, como sendo a capacidade da planta em atrasar ou evitar a entrada, ou a subsequente 

atividade de um patógeno em seus tecidos (ATHAYDE et al., 2005; NOJOSA et al., 2005). 

De maneira geral, esse processo é altamente dinâmico, coordenado e dependente da existência 

de um conjunto de mecanismos ou barreiras pré ou pós-formados. Por esta razão, é importante 

conhecer as bases moleculares do fitopatógeno e sua interação com a planta, para a elaboração 

de estratégias alternativas de melhoramento genético (VLEESHOUWERS; OLIVER, 2014). 

A ativação dos genes responsáveis pela indução de sistemas de defesa, no momento, local e 

magnitude adequados, após o reconhecimento do patógeno pelo hospedeiro, constitui-se num 

sistema de múltiplos componentes (PASCHOLATI; LEITE, 1995). Entre os eventos celulares 

que caracterizam a resistência está a indução da expressão de genes de defesa do hospedeiro, 

frequentemente manifestada como resposta de hipersensibilidade, envolvendo morte celular 

programada no local da infecção. Esses genes são conhecidos como genes de resistência ou R-

genes (DE WIT, 1995). 

 O mofo branco é uma doença, causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum que pode 

ocasionar perdas expressivas na produtividade do feijoeiro, especialmente sob temperaturas 

amenas e condições úmidas, resultantes de chuvas ou irrigação excessiva, principalmente no 

estágio de floração e enchimento do grão (MIKLAS et al., 2006). Para vários autores, o uso 

de cultivares com resistência parcial é considerado o método de controle mais eficiente, 

seguro e de baixo custo, ficando mais acessível aos produtores, uma vez que não se tem 

cultivares lançadas no mercado que sejam resistentes (ALOISIO, 2000; MAHUKU et al., 

2002; OLIVEIRA et al., 2005, BARBOSA; GONZAGA, 2012). Porém, a estratégia da 
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utilização de cultivares resistentes é, às vezes, difícil de ser empregada pelos pesquisadores, já 

que faltam fontes de resistência integral ou parcial (MIKLAS, 2007), porém, pesquisas estão 

em andamento tanto para detecção fisiológica de resistência quanto citológica, buscando 

transcritos que possam lucidar a resistência do ecossistema do mofo branco no feijão 

(OLIVEIRA et al., 2015). 

 É bem estabelecido que o conhecimento das bases moleculares da interação planta-

patógeno é essencial para a elaboração de estratégias alternativas para o melhoramento 

genético (VLEESHOUWERS; OLIVER, 2014). O mofo branco, em sua colonização, produz 

um grande número de moléculas que degradam as paredes celulares das plantas, muitas delas 

enzimas, que representam um forte fator de patogenicidade (VASCONCELLOS et al., 2016). 

De acordo com Oliveira et al. (2005), todas as cultivares disponíveis no Brasil são altamente 

suscetíveis ao fungo, ao contrário das cultivares exóticas, as quais possuem resistência 

genética superior. Porém, mesmo estas, apresentam baixo grau de resistência ao mofo branco, 

devido a baixa adaptabilidade ao clima brasileiro (SINGH et al., 2007; ANTONIO et al., 

2008). A resistência ao mofo branco é complexa e altamente influenciada pelo ambiente 

(KOLKMAN; KELLY, 2002), uma vez que essa característica é quantitativa. Assim, a 

transferência de um ou alguns alelos para um determinado genótipo não é suficiente para 

obtenção da resistência a doença, uma vez que as cultivares precisam ser superiores em vários 

caracteres agronômicos (AIDAIR, 2003). 

 Marcadores moleculares são ferramentas de grande importância para o melhoramento 

genético, podendo ser usados no auxílio da seleção de indivíduos que carregam genes de 

interesse. No caso específico abordado, é crucial que os marcadores estejam ligados a genes 

de resistência (OLIVEIRA et al., 2005). Para a finalidade de melhoramento genético do 

feijoeiro resistente ao mofo branco no Brasil, deve-se identificar fontes de resistência em pool 

gênico mesoamericano, visto que, estes genótipos, são mais adaptados às condições 

edafoclimáticas brasileiras. Além disso, são mais aceitos comercialmente. No entanto, de um 

ponto de vista mais amplo do melhoramento, as fontes mais conhecidas de resistência ao 

mofo branco são de origem andina, as quais não possuem boa adaptabilidade ao ambiente 

brasileiro (VASCONCELLOS et al., 2016). 

Para alguns autores, o controle genético da resistência ao mofo branco é complexo, 

com a participação de resistência fisiológica e de mecanismos de escape como o hábito de 

crescimento mais ereto, que permite maior penetração da luz no dossel e a maturidade precoce 

(ENDER; KELLY, 2005; ANTONIO et al., 2008; SOULE et al., 2011; MIKLAS et al., 2013; 

LEITE et al., 2014). O tipo de arquitetura da planta afeta características do microclima no 
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qual as plantas estão inseridas, como umidade, luminosidade, deposição de água e influência 

dos ventos, sendo outros fatores também limitantes, como solo, disponibilidade de nutrientes 

e fatores bióticos próximos a planta (MIKLAS et al., 2013). Estas características podem 

favorescer ou prejudicar o desenvolvimento e propagação de patógenos como o mofo branco. 

Para Kolkman e Kelly (2002), além das características morfológicas, o manejo agrícola 

também possui influência nos caracteres de resistência ao mofo branco. 

 Entre os mecanismos envolvidos na resistência do feijoeiro ao mofo branco, é possível 

observar tanto elementos genéticos quanto fisiológicos das plantas. Genes relacionados à 

resistência fisiológica podem ter efeitos relativos, minimizando o dano causado pelo 

patógeno, impedindo o progresso do patógeno nos tecidos das plantas (LEITE et al., 2014). 

De modo geral, a quantificação dos danos é um ponto chave na definição de qualquer 

estratégia de controle de doenças (BOECHAT et al., 2014). Progresso neste aspecto tem sido 

buscado através da seleção assistida por marcadores para obter genótipos resistentes a 

patógenos (SCHWARTZ; SINGH, 2013). Devido ao fato da alta resistência ser encontrada 

apenas em fontes não adaptadas às condições brasileiras, quando introduzidas por aqui, 

apresentam sua resistência afetada. Vasconcellos et al. (2017) não verificaram em um estudo 

de mapeamento, QTLs que explicassem mais de 15% de resistência ao patógeno, mostrando 

que os QTLs envolvidos na resistência do feijoeiro são, em sua maioria, de pequenos efeitos, 

sendo esta característica quantitativa. 

 Devido ao fato da resistência parcial ao mofo branco ser quantitativa, com moderada a 

baixa herdabilidade, além da imprecisão na avaliação de cultivares, poucas linhagens 

comerciais com resistência parcial ao mofo branco são desenvolvidas em programas de 

melhoramento (MIKLAS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010, 2015; LEITE et al., 2014). 

Portanto, é válido o estudo de genes relacionados a resistência parcial, pois mesmo que sutis, 

ainda são importantes, e a partir do entendimento dessa resistência, pode-se idealizar a 

resistência integral. 

 

2.4 Marcadores moleculares do tipo rapd 

 

 Marcas moleculares gênicas são quaisquer características, processos bioquímicos ou 

fragmentos de DNA, que permitam a distinção de indivíduos geneticamente diferentes 

(TOPPA; JADOSKI, 2013). Marcadores moleculares têm sido utilizados como ferramenta 

auxiliar nas diferentes etapas do melhoramento genético, desde a caracterização do 

germoplasma e avaliação da diversidade até as etapas de seleção de plantas em populações 
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segregantes. O uso dos marcadores é altamente viável, uma vez que permite a detecção de 

polimorfismo em quaisquer estádios do desenvolvimento da planta (BELLON et al., 2014; 

FALEIRO, 2007). O número de marcadores moleculares de acordo com Hu e Quiros (1991) é 

superior ao número de marcas fenotípicas, o que amplia as possibilidades de estudo e de 

manipulação do material genético. 

 No que se refere às técnicas já utilizadas no campo da biologia molecular, algumas são 

mais, ou então, menos adotadas, em função de sua relação vantagem/desvantagem. Algumas 

chegam a receber críticas sobre o seu real benefício para elucidar problemas específicos. A 

existência de desvantagens não desqualifica uma técnica por completo, uma vez que bons 

resultados podem também ser obtidos com a mesma, como pode ser observado na literatura. 

 Entre os diversos tipos de marcadores moleculares já consagrados, o RAPD (Random 

Amplification of Polymorphic DNA; Amplificação Aleatória de DNA Polimórfico) tem como 

característica a produção de fragmentos de DNA amplificados por reação em cadeia da 

polimerase (PCR), utilizando primers curtos, em média de dez oligonucleotídeos, de uma 

certa sequência aleatória. Como principal vantagem de sua adoção, está a possibilidade de 

aplicação imediata sobre qualquer DNA genômico, uma vez que não requer conhecimento 

prévio de sequências do DNA para a construção dos primers utilizados. Adicinalmente, como 

resultados, apresenta extenso repertório de bandas, amplificando bastante as chances de se 

encontrar polimorfismos com baixo custo relativamente às novas tecnologias moleculares 

(FALEIRO, 2007). Como desvantagens do método, podem ser citados o caráter dominante, 

não diferenciando locos em heterozigose, e a baixa reprodutibilidade das marcas devido a 

sensibilidade da técnica a efeitos dificilmente controlados (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 

1998), como temperatura de anelamento, concentração de magnésio, eficiência da polimerase, 

número de ciclos e concentração inicial do DNA. Apesar disto, adaptações em seu protocolo 

têm sido bem vistas, e nesta direção, a aplicação de primers RAPD sobre bibliotecas de DNA 

complementar (cDNA) surge como alternativa acessível e prática para os objetivos deste 

projeto. 

 Os autores Ferreira e Grattapaglia (1998) citam que, análises por meio de marcadores 

são interessantes, uma vez que representam um caráter genotípico, no qual o efeito ambiental 

está ausente. Na maioria das análises realizadas, cada marcador genético molecular representa 

um caráter fenótipo distinto e independente dos demais. 

 Amostragens em espécies diferentes e em ecossistemas semelhantes com a utilização 

de marcadores genéticos, podem permitir avanços no entendimento genético de diferenciação 

de espécies vegetais, bem como auxiliar na construção de indicadores para o monitoramento 
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em programas de melhoramentos (SILVA et al., 2005). Para Kumar et al. (2014), os estudos 

com a utilização de marcadores moleculares (RAPD, AFLP, SSR etc) têm sido importantes 

no papel de estudo de diversidade genética, sendo que, alguns deles, também vêm sendo 

aplicados em análise do diferencial de expressão. 

 Diferentes ferramentas vêm sendo utilizadas para comparar perfis de expressão gênica 

em organismos a partir de regiões gênicas de interesse, dentre as quais se destacam técnicas 

como RNA-seq, Differential Display (DDRT-PCR) e hibridização subtrativa. Essas técnicas 

têm se mostrado eficientes no que se refere ao rendimento, no entanto, necessitam de 

equipamentos sofisticados, técnicos altamente qualificados, kits específicos e relativamente 

caros. Por outro lado, são descritos na literatura, métodos alternativos que também têm se 

mostrado satisfatórios para estudos de expressão diferencial, incluindo a técnica cDNA-

RAPD, método simples, menos oneroso e que apresenta resultados e informações bastante 

interessantes no que se refere a genes diferencialmente expressos (SAMUELSON; 

LARSSON, 1994; PAILLARD et al., 1996; SHUYE et al., 1999; JIANG et al., 2000; LIU et 

al., 2001; SCHÄFER et al., 2004; CHEN et al., 2005; NIMBALKAR et al., 2006; HSU et al., 

2008; MIZUMOTO et al., 2009; WANG et al., 2010; PAGARIYA et al., 2011; GUO et al., 

2011; PAGARIYA et al., 2012; PHANCHAISRI et al., 2012; HU et al., 2012; 

BANDYOPADHYAY et al., 2013; GHAG et al., 2014; REN et al., 2016; KRISHNA et al., 

2016; APARNA et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; YUAN et al., 2017; PATEL et al., 2018; 

WAKEKAR et al., 2018).  

 

2.5  Técnica de cDNA - RAPD 

 

 Vários métodos podem ser adotados para investigar genes diferencialmente expressos 

durante a infecção por patógenos. Com a melhoria das técnicas moleculares, foram propostos 

diversos procedimentos para a obtenção de marcas de interesse, estando entre eles o RAPD. 

Trata-se de uma técnica que permite identificar variações do DNA genômico entre 

subespécies ou populações de uma dada espécie. 

 Métodos alternativos ao RAPD foram desenvolvidos, adaptando-se a utilização da 

técnica, tendo como base bibliotecas de cDNA ao invés de DNA genômico. Assim, não é 

avaliada a variabilidade genética, mas sim, detecta-se o que cada um expressa em determinada 

circunstância, correspondente à fração do que é transcrito pela RNA polimerase em moléculas 

de RNAm, em dado momento. Portanto, a análise dos mRNA’s é útil para entender o 

diferencial de expressão entre dois genótipos diferentes, uma vez que a expressão entre eles 
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terão diferenças (SHUYE et al., 1999). Ao contrário do genoma nuclear, cuja composição e 

tamanho são essencialmente estáticos, o transcriptoma muda constantemente em função da 

fase do ciclo celular ou de desenvolvimento, órgão, exposição a patógenos e vários outros 

fatores. O conceito de transcriptoma gira em torno do conjunto completo de transcrições 

presentes em um determinado tipo de célula, tecido ou órgão, e engloba moléculas de RNA 

codificantes e não codificantes, embora seja de grande interesse a fração correspondente aos 

RNA’s mensageiros, que auxiliam nos estudos de expressão gênica (ASSIS et al., 2014). 

 Método cDNA-RAPD são amplamente utilizados em estudos de expressão na 

detecção e avaliação em resposta ao estresse ambiental, com intuito de identificação de genes 

de resistência (REN et al., 2016). A técnica consiste basicamente da síntese de uma fita de 

DNA simples a partir do RNAm, com isto, permite que se tenha fitas de DNA dos genes 

expressos. Pelo fato de não haver conhecimento prévio do que compõe as fitas de cDNA, a 

técnica RAPD é importante para que se possa analisar o diferencial de expressão entre os 

genótipos avaliados, para futuro sequenciamento destes materiais. 

 Diante do exposto, é plausível supor, que estratégias como o cDNA-RAPD possam ser 

eficientes para identificar genes associados à resistência do feijoeiro ao mofo branco.  

 

2.6  A importância do rna com alta integridade 

 

 O RNA extraído dos tecidos representa a transcrição para uma determinada amostra, e 

fornece informações precisas sobre as características e níveis de expressão dos transcritos. 

Mas para isso, é importante utilizar métodos de extração que mantenham a qualidade, alta 

integridade e pureza do RNA, sendo estes os pré-requisitos para análise de expressão gênica 

(PEREIRA et al., 2017). Pode-se afirmar que este é um dos problemas associados ao estudo 

da expressão gênica em hastes de feijão inoculado, pois não há um protocolo bem definido 

que possa ser usado para obtenção de RNA com qualidade deste material. Logo, a análise de 

expressão gênica pode ser prejudicada. O estabelecimento de tais procedimentos não é trivial, 

e os esforços para desenvolver protocolos de extração de RNA são conduzidos para diferentes 

espécies (CHRISTOU et al., 2014; MA et al., 2015). 

 Considerando a dificuldade inicial encontrada na extração de RNA de qualidade, a 

partir das hastes de feijão inoculadas pelo isolado de Sclerotinia sclerotiorum, assim como a 

ausência de protocolos de extração ajustados para este fim, procurou-se em estudo preliminar, 

avaliar protocolos de extração para obtenção de um RNA total de melhor qualidade. De modo 

geral, os protocolos mais utilizados e que fornecem os melhores resultados, de acordo com 
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literatura, para a extração de RNA a partir de folhas, raízes e sementes de feijão têm sido 

RNA TRIzolTM Reagents (Thermo Fisher ScientificTM, Waltham, Massachusetts, EUA) e 

PureLink® RNA Kit (Thermo Fisher ScientificTM, Waltham, Massachusetts, EUA)(PEREIRA 

et al., 2017). Para a haste de feijão os relatos são escassos. 

 A idéia básica por trás da extração de RNA é relativamente simples, mas tem sido 

difícil obter quantidade e pureza de RNAs suficientes para análises moleculares de um tecido 

sub-explorado, como no caso da haste de feijão. Seus tecidos contêm altos níveis de 

polissacarídeos e lipídios, dificultando o processo de extração de RNA com alta qualidade. 

Desta forma, faz-se necessário avaliar diferentes protocolos para diferentes tecidos e espécies 

(MORNKHAM et al., 2013). Sabe-se que os polifenóis são facilmente oxidados para formar 

quinonas, que por sua vez, podem interagir irremediavelmente com proteínas e ácidos 

nucléicos para formar complexos de peso molecular elevado, que impedem o isolamento de 

RNA de boa qualidade (JAPELAGHI et al., 2011).  

 A extração de RNA de alta qualidade é necessária para construção de bibliotecas de 

cDNA e investigação de perfis de expressão gênica por RT-PCR. Vários métodos são 

comumentes usados para isolamento de RNA total, sendo que esses métodos podem ser 

modificados para que sejam aplicáveis a uma determinada espécie de planta (GEHRIG et al., 

2000). Porém, em alguns protocolos existentes, o DNA cromossômico ou genômico pode não 

ser eliminado por completo durante o isolamento do RNA. Desta forma, falsos positivos no 

estudo de expressão gênica podem ocorrer, afetando a interpretação dos resultados (DASH, 

2013), e para contornar essa situação é utilizado DNAse. 

Muitos protocolos, juntamente com suas modificações, foram publicados ao longo dos 

anos, para o isolamento de ácidos nucléicos de plantas. No entanto, a maioria apresenta 

limitações aos pesquisadores, uma vez que podem ser demorados, específicos para tecidos ou 

tecnicamente complexos.  

 Diante do exposto, o primeiro artigo desta dissertação consiste no ajuste de 

metodologias para a extração de RNA com alta qualidade, a partir de hastes de feijão 

inoculadas pelo fungo causador do mofo branco. Uma vez estabelecido o protocolo mais 

adequado, os estudos progrediram para o estudo da expressão gênica diferencial em hastes de 

feijão inoculadas de duas cultivares, sendo uma suscetível, e a outra parcialmente resistente a 

Sclerotinia sclerotiorum. E para este último estudo, utilizou-se a técnica do cDNA-RAPD. 
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ARTIGO 1 – PROTOCOL ADJUSTMENT IMPROVES THE EXTRACTION OF 

HIGH-QUALITY TOTAL RNA FROM COMMON BEAN STEMS 

INFECTED BY SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

 

AJUSTE DE PROTOCOLOS MELHORA A EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL DE ALTA 

QUALIDADE DE HASTES DE FEIJÃO INFECTADAS POR SCLEROTINIA 

SCLEROTIORUM 

 

 

ABSTRACT 

 

The Straw Test is an assay developed to evaluate the resistance of common bean to 

white mold, in which the plant stems are inoculated and the symptoms of the disease are 

monitored. It is plausible to admit that investigating gene expression in pathogen infected 

tissues may be strategically interesting. However, obtaining a quality RNA is a basic 

requirement for this purpose. Therefore, the objective of this study was to evaluate 

adjustments in protocols of commercial kits in the expectation of improving the quality of 

RNA obtained from bean stems. For this, plants of two cultivars were inoculated and the 

stems pathogen-infected were collected 72 hours after. For RNA extraction, two comercial 

reagents were used following the manufacturer's recommendations and then following 

adaptations in these protocols. In particular, the proposed modifications relate to volumes of 

supernatant recovered in purification steps, step purification by chloroform additional and 

extended time for nucleic acids precipitation. The obtained RNA was analyzed by 

spectrophotometer, electrophoresis and bioanalyzer, then converted into cDNA and 

subsequently submitted to PCR. From the results analyzed, it was observed that the PureLink 

protocol with adaptations presented the best results and that when the indicative values of 

RNA quality are guaranteed, the subsequent reactions are more pure, precise and 

representative. 

 

Index terms: Phaseolus vulgaris, RNA isolation, White Mold, Plant-Pathogen Interaction. 
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RESUMO 

 

 O Straw Test é um ensaio desenvolvido para avaliar a resistência do feijoeiro ao mofo 

branco, no qual os caules da planta são inoculados e os sintomas da doença são monitorados. 

É plausível admitir que a investigação da expressão gênica em tecidos infectados por  

patógenos possa ser estrategicamente interessante. No entanto, obter um RNA de qualidade é 

um requisito básico para essa finalidade. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar ajustes 

em protocolos de kits comerciais na expectativa de melhorar a qualidade do RNA obtido a 

partir de hastes de feijão. Para tanto, plantas de duas cultivares foram inoculadas e as hastes 

infectadas pelo patógeno foram coletadas após 72 horas. Para extração de RNA, dois 

reagentes comerciais foram utilizados inicialmente seguindo as recomendações do fabricante 

e seguindo as adaptações desses protocolos. Em especial, as modificações propostas referem-

se aos volumes de sobrenadante recuperados nos passos de purificação, etapa de purificação 

por clorofórmio adicionada e tempo estendido para a precipitação dos ácidos nucleicos. O 

RNA obtido foi analisado por espectrofotômetro, eletroforese e bioanalyzer, posteriormente 

convertido em cDNA e, por fim, submetido à PCR. A partir dos resultados analisados, 

observou-se que o protocolo PureLink com adaptações apresentou os melhores resultados e 

que, quando os valores indicativos de qualidade do RNA são garantidos, as reações 

subsequentes são mais puras, precisas e representativas. 

 

Termos para indexação: Phaseolus vulgaris, Isolamento de RNA, Mofo Branco, Interação 

Planta-Patógeno. 

 

INTRODUCTION 

 

 Although bean production is prominent in Brazil, with an estimated production of 

3.184 million tons (Conab, 2018), its productivity is affected by diseases (Oliveira et al., 

2015). Among them is the white mold caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de 

Bary, which can lead to 100% loss of crop (Vasconcellos et al., 2016). Contrasting with this 

scenario, obtaining genotypes with high levels of resistance to the pathogen, combined with 

other traits desirable for the crop, has demanded great effort from the bean breeders 

(Schwartz; Singh, 2013). 

 It is well known that knowledge about the molecular basis of plant-pathogen 

interaction is essential for the elaboration of alternative strategies for genetic breeding 
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(Vleeshouwers; Oliver, 2014), however, for diseases such as white mold, literature is limited 

(Oliveira et al., 2015). Progress in this aspect has been sought through marker-assisted 

selection to obtain pathogen-resistant genotypes (Schwartz; Singh, 2013). The challenge is 

that, in some cases, the results are equivalent to phenotypic selection (Torga et al., 2010). 

 To improve this scenario, it has become relevant to analyze the transcriptional profiles 

of genotypes submitted to specific experimental conditions. There are several possibilities, 

such as the study of individual genes by RT-PCR and qPCR (Ma et al., 2015; Vasconcelos et 

al., 2016), isolation, cloning and expression of specific genes in model organisms, followed 

for functional studies (Wang et al., 2013), transcriptomes of a given genotype (Jain et al., 

2016), or analyzes of the transcriptional profiles of host and pathogen, simultaneously 

(Westermann; Gorski; Vogel, 2012). Regardless of the chosen strategy, isolation of 

highquality total RNA consists of a critical stage of the research (Ahmed et al., 2017). 

 RNA is a delicate molecule to be studied. The presence of a 2'OH in ribose enables 

RNA as nucleophile, making it vulnerable to enzymatic degradation (Lavoie; Elela, 2008). 

RNA also has a high degree of susceptibility to secondary metabolites (Jordon-Thaden et al., 

2015) and, sometimes, co-precipitated inhibitory molecules during the RNA extraction 

process may interfere with subsequent enzymatic reactions (Kolosova et al., 2004; Ma et al., 

2015). 

 Given the importance of RNA quality for research on gene expression, several studies 

are conducted to adjust RNA extraction methods (Ma et al., 2015; Pereira et al., 2017). In the 

case of beans, there are investigated protocols for the extraction of RNA from leaves, roots 

and seeds (Borges et al., 2012; Pereira et al., 2017), but few reports have been found for the 

stem, organ in which the symptoms of the white mold occur. It is believed that plant genes 

induced by S. sclerotiorum can be found in the transcriptome of these tissues (Oliveira et al., 

2015). 

 It is important to highlight that the chemical composition of the tissue can affect the 

quality of the extracted RNA (Gehrig et al., 2000). In the case of the bean plant challenged by 

white mold, there is lignification and accumulation of phenolic compounds in the plant tissues 

(Oliveira et al., 2010). So, RNA extraction methods need to be investigated and adapted if 

necessary (Ahmed et al., 2017), since low quality RNA samples necessarily compromise all 

subsequent analyzes, representing loss of time and research resources. 

 In this study, simple adaptations performed according to previous experiments resulted 

in high-quality RNA, contaminants free and suitable for subsequent enzymatic reactions. 
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MATERIAL AND METHODS 

 

Genotypes 

 Two cultivars were selected for this study, since they have been used in parallel in 

differential gene expression assays. One susceptible and other partially resistant to White 

mold, Beryl and Cornell 605, respectively (Griffiths, 2009; Lehner et al., 2015). Their seeds 

were sown in pots with 2 kg of soil fertilized with NPK (04-14-08, 1g / kg soil), and kept in 

greenhouse in the period from November to December 2017 under controlled temperature and 

humidity, at 24 ± 2ºC and 70 ± 5%, respectively. Each experimental plot consisted of 3 plants 

per pot. At 35 days after emergence, the plants were inoculated, and 72 hours after inoculation 

(HAI), the stems were collected and frozen immediately in liquid nitrogen. Padder et al. 

(2016) selected 0, 24, 72 and 96 hours after inoculation to study the transcriptome of the bean 

inoculated by Colletotrichum lindemuthianum, becoming a parallel reference, given the lack 

of information about beans inoculated by Sclerotinia sclerotiorum. 

 In parallel, a similar assay was conducted, except for the collection of the stems for 

RNA extraction, in order to investigate the incidence of differential symptoms in the two 

cultivars, validating the inoculation process. The procedure used to evaluate the reaction of 

the genotypes to S. sclerotiorum followed the Straw Test method, described by Petzoldt and 

Dickson (1996) and modified by Terán et al. (2006). 

 

Sclerotinia sclerotiorum isolate and inoculation 

 The pathogen used to inoculate the cultivars Beryl and Cornell 605 was an isolate of S. 

sclerotiorum UFLA 27, originary from Lambari, Minas Gerais State (Silva et al., 2014), kept 

in collection of the Mycological Laboratory of the Department of Biology, Federal University 

of Lavras, MG. Initially, the sclerotia were subjected to asepsis and cultured on Petri dishes 

containing PDA (Potato-Dextrose-Agar) medium for 5 days at 20 °C under 12h photoperiod. 

So, the mycelium was obtained and a 0.5 to 0.7 mm diameter punch device was used to chop 

it up. The new Petri dishes with PDA were used for multiplying the mycelium disks in na 

incubation chamber for 72 h. 

 Inoculation procedure Straw Test, conducted at 35 days after germination (35 DAG), 

consists of cutting the stem apex at about 2.5 cm from the node, where a P200 micropipette 

tip was inserted, with a PDA disk containing agar in the control group, or agar + mycelium of 

S. sclerotiorum in the treatment with inoculums (Silva et al., 2014). 
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Total RNA extraction from stems 

 Initially, fragments of 5 cm from the stem were collected 72 hours after inoculation 

(HAI) and immediately frozen in liquid nitrogen. Is important highlight that before extraction 

of the total RNA from bean stems, we followed the symptoms of the white mold, as a 

necessary condition for both the validation of the inoculation procedure and confirmation of 

susceptibility and partial resistance to S. sclerotiorum of the cultivars Beryl and Cornell 605. 

The symptoms were evaluated three times (3, 7 and 11 DAI) by the method proposed by 

Singh et al. (2014), using grades from 1 to 9 to quantify the severity of the symptoms in the 

inoculated stem. Additionally, the advancement of symptoms in affected tissues was 

measured by millimeter ruler. For statistical analysis, the measurements of 4 replicates per 

treatment were taken and these data were submitted to variance analysis and Tukey test at 5% 

of probability. 

 Two commercial reagents were used for total RNA extraction, the PureLink® RNA 

Kit and RNATRIzol® Isolation Reagent (Invitrogen™). The manufacturer's 

recommendations were used, however, some modifications have been necessary to improve 

the RNA quality. As Gasic, Hernandez and Korban (2004) related difficulties to isolate total 

RNA from apple tissues with enough quality and quantity for cDNA library construction 

using these reagents, we also decided to evaluate the modifications in the protocols based on 

methods previously used by our laboratory in occasions of difficult extraction. 

 The grinding consists of a critical stage of the whole process of RNA extraction, both 

with respect to the thickness of the macerate and the maintenance of the low temperature of 

the sample to avoid degradation (Ma et al., 2015). Thus, the plant stems were carefully 

macerated in liquid nitrogen to the powder consistency and portion equivalent to 100 mg of 

tissue was transferred to 1.5 ml microtube. From this point on, procedures were applied 

according to the manufacturer's recommendations for each kit and the adaptations performed 

are described between parentheses. 

 

PureLink and (PureLink Adaptation) 

1. The ground stems were transferred to 1.5 mL tubes, then 500 μL of PureLink reagent (600 

μL) were added and the samples were homogeneized by vortexing (Time set at 1’). 

2. Microtube was kept horizontal at room temperature for 5’ (10’), in order to maximize 

contact between sample and reagent. 

3. The samples were centrifuged at 12.000 g for 2’ at 4°C and the supernatant (450 μl of 

supernatant collected) was transferred to new tubes containing 100 μL 5M NaCl. 
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4. It was added 300 μL of chloroform and the homogenization was made by inversions 

(vortex 1’). 

5. The samples were centrifuged for 10’ 

6. (Now, 430 μL supernatant was collected and transferred to a tube containing 100 μL of 5M 

NaCl, to which were added 300 μL of chloroform. The mixture was vortexed at 1’ and then 

centrifuged for 10’ at 4°C). 

7. The sample was centrifuged to separate the phases e the upper, aqueous phase was 

transferred to a clean RNase-free tube (400 μL) with equal volume of isopropanol (400 μL), 

and homogenized gently by slow inversions of the tube (20 inversions). 

8. The tubes were kept horizontally for 10’ at room temperature (maintenance of tubes 

vertically at -20°C for 16h). 

9. After this precipitation period of the nucleic acids, the samples were centrifuged for 10’ at 

4°C (Centrifugation for 25’). 

10. Thereafter, the supernatant was discarded, 1 mL of 75% RNase-free ethanol was added to 

wash the pellet obtained (700 μL) and the microtubes were centrifuged for 1’ at room 

temperature (centrifugation for 10’ at 4 ° C). 

11. After discarding the alcohol, a brief centrifugation was performed, followed by the 

removal of the residual alcohol with the aid of a micropipette. Finally, upon drying of the 

pellet in the hood, the RNA was resuspended in 20 μL of autoclaved Milli-Q-DEPC water and 

stored in a freezer -80°C. 

 

TRIzol and (TRIzol Adaptation) 

1. The ground stems were transferred to 1.5 mL tubes, where 1 mL of TRIzol was added, 

followed by incubation at room temperature for dissolution of the cell complex. 

2. Were added 200 μl of chloroform and the samples were incubated for an additional 3’. 3. 

The sample was centrifuged at 11.400 rpm for 15’ at 4°C. 

4. Then, supernatant was transferred to a new microtube, to which 500 μl of isopropanol was 

added. 

5. The samples were left on ice for 10’ and thereafter, were centrifuged at 11.400 rpm for 10’ 

at 4°C. 

6. The supernatant was discarded, the pellet was resuspended in 1 mL of 75% ethanol RNase 

free and homogenized by vortexing. 

7. In sequence, the tubes were centrifuged at 11.400 rpm for 5’ at 4°C, and this time, the 

supernatant was discarded and the pellet set to dry for 10’ under room temperature. 
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8. Finally, the pellet was resuspended with 35 μl of autoclaved Milli-Q-DEPC water, and the 

microtube was subjected to 55°C for 10 minutes in a water bath (As adaptation, the same 

procedure reported above, except for the final incubation step at 55°C for 10 minutes). 

 

RNA Quality and cDNA libraries 

 To verify the quality and quantity of the RNA samples obtained, they were submitted 

at NanoVue ™ Plus Spectrophotometer (General Electric Company, GE), taking into account 

the absorbances ratios 260/280 and 260/230 nm, and the RNA integrity number (RIN) was 

verified with Agilent 2100 Bioanalyzer (General Electric Company, GE). For the DNAse 

treatment, the Turbo DNA Free Kit was used, following the manufacturer's recommendations. 

Again, the samples were subjected to the NanoVue™ Plus Spectrophotometer, providing both 

the total RNA concentration and the absorbances 230, 260 and 280 nm. Finally, for visual 

quality certification of the RNA, the samples were submitted to 1% agarose gel 

electrophoresis, taking into account the integrity of the bands corresponding to rRNAs 28 and 

18S. 

 The synthesis of the cDNA libraries was performed from 500 ng mRNA using the 

SuperScript® IV Reverse Transcriptase Kit, following the manufacturer's recommendations.

 According to Pereira et al. (2017), it was used descriptive statistics to analyze these 

data, with emphasis on mean and standard deviation. 

 

PCR 

 The quality certification of a cDNA library can be observed from the results of 

subsequent enzymatic reactions (Gehrig et al., 2000; Ma et al., 2015). Among the various 

possibilities, PCR is one of the most practical. Thus, PCRs were performed using two primer 

pairs, being the first designed for Actin (F-CCTTCACCACCTCAGCAGAG and 

RGAACTGGTCCTGGCTGTCTC), and the second for PvFBOX gene 

(FACGACGGAGAATGGCTACAC and R-GCCAGAAGTTCAAGGTCCT G). The 

reactions were made by using 5 ng of DNA, 5X Green GoTaq® Reaction Buffer (1.5 mM 

MgCl2), 0.4 μM of each forward primer and reverse, 0.8 mM dNTP mix and 1.25 units of 

GoTaq® DNA polymerase (5u/μL), completing with H2O nuclease free the reaction to 25 μL. 

The PCR cycles were programmed as follow: an initial cycle of 2’ at 94°C for denaturation, 

followed by 35 cycles of 94°C for 30”, 60°C for 30”, and 72°C for 30”, ending with one step 

of additional extension at 72°C for 7’ and subsequent incubation at 4°C until the moment of 

application of the samples to 1% agarose gel electrophoresis to qualitative evaluation. 
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RESULTS AND DISCUSSION 

 

Validation of the inoculation procedure 

 In order to certify the bean inoculation procedure by S. sclerotiorum, the progress of 

white mold symptoms in plants was monitored. The data of the control treatment were not 

presented, since they did not present any symptoms (Figure 1). The Beryl cultivar showed a 

more pronounced susceptibility to the pathogen than the Cornell 605, both at 7 and 14 DAI, 

thus corroborating the previous knowledge of partial resistance and susceptibility of the 

cultivars Cornell 605 and Beryl to S. sclerotiorum, respectively (Griffiths, 2009; Silva et al., 

2014). 

 

Figure 1. Responses of Beryl and Cornell 605 cultivars to inoculation by Sclerotinia 

sclerotiorum at 7 and 14 days after inoculation, measured by symptom progression in 

centimeters on inoculated stems. 

 

Quantification and quality of extracted RNA 

 Regarding the RNA extraction from the stems, it is important to highlight some 

difficulties inherent to the morphological characteristics of the tissue under study. The stems 

are composed of plant support tissues, incorporated by secondary metabolites that provide 

tissue stiffness and, consequently, resistance to the maceration procedure. In addition, the 

literature reports the influence of these metabolites on the quality of extracted RNA (Jordon-
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Thaden et al., 2015; Ma et al., 2015). After RNA extraction from the samples, the total RNA 

quantification consists of the first diagnosis about the quality of the procedure. 

Spectrophotometer quantification is an important indicator of RNA quality (Desjardins; 

Conklin, 2011), considering that they inform both the RNA concentration obtained and the 

presence of contaminating substances in the sample. 

 Based on the absorbance readings, the four protocols investigated provided 

satisfactory amounts of nucleic acids. The mean yield of the PureLink kit of total RNA ranged 

from 882.67 to 2743.67 ng/μL, while Modified PureLink showed more regular results, 

ranging from 1129.30 to 1580.75 ng/μL. For TRIzol protocols the amplitudes of variation 

were higher, 1191.75 and 3019.5 for the original protocol, and 614.6-1459.65 for the 

Modified TRIzol (Table 1). Pereira el al. (2017) also observed high amplitude of variation in 

the quantifications of the bean seed RNA. 



46 

 

 

Table 1. Quantification (ng / μL) and absorbance ratios (260/280 and 260/230 nm) of RNA samples 

before and after treatment with DNase measured by spectrophotometer, followed by the 

corresponding standard deviation. 

 Total RNA before DNase Total RNA after DNase 

Extraction 

Method 

Cultiva

r 

Treatmen

t 

[ ] 

ng/μL 

260/28

0 

260/23

0 

[ ] 

ng/μL 

260/28

0 

260/2

30 

PureLink® 

Beryl 

Mock 

896.67 

± 

121.42 

2,04 ± 

0,022 

2,45 ± 

0,07 

164,67 

± 

12,33 

1,81 ± 

0,02 

1,71 ± 

0,06 

Inoculated 

2313,0

0 ± 

412.57 

2,08 ± 

0,003 

2,00 ± 

0,10 

137,47 

± 2,72 

1,78 ± 

0,02 

1,90 ± 

0,36 

Cornell 

605 

Mock 
882.67 

± 69.33 

2,03 ± 

0,010 

2,26 ± 

0,28 

140,80 

± 7,38 

1,83 ± 

0,01 

1,90 ± 

0,15 

Inoculated 

2743.6

7 ± 

115.17 

2,06 ± 

0,011 

1.81 ± 

0,04 

134,40 

± 

16.55 

1,89 ± 

0,16 

1,61 ± 

0,09 

PureLink® 

(Modified) 

Beryl 

Mock 

1404,5

0 ± 

167,00 

2,10 ± 

0,01 

2,30 ± 

0,12 

152,80 

± 

49,15 

1,79 ± 

0,15 

1,54 ± 

0,65 

Inoculated 

1576,2

5 ± 

427,55 

2,13 ± 

0,005 

2,37 ± 

0,09 

167,50 

± 8,21 

1,94 ± 

0,02 

1,99 ± 

0,57 

Cornell 

605 

Mock 

1129,3

0 ± 

206,52 

2,12 ± 

0,01 

2,15 ± 

0,03 

145,90 

± 

21,56 

1,94 ± 

0,03 

1,97 ± 

0,38 

Inoculated 

1580,7

5 ± 

476,41 

2,12 ± 

0,002 

2,41 ± 

0,12 

144,l6

0 ± 

17,10 

1,93 ± 

0,05 

2,06 ± 

0,55 

RNATRIzol

® 

Isolation 

Reagents 

Beryl 

Mock 

1677,5

0 ± 

508,93 

1,81 ± 

0,05 

1,08 ± 

0,25 

145,60 

± 

39,61 

1,90 ± 

0,06 

1,21 ± 

0,41 

Inoculated 

3019,5

0 ± 

957,19 

1,93 ± 

0,02 

1,75 ± 

0,12 

146,55 

± 

24,38 

1,91 ± 

0,07 

1,99 ± 

0,16 

Cornell 

605 

Mock 

1191,7

5 ± 

597,13 

1,77 ± 

0,09 

1,02 ± 

0,11 

145,00 

± 

72,94 

1,78 ± 

0,11 

1,29 ± 

0,30 

Inoculated 

2320,7

5 ± 

454,78 

1,90 ± 

0,07 

1,72 ± 

0,16 

151,60 

± 

37,29 

1,92 ± 

0,04 

1,66 ± 

0,23 

RNATRIzol

® 

Isolation 

Reagents 

(Modified) 

Beryl 

Mock 
614,60 

± 96,95 

1,98 ± 

0,01 

1,14 ± 

0,24 

139,30 

± 

27,58 

1,81 ± 

0,08 

1,00 ± 

0,30 

Inoculated 

1459,6

5 ± 

624,99 

2,01 ± 

0,02 

1,91 ± 

0,08 

143,70 

± 

10,93 

1,86 ± 

0,07 

1,90 ± 

0,15 

Cornell 

605 

Mock 

629,50 

± 

302,73 

1,89 ± 

0,09 

1,14 ± 

0,14 

128,40 

± 

13,56 

1,76 ± 

0,10 

1,08 ± 

0,13 

Inoculated 

1336,7

5 ± 

298,22 

1,98 ± 

0,02 

1,89 ± 

0,18 

135,30 

± 

14,68 

1,82 ± 

0,03 

1,66 ± 

0,17 
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 In absolute values, the original TRIzol Protocol produced more RNA, but, admitting 

the standard deviation as criteria, the Modified PureLink protocol provided more stable results 

(Figure 2). It is possible to observe that before treatment with DNase, all the treatments 

presented differences of yield among their repeats, except for Modified PureLink Protocol. 

Indeed, regularity can be considered more interesting than quantity due the inconsistencies of 

some samples. 

 

 

 

Figure 2. Quantification of the RNA in ng / μL before (A) and after (B) the DNase 

treatment, and its respective bar of standard deviation. 
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 Regarding absorbance ratios, superiority was observed for the Modified PureLink 

Method, considering that these samples showed 260/280 ratio between 2.1 and 2.13, which is 

in fact desirable for RNA samples (Jazi; Rajaei; Seyedi, 2015; Ma et al., 2015). For the other 

protocols, PureLink, TRIzol and Modified TRIzol, the ratios obtained were generally below 

2.08 but above 1.77, which does not indicate lack of quality, but possible presence of more 

DNA in the sample or protein (Djami-Tchatchou; Straker, 2012). It is important to note that 

RNA samples with high quality have values close to 2.0, since the uracil absorbance is greater 

than thymine. In turn, DNA tends to have a ratio of 260/280 nm around 1.8. 

 The most prominent differences between the protocols were observed for the 260/230 

nm ratio. In general, the 260/230 values for pure nucleic acid are higher than 260/280 values. 

Samples obtained with the PureLink protocols presented mean values between 1.81 and 2.45. 

Dash (2013) associated absorbance A260/A280 ratio of 1.9 and A260/A230 ratio of 2.7 with 

RNA of high purity. With the TRIzol protocols, the relationships obtained in the samples 

oscillated more drastically, varying from 1.02 to 1.91. From these data, it is plausible to 

assume that the PureLink procedures were cleaner and of better quality, since some samples 

of the TRIzol-based protocols presented low values for the 230/260 nm ratio (1.02, 1.08 and 

1.14), indicating the presence of contaminants that absorb at 230 nm, such as carbohydrates 

and phenol (Djami-Tchatchou; Straker, 2012). Among the adaptations performed, the 

reduction of the volume of supernatant collected seems to have been responsible for the best 

result of the PureLink Protocol. The recovery of less supernatant from the sample was 

equivalent to reducing the risk of catching contaminants. 

 After the DNase treatment, the samples were again subjected to the 

spectrophotometer. This time, all protocols showed satisfactory values, considering that the 

concentrations fluctuated within expected range (Table 1). However, it was notable that 

samples from the Modified TRIzol protocol produced less RNA than the others. 

 Regarding the absorbances ratio 260/280 nm, the protocols gave mean values within 

the range of 1.8 to 2.0, except for some treatments. For the 260/230 nm ratio, one treatment of 

the Modified PureLink method, two of the PureLink, three of the TRIzol and three of the 

Modified TRIzol showed values below 1.8, showing that the PureLink Modified Protocol was 

more stable. The RIN values ranged from 6.7 to 9.3, indicating RNA high quality (Figure 3), 

as also observed for Pereira et al. (2017). 
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Figure 3. Electropherogram and electrophoresis of representative samples of RNA (6.7 and 9.3 RIN) 

analysed with the Agilent 2100 bioanalyser system with the RNA 6000 Nano™ kits. 

 

 The success in the RNA extraction process should be measured as a function of the 

quantity, quality and integrity of the RNA extracted (Ma et al., 2015). It is acceptable that the 

visualization of aliquots in agarose gels submitted to electrophoresis is fundamental for 

certification of the sample integrity (Ahmed et al., 2017; Djami-Tchatchou; Straker, 2012). 

Thus, all samples of RNA treated with DNase were submitted to 1% agarose gel 

electrophoresis. By this procedure, it was observed that the protocols presented similar 

results, according to the patterns of bands visualized in the agarose gel (Figures 4A, B, C, D). 

 However, the similarity found by electrophoresis does not corroborate the diferences 

observed by the spectrophotometer. Although absorbance rates are important to indicate the 

quality of a nucleic acid sample, its downstream application is best for this function 

(Desjardins; Conklin, 2011). Thus, to verify the application of RNA extracted by diferente 

methods in a downstream enzymatic reaction, the samples were converted into cDNA 

libraries (Djami-Tchatchou; Straker, 2012) and submitted to PCR using primers for two 
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genes: the first of endogenous expression (actin) and the second of inducible expression. 

(PvFBOX). For the Actin gene, the PCR product profile was strong and regular for 3 and 4 

samples obtained with PureLink and Modified PureLink, respectively. For samples extracted 

with both TRIzol and Modified TRIzol, although amplification occurred, it was weak and 

uneven when compared to those obtained with PureLink protocols (Figure 4E). 

 In the case of the inducible gene (PvFBOX), again the samples obtained with 

Modified PureLink showed a relatively stronger amplification profile than the samples 

extracted with TRIzol (Figure 4F). Suzuki, Makino and Mae (2001) questioned whether the 

difference in expression between samples could be attributed to quality of extracted RNA. In 

fact, our research leads to this perception. The very weak amplification of this gene in the 

samples from the PureLink Protocol is intriguing. While corroborating the potential for 

modifications made in the protocol, this observation either indicates near absence of 

transcripts of this gene in the cDNA library or the inhibition of the PCRs for genes with lower 

expression levels. Anyway, RNAs with better quality are more adequate for gene expression. 

studies (Ma et al., 2015; Pereira et al., 2017). 

 To explain this result, it should be noted that the most important modifications in the 

Modified PureLink method were the reduction of the volume of rescued supernatant at some 

stages, as well as the repetition of the extract purification procedure, which may have 

contributed to avoid inhibitory contaminants in the samples. As known, secondary 

metabolites affect quality, yield and downstream reactions (Ahmad et al., 2017). 
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Figure 4. Total RNA extracted by methods of RNA isolation, PureLink (A), Modified PureLink (B), 

TRIzol (C) and Modified TRIzol (D). Aliquots (2 μL) of RNA samples were loaded on 1% agarose gel 

stained with ethidium bromide (0.5 μg mL -1). The order of application of the samples on the gel was 

as follows: 1, 2, 3 (Mock Beryl), 4, 5, 6 (Mock Cornell 605), 7, 8, 9 (inoculated Beryl), 10, 11 and 12 

Cornell 605 inoculated). PCR amplification products targeted by the primers for Actin (E) and 

PvFBox (F). The samples were distributed on the agarose gel following both the order of the protocols 

and libraries, respectively: PureLink (1 to 4), Modified PureLink (5 to 8), TRIzol (9 to 12), Modified 

TRIzol (13 to 16); Inoculated Beryl (1, 5, 9 and 13), Cornell 605 Inoculated (2, 6, 10 and 14), Mock 

Beryl (3, 7, 11 and 15) and Mock Cornell 605 (4, 8, 12 e 16). 

 

 These data can be interpreted as a function of the intensity and clarity of fragments 

amplified in the agarose gel. Based on this principle, the PCR products from Modified 

PureLink Method samples were more pronounced. Both the amplification intensity and the 

absence of nonspecific amplifications or gel drag were indicative of assertiveness. These 
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results are consistent with the 260/280 and 260/230 nm ratios, where the samples from the 

Modified PureLink protocol showed the values ~2.0, generally accepted as "pure" for RNA 

(Desjardins; Conklin, 2011). 

 In view of the above, it is reasonable to assume that the indicative values of RNA 

quality should not be neglected and must be strictly observed in order to guarantee the success 

of subsequent reactions. It is also plausible to assume that the absorbance ratios of some 

samples are outside the indicative quality range (1.8 to 2.2) is circumstantial. Therefore, since 

the protocols can be adapted according to species (Gehrig et al., 2000), tissue (Gasic; 

Hernandez; Korban, 2004) or stage of life (Pereira et al., 2017), it is important to apply the 

methods according to the manufacturer's recommendations, but checking the need for fine 

adjustments in the procedure. Gasic, Hernandez and Korban (2004) related that often 

modifications of the methods are required. This work helps to conclude that, once the 

indicative quality values of extracted RNA are observed, the subsequent results are more 

precise and representative. 
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CONCLUSIONS 

 This work allowed to verify that the adaptations carried out in the purification and 

precipitation steps of the nucleic acids improved the RNA quality indicators. In addition, 

since indicative values of RNA quality are observed (integrity of 28S and 18S rRNAs in 

electrophoresis, RNA integrity number - RIN, and absorbance ratios 260/280 and 260/230), 

the results of subsequent enzymatic reactions, such as PCR, are more accurate and 

representative. 
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ARTIGO 2 – EXPRESSÃO GÊNICA DIFERENCIAL POR CDNA-RAPD ENTRE 

CULTIVARES DE FEIJÃO INOCULADAS POR SCLEROTINIA 

SCLEROTIORUM 

 

DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION BY CDNA-RAPD BETWEEN BEAN 

CULTIVARS INOCULATED BY SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

 

RESUMO 

 

Mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é uma das doenças 

que mais afetam o desenvolvimento e produtividade da cultura do feijoeiro. Resistência a 

patógenos não é uma característica simples, mas sim, um complexo de mecanismos que 

trabalham em conjunto ou isoladamente para amenizar ou eliminar o efeito do patógeno. A 

expressão gênica visando resistência devem apresentar diferenças qualitativas e quantitativas 

quando submetidas ao estresse do patógeno. Foram coletadas hastes inoculadas pelo 

patógeno, pelo método de duas cultivares de feijão, uma parcialmente resistente (Cornell 605) 

e outra susceptível (Beryll) utilizando-se o método de Straw teste. Posteriormente a essas 

coletas, foram realizadas as análises de cDNA-RAPD do material. 58 primers RAPD 

decâmeros foram utilizados para caracterização de diferencial de expressão. Após a 

confirmação desse diferencial de expressão e comparação das bandas, realizou-se o processo 

de isolamento das bandas. Os resultados foram confirmados via análise de expressão 

diferencial. Foi observado diferenças de expressão tanto em intensidade, quanto em presença 

e ausência de bandas entre as cultivares inoculadas e não inoculadas. Com esse resultado 

pode-se identificar bandas diferencialmente expressas que podem ser possíveis genes 

envolvidos no processo de resistência ao mofo branco. Com essas informações, o estudo 

desses genes pode ser aprofundado, visando a confirmação desses resultados e auxiliar no 

desenvolvimento de novos genótipos mais adaptados quando em presença com o fungo 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary. 

 

 

 

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. cDNA. RAPD. Mofo Branco. Interação Planta-

Patógeno. Diferencial de Expressão. 

 

 

ABSTRACT 

 

White mold caused by the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) Of Bary is one of the 

diseases that most affect the development and productivity of the bean crop. Resistance to 

pathogens is not a simple feature, but rather a complex of mechanisms that work together or 

in isolation to ameliorate or eliminate the pathogen's effect. The gene expression aiming at 

resistance must present qualitative and quantitative differences when submitted to the stress of 

the pathogen. Twigs inoculated by the pathogen were collected by two bean cultivars, one 

partially resistant (Cornell 605) and another susceptible (Beryll) using the Straw test method. 

Subsequently to these collections were carried out the cDNA-RAPD analyzes of the material. 

58 primers RAPD decamer were used for expression differential characterization. After 

confirming this differential of expression and comparison of the bands, the band isolation 

process was performed. The results were confirmed via differential expression analysis. 

Differences in expression were observed both in intensity and in the presence and absence of 
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bands between inoculated and noninoculated cultivars. With this result we can identify 

differentially expressed bands that may be possible genes involved in the process of resistance 

to white mold. With this information, the study of these genes can be deepened, aiming at the 

confirmation of these results and to help in the development of new genotypes more adapted 

when present with the fungus Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) Of Bary. 

 

 

 

Keywords: Phaseolus vulgaris. cDNA. RAPD. White Mold. Differential Expression. 

Pathogen Plant Interaction. Expression Differential. 

 

1  INTRODUÇÃO 

 

 Plantas estão constantemente expostas a interação com potenciais patógenos no 

ambiente. Muitas destas interações são prejudiciais a produtividade agrícola das principais 

culturas do país, o que engloba a cultura do feijoeiro. As perdas podem ser enormes 

impactando na economia nacional. Como resposta, os produtores agrícolas aumentam a 

utilização de defensivos químicos e adoção de cultivares resistentes (CONAB, 2019). Em 

relação ao uso de produtos químicos, as populações de patógenos se adaptam e criam 

resistência em resposta à constante pressão de seleção e, como resultado, as plantas são 

infectadas com diferentes níveis de patogenicidade e severidade das doenças (NIMBALKAR 

et al., 2006). Assim, a seleção de plantas resistentes consiste em um método mais eficiente e 

econômico de controle de doença (SARTORATO; RAVA, 1994). Por esta razão, vários 

estudos são direcionados visando compreender os mecanismos de interação entre patógeno e 

hospedeiro, no intuito de propiciar estratégias mais promissoras de melhoramento genético 

(PATEL; WILLIAMSON, 2016; BARROS et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2018). 

Durante as etapas de infecção, a planta responde rapidamente ao patógeno tentando isolá-lo 

do tecido vegetal não infectado. Para isto, dispende de inúmeros processos biológicos de 

defesa, envolvendo uma rede molecular complexa, dinâmica e interativa com diversos genes 

envolvidos no processo (NIMBALKAR et al., 2006). 

 Sclerotinia sclerotiorum possui mais de 400 espécies hospedeiras (BOLAND; HALL, 

1994), sendo muitas dessas já cultivadas como: o feijão, alface, canola, cenoura, batata, soja, 

girassol e outras. A epidemia é favorecida em baixa temperatura (18-23 ºC) e alta umidade. 

Nessas condições, o fungo pode causar até 80% de redução na produção e em condições 

desfavoráveis pode permanecer viável no solo por até 15 anos, por meio de estruturas de 

resistência chamadas de escleródios (LOBO JÚNIOR; NASSER, 2007). 
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 Marcadores moleculares têm demonstrado grande potencial para análises de 

diversidade genética, identificação de genótipos e seleção assistida. Ao mesmo tempo, tem 

sido verificada a possibilidade de aplicação em estudos sobre expressão gênica diferencial; 

tudo isso, relativamente às limitações dos marcadores morfológicos e bioquímicos 

(WILLIAMS et al., 1990; SONG et al., 2003; JOSE et al., 2009). Em contraste com 

características morfológicas, marcadores moleculares podem revelar diferenças entre 

genótipos em nível de DNA, sendo uma ferramenta mais precisa e confiável (JOSE et al., 

2009). Uma vez que sua utilidade sobre o genoma se estabeleceu como fato, sua aplicação 

sobre bibliotecas de cDNA passou a ser objeto de pesquisa. 

 Neste estudo, o marcador RAPD foi adotado devido a sua praticidade e custo 

relativamente reduzido. Trata-se de uma ferramenta que requer pequenas quantidades de 

DNA, dada sua sensibilidade alta, sendo relativamente simples em relação a outras técnicas 

(WILLIAMS et al., 1993). Com base na literatura, pode ser considerado um marcador muito 

útil para predição de diversidade genética uma vez que requer conhecimento prévio sobre o 

genoma do organismo estudado. Analisando a literatura disponível, estudos que avaliam 

diferencial de expressão neste patossistema são considerados escassos. Do ponto de vista da 

biologia molecular, ampliar o conteúdo informacional pode contribuir significativamente para 

reconhecimento de genes que possam ser interessantes visando algum fenótipo de interesse 

para o melhoramento de plantas na cultura do feijão. Com este trabalho, objetivou-se 

investigar os Expressed Sequence Tags (ESTs) na cultura do feijão, mais especificamente nas 

cultivares Beryl e Cornell 605, quando inoculadas com o mofo branco, utilizando o marcador 

RAPD sobre bibliotecas de cDNA buscando avaliar expressão gênica. 

 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Locais de ensaio 

 

 Inicialmente, o experimento foi conduzido em casa de vegetação, sob condições de 

temperatura e umidade controladas, onde os procedimentos de inoculação das plantas com 

discos de agar contendo micélio do patógeno, coleta das hastes das plantas e o 

acompanhamento da evolução dos sintomas foram realizados. Já as extrações do RNA total 

das hastes, síntese das bibliotecas de cDNAs e genotipagem das amostras por meio de 

RAPDs, foram realizadas no Laboratório de Genética Molecular da UFLA.  
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2.2  Materiais genéticos, condições experimentais e inoculações 

 

 Duas cultivares de feijoeiro comum, Beryl e Cornell 605, foram selecionadas para este 

estudo, com padrões de suscetibilidade e resistência ao mofo branco, respectivamente. A 

Cornell 605 possui grãos com coloração vermelho claro, porte ereto e crescimento 

determinado. De acordo com Griffiths et al. (2009), este germoplasma apresenta resistência 

parcial ao mofo branco em casas de vegetação. Devido a esta resistência, a cultivar Cornell 

605 é geralmente utilizada como padrão de resistência em experimentos que utilizam 

escleródios de mofo branco. Por outro lado, a cultivar Beryl é altamente suscetível ao mofo 

branco e, por isso, tem sido utilizada como controle de suscetibilidade em trabalhos 

envolvendo este patossistema (GRIFFITH et al., 2012; LEHNER et al., 2015). Assim como 

Cornell 605, a cultivar Beryl apresenta porte ereto e crescimento determinado, com o 

diferencial de que os grãos possuem coloração bege. 

 As sementes destas cultivares foram semeadas em vasos com 2 Kg de solo. O mesmo 

foi fertilizado com NPK (04-14-08, 1g/kg de solo), e mantido em casa de vegetação nos 

períodos de novembro a dezembro de 2017, sob temperatura de 24 ± 2°C e umidade de 70 ± 

5%, condições ideais para o desenvolvimento do patógeno. 

 Existem três locais da planta onde usualmente são realizadas inoculações com o mofo 

branco que podem ser adotadas: nas folhas primárias, nas axilas das folhas primárias ou no 

caule principal cortado. Neste estudo, adotou-se a estratégia de inoculação pelo caule 

principal, utilizando-se o método denominado de Straw Test (PETZOLDT; DICKSON, 

1996), um dos mais utilizados em avaliações de resistência ou suscetibilidade do feijoeiro ao 

mofo branco. Outra razão para esta escolha se deve ao fato de que esta região da planta 

apresenta lesões típicas da infecção do mofo branco, e logo, potencialmente sítio para 

expressão de genes de resposta da planta à infecção pelo pagógeno. 

 No procedimento de inoculação, foi utilizado o isolado do escleródio UFLA 27 

(SILVA et al., 2014), obtido a partir da coleção micológica do Laboratório de Resistência de 

Plantas e Genética Molecular do Departamento de Biologia (DBI), da Universidade Federal 

de Lavras (UFLA). Inicialmente, foi realizado o procedimento de desinfestação dos 

escleródios, livrando-os de qualquer contaminação superficial, pela sua imersão consecutiva 

em etanol a 70% por um minuto, em solução de água sanitária a 20% por três minutos e, logo 

depois, em água desmineralizada e esterilizada por três vezes, para lavagem. Posteriormente, 

os escleródios foram alocados em placas de Petri contendo BDA (Batata Dextrose Agar), e 

incubados em BOD por três dias a 23ºC, com fotoperíodo de doze horas. Passados os três 
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dias, a colônia foi repicada apenas uma vez, sendo esta suficiente para a manutenção e 

propagação dos inóculos, e, logo em seguida, realocada em um novo meio BDA esterilizado, 

e o procedimento de incubação repetido. Após o terceiro dia de incubação, as placas com o 

crescimento micelial homogêneo foram utilizadas para a inoculação das plantas. 

 A inoculação das hastes foi realizada 35 dias após germinação, conforme o método de 

Straw Test, descrito por Petzoldt e Dickson (1996) e modificado por Terán et al. (2006), 

possibilitando a utilização de escala de notas de Singh et al. (2014) para a avaliação dos 

sintomas. A técnica de inoculação consistiu de um corte no ápice caulinar, seguido pelo 

encaixe de uma ponteira de micropipeta, com disco BDA contendo apenas micélios de S. 

sclerotiorum. Como controle experimental não inoculado, as plantas foram cortadas em sua 

haste principal e inoculadas com disco de ágar sem patógeno. 

 

2.3  Delineamento experimental e avaliação fenotípica 

 

 O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial, sendo composto por 2 cultivares x 2 tratamentos, com 3 repetições. Cada parcela 

experimental foi constituída por um vaso com 3 plantas. As cultivares Beryl e Cornell foram 

inoculadas com ou sem o isolado do patógeno UFLA 27. Uma vez que amostras das hastes 

inoculadas foram coletadas para análise de expressão gênica não foi possível avaliar a 

resistência ou suscetibilidade dos indivíduos. Desta forma, foi conduzido um experimento 

espelho onde foi realizada a avaliação fenotípica de resposta das plantas ao patógeno e o 

progresso dos sintomas foi avaliado. 

 Para avaliação fenotípica dos genótipos, utilizou-se a escala de notas de Singh et al. 

(2014), na qual são atribuídas notas de 1 a 9 para cada indivíduo,  dependendo de análise 

visual, enquadrando cada planta a uma determinada nota, a saber: 1- planta sem sintomas; 2- 

invasão do fungo além do sítio de inoculação; 3- invasão do fungo no primeiro nó; 4- invasão 

do fungo além do primeiro nó; 5- invasão do fungo próximo ao segundo nó; 6- quando o 

fungo atinge o segundo nó; 7- invasão do fungo além do segundo nó; 8- infecção do fungo 

atinge mais de 50% entre o segundo e terceiro nó, mas não atinge o terceiro nó; 9- terceiro nó 

ou morte da planta. Adicionalmente para análise do progresso dos sintomas, foi utilizada uma 

régua milimetrada para medição do progresso da extensão da lesão, desde a base final do 

desenvolvimento fúngico até o ponto de inoculação. Os valores, em milímetros, foram 

computados para averiguação estatística do diferencial de resistência ao patógeno. 
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 A avaliação dos sintomas foi realizada em dois momentos. Primeiro, aos 7 dias após 

inoculação, como descrito por (SINGH et al., 2014), e adicionalmente, aos 14 dias após 

inoculação (DAI), com intuito de acompanhar e avaliar a agressividade do patógeno sobre a 

planta. A verificação visual dos sintomas foi tratada como requisito primordial para o 

prosseguimento dos estudos. As hastes coletadas deveriam, de fato, serem afetadas de modo 

pertinente à sua resistência e/ou suscetibilidade ao patógeno S. sclerotiorum (análise 

biológica), para que fosse possível a comparação dos resultados moleculares com os 

resultados da avaliação fenotípica, para que houvesse confirmação da susceptibilidade ou 

resistência do material genético avaliado. 

 

2.4  Coleta das hastes de feijoeiro 

 

 A coleta das hastes foi realizada em dois momentos distintos: T0 (coleta das hastes 

antes da inoculação) e T1 (72 horas após inoculação), seguindo o método descrito por 

Vasconcellos et al. (2016). O período de 72 horas após inoculação foi utilizado, pois foi 

relatado que a planta teve uma resposta maior ao patógeno nesse tempo (VASCONCELLOS 

et al., 2016). Por este método, um corte foi feito no caule fornecendo para avaliação um 

pedaço de 2,5 cm de haste a partir do ponto de inoculação. Após o corte, as amostras foram 

colocadas em um tubo de microcentrífuga para serem imersas em nitrogênio líquido e, 

posteriormente, armazenadas em freezer a -80 ºC até a extração do RNA. 

 

2.5  Extração de RNA total em hastes de feijoeiro e síntese de cDNA 

 

 O RNA total foi extraído utilizando-se o protocolo do PureLink® RNA Kit (Thermo 

Fisher ScientificTM, Waltham, Massachusetts, EUA) modificado, conforme descrito a seguir. 

Inicialmente, 100 mg de hastes do feijoeiro foram macerados em nitrogênio líquido até o 

ponto de pó moído e transferidos para microtubo de 1,5 mL. Em seguida, 600 μL de reagente 

PureLink foram adicionados, e homogeneizado no vórtex por 1 minuto. Então, o microtubo 

foi mantido na horizontal, para maximização da superfície de contato com o reagente, por 10 

minutos a temperatura ambiente. Na sequência, as amostras foram centrigugadas a 12.000 g, 

por 7 minutos, a 4 ºC. Enquanto isso, 100 μL NaCl 5M foram adicionados em mictrotubos 

novos. Logo após, 450 μL de sobrenadante (parte líquida) foram coletados e transferidos para 

os microtubos já contendo NaCl 5M. Em seguida, foram adicionados 300 μL de clorofórmio e 

submetidos ao vórtex por 1 minuto. Daí, os microtubos foram centrifugados a 12.000 g, por 
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10 minutos e, enquanto isso, 100 μL de NaCl 5M foram adicionados a microtubos novos. Por 

mais uma vez, o sobrenadante foi coletado, transferido para microtubo contendo 100 μL de 

NaCl 5M, 300 μL de clorofórmio e a mistura foi centrifugada por 10 minutos, a 12.000 g e 

4°C. Na sequência, a fase superior foi transferida para  microtubo novo e reunida com 450 μL 

de isopropanol e homogeneizada de forma contínua e lenta. Os microtubos foram mantidos 

em posição vertical no freezer (-20 ºC) overnight. No dia seguinte, as amostras foram 

centrifugadas por 25 minutos a 4º C a 12.000 g. Nesta etapa, um pellet de ácidos nucléicos 

pôde ser observado no microtubo. A fase líquida foi descartada e 700 μL de etanol 75% foram 

adicionados. Logo em seguida, as amostras foram centrifugadas por 7 minutos a 4 ºC em 

12.000 g. O etanol 75% foi descartado, tomando-se o cuidado de não se perder o pellet. Desta 

vez, o excesso de álcool foi removido com micropipeta e o pellet deixado para secar em 

temperatura ambiente. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 20 μL de água Milli-Q 

autoclavada e as amostras quantificadas em espectrofotômetro para medidas de microvolumes 

NanovueTM Plus. 

 Para a obtenção das bibliotecas de cDNA, foi utilizado o SuperScript® IV Reverse 

Transcriptase kit (Invitrogen), seguindo as recomendações do fabricante. A primeira fita de 

cDNA foi sintetizada utilizando o RNA total extraído junto com o Oligo d(T)20 primer 

(Invitrogen, USA) e SuperScript® IV Reverse Transcriptase (200 U/μL). As bibliotecas de 

cDNA foram usadas para reações de cDNA-RAPD. 

 

2.6  Amplificação de PCR-RAPD 

 

 Uma vez obtidas as bibliotecas de cDNA, estes materiais foram utilizados para a 

geração dos perfis de expressão dos tratamentos estudados. PCR’s foram executadas 

utilizando-se conjuntos de primers aleatórios (RAPD) previamente estabelecidos (TABELA 

1). Estes foram realizadas utilizando o kit 5x FIREPol® Master Mix (12.5 mM MgCl2 - Solis 

BioDyne). O mix de reação foi previamente estabelecido em testes preliminares, contendo 5X 

FIREPol® Master Mix, primer RAPD (0,5 μM), 20 ng de cDNA e água Nuclease-Free para 

completar a reação, num volume final de 25 μL. 

 As reações foram conduzidas em termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems), 

programado com uma etapa de desnaturação inicial a 94 ºC por 2 minutos, seguida por 35 

ciclos de 94 °C por 30 segundos, 36 °C por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos. 

Uma etapa final a 72 ºC por 10 minutos, seguida pela manutenção das amostras em baixa 

temperatura (4 ºC). 
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 Os fragmentos gerados pelas PCR’s foram separados por eletroforese em gel de 

agarose 1%. As análises que se seguiram foram classificadas em qualitativa e quantitativa. Na 

primeira, computou-se presença e ausência de banda nos diferentes tratamentos, atribuindo 1 

para presença e 0 para ausência, gerando uma matriz de dados com todos os primers 

utilizados. No caso da análise quantitativa, ainda que um determinado produto de PCR tenha 

sido verificado em diferentes tratamentos, a intensidade deste, no gel, foi avaliada, sendo que 

a consistência verificada nas repetições dos diferentes tratamentos foi considerada relevante 

aos propósitos de análise da expressão gênica diferencial. Portanto, fragmentos 

diferencialmente expressos foram entendidos como aqueles característicos de cada 

tratamento, seja de cultivar resistente ou suscepível, inoculada ou não, condição persistente 

em pelo menos duas repetições de cada tratamento analisado. 

 

Tabela 1 - Primers (RAPD) utilizados na investigação de fragmentos de genes 

diferencialmente expressos em cultivares de feijão inoculadas por Sclerotinia 

sclerotiorum 

Primer Sequência Primer Sequência Primer Sequência 

OPA-01 CAGGCCCTTC OPA-20 GTTGCGATCC OPB-20 GGACCCTTAC 

OPA-02 TGCCGAGCTG OPB-01 GTTTCGCTCC OPC-01 TTCGAGCCAG 

OPA-03 AGTCAGCCAC OPB-02 TGATCCCTGG OPC-02 GTGAGGCGTC 

OPA-04 AATCGGGCTG OPB-03 CATCCCCCTG OPC-03 GGGGGTCTTT 

OPA-05 AGGGGTCTTG OPB-04 GGACTGGAGT OPC-04 CCGCATCTAC 

OPA-06 GGTCCCTGAC OPB-05 TGCGCCCTTC OPC-05 GATGACCGCC 

OPA-07 GAAACGGGTG OPB-06 TGCTCTGCCC OPC-06 GAACGGACTC 

OPA-08 GTGACGTAGG OPB-07 GGTGACGCAG OPC-07 GTCCCGACGA 

OPA-09 GGGTAACGCC OPB-08 GTCCACACGG OPC-08 TGGACCGGTG 

OPA-10 GTGATCGCAG OPB-09 TGGGGGACTC OPC-11 AAAGCTGCGG 

OPA-11 CAATCGCCGT OPB-10 CTGCTGGGAC OPC-12 TGTCATCCCC 

OPA-12 TCGGCGATAG OPB-11 GTAGACCCGT OPC-13 AAGCCTCGTC 

OPA-13 CAGCACCCAC OPB-12 CCTTGACGCA OPC-14 TGCGTGCTTG 

OPA-14 TCTGTGCTGG OPB-13 TTCCCCCGCT OPC-15 GACGGATCAG 

OPA-15 TTCCGAACCC OPB-14 TCCGCTCTGG OPC-16 CACACTCCAG 

OPA-16 AGCCAGCGAA OPB-15 GGAGGGTGTT OPC-17 TTCCCCCCAG 

OPA-17 GACCGCTTGT OPB-17 AGGGAACGAG OPC-18 TGAGTGGGTG 

OPA-18 AGGTGACCGT OPB-18 CCACAGCAGT OPC-19 GTTGCCAGCC 

OPA-19 CAAACGTCGG OPB-19 ACCCCCGAAG OPC-20 ACTTCGCCAC 

Fonte: Do autor (2019). 
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2.7  Análise dos fragmentos diferencialmente expressos 

 

Fragmentos gerados pelas PCRs foram codificados com 0 e 1 para ausência e 

presença, respectivamente. Foram submetidos à análise de cluster, gerando um dendograma. 

Este dendrograma foi construído usando a opção de plotagem de árvore disponível no 

software R studio. Este método se baseou no coeficiente de Dicer. Também foi visualizada a 

matriz de dissimilaridade por meio do método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic Averages). A partir desta construção, analisou-se a 

similaridade entre os tratamentos inoculados e não inoculados, das cultivares Cornell 605 e 

Beryl. 

 

2.8  Análise estatística 

 

Como já anunciado, o experimento foi conduzido em casa de vegetação, em 

delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, composto por 2 cultivares x 2 

tratamentos, com três repetições.  Ressalta-se que, para as parcelas nas quais as hastes foram 

coletadas, não haveria possibilidade de avaliação fenotípica, uma vez que para a visualização 

dos sintomas seriam necessários pelo menos sete dias pós-inoculação. Como já informado, 

para a avaliação fenotípica foi necessário a implantação de um experimento controle, no qual 

se deu apenas a inoculação, mas não a coleta das hastes. 

Cada parcela experimental foi constituída por um vaso contendo três plantas. Para a 

análise estatística da reação das cultivares, o modelo estatístico adotado foi descrito abaixo: 

 

Yij = μ + li + aj +(la)ij + eij 

Onde, 

Yij: observação referente à linhagem i, no DAI j; 

μ: média geral 

li: efeito fixo da linhagem i; 

aj: efeito fixo do DAI j; 

(la)ij: efeito fixo da interação entre linhagem i e DAI j; 

eij: efeito aleatório do erro experimental, eij ∩ N(0, σ2e) 

Em que o significado de DAI seria “dias após inoculação”. 

 

(1) 
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Foi realizada também o teste de médias com os dados de avaliação das plantas 

individuais com suas respectivas repetições biológicas. 

  

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1  Validação do procedimento de inoculação 

 

Para fins de validação dos procedimentos de inoculação do isolado de S. sclerotiorum 

em hastes dos feijoeiros, o progresso dos sintomas foi monitorado. A cultivar Beryl 

apresentou suscetibilidade mais pronunciada ao patógeno em comparação a cultivar Cornell 

605, nos dois tempos analisados, tanto aos 7 quanto aos 14 dias após inoculação (DAI), 

independentemente do método adotado, seja Straw Test ou régua milimetrada (TABELA 2). 

A partir dos resultados observados, foi confirmada a expectativa prévia que apontava 

para resistência parcial da linhagem Cornell 605 e suscetibilidade da linhagem Beryl ao 

patógeno S. sclerotiorum (GRIFFITHS, 2009; GRIFFITH et al., 2012; MIKLAS et al., 2013; 

LEHNER et al., 2015; VASCONCELLOS et al., 2016, 2017; LEITE et al., 2017).  

 

Tabela 2 - Grau de Desenvolvimento da Doença (Régua Milimetrada). 

  Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Σ (B1;B2;B3) 

  Média 
Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 

7 DAI 
Beryl 4,975a 1,884 5,283a 1,053 4,192a 1,607 4,817 1,579 

Cornell 2,608b 1,152 3,000b 1,395 1,883b 0,697 2,497 1,184 

 DMS 1.3227  1.0468  1.0488    

14 

DAI 

Beryl 9,592a 2,636 12,325a 2,182 7,433 3,481a 9,783 3,407 

Cornell 3,492b 1,795 3,892b 1,504 2,650 0,961b 3,344 1,513 

 DMS 1.9094  1.5869  2.1622    

Grau de Desenvolvimento da Doença (Escala de Notas) 

  Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Σ (B1;B2;B3) 

  Média 
Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 
Média 

Desv. 

Padrão 

7 DAI 
Beryl 6,0 2,0 5,0 1,0 6,0 1,0 6,0 2,0 

Cornell 4,0 1,0 4,0 1,0 4,0 0,0 4,0 0,0 

14 

DAI 

Beryl 8,0 2,0 7,0 2,0 7,0 1,0 7,0 2,0 

Cornell 4,0 1,0 3,0 1,0 4,0 1,0 4,0 1,0 
Fonte: Do autor (2019). 

 

As plantas susceptíveis apresentaram sintomas típicos da doença, tais como 

apodrecimento da região inoculada, amarelecimento das folhas e, consequentemente, murcha 
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da planta. Já as plantas resistentes apresentaram sintomas de forma mais amena, sem muitos 

danos a planta demonstrando a resistência parcial ao patógeno S. sclerotiorum. 

 

3.2  Quantificação e qualificação do RNA extraído 

 

A quantificação do espectrofotômetro é um importante indicador da qualidade do 

RNA (DESJARDINS; CONKLIN, 2011), sendo este, um procedimento crucial para a 

verificação da qualidade, considerando que ele informa tanto a concentração de RNA obtido, 

quanto a presença de substâncias contaminantes na amostra. 

Com base nas leituras de absorbâncias, o protocolo investigado forneceu 

concentrações satisfatórias de ácidos nucléicos. A produção média de RNA total variou de 

1.129,30 a 1.580,75 ng/μL antes do tratamento com DNAse (TABELA 3). O processo de 

extração de RNA total foi considerado satisfatório, tanto em quantidade quanto em qualidade. 

Do ponto de vista de absorbância, a razão de 260/280 apresentou resultados ideais, 

estabelecidos entre 2,10 e 2,20 em média (MA et al., 2015; MOAZZAM JAZI et al., 2015), 

indicando ausência de metabólitos secundários, proteínas e contaminantes acima do desejado 

(DJAMI-TCHATCHOU; STRAKER, 2012). É importante notar que as amostras de RNA 

com alta qualidade, têm valores próximos a 2,0, uma vez que a absorbância da uracila é maior 

em relação a timina. Por sua vez, o DNA tende a ter uma relação de 260/280 nm em torno de 

1,8. Para a relação de 260/230, os resultados também se apresentaram dentro da faixa 

desejada com média entre 1,81 e 2,45 (PEREIRA et al., 2017). Assim, o RNA extraído se 

mostrou com boa qualidade para o prosseguimento deste projeto. 

Após o tratamento com DNAse, observou-se estabilidade em relação a concentração, o 

que poderia ser esperado, já que houve o balizamento da concentração do RNA total antes do 

momento da DNAse. Do ponto de vista da relação 260/230, as amostras renderam resultados 

satisfatórios em sua maioria, uma vez que todos os tratamentos apresentaram médias dentro 

da faixa esperada. O mesmo foi visto na relação 260/280, na qual obteve-se uma exceção, 

pois o tratamento Beryl mock se distanciou da faixa desejável da relação. Os valores de RIN 

variaram de 8,40 a 9,30, indicando alta qualidade do RNA, como também observado por 

Pereira et al. (2017). 
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Tabela 3 - Quantificação em ng / μL de RNA e relações de absorbâncias 260/280 e 260/230 

nm antes e após tratamento com DNAse, medidas por espectrofotômetro. 

Cultivar Tratamento 
RNA Total antes da DNAse RNA Total depois da DNAse 

[] ng/ μl 260/280 260/230 [] ng/ μl 260/280 260/230 

Beryl 

Não 

inoculado 

1404,50 

± 167,00 

2,10 ± 

0,01 

2,30 ± 

0,12 

152,80 ± 

49,15 

1,79 ± 

0,15 

1,54 ± 

0,65 

Inoculado 
1576,25 

± 427,55 

2,13 ± 

0,005 

2,37 ± 

0,09 

167,50 ± 

8,21 

1,94 ± 

0,02 

1,99 ± 

0,57 

Cornell 

605 

Não 

inoculado 

1129,30 

± 206,52 

2,12 ± 

0,01 

2,15 ± 

0,03 

145,90 ± 

21,56 

1,94 ± 

0,03 

1,97 ± 

0,38 

Inoculado 
1580,75 

± 476,41 

2,12 ± 

0,002 

2,41 ± 

0,12 

144l60 ± 

17,10 

1,93 ± 

0,05 

2,06 ± 

0,55 

Fonte: Do autor (2019). 

 

O sucesso no processo de extração do RNA deve ser medido em função da quantidade, 

qualidade e integridade do RNA extraído (MA et al., 2015). É aceitável que a visualização de 

alíquotas em géis de agarose submetidos à eletroforese, seja fundamental para a certificação 

da integridade da amostra (DJAMI-TCHATCHOU; STRAKER, 2012; AHMAD et al., 2017). 

Assim, todas as amostras de RNA tratadas com DNAse foram submetidas a eletroforese em 

gel de agarose a 1%, verificando que o padrão de bandas estava dentro do esperado (FIGURA 

1). 

 

Figura 1 - RNA Total extraído pelo método PureLink. Alíquotas (2 μL) das amostras de RNA 

foram aplicados em gel de agarose a 1% coradas com brometo de etídio (0.5 μg 

mL-1). A ordem de aplicação das amostras no gel foi a seguinte: 1, 2, 3 (Mock 

Beryl), 4, 5, 6 (Mock Cornell 605), 7, 8, 9 (inoculado Beryl), 10, 11 e 12 Cornell 

605 inoculado). 

 
Fonte: Do autor (2019). 

  

Para certificação da qualidade do RNA extraído para reações enzimáticas 

subsequentes, as amostras foram convertidas em bibliotecas de cDNA (DJAMI-

TCHATCHOU; STRAKER, 2012) e submetidas a PCR utilizando-se primers para dois genes: 

o primeiro de expressão endógena (actina), e o segundo de expressão indutível (PvFBOX). 

Para ambos os genes, a expressão das bandas foi forte e regular, dando indícios de que todas 

as etapas realizadas até então, haviam sido satisfatórias. 
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É importante ressaltar sobre a extração de RNA a partir de hastes do feijoeiro, a 

existência de algumas dificuldades inerentes às características morfológicas do tecido em 

estudo. As hastes são compostas por tecidos de suporte de plantas, incorporados por 

metabólitos secundários que proporcionam rigidez tecidual e, consequentemente, resistência 

ao procedimento de maceração. Tais metabólitos são relatados na literatura como 

influenciadores na qualidade do RNA extraído (JORDON-THADEN et al., 2015; MA et al., 

2015). Uma das adaptações feitas no protocolo de extração do RNA total consistiu do 

aumento no número de lavagens por clorofórmio, uma vez que essa etapa elimina a 

contaminação e, consequentemente, apresenta um RNA mais íntegro para futura utilização, 

uma vez que os metabólitos secundários afetam a qualidade, o rendimento e as reações a 

jusante (AHMAD et al., 2017). 

 

3.3  Análises cDNA-RAPD 

 

Os perfis de amplificação por PCR utilizando primers RAPD sobre bibliotecas de 

cDNA, foram analisados para identificação de bandas de amplificação que apresentam 

polimorfismo claro entre as cultivares, visando identificação de diferencial de expressão entre 

os 4 tratamentos. A presente investigação revelou um alto nível de polimorfismo nos 

genótipos testados. Foram utilizados 58 primers RAPD para caracterização dos genótipos, 

porém, desse total, apenas 40 primers RAPD apresentaram polimorfismos nos tratamentos 

avaliados, gerando um total de 136 bandas polimórficas de um total de 255 bandas (53,34%). 

Foi obtido um número médio de 2 bandas polimórficas por primer, variando de 0 a 7 bandas 

no total (TABELA 4). Em ordem, nas combinações de primers OPB-10, OPA-04, OPA-07, 

OPB-07 e OPC-11 observou-se o maior número de marcadores polimórficos com 7, 7, 6, 6 e 

6 respectivamente  

Dos 58 primers testados, 8 foram selecionados (OPA-05, OPB-06, OPB-07, OPB-10, 

OPA-15, OPC-11, OPB-17 e OPC-19), tendo como base a ocorrência de polimorfismos, seja 

em caráter qualitativo ou quantitativo (FIGURA 2). O restante dos primers e seus respectivos 

fragmentos de PCR gerados, foram utilizados para análise de diversidade genética. A seleção 

dos primers foi baseada na robustez de amplificação, tanto para nitidez, quanto para 

intensidade das bandas, dando preferência para bandas polimórficas, de acordo com os 

critérios utilizados por Lynch e Milligan (1994). Esse critério foi utilizado, sendo uma 

maneira objetiva de se obter resultados mais concisos, utilizando as propriedades do RAPD. 

 



70 

 

Tabela 4 - Primers com seus respectivos graus de polimorfismo. LM: Locos Monomórficos; 

LP: Locos Polimórficos; TL: Total de Locos; % P: % Polimorfismo. (continua...) 

Primer Sequência (5'-3') TL LM LP %P 

OPA-05 AGGGGTCTTG 6 3 3 50,0 

OPA-06 GGTCCCTGAC 0 0 0 0,0 

OPA-07 GAAACGGGTG 12 6 6 50,0 

OPA-08 GTGACGTAGG 0 0 0 0,0 

OPA-09 GGGTAACGCC 5 2 3 60,0 

OPA-10 GTGATCGCAG 4 2 2 50,0 

OPA-11 CAATCGCCGT 0 0 0 0,0 

OPA-12 TCGGCGATAG 0 0 0 0,0 

OPA-13 CAGCACCCAC 10 5 5 50,0 

OPA-14 TCTGTGCTGG 0 0 0 0,0 

OPA-01 CAGGCCCTTC 0 0 0 0,0 

OPA-02 TGCCGAGCTG 10 5 5 50,0 

OPA-03 AGTCAGCCAC 10 5 5 50,0 

OPA-04 AATCGGGCTG 14 7 7 50,0 

OPA-16 AGCCAGCGAA 0 0 0 0,0 

OPA-17 GACCGCTTGT 4 2 2 50,0 

OPA-18 AGGTGACCGT 3 1 2 66,7 

OPA-19 CAAACGTCGG 4 2 2 50,0 

OPA-20 GTTGCGATCC 3 1 2 66,7 

OPB-01 GTTTCGCTCC 3 1 2 66,7 

OPB-02 TGATCCCTGG 0 0 0 0,0 

OPB-03 CATCCCCCTG 0 0 0 0,0 
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Tabela 4 -  Primers com seus respectivos graus de polimorfismo. LM: Locos Monomórficos; 

LP: Locos Polimórficos; TL: Total de Locos; % P: % Polimorfismo. (continua...) 

Primer Sequência (5'-3') TL LM LP %P 

OPB-04 GGACTGGAGT 2 1 1 50,0 

OPB-05 TGCGCCCTTC 7 3 4 57,1 

OPB-06 TGCTCTGCCC 7 3 4 57,1 

OPB-07 GGTGACGCAG 11 5 6 54,5 

OPB-08 GTCCACACGG 4 2 2 50,0 

OPB-09 TGGGGGACTC 10 5 5 50,0 

OPB-10 CTGCTGGGAC 12 5 7 58,3 

OPA-15 TTCCGAACCC 5 1 4 80,0 

OPC-11 AAAGCTGCGG 12 6 6 50,0 

OPC-12 TGTCATCCCC 2 1 1 50,0 

OPC-14 TGCGTGCTTG 4 2 2 50,0 

OPB-13 TTCCCCCGCT 0 0 0 0,0 

OPB-14 TCCGCTCTGG 0 0 0 0,0 

OPB-15 GGAGGGTGTT 10 5 5 50,0 

OPB-17 AGGGAACGAG 6 3 3 50,0 

OPB-18 CCACAGCAGT 0 0 0 0,0 

OPC-13 AAGCCTCGTC 2 1 1 50,0 

OPC-15 GACGGATCAG 10 5 5 50,0 

OPC-16 CACACTCCAG 8 4 4 50,0 

OPC-17 TTCCCCCCAG 0 0 0 0,0 

OPC-18 TGAGTGGGTG 2 0 2 100,0 

OPC-19 GTTGCCAGCC 5 2 3 60,0 
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Tabela 4- Primers com seus respectivos graus de polimorfismo. LM: Locos Monomórficos; 

LP: Locos Polimórficos; TL: Total de Locos; % P: % Polimorfismo. (conclusão...) 

Primer Sequência (5'-3') TL LM LP %P 

OPC-20 ACTTCGCCAC 6 3 3 50,0 

OPB-11 GTAGACCCGT 4 2 2 50,0 

OPB-12 CCTTGACGCA 0 0 0 0,0 

OPB-19 ACCCCCGAAG 0 0 0 0,0 

OPB-20 GGACCCTTAC 6 3 3 50,0 

OPC-01 TTCGAGCCAG 7 3 4 57,1 

OPC-02 GTGAGGCGTC 4 2 2 50,0 

OPC-03 GGGGGTCTTT 4 2 2 50,0 

OPC-04 CCGCATCTAC 2 1 1 50,0 

OPC-05 GATGACCGCC 0 0 0 0,0 

OPC-06 GAACGGACTC 4 2 2 50,0 

OPC-07 GTCCCGACGA 2 1 1 50,0 

OPC-08 TGGACCGGTG 9 4 5 55,6 

Total  255 119 136 53,34 

  

Dos oito primers selecionados 64 amplicons foram gerados, e destes, 36 são de bandas 

polimórficas (56,25%), o que é aproximado ao valor obtido por Maciel et al. (2001) em P. 

vulgaris. Esses altos valores podem ser devidos a natureza dos marcadores RAPD. O número 

de bandas obtidas com cada primer variou, chegando a apresentar 14 e 12 fragmentos para os 

primers OPA-04, OPA-07, OPB-10 e OPC-11 respectivamente. Já Zhang et al. (2008) 

realizaram um estudo de diversidade genética de 229 genótipos com 30 marcadores de micro-

satélite e relataram a detecção de 166 alelos com uma média de 5,5 alelos por loco, para todos 

os marcadores. Da mesma forma, Sharma et al. (2006) investigaram 46 acessos de feijão 

comum com marcadores RAPD e relataram uma geração de 43 amplicons com 70% de 

polimorfismo. 
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Figura 2 - Géis de cDNA-RAPD dos primers selecionados. Primer OPA-05 (A), Primer OPB-

06 (B), OPB-07 (C), OPB-10 (D), OPA-15 (E), OPC-11 (F), OPB-17 (G) e OPC-19 

(H). A ordem de aplicação das amostras no gel foi: 1, 2, 3 (Beryl inoculado), 4, 5, 6 

(Cornell 605 inoculado), 7, 8, 9 (Beryl não inoculado), 10, 11 e 12 (Cornell 605 não 

inoculado). 

 
Fonte: Do autor (2019). 

  

Os resultados revelaram que o alto nível de similaridade genética foi obtido entre 

cultivares inoculados e não inoculados de mesma cultivar, como de esperado. Para facilitar a 

visualização (FIGURA 3). 
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Figura 3 - Dendograma utilizando coeficiente de Dice. 

 
Fonte: Do autor (2019). 

  

Baseado no coeficiente de similaridade de dados, o índice variou de 0,348 a 0,639. O 

índice máximo de similaridade foi obtido entre os genótipos Beryl inoculado 2 e Beryl 

inoculado 3, enquanto que, o índice mínimo, como esperado, foi obtido por Cornell 605 não 

inoculado 1 e Beryl inoculado 1. Esse pequeno diferencial entre cultivares iguais pode ser 

explicado devido a adaptação ao meio ambiente, como por exemplo, pelo estresse biótico ou 

abiótico que cada planta recebe, além das condições e tipo de solo e práticas de cultivo no 

momento de seu crescimento em casa de vegetação. Nota-se que a variação das amplitudes foi 

pequena em razão do maior parentesco entre as cultivares, e que a amplitude aumenta de 

acordo com a divergência dos genótipos. 

Marcadores moleculares, diferentemente das características morfo-agronômicas, não 

são influenciados pelas condições ambientais e, portanto, são ferramentas mais confiáveis, 

não apenas para caracterizar os genótipos, mas também para mensurar a relação genética com 

maior precisão. O presente estudo estabeleceu a expressão gênica dos genótipos usando 

marcadores RAPD entre os genótipos estudados. O polimorfismo gerado pelo RAPD 

corresponde aos fragmentos aleatórios do genoma, amplificados ou não entre as linhagens 

utilizadas. Assim, é importante lembrar que a similaridade genética identifica com grande 

segurança o parentesco entre os genótipos. É importante relembrar, no entanto, que as análises 

foram feitas sobre material expresso na forma de cDNA. O indicativo de expressão gênica 

diferencial entre cultivares é bastante importante no que se refere aos genes que foram 
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expressos sobre cada circunstância. O sequenciamento das bandas polimórficas, seja em 

caráter qualitativo ou quantitativo deverá trazer informações muito importantes no 

entendimento de quais proteínas são produzidas nos primeiros dias após a infecção pelo 

patógeno. 

O estudo pode ser bem apoiado pela pesquisa de Chiorato et al. (2007), que estudaram 

um conjunto de 220 genótipos de feijoeiro e relataram que esses genótipos formaram dois 

grupos com 47 e 60% de similaridade genética, e interpretaram que tanto conjuntos de dados 

moleculares, quanto morfo agronômicos, são igualmente eficazes para quantificar e organizar 

a diversidade genética de grãos comuns. Da mesma forma, Jose et al. (2009) descobriram que 

o valor do coeficiente de similaridade pareada por Jaccard de 0,5 a 0,95, indicou uma variação 

genética intra-específica prevalente em variedades crioulas de feijão. 

 

5  CONCLUSÃO 

 

Este estudo verificou que o método de RAPD-cDNA, é um método alternativo 

interessante para análises de ESTs e de similaridade entre genótipos no nível de expressão 

gênica. Foi verificado número de bandas polimórficas em relação aos vários tratamentos, 

podendo ser putativos alelos, referente a resistência ao mofo branco do feijoeiro. Com isto, 

tais alelos podem ser estudados de forma mais aprofundada, a fim de identificá-los frente as 

características fenotípicas que lhe atendem. 
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