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RESUMO

SILVA, M.V da. Identificagiio de marcador RAPD ligado ao alelo Co-7 de
resisténcia do feijdo ao agente causal da antracnose. Lavras: UFLA., 2000.
41p. (Dissertagdo- Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)

A antracnose do feijoeiro, causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum, é uma das doengas mais importante por ocorrer em todo o pais
e causar grandes perdas nessa cultura. A cultivar G2333, portador de trés alelos
dominantes de resisténcia, de genes diferentes, Co-#°, Co-5 e Co-7, é uma
conhecida fonte de resisténcia a 25 racas de C. lindemuthianum, identificadas no
Brasil, sendo que o alelo Co-7 ainda ndo havia sido marcado. Este trabalho teve
como objetivo, identificar marcadores moleculares do tipo RAPD, ligados ao
alelo Co-7, visando auxiliar na selecio de plantas resistentes ao C.
lindemuthianum. Foi utilizada a populagdo F, [ESAL 696 (G 2333 x ESAL
696)), em que a linhagem ESAL 696 é portadora do alelo Co-5. A segregacao de
metade das plantas resistentes e metade suscetiveis, apés a inoculagdo com a
raga 2047, confirmou o controle genético devido apenas ao gene Co-7.
Empregou-se 0 método dos bulks segregantes de DNA, extraido de plantas
- constituintes da popula¢io F, de retrocruzamento. Procedeu-se a reagio RAPD
dos bulks e foi identificado o primer OPLO4, que amplificou um fragmento de
DNA, com cerca de 1000 pares de base (pb) ligado ao alelo Co-7. Na analise de
co-segregacdo, verificou-se que esse marcador esta estreitamente ligado ao alelo
de resisténcia, a uma distancia de 0,0 cM, e se constitui em um excelente
marcador, para a selegdo indireta de plantas portadoras do alelo Co-7 em
populagdes segregantes.

* Orientador: Jodo Bosco dos Santos- UFLA.



ABSTRACT

SILVA, M.V da. Identification of RAPD marker linked to the common bean
Co-7 allele for resistance to causal agent of anthracnose. Lavras: UFL{\,
2000. 41p. (Dissertation- Magister Science in Genetics and Plant Breeding)

Common bean anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum
lindemuthianum, is one of the most important diseases occurring all over the
country and causing large losses in the crop. The cultivar G2333, carrier of three
dominant resitance alleles of different genes, Co-#°, Co-5 and Co-7, is a known
source of resistance to 25 races of C. lindemuthianum identified in Brazil,
although the Co-7 allele has not been marked yet. This work was designed to
identify RAPD molecular markers linked to Co-7 the allele aming indirecthy to
select resistant plants in segregating populations. The population F; [ESAL 696
(G2333 x ESAL 696)] was utilized in which the line ESAL 696 is the carrier of
the Co-5 allele. The segregation of half resistant plants and half susceptible, after
inoculation with race 2047, confirmed the genetic control to due only the Co-7
gene. The bulk segregat procedure extracted DNA from plants constituting the
backcross population was employed. The RAPD reaction of the bulks was
proceeded and the primer OPL0O4 was identified, which amplified a DNA
fragment of about 1000 base pairs (bp), linked to the Co-7 allele. In the co-
segregation analysis, it was found that this marker is closely linked to the
resistance allele at a distance of 0,0 cM, and becomes an excelent marker aming
at the indirect selection of plants carrying the Co-7 allele in a segregating
populations.

* Adviser: Jodio Bosco dos Santos.



1 INTRODUCAO

Apesar do Brasil ser o maior produtor e consumidor mundial de feijdo
(Phaseolus vulgaris), ainda apresenta produtividade média de cerca de 600 kg
por hectare (CONAB, 1999). Esta produgiio é afetada por diversos fatores
negativos e dentre eles, destacam-se como principais, a ocorréncia de varias
doengas, especialmente porque a maioria das cultivares é suscetivel. Entre as
cultivares utilizados no Brasil e no estado de Minas Gerais, a maioria
corresponde aquelas com tipo de grios semelhantes ao da cultivar Carioca, que é
uma das preferidas (Ramalho e Abreu, 1998). A cultivar Carioca tradicional, que
ainda é utilizada, é suscetivel 4 maioria dos patogenos importantes.

Entre os patogenos do feijoeiro, a antracnose causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Scrib., é uma das doengas mais
importantes, por ocorrer em todo o pais e causar até perda total da cultura,
dependendo das condi¢Ges ambientais (Rava, Purchio e Sartorato, 1994).

Diversas estratégias sdo utilizadas para o controle da doenga,
destacando-se o uso de cultivares resistentes, como uma das mais eficientes,
principalmente por ndo onerar o custo de produgfio, além de contribuir para
evitar o controle quimico, o qual, além de caro causa os danos ambientais ja
conhecidos.

O desenvolvimento de cultivares resistentes é viavel porque existem
vanos genes independentes de resisténcia e, em cada, um ou mais alelos
conferem resisténcia a varias racas ( Rava, Purchio e Sartorato, 1994; Pastor-
Corrales et al., 1994; Young e Kelly, 1996). Ha, no entanto, o problema da
durabilidade de uma cultivar resistente, quando portadora de apenas um alelo de

resisténcia, pelo fato da maioria dos alelos de resisténcia a antracnose conferir



resisténcia completa, exercer uma grande pressio de selegdo na populagio de
patdgeno e favorecer a selecdo de nova raga que o venga.

Uma altemativa para aumentar a vida util dos alelos verticais, de
resisténcia de genes diferentes, é a de construir uma pirimide de genes, ou seja,
a colocagio dos mesmos em uma imica cultivar, sendo considerada uma
estratégia muito eficiente no controle de doencas (Michelmore, 1995; Kelly e
Miklas, 1998).

Existe a dificuldade para identificagio de uma cultivar, com varios
alelos de resisténcia de genes diferentes, devido a necessidade de um conjunto
de ragas do patégeno diferenciadoras dos vérios alelos e, muitas vezes, tais ragas
ndo sdo disponiveis. Atualmente, é possivel a marcagdo dos diferentes alelos
com um marcador molecular como o RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), que tem sido usado com sucesso em varias oportunidades (Michelmore,
Paran e Kesseli, 1991; Kelly, 1995; Adam-Blondon, et al., 1994; Young et al.,
1998), eliminando-se a necessidade de inoculagiio, na avaliagio e selegio de
plantas portadoras de alelos de resisténcia de um ou mais genes.

Varios alelos de resisténcia ao C. lindemuthiarum ja foram marcados
(Adam-Blondon et al., 1994; Alzate-Marin et al., 1997; Santos, Castanheira e
Melo, 1996; Young et al., 1998; Castanheira et al., 1999). Entretanto, um dos
alelos mais importantes ¢ o Co-7, presente na cultivar G2333 (Young et al.,
1998), por conferir resisténcia a todas as ragas identificadas no Brasil (Rava,
Purchio e Sartorato, 1994), ainda ndo foi marcado.

Diante dessas consideragdes, o objetivo deste trabalho foi a marcagdo do
alelo Co-7 de resisténcia da linhagem G2333, com marcadores RAPD e estimar
a distancia entre os marcadores e o alelo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideragdes gerais da antracnose do feijoeiro

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magnus) Lams - Scrib, é uma das doen¢as mais graves e
economicamente importante do feijio comum (Phaseolus vulgaris L.), afetando
em todo mundo as cultivares suscetiveis e estabelecendo-se, preferencialmente,
em regides de temperaturas moderada a fria e com alta umidade ambiental,
como as zonas temperadas e subtropicais (Chaves, 1980; Pastor-Corrales et al.,
1995; Tu, 1992; Schwartz, 1991).

As perdas ocasionadas pela antracnose podem chegar a 100%,
principalmente quando sio empregadas sementes infectadas de cultivares
suscetiveis. Além de diminuir o rendimento da cultura, a antracnose deprecia a
qualidade do produto, por ocasionar manchas no grio, tomando-o indesejavel
para o consumo ( Chaves, 1980; Rava, Purchio e Sartorato, 1994).

Essa doenga possui distribuigio ampla e ja foi constatada em varios
paises da Europa, Africa, Australia, Asia e Américas. No Brasil, a antracnose é
prevalescente nos principais estados produtores (Rava, Purchio e Sartorato,
1994) como: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Goéias, Bahia ¢ Pemambuco, sendo importante ainda nos estados do
Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba.

O Estado de Minas Gerais € responsavel por cerca de 12% da produgdo
nacional de feijdo, sendo o segundo estado maior produtor do Brasil, com uma
area plantada de, aproximadamente, 439.700 ha (Anuario da Agricultura
Brasileira, 1999). Entretanto, a produtividade média da cultura neste estado esta
estacionada ao redor de 620 kg/ha. Em Minas Gerais, a antracnose causa perdas



consideraveis, particularmente, nas regides Sul e Zona da Mata, onde as
condiges climiticas favorecem o desenvolvimento do fungo (Vieira, 1988).

O fungo C. lindemuthianum ( Sacc. e Magnus) Lams - Scrib., agente
etiologico da antracnose, pertence & divisio Eumycora, subdivisio
Deuteromycotina, sendo essa fase assexual (Webster, 1974 ; Smith, 1979). Em
sua fase sexual, esse fungo é denominado Glomerella cingulata (Stonem.)
Spauld. et V. Schrenk f. sp .phaseoli Kimati ( Kimati e Galli, 1970), classificado
dentro da divisio Eumycota, subdivisio Ascomycotina. Nessa fase, o
aparecimento de novas ragas, entre os diversos mecanismos, pode ser
proporcionado pela recombinagio sexual (Batista e Chaves, 1982; Roca, 1997).

A infecgdo do feijoeiro comum, pelo C. lindemuthianum, pode provocar
sintomas em toda a parte aérea da planta (Crispin, Sifuentes e Avila, 1976;
Chaves, 1980). Surgem lesSes de tamanhos variados em folhas, hastes, vagens e
sementes. Quando a fonte da infecgio é a semente, verificam-se lesGes
necroticas (primeiros sintomas) nas folhas cotiledonares. As lesdes foliares
ocorrem, principalmente, nas nervuras principais, de cor vermetho-alaranjada a
purpura, tomando-se, posteriormente, de cor escura. A infecgdo pode também
ocorrer na haste da folha, onde em casos severos, enfraquece a tal ponto, que a
folha se dobra no sitio da lesdo. Nas vagens, as lesdes apresentam-se como
cancros deprimidos, de forma armedondadas, com margens ligeiramente
proeminentes, delimitadas por um anel preto, com borda laranja-avermelhada
(Pastor-Corrales e Tu, 1989). Quando as condi¢des ambientais sio favoraveis,
forma-se uma massa de esporos, de coloragio rosada no centro das lesdes.
Vagens novas chegam a murchar e secar se a infecgio for severa. A partir das
vagens, o fungo pode atingir os cotilédones e o tegumento da semente em
desenvolvimento. As sementes infectadas apresentam-se freqiientemente
descoloridas e com lesGes na forma de cancros ligeiramente deprimidos (Balmer
e Galli, 1978; Mohan, Bianchini e Menezes, 1989).



Diversas estratégias estdo sendo estudadas no Brasil e em outros paises,
procurando meios eficazes de combate a antracnose. O uso de sementes livres do
patogeno é uma das praticas culturais mais importantes para o controle da
doenga. A rotagio de culturas, com plantas nio hospedeiras, por 2 a 3 anos,
como cereais ¢ milho, pode reduzir a quantidade de indculo inicial, de restos
culturais infectados (Zaumeyer e Thomas, 1957). Pio-Ribeiro e Chaves (1975)
sugeriram o uso de cultivares resistentes e o plantio de sementes sadias, como
métodos de controle mais eficientes da antracnose. Isso porque, praticamente,
ndo onera o custo de produgdo, além de contribuir para evitar o controle
quimico, o qual torna o feijdo mais caro e causa os danos ja conhecidos devido a
poluigdo.

2.2 Variagio patogénica de Colletotrichum lindemuthianum

O fingo C. lindemuthianum possui ampla variabilidade em relagdio a
capacidade de causar doenga em varias cultivares. Tal variabilidade ¢é
identificada como diferentes racas fisiologicas (Rava, Purchio e Sartorato,
1994).

Inicialmente, a variagdo patogeénica de C. lindemuthianum foi observada
por Barrus, desde 1911 e relatou, em 1918, ao constatar que cultivares de feijdo,
quando inoculadas com isolados, de diferentes procedéncias, tinham
comportamentos diferenciados, indicando a existéncia de duas racas distintas do
patogeno - as ragas Alfa e Beta.

A variabilidade patogénica do fungo C. lindemuthianum, na América
Latina, é maior do que a encontrada na Africa, Europa, Australia, nos EUA e no
Canada, sendo os isolados latinc-americanos, os mais virulentos (Pastor-
Corrales, 1992 a).



No Brasil, Kimati e Galli (1970) relataram a ocorréncia das ragas Alfa e
Mexicano Il e uma nova raca, que poderia ser a raga Delta. Oliveira, Antunes e
Costa (1973) relataram, pela primeira vez, as ragas: Gama, Mexicano I e
Brasileiro I, além de Alfa e Beta. Oliari, Vieira e Wilkison (1973) relataram, em
Minas Gerais, as ragas BA -1,2 (Alfa), BA -3 (Brasileiro‘ Il = Alfa), BA 4, 5
(Brasileiro I) e BA -6, 7, 8 (Mexicano II). Menezes et al. (1982) identificou as
ragas Alfa, Delta, Epsilon, Lambda, Capa, Zeta, Eta, Teta e MU, utilizando
materiais provenientes de 16 estados brasileiros.

Diante da utilizagdo de diferentes conjuntos de cultivares
diferenciadores, para a classificagdo das racas, decidiu-se, no Primer Taller de
Antracnose del Frijol en América Latina, CIAT, Cali (1988), pela adogio
universal de um conjunto de cultivares diferenciadores e uma nova metodologia
para a nomenclatura de ragas do patdgeno da antracnose. Essa nova
nomenclatura é baseada num "Sistema Binario", usando 12 cultivares
diferenciadores de feijdo (d), que sfo identificados pelos nimeros de 1 a 12. A
designacdo de um dada raga é obtida pela soma dos valores numéricos (2°), de
cada cultivar diferenciador, que é suscetivel a essa ra¢a (tabela 1).

No trabalho de Rava, Purchio e Sartorato (1994), utilizando esse novo
procedimento de identificagdo, foram classificados no Brasil, 25 ragas
diferentes, pertencentes aos grupos Alfa, Delta, Gama, Mexicano I, Mexicano II
e Brasileiro L.



TABELA 1. Cultivares diferenciadores de Phaseolus vulgaris, utilizados para a
classificacdo de ragas de C. lindemuthianum pelo sistema binario

(Pastor - Corrales, 1992 b).

Cultivares Diferenciadores Valor Numérico (2°)
1.Michelite 1
2. MDRK 2
3.Perry Marrow 4
4. Comell 49242 8
5. Widusa 16
6. Kaboon 32
7. Mexico 222 64
8. P1207262 128
9. TO 256
10. TU 512
11. AB 136 1024
12. G2333 2048

2.3 Melhoramento visando resisténcia a antracnose

O método de controle mais pratico e econémico é a utilizagio de
cultivares resistentes e tem sido amplamente utilizado em diversos paises. Ha,
no entanto, o problema da durabilidade de uma cultivar resistente, quando
portadora de apenas um alelo de resisténcia. Provavelmente, cultivares com
varios alelos de resisténcia de genes diferentes, sejam mais duradouras (Kelly e
Miklas, 1998). O entrave maior, no uso dessa estratégia, di-se pela ampla
variabilidade do patégeno. E proposto que se realize um monitoramento
constante da variabilidade do patogeno C. lindemuthianum, tendo em vista que



novas ragas tém apresentado capacidade para vencer a resisténcia de cultivares
do feijoeiro (Rava, Purchio e Sartorato, 1994).

Desde 1991 até¢ 1994, intimeros trabalhos foram realizados para
caracterizar fontes de resisténcia a antracnose (Tabela 2).

TABELA 2. Alelos de resisténcia do feijoeiro de diferentes genes, contra
diferentes racas de C. lindemuthianum, identificados desde 1991
até 1994 (Alzate-Marin, 1996 ¢ Basset, 1996).

Ragas Alelos de resisténcia & antracnose

Alfa Alelos Dominantes: A B , Are, Mex L I, II e alelos X e Y, que atuam
como complementares

Beta Alelos Dominantes: Are e B, (duplicados) e C ¢ D (complementares);
Mex I

Delta Alelos Dominantes Are, M, N e P ¢ mais complementares; Alelos de

genes independentes : Are, R, N ¢ P (complementares) ¢ T, U e V
(complementares e recessivos); Alelos dominantes : Are, M, A, N e P,
sendo N e P complementares

Capa Alelos Dominantes Q, O e R e complementares

Gama Alelos Dominantes ¢ independentes: Are, G ¢ H e pelos sistemas
complementares: I-J e K-L

Ba-5 Alelos envolvidos de 6 genes: Are (dominant2), br e s (duplicados

recessivos ¢ com agio epistatica sobre Are em condicio de dominéncia),
g, z ¢ w (complementares recessivos)

Epsilon Alelo dominante Are

Lambda Alelo dominante Are

Constata-se, na Tabela 2, que alguns alelos, como o Are, por exemplo,
que confere resisténcia a um grande numero de ragas e, por isso, dificulta a
identificacdo de cultivares ou linhagens, que sio portadores do mesmo. Para
isso, seria necessario utilizar-se de ragas especificas para a identificagio da



presenca desses alelos, em um dado gendtipo de feijdo, as quais nem sempre sdo
disponiveis.

Além disso, nota-se também na Tabela 2, uma multiplicidade de
simbolos, para identificar os genes de resisténcia. Visando simplificar essa
situa¢do, Basset (1996) apresenta uma nova nomenclatura, para designar os
genes de resisténcia do feijoeiro, usando o simbolo Co (de Colletotrichum).
Foram denominados, até o momento, os seguintes alelos: Co-1 (A), encontrado
na cultivar andino, Michigan Dark Red Kidney; Co-2 (Are), encontrado nas
diferentes cultivares mesoamericanos, como Comell 49242; Co-3 (Mex.D),
encontrado na linhagem mesoamericana México 222; Co-3%, um alelo
altemativo para o loco Co-3, encontrado na linhagem mesoamericana México
227; Co-4 (Mex.II), encontrado na cultivar diferenciador TO; Co4%, um alelo
altemativo para o loco Co-4, encontrado na cultivar G2333 e identificado por
Young et al. (1998); Co-5 (Mex.II), encontrado nas cultivares mesoamericanos
TU, G2333 e selegiio 1360; Co-6, identificados por Schwartz, Pastor-Corrales e
Singh (1982), encontrado na cultivar diferenciador mescamericano AB 136;
Co-7, identificado por Pastor-Corrales et al. (1994), encontrado na cultivar
diferenciador G2333; e co-8, encontrado na cultivar AB 136, identificado por
Alzate-Marin (1996).

O programa de melhoramento de feijoeiro do CIAT recomenda quatro
estratégias, para o desenvolvimento de cultivares resistentes a antracnose:
identificagdo e selegio de diferentes fontes parentais; recombinagdo de duas ou
mais fontes; reunifio de diversos mecanismos de resisténcia e sua transferéncia
para genotipos adaptados as diversas regides (Singh et al., 1992).

Como ja mencionado, o controle da antracnose via resisténcia ¢
amplamente viavel, porque existem varios genes independentes no feijio e, em
cada, um ou mais alelos conferem resisténcia a varias ragas (Rava, Purchio e
Sartorato, 1994; Pastor-Corrales et al., 1994; Young e Kelly, 1996; Basset 1996;



Alzate-Marin et al., 1997; Young e Kelly, 1997; Geffroy et al., 1998; Young et
al.,1998).

Em fungdo da pequena durabilidade das cultivares resistentes, com
apenas um alelo, uma altemativa para aumentar a vida util dos alelos verticais,
de resisténcia de genes diferentes, é a colocagio dos mesmos em uma tinica
cultivar, isto ¢, construir uma pirimide de genes (Pedersen e Leath, 1988;
Mundt, 1990 e 1991, Singh et al., 1992; Young e Kelly, 1996; Miklas, Johnson e
Stone, 1996; Young e Kelly, 1997; Alzate-Marin et al., 1999).

Para construgio de uma pirimide de genes existem duas dificuldades
principais: a primeira é conseguir varios alelos verticais de resisténcia e
eficientes para o controle do patdgeno, nas principais regides produtoras. Para
se determinar quais alelos verticais sio eficientes para o controle da doenga, em
uma dada regidio, é necessario fazer um levantamento da populagio do patégeno
e identificar quais ragas sdo predominantes, como realizado por Rava, Purchio e
Sartorato (1994), nas principais regides brasileiras produtoras de feijio.

A segunda dificuldade para a construgio de uma pirdmide de genes é
identificar a presenca de dois ou mais alelos de resisténcia em um tnico
genétipo (Tabela 2). Especificamente, para o controle do C. lindemuthianum, em
que os principais alelos conferem resisténcia a um grande mimero de ragas, é
entio necessario um conjunto de ragas diferenciadoras dos alelos em aprego,
para que eles possam ser identificados em um unico genétipo. Como todas as
racas ndo sio disponiveis, para serem usadas como diferenciadoras de genes e
algumas nem foram identificadas, é impossivel se ter a certeza de forma rapida,
que dois ou mais alelos ocorrem em um inico genétipo, utilizando os
procedimentos normais de genética por meio da inoculagio (Young et al., 1998).

Uma possivel alternativa para a solugfio desse problema é a marcagio
dos diferentes alelos, com um marcador molecular como o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), que tem sido usado com sucesso, em programas

10



de melhoramento do feijoeiro, visando resisténcia as principais doengas, como
antracnose, ferrugem e virus do mosaico comum. Tais marcadores permitem a
selecdo indireta dos mesmos para, posteriormente, serem piramidados numa s6
cultivar (Michelmore, Paran e Kesseli, 1991; Vallejos, Sakiyama e Chase, 1992;
Haley, Afanador e Kelly, 1994; Adam-Blondon et al., 1994; Michelmore, 1995;
Kelly e Miklas, 1998).

Cultivares melhorados para a resisténcia a antracnose, ainda representam
uma das principais contribui¢Ses dos programas de melhoramento de feijoeiro.
O melhoramento assistidlo por marcadores, comparado aos métodos
convencionais, oferece maior eficiéncia e rapidez, principalmente, se forem
utilizados marcadores genéticos estreitamente ligados e flanqueando o alelo de
interesse, reduzindo o nimero dos exaustivos testes de patogenicidade e,
principalmente, viabilizando a construgdo de pirdmides (Young e Tanksley,
1989; Kelly e Miklas, 1998).

Uma das doze cultivares diferenciadoras para a antracnose é a cultivar
G2333, que é resistente a todas as ra¢as e possui trés alelos de resisténcia contra
o patégeno, Co-4*, Co-5 e Co-7, dos quais, os dois primeiros ja foram
identificados por marcadores moleculares ligados a eles (Young e Kelly, 1997,
Young et al., 1998; Castanheira, et al., 1999). Porém, ela é uma linhagem de
habito de crescimento IV, sensivel ao fotoperiodo e com grios vermelhos e
brilhantes, portanto, inaceitavel para uso como cultivar. Assim, um eficiente
aproveitamento dessa fonte de resisténcia é por meio do seu cruzamento com um
genitor com boas caracteristicas agronémicas, o qual deve ser empregado como
genitor recorrente em um programa de retrocruzamento.
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2.4 Marcadores de DNA

Marcadores moleculares de DNA diferenciam dois ou mais individuos e
s30 herdados geneticamente. Os distintos tipos de marcadores, hoje disponiveis,
diferenciam-se pela tecnologia utilizada, para revelar variabilidade a nivel de
DNA. Os principais tipos de marcadores moleculares podem ser classificados
em dois grupos, conforme a metodologia utilizada, para identifica-los:
hibridagdo ou amplificagio de DNA.

Entre os identificados por hibridagio estio os marcadores RFLP
("Restriction Fragment Lenght Polymorphism") e minisatélites ou locos VNTR
("Variable Number of Tandem Repeats"). J4 aqueles revelados por amplificagiio
incluem os marcadores do tipo: PCR ("Polymerase Chain Reaction"); RAPD
("Random Amplified Polymorphic DNA"); SCAR ("Sequence Characterized
Amplified Regions"); Microsatélites ¢ AFLP ("Amplified Fragment Lenght
Plymorphism") (Milach, 1998).

Os marcadores moleculares véem sendo utilizados com diversas
finalidades, como na construgio de mapas genéticos, na selegdo de germoplasma
em programas de melhoramento, permitindo a caracterizagio de diferentes
genctipos (fingerprinting); no estabelecimento de filogenias; na clonagem de
genes baseada em mapa (“positional cloning” ou "map-based cloning") e,
principalmente, na identificacdo de alelos de efeitos principais e a selegdo
indireta dos individuos portadores dos mesmos (Sterling, Eden e Aitken, 1995;
Painting, 1996).

2.4.1 Marcadores PCR ¢ RAPD

A técnica PCR foi desenvolvida em 1984, por Kary Mullis (Mullis e
Falloona, 1987; Saiki et al., 1985) e consiste na amplificagio, in vitro, de
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fragmentos de DNA, usando oligonuclectideos iniciadores ou primers de
seqiiéncia conhecida e complementares as extremidades do segmento a ser
amplificado, direcionando a sintese do DNA- alvo, em ciclos repetidos (Mullis,
1990; Vas, 1985).

Cada ciclo de amplificagdo, na técnica de PCR, compreende trés etapas:
(1) desnaturagdio da molécula da DNA, com temperatura entre 91 - 94° C, (2)
pareamento (anelamento) dos primers as regides complementares no DNA e (3)
extens3o dos primers pela DNA polimerase. Estas estapas sdo realizadas em um
termociclador, que fomece as temperaturas e respectivos tempos adequados,
para desnaturagio do DNA, anelamento dos primers e extensio do DNA em
cada ciclo de replicacdo, durante 25 a 40 ciclos ( Passos - Bueno e Zatz, 1995).

A partir do PCR foram desenvolvidos outras classes de marcadores
moleculares, como, por exemplo, a dos marcadores RAPD (" Random Amplified
Polymorphic DNA") ( Williams et al., 1990). Diferentemente do PCR, os
marcadores moleculares do tipo RAPD utilizam um unico primer de sequéncia
arbitraria, usualmente de oito a dez nuclectideos.

Os produtos de amplificagio do RAPD sido separados por eletroforese,
sendo desconhecida a identidade das seqiiéncias amplificadas. Constituem-se em
amostras de fragmentos de DNA, da espécie utilizada, havendo a chance de se
reproduzir alguns milhares por espécie (Ramalho, Santos e Pinto, 2000). Assim,
existe a possibilidade de serem encontrados alguns préximos (ligados) ao alelo
de interesse. Esses marcadores n3o requerem sondas ou preparagdo de filtro de
hibrida¢do, para isolar bandas de DNA, requerem pequenas quantidades de
DNA, menores custos e tempo requerido, na obteng3o de resultados (Williams et
al., 1990; Edwards, Johnstone e Thompson, 1991; Kesseli, Paran e Michelmore,
1992; Afanador, Haley e Kelly, 1993).

Auxiliando os programas de melhoramento, os marcadores RAPD tém
sido amplamente utilizados na identificagdo de polimorfismos ¢ de genes de
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resisténcia a doencas em feijoeiro (Nodari et al., 1993; Adam-Blondon et al.,
1994; Haley, Afanador e Kelly, 1994; Kelly, 1995; Miklas, Johnson e Stone,
1996, Young e Kelly, 1996; Castanheira, Santos e Melo, 1996; Santos,
Castanheiro e Melo, 1996; Alzate-Marin et al., 1997; Young e Kelly, 1997;
Kelly e Miklas, 1998; Young et al,, 1998; Arruda, 1998 : Castanheira et al,
1999), alface (Paran e Michelmore, 1993) e tomate ( Martin, Williams e
Tanksley, 1991); na viruléncia e diversidade genética em C. lindemuthianum
(Otoya et al., 1993; Vilarinhos et al., 1995; Mesquita, 1997; Alzate-Marin et al.,
1999); na identificagdo de hibridos verdadeiros em feijoeiro (Alzate-Marin et
al,, 1996).

A eficiéncia da selegdo, assistida por marcadores moleculares do tipo
RAPD, pode ser aumentada pelo uso simultineo de marcadores em acoplamento
e em repulsdo, fortemente ligados e flanqueando o alelo de interesse. Se esse
alelo for dominante, os marcadores RAPD em repulsio, estardo presentes nos
individuos homozigotos recessivos ou heterozigotos. (Alzate-Marin et al.,1997;
Haley, Afanador e Kelly, 1994; Young e Kelly, 1997).

Os problemas iniciais de repetibilidade entre laboratorios, motivados
pela sensibilidade do RAPD as condigdes da reagdo de amplificagio, podem ser
superados por meio da padronizagdo da técnica (Yu et al, 1993; Ferreira e
Grattapaglia, 1995; Painting, 1996; Williams, Rafalski e Tingey, 1993).
Atnalmente, é possivel aumentar a repetibilidade de um marcador RAPD de
interesse mais especifico, demominado SCAR- Sequence Characterized
Amplified Regions (Melotto, Afanador e Kelly, 1996), que consiste em isolar o
fragmento de RAPD de interesse, seqiiéncia-lo e construir um par de primers
com cerca de 20-25 bases que amplificam o fragmento em apreco. Portanto,
consiste na transformag¢do do RAPD em PCR.

Quando o interesse do melhorista é apenas identificar alelos de interesse
de efeitos principais, por meio de marcador, um procedimento altamente
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eficiente, envolve a analise de misturas de DNA de individuos, com o mesmo
gendtipo, para o loco de interesse obtido de uma populagdo segregante. Essa
estratégia foi inicialmente proposta por Amheim, Starnge e Erlich, (1985) e
modificado por Michelmore, Paran e Kesseli (1991) que propuseram seu uso
para a rapida identificacio de marcadores, em regiGes especificas do genoma,
utilizando populagdes segregantes, sendo a técnica denominada de "BSA-
Bulked Segregant Analysis". A técnica vem sendo empregada com marcadores
RAPD e diversos outros marcadores de DNA em vista da sua grande eficiéncia
para identificar alelos de interesse. Apos a identificagdo dos marcadores em uma
populagdo segregante, geralmente F, ou retrocruzamento, é também possivel
estimar a distdncia entre o marcador e o alelo de interesse.

O BSA tem sido utilizado com sucesso na identificagdo de marcadores
ligados a caracteristicas de heran¢a simples, como o caso da maioria dos genes
verticais de resisténcia a doengas, como a identificagio de marcadores RAPD e
RFLP associados a resisténcia do mildio (Bremia lactuca), um importante
patogeno de alface (Lactuca sativa) (Michelmore, Paran ¢ Michelmore, 1991;
Paran e Michelmore , 1993); a Pseudomonas syringae, em tomate (Martin,
Williams e Tanskley, 1991); a Puccinia graminis, em aveia (Avena stativa)
(Penner et al., 1993); a Uromyces phaseoli, em feijio (Miklas, Stavely e Kelly,
1993; Haley, Afanador e Kelly, 1994); a Leptosphaeria maculans, em colza
(Ferreira, 1993); a Rhynchosporium secalis, em cevada (Barua et al., 1993);
Cronartium ribicola, em Pinus lambertiana (Devey et al, 1995); a
Phaoeisariopis griseola, em feijao comum (Ferreira, 1998). Especificamente em
relagdo ao Colletotrichum lindemuthianum em feijdo comum, varios marcadores
ligados a alelos de interesse ja foram identificados (Tabela 3; Adam-Blondon et
al, 1994; Castanheira, Santos e Melo, 1996; Young e Kelly, 1996; Alzate-
Marin, 1996; Santos e Ferreira, 1996; Santos, Castanheira e Melo, 1996; Young
e Kelly, 1997; Young et al., 1998; Arruda, 1998; Castanheira et al., 1999).
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TABELA 3. Marcadores RAPD ligados a genes de resisténcia a antracnose

Gene de Fonte Origem Marcador RAPD e SCAR,
Resisténcia e distincia em cM (Cis=C
e Trans=T)
Co-1 Michigan Dark  Andina OF 10530 (1,9cM)
Red Kidney
Co-2 Cornell 49242 Mesoamericana  0Q41440. (2,0 cM)
OH20450
B355,400; (5,4 cM)
Co-3 Mexico 222 Mesoamericana  Sem relato
Co-32 Mexico 227 Mesoamericana  Sem relato
Co4 TO, P45 Mesoamericana ANT-TOlg;, (0,0 cM)
0C08:0s5: (13,3 cM)
Co-4? G2333 Mesoamericana  OAL974.(3,1 cM)
0AS13g50; (0,0 cM)
SAS13
Co-5 TU, G2333, Sel. Mesoamericana OABS3 45 (5,9 cM)
1360, Ouro OF1055c (11,5 cM)
ORO03:112, (36,3 cM)
Co-6 ABl136 e Sel. Mesoamericana OAHI1 7 (12,3 cM)
1308 0AK20490: (7,3 cM)
OPZ09yso. (20,4 cM)
OPZ04s4. (2,8 cM)
Co-7 G2333 e Sel. Mesoamericana Sem relato
1308
co-8 AB-136 Mesoamericana Sem relato
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Genitores e cruzamentos

Foram utilizadas a fonte de resisténcia G2333 e a linhagem ESAL 696.
A G2333 é uma das 12 cultivares diferenciadores para a antracnose, sendo
portadora de trés alelos dominantes de resisténcia de genes independentes, Co-
£, Co-5 e Co-7, que conferem resisténcia a todas as ragas de C. lindemuthianum
identificadas no Brasil. Entretanto, ela possui grios vermelhos, habito de
crescimento tipo IV, sensibilidade ao fotoperiodo, sendo totalmente inadequada
para o cultivo na regido. A linhagem ESAL 696 possui o alelo Co-5 de
resisténcia ao patogeno, grios do tipo Carioca, habito de crescimento tipo Il e
excelente potencial de produgdo de grios.

Inicialmente, foi realizado o cruzamento G2333 x ESAL 696 e,
posteriormente, o retrocruzamento (RC;) ESAL 696 ( G2333 x ESAL 696),
sendo obtidas 78 plantas F;.

3.2 Cultivo e inoculagfio da raga 2047 de C. lindemuthianum na populagiio
F; ESAL 696(G2333 x ESAL 696)

A raca de C. lindemuthianum utilizada para inoculagdo da populagio
FiRC, foi a 2047, proveniente de uma cultura monospérica, que foi incubada em
meio M3 (Junqueira et al., 1984) sob condigSes assépticas, em cimara de
crescimento a temperatura em tomo de 20°C, por um periodo de 10 dias. A
partir dessa cultura, foi preparada uma suspensio de esporos, contendo cerca de
1,2 x 10° conidios por mililitro.

As plantas da populagio F,RC, foram crescidas em vasos, de cerca de
15 kg de solo. A inoculagio foi realizada cerca de 10 (dez) dias apés a
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emergéncia, quando as plantas apresentaram as folhas primadrias abertas. Apés a
inoculagdo, as plantas foram mantidas sob condicdes de 100% de umidade
relativa, durante cinco dias. Todas plantas que exibiram os sintomas tipicos de
necrose das nervuras foliares ou morte foram consideradas suscetiveis.

3.3 Extraciio do DNA

Foram utilizadas as plantas F\RC,. Antes de se proceder a inoculagdo
(item 3.2) foi coletada uma das folhas primarias de cada planta, para a extragio
de DNA, utilizando-se o procedimento modificado de Rogers e Bendich (1988).
As folhas foram maceradas com areia, juntamente com 10 ml de um tampio de
extragdo [ 0,2 g de brometo de cetiltrimetil-aménio (CTAB); 1 ml de TRIS 1M;
0,4 ml de EDTA 0,5 M; 0,82 g de NaCl; 0,1 g de polivinilpirrolidona 40.000;
8,6 ml de agua pura), pré-aquecido a 65°C e 20pl de 2-B- mercaptoetanol. Em
seguida, o macerado foi mantido em banho-Maria a 65°C, por cerca de 30
minutos, agitando-o a cada 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 10 ml da
solugdo, de 24 cloroformio : 1 alcool isoamil, homogeneizou-se levemente e
centrifugou-se durante 10 minutos na velocidade de 5.000 rpm. O sobrenadante
foi coletado e misturado com 30 ml da solugdio, de 6 alcool 95° : 1 acetato de
aménio 7,5 M, mantendo-o no freezer (— 20°C) por cerca de 1 hora, no minimo.
Em seguida, coletou-se o acido nucléico (DNA) e adicionou-se 300wl da
solugdo TRIS ImM e EDTA 0,1 mM, pH 7,7 (TE). Apés o DNA ter se
dissolvido, procedeu-se uma segunda extra¢io com cloroformio alcool isocamil.
O sobrenadante foi coletado e adicionado o triplo do seu volume, com a solugio
de 20 alcool 95° : 1 acetato de sédio 3M, mantendo-o no freezer, por pelo menos
uma hora, ou até ocorrer a precipitagio do DNA. A solu¢do de alcool-acetato foi
eliminada e o DNA foi dissolvido em 300pl de TE. A operagiio seguinte
consistiu em quantificar a concentragio do DNA em fluorimetro ( Hoefer
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Scientific). Para isso foi usado 2l da solugio de DNA em 2 ml de tampéo
(TRIS 10 mM, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente com 0,1pg/ml
do corante H32258. Logo apés, o DNA foi diluido com TE para a concentragdo
de 10 ng/pl.

3.4 Construciio e analise de bulks segregantes

Ap6s extraido o DNA de folhas de plantas F,RC,, previamente avaliadas
quanto a sua resisténcia/suscetibilidade a raga 2047 de C. lindemuthianum
(Michelmore et al., 1991), os DNA's das 40 plantas resistentes foram misturados
equitativamente e, igualmente, foram misturados os DNA's das 38 plantas
suscetiveis. As duas misturas (bulks) de DNA foram amplificadas com 700
primers de 10 nucleotideos (Operon Technologies Inc., Alameda, Ca, EUA)
visando identificar polimorfismos entre os bulks.

3.5 Anilise RAPD

Cada reagdo RAPD foi realizada misturando-se os seguintes ingredientes
com as respectivas concentragdes (Skroch, Santos e Nienhuis 1992; Santos et al.
1994) : 200uM dNTP’s, 0,6 unidades de Taq DNA polimerase, 0,4uM de
primer, tampao de reagdo ( 50 mM tris; 2,0 mM MgCl,; 20 mM KCI; 250 pg/ml
de albumina de soro bovino; 1% de ficoll 400; 1 mM de tartrazine), 20 ng do
DNA gendmico e dgua pura até o volume de 10 pl. O dNTP corresponde a uma
mistura equitativa de ATP, GTP, CTP e TTP. Os primers sio de 10
nuclectideos. A reagio assim preparada foi carregada em tubos capilares de
vidro, de 10 cm de comprimento, préprio para o volume de 10 pl e suas
extremidades foram seladas em chama.

19



*z'

A reagdo de amplificagdo foi realizada em termociclador refrigerado a ar
(Idaho Technology). Foram usados os seguintes programas: a) o primeiro por
dois ciclos, sendo a desnaturagio do DNA a 91°C por 60 segundos, o
anelamento do primer a 42°C por 7 segundos e o alongamento da cadeia de
DNA a 72°C por 70 segundos; b) o segundo foi programado por 38 ciclos
diferindo do primeiro apenas no tempo de desnaturagdo que é de apenas 1
segundo; c) o terceiro foi de 4 minutos a 72°C. Os fragmentos de DNA
amplificados foram separados em gel de agarose a 1,0% em tampdo TBE
(TRIS, Acido Bérico e EDTA) em corrente elétrica de 55 V, por
aproximadamente quatro horas. Os fragmentos de DNA amplificados foram
corados com brometo de etidio (0,5pg/ml) por 30 minutos e lavado o excesso de
corante, por 30 minutos, com agua destilada. Como padrio de tamanho de
bandas de DNA, utilizou-se 0 DNA do fago X-174-RF digerido com a enzima
de restrigio Hae HI. Em seguida, o gel foi fotografado em luz ultravioleta com
filme polaroide 667.

O primer que amplificon o marcador RAPD detectado nos bulks
segregantes, foi utilizado em todos os individuos constituintes de cada bulk.

3.6 Analise dos resultados

Procedeu-se a analise %> dos resultados observados, tanto da reagdo da
populagio FiRC; ao patdgeno, quanto da segregacio do marcador RAPD.
Posteriormente, foi realizada a amilise de ligagio considerando-se,
simultaneamente, os resultados de reagdo e do marcador. Nesta analise
empregou-se o programa MAPMAKER/EXP ( Lander, Green ¢ Abrahamson,
1987), versdo 3.0b, com LOD score minimo de 3,0. Este valor indica que a
regido gendmica que apresentar o valor de LOD igual ou maior que trés, sera
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considerada como marcadora do gene de interesse. Em geral, o valor de LOD ¢é
estipulado entre um limite de 2 a 3 (Milach, 1998).

3.7 Purificagao de fragmento de DNA amplificado por RAPD

A purificagdo e a clonagem do fragmento de DNA, amplificado pelo
primer OPL04, foram realizados no Departamento de Biotecnologia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

O fragmento de DNA, amplificado por RAPD identificado como
OPLO04, ligado ao alelo Co-7, com aproximadamente 1 kb, foi purificado do gel
de agarose (0,8%) utilizando o kit “Concert TM Nucleic Acid Purification
system (GIBCO BRL).

3.8 Clonagem do fragmento de RAPD

O fragmento de DNA- OPL04 de RAPD, de aproximadamente 1 kb foi
clonado no plasmidio préprio, para fragmento de PCR pGEM® T Vector
(PROMEGA). A clonagem foi realizada seguindo o protocolo do fabricante,
onde foi usado 1ul do vetor (50 ng/pl); 1pl de T, DNA ligase (3 U/ul); Sul de
tampao T4 DNA ligase; 3ul do fragmento purificado (50 ng/pl); 1pl de agua mili
Q e incubado por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, o plasmidio
com o inserto foi eletroporado para a transformagao de células competentes de
Escherichia coli (linhagem DHa), em equipamento proprio para eletroporagdo
utilizando 2,5 volts por 5 segundos. Apos a eletroporagdo, as bactérias foram
crescidas em meio liquido Soc (2g de Bacto tryptona; 0,5g de bacto yeast extrat;
0,059g de NaCl; 0,0187g de KCI; 0,92 de MgSO,; 0,36¢g de glicose e 100 ml de
agua bidestilada). Apos 24 horas, as bactérias foram plaqueadas em meio LB,
acrescido de 4pl de IPTG, 40ul de X-GAL e 7ul de amplicilina (40 mg/ml).
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Foram obtidas colénias de bactérias transformadas, das quais serd feito extragio
plasmidial e, posteriormente o clone sera seqiiénciado.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Identificagdo de marcador RAPD ligado ao alelo Co-7

A situacdo mais favoravel para se marcar um alelo é quando a heranga
do caréter ¢ monogénica. Este ¢ o caso da reagdo do feijdo a raga 2047, como
pode ser notado na Tabe_la 4, pela segregacdo de metade de plantas resistentes e
metade suscetiveis, na geragio F; do retrocruzamento ESAL 696 (G2333 x
ESAL 696). Embora tenha sido feita avaliagiio da reagdo ao patdgeno em plantas
individuais, as condigdes foram favoriveis ao desenvolvimento da doenga,
produzindo um resultado muito préximo do esperado (Y oung et al., 1998).

A amilise dos bulks segregantes, por meio do RAPD, identificou um
potencial marcador na fase de acoplamento, amplificado pelo primer OPL04
(5’GACTGCACA3’), que amplificou uma banda de aproximadamente 1000
pares de bases (pb). Tal marcador também ocorreu no genitor resistente (F igura
1). Quando o primer OPLO4 foi utilizado para amplificar os DNA dos
individuos componentes do bulk resistente, o produto amplificado de 1000 pb
esteve presente em todos os individuos (Figura 2) e ausente em todos os
individuos do bulk suscetivel (Figura 3). Esse resultado sugere que o marcador
esta intimamente ligado ao alelo de resisténcia.

Um marcador ideal deve mostrar heranga monogénica. Isso foi
comprovado pelos resultados de segregacio da presenca ou auséncia da banda
identificada nas plantas da geragio F, do retrocruzamento (Tabela 4). A
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semelhan¢a dos resultados da reag3o ao patogeno, notou-se uma proporgio de
plantas com ou sem a banda muito proxima do esperado.

Tanto os resultados de reagdio, quanto os da presenga ou auséncia da
banda, podem ser considerados confidveis, pois a populagdo foi de tamanho
superior a ideal, porque seriam necessarias 7 plantas do retrocruzamento, para
comprovar os presentes resultados com 99% de probabilidade (Ramatho, Santos
e Pinto, 2000).

Para confirmar se o marcador estava, de fato, ligado ao alelo Co-7, foi
feita a anilise de co-segregacdo entre o marcador e o alelo de resisténcia. O
elevado valor do %’ obtido, refutam a hipétese de independéncia (1:1:1:1),
confirmando a hipdtese de ligagio entre o marcador e o alelo Co-7 (Tabela 5).
Nota-se que nio ocorreu nenhum recombinante, indicando ligagio completa,
nessa populagio de 78 individuos. Este tamanho de populagio pode ser
questionado, entretanto de acordo com Ramalho, Santos e Pinto (2000) o
numero minimo de plantas necessarias para serem observados os 4 fendtipos na
populagdo F\RC; seriam de 16 plantas, com 99% de probabilidade, admitindo
distribuicio independente. Portanto, lembrando que trata-se de uma populagio
FiRC,, espera-se, que com dois locos ocorram 2° = 2? = 4 combinagdes
genotipicas. Comparando com a geragdo F;, que é também freqiientemente
utilizada na identificagdo de marcadores ligados a alelos, necessita-se neste caso
4" combinagdes genotipicas na populagdo, portanto, teoricamente, 16
combinagGes quando sio utilizados dois locos. Considerando agora a populagdo
de 78 individuos utilizada, correspondente a 2", nota-se que n equivale a 6,285.
Se em vez de utilizar retrocruzamento tivesse sido usada uma F,, teoricamente
ela deveria ter o tamanho 4%%*° = 6080,6 individuos, para ser equivalente ao
tamanho da populagdo de retrocruzamento utilizada. Portanto, pode-se
considerar que o tamanho usado foi maior do que os que tém sido normalmente
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utilizados em outros estudos (Young et al., 1998; Arruda 1998; Castanheira et
al., 1999).

TABELA 4: Anilise de segregagio do marcador RAPD, amplificado pelo
primer OPLO4 e do gene Co-7, na populagio F, do
retrocruzamento ESAL 696 (G2333 x ESAL 696)

Locos Geragio Frequéncias Frequéncias o
testados observadas esperadas

Co-7 F,RC, 40R:38S 39R:39S* 0,05128
OPL04 FiRC, 40P:38A 39P:30A° 0,05128

* 39:39 (R = resistente; S = suscetivel).
> 39:39 (P = presenca de banda; A = auséncia de banda).
TABELA 5: Anilise de co-segregagio do gene de reagio ao patogeno e do loco

do marcador RAPD, amplificado pelo primer OPL04, na populagio
F, do retrocruzamento ESAL 696 (G2333 x ESAL 696).

Locos Frequéncias Frequéncias esperadas ¥
Testados observadas® AB:Ab:aB:ab
AB:Ab:aB:ab
Co-7/0PL0O4 40:0:0:38 19,5:19,5:19,5:19,5 78,1

* AB (presenca do alelo e do marcador); Ab (presenga do alelo e auséncia do
marcador); aB (auséncia do alelo e presenca do marcador); ab (auséncia do alelo

e do marcador).

TABELA 6: Disposi¢gdo do marcador RAPD OPL04 e do alelo Co-7,
identificados pa populagio de retrocruzamento ESAL 696
(G2333 x ESAL 696), pelo programa MAPMAKER/EXP

Ordem Marcador Distancia LOD Score
1 Co-7 0,0cM
2 OPL04 0,0 cM 23,48
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Verificou-se na Tabela 6 que a freqiiéncia de recombinag3o entre o alelo
e o marcador foi de 0,0% e a distincia entre eles, de 0,0 cM, com um LOD score
calculado de 23,48 (Lander, Green e Abrahamson, 1987). Trata-se portanto, de
um excelente marcador do alelo Co-7, que deve ser altamente eficiente para se
utilizar na seleciio indireta de plantas resistentes em populagbes segregantes,
dispensando-se a inoculagio (Tankley 1983; Haley, Afanador e Kelly, 1994;
Castanheira et al., 1999).

Varios marcadores RAPD foram identificados, proximos de alelos do
feijio, que conferem resisténcia ao C. lindemuthianum (Tabela 3). Entre eles,
alguns sdo importantes nos programas de methoramento de feijdo, que veém
sendo conduzidos em algumas instituigdes de pesquisa brasileiras. Ao alelo Co-5
presente na cultivar diferenciadora G2333, foi identificado um fragmento de
DNA, amplificado pelo primer OAB3 unido em fase de acoplamento (5,9 cM),
confirmando a presenca desse alelo nas cultivares diferenciadoras de ragas TU,
G 2333 (Young e Kelly, 1996). Além desse, Castanheira et al. (1999), estudando
as populagdes F,, provenientes dos cruzamentos Carioca 300V x Ouro
(provavelmente portador do alelo Co-5) e também P24 x Ouro, identificaram um
fragmento de DNA, amplificado pelo primer OPF10 com cerca de 912 pb
ligado ao alelo Co-5. A mesma autora identificou um segundo marcador,
também ligado ao alelo Co-3, a partir da andlise da populag¢do F, do cruzamento
P24 x Ouro, resuitante da amplificagdo pelo primer OPR03, que possui cerca de
1112 pb. Constatou-se que esses dois marcadores estio flanqueando o alelo
Co-S.

Arruda (1998) identificou um fragmento de DNA, amplificado pelo
primer ANT-TO1, com cerca de 830 pares de bases estreitamente ligado ao alelo
Co-4 (0,0 cM) em populagdes obtidas do cruzamento entre Ruda x TO (portador
do alelo Co-4). Em estudos conduzidos por Castanheira et al. (1999), com a
populagio F, do cruzamento Carioca 300V x P45 (portador do alelo Co-4), foi
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identificado também o primer OPCO08, que amplificou um fragmento de DNA
com cerca de 1059 pb, ligado ao alelo Co-4.

Um alelo Co-4°, presente na cultivar G2333, foi identificado com o
auxilio dos marcadores RAPD, utilizando os primers OAL9 e OASI13 e este
itimo foi convertido no marcador SCAR SAS13.24XP e SAS13.24RP (Young
et al., 1998). Esses autores observaram que no cruzamento TO/SEL 1308 nio
ocorreu segregacdo, sugerindo que o alelo dominante em SEL 1308 esta
localizado no mesmo loco que o alelo Co-4 de TO. Em estudos anteriores,
Young e Kelly (1996 a) haviam mostrado que a raca 2047 de C. lindemuthiarnum
era virulenta para a cultivar TO, mas avirulenta para o genétipo SEL 1308,
sugerindo que a resisténcia em SEL 1308 ¢ conferida por um alelo diferente de
Co-4, sendo denominado de Co-4°.

Ainda ha algumas controvérsias na literatura sobre o alelo de resisténcia
Co-#, do gene Co+4 ¢ o alelo Co-7. Conforme comentado por Young et al.
(1998), eles sdo alelos de genes diferentes. Além disso, Pastor-Corrales et al.
(1994), estudando a resisténcia ao patégeno conferida pela cultivar G2333,
quando inoculado com a raga 521, que vence a resisténcia conferida pelo alelo
Co-5, presente na cultivar diferenciadora TU, constataram a ocorréncia de dois
alelos dominantes de genes diferentes, portanto, concordantes com os alelos Co-
# e Co-7. Entretanto, Kelly (informagiio pessoal, 1999) acredita que Co-# e Co-
7 sejam o mesmo alelo, embora discorde dos resultados mencionados da
literatura. Vale salientar que, independente da existéncia do alelo Co-7, o
marcador identificador pelo primer OPL04, ainda ndo havia sido encontrado, e
constitui-se em uma altemativa a mais, que os melhoristas e geneticistas terio
para auxiliar na sele¢do de plantas resistentes ao C. lindemuthianum.
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4.2 Clonagem do fragmento de RAPD — OPL04

Marcadores mais especificos baseados em PCR, conhecido como
Sequence characterized amplified region (SCAR), vem sendo utilizado (Adam-
Blondon, et al., 1994; Meloto, Afanador e kelly, 1996; Young, et al., 1998).
Como esses primers sio mais extensos do que os usados em RAPD, com cerca
de 20 a 25 nucleotideos, eles amplificam especificamente, o fragmento de
interesse. Por essa razio, pode-se usar alta estringéncia nas reagGes, como maior
temperatura de anelamento, nas rea¢des de amplificagio de fragmentos de DNA,
prevenindo anelamentos com outras sequéncias com baixa homologia e, por
isso, o resultado é muito mais garantido do que RAPD.

O fragmento purificado com cerca de 1000 pb é mostrado na figura 4.
Para que seja obtida a sequéncia das duas extremidades do fragmento de DNA-
OPLO04, este fragmento purificado foi clonado em plasmidio (Figura 6) para,
posteriormente, ser seqiienciado. Com as seqii€ncias obtidas poder-se-a desenhar
primers especificos para essa regido e, utilizar-se o procedimento SCAR em vez
do RAPD, para sele¢do indireta do alelo.
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Figura 1: Padrdo de bandas dos produtos de amplificagiio com o primer OPL04 500, dos
bulks resistente e suscetivel (B, e B, respectivamente) e dos genitores G2333 e
ESAL 696 (P, e P,, respectivamente). A seta indica a banda = 1000 pb, ligada
ao alelo Co-7, presente em B, e P). M = corresponde ao DNA do fago X-174-
RF digerido com a enzima de restricio Hae II1.

Figura 2: Padrdo de bandas dos produtos de amplificagio com o primer OPL04 0. dos
individuos do bulk resistente. A seta indica a banda = 1000 pb, ligada ao alelo
Co-7, presente em todos os componentes do bulk.

Figura 3: Padrdo de bandas dos produtos de amplificagio com o primer OPL04 450 dos
individuos do bulk suscetivel, com a auséncia da banda em todos os
componentes do bulk.
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1000 pb
800 pb

Figura 4: Padrdo de bandas dos produtos de amplificagdo com o primer OPL04 o0, do
genitor G2333 e o fragmento purificado (linhas 2 e 3, respectivamente).

Banda = 1000 pb, ligada ao alelo Co-7. A linha 1 corresponde ao marcador
de tamanho de fragmentos de DNA.

Amn 11994 1 start

14
20
| 26
| 31
i 7

Scal!87s

55
62
62
73
75
82

103
12
126

Figura 5: Mapa circular do plasmidio pGEM®-T Vector (PROMEGA), utilizado para
clonagem do fragmento purificado.
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5 CONCLUSOES

O alelo de resisténcia do feijio a raca 2047 de C. lindemuthianum foi
marcado por meio do RAPD pelo primer OPL04,

O fragmento de DNA amplificado possui cerca de 1000 pb e constitui-se
em um excelente marcador por ocorrer em ligagio completa com o alelo de
resisténcia.
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