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RESUMO

SILVA, G.F. Marcacao do alelo de resisténcia do feijao comum a
mancha angular por meio de microssatélite e RAPD. Lavras: UFLA,
2003 (Dissertagao-Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas) .

A mancha angular do feijoeiro, causada pelo fungo Phaeisariopsis
griseola, ¢ uma das mais importantes doencgas dessa cultura, por ocorrer em
todo o Brasil causando grandes perdas. Assim, para auxiliar na sele¢do de
gendtipos resistentes o presente trabalho visou identificar o alelo de
resisténcia de origem andina presente na cultivar Jalo, por meio de
marcadores RAPD e microssatélite (SSR). Foram utilizados como genitores
a linhagem resistente ESAL 550 e a suscetivel Carioca MG, e avaliadas 120
plantas F,3;. Com o DNA das dez plantas mais resistentes e das dez mais
suscetiveis foram obtidos os bulks segregantes. Procedeu-se a reacdo de
RAPD e microssatélite dos bulks e foram identificados trés marcadores. Um
deles é o microssatélite amplificado pelo par de primer PV-atct001,5, com
freqiiéncia de recombinacao de 0,0702 (EP=0.0005; 95%; IC= 0,029-0.11) e
dois RAPD, um em fase de acoplamento amplificado pelo primer OPPO7
(FR= 0,192; EP= 0,04; 95%; IC= 0,11-0,27), e outro em fase de repulsdao
OPBB04 (FR=0.327; EP=0,08; 95%; IC= 0,16-0,48). O marcador PV-
atct001, por estar proximo do alelo de resisténcia e por apresentar a robustez
de uma PCR, constitui um bom marcador para sele¢do indireta de plantas
resistentes a2 mancha angular em populacdes segregantes com pequena taxa
de erro.

“Orientador: Jodo Bosco dos Santos.



ABSTRACT

SILVA, G.F. Tagging resistance allele of the common bean to angular
leaf spot by microsatellite and RAPD markers. Lavras: UFLA, 2003
(Dissertation-Magister Science in Genetics and Plant Breeding) .

Angular leaf spot (Phaeisariopsis griseola) is one of the most important
diseases of common bean, since it is widespread all over the country in
Brazil and causes great losses in grain yield. The objective of this estudy
was to identify the resistant allele from the andean Jalo cultivar, with RAPD
and SSR markers, in order to assist selection of resistant genotypes. The
resistant line ESAL 550 and the susceptible cultivar Carioca MG were
crossed to generate the F; and F, populations. 120 F,; plants were evaluated.
The DNA of the 10 most resistant plants were bulked, and the same was
done with the DNA of the 10 most susceptible, generating two contrasting
bulks. Using these two bulks and the F, population, two RAPD and one SSR
markers were found to be linked to the reaction gene. The SSR marker was
amplified by the primer PV-atctO01 ,5,, and the recombination frequency
was 0.0702 (SE=0.0005; 95%; CI= 0.029-0.11). This is the most useful
marker for the indirect selection of resistant plants in segregating
populations because the error in the selection will be small. The RAPD
markers were amplified by the primer OPPO7 linked in coupling phase and
OPBBO04 linked in repulsion phase to the resistant allele, respectively, with
recombination frequencies of 0.192 and 0.327. Therefore, these RAPD
markers are not so useful in assisting selection, because they are too far from
the resistant allele.

*Adviser: Jodo Bosco dos Santos.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do feijao representa uma importante fonte de renda e
constitui um dos produtos agricolas de maior significado s6cio-econdmico. Isso
porque ele € a base da alimentacdo da maioria da populagdo, apresentando uma
média de consumo de cerca de 15kg/pessoa/ano (Texeira e Thung, 1994).
Entretanto, o consumo per capta no Brasil reduziu mais de 22% nos tltimos 25
anos (Santos e Braga, 1998).

As ofertas reduzidas e irregulares, juntamente com pregos
elevados, estdo entre as causas da queda no consumo. Esse quadro pode
ser revertido com o aumento na producdo. No entanto, enfrenta varios
obstaculos, como as doengas, dentre as quais a mancha angular, causada
pelo fungo Phaeisariopsis griseola, ¢ uma das mais importantes (Santos e
Braga, 1998; Paula-Jr. e Zambolim, 1998). Assim, o controle da doenca
certamente contribuird para aumentar a produtividade e oferta do produto.

A medida mais eficiente de controle de doencas é o uso de
cultivares resistentes (Sartorato e Rava, 1994; Paula-Jr e Zambolim,
1998). Para a obtencao dessas cultivares € importante conhecer o controle
genético e as fontes de resisténcia, bem como a variabilidade nas
populacdes do patdgeno.

Embora as informacdes sobre controle genético e fontes de resisténcia
disponiveis ja viabilizem a obtencdo de cultivares resistentes, uma dificuldade é
a selecdo dessas por meio de inoculacdes artificiais. Os procedimentos para
causar a doencga artificialmente ainda ndo sdo precisos e resultam numa baixa
eficiéncia de sele¢do. Uma alternativa freqiientemente usada é a selecdo sob

incidéncia natural da doenca. Essa, no entanto, geralmente ocorre apenas na



safra da seca em grande intensidade, na maioria das regides produtoras no Brasil
(Sartorato e Rava, 1994).

Assim, o emprego de marcadores moleculares para a identificacdo de
alelos verticais de resisténcia representa uma importante contribuicdo para o
melhoramento de feijdo. Isso porque permitird selecionar os genétipos com um
ou mais alelos de resisténcia, em qualquer época, contribuindo assim para
aumentar a eficiéncia do processo.

Ja se conhece parcialmente o controle genético da resisténcia e ha
indicagdes de que as fontes de origem andina devem ser mais durdveis, porque a
maioria das cultivares usadas no Brasil e, conseqiientemente, das racas que lhes
causam doencgas, sdo de origem mesoamericana (Paula-Jr e Zambolim, 1998;
Sartorato, 2002). Além disso, tem sido constatada grande variabilidade na
populacdo do patdégeno (Sartorato e Rava, 1994; Paula-Jr e Zambolim, 1998;
Nietsche, 2000; Sartorato, 2002).

Diante da predominincia de ragas que vencem os alelos de resisténcia de
origem mesoamericana, o uso de resisténcia de origem andina, como a
proveniente da cultivar Jalo, deverd contribuir para a obten¢do de cultivares com
resisténcia, em principio mais eficaz e durdvel. A identificacdo desse alelo por
meio de um marcador como RAPD ou microssatélite facilitard ainda mais o
melhoramento.

Considerando os aspectos apresentados, o presente trabalho visou
marcar o alelo de resisténcia de origem andina presente na linhagem ESAL 550

por meio de marcador RAPD e microssatélite (SSR).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A mancha angular do feijoeiro

O cultivo do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) constitui-se numa
das principais exploracdes agricolas do pais, ndo apenas pela drea semeada e
pelo valor da producdo mas, principalmente, por ser esta leguminosa, um dos
principais componentes da alimentacdo bdsica do povo brasileiro. A area
plantada € de cerca de 4,5 milhdes de hectares com um rendimento médio de
705 kg/ha (IBGE, 2002). Esta atividade agricola, de primordial importincia
econdmica e social, estd sujeita a grandes riscos, entre os quais podem ser
citadas as doencas que, muitas vezes, tém sido responsdveis por perdas
significativas de producao.

Nas duas dltimas décadas, a mancha angular tornou-se um dos principais
problemas fitopatoldgicos desta cultura, afetando, com maior ou menor
intensidade, todas as cultivares recomendadas. As perdas no rendimento sdo
maiores quanto mais precoce for o aparecimento da doenca na cultura, podendo
reduzir a producdo em até 70% (Sartorato e Rava, 1994).

A mancha angular do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), causada
pelo fungo fitopatogénico Phaeisariopsis griseola, apresenta uma ampla
distribuicdo mundial, sendo principalmente disseminada nos paises tropicais.
Contudo, sua presenca ja foi relatada em todos os continentes. Os sintomas
aparecem principalmente nas folhas, podendo ocorrer também nas vagens, caule
e ramos. Nas folhas, as manchas que se originam na face superior e que estdao
delimitadas pelas nervuras logo evoluem até converterem-se em lesdes cinzas,
que mais tarde se tornam castanhas, sem coloracdo nas bordas. A angularidade

das manchas constituem uma caracteristica inequivoca para o diagndstico dessa



doenga. As lesdes podem ser tdo numerosas que podem causar uma desfolha
prematura. No caule, as lesdes sdo alongadas e marrons; j4 nas vagens, menos
freqiientes do que nas folhas, sdo superficiais e t€m margens quase negras com
centro marrom (Sartorato e Rava, 1994; COSAVE 2002).

O controle da doenca pode ser feito por meio de cultivares resistentes e
da pulverizagao foliar de fungicidas. O desenvolvimento de cultivares
resistentes, entretanto, é dificultado pela grande variabilidade patogénica que o
fungo apresenta. Conseqiientemente, na maioria das vezes, o produtor nio tem
outra alternativa a ndo ser utilizar cultivares suscetiveis, tornando obrigatério o
emprego de produtos quimicos. Em nosso pais, o controle quimico desta doenca
tem sido mais utilizado pelos médios e grandes produtores (Sartorato, 2001).

Inimeros fungicidas tém sido recomendados para o controle da mancha
angular do feijoeiro comum. Embora a industria tenha desenvolvido novas
moléculas, que apresentam maior eficiéncia e menor grau de toxicidade ao meio
ambiente, o uso de cultivares resistentes continua sendo o método mais
econdmico, eficiente e menos poluente (Sartorato, 2001).

Para se fazer melhoramento visando a obtenc¢do de cultivares resistentes
¢ imprescindivel conhecer o controle genético da resisténcia. Esta tem se
revelado, monogénica e dominante nos genétipos AND 277 (Carvalho et al.,
1998), MAR-2 (Ferreira et al., 2000), Cornell 49-242 (Nietsche et al., 2000),
México-54 (Sartorato et al., 2000) e Ouro Negro (Corréa et al., 2001).

Caixeta (2002) utilizando a linhagem BAT 332 como uma fonte de
resisténcia a mancha angular, verificou que a heranga € monogénica e dominante
para araca 61.41 de P. griseola. A autora concluiu que a existéncia de um dnico
alelo controlando a resisténcia de BAT 332 a mancha angular facilitard
grandemente a transferéncia dele para cultivares elite, em programas de
retrocruzamentos e piramidagdo. Recomenda ainda que testes de alelismo sejam

feitos para verificar se esse alelo de resisténcia dominante segrega



independentemente de outros jd caracterizados, para que ele possa ser
incorporado em programas de melhoramento.

O controle genético da resisténcia da cultivar Jalo foi recentemente
estudado por Bruzi e colaboradores (2002), por meio do cruzamento da
linhagem resistente ESAL 550, selecionada dentro daquele cultivar, com a
suscetivel Carioca MG. E importante mencionar que, embora a resisténcia do
Jalo seja, em principio, mais durdvel, por ser de origem andina, ela € também
mais dificil de ser utilizada no melhoramento. Isso ocorre devido a
incompatibilidade dos gendtipos andinos de grdos grandes para cruzar com
gendtipos mesoamericanos de graos pequenos (Gepts e Bliss, 1985). Entretanto,
existem algumas combinacdes compativeis como o cruzamento com a cultivar
carioca MG, a qual funciona como ponte para transferéncia do alelo de
resisténcia para outros gendtipos tipicos mesoamericanos (Vieira et al, 1989;

Santos e Gavilanes, 1998).
2.2 Distribuicdo geografica da mancha angular no mundo

Dados do Comité de Sanidade Vegetal do Cone Sul (COSAVE) revelam
que a doenca apareceu na FEuropa na regido do mediterraneo, sendo
originalmente reportada na Austria, em 1905; Ex-Unido Soviética, em 1912
(Moscou); Israel, Itdlia, Holanda, em1920; Iran, Roménia e Iugoslavia, em 1929;
Alemanha, em 1932; Espanha, em 1934; Portugal, Pol6nia e Bulgaria, em 1936;
Suica e Turquia, em 1948; Franca, Hungria, Grécia, em 1965 e Irlanda, em
1966.

Na Africa, ocorre na drea do sul, leste e oeste do continente. Na
Asia estd amplamente disseminada. Na Oceania ocorre no leste do pais.
Na América do Norte ocorre nos Estados Unidos, nas regides leste e sul e

no México. Especialmente, ocorre em toda a América Central e Sul, que



sdo os locais de origem do feijdo e, principalmente, em regides onde ele é

mais cultivado como Argentina, Brasil, Coldmbia, Peru e Venezuela.

2.3 Variabilidade patogénica de P. griseola

A coevolugdo patégeno-hospedeiro entre P. griseola e P. vulgaris
constitui um importante elemento de variabilidade genética e tem sido reportada
em varios trabalhos (Nietsche, 2000; Sartorato, 2001; Muhuku et al., 2002). Os
isolados de P. griseola foram divididos em dois grupos: andino e
mesoamericano, que correspondem as subpopulacdes definidas da espécie
Phaseolus vulgaris.

Numa caracterizagdo recente de isolados do P. griseola africanos,
identificou-se, com o uso de marcadores RAPD, um grupo de isolados andinos,
mas que podem infectar algumas variedades mesoamericanas. Estes isolados,
designados de afro-andinos, foram identificados somente na Africa (Muhuku et
al., 2002). Os autores utilizaram microssatélites, RAPD e digestdo da regidao
espacadora do rDNA com enzimas de restricdo, para elucidar a similaridade
genética entre os grupos afro-andino, andino e o mesoamericano de P. griseola.
Encontraram diferencas genéticas significativas entre isolados afro-andinos e
andinos da Africa em relac@o aos isolados andinos da América Latina, revelando
uma diferenciacdo geografica significativa dentro da linhagem andina. Os
resultados deste estudo mostraram que os isolados afro-andinos nao constituem
um grupo novo do P. griseola e ndo representam a evolugdo a longo prazo do
genoma do patégeno. Mais provavelmente sdo originados de mutagdes de ponto
nos genes para a patogenicidade. Esses resultados tém implicagdes significativas

na recomendacdo de gendétipos resistentes do feijao.



A grande dificuldade no desenvolvimento de cultivares resistentes tem
sido a ampla variabilidade do P. griseola. No Brasil, vérios estudos utilizando os
métodos convencionais e moleculares t€ém demonstrado a amplitude desta
variabilidade (Nietsche, 2000; Sartorato, 2001). A resisténcia devida a todos os
alelos presentes nas cultivares diferenciadoras, ja foi quebrada pela raca 63.63.
Tais alelos de resisténcia podem ser de genes diferentes e também de um mesmo
gene, como ocorre em relacdo a resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum,
agente causal da antracnose (Basset, 1996). Isto indica que a procura de novas

fontes de resisténcia a mancha angular do feijoeiro comum deve ser continua.

2.4 Melhoramento visando resisténcia a doencas

Vérias estratégias de melhoramento estdo sendo utilizadas para
incorporar resisténcia a uma série de patdgenos que atacam a cultura do feijdo.
Entre elas, a piramidacdo, que consiste na combinacdo ou introdugdo de
diferentes alelos de resisténcia em uma Unica cultivar, é uma estratégia de
melhoramento genético que tem sido adotada para aumentar a durabilidade e o
espectro de resisténcia a doengas (Young e Kelly, 1996). Uma ferramenta
importante que tem sido adotada para auxiliar neste processo é o uso de
marcadores moleculares monitorando a introgressdo dos alelos de resisténcia,
bem como no auxilio do entendimento das relacdes alélicas entre as fontes de
resisténcia.

Em geral, as fontes de resisténcia ndo sdo adequadas e no processo de
introducdo dos alelos de resisténcia é necessdrio o emprego do método de
retrocruzamento para se associar os alelos favoraveis do genitor recorrente com o
alelo de resisténcia do doador (Fher, 1987). Ragagnin (2001), avaliando 13
marcadores para utilizar no processo de piramidagdo, verificou que os

marcadores com mais de 7,1cM perderam sua associacio com o alelo de



resisténcia durante o processo de recupera¢do do genétipo do genitor recorrente,
na realizagdo dos vdrios ciclos de retrocruzamento. Essa auséncia da marca se
deve a ocorréncia de permuta genética entre o alelo de resisténcia e o marcador
molecular.

Evidentemente, isso ocorre porque o retrocruzamento é o processo que
mais favorece a ocorréncia de permuta. No entanto, se o numero de
retrocruzamentos € de até dois ou trés, ha boas chances de o marcador nio
segregar, pois com cinco retrocruzamentos, a probabilidade de separa¢do de um
marcador que se recombina com a freqiiéncia de 10% ¢é de 47% e de um
marcador que se recombina com 20% ¢é de 74% (Fehr, 1987).

Pereira (2003) constatou que um marcador RAPD, que se recombina a
uma freqiiéncia de 11,5% com o alelo de resisténcia, ndo se separou apds um
retrocruzamento, a partir da avaliacdo de 16 linhagens descendentes. Ainda
segundo Ragagnin (2001), marcadores intimamente ligados aos alelos de
resisténcia apresentam grande facilidade e precisdo na selecdo de individuos
resistentes, podendo viabilizar projetos que, por meio de procedimentos
cléssicos, ndo seria possivel.

No feijoeiro comum, com o advento dos marcadores moleculares, os
estudos visando o mapeamento de diferentes alelos de resisténcia (R)
aumentaram consideravelmente nos ultimos anos (Kelly e Miklas, 1998). Em
programas de melhoramento que visam a piramidacdo de alelos R, o uso de
marcadores na fase de intercruzamento é de vital importancia. Isso porque,
adotando-se estratégias convencionais de melhoramento, este processo torna-se
mais dificil, necessitando de inoculagdes multiplas, podendo levar a erros na
avaliagdo dos sintomas das doengas, além de gastar um tempo
consideravelmente maior. Entretanto, a principal contribui¢ao dos marcadores na
piramida¢do é quando ndo se dispde de todas as ragas para a identificacdo dos

gendtipos das pirdmides. Nesse caso, o unico meio rapido de identificacdo de



tais genétipos € por meio dos marcadores, procedendo a selecdo das plantas
resistentes de forma indireta.

Um fator que afeta a eficiéncia da selecdo indireta é a utilizacdo de
marcadores ligados em repulsdo ou acoplamento (atragdo) com o alelo de
resisténcia. Marcador em fase de repulsdo é aquele ligado ao alelo que confere
suscetibilidade e em acoplamento é aquele ligado ao alelo de resisténcia. A
selecdo utilizando marcador RAPD em fase de repulsdo identifica uma maior
propor¢cdo de gendtipos homozigotos resistentes e menor proporcdo de
individuos segregantes e homozigotos suscetiveis, quando comparados a
marcadores em fase de acoplamento (Haley et al., 1994). Uma situagdo ainda
mais favordvel para o melhorista é quando se dispde de dois marcadores ligados,
um em fase de repulsio e outro em atragdo. O uso de ambos, mesmo
dominantes, prediz um efeito de um marcador co-dominante, que permitindo

identificar os gendtipos resistentes homozigotos e heterozigotos, assim como 0s

suscetiveis.

2.5 Marcadores moleculares para resisténcia

Os marcadores moleculares tém alcancado uma elevada importancia na
selecdo assistida, por facilitar a introducdo de genes de resisténcia em material
de elevado valor no melhoramento. A identificacio de alelos Co-4> de
resisténcia a antracnose em feijao foi realizada com sucesso por meio de RAPD.
Verificou-se que esse marcador estd estritamente ligado ao alelo de resisténcia a
uma distancia de 0,0 cM (Silva e Santos, 2001). A selecdo de resisténcia a
nematdide em batata tem uma longa tradi¢do e, tanto resisténcia monogénica
quanto poligénica tém sido detectadas por marcadores moleculares (Jung et al.,
1998). A selecdo assistida por marcadores tem um elevado potencial também

para auxiliar no melhoramento visando o controle de doencas (Kumar, 1999).



Rommens e Kishore (2000) ressaltaram que programas de
melhoramento, visando resisténcia a doenga, t€m sito otimizados em virtude da
incorporag¢do de marcadores moleculares e outras biotecnologias. Estima-se que,
nos préximos cinco anos, varios resultados serdao obtidos, como o langamento de
novas cultivares resistentes a doencgas. Programas baseados em alelos de
resisténcia ganhardo muito com o suporte do melhoramento molecular. Isto
porque alelos de resisténcia serdo transferidos mais rapidamente para
germoplasma elite. Os alelos de resisténcia serdo identificados com maior
velocidade por métodos ndo convencionais, permitindo, entre outras coisas, sua
localizac¢do no genoma, mapeamento e seqiienciamento.

O uso de transgénicos € uma outra possibilidade de resisténcia herdavel
por meio de engenharia genética. Esse ¢ um outro precedente que tem sido
aberto com a identificacdo de alelos de resisténcia por meio de marcadores
moleculares. Em adicdo a esses progressos que tém sido feitos na area vegetal, o
conhecimento das estratégias genéticas dos mecanismos patogénicos e dos genes
envolvidos na patogenicidade abre um novo horizonte no cultivo e protecdo de
plantas. A interacdo baseada na combinag¢do do conhecimento do sistema de
defesa usado pela planta e sistema de ataque dos patdgenos permitird conceber o
desenvolvimento de novos alelos de resisténcia a doencas (Hammond-Kosack e
Jones, 1997; Jung et al., 1998; Rommens e Kishore, 2000).

Outro fator que deve ser levado em consideracio € que a introgressao de
alelos resistentes em cultivares elites via melhoramento tradicional pode levar de
10 a 25 anos. Esse processo pode ser consideravelmente acelerado com o uso de
marcadores RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélites ou SSR (Single
Sequence Repeat) e SNP (Single Nuleotide Polymorphism). Essas técnicas
tornam possivel a triagem molecular de populacdes segregantes para o fendtipo

resisténcia a doengas (Michelmore et al., 1991), o que levaria muito tempo e
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trabalho intensivo via método tradicional. Com o programa de melhoramento
assistido por marcadores estima-se que hd uma reducdo de tempo de 50% a 70%
(Rommens e Kishore, 2000).

A habilidade para isolar e transferir alelos de resisténcia elimina a
questdo de retencdo de alelos indesejdveis geneticamente ligados aos de
resisténcia, um importante problema associado ao melhoramento cléssico, visto
que, além do alelo de interesse, sdo transferidos outros alelos de efeito pouco
desejavel. Dessa forma, novas técnicas na transferéncia de longos fragmentos de
DNA podem ser usadas para transferir alelos de resisténcia de miltiplos genes
simultaneamente, o que permite aumentar a durabilidade da resisténcia e garante
a transferéncia somente dos alelos de interesse (Rommens e Kishore, 2000).

Experimentos de seqiienciamento e mapeamento genético mostram que
genes de reacdo a patégenos estdo geralmente organizados em agrupamentos
muito proximos chamados de clusters ou blocos génicos. Os alelos de
resisténcia desses genes possuem regides similares e essas regides de consenso
indicam que esses genes sdo parte de um sistema de transducdo de sinal. A
maioria dos genes de resisténcia apresenta ainda uma regido rica em leucina, que
estaria ligada a evolugdo do gene (Hammond-kosack e Jones, 1997; Geffroy at
al., 1998; Michelmore e Meyers, 1998).

A selecdo assistida por marcadores tem sido prioridade em programas de
melhoramento de trigo. O primeiro relato de marcador baseado em DNA, ligado
a alelos de resisténcia a Septoria nodorum por meio do método da andlise de
bulk segregante utilizando marcador RAPD, foi feito por Cal et al. (2001). Eles
identificaram duas marcas designadas de UBC512 e RC37 com
aproximadamente 15 e 13,1 cM de distancia do alelo smbTM respectivamente,
sendo desenvolvido um SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

para ser usado no programa de melhoramento.
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No caso do feijoeiro-comum, com o advento dos marcadores
moleculares, os estudos visando o mapeamento de diferentes alelos R,
aumentaram muito nos dltimos anos e os marcadores RAPD t€m exercido um
papel importante na contribuicio para a resisténcia a doengas (Kelly e Miklas,
1998).

A andlise da segregagdo da resisténcia a ferrugem, antracnose e mancha
angular em vdrias populacdes revelou diferentes modos de heranga para a
resisténcia a cada uma das ragas fisioldgicas. Verificou-se que os alelos de
resisténcia as racgas fisioldgicas 32, 47, 49, 52 e 56 de Uromyces appendiculatus
estdo proximamente ligados. Tal ligagao também €& verificada para os genes de
resisténcia as racas fisiolégicas 73, 81 e 89 de C. lindemuthianum e as ragas
fisiologicas 31.55 e 63.31 de P. griseola (Corréa, 1999). O agrupamento de
genes de reacdo de plantas ja foi relatado em diversas plantas. O exemplo tipico
€ o loco M de resisténcia a ferrugem do linho. Neste loco, arranjos in tandem de
alelos R relacionados com diferentes especificidades sdo encontrados no genoma
da planta.

A evolucdo de tais genes fortemente relacionados pode ter sido o
resultado de eventos raros de duplicagdo, fornecendo a oportunidade de
amplificacdo rdpida por meio de permuta genética desigual entre seqiiéncias
similares situadas em localizagbes ndo homodlogas. A ocorréncia desses
pareamentos desiguais de cromossomos homdlogos na meiose, seguidos de
permuta, leva ao desenvolvimento de familias multigénicas por duplica¢do do
segmento contendo o gene ancestral (Pryor e Ellis, 1993; Hammond-Kosack e

Jones, 1997).
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2.6 Marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Originalmente, foi desenvolvida a tecnologia da PCR (Polymerase
Chain Reaction), que amplifica um fragmento especifico de DNA. No entanto,
esse procedimento apresenta uma limitagdo quanto ao seu uso em larga escala,
por requerer o conhecimento das seqii€éncias de nucleotideos que compdem as
duas extremidades da seqiiéncia de DNA que se deseja amplificar (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Esse conhecimento é necessdrio para se obter seqiiéncias de
DNA complementares a essas extremidades, os primers a partir dos quais a Tag
DNA polimerase processa a amplificacio do fragmento de interesse. Os
marcadores RAPD contornam esse problema do conhecimento prévio das
extremidades da seqiiéncia de DNA que se deseja amplificar, possibilitando a
utilizacdo da técnica em organismos onde nenhum conhecimento de seqiiéncia
de DNA existia.

A modificacdo que levou ao desenvolvimento da técnica RAPD por
Williams e colaboradores em 1990, baseia-se na utilizagdo de apenas um primer
(decamero) de seqiiéncia aleatéria na reacdo de PCR, alterando também as
condi¢Oes especificas de amplificagdo da reacdo. Esta variacdo possibilita que
ocorra amplificacdo ao acaso de segmentos de DNA no genoma. A amplificagdo
¢ funcdo da probabilidade de, apds a desnaturacdo da molécula de DNA, existir
no genoma uma seqiiéncia complementar ao mesmo primer em uma das fitas e,
a uma distancia que possa ser percorrida pela Tag DNA polimerase, uma outra
seqiiéncia complementar ao primer na fita oposta. Portanto, a reacdo de RAPD
ocorre devido ao anelamento do primer tinico em pontos préximos do genoma,
geralmente distantes de 500 a 2000 pares de base (pb), delimitando a regido que

serd amplificada (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
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2.7 Microssatélites (SSR - Simple Sequence Repeat)

Os microssatélites, também chamados de SSR (Simple Sequence
Repeats) ou STR (Short Tandem Repeats), sdo regides no genoma eucarioto que
possuem repeticdes em fandem de mono-, tri-, tetra-, penta ou até mesmo
hexanucleotideos, que se repetem de 10 a 60 vezes ou mais raramente até
milhares de vezes. As seqiiéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo
geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo
a confecgdo de primers especificos que as amplificam, via PCR (Powell et al.,
1996; Fisher et al., 1996; Hite et al., 1996; Primmer et al., 1997; Ferreira e
Grattapaglia, 1998; Téth et al., 2000; Hayden e Sharp, 2001).

Os genomas cloropléstico e mitocondrial também possuem SSR, mas em
geral, tratam-se de repeticdes mononucleotidicas (Powell et al.,1996; Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Em plantas, esses marcadores ja foram descritos em milho, soja, arroz,
trigo, cevada e, mais recentemente, em feijao por Yu e colaboradores (2000),
Gaitan-Solis et al., (2002) e Caxeita (2002). No melhoramento de plantas, a
utilidade dos microssatélites resulta de dois fatores muito importantes, que sdo o
alto grau de informagao contido em cada alelo e sua fécil genotipagem via PCR
(Powell et al., 1996). Quando os microssatélites sdo individualmente
amplificados, usando o par de primers complementar a seqiiéncias tinicas que os
flanqueiam, eles quase que invariavelmente mostram extensivo polimorfismo
para tamanho de bandas. A varia¢do do tamanho dos produtos de PCR é uma
conseqiiéncia da ocorréncia de diferentes nimeros de unidades repetitivas dentro
da estrutura do SSR.

A variabilidade dos microssatélites pode ser originada de permuta

desigual ou erro da DNA polimerase durante a replicagdo, conhecida como
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pareamento desigual devido a um fendmeno denominado de deslizamento ou
slippage (Charlesworth et al., 1994; Té6th et al., 2000). Segundo Brown e
colaboradores (1996), variacdes no nimero das repeti¢des em fandem acumulam
mais rapidamente na populacdio do que mutacdes de ponto e eventos de
inser¢des ou delecdes, responsdveis pelo polimorfismo de outros marcadores
moleculares (Brown et al., 1996). Dessa maneira, cada microssatélite,
independente do elemento repetitivo, constitui um loco genético altamente
variavel, multialélico e de grande contetido informativo. Assim, a variagdo no
comprimento do produto gerado pela PCR € uma fun¢do do nimero de unidades
de SSR e cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um alelo
do mesmo loco. Dessa forma, os polimorfismos surgem quando hd ndmero
diferente de repeti¢cdes de um dado motivo.

Tendo em vista as vantagens apresentadas pelos microssatélites, eles t€m
sido usados como marcadores genéticos por sua grande distribuicdo no genoma
eucarioto, pelo seu alto polimorfismo. Apresentam ainda a vantagem de serem
co-dominantes, t€m sido utilizados em estudos evolutivos, para fingerprinting,
teste de paternidade, em mapas de ligacio e em estudos de genética de
populacdo e ainda em estudo de estabilidade gendmica em cancer (Hite et al.,
1996; Primmer et al., 1997; Hayden e Sharp 2001).

Os primeiros marcadores microssatélites foram desenvolvidos em
humanos e, mais recentemente, t€m recebido grande atengdo dos melhoristas e
geneticistas de plantas. Vérios estudos tém demonstrado que os microssatélites
sdo amplamente distribuidos no genoma das plantas superiores (Powell at al.,
1996). Em genoma de plantas, € encontrado um SSR a cada 6-7 kb (Cardle at al.,
2000). A classe de SSR contendo dinucleotideo mais encontrada no genoma de
plantas € AT/TA, seguida por AG/TC e a que contém trinucleotideos é TAT,
seguida por TCT. Esses dados observados demonstram que a freqiiéncia das

classes de SSR em plantas difere das espécies animais, em que as repeti¢des de
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AC/TG s@o0 as mais abundantes e AT/TA as mais raras. Tem sido observado
ainda que a freqiiéncia das diferentes classes de SSR diminui a medida que
aumenta o tamanho da unidade repetitiva, ou seja, quanto maior o nimero de
nucleotideos na unidade repetitiva do SSR, menor ¢ a sua freqii€ncia dentro do
genoma (Powell et al., 1996; Téth et al., 2000).

Para Ferreira e Grattapaglia (1998), os microssatélites constituem a
classe mais polimérfica de marcadores moleculares disponivel hoje. Panaud et
al. (1996) demonstraram que marcadores SSR em arroz sdo quase duas vezes
mais informativos do que os marcadores RFLP. Relatos recentes em soja tém
descrito locos microssatélites com até 26 alelos. Esse alto nivel de diversidade
alélica possibilita a obteng@o de polimorfismo em populagcdes multiparentais e
em populacdes derivadas de hibridos de genétipos relacionados (Akkaya et al.,
1995), além de distinguir germoplasma intimamente relacionados (Panaud et al.,
1996). Segundo Morgante e Olivieri (1993), essa hipervariabilidade dos SSR e,
conseqiientemente, a possibilidade de utilizd-los em qualquer populagdo
segregante, os tornam marcadores ideais para estudo de ligacdo e de genética de
populagdo, bem como para mapeamento genético. Tal fato € especialmente
importante para a marcagdo de alelos de resisténcia a patégenos, porque um
mesmo gene pode estar representado por diferentes alelos de resisténcia. Assim,
ha possibilidade de todos os alelos serem mais facilmente marcados pelo SSR.

A escolha da populagdo para mapeamento ndo mais precisa ser feita com
base na maximizacdo da distancia genética, mas sim visando a populagdo mais
informativa do ponto de vista das caracteristicas bioldgicas ou econdmicas de
interesse (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os microssatélites também apresentam vantagens sobre os demais
marcadores baseados em PCR, como o RAPD, porque sao co-dominantes e
facilmente reprodutiveis. A co-domindncia torna esses marcadores mais

informativos para andlise de ligacdo (YU et al., 1999). Além dessas
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caracteristicas, os SSR parecem ter uma distribuicdo freqiiente e aleatdria,
permitindo uma cobertura completa do genoma (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Essas caracteristicas fazem desses marcadores ferramentas eficientes
para mapeamento gendmico, estudos de ligacdo, identificacdo de gendtipos,
protecdo de cultivares, avaliacdo de pureza de sementes, utilizacio e
conservagdo de germoplasma, estudos de diversidade, andlise génica e de locos
quantitativos (QTL), andlise de pedigree, selecdo assistida por marcadores e
andlise de bibliotecas para clonagem de genes. Apesar das vantagens
apresentadas, relativamente poucos marcadores microssatélites estdo disponiveis
para plantas (Chen et al., 1997; McCouch et al., 1997).

A principal limitacio ao uso dos marcadores SSR estd no
desenvolvimento desses marcadores, pois envolve um processo demorado,
trabalhoso e com alto custo (Hayden e Sharp 2001). No entanto, essa
desvantagem ¢é compensada pela facilidade e eficiéncia do uso desses
marcadores pela comunidade. Uma vez desenvolvidos, eles podem ser utilizados
com a facilidade e a rapidez tipica da técnica de PCR.

A estratégia de desenvolvimento de microssatélite envolve construgdo
de biblioteca genOmica, hibridizagdo com sondas contendo SSR e
seqiienciamento dos clones hibridizados positivamente (Ferreira e Grattapaglia,
1998). Devido ao alto custo e do trabalho empregado por essa técnica, t€ém sido
sugeridas outras metodologias alternativas. Uma delas € a andlise de seqiiéncias
dos bancos de dados, utilizando recursos computacionais (McCouch et al.,
1997). A grande limitagdo desta metodologia reside na falta de seqiiéncias
disponiveis nos bancos (Cardle et al., 2000).

Uma outra possibilidade € o uso de primers desenhados para outras
culturas, ou seja, primers heter6logos (Brown et al., 1996). Segundo Cregan et
al. (1999), marcadores microssatélites tém sido desenvolvidos também a partir

de bibliotecas de cromossomos especificos, com o objetivo de obter marcadores
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em regides especificas do genoma. Clones BAC (bacterial artificial
chromosomes) e clones YAC (yeast artificial chromosomes) também tém sido
utilizados como fonte de DNA com a mesma finalidade. Chen et al. (1997) e
McCouch et al. (1997) mencionaram que a constru¢do de mapas saturados com
microssatélites serd mais eficiente se esses marcadores forem desenvolvidos
complementarmente pela andlise de bancos de dados e andlise de diferentes tipos
de bibliotecas, incluindo bibliotecas de pequenos ou grandes insertos, biblioteca
com insertos digeridos com enzimas de restricio ou com corte mecanico,
biblioteca gendmica ou de cDNA e biblioteca enriquecida.

Apesar do valor e da utilizacdo dos marcadores microssatélites em
diferentes espécies de plantas, em feijao, poucos marcadores foram identificados
e disponibilizados para os pesquisadores. Nessa espécie, apenas 37
microssatélites potenciais foram identificados por Yu et al. (2000) partindo de
dados do GenBank; 21 por Caixeta (2002) por meio de clones BAC e 68 foram
desenvolvidos por Gaitdin-Solis et al. (2002). Nesses trabalhos, microssatélites
com repeticdes AT/TA foram os mais freqiientes, seguidos por aqueles com a
repeticdo CT/AG. A distribuicdo de repeti¢des com di-, tri- e tetranucleotideos
encontrada foi semelhante ao ji encontrado previamente, onde: (1) todas as
repeticdes com dinucleotideos foram encontradas apenas em regides nao
codificadoras 5° e 3’ e introns; (2) os trinucleotideos foram identificados
principalmente nas regides codificadoras; e (3) a maioria dos tetranucleotideos
foi observada em regides nao codificadoras.

Embora os microssatélites e outros marcadores possam ser uteis no
melhoramento para auxiliar em vdrias etapas durante o desenvolvimento de um
programa, a identificacdo de alelos de efeito principal, como os alelos verticais
de resisténcia a doengas, constitui-se em uma das principais contribui¢des para
auxiliarem na selecdo assistida pelos marcadores. Nesse contexto, um dos

procedimentos de identificacdo desses alelos mais eficientes € o bulk segregante,
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também conhecido por BSA (Bulked Segregant Analysis), sugerido por

Michelmore e colaboradores (1991).

2.8- O método BSA

O método do bulk segregante (BSA) foi proposto para associar
caracteristicas fenotipicas com marcadores de DNA. Para isso, € necessdrio
inicialmente obter uma populacdo segregante para o carater de interesse,
proveniente de um cruzamento biparental, como F,, populagdes de
retrocruzamento ou mesmo populacdes de linhagens obtidas apds sucessivas
autofecundacdes. Tais populagdes devem, entdo, ser avaliadas para o cardter de
interesse. Em seguida, os individuos sdo entdo divididos em dois grupos, com
base na expressdo dos fendtipos contrastantes na populagdo segregante.

De posse dos bulks, o objetivo é detectar diferengas entre eles em um ou
mais fragmentos de DNA. Os bulks sdo constituidos ao se misturarem
quantidades iguais de DNA de individuos selecionados com base na expressdo
fenotipica, por exemplo, um grupo resistente e outro suscetivel. Polimorfismos
ocorrerdo somente onde hd o contraste de interesse; as demais regides
apresentardo um padrdo de bandas monomorficas. Assim, tal marcador
polimérfico estard fisicamente ligado ao alelo de interesse e pode-se estimar a
freqiiéncia de recombina¢do dos marcadores com o alelo de interesse,
analisando-se com o mesmo marcador todos os individuos da populagdo
segregante.

O BSA tem sido usado também para avaliagdo de caracteres
quantitativos (QTL), utilizando, como populacdo segregante, retrocruzamento
(RC) ou F2. O tamanho minimo de amostras para constituir o bulk é geralmente

determinado pela freqii€éncia com que esses locos ndo ligados poderiam ser
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detectados como polimérficos entre os dois bulks. Esse nimero minimo
dependerd do tipo de populagdo segregante, RC ou F,, e do tipo de marcador,

dominante ou co-dominante (Mackay e Caligari 2000).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Genitores e cruzamento

Foi realizado o cruzamento ESAL 550 x Carioca MG e obtidas as
geracoes F; e F,. A linhagem ESAL 550 foi selecionada dentro da cultivar Jalo,
que possui graos amarelos e grandes (cerca de 50g por 100 grdos), resisténcia a
mancha angular e é incompativel com a maioria das cultivares de origem
mesoamericana de grdo pequenos. A cultivar Carioca MG possui graos
semelhantes aos da cultivar Carioca, ligeiramente mais escuros € menores (cerca
de 20g por 100 grdos), é altamente suscetivel a mancha angular, porém, é
compativel para se cruzar com a ESAL 550.

Foram utilizadas 120 plantas F,.; cujos fendtipos foram identificados sob

as condi¢des de incidéncia natural da doenca (Bruzi et al., 2002).

3.2 Extracao de DNA total

A extragio do DNA foi feita de 120 plantas F,, utilizando o
procedimento modificado de Rogers e Bendich (1988). Aproximadamente 2g de
folhas jovens de cada planta foram macerados com areia esterilizada, juntamente
com 10mL de tampdo de extracdo pré-aquecido a 65°C [0,2g de brometo de
cetiltrimetil-amo6nia (CTAB), ImL de Tris 1M; 0,4mL de EDTA 0,5M; 0,82 de
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NaCl; 0,1g de polivinilpirrolidona 40.000; 8,6mL de dgua pura] e 20uL de 2-B-
mercaptoetanol. O macerado foi mantido em banho-maria por 30 minutos,
agitando-se a cada 10 minutos. Em seguida, adicionaram-se 10mL da solugdo 24
cloroférmio para 1 dlcool isoamil, seguido da homogeneizacdo e centrifugagao
durante 10 minutos a 5.000 rpm. O sobrenadante foi misturado a 30mL da
solugdo, 6 édlcool 95% para 1 acetato de amonio 7,5 M e mantido no freezer (-
200C) por cerca de uma hora, no minimo. Ao DNA coletado foram adicionados
300uL de TE (Tris 1mM e EDTA 0,1mM, pH 7,7). Os é&cidos nucléicos
dissolvidos foram submetidos a uma segunda extracdo com cloroférmio dlcool-
1soamil. O sobrenadante foi coletado sendo adicionado o triplo de seu volume de
20 4lcool 95% para 1 de acetato de s6dio 3M, e mantido em freezer por no
minimo uma hora. A solucdo de élcool acetato de sddio foi eliminada, o DNA
dissolvido em 300uL de TE e quantificando, utilizando-se um fluorimetro
(Hoffer Scientific, San Francisco, CA USA). Para isso, foram utilizados 2uL da
solu¢ao de DNA em 2mL de tampao (Tris 10mM, EDTA 1,0 mM, NaCl 0,1M,
pH 7,4), juntamente com 0,1uL/mL do corante H32258. As amostras foram
diluidas em TE para uma concentragdo de 10ng/uL, para as reacdes de

amplificacdo.
3.3 Obtencao dos bulks segregantes
O DNA das 10 plantas mais resistente e das 10 plantas mais suscetivel

foi misturado eqiiitativamente para constituirem os dois bulks contrastantes, um

resistente e outro suscetivel (Michelmore et al., 1991; Mackay e Caligari, 2000).
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3.4 Analise dos bulks com marcadores RAPD

Os bulks foram avaliados com 1080 primers de 10 nucleotideos (Operon
Tecnologies Inc., Alameda, Ca, EUA). Cada reacdo foi realizada misturando-se
reagentes com as seguintes concentragdes: 200uM dNTP (mistura eqiiitativa de
ATP, GTP, CTP e TTP); 0,6 unidades de Tag DNA polimerase, 0,4uM de
primer, tampdo de reacdo (50mM tris; 2,0 mM MgCl,; 20mM KCI; 250ug/mL
de albumina soro bovino; 1% de ficoll 400; 1mM de tartrazine) 30ng do DNA
gendmico, e dgua pura até o volume de 16uL.

A reacdo de amplificagdo foi realizada em termociclador Eppendorf
MasterCycler Gradient 5331, programagdo para 39 ciclos, subdividida em dois
programas: 1) nos dois primeiros ciclos sendo a desnaturagdo do DNA feita a
94°C por 2 minutos, o anelamento a 37°C por 15 segundos e a elongagdo a 72°C
por um minuto; 2) adicionalmente mais 38 ciclos que diferiam apenas no tempo
de desnaturacdo que foi de 15 segundos. Apds os 39 ciclos foi feita uma etapa de
extensdo final por 2 minutos a 72°C. Os fragmentos de DNA foram analisados
em gel de 4dgar a 2%. Com os primers que produziram polimorfismo nos bulks
procedeu-se a abertura dos mesmos, isto &, as reagdes individuais com os
componentes dos bulks. Os mesmos primers foram também utilizados nas
reacdes individuais das 120 plantas F, para se determinar a co-segregacdo da
banda polimorfica nos bulks com a reagdo das mesmas a doenca. Nessas reacoes,
utilizou-se gel de agarose a 1% preparado com TBE 1X (0,045M Tris-borato e
2,0 mM EDTA). A eletroforese foi conduzida em tampdo TBE 1X a voltagem
constante de 75V, durante um periodo varidvel de 4 a 5 horas. A visualizagdo e

andlise do gel foram efetuadas sobre luz UV.
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3.5 Analise dos bulks com marcadores microssatélites — SSR

Foram testados 32 pares de primers de microssatélites (SSR) desenhados
para Phaseolus vulgaris segundo YU e colaboradores (2000). As reacdes de
polimerase em cadeia (PCR) foram efetuadas em termociclador Eppendorf
MasterCycler Gradient 5331. As reagdes foram constituidas de 20ng de DNA;
200pM dNTP; 0,6 unidades de Tag DNA polimerase; 0,2uM de cada primer,
tampdo de reagdo (50mM Tris; 2,0 mM MgCl,; 20mM KCI; 250pg/mL de
albumina soro bovino; 1% de ficoll 400; ImM de tartrazine) e dgua pura até o
volume de 18,5uL.

A reacdo de PCR incluiu uma desnaturacdo inicial a 95°C, por dois
minutos, seguida por nove ciclos com desnaturacdo a 94°C, anelamento a 68°C e
elongagdo a 72°C por 20 segundos cada, com mais 25 ciclos com desnaturacio a
94°C, anelamento a 60°C e elongacdo a 72°C por 20 segundos cada, com etapa
de extensio final por 10 minutos a 72°C.

Os fragmentos de microssatélite foram separados em gel de agarose
preparados com TBE 1X (0,045M Tris-borato e 2,0 mM EDTA), com a
concentracdo de 3% para andlise dos bulks. Com o primer que identificou
polimorfismo nos bulks utilizou-se um gel a 2,5% para avaliacao das 120 plantas
F,. A eletroforese foi conduzida em tampdao TBE 1X a voltagem constante de
80V, durante um perfodo varidvel de 4 a 5 horas. A visualizagdo do gel foi
efetuada sobre luz UV e registrada por cdmara fotogréfica Polaroid, carregada

com filme instantaneo preto e branco tipo 667.
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3.6 Analise dos dados

Procedeu-se a andlise de > dos resultados observados, tanto da reacio
da populacdo F, ao patégeno, quanto da segregacdo dos marcadores RAPD e
SSR. Para confirmar se os marcadores estavam ligados aos alelos de resisténcia
a mancha angular, foi feita a andlise de co-segregacido do marcador com o alelo
de resisténcia ou suscetibilidade e também utilizando os marcadores dois a dois,
admitindo distribuicdo independente. Na andlise de ligacdo empregaram-se as
férmulas e tabelas para célculo da freqiiéncia de recombinagdo, apresentadas por
Allard (1956) e também o aplicativo computacional GQMOL versao 0.1.0 (Cruz
e Schuster, 2001). Nessas andlises o procedimento estatistico utilizado para
estimativa da freqiiéncia de recombinacdo foi o da médxima verossimilhanca
(Allard, 1965; Simdes, 2001). Para cada estimativa de freqiiéncia de
recombinacao foram estimados também o erro padrio, o intervalo de confianca e
0 LOD score (log of the odds).

As freqiiéncias de recombinag¢do entre os marcadores € o loco de
resisténcia, foram transformadas em unidades de mapa (cM), utilizando a fungao
de Haldane, de acordo com o estabelecido por Schuster (2002), em que r
representa a freqiiéncia de recombinagao:

m=[-In(-2r)]/2
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle genético da reacio a mancha angular

A andlise fenotipica das 120 plantas F,; do cruzamento ESAL 550 x
Carioca MG apresentou uma segregacdo de 90 plantas resistentes e 30
suscetiveis, portanto, exatamente trés resistentes para uma suscetivel (x’= 0,
P=100%), demonstrando heran¢a monogeénica.

O controle genético da resisténcia é semelhante aos obtidos em trabalhos
anteriores que indicam a presenca de um alelo dominante controlando a
resisténcia a2 mancha angular na cultivar Cornell 49-242 e MAR-2 (Nietsche
2000, Ferreiral997). A linhagem BAT 332 também € uma fonte de resisténcia
para mancha angular com heranca monogénica, sendo o alelo dominante
também responsdvel pela resisténcia a raga 61.41 de P. griseola (Caixeta, 2002).
E importante enfatizar que todas esses fontes de resisténcia sio de origem
mesoamericana, enquanto que o alelo de resisténcia da linhagem ESAL 550 tem,
a principio, maior importancia para o melhoramento no Brasil, porque ele € de
origem andina. Essa maior importancia se deve ao fato de que no Brasil a grande
maioria das cultivares utilizadas, é de origem mesoamericana € as racas
predominantes do patégeno certamente foram adaptadas para vencer os alelos de
resisténcia dessa origem (Van der plank, 1963). A cultivar Jalo € uma das
poucas de origem andina utilizadas no Brasil e vem demonstrando resisténcia

quase completa ao patégeno hd mais de 30 anos.
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4.2 Identificacao de marcadores RAPD e SSR

Os dois marcadores RAPD e um SSR apresentaram segregacdes em F,
que confirmam a heranga monogénica dominante (Tabela 1). Esse resultado é
importante porque indica que esses fragmentos de DNA sdo herdéveis,
qualificando-os como marcadores genéticos.

Dos dois marcadores RAPD, um estd em fase de acoplamento e outro
em repulsdo, foram amplificados pelos primers OPPO7 e OPBBO04,

respectivamente (Figura 1).

TABELA 1. Andlise de segregacao dos marcadores RAPD OPP07, OPBB04 e
SSR PV-atct 001 na geracdo F, do cruzamento ESAL 550 x Carioca MG.

Loco Freqliéncia  Razdo X2 Probabilidade (%)
observada  esperada

OPP0O7 96:24 3:1 1,6 20,5903

OPBB04 84:36 3:1 1,6 20,5903

PV-atct 001 94:26 3:1 0,711 39,9075
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FIGURA 1. Andlise eletroforética dos produtos amplificados pelos primers
OPP07 e OPBB04. BR corresponde ao bulk resistente; BS, ao bulk suscetivel, Py
corresponde ao genitor resistente ESAL 550, P, ao genitor suscetivel Carioca
MG. A seta indica os marcadores OPP07 e OPBB4. M representa o marcador de
tamanho de fragmento 100pb da Promega.

O terceiro marcador é o de microssatélite em fase de acoplamento
amplificado pelo par de primers PV-atctO01 de  seqiiéncia:
S’CAATTAAAACTCAACCAACCCAAATA3 e S TTTCCCGCCATAGA
ATATGTGAGA3’ e que amplificou um fragmento de 282 pb (Figura 2).

A maioria dos marcadores microssatélites reportados na literatura
apresenta um padrdo de heranca co-dominante (Ferreira e Grattapaglia, 1998).
Contudo, o marcador microssatélite amplificado pelo primer PV-atct 001 ligado
ao alelo de resisténcia a mancha angular avaliado no presente estudo, apresentou
uma heranca dominante, visto que foi detectado somente nos resistentes e a
populagdo F, segrega na proporgdo 3:1 (R:S) para presencga e auséncia da banda
resistente. Liu et al., (2001) também identificou marcadores microssatélites
dominantes e uma possivel explicagdo para esse fato seria a alteracao das regides
de reconhecimento do primer nas plantas suscetiveis. Essas alteragdes devem-se
a mutagdes de ponto, inser¢des, dele¢des ou inversdes que levam ao nado

anelamento do primer e conseqiiente auséncia da banda.
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FIGURA 2. Andlise eletroforética dos produtos amplificados pelo primer SSR
PV-atct001. BR corresponde ao bulk resistente; BS, ao bulk suscetivel; P; é o
genitor resistente ESAL 550, P, € o genitor suscetivel Carioca MG; em A de 1-
10 estdo as plantas F, suscetiveis; em B, plantas F, de 11-22 resistentes. A seta
indica o marcador PV-atct001. M corresponde ao DNA marcador de tamanho de
fragmento de 100pb da Promega.

Virios marcadores RAPD foram identificados por outros autores
proximos aos alelos do feijdo que conferem resisténcia a Phaeisariopsis
griseola. Contudo, nenhum deles mostrou amplificagdo no cruzamento ESAL
550 x Carioca MG utilizado no presente trabalho, o que sugere a existéncia de
vérios alelos de resisténcia de genes diferentes contra o P. griseola no feijao. Por
exemplo, Nietsche (2000) encontrou dois marcadores RAPD para resisténcia a
manha angular no cultivar Cornell 49-242, amplificados pelos primers OPNO02gy,
e OPEOQ4¢s, distantes do alelo de 3,2 e 12,5 cM, respectivamente. Ja Ferreira
(1997) encontrou com o primer OPEO4 um marcador de cerca de 500pb a 5,8
cM do alelo de resisténcia na cultivar MAR-2. Caixeta (2002) estudando a
heranga da resisténcia de BAT 332, identificou também um alelo dominante

responsével pela resisténcia por meio de dois marcadores moleculares do tipo
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RAPD, OPAAQ07450 e OPAO129s, ligados em fase de acoplamento a esse alelo a
uma distancia de 5,10 e 5,83 cM, respectivamente.

Na andlise de co-segregacao entre os marcadores e o alelo de resisténcia,
observou-se que o OPPO7 e o microssatélite PV-atct001 estdo ligados ao alelo
de resisténcia e ligados entre si. J4 o OPBBO04 apresentou distribui¢dao
independente com % nio significativo (P> 0,05) tanto para o alelo de resisténcia
quando para os dois marcadores (Tabela 2).

Assim, o fragmento polimérfico nos bulks e amplificado pelo primer
OPBBO04 deveria ser descartado. No entanto, comparando-se as freqiiéncias
observadas com as esperadas correspondentes, ou seja, 67,5 AB, 22,5 Ab, 22,5
aB, 7,5 ab (Tabela 2), nota-se uma deficiéncia das classes fenotipicas em

repulsdo, sugerindo a ligagdo do marcador ao alelo de suscetibilidade.

TABELA 2. Analise de xz das freqiiéncias observadas (FO) e esperadas (FE),
admitindo distribui¢do independente entre cada marcador e o alelo de resisténcia
(R) e entre os marcadores dois a dois na geragdo F..

Locos testados FO FE x>  Prob.
AB:Ab:aB:ab AB:Ab:aB:ab (%)

OPP07/Alelo R 83:7:13:17  9:3:3:1* 302" 0,00
OPBB04/Alelo R 58:32:26:4  9:3:3:1° 75 5,68
PV-atct 001/Alelo R 88:2: 6: 24 9:3:3:1° 73,37 0,00

OPP07/0OPBB04 66:30:17:7  9:3:3:1° 39 27,12

OPP07/ PV-atct 001 86: 8: 10: 16 9:3:3:1° 30,97 0,00
OPBBO04/PV-atct 001  62:32:21:5 9:3:3:1° 53 14,52

* AB (presenga do alelo de resisténcia e do marcador); Ab (presenca do alelo de
resisténcia e a auséncia do marcador); aB (presenca o alelo de suscetibilidade e o
marcador); ab (presenca do alelo de suscetibilidade e a auséncia do marcador).

® AB (presenca da banda nos dois marcadores); Ab (presenca da banda no primeiro e
auséncia no segundo); aB (aus€ncia da banda no primeiro e presenca no segundo); ab
(auséncia da banda nos dois marcadores).
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As distancias genéticas e respectivos LOD scores, seus erros padrdes e
intervalos de confianga estdo na Tabela 3. Um LOD score indica essencialmente
0o quanto é mais provdavel uma ligacdo entre dois locos do que nenhuma.
Considerando 5% de erro, o ponto de corte do LOD score € de 0,83 como
sugerido por Lander e Botstein (1989), quando somente um marcador genético é
testado. Assim, realmente se verifica que os trés marcadores estdo ligados ao
gene de reacdo. Porém, como previsto pelo teste de )* entre os marcadores,
OPP0O7/0OPBB04 (LOD= 0,02) e OPBB04/ PV-atct 001 (LOD= 0,54) sdo
independentes.

Como j4 previsto, o gene de reacdo ao patdgeno estd flanqueado pelo
marcador OPBB04 de um lado e os outros dois do outro lado, cujas posi¢gdes
relativas estdo ilustradas na Figura 4. Entre os trés marcadores, o microssatélite é

0 mais util para o melhoramento, por estar mais proximo do alelo de resisténcia

(Tabela 3).

TABELA 3. Estimativas das freqiiéncias de recombinacdo entre os alelos de
resisténcia ou suscetibilidade e os marcadores RAPD e SSR dois a dois com
respectivos LOD score erro padrio e intervalo de confianga, relativos a geracao
F, do cruzamento ESAL 550 x Carioca MG.

Intervalo de

Loco Distancia® . LOD  Erro confianga
(cM) Score padrdo LI LS
OPPO7/ Alelo R 24,4 1920 6,33 0,04 0,11 0,27
OPBB04/ Alelo R 53 32,70 1,26 0,08 0,16 0,48
PV-atct 001/ Alelo R 7.6 7,02 16,21 0,0005 0,03 0,11
OPP0O7/0OPBB04 149,6 4749 0,02 0,07 033 0,61
OPPO7/PV-atct 001 21,9 17,71 6,82 0,03 0,10 0,25

OPBB04/ PV-atct 0013 73,9 38,65 054 0,07 023 0,33

* distancia em cM (Haldane); ° freqiiéncia de recombinagio.
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A freqiiéncia de recombinacdo relativamente baixa entre eles o caracteriza como
um marcador de grande utilidade para a sele¢do indireta. Isso porque a
porcentagem de plantas com marcador, selecionada erroneamente em uma
populagdo segregante é pequena. Por exemplo, a freqii€ncia esperada de plantas
suscetiveis selecionadas como resistentes, em uma populacido F, é de 4,5%
(Tabela 4). Além disso, os marcadores microssatélites, por serem obtidos por
meio de uma reagdo de PCR, com primers maiores, sdo mais especificos e
reproduziveis do que o marcador RAPD.

O uso do marcador RAPD amplificado pelo primer OPPO7, que se
recombina com o alelo R com uma freqiiéncia de 19,20%, resultara na sele¢ao
de 11,56% de plantas suscetiveis como se fossem resistentes, em uma geracdo F,
(Tabela 4). Portanto, quase trés vezes menos eficiente do que o marcador
microssatélite. Em razio da menor repetibilidade e maior distdncia desse
marcador em relacdo ao alelo de resisténcia, deve-se dar preferéncia ao
microssatélite para auxiliar a selecdo.

O marcador RAPD amplificado pelo primer OPBBO04, caso estivesse
mais proximo ao alelo r, seria de grande utilidade para ser usado juntamente com
o marcador microssatélite, pois permitiria a identificacdo de plantas resistentes
homozigéticas e heterozigéticas nas populacdes segregantes, como sugerido por
Haley e colaboradores (1994). No entanto, devido a sua alta freqiiéncia de
recombinacio, ele se torna indtil para auxiliar na sele¢@o.

Finalmente, ¢ importante salientar o grande auxilio que o marcador
microssatélite deve oferecer para se realizar a selec@o indireta. Isso porque na
maioria dos programas de melhoramento, visando resisténcia a mancha angular,
pratica-se a selecdo direta com ocorréncia natural da doenca, na safra das secas,
uma Unica vez ao ano. Geralmente, vem sendo adotado esse procedimento

porque existe grande dificuldade em causar artificialmente a doenca. Com o

emprego desse marcador serd possivel praticar a selecdo indireta em qualquer
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época durante o ano, bastando apenas germinar as sementes, para extracio de
DNA e proceder a reacdo de PCR. Portanto, esse marcador viabilizard a selecio
de plantas resistentes nas trés safras normalmente exploradas com o feijoeiro,

agilizando consideravelmente os programas de melhoramento.

Distancia Marcador
cM
(Haldane) » OPBBOA4
53
76 Alelo R
SSR
24.4
OPPO7

N

FIGURA 3. Mapa genético parcial mostrando o gene de reacdo a mancha
angular e os trés marcadores identificados na populacdo F,; do cruzamento
ESAL 550 x Carioca MG.

TABELA 4. Estimativa das freqiiéncias esperadas de plantas suscetiveis,
selecionadas como resistentes em F,, por meio do marcador (FPSS).

Primer Seqiiéncia de bases r(%) FPSS
marcador (%)
OPPO7* 5’GTCCATGCCA3’ 19.20 11,56
PV-atct 001° 5’CAATTAAAACTCAACCAACCCAAATA3’
5S’TTTCCCGCCATAGAATATGTGAGA3Z’ 7.02 45

® Marcador RAPD ® Marcador SSR
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5 CONCLUSOES

O alelo de resisténcia a Phaeisariopsis griseola na linhagem ESAL 550
foi marcado por meio de RAPD, pelos primer OPPO7 e OPBB04 e pelo
microssatélite PV-atct001.

O fragmento gerado pelo microssatélite se constitui um bom marcador
para ser utilizado em programas de melhoramento, na sele¢ao indireta de plantas
com o alelo de resisténcia, por recombinar-se com uma freqii€ncia de 7,02%. Os

marcadores RAPD s@o menos tteis por estarem mais distantes.
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