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Resumo - O feijoeiro estd sujeito a ocorréncia de um grande nimero de doengas, dentre as quais se
destacam a ferrugem (Uromyces appendiculatus) e a mancha-angular (Phaeoisariopsis griseola) que sao
uma ameaca constante para a cultura por reduzir a quantidade e qualidade da producéo. Este trabalho foi
realizado para caracterizar molecularmente gendétipos locais de feijoeiro, pertencentes a pequenos
produtores do sul do estado do Espirito Santo, quanto a presenca de marcas de resisténcia a ferrugem e a
mancha-angular, utilizando marcadores moleculares do tipo RAPD e SCAR, e cultivares comerciais de

feijdo como referéncia.
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Introducéo

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é uma
cultura de grande expressdo econémica para o
Brasil, sendo uma das leguminosas mais
consumidas no pais (BRACKMANN & NEUWALD,
2002; COELHO et al, 2003). No estado do
Espirito Santo o feijdo é o terceiro produto agricola
de importancia econdémica, ocupando uma area de
aproximadamente 24,4 mil hectares com a
producdo de 19,1 mil toneladas, e produtividade
de 783 Kg/hectare na safra de 2006/2007
(CONAB, 2007).

Entretanto o feijoeiro € uma planta vulneravel a
acdo dos agentes do ambiente, seja de natureza
abiotica ou de natureza bidtica caracterizada por
instabilidade produtiva (DOURADO NETO &
FANCELLI, 2000). Dentre os fatores responsaveis
por baixar a produtividade do feijoeiro estdo as
doencas (VIEIRA, 2006), delas destacam-se, no
territorio nacional, as de origem foliar provocada
por fungos como a ferrugem (Uromyces
appendiculatus) e a mancha-angular
(Phaeoisariopsis  griseola). A  ferrugem &
considerada como de grande importancia,
causando danos da ordem de 45% (JESUS
JUNIOR et al., 2001) podendo chegar a 100%.

O controle da doenca através de praticas
culturais torna-se muito  dificil devido a

disseminacdo do patdégeno ser realizada através
de correntes aéreas.

O método fundamentado na resisténcia
genética se constitui em uma das formas mais
eficientes e econbmicas de controle de doencas
de plantas (DOURADO NETO & FANCELLI,
2000). Alguns marcadores moleculares
associados a resisténcia a ferrugem e a mancha-
angular ja estdo descritos na literatura
(DESSAUNE et al.,2005; QUEIROZ et al., 2004).
Estes marcadores podem ser Gteis para se inferir
a presenca de um gene de resisténcia nos
gendtipos avaliados, permitindo que a selecdo de
gendtipos de interesse possa ocorrer nos
primeiros estadgios de desenvolvimento e o0s
individuos superiores podem ser identificados com
relativa facilidade (ZHANG; STOMMEL, 2001).

Com as informacBes destes marcadores,
poderemos selecionar genotipos que apresentem
genes de resisténcia a ferrugem e mancha-angular
gue apresentarem maior semelhanca com o
gendtipo comercial mais adequado para cultivo na
regido, e fornecer estes grdos aos produtores da
regiao.

Metodologia
Material Genético

Neste experimento foram utilizados 24
gendtipos locais de feijoeiro pertencentes a
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comunidades do sul do estado do Espirito Santo, e
mais alguns cultivares comerciais: Carioca,
Rosinha, IAPAR 81, Aporé e Pérola.

Extracdo do DNA

As folhas de cada planta foram coletadas e a
extracdo de DNA foi feita de acordo com o
protocolo de Doyle e Doyle (1990), com algumas
modificacbes propostas por Abdelnoor et al.
(1995).

Tabela 1 - Marcadores moleculares ligados a
mancha-angular.
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Marcadores moleculares utilizados para
avaliar a resisténcia a ferrugem e mancha-

angular

Os marcadores moleculares utilizados para
analisar a presenca de genes de resisténcia a
ferrugem e a mancha-angular estdo listados na

tabela 1.

genes de resisténcia do feijoeiro-comum a ferrugem e

Distancia (cM) e Gene de

Fonte de

Marcador Fase de ligacédo Resisténcia Doenga Resisténcia Referéncia
SCARF104050 4,3 — acoplamento Ur-ON Ferrugem Ouro Negro CORREA et al. (2000)
SCARI19460 3,3 — acoplamento ur-5 Ferrugem México 309 DESSAUNE et al. (2005)
SCARAE19g40 1,0 — repulséo Ur-11 Ferrugem Belmidak RR-3 QUEIROZ et al. (2004)
SCARH13,9 5,5 — acoplamento Phg-1 Mancha-angular AND 277 NIETSCHE et al.. (2000)
SCARNO23590 5,9 - acoplamento Phg-Mex Mancha-angular México 54 SARTORATO et al. (2000)
OPEO4s500 5,8 - acoplamento Phg-Mar 2 Mancha-angular Mar 2 FERREIRA et al. (2000)
OPAO1245 5,8 - acoplamento Phg-Bat332 Mancha-angular BAT 332 CAIXETA (2002)
Analise de RAPD Amostras de DNA das plantas submetidas a
Amostras de DNA dos cultivares foram selecdo amplificaram pela técnica de SCAR em

amplificadas pela técnica de RAPD, de acordo
com Alzate-Marin et al. (2001). Foram utilizados
primers RAPD da “Operon Technologies”
(Alameda, CA, EUA) tomados ao acaso. As
reacbes de amplificacdo foram feitas em um
volume total de 25 pl, contendo Tris-HCI 10 mM
(pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 2 mM, 100 uM de
cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 0,4 pM de um primer, uma
unidade da enzima Tag polimerase e,
aproximadamente, 30 ng de DNA. As
amplificagBes foram efetuadas em termociclador,
programado para 40 ciclos, cada um constituido
da seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30
segundos a 35 °C e 1 minuto a 72 °C. Ap6s os 40
ciclos, foi realizada uma etapa de extenséo final
de 7 minutos a 72 °C e, finalmente, a temperatura
foi reduzida a 4 °C. Apo6s a amplificacio
adicionamos, a cada amostra, 3 pl do corante tipo
IV (0,25% de azul-de-bromofenol e 60% de
glicerol). Essas amostras aplicaram em gel de
agarose (1,2%), contendo brometo de etidio (0,5
pg/ml) e submerso em tampéo TBE (Tris-borato 90
mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética
ocorreu em um periodo de cerca de 3 h, a 110
volts. Ao término da corrida, os géis foram
visualizados em Transiluminador UV, 302 nm.

Analise de SCAR

mistura de reacdo de 25 uL contendo as mesmas
concentracbes de reagentes utilizadas nos
ensaios RAPD, exceto para o primer, que foi
substituido por cinco picomoles de cada primer
especifico. O termociclador foi programado para
um passo inicial de 94°C por 3 minutos; 35 ciclos
de 94°C por 15 segundos, 55°C por 1 minuto e 30
segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos; e um
passo final de 72°C por 7 minutos apds o ultimo
ciclo. Os primers utilizados estdo descritos na
Tabela 1. Apdés a amplificacdo os fragmentos
amplificados foram separados em gel de
eletrofores e visualizados em Transiluminador UV,
302 nm da mesma forma descrita para a analise
de RAPD.

Andlise dos dados

Os gendtipos que apresentaram a presenca
das marcas de resisténcia a ferrugem e a mancha-
angular foram selecionados. A presenca destas
marcas foi observada levando em consideracdo o
fragmento amplificado nas testemunhas (fonte de
resisténcia - Tabela 1). Cada marcador teve a sua
respectiva testemunha.

Resultados

Os fragmentos de DNA amplificados com os
marcadores moleculares selecionados (Tabela 1)
foram analisados em gel de agarose 1,2%. As
marcas de resisténcia foram validadas pela
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presenca das respectivas testemunhas em cada
gel. A figura 1 mostra os fragmentos obtidos com a
utilizacdo do marcador SCAR F10. A presenca da

WHEPG

ILINIC)r

mm
im baitingbe Coniitiia ik

marca de resisténcia no genétipo é reconhecida
pelo sinal positivo (+) e a auséncia pelo sinal
negativo (-).

Figura 1 — Gel com a amplificacdo do marcador SCAR F10. O nome de cada genétipo pode ser encontrado
na tabela 2. O numero 30 corresponde a testemunha (Ouro Negro).
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Tabela 2- Andlise dos fragmentos amplificados nos géis. O sinal (+) representa a presencga do fragmento, e

o (-) a auséncia.

Genotipos SCAR RAPD
F10 119 AE19 H13 NO2 OPE04 OPAO12
1 PEROLA - + - - + - +
2 FORT 04 - + - - + + .
3 FORT 05 + - - - - - -
4 FORT 06 + + - - - - -
5 FORT 09 + + + - + - -
6 FORT 11 + - - - - - -
7 FORT 12 + + - - - - -
8 FORT 13 + - - - - - -
9 FORT 14 + + - + + + -
10 FORT 16 - + - - - - -
11 FORT 17 - + - - - - -
12 MULATINHO + + - - + + .
13 FORT 20 - + - - - - -
14 FORT 21 + - - - - - -
15 FORT 22 - + - - + - .
16 FORT 23 - + - - - - -
17 FORT 24 + + - - - - +
18 FORT 25 + + - - + +
19 FORT 26 + - - - + -
20 IAPAR-81 + + - - - - -
21 CARIOCA - + + - - - -
22 FORT 30 - - + + + - -
23 FORT 32 - + - - + - .
24 FORT 34 + - - - + - -
25 FORT 36 - + - - - - -
26 FORT 37 + + - - - - +
27 FORT 38 - + + - + - -
28 FORT 33 + - - - + + i}
29 OURO NEGRO + - - - - - -

Discusséao

Todos o0s outros genoétipos apresentaram
marcas de resisténcia ou a ferrugem, ou a
mancha-angular ou a ambas as doencas. Os
gendtipos que se destacaram foram FORT 09 (3
genes de resisténcia a ferrugem e 1 a mancha-
angular), FORT 14 (2 genes de resisténcia a
ferrugem e 3 a mancha-angular), e FORT 25 (3
genes de resisténcia a ferrugem e 2 a mancha-
angular), pois apresentaram mais genes de

resisténcia em relacdo aos outros genotipos,
superando inclusive gendtipos comerciais como o
CARIOCA (variedade de feijdo adaptada para
cultivo na regiéo sul do estado do Espirito Santo).

Os gendétipos FORT 5, 6, 11, 12, 13, 16, 17,
20, 21, 23 e 36 apresentaram somente marcas de
resisténcia a ferrugem.

Numa proxima etapa, todos estes gendtipos
serdo submetidos a inoculagéo com os patégenos
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em casa de vegetacdo para podermos avaliar
como estes gendtipos se  comportam
fenotipicamente e assim podermos fazer uma
selecdo mais precisa.

Conclusao

Dos vinte e nove genétipos avaliados,
todos apresentaram marcas de resisténcia a
ferrugem ou a mancha-angular, ou a ambas as
doencas. Trés gendétipos (FORT 9, 14 e 25) se
destacaram por apresentarem um nimero maior
de genes de resisténcia do que 0s outros
gendtipos avaliados. Alguns genétipos sé
apresentaram genes de resisténcia a ferrugem.

Estes genétipos serdo agora avaliados,
em casa de vegetacdo, sobre o comportamento
dos mesmos na presenca de inéculos causadores
de ferrugem e mancha-angular.
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