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RESUMO

O fungoPhaeoisariopsis griseolé o agente causador da mancha-angular do feijoeiro
(Phaseolus vulgarit.), doenca que se vem destacando no Estado de Minas Gerais. Com o
intuito de identificar marcadores ligados ao gene de resisténcia a mancha-angular (raca 63.39
deP. griseol3, executou-se, previamente, o estudo da heranc¢a da resisténcia. Avaliaram-se,
guanto a segregacao, as populagdes derivadas dos cruzamentos entre Ruda (progenitor sus-
cetivel - origem mesoamericana) e MAR-2 (progenitor resistente - origem mesoamericana).
Foi obtida a segregacéo de 3:1 (plantas resistentes:suscetiveis) na geraldo o
retrocruzamento com Rud@, e 1:0, no retrocruzamento com MAR-2. Os resultados sugeri-
ram a existéncia de um alelo dominante governando a resisténcia. Posteriormente, foram
construidosulks (grupos) de DNA, de individuos, Fesistentes e suscetiveis a raga 63.39
(origem mesoamericana) do patégeno. Egsegos foram amplificados com 400 iniciado-
res. Tal amplificagdo com o iniciador OPE-04 gerou um fragmento de, aproximadamente,
500 pb, o qual co-segregou com o gene de resisténcia. Na analise de co-segregacao, verifi-
cou-se que esse marcador esta ligado ao gene de resisténcia a raca €3@%¥dela, a
uma distancia de 5,8 cM.

Termos de indexacdo Marcadores RAPD, resisténcia, feijd®haseolus vulgaris
Phaeoisariopsis griseola.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF RAPD MARKER LINKED TO THE RESISTANCE GENE
FOR THE RACE 63.39 OF ANGULAR LEAF SPOT IN COMMON BEAN

Phaeoisariopsis griseol&s the causal agent of common bgRhaseolus vulgarisL.)
angular leaf spot, considered one of the most important bean diseases in the State of Minas
Gerais, Brazil. Aiming at identifying RAPD markers closely linked to the angular leaf spot
resistance genes (race 63.39 - mesoamerican origin), a previous study of their inheritance
was carried out. Populations derived from the cross Ruda (susceptible) x MAR-2 (resistant)
both mesoamerican genetic materials, were evaluated as to disease behagener&tion
presented segregation of 3:1 (resistant: susceptible); 1:1 for the backcross to the susceptible
parent (Ruda) and 1:0, for the backcross to the resistant one (MAR-2). These results strongly
suggested that one dominant gene is in charge of the patogen resistance. Resistant and sus-
ceptible DNA bulks, extracted from thg population, were set up and amplified with 400
primers. Bulks amplified with primer OPE-04 gave rise to a 500 bp fragment, which co-
segregated with the resistance gene. Co-segregation analysis revealed that this marker is
linked to the pathogen resistance gene, at a distance of 5.8 cM.

Index terms: RAPD markers, resistance geneommon beanPhaseolus vulgaris
Phaeoisariopsis griseola.

1. INTRODUGAO visam a obtenc&o de variedades resistentes a mancha-
-angular, e sdo auxiliados pelo uso de marcadores

A mancha-angular do feijoeiro-comum, sada ~ Moleculares.

pelo fungoPhaeoisariopsis griseola@ncontra-se dis- Anélises de polimorfismo de DNA com
tribuida em todas as regides onde essa leguminosanéarcadores do tipo RAPD vém sendo amplamente
cultivada (Brenes et al., 1983). A doenca pode levattilizadas na identificagdo e selegao eficiente dos
a perdas até de 80% da producdo, dependendo d@€notipos que carregam combinacdes especificas de
suscetibilidade dos cultivares, das condi¢cdesgenes de resisténcia (Haley et al., 1994b; Foolad et
ambientais e do estadio de desenvolvimento da culal., 1993).

tura (Cardona-Alvarez & Walker, 1956; Cole, 1966; Marcadores RAPD ligados a genes de resis-
Schwartz et al., 1981). téncia tém sido identificados em varios trabalhos, tor-

O controle da doenca pode ser alcancado pel®ando disponivel o desenvolvimento de cultivares do
tratamento quimico e a utilizagdo de variedades refeijoeiro resistentes a doengas, como ferrugem (Haley
sistentes (Sartorato et al., 1996). Embora tais varieét al., 1993 b), mosaico comum (Haley et al., 1994
dades sejam a medida de controle mais importanted), antracnose (Adam-Blondon et al., 1994; Young
sua aplicacdo pode ser dificultada em vista da grand& Kelly, 1994; Alzate-Marin et al., 1997) e mancha-
variacdo patogénica dos isolados do fungo. Estudosangular (Carvalho et al., 1997).
da variabilidade do patégeno (Pastor-Corrales & Jara, Estudos anteriores desenvolvidos por Nietsche
1995; Nietsche, 1997), bem como da co-evolu¢cdq1997) demonstraram a resisténcia da linhagem MAR-
patdgeno-hospedeiro (Guzman & Gilbertson, 1995)2 a raca 63.39 (uma das mais importantes no Estado
se tornam, portanto, primordiais em programas quale Minas Gerais) dB. griseola No presente traba-
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Iho, objetivou-se identificar marcadores RAPD liga- 2.2 Constru¢cdo dodulks (grupos de DNA)
dos ao gene de resisténcia a raca 63.32 dgiseola,

presente na linhagem MAR-2, a partir do cruzamento Foi utilizado o método descrito por Michel-
entre a variedade Ruda (suscetivel) e a linhagenmmore et al. (1991) para analises de grupgmsk®
MAR-2 (resistente). segregantes Bulked Segregant Analysi¢éBSA),

e cujo procedimento basico envolve a separac¢do por

diferencas entre duas amostras de DNA, derivadas de

2. MATERIAL E METODOS uma populacdo segregante, originada de um cruza-
mento simples (Ferreira & Grattapaglia, 1995).
Identificados os individuos homozigotos, 0s grupos

2.1 Material genético e avaliacdo da doen¢a (egjstente e suscetivel foram formados e analisados
pela técnica de RAPD para identificar bandas

_ . ” . heteromorficas.
As caracteristicas do material genético utilizado

no presente trabalho encontram-se no Quadro 1.
Plantas Foriginadas do cruzamento entre Ruda
(suscetivel) e MAR-2 (resistente), inoculadas com
uma suspensdo de 2 x*onidios.ml* da raca 63.39 ) _
O DNA foi extraido de folhas, seguindo o mé-

deP. griseola foram mantidas por 48 horas em cé- )
mara de nevoeiro a 20°C 1 e UR >95%. Aos 18,tOdO descrito por Doyle & Doyle (1990), com algu-

25 e 30 dias ap6s a inoculacao, foram avaliadas quarmas modificagbes propostas por Abdelnoor et al.

to a resisténcia da doencga, utilizando uma escalglg%)' Amostras de DNA foram amplificadas pela

proposta por Pastor-Corrales & Jara (1995). PIantatsecnlca de RAPDRandom Amplified Polymorphic

com notas de 1 a 3 foram consideradas resistentes%NA)’ de acordo com Williams et al. (1990), utili-

. L. zando-seprimers (Operon Technologies, Alameda,
aquelas com notas acima de 4, suscetiveis. A - .
CA, USA) de sequéncia definida, e o termociclador

Com o intuito de identificar plantas Romo-  perkin-Elmer 9600. As condicdes de amplificacdo
zigotas resistentes para serem usadas nos bulks (grtgram as seguintes: desnaturacdo do DNA (94°C, por
pos), plantaram-se 10 sementegi€& 70 plantas F 15 segundos); pareamento plomer & fita de DNA
resistentes selecionadas. Asféram inoculadas e (35°C por 30 segundos), e extenséo do fragmento pela
submetidas as mesmas condi¢des descritas acim3agpolimerase (72°C por 1 minuto). Apds 40 ciclos,
Apo0s sua avaliagéo, selecionaram-se 8 plantas resiss produtos de amplificacdo foram separados por
tentes da populacéq €om notas 1) e 8 plantas sus- eletroforese em gel de agarose 1,2% contendo brometo
cetiveis (com notas de 7 a 9), para compor os grupode etidio. As bandas de DNA foram visualizadas sob
de DNA de plantas resistentes e suscetiveis respectiuz ultravioleta e as imagens captadas com o sistema
vamente. Eagle Eye Il (Stratagene) de fotodocumentagéo.

2.3 Extracao e amplificacdo do DNA

Quadro 1. Principais caracteristicas dos genoétipos utilizados no presente trabalho

Progenitor Fonte Flor Gréo Reagégriseola Origem
Ruda........... CIAT Branca Carioca Suscetivel Mesoamericana
MAR-2 ....... CIAT Branca Carioca Resistente Mesoamericana
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2.4 Andlise de segregacdo e ligacao genética e o marcador foi de 5,35% e a distancia entre eles, de
5,8 cM, com um LODscorecalculado de 37,4.

As analises de segregacao das bandas Marcadores moleculares do tipo RAPD liga-
heteromorficas e da resisténcia das plantaso=  dos a genes de resisténcia tém sido identificados,
ram realizadas pelo teste de qui quadradd. (As  tornando disponivel desenvolvimento de cultivares
estimativas das freqiiéncias de recombinacéo e dagsistentes a doencas do feijoeiro. Miklas et al. (1993)
distancias geneticas entre as bandas RAPQgentificaram o primeiro marcador RAPD OAl4
heteromorficas, foram realizadas com o auxilio dofgrtemente ligado ao genéP-2 conferindo resistén-
programaMAPMAKER/EXP (Lander et al., 1987; (ja 3 ferrugem-do-feijoeiro, ndo encontrando nenhum
Lincoln et al., 1992) com um LOBcoreminimo de  recombinante. Haley et al. (1993) identificaram um
3,0 (LOD-logaritmo do®dds = 3,0: a probabilidade | arcador ligado a 2,15 cM do bloco denes de
de que haja ligagéo € 1.000 vezes maior de que n&Qsisténcia a ferrugem-do-feijoeiro, a partir do cruza-
haja). mento entre BBL-47 (progenitor suscetivel) e B190

(progenitor resistente) utilizando o marcador QF 10

Com o objetivo de identificar marcadores ligados ao
3. RESULTADOS E DISCUSSAO genel (resisténcia ao BCMV), Haley et al. (1994 a),

utilizando o marcador OW1g, verificaram que ele

Testaram-se 400 iniciadore®ve dos quais ge- ©estava ligado ao gene a uma distancia de 1,3 a 5,0
raram bandas heteromérficas. Desses, o iniciadogM, em cinco populacdes segregantes. Young & Kelly
OPE-04 (GTGACATGCC) amplificou uma banda de, (1994) marcaram o genkre, responsavel por resis-
aproximadamente, 500 pb, que, quando testada ndéncia a antracnose do feijoeiro, empregando o
individuos dos grupos (resistente e suscetivel) estev@arcador OQ4, a uma distancia de 2,0 cM. Um
presente em todos os individuos resistentes e ausen$@gundo marcador ligado ao mesmo géme foi
em todos os suscetiveis (Figura 1). Essa banda segréncontrado por Adam-Blondon et al. (1994), que,
gou na proporcao de 3:1 (plantas resistentes : plantagsando o marcador RAPD RO, observaram que
suscetiveis) na populagagdonstituida de 158 indi- este estava ligado a 0,5 cM de distancia.
viduos (Quadro 2). Estudos realizados por Alzate-Marin et al.

Utilizando o programa MAPMAKER/EXP (1997), com o objetivo de marcar genes de resistén-
(Lander et al., 1987; Lincoln et al., 1992), verifi- cia a antracnose do feijoeiro, demonstraram que 0s
cou-se que a freqiiéncia de recombinagdo entre o genedividuos F, derivados do cruzamento de

Quadro 2. Teste dg” para segregacdo 3:1 de bandas do marcador RAPD OPE-04 na popyldgawuza-
mento de Ruda (suscetivel a raca 63.3®ldaeoisariopsis griseojax MAR-2 (resistente a raca 63.39 de
P. griseol3g

Plantas Resistente  Valor Suscetivel
Razado esperada.......cccccovvieeieiiiiiieeeiiiieeeens 3 - 1
Freqiéncia observada...........ccccceevviiieeeinnnnn, 122 - 36
QUi qUAdradoX?) .cccoeeeeeviiieee e - 0,4134 -
Probabilidade.............ccocoiiiii, - 0,5-0,7 -
Porcentagem de recombinacé&o/distancia, % .. - 5,35% /5,8 cM -
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Figura 1. Andlise eletroforética dos produtos de amplificacdo cormezr OPE-04 do DNA dos progenitores
MAR-2 e Rudéa (P1 e P2 respectivamente) elidksresistente e suscetivel (B1 e B2 respectivamente).
Individuos dobulk resistente (1 a 8) e dmulk suscetivel (9 a 16). M = fagecut digerido com enzimas
EcoRl, BamHI e Hind I11)

Michelite (progenitor suscetivel) e AB 136 (proge- outras doencgas do feijoeiro, demonstram a importan-
nitor resistente), quando testados coprimerZ 04,  cia da utilizagdo do marcador RAPDs nos programas
geraram uma banda ligada a 2,8 cM do gene de resigte melhoramento que visam a resisténcia a doencas.
téncia. Com isso, piramidacdo de genes se torna uma estra-
Carvalho et al. (1997), em estudos efetuados d4égia de controle bastante adequada, possibilitando
partir da populacéo o cruzamento entre Ruda (pro- que cultivares sejam resistentes a diferentes doencas
genitor suscetivel) e AND 277 (progenitor resisten-e a diferentes racas do mesmo patégeno. O uso dos
te), identificaram um marcador ligado a 5,7 cM do marcadores moleculares, portanto, tornam-se verda-
gene de resisténcia a raca 63.23dgriseola,utili- deiras ferramentas no monitoramento da introgresséo
zando o iniciado©OPH-13. Foi testado em seu traba- da resisténcia em variedades de interesse, tornando
Iho o iniciador OPE-04 (comunicagdo pessoal), ndadisponivel ndo somente a piramidacdo de genes como
se obtendo resultados satisfatérios. Isso é um fortéeambém auxiliando no melhor entendimento dos meca-
indicador de que, possivelmente, o gene de resistémismos genéticos presentes nas fontes de resisténcia.
cia presente em MAR-2 e AND-277 sejam diferen-
tes, necessitando de outros trabalhos para confirma-

¢cdo e gerando dados interessantes do ponto de vista 4. CONCLUSAO
de piramidacao de genes de resisténcia do feijoeiro a
diferentes racas de um patdgeno. A andlise de RAPD permitiu a identificacdo do

O marcador identificado no presente trabalho,marcador OPE-04 ligado ao gene de resisténcia a raca
bem como os reportados na literatura relacionados 63.39 deP. griseolg a uma disténcia de 5,8 cM.
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