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HERANCA DA RE§ISTENCIA E MARCADORES RAPD LIGADOS AO
GENE DE RESISTENCIA DA CULTIVAR MEXICO 54 AO PATOTIPO
163-19 DE Phaeoisariopsis griseola

Aloisio Sartorato’; Silvia Nietsche’; Everaldo G. de Barros® e Maurilio A. Moreira®

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L) é uma das mais importantes
leguminosas cultivada no Brasil. E hospedeira de intimeras doengas causadas por
fungos, bactéria, virus e nematdides. A mancha angular, cujo agente causal é o fungo
Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferr., esta distribuida em todo o pais. As perdas na
produgdo podem atingir até 70%. Entre os métodos de controle desta doenca, a
resisténcia genética € o mais importante por ser o mais econdmico para o produtor e a
mais segura para o ambiente. Entretanto, a grande variabilidade patogénica que o fungo
apresenta dificulta o desenvolvimento de cultivares com esta caracteristica. Marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tém sido utilizados para identificar e
selecionar gen6tipos com genes de resisténcia a vérias doengas. O objetivo deste estudo
foi determinar a heranga da resisténcia e identificar marcadores moleculares do tipo
RAPD ligados a genes de resisténcia & mancha angular.

O experimento foi conduzido nos laboratérios e casa de vegetagio do Niicleo de
Biotecnologia Aplicada & Agropecuéria (BIODAGRO), da Universidade Federal de
Vigosa. Foram utilizados os genitores, as populagdes F;, F, e os retrocruzamentos do
cruzamento entre as cultivares mesoamericanas México 54 (R) e Ruda (S) e o patétipo
63-19 de P. griseola. Dezoito dias apos a semeadura as plantas foram inoculadas com
uma suspensio contendo 2 x 10* conidios.mL" e incubadas por 48 hs em cdmara
amida (22 + 1 °C e 95% UR). As plantas foram entio transferidas para casa de
vegetacdo e doze dias ap6s foi realizada a avaliagio utilizando uma escala de 1 a 9
(CIAT, 1987). Plantas que apresentavam até 15% do grau 4 foram consideradas
resistentes e, as demais, suscetiveis.

Na identificagio do marcador RAPD foi utilizada a técnica denominada de
“Bulked Segregant Analysis” (Michelmore et al., 1991). Cada bulk foi composto do
DNA de oito plantas resistentes ou suscetiveis. O DNA foi extraido de folhas
trifoliadas utilizando-se a técnica desenvolvida por Doyle & Doyle (1987). As
amostras foram amplificadas pela técnica do RAPD segundo Williams et al. (1990).
Cada ciclo de amplificagdo consistiu dos seguintes passos: 155294 °C,30sa35°Ce
60 s a 72 °C. Ap6s 40 ciclos, as amostras foram submetidas por sete minutos a 72°Ce,
finalmente, a 4 °C. Os produtos da amplificagdo foram separados em gel de agarose
(1,2%) contendo 10 mg/mL de brometo de etideo e imerso em TBE. As bandas de
DNA foram visualizadas em luz UV e fotografadas com o sistema Eagle Eye II.
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Os dados obtidos foram analisados pelo teste Chi-quadrado utilizando-se o fator de
corregio de Yates. A distAncia entre o marcador e o gene de resisténcia foi estimada com
o programa MAPMAKER/EXP, versdo 3.0, com um Jod score minimo de 3,0.

O ajuste de 3:1 (R:S) obtido na segregacdo da F, de 1:1 no retrocruzamento para o
genitor suscetivel e de 1:0 no retrocruzamento para o genitor resistente indica que a
resisténcia da cultivar México 54 ao patdtipo 63-19 de P. griseola € monogénica e
dominante (Tabela 1).

Tabela 1. Heranca e ligagdo genética entre os marcadores moleculares e o gene de
resisténcia (R) da mancha angular ao patétipo 63-19 de P. griseola no
cruzamento entre México 54 (resistente) e Ruda (suscetivel).

Locos Geracfo Relagio Relacéo $2 Probabilidade Disténcia
Analisada Esperada no F, Observada (%) Genética"
R F, 3:1° 125:42 0.006 90-95 -
R BCs 1:.1° 21:25 0.368 50-70 -
R BCr 1:0¢ 29:0 0.00 100 -
N 02390 F;- 3:1 124:43 0.04 80-90 -
AC 140400 F, 3:1 128:39 0.29 50-70 -
E 0450 F, 3:1 125:42 0.005 90-95 -
R/N 02590y F, 9:3:3:1° 123:7:1:36 11891 <0.0001 5.9
R/AC 14(2400) F, 9:3:3:1 127:3:1:36 128.37 <0.0001 6.6
R/E 04650 F, 9:3:3:1 116:9:9:33  84.89 <0.0001 11.8

"Distancia genética em centiMorgans (Haldane); bedRelacio esperada para heranga monogénica
dominante na progénie F, (3 resistente, R_: 1 susceptivel, rr), no retrocruzamento para o genitor
suscetivel (1 resistente, Rr: 1 suscetivel, rr) € no retrocruzamento para o genitor resistente
(1 resistente, R_: O suscetivel, rr), respectivamente. “Relag@o esperada para a segregacio de dois
genes independentes na progénie F, (R_/+R_/-rt/+:rr/-).

Foram obtidas trés bandas polimdrficas de DNA em todos os individuos
resistentes as quais n3o se apresentaram nos suscetiveis. Na Figura 1 s8o apresentadas
as amplificagbes das bandas obtidas com os primers OP NO02,
OP AC14 e OP E04 ligadas em acoplamento com o gene de resisténcia. Na anélise de
co-segregacdo das 167 plantas, estes marcadores foram mapeados a 5,9, 6,6 e 11,8 cM
do gene de resisténcia, com um lod score de 25,83, 24,90 ¢ 19.03, respectivamente.

Marcadores moleculares ligados a genes de resisténcia & mancha angular foram
identificados apenas recentemente (Carvalho et al., 1997; Ferreira, 1998).
P. griseola é um patdgeno que apresenta grande variabilidade (Sartorato et al., 1991;
Nietsche, 1997) e, provavelmente um grande niimero de genes de viruléncia. Por este
motivo, é razodvel presumir que o feijoeiro comum deva possuir genes que conﬁram
resisténcia aos diferentes patétipos.

Carvalho et al. (1997) identificou o marcador RAPD H13 4 ligado ao gene de
resisténcia presente na linhagem AND 277 e o designou de Phg-1. Consequentemente,
sugere-se que o gene identificado no presente trabalho com os marcadores RAPD
NO2(890), AC14(2400)6 EO4(550), seja designado P hg~2
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Fig. 1.Produto de amplificagfo obtidos com os primers OPN02 (A), OP AC14(B)e
OP E04(C). Colunas 1=DNA do fago lambda digerido com EcoRI, BamHI e
HindIll; 2 = cultivar resistente (México 54); 3 = cultivar suscetivel (Ruda); 4
=Dbulk resistente; 5 = bulk suscetivel; 6-13 =plantas F, resistentes e, 14-21 =
plantas F,suscetivel. A setaindica abanda de DNA polimérfica.
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