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RESUMO

Sartorato, A ; Faria, J.C. de. Resisténcia de cultivares de fejjoeiro ao virus do mosaico comum necrético. Summa Phytopathologica, v.30, p.394-397,

2004.

Foram avaliadas, por suas reacdes ao virus do mosaico comum
necrotico (Bean common mosaic necrotic virus-BCMNV), 92 gendtipos
de feijoeiro comum utilizando-se das técnicas de inoculagdo direta de
plantulas e de marcador molecular. Deste total, 71 genétipos (77,2%)
apresentaram o sintoma de necrose sistémica (NS/1), 19 (20,6%) apresen-
taram sintomas de mosaico (Mo/i#) e dois gendtipos (2,2%), que ndo eram
linhas puras, apresentaram plantas com sintomas de mosaico € necrose
sistémica (NS/I e Mo/ii). Entre as 76 cultivares recomendadas para plan-
tio, 64 (84,2%) apresentaram necrose, duas (2,6%) apresentaram sinto-
mas de necrose sistémica e mosaico e dez (13,2%) mostraram reagfio de

mosaico. As cultivares Aporé, Barriga Verde, Guateian 6662, IAPAR 14,
Ipanema, Milionario 1732 e Porto Real apresentaram os sintomas de
necrose sistémica sem, contudo, apresentarem no gel de agarose, a banda
ligada ao gene de resisténcia. No presente estudo foi observado que a
maioria dos genotipos recomendados pelo antigo Sistema Nacional de
Pesquisa Agropecuaria (SNPA) possui o alelo 7 que confere ampla resis-
téncia ao Bean Common Mosaic Virus-BCMV e que, a presenca deste
alelo, pode ser avaliada através da técnica de SCAR usando o primer
SW13. Observou-se, também, que nenhum gendtipo suscetivel ao
BCMNY apresentou a referida banda.

Palavras-chave adicionais: Phaseolus vulgaris, método de inoculagdo, sequence characterized amplified region, SCAR, bean common mosaic

necrotic virus, BCMNV.

ABSTRACT

Sartorato, A.; Faria, J.C. de. Common bean resistance to Bean common mosaic necrotic virus. Summa Phytopathologica, v.30, p.394-397, 2004.

A total of 92 bean genotypes were tested for their reaction to the
Bean common mosaic necrotic virus using the direct inoculation and
molecular marker methods.-Out of this total, 71 genotypes (77,2%)
showed systemic necrosis symptoms (NS/I), 19 (20,6%) presented
only mosaic symptoms (Mo/ii) and two non-pure-bred genotypes
(2,2%) had plants exhibiting both systemic necrosis and mosaic
symptoms (NS/I and Mo/ii). Among the 76 cultivars released for
planting, 64 (84,2%) displayed systemic necrosis, two (2,6%) showed
systemic necrosis and mosaic symptoms and ten (13,2%) had mosaic.

The cultivars Aporé, Barriga Verde, Guateian 6662, IAPAR 14,
Ipanema, Milionario 1732 and Porto Real, showed systemic necrosis
symptoms without showing the respective band in the agarose gel. It
was observed that the great majority of the released cultivars had the
I allele that confer broad spectrum resistance to Bean Common Mowmaic
Virus-BCMV and that the presence of this allele can be evaluated
through the SCAR technique using the primer SW13. It was also
observed that none of the susceptible genotypes showed the presence
of the SW13 band.

Additional keywords: Phaseolus vulgaris, inoculation method, sequence characterized amplified region, SCAR, bean common mosaic necrotic

virus, BCMNV.

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é suscetivel a
inumeras doencgas causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus. Entre as principais doengas viréticas
encontram-se as incitadas pelos virus do mosaico comum
(Bean common mosaic virus-BCMV) e do mosaico comum
necrotico do feijoeiro (Bean common necrotic mosaic virus-
BCMNYV). O BCMNY, até o momento, nio foi identificado no
Brasil (5). Os dgentes causais destas enfermidades sdo alta-
mente transmissiveis pelas sementes (2, 4). Este fato, aliado
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a suscetibilidade do feijoeiro ao BCMYV, foi responsavel por
perdas de até 98% na produgio desta leguminosa (6). A for-
ma mais efetiva (9) e econémica de se controlar estas enfer-
midades ¢ através do uso, pelos produtores, de cultivares
geneticamente resistentes. Segundo Melotto et al. (10), as
cultivares de feijoeiro que possuem o gene dominante 7, que
resulta em necrose ao ser inoculado com o BCMNYV, s3o re-
sistentes a todas as estirpes do BCMYV conhecidas. Mais
recentemente, o desenvolvimento de novas cultivares re-
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sistentes as doengas pelos programas de melhoramento, tém
liminuido consideravelmente as perdas por elas ocasionadas.

O objetivo do presente estudo foi avaliar gendtipos re-
comendados pela pesquisa além de algumas linhagens que
ipresentam resisténcia a outras doengas do feijoeiro comum,
tanto pelo método da inoculago direta como pelo uso de
marcador molecular baseado em SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region).

Para determinar a presenga do gene [ através da inoculagio
direta das plantulas, foi utilizada a estirpe NL-3 do BCMNV (12)
e a metodologia descrita por Faria et al. (5). Foram realizadas
duas avaliagdes: a primeira quatro a seis dias, e a segunda 15
dias apds a inoculagdo, observando-se a presenga de necrose
ou mosaico nas plantas inoculadas. Quando nio foi observado
sintoma tanto em algums gend6tipos como em plantas individu-
ais, procedeu-se a re-inoculagdo das mesmas. Os genotipos
que permaneceram sem sintomas ou com sintomas duvidosos,
foram testados para a presenca de virus utilizando uma cultivar
indicadora, que responde com necrose a presenca do virus.

No estudo da determinagdo da presenca deste gene utili-
zando a técnica de marcadores moleculares, os gendtipos
forameplantados em vasos com 2,0 kg de solo, utilizando-se
trés sementes por vaso. Aproximadamente 15 dias apds o
plantio, foi realizada a coleta de folhas de feijoeiro, de uma
Unica planta, para a extragdo do DNA pelo método desenvol-
vido por Doyle & Doyle (3). A reagdo de amplificagdo foi
realizada segundo Melotto et al. (10) utilizando o primer SCAR
W13 (SW13) desenvolvido a partir do marcador RAPD
OPW13, identificado por Haley et al. (7). Cada ciclo de ampli-
ficagdo consistiu de uma etapa de desnaturacio do DNA a
94°C por 10 segundos, seguido por uma etapa de anclamento
dos primers a 67°C por 40 segundos e uma etapa de extensido
a 72°C por 2 minutos. Apos 34 ciclos, foi realizada uma etapa
de extensio a 72°C por 5 minutos (10). O produto da amplifi-
cacio foi separado em gel de agarose 1,4%, contendo 10 mg
de brometo de etidio/mL de gel. As bandas de DNA foram
visualizadas sob luz ultravioleta e fotografada com o foto
sistema Eagle Eye II (Stratagene Inc., La Jolla, CA).

Foram avaliadas, por suas reagdes ao virus do mosaico co-
mum necrdtico, 92 gendtipos de feijoeiro comum. Deste total,
71 genétipos (77,2%) apresentaram o sintoma de necrose
sistémica (NS/I), indicando a presenga do gene dominante /,
dois genétipos (2,2%) apresentaram plantas com sintomas de
mosaico € necrose sistémica (NS/I e Mo/ii), indicando que, ou
ndo eram linhas puras para o carater analisado ou apresenta-
vam segregacio e 19 gendtipos (20,6%) apresentaram sintoma
de mosaico (Mo/ii) (Tabela 1).

Entre as 76 cultivares recomendadas para plantio, 64
(84,2%) apresentaram reagdo de necrose ao virus do mosai-
co comum necroético do feijoeiro, apresentando sintomas de
necrose sistémica; duas (2,6%) apresentaram sintomas de
necrose sistémica e mosaico e, dez (13,2%) mostraram mo-
saico (Tabela 1). Estes resultados encontram-se em confor-
midade com os obtidos por Faria et al. (5) que encontraram
um total de 84% de cultivares que apresentaram o gene / em
sua constitui¢io. Como até o momento nio foi constatada a
presenga do BCMNV no Brasil (5), a simples introdugéo do
gene I nas novas cultivares de feijoeiro comum pelos dife-
rentes programas de melhoramento, continuara a proteger
estas novas cultivares da doenga.
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Tabela 1. Reagdo de cultivares/linhagens de feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris) ao virus do mosaico comum necrético.

Genétipo Reacio Banda Genétipo Reagdo Banda
97200203 NS/I P2 Ipanema NS/ A
97200213 NS/ P TIral Mo/ii A
97200311 NS§A1 P  JaloEEP 558 Mo/ii A
AND 0277 Mo/ii* A? JaloPrecoce Mo/ii A
Aporé NSA A Macanudo NS/A P
Bagajo Mo/ii A  Macotago NS/I P
Bambui NSA P Meia Noite NS/1 P
Barriga Verde NS/I A Milagre NS/ P
Santo Antdnio
BAT 332 NS/I P Miliondrio 1732 NS/ A
Carioca NSA P Mineiro Precoce Mo/ii A
Carioca 80 NS/ P Minuano NSA P
Carioca MG NS/ P Mulatinho Mo/it A
Vagem Roxa
Cornell 49-242 NSA P Novo Jalo Mo/ii A
Corrente NSA P Onmix NSA P
Diamante Negro NS/ P Ouro Branco NSA P
Empasc 201- NSA P Ouro Negro NSA P
Chapecé ¢ Mofiif
EPABA 1 NSI P  Pérola NST P
Favinha Mo/ii A  Porto Real NSA A
FT 120 NSA P  Princesa NSAI P
FT 206 NS/ P  Rico1735 NS/ P
FT Bonito NSA P RioDoce NSA P
FT Nobre NS1 P RioTibagi NSA P
FT Tarumi NS1 P Rosado Mo/ii A
Goytacazes NSA P  Rosinha G-2 Mo/ii A
Guapo Brilhante ~ NS/ P  Ruda NSA P
Guateian 6662 NST1 . A Safira NSA P
IAC Bico de Ouro NS/ P SioJosé NSA P
TAC Carioca NSAI P Serrano NS P
80 (SH)
IAC Carioca NS/ P Varre-Sai NS/ P
Akyta
JAC Carioca Arud  NS/I P Vermelho2157 NS/ p
IAC Carioca Pyatd NS/ P Xamego NSA p
TAC Una NS/I P Xodé NS/ P
TIAPAR 8 Rio Negro NS/I P Michelite Mo/ii A
IAPAR 14 NSA A Michigan Mo/ii A
D R Kidney
IAPAR 20 NS/ P Perry Marrow Mo/ii A
TIAPAR 31 NSI P  Widusa NS/ P
IAPAR 44 NSA P Kaboon Mo/ii A
TIAPAR 57 NS/ P PI 207262 Mofii A
IAPAR 65 NSA P TO NSA P
IAPAR 72 NS/ P TU Mo/ii A
TAPAR 80 NS/1 P AB136 Mo/ii A
IPA 1 NS/ P G2333 Mo/ii A
IPA 6 NS/I P INS/I-reagdo denecrose sistémica/
IPA 7 NS/1e P  presencado alelo dominante /; 2P —
Mo/ii® presenga de banda; *Mo/ii - reagio
IPA 8 NS/1 P demosaico/auséncia de gene deresis-
IPA 9 NSI P  ténciadestirpeNL-3;*A-ausénciade
IPA 10 NSA P banda; Cultivar composta pela mis-
. IPA 11 - Brigida NS/ P turadeduas linhagens; *Cultivar com
IPA 7419 NS/ P mistura para esta caracteristica.
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Dentre os gendtipos pertencentes as diferenciadoras de
Colletotrichum lindemuthianum, apenas Widusa e TO apre-
sentaram reac@o de necrose sistémica, com ambas possuindo o
alelo / e a banda polimoérfica para o marcador SW13. Os resulta-
dos obtidos no presente estudo com as cultivares Michelite,
Michigan Dark Red Kidney, Perry Marrow, Widusa ¢ Kaboon
foram exatamente os mesmos obtidos por Melotto et al. (10).

A utilizagio de marcadores RAPD para monitorar genes de
resisténcia tem sido questionada devido a problemas de
reprodutibilidade de resuitados entre laboratérios (8, 13). Se-
gundo Penner et al. (13) esta reprodutibilidade é afetada por
dois fatores: (i) tamanho do fragmento de DNA amplificado e
(ii) diferentes temperaturas, principalmente a de anelamento,
dentro do tubo de amplifica¢do. Por outro lado, os marcadores
do tipo SCAR apresentam uma alternativa para aumentar esta
reprodutibilidade (1).

" A presenga do gene de resisténcia / nos gendtipos testados
através do uso do marcador SW13, pode ser observada no gel
de agarose pela presenca de uma banda polimérfica simples de
690 pb. Entretanto, os genotipos Guateian 6662 ¢ IAPAR 14
(Figura 1), Aporé, Barriga Verde, Ipanema, Milionario 1732 ¢
Porto Real, apresentaram os sintomas de necrose sistémica e,

por conseguinte, a presenga do mencionado gene, sem contu-
do apresentarem a referida banda. Segundo Melotto et al. (10) a
ligagdo entre o gene de resisténcia / e o marcador SW13 foi
testada em trés diferentes populages tendo sido obtida uma
freqiiéncia de recombinagdo que variou de 0,8 a 2,2 cM. Este
fato indica que, embora a banda marcada esteja muito proxima
ndo se encontra totalmente ligada ao gene / de resisténcia, sen-
do possivel alguma recombinagio entre os mesmos. Isto pode
significar que durante o processo de desenvolvimento de uma
cultivar, utilizando-se de marcador molecular, gendtipos que
apresentam o gene de resisténcia podem ser descartados, in-
cluindo aqueles com boas caracteristicas agrondmicas. Con-
forme foi apontado por Miklas et al. (11), a aplicag8o deste tipo
de marcador molecular deve ser limitada a populagGes geradas
com pais para os quais os fragmentos esperados estejam pre-
sentes ou ausentes, dependendo do caso.

Em conclusdo, observou-se que a maioria absoluta dos
gendtipos recomendados pela pesquisa possue o alelo I que
confere ampla resisténcia ao BCMYV, e que a presenga deste
alelo pode ser avaliada através da técnica de SCAR usando o
primer SW13. Observou-se, também, que nenhum genotipo
suscetivel ao BCMNYV apresentou a referida banda.

Figura 1. Anilise eletroforética da amplificagdo dos produtos obtidos com o primer SW13 (banda de 690 pb, aproximadamente). Coluna 1,
cultivar (cv) Guateian 6662; coluna 2, cv IAC Bico de Ouro; coluna 3, cv IAC Carioca 80 SH; Coluna 4, cv IAC Carioca Akitd; coluna 5, cv IAC
Carioca Arud; coluna 6, cv IAC Carioca Piatd; Coluna 7, cv IAC Una; coluna 8, cv Rio Negro; coluna 9, cv IAPAR 14. Observa-se que as cultivares
1 ¢ 9, embora tenham apresentado necrose sistémica, nio apresentaram a banda correspondente ao gene de resisténcia.
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