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Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar QTLs associados a resisténcia do feijoeiro ao crestamento
bacteriano comum, a fim de auxiliar a selecio com marcadores. Foram utilizadas 100 progénies F,.,
oriundas do cruzamento CB9 11921 (Resistente) x CNFC 10276 (Suscetivel). A identificacdo de QTLs
foi feita por meio de marcadores microssatélites (SSR), dois marcadores foram os primers
PvMO04TC323 e PvESTBR-102. Entretanto, estimou-se que estes marcadores estdo localizados a
14,2cM e 14cM respectivamente do QTL de interesse, o que é distante para utilizacdo na selecdo
assistida por marcadores. Porém, eles estdo flanqueando o QTL e juntos sdo tuteis para se realizar a
selecdo assistida. Nota-se que o QTL identificado explica quase a totalidade da variacdo fenotipica.

Introducao

O crestamento bacteriano comum, causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, é a principal
doenga bacteriana da cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil e causa danos
principalmente no plantio das dguas nas regides mais quentes (PAULA JR. e ZAMBOLIM, 2006).

O constante uso de sementes contaminadas tem sido a causa do aumento do nivel de inéculo nos
campos de producido (PEREIRA et al., 2002). O controle desta bacteriose envolve a ado¢do conjunta
de vdrias praticas culturais, como o uso de sementes sadias, rotacao de culturas por 2 a 3 anos, aracio
profunda, controle de plantas daninhas e a incorporacdo dos restos culturais ao solo (SAETTLER,
1994). Dentre as possiveis estratégias de manejo integrado desta doenga, a resisténcia genética é
considerada uma importante alternativa, além de facil ado¢@o pelos agricultores devido aos baixos
custos e por ser ecologicamente segura, reduzindo, ou até mesmo evitando, o uso indiscriminado de
defensivos agricolas (CNPAF, 1998). Ha evidéncias que cultivares com maiores niveis de resisténcia
horizontal a X. axonopodis pv. phaseoli nos foliolos e na vagem atenuam o desenvolvimento de
epidemias e podem produzir sementes com menores taxas de infec¢do, mesmo sob condicdes
ambientais favoraveis ao crestamento bacteriano comum (MARINGONI et al. 1995).

Para auxiliar na sele¢do de linhagens mais resistentes, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de identificar QTLs associados a resisténcia ao crestamento bacteriano comum.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Embrapa Arroz e Feijdo, onde foram utilizadas 100 progénies F,
obtidas do cruzamento CB9 11921 (Resistente) x CNFC 10276(Suscetivel). A inoculagdo da bactéria
foi realizada pelo “método da tesoura”, sendo feitos dois cortes em cada metade do limbo da folha
priméria, com tesoura embebida em suspensio bacteriana 4 concentragdo de 10® ufc/mL. A avaliagio
da severidade de doenca foi feita em cada metade dos foliolos e foram avaliadas dez plantas por
progénie, sendo dadas quatro notas por planta resultando e em 40 notas por progénie. Utilizou-se uma
escala diagramatica com 7 notas, em que: 0 - auséncia de doenca até 6 — folha amarelecida e
necrosada (Figura 1).

! Mestrando(a) em Genética e Melhoramento de Plantas, Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, CEP 37200-000. E-mail:
karlarcouto@yahoo.com.br, igorlimalmeida@yahoo.com.br, monik_leite@yahoo.com.br.
2 Professor Titular do Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, CEP 37200-000. E-mail:
jbsantos @ufla.br.
3 Pesquisador da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, Santo Antonio de Goids, GO, CEP 75375-000. E-mail:
caprio@cnpaf.embrapa.br
4 Pesquisadora da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria, Santo Antonio de Goids, GO, CEP 75375-000. E-mail:
adrianew @cnpaf.embrapa.br

Apoio financeiro: CAPES, CNPq e Embrapa Arroz e Feijao.



A andlise molecular foi realizada no Laboratério de Genética Molecular do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O DNA total das 100 progénies foi extraido,
pelo método do CTAB (PEREIRA et al., 2007).

A identificacdo de QTLs foi feita por meio de marcadores microssatélites (SSR) especificos para o
feijoeiro. Foi utilizado o método do “bulk” segregante (BSA) proposto por Michelmore et al., (1991),
o DNA das 32 plantas mais resistentes e das dez plantas mais suscetiveis foi misturado
equitativamente para constituirem os dois bulks contrastantes, um resistente e outro suscetivel.
Juntamente com os bulks foram avaliados também dois individuos mais resistentes e dois mais
suscetiveis, para auxiliar na identificacdo de hibridos dentro dos bulks. Foram utilizados 349 pares de
primers.

A andlise dos resultados foi feita pelo aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2007). Também
foi realizada uma andlise de variancia por ponto, semelhante ao procedimento usado por Ferreira
(1995), associando as marcas encontradas com as notas médias relativas a severidade de doenca de
cada progénie.

Resultados e Discussao

A selecdo assistida por marcadores moleculares para caracteres quantitativos tem mostrado pouca
eficiéncia, exceto para os caracteres que possuem QTLs de grande efeito (BERNARDO 2008). Por
exemplo, Yu et al. (2004) relatou o microssatélite X53603, que amplifica uma regidao dentro do alelo
da nitrato redutase, que explica 70% da variacdo da resisténcia derivada de P. acutifolius.
Infelizmente, esse microssatélite foi testado nos bulks e ndao apresentou polimorfismo, indicando que a
resisténcia das progénies utilizadas neste trabalho nao é derivada de P. acutifolius. Ibarra-Perez et al.
(2005) também obteve sucesso na selecdo de QTLs de grande efeito para resisténcia ao crestamento
bacteriano utilizando marcadores SCAR.

Entre os primers SSR utilizados, os resultados permitem identificar dois possiveis marcadores, o
primer PvM04 TC323, Forward 5-GGTTCCTCCTCCTTCTGC-3" - Reverse 5’-
GCGCCGTCTTTTTGGTAGT-3’, (Figura 2) e o primer PvVESTBR-102, Forward 5’-
ATCCAGATGAGTGGGTTTCAGT-3’ - Reverse 5’-TCGTACACCTCCTCGAATACCT-3’ (Figura
3). A avaliacdo foi realizada com a ajuda do aplicativo computacional GQMOL (CRUZ, 2007) e
mostrou que esses dois marcadores estdo localizados a 14,2 cM e 14cM do QTL de interesse.
Entretanto, a distancia entre os dois marcadores é de 18 cM o que indica que eles provavelmente
estdo flanqueando o QTL de resisténcia. Assim, apesar de cada um estar relativamente distante do
QTL o uso dos dois permite o uso na seleg@o assistida com eficiéncia.

Para o primer PvM04 TC323 quatro progénies avaliadas para severidade de doenca como
resistentes apresentaram marca de suscetibilidade. Entre essas quatro progénies, trés também
apresentaram a marca para suscetibilidade para o primer PVESTBR-102. Esse resultado sugere que
pode ter havido algum escape na inoculagdo da bactéria.

Os resultados das Andlises por pontos indicam que quase a totalidade da variagdo fenotipica é
explicada pelo QTL (R?), confirmado por ambos marcadores (Tabela 1). Observa-se que o efeito do
QTL no controle da doenca € aditivo e principalmente dominante.

Conclusoes

O uso conjunto dos marcadores, PvM04 TC323 e PVESTBR-10, € eficiente para selecdo assistida
no melhoramento de plantas.
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Tabela 1. Resumo das andlises de variancia por marcador.
PvMO04 TC323 PVvESTBR-102

FV GL QM QM
Gen6tipos 2 555,526237%* 553,99905 %
Aditivo 1 60,846352% 45,69332483 %
Dominante 1 1050,206122%: 1047,772272%*
Erro 95 0,738715642 0,770866947
Total 99
R?94,06% R?93,80%

Figura 1. Escala diagramatica de notas para severidade da doeng, sendo: A- nota 0, B- nota 1, C-
nota 2, D- nota 3, E- nota 4, F- nota 5 e G- nota 6.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, reacdo SSR com o primer PvM04 TC323, sendo
de 1 a 32 individuos do bulk resistente, e de 33 a 42 individuos do bulk suscetivel.

Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, em reacdo SSR com o primer PvVESTBR-102,
sendo de 1 a 32 individuos do bulk resistente, e de 33 a 42 individuos do bulk suscetivel.



