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Resumo

Este trabalho objetivou selecionar marcadores microssatélites polimérficos em populacdes
segregantes derivadas dos cruzamentos entre cultivares resistentes (Miliondrio 1732 ou FT Taruma) e
susceptivel (Macanudo) a murcha do fusdrio. Adicionalmente, foi realizada andlise in silico da fungdo
protéica dos marcadores funcionais com relacdo a resposta de defesa do feijoeiro comum sob ataque
de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Para cada cruzamento 120 individuos foram fenotipados para
resisténcia a doenca, e com base nestes resultados construidos os bulks resistente e susceptivel. Um
total de 167 marcadores microssatélites foram utilizados para avaliar os bulks de cada cruzamento.
Foram selecionados oito marcadores polimoérficos para o cruzamento Milionario 1732 x Macanudo e
sete para o cruzamento FT Tarumd x Macanudo. As andlises in silico indicam que os marcadores
polimdrficos estdo possivelmente envolvidos com os mecanismos de resisténcia do feijoeiro.

Introducao

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de feijio comum (Phaseolus vulgaris L.)
do mundo. Esse fato deve-se a importancia dessa cultura na dieta alimentar da grande maioria da
populagdo brasileira como fonte protéica de baixo custo (RIBEIRO, 2007). Entretanto, a cultura é
afetada pela ocorréncia de algumas doengas como a murcha de fusdrio do feijoeiro, causada por F.
oxysporum f. sp. phaseoli, sendo responsdvel por danos econdmicos consideraveis a produgdo.

Os sintomas da doenca manifestam-se por perda de turgescéncia, amarelecimento, queda
progressiva de folhas e escurecimento dos vasos, podendo variar consideravelmente em intensidade,
dependendo da reag¢do da cultivar, severidade de infec¢do e condi¢des de ambiente (ABAWI, 1989).
Pesquisas tém mostrado que este patdgeno apresenta pouca variagdo genotipica € que a heranga da
resisténcia genética da planta é controlada por poucos genes (SALGADO; SCHWARTZ; BRICK, 1995;
BALSALOBRE et al., 2008), o que facilita na obtenc@o de cultivares superiores pela transferéncia de
alelos de resisténcia de fontes ndo comerciais e, muitas vezes, ndo adaptadas, para cultivares elite
(ALZATE-MARIN, 2005).

Entretanto, a técnica de inoculagdo usada para o teste do germoplasma é bastante trabalhosa.
Inicialmente as sementes sdo semeadas em bandejas, e apds doze dias, as raizes das plantas sdo
mergulhadas na suspensdo de conidios do patdégeno. Depois de doze dias da inoculacgdo, as plantas sdo
avaliadas de acordo com escala de notas de severidade da doenca.

No programa de melhoramento em que devem ser selecionadas plantas resistentes dentro de
populagdes segregantes, as quais possuem nimero elevado de plantas (entre 200 a 1000), a
metodologia de inoculacdo torna-se praticamente inexeqiiivel. A utilizacdo de marcadores moleculares
na selecdo de plantas nas geragdes segregantes, de F, a Fs, por exemplo, facilitaria a selecdo de
gendtipos resistentes sem os inconvenientes da metodologia de inoculagdo.

Os objetivos deste trabalho foram: selecionar marcadores microssatélites polimérficos em
populagdes segregantes derivadas dos cruzamentos entre cultivares resistentes (Miliondrio 1732 ou FT
Tarumad) e susceptivel (Macanudo) & murcha do fusdrio visando o mapeamento de QTL, e avaliar a
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possivel funcdo protéica desempenhada pelas sequéncias que originaram os microssatélites
polimérficos através de andlises in silico.

Material e Métodos

O plantio e inoculacido foram conduzidos em casa de vegetacdo na Embrapa Arroz e Feijao,
Santo Antonio de Goids, Goids. A extracdo do DNA e as andlises de selecio dos marcadores
microssatélites foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de
Sado Carlos, campus de Araras, Sao Paulo. Como genitores resistentes ao isolado FOP 46 foram
utilizadas as cultivares Milionario 1732 e FT Taruma, e como suscetivel a cultivar Macanudo (RAVA;
SARTORATO; COSTA, 1996).

Cruzamentos controlados foram realizados entre Miliondrio 1732 X Macanudo e FT Taruma X
Macanudo para obter a geracdo F; Os individuos dessa geracdo foram autofecundados, originando a
geracdo F,. Da geracdo F,, em cada cruzamento foram autofecundados 120 genétipos produzindo 12
familias F,3. Essas familias foram avaliadas quanto a resisténcia a murcha do fusirio com base na
escala diagramdtica com notas de severidade que variam de 1 (0% de tecido afetado) a 9 (75% de
tecido afetado) (CANDIDA, 2008; BALSALOBRE et al., 2008). Com base na avaliagdo da
resisténcia, para cada cruzamento foram constituidos bulks resistente e susceptivel, ou seja, genotipos
com notas de 1 a 3 formaram o bulk resistente e, de 7 a 9 o bulk susceptivel.

O DNA foi extraido a partir de 250 mg de folhas frescas de acordo com Hoisington; Khairallah;
Gonzalez-de-Leon (1994). A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada em gel de agarose 1%,
comparando-as com uma série de concentracdes conhecidas do DNA (20, 40, 80 e 160 ng) do fago A.
A visualizacdo das bandas foi realizada através da coloragdo do gel com brometo de etidio (0,5 pg/ml)
sob luz ultravioleta.

Os genitores dos cruzamentos (FT Taruma, Milionario 1732 e Macanudo) e os seus respectivos
bulks foram avaliados quanto ao polimorfismo para 167 locos microssatélites (157 génicos e 10
gendmicos). As reacdes de amplificacdo foram feitas em volume final de 15 pl, contendo 15 ng de
DNA molde, 0,50 unidade de Tag DNApolimerase (Fermentas), 1X tampdo da Tag, 200 uM de cada
dNTP, 0,25 pM de primer forward, 0,25 pM de primer reverse, 2500 uM de MgCl, e dgua Milli-Q.
As condi¢des de amplificacdes foram estabelecidas conforme Hanai er al., (2007). As reacdes de
amplificacOes foram realizadas no termociclador Applied biosystems, modelo 9700 PCR System.

Apés a amplificag@o, cada amostra recebeu 7,5 pl de tampao de carregamento e em seguida foi
submetida a desnaturacdo de 94 °C por 5 minutos. Apds a desnaturagdo as amostras foram
acondicionadas no gelo e aplicadas em gel de poliacrilamida [acrilamida/bisacrilamida (19:1) 6,5 %,
uréia 7,5 M, tampao 1X TBE] de 0,5 mm de espessura. A eletroforese dos fragmentos amplificados foi
realizada em cuba vertical Sequi Gen GT da BioRad durante 2 horas e 30 minutos sob poténcia
constante de 70 W. A visualizacdo das bandas foi realizada em solucdo de nitrato de prata conforme
descrito por Creste et al., (2001).

As sequéncias dos marcadores microssatélites funcionais polimérficos foram alinhadas contra
sequéncias depositadas no banco de dados de proteinas do NCBI (National Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTX). Esse alinhamento visou verificar putativa
homologia das sequéncias contendo os microssatélites polimérficos com proteinas responsaveis pela
resposta da interagdo planta-patégeno.

Resultados e Discussao

No cruzamento Milionario 1732 X Macanudo, dos 167 marcadores microssatélites analisados,
oito (4,79%) foram polimoérficos. Destes, sete foram de origem génica e um de origem genémica: PvM
002, PvM 004, PvM 118, PvM 037, PvM 115, PvM 127, PvM 13.a e FJ 51. No cruzamento FT
Taruma X Macanudo, dos 167 marcadores microssatélites analisados, sete (4,19%) foram
polimérficos, sendo cinco de origem génica e dois de origem gendmica: PvM 037, PvM 115, PvM
127, PvM 066, PvM 118, FJ 51 e FJ 55. Quatro foram polimérficos em ambos cruzamentos, sendo
todos de origem génica (PvM 037, PvM 115, PvM 118 e PvM 127) (Tab. 1).

Cerca de 20% dos primers SSRs ndo amplificaram qualquer fragmento. A ndo amplificagdo de
locos microssatélites génicos (18%) foi mais freqiiente que a de gendmicos (1,2%). Estes resultados



corroboram com Blair et al., (2003), os quais observaram que a ndo amplificacdo foi mais freqiiente
em SSRs génicos quando comparados com SSRs gendmicos (Tab. 1).

O nivel de polimorfismo estd diretamente relacionado com a diversidade genética presente na
populacdo em estudo. No presente trabalho, o baixo polimorfismo verificado nos dois cruzamentos
(4,79% e 4,19%) pode ser atribuido a base genética estreita das plantas cultivadas, e neste caso
especifico pelos genitores pertencerem ao mesmo centro de origem (Mesoamericano) e apresentarem o
mesmo tipo de grao (carioca). Ferreira (2006), estimou a taxa de polimorfismo dos marcadores
microssatélites em 9% quando utilizou cruzamento entre genitores de feijoeiro comum provenientes de
mesmo pool génico e raga.

Com base nas andlises in silico, verificou-se uma putativa funcdo protéica das sequéncias dos
marcadores microssatélites analisados com enzimas ou vias metabodlicas que podem estar relacionadas
com mecanismo de resposta de defesa/resisténcia das plantas a presenca de patogenos.

O marcador PvM 037 apresenta homologia (65,9% de identidade) com regido codificadora de
proteina nuclear que se liga ao RNA, sugerindo possivelmente mecanismo transducional relacionado
com a defesa da planta quando sob ataque de fitopatdgeno, como no aumento dos niveis de
fitoalexinas (faseolina, faseolidina, entre outras), de quitinases e de p-1,3-glucanases.

O marcador PvM 118 estd associado com regido codificadora de proteina quinase com atividade
fosfotransferase (Ser/Thr quinase), responsdvel por ativar ou desativar a cascata MAPK (mitogen-
activated protein kinase) nas plantas em resposta ao etileno, sendo este, um sinalizador para as
respostas de defesa.

O marcador PvM 066 apresenta homologia (77,3% de identidade) com regido codificadora de
familia de proteinas associadas com dorméncia/auxina, sugere que a dorméncia a qual pode provocar a
queda das folhas pode ser um reflexo de alteragdes no nivel de auxinas influenciado pelo ataque de
patdgeno.

O marcador PvM 002 esta associado com regido codificadora da enzima Gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase responsdvel pela adicdo de uma molécula de hidrogénio ao NAD formando NADH em
etapa da glicélise. Possivelmente, o aumento da atividade dessa enzima ¢ compreendida devido ao
aumento na respiragdo de plantas afetadas pelo ataque de patégenos, pois os tecidos doentes passam a
utilizar suas reservas de carboidratos em fung¢do do aumento da atividade metabdlica, ou seja,
biossintese e acimulo de varios compostos ligados aos mecanismos de defesa.

O marcador PvM 13.a estd associado com regido codificadora de proteina estrutural do
ribossomo, o que também sugere aumento na atividade metabdlica de defesa quando sob ataque do
patdgeno.

Os marcadores PvM 004, PvM 115 e PvM 127 quando submetidos ao banco de dados do NCBI,
ndo apresentaram homologia com regido codificadora de proteina de fun¢do conhecida.

Conclusao

Embora a taxa de polimorfismo tenha sido baixa nos cruzamentos analisados, os marcadores
microssatélites polimérficos apresentaram homologia com regides codificadoras de proteinas que
possivelmente estdo associadas com os mecanismos de resisténcia do feijoeiro ao ataque do F.
oxysporum f. sp. phaseoli. Esta evidéncia sugere que as marcas polimdrficas selecionadas apresentam
um potencial no mapeamento de QTL para murcha do fusdrio em feijoeiro comum.
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Tabela 1 - Triagem dos locos microssatélites quanto ao polimorfismo e origem de suas bibliotecas entre os genitores e 0s
bulks resistente e susceptivel de cada cruzamento analisado (Miliondrio 1732 x Macanudo e FT Taruma x Macanudo).

Séries Origem Polimérfico Jo* Monomérfico Jo* Nao Amplificou Jo* Total
Milionario 1732 x Macanudo
PvM Génica 7 4,19 119 71,25 31 18,56 157
FJ Genomica 1 0,60 7 4,20 2 1,20 10
FT Tauma x Macanudo
PVvM Génica 5 3 121 72,45 31 18,57 157
FJ Gendmica 2 1,19 6 3,6 2 1,19 10

* Porcentagem sobre o total de marcadores (167).



