Bragantia

ISSN: 0006-8705
editor@iac.sp.gov.br

Instituto Agrondmico de Campinas
Brasil

BrAaGgANTIA

AHERN BERALDO, ANA LUIZA; COLOMBO, CARLOS AUGUSTO; CHIORATO, ALISSON
FERNANDO; FUMIKO ITO, MARGARIDA; MORAIS CARBONELL, SERGIO AUGUSTO
APLICACAO DE MARCADORES SCARS PARA SELECAO DE LINHAGENS RESISTENTES A
ANTRACNOSE EM FEIJOEIRO
Bragantia, vol. 68, num. 1, 2009, pp. 53-61
Instituto Agronémico de Campinas
Campinas, Brasil

Disponivel em: http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=90811727007

Como citar este artigo [ &\ /!

Numero completo . I,
P Sistema de Informacao Cientifica

Rede de Revistas Cientificas da América Latina, Caribe , Espanha e Portugal
Home da revista no Redalyc Projeto académico sem fins lucrativos desenvolvido no ambito da iniciativa Acesso Aberto

Mais artigos


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=908
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=90811727007
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=90811727007
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=908&numero=11727
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=90811727007
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=908
http://www.redalyc.org

APLICACAO DE MARCADORES SCARS PARA SELECAO DE LINHAGENS
RESISTENTES A ANTRACNOSE EM FEIJOEIRO (%)

ANA LUIZA AHERN BERALDO (?); CARLOS AUGUSTO COLOMBO (%); ALISSON FERNANDO CHIORATO (%);
MARGARIDA FUMIKO ITO (3¢); SERGIO AUGUSTO MORAIS CARBONELL (*6%)

RESUMO

No Brasil, a produtividade do feijoeiro (Phaseolus vulgaris) é baixa, decorrente principalmente de
doengas, como a antracnose, causada pelo patégeno Colletotrichum lindemuthianum Sacc & Magnus. Ja foram
descritas no Brasil 50 ragas fisiolégicas do patégeno sendo as ragas 31, 65 e 89 as mais importantes no
Estado de Sdo Paulo. No presente trabalho, seis marcadores do tipo SCAR (Sequence-Characterized
Amplified Regions) foram avaliados em 42 genitores e 76 linhagens derivadas do Programa de
Melhoramento do Instituto Agrondmico - IAC. Os objetivos do trabalho foram: avaliar o potencial dos
SCARs na identificacdo de genétipos contendo genes de resisténcia ao C. lindemuthianum e detectar os
provéaveis genes de maior freqiiéncia nos genétipos avaliados. Com base nas avaliagdes, foram
identificados trés genitores e nove linhagens com quatro genes de resisténcia, sendo o gene Co-6 o mais
freqiiente, seguido por Co-42, Co-3°, Co-5, e Co-4.

Palavras-chave: Antracnose, Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, genes de resisténcia, feijao.

ABSTRACT
USE OF SCAR MARKERS IN COMMON BEAN BREEDING FOR ANTHRACNOSE RESISTANCE

Low yield of common bean, in Brazil, occurs mainly due to diseases such as anthracnose caused
by Colletotrichum lindemuthianum Sacc & Magnus. Fifty physiological strains of this fungus have already
been described races 31, 65 and 89 being the most important in the State of Sdao Paulo. In the present
work, six SCAR (Sequence-Characterized Amplified Regions) markers were evaluated in 42 parental lines
and in 76 lines of the bean breeding program of Instituto Agronémico (IAC) aiming at to identify genotypes
carrying resistance genes to C. lindemuthianum and the probable most frequent genes. Based on the SCAR
markers, three parents and nine derived lines were identified as carrying four resistance genes,
demonstrating the effectiveness of the markers for the on going breeding program. Co-6 was the most
frequent resistance gene followed by Co-42, Co-33, Co-5, and Co-4.

Key words: Anthracnose, Colletotrichum lindemuthianum, Phaseolus vulgaris, resistance genes, common beans.
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1. INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é fonte
importante de proteina, carboidratos, vitaminas e
minerais da populagdo brasileira. A média da
produtividade da cultura é baixa quando consideramos
o alto potencial genético das cultivares utilizadas
atualmente. Uma das razdes desta baixa produtividade
é a ocorréncia da antracnose, causada por C.
lindemuthianum Sacc & Magnus, responsavel por perdas
de até 100% em lavouras. Uma das dificuldades no
controle da antracnose é a existéncia de grande nimero
de racas do patégeno. No Brasil, ja foram identificadas
50 ragas fisiolégicas (THOMAZELLA et al., 2000; ALzATE-
MARIN e SARTORATO, 2004; Rava et al., 1994; BALARDIN,
1997; CARBONELL et al., 1999; MaHUKU e Riascos, 2004;
TALAMINI et al., 2004). Em Sao Paulo, CARBONELL et al.,
(1999) observaram que as racas fisioldgicas 31, 65 e 89
sdo as mais frequentes, sendo a tltima a mais agressiva.

Até o momento foram descritos 10 genes
associados a resisténcia a antracnose sendo eles: Co-
1 (e os alelos Co-12, Co-13, Co-1%¢ C0~15), Co-2, o0 Co-3
(e os alelos Co-3 e Co-3%), Co-4 (e seus alelos Co-4° e
C0—43), Co-5, Co-6, Co-7, Co-8, Co-10 e Co-11, sendo
apenas Co-8 recessivo (Bean Improvement
Cooperative - BIC, 2008).

A piramidacado desses genes em uma mesma
cultivar é a estratégia mais usada pelos melhoristas
(CasTANHEIRA et al., 1999). A selecdo de plantas
contendo diversos genes de resisténcia baseada
apenas no fenétipo é dificil, uma vez que a acdo de
um gene pode mascarar a acdo de outro. Nestes casos,
os marcadores de DNA auxiliam na identifica¢do de
genes piramidados em uma mesma planta sem a
necessidade de inoculacdo com o patégeno ou da
realizagdo do teste de progénie (HiTTaALMANI et al.,
2000). Existem varios marcadores moleculares que
podem ser utilizados no melhoramento genético de
plantas, destacando-se os SCARs (Sequence-
Characterized Amplified Regions), que sé&o
importantes por serem altamente especificos e de facil
uso (NIETsCHE et al., 2000).

Atualmente, existem 45 SCARs ligados a genes
de resisténcia a diversas doencas do feijoeiro e, no
caso da antracnose, ja foram identificados os locos
SCAreoli (Co-2), SQ4 (Co-2), SW12 (Co-3), SY20 (Co-
4), SC08 (Co-4), SAS13 (Co-4?), SH18 (Co-4%), SBB14
(Co-4%), SAB3 (Co-5), SZ20 (Co-6), SZ04 (Co-6), SB12
(Co-3%) e SF10 (Co-10) (BIC, 2008).

O uso de marcadores moleculares na selecdao
de plantas resistentes em populagdes segregantes é
essencial na piramidacdo de genes de interesse.
Resultados desta estratégia no melhoramento de
plantas foram relatados por Huanc et al., 1997;

SaNCcHEZ, 2000; SINGH et al., 2001 em arroz, e por
RAGAGNIN et al., 2003 e ARrUDA et al., 2005, em feijoeiro.

No final do programa de melhoramento, as
linhagens melhoradas tendem a ser semelhantes
fenotipicamente quanto aos caracteres de produtividade,
resisténcia a doencas, tipo de grdo e porte de plantas.
Assim, os marcadores moleculares podem auxiliar o
melhorista a selecionar, dentre as linhagens
fenotipicamente semelhantes, aquelas que contenham o
maior nimero de marcas associadas a resisténcia ou
alguma outra marca especifica de interesse.

Este trabalho teve como objetivo avaliar seis
marcadores SCARs associados a genes de resisténcia a
antracnose em 118 acessos de feijoeiro, sendo 42
genétipos utilizados como genitores pelo programa de
melhoramento do IAC e 76 linhagens resultantes de suas
recombinagdes, identificando genétipos que contenham
o maior nimero de genes de resisténcia a antracnose.
Além disso, relatar quais os genes estdo presentes nestes
acessos para sua utilizacdo como genitores, na
orientagdo de possiveis trabalhos de piramidagdo génica.

2. MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 42 genitores do Programa de
Melhoramento do IAC e as 76 linhagens de feijoeiro
resultantes de suas recombinagdes genéticas através
de cruzamentos maltiplos.

Foram utilizados isolados das ragas fisiolégicas
31, 65 e 89 de C. lindemuthianum. O isolamento do
patégeno foi realizado de acordo com método proposto
por FIGUEIREDO (1967). Oito sementes de cada acesso, além
da cultivar suscetivel (Rosinha G,) foram germinadas a
25 °C, por trés dias, em uma camara de germinacao e
transplantadas para caixas com vermiculita esterilizada.
Ap6és cinco dias do transplante, as plantulas foram
submetidas a inoculagdo com uma suspensao de 1,2x10°
conidios/ mL, em toda a superficie foliar. Sete a dez dias
ap6s a inoculagdo, as plantulas foram classificadas
segundo método proposto pelo CIAT (1990), utilizando
uma escala que varia de 1 a 9 - as plantas com notas
de 1 a 3 sdo consideradas resistentes e com notas de 4
a9, suscetiveis.

A extracdo do DNA foi baseada no protocolo
CTAB, adaptado por HoisINGTON et al. (1994). Apods a
extracdo, a qualidade e quantidade de DNA foram
analisadas em eletroforese de gel de agarose a 1%.
Todos os materiais vegetais utilizados para extracao
do DNA foram coletados de plantas dnicas, e
mantidos em casa de vegetagdo para a producdo de
sementes. Estas sementes foram posteriormente
utilizadas para a produgao de plantulas e inoculagao
com as racas fisiolégicas do patégeno.
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Visando confirmar a eficdcia dos marcadores
SCARs em detectar genétipos com possiveis genes de
resisténcia, seis marcadores ligados aos mesmos foram
utilizados (Tabela 1).

Para obtencdo dos amplificados SCARs,
inicialmente, foram testadas as condicdes
experimentais descritas pelos autores (Tabela 1). Foi
necessdrio, porém, estabelecer experimentalmente
novas condi¢cées de reacdo, tanto para as
temperaturas de anelamento como para as
concentragdes de cada componente da reagdo de PCR
(Polimerase Chain Reaction). Para cada reacdo (25iL),
foram utilizados 75 ng de DNA, 0,2 mM de dNTP, 2,0
mM de MgCl,, 1x Tampao de reagdo, 1 U da enzima
Taq DNA polymerase e 5 pmol da cada primer. A
condigdo de reagdo estabelecida foi 94 °C por 3
minutos, seguidos de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto,
68 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto e 30
segundos, com uma extensao final a 72 °C por 7
minutos. O termociclador utilizado foi o PTC-100 (M]
Research, Inc).

O volume total da reacdao de PCR foi disposto
em gel de agarose 2% para separagdo por eletroforese
dos amplificados obtidos. Para visualizagdo, o gel foi
disposto em uma solugdo contendo brometo de etideo
por 10 minutos e, em seguida, visualizado sob luz
ultravioleta. A imagem obtida dos géis foi digitalizada
em fotodocumentador especifico e as marcas SCARs
interpretadas na forma de presenca ou auséncia (1 ou
0 respectivamente) para cada marca amplificada. A cada
gene analisado nas linhagens avangadas, um genoétipo
controle portador do gene (resistente) e um ndo portador
do gene (suscetivel) foram adicionados para efeito de
controle experimental da reacao de PCR, assim como
uma reagdo em branco (sem presenca de DNA). Os
tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados
através de um marcador de peso molecular conhecido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os programas de melhoramento de feijoeiro
geram centenas de novas linhagens por ano, oriundas
de cruzamentos multiplos entre diversos genitores com
caracteristicas agronémicas favoraveis, tipo resisténcia
a doengas. Para isso, visam incorporar em uma tnica
planta, o maior ntimero de genes associados a
resisténcia. Para tal, utilizam genitores provenientes dos
dois centros de origem do feijoeiro o Mesoamericano e
o Andino que, por meio da piramidagdo, promovem
resisténcia mais ampla e duradoura.

Como forma de obtencdo de linhagens
resistentes as racas mais importantes da antracnose
no Brasil, os genétipos mais utilizados nos blocos de

cruzamentos sao: G 2333 (Co-42, Co-5 e Co-7), PI
207262 (Co-4° e Co-3%), TO (Co-4), AB 136 (Co-6 e co-
8) e TU (Co-5).

Avaliando os 42 genitores utilizados nos
cruzamento dirigidos do IAC, através dos marcadores
SCARs, pode-se observar que trés acessos usados (G
2338, Pompadour, Vax 1) possuem ao menos quatro
genes de resisténcia, e em outros dez genitores ha ao
menos trés genes de resisténcia (Figura 1 e Tabela 2).

30 .
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O Linhagens
o 20
o
2
;)
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© 10 1
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0 1 2 3 4
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Figura 1. Namero de genes de resisténcia a antracnose
presentes em genitores e linhagens de feijoeiro
estimados por marcadores moleculares SCARs.

Entre as 76 linhagens estudadas, em nove
constaram quatro genes de resisténcia (Figura 1 e
Tabela 2), com destaque para as linhagens Gen96A5-
P1-1, Gen99TG35-29, Gen99TG47-38-2 e
Gen96A98-12-1-51-1 de grao carioca, Gen96A3-P4-1-
1 de grao preto, Gen96A100-6-1-53-1 de grao rosinha,
e as linhagens, Gen99TG36-9, Gen96A14-7-3-15-3V-
2 e Gen99TG50-47 de graos mulatinho, vermelho e
rajado respectivamente.

Além de demonstrar sua utilidade na
identificagdo de genétipos contendo genes de resisténcia
piramidados nos gendtipos, os marcadores SCARs
podem ser utilizados também na selecdo de materiais
promissores uma vez que revelaram a superioridade de
linhagens que j4 haviam sido previamente selecionadas
pelo programa, com base em qualidade agronémica e
resisténcia as ragas 31, 65 e 89 do patégeno da
antracnose como as linhagens Gen99TG50-47 e
Gen96A100-6-1-53-1 e que se tornaram cultivares IAC
(IAC-Harmonia e IAC-Galante).

Além de auxiliar na indicacdo e selecdo de
novas linhagens, o marcador também foi atil ao
demonstrar a importancia de algumas linhagens como
a Gen96A98-12-1-51-1 que revelou quatro marcas
associadas a resisténcia.
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Essa linhagem é de excelente qualidade de
graos tipo carioca, principalmente com resisténcia ao
escurecimento, mas possui baixos niveis de
produtividade. Assim, ela podera ser utilizada como
genitora em cruzamentos com outras linhagens na
geracdo de gendtipos mais produtivos, resistentes a
antracnose e com graos de boa aceitagdo de mercado.

Em outros dezenove genétipos utilizados como
genitores (A 300, A686, Bataav, Carioca Precoce, Chinés
II, G916, GNNsell-27, Irai, Jalo Itararé, Leg Pintado,
Pérola, Quarenteno, Rosa 700, Vac 32, XAN 251, Bolinha
Manteiga, Branco Argentino, Jalo Precoce e Carioca
Comum) e vinte e cinco linhagens ndo ocorreu nenhuma
marca associada a resisténcia (Figura 1). Porém, esse nao
é um dado preocupante, uma vez que ndo se utilizaram
marcadores para todos genes de resisténcia. Além disso,
esses genotipos sdo utilizados em cruzamentos dirigidos
para fornecerem outras caracteristicas de interesse
agrondmico, além da resisténcia a antracnose.

Com esses resultados, foi possivel verificar que
os marcadores SCARs sao eficientes na detecgdo de genes
de resisténcia em geragdes avangadas de feijoeiro. Essa
caracteristica pode ser utilizada pelos melhoristas como
um fator de selegdo de linhagens superiores e passiveis
de se tornarem novas cultivares de feijoeiro, desde que
seja aliado a outras caracteristicas de interesse
agrondmico, tecnoldgico e nutricional. Esse fato é
importante, pois, teoricamente, quanto maior for o ntimero
de genes envolvidos na resisténcia a um determinado
patégeno em uma linhagem determinada, mais
duradoura e eficiente sera a sua resisténcia visando a
pratica da piramidagdo génica (KEeLLy et al., 2003).

Através dos marcadores SCARs, também foi
possivel detectar qual o gene de maior frequéncia entre os
genotipos avaliados. Neste caso, o gene de maior destaque
foi o Co-6, proveniente do den(’)tipo AB-136 (marcador
5720). Em seguida foi o Co-4°, proveniente do genétipo G-
2333 (marcador SAS13), e o Co-3° (marcador SB12),
proveniente do genétipo BAT-93 e também da PI-207262
que é um dos genitores do BAT-93 (KeLLY e VALLEJO, 2004;
A1zATE-MARN et al., 2007) (Figuras 2, 3 e 4).

A presenga dos genes Co-6 e Co-4% nestas
linhagens deve-se ao grande uso dos genétipos AB-136
e G 2333 no programa de melhoramento do IAC, tanto
pelo emprego como doador ou por participagdo na
constituicdo de linhagens/cultivares ja melhoradas.

ALZATE-MARIN e SARTORATO (2004) relataram
que cultivares diferenciadoras que possuem o gene Co-
4 e seus alelos e os genes Co-6 e Co-5, individualmente
ou em associagdo com outros alelos, sdo aqueles com
maior resisténcia a antracnose no Brasil. No mesmo
trabalho, os autores descreveram que os genoétipos
Michelite, MDRK, Perry Marrow, Cornell 49-242,
Widusa, Kaboon, México 222, PI 207262, TO, TU, AB

136 e G 2333, muito utilizados no programa de
melhoramento sdo resistentes a 7, 31, 26, 29, 27, 35,
9, 45, 44, 49, 50 e 50 ragas da antracnose descritas
pelos autores no Brasil. Estes resultados comprovam,
entdo, a importancia dos genétipos G 2333 (Co-4?, Co-
5 e Co-7), P1207262 (Co-4° e Co-3%), TO (Co-4), AB 136
(Co-6 e co-8) e TU (Co-5) como fontes de resisténcia.
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Figura 2. Numero de gendtipos (genitores e linhagens)
de feijoeiro contendo marcas SCARs ligadas a genes
de resisténcia a raca 31 de C. lindemuthianum.
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De acordo com MEeLotto e KeLLy (2000), os
gendétipos Andinos Kaboon e PI-207262 sao
importantes fontes doadoras de resisténcia para ragas
Andina, pois possuem genes Co-1? e Co-33,
considerados importantes no melhoramento do
feijoeiro, por serem incompativeis com 36 e 9 racas do
patégeno da antracnose, respectivamente, sendo
também muito utilizados pelo programa do IAC.

No melhoramento de feijoeiro visando a
piramidacdo génica, uma questdo importante que
ainda deve ser considerada sdo as diferencas entre os
centros de origem da cultura. A utilizagdo de diferentes
genes provenientes dos grupos Andino e
Mesoamericano em cruzamentos dirigidos é relatado
por BALARDIN e KELLY (1998) e também por CHIORATO et
al. (2007), os quais demonstraram, nos genoétipos de
origem Andina, que ha maior niumero de acessos com
resisténcia as trés ragas avaliadas (31, 65 e 89) do que
os de origem Mesoamericana (30% contra 15%
respectivamente). Esse nimero era esperado, uma vez
que os isolados utilizados nas avaliagdes
provavelmente pertencem ao conjunto génico
Mesoamericano.

Neste contexto, em trabalhos de piramidagao
para resisténcia a antracnose, faz-se necessario a
utilizacdo de genétipos Andino como fonte doadora
de genes, visando a resisténcia genética mais
duradoura, pois, no Brasil, a maioria das cultivares
utilizadas sdo de origem Mesoamericana. Lembrar
também que na piramidagdo génica deve-se trabalhar
com genes cuja resisténcia ainda ndo tenha sido
quebrada pelo patégeno, levando-se em consideragao
a qualidade dos genes envolvidos e ndo a quantidade
(McINTOSH e BRowN 1997).

O Marcador SY20 (Co-4), por estar exatamente
sobre o gene de resisténcia (OcM), foi o mais confiavel,
pois apenas o gendtipo G 2338 amplificou a banda
associada a resisténcia esperada (Figuras 2, 3, 4). Esta
baixa frequéncia pode ser explicada pelo fato de o
genotipo TO ser pouco utilizado pelo programa de
melhoramento do IAC. Este resultado mostra a
especificidade desde marcador ao selecionar genétipos
contendo o gene Co-4.

A combinag¢do dos resultados das analises
moleculares e das respostas das inoculagdes em campo
(Tabela 2) forneceu quatro diferentes respostas: plantas
resistentes com presenga da marca (R+), plantas
resistentes com auséncia da marca (R-), plantas
suscetiveis com auséncia da marca (S-) e, finalmente,
plantas suscetiveis com presenga da marca (S+). O fato
de em uma planta resistente ndo ter sido constatado
marca associada a resisténcia (R-) ndo é relevante, pois
esta resisténcia pode ser causada por genes nao
avaliados neste trabalho.

O fato de genodtipos cujos marcadores
moleculares SCARs amplificaram bandas e foram
suscetiveis (S+) em andlises com a inoculagdo do
patégeno em condi¢des controladas em laboratoério,
podem ser explicadas, pois em trabalhos com
marcadores moleculares o fato de amplificarmos gene
de resisténcia nem sempre se reflete em resisténcia na
planta. Esses problemas muitas vezes podem ocorrer
em razdo de possiveis deformacgbes no gene,
principalmente devido a alguma quebra, ou até
mesmo algum crossing-over desigual (SuDUPAK et al.,
1993; MELOTTO et al., 2004).

Nesse contexto, possiveis mudancas nessa
regido podem fazer com o que o gene nao confira mais
resisténcia ao patégeno. Apesar desse gene ndo ser
mais efetivo, podera ser amplificado em andlises
moleculares, pois muitas vezes os marcadores estdao
situados préximos ao gene e ndo sobre ele, e
interpretagdes erradas poderdo ocorrer em relagao as
linhagens que amplificaram o marcador ligado ao
gene de resisténcia, mas sdo suscetiveis
fenotipicamente. Assim, inoculagdes com o patégeno
permitem corrigir esses problemas, como forma de
confirmar a possivel resisténcia ou suscetibilidade do
genotipo frente ao patégeno.

Considerando esses resultados, confirma-se
a facilidade da utilizacdo dos marcadores SCARs na
selecdo de gendtipos contendo genes piramidados
para indicacdo de linhagens avangadas, candidatas
a se tornarem cultivares e na identificagdo de genes
de resisténcia mais freqiientes na populagao. Porém,
para utilizagdo dos SCARs na selecdo de genitores
resistentes, com base nos resultados apresentados na
tabela 2, sugere-se que as inocula¢des com patdégeno
devem ser realizadas para confirmar a resisténcia
destes genitores antes do processo de selecdo das
progénies obtidas com a utilizagdo dos marcadores
moleculares.

4. CONCLUSOES

1 - Os marcadores moleculares SCARs
identificaram os genes de resisténcia presentes nos
118 genétipos avaliados, auxiliando o melhorista na
selecao de linhagens contendo o maior nimero de
genes reunidos em um mesmo genétipo. Entre eles,
estdo os genétipos G 2338, Pompadour, Vax 1 e as
linhagens Gen96A5-P1-1, Gen99TG35-29,
Gen99TG47-38-2, Gen96A98-12-1-51-1, Gen96 A3-P4-
1-1, Gen96A100-6-1-53-1, Gen99TG36-9,
Gen96A14-7-3-15-3V-2 e Gen99TG50-47 que possuem
ao menos quatro genes de resisténcia incorporados
em um mesmo genotipo.
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2 - Também permitiu identificar os genitores
com genes de resisténcia especificos, possibilitando
a utilizacdo no programa de melhoramento, em
cruzamentos dirigidos, visando a incorporacdo da
resisténcia em determinado genétipo ou progénie
(piramidacdo génica). Em populag¢des, os SCARs
podem identificar os genes mais frequentes na
populagdo. Neste caso, os genes de maior destaque
foram o Co-6 e Co-4?, seguidos por Co-33, Co-5 e Co-4.
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