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REGIOES GENOMICAS DO FEIJAO ASSOCIADAS A RESISTENCIA A MURCHA-DE-
CURTOBACTERIUM

LETICIA APARECIDA DE CASTRO LARA', IGOR ALMEIDA LIMAZ; ROSANA PEREIRA
VIANELLO BRONDANT’, ADRIANE WENDLAND FERREIRA*, JOAO BOSCO DOS SANTOS’

RESUMO

Em condig¢des de seca, o cultivo do feijoeiro comum sofre severa queda de produtividade, além de se
tornar altamente vulnerdvel ao ataque de doencas, principalmente a murcha-de-curtobacterium. Este
trabalho foi realizado com o objetivo de identificar regides gendmicas e mapeamento de marcadores
microssatélites (SSR) associados a murcha-de-curtobacterium. Foram obtidas 135 progénies Fs;, a
partir do cruzamento entre os genitores Ouro Branco (resistente) e CNFP 10132 (suscetivel). As
progénies foram inoculadas com o isolado Unb 1252 na concentracio de 10° ufc/ml e classificadas em
resistentes, intermedidrias e suscetiveis. Os dados fenotipicos foram correlacionados com resultados
genotipicos dos 10 primers polimérficos por meio da andlise por ponto. Apenas o marcador
KO03289F/R foi significativo. O QTL identificado exibiu efeito genético essencialmente aditivo,
explicando 8,3% da resisténcia.

Palavras-chaves: melhoramento do feijoeiro, QTL, patégeno, marcador SSR
INTRODUCAO

O feijoeiro comum destaca-se como uma cultura de grande valor nutricional, e como
alimento acessivel as populacdes de baixa renda. Em condic¢des de seca, o cultivo do feijoeiro comum
sofre severa queda de produtividade, além de se tornar altamente vulnerdvel ao ataque de doencas,
principalmente a murcha-de-curtobacterium, causada pela bactéria Curtobacterium flaccumfasciens
pv. flaccumfasciens (Hedges) Collins & Jones (Maringoni, 2002).

A bactéria Curtobacterium flaccumfasciens pv. flaccumfasciens (Cff) infecta a planta por
meio de sementes contaminadas, ferimentos e aberturas naturais. A progressdao da doenca decorre da
obstrucdo dos feixes vasculares devido a colonizac¢io da bactéria, impedindo a passagem de dgua para
as demais partes da planta, resultando no sintoma tipico de escurecimento dos vasos, murcha e
flacidez que se agrava nas horas mais quentes do dia, no qual ocorre maior estresse hidrico
(Maringoni, 2002). A murcha na parte aérea é devido a falha no transporte de seiva provocada pela
degradacdo das paredes dos vasos de xilema (Dinesen, 1978). A resisténcia genética € a melhor forma
de controle dessa doenca, por evitar o uso de defensivos bem como seu custo.

Estudos genéticos da resisténcia de feijoeiro a murcha-de-curtobacterium, em Vv4rios
cruzamentos, tém demonstrado que a heranga € de natureza poligénica (Coyne et al., 1965), por isso é
interessante a utilizacdo da selecdo assistida através de marcadores, com o intuito de identificar
QTL’s, se possivel de grande efeito, responsaveis pela resisténcia, para auxiliar na selegao.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

O cruzamento, condug¢do da populagdo segregante e inoculagdo das progénies foram realizados
na Embrapa Arroz e Feijao em Santo Antonio de Goids.

Foram utilizados dois genitores de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) o Ouro Branco (resistente)
e CNFP 10132 (suscetivel). Foi realizado um cruzamento simples em condi¢des controladas obtendo-
se a geracdo F; em novembro de 2007. Em dezembro de 2007 foi semeada em telado a geragdo F, e
colhida em fevereiro de 2008 a geracdo F,. Na época da seca (mar¢o) de 2008 foi semeada 1000
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sementes da geracdo F, em telado e as sementes da geracdo F; foram colhidas em bulk em maio de
2008. Essa populagdo foi semeada na época de inverno de 2008 (junho) no campo experimental em
parcelas de 10 linhas de 5 metros e colhidas em setembro de 2008, obtendo-se assim a populacao F,.
As sementes F, foram semeadas em Ponta Grossa nas dguas de 2008 (outubro) para obter a Fs em
fevereiro de 2009. Essa populagdo foi avancada (SSD) até a geracdo F; durante a safra das dguas e da
seca no ano de 2009 onde as progénies recombinantes foram estabelecidas em marco de 2010 e estas
avaliadas para reacdo a doenca em maio de 2010.

Em maio de 2010, 140 progénies Fs ., foram plantadas em vasos na casa de vegetacdo e 135
germinaram. O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticdes (tr€s vasos contendo trés plantas) e uma testemunha inoculada com &4gua destilada
esterilizada. O método de inoculacdo utilizado foi a pun¢do entre as folhas cotiledonares e as folhas
primdrias das plantas, com agulha entomoldgica de ponta achatada previamente mergulhada na
suspensio bacteriana de 10° ufc/ml, determinada por espectrofotdmetro de luz. A suspensio de inéculo
do isolado Unb 1252 foi obtida de col6nias bacterianas desenvolvidas em meio de cultura BDA
(batata-dextrose-dgar), durante 72 h a 28°C (Wendland et al ,2009). A inoculag@o foi realizada dez
dias apds a semeadura e a incidéncia e severidade da doenga foram avaliadas aos 14 dias apds a
inoculacdo das plantas. Além da contagem do nimero de plantas com sintomas, foram registrados os
principais sintomas observados em cada planta. Tais sintomas corresponderam a mosaico e flacidez
nas folhas, encarquilhamento dos bordos das folhas, murcha, nanismo e/ou morte das plantas,
conforme figura 1. A incidéncia da doenga foi avaliada utilizando-se a seguinte escala descritiva:

1- Auséncia de sintomas;
2- Presencga de mosaico nas folhas;
3- Flacidez nas folhas;
4- Encarquilhamento ou queima do bordo das folhas;
5- Mosaico ou flacidez acentuada nas folhas, leve nanismo das plantas (reducdo de menos de 1/3
do tamanho da planta);
6- Nanismo leve das plantas (reducdo menor que 1/3 do tamanho da planta);
7- Murcha nas folhas da plantas;
8- Murcha severa das plantas acompanhada ou nao de nanismo severo (reducdo de mais de 1/3 no
tamanho da planta);
9- Morte generalizada das plantas.
Para avaliacdo da severidade da doenga utilizou-se o seguinte critério:
R — Resistente: Notas de severidade da doenca variando entre 1 e 3
I - Intermedidrio: Notas de severidade da doenca variando entre 4 e 6
S- Suscetivel: Notas de severidade da doenca variando entre 7 € 9

Figural- Sintomas de murcha-de-curtobacterium. A. Murcha; B. Nanismo; C. Morte generalizada; D.
Danos causados em vasos condutores de seiva

%

Extracao de DNA e reacoes em cadeia da polimerase (PCR)

A extragdo do DNA dos 135 individuos Fs.; foi realizada no laboratério de genética molecular
do departamento de Biologia da UFLA, conforme Teixeira et al. (2005). Foram utilizados 181
marcadores SSR e 44 apresentaram polimorfismo significativo entre os genitores e estdo sendo
testados nos bulks e nos 135 individuos Fs.;.
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O bulk resistente foi constituido da mistura equitativa dos 24 DNA’s referentes as plantas
resistentes — notas inferiores a trés na inoculag@o. Para o bulk suscetivel também foram escolhidas as
24 progénies mais suscetiveis a doenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Como resultado da avaliacdo dos sintomas, foram obtidos 24 progénies resistentes, 26
intermedidrios (moderada suscetibilidade) e 85 suscetiveis a murcha-de-curtobacterium. Um exemplo

da fenotipagem de algumas progénies € apresentado na Tabela 1.

Tabela 1-Fenotipagem de Curtobacterium de trés das 135 progénies inoculadas

N° de plantas com sintomas -
Incidéncia' Severidade
Vaso Identificacio | MO | FLA| QB | EB |[MUR | NA | Nota | Reacio
OB x 3 3
549 10132.197 R
550 3 3
551 3 3
Testemunha
OB x
553 10132.198 3 3 I
554 3 3
555 2 2 1 6
Testemunha
OB x
557 10132.200 3 8 S
558 3 8
559 3 8
Testemunha

'MO: Mosaico nas folhas; FLA: Flacidez nas folhas; QB: Queima dos bordos foliares; EB:
Encarquilhamento dos bordos foliares; MUR: Murcha das plantas; NA: Nanismos nas plantas

Cada um dos 10 primers polimdrficos foi submetido a analise por ponto. Apenas o primer SSR
KO03289F-R foi significativo, explicando 8,3% da resisténcia das 135 progénies Fs; do feijoeiro,
conforme Tabela 2. Nota-se que a regido gendmica identificada por esse marcador corresponde a um
ou mais QTLs com efeito genético essencialmente aditivo. A pequena parcela da variacdo fenotipica
explicada pelo marcador ocorreu porque somente 10 primers polimérficos foram utilizados.

Tabela 2-Andlise de variancia do primer KO3289F-R

FV GL SQ QM F R?
Genético 2 58,5958 29,2728 5,5669* 8,3
aditivo 1 52,5958 52,5958 10,00227%*
dominante 1 5,9499 5,9499 1,1315
Erro 132 694,1116 5,2584
Total 134 752,6573

*Significativo ao nivel de 5%
** Significativo ao nivel de 1%

CONCLUSAO

Até o momento a resisténcia do feijdo a murcha-de-curtobacterium foi pouco explicada
apenas pelo primer KO3289F-R. Nota-se que o QTL identificado exibiu efeito essencialmente aditivo.
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Vale ressaltar que cerca de outros 30 primers polimoérficos estdo sob andlise nesta populacdo. Deste
modo, espera-se que maior parcela da variacdo na reacdo ao patdgeno seja explicada pelos
marcadores.
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