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INTRODUCAO: O mosaico dourado do feijoeiro, causado pelo “Virus do
Mosaico Dourado do Feijoeiro” (VMDF), é uma doenca que ocasiona severa
redugdo da produgdo nas principais areas de cultivo do feijoeiro no Brasil,
podendo inviabilizar completamente a safra “da seca”. A prevencao da doenca da-
se pela recomendacdo de época de plantio mais adequada para a safra da seca,
evitando assim o pico populacional da mosca branca (vetor transmissor do virus) e
também, de forma menos efetiva, pelo controle, por meio de agrotoxicos, deste
agente vetor. Ainda ndo existe consenso sobre 0 mecanismo de controle genético
da resisténcia ao VMDF, pois tanto a heranga mono como poligénica foram
identificadas (Pessoni et al., 1997; Vellez et al., 1998). Para feijdo, marcadores
RAPD vém sendo utilizados com sucesso na identificacdo de regides gendmicas
associadas as caracteristicas controladas por poucos genes, podendo ser
posteriormente transformados em marcadores loco-especificos, facilitando a
selecdo indireta de genotipos resistentes (Urrea et al., 1996). O desenvolvimento de
cultivares com tolerdncia ao VMDF podera ndo somente aumentar a
competitividade da cultura do feijoeiro, mas também viabilizar o cultivo em &reas
hoje ndo recomendadas, devido a alta incidéncia da doenca. Este trabalho objetivou
o desenvolvimento de gendtipos de feijoeiro com resisténcia ao VMDF baseado em
retrocruzamento assistido por marcadores, e identificar, através da técnica de “Bulk
Segregant Analysis” (BSA), marcadores moleculares ligados aos genes de
resisténcia ao VMDF, visando o desenvolvimento de marcadores loco-especificos.

MATERIAL E METODOS: Trés populacdes segregantes RC1 foram geradas
utilizando o mesmo genitor recorrente, ARC 100-4, e trés genitores tolerantes ao
patdgeno: linhagens DOR 303, PHAS 8328 e G23554, todos pertencentes ao centro de
origem Mesoamericano. As plantas com auséncia de sintomas de VMDF, designhadas
como resistentes, foram selecionadas em casa de vegetacdo ap6s infestacdo com
individuos de mosca branca viruliferas. A segunda etapa de selecdo envolveu a
identificacdo dos individuos resistentes possuindo a maior parte de Sseu genoma
oriundo do genitor recorrente, detectado por marcadores SSR. Um conjunto de 45
marcadores SSR, previamente desenvolvidos, caracterizados e disponibilizados na
literatura para feijdo, foram testados quanto as condi¢es de amplificacdo e ao
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polimorfismo entre os genitores dos trés cruzamentos. A andlise dos dados de
frequéncia alélica foi feita utilizando o programa FSTAT e NTSys (Goudet, 1995;
Rohlf, 1989). Para a identificacdo de marcas moleculares associadas ao gene de
resisténcia ao VMDF, empregou-se a metodologia de BSA (Bulk Segregant Analysis,
Michelmore et al., 1991), a qual se baseia em marcadores RAPD. Bulks contendo 20
individuos susceptiveis e 20 resistentes a0 VMDF foram montados para cada um dos 3
cruzamentos. Quando foram observadas bandas RAPD exclusivas para 0s bulks
resistentes ou suscetiveis, os individuos destes bulks foram analisados separadamente
para o0 marcador RAPD que detectou esta diferenca.

RESULTADOS E DISCUSSAO: Dos 45 SSRs testados, 20 foram selecionados
por detectarem polimorfismo e amplificarem produtos de boa qualidade,
fornecendo um padrdo de bandas de facil interpretacdo. A partir da matriz de
similaridade genética gerada foram indicados, em uma ordem hierarquica, para
cada uma das trés populacdes, os gendtipos resistentes ao VMDF e com a maior
parte do genoma do parental cultivado. A utilizacdo dos marcadores moleculares
possibilitou identificar entre 0s gendtipos resistentes, 0s que possuiam maior
similaridade genética com o genitor recorrente, reduzindo com isto 0 nimero de
retrocruzamentos. Para a busca de marcas moleculares ligadas ao gene da
resisténcia ao VMDF, foram analisados 528 marcadores RAPD, para trés
cruzamentos (ARC 100-4 x DOR 303 e ARC 100-4 x PHAS 8328, ARC 100-4 x G
23554), utilizando bulks contendo 20 individuos susceptiveis e 20 resistentes,
totalizando 3.168 reacbes de PCR. Foram identificadas 53 bandas RAPD
diferenciadoras dos bulks para o cruzamento ARC 100-4 x DOR303, 73 para 0
cruzamento ARC 100-4 x PHAS 8328 e 48 para o cruzamento ARC 100-4 x G
23554, Para o cruzamento ARC 100-4 x DOR 303, todos os 53 marcadores RAPD
gue apresentaram bandas diferenciadoras foram analisados em cada individuo dos
bulks resistentes e suscetiveis, e foram identificados 8 marcadores promissores e
que estdo sendo detalhadamente analisados nos 10 individuos resistentes e
suscetiveis restantes do bulk. Marcadores RAPD previamente identificados (R2 e
W12, Urrea et al., 1996) como associados ao gene de resisténcia ao VMDF foram
relatados na literatura. Entretanto, no presente estudo estas marcas ndo
apresentaram um padrao diferencial de amplificacdo entre os individuos resistentes
e susceptiveis inviabilizando sua utilizacdo para a selecdo assistida. Isto indica a
provavel existéncia de diferentes locos génicos envolvidos na resisténcia ao
VMDF, quando analisados distintos gen6tipos resistentes. Esta diferenca nos genes
de resisténcia pode ser creditada a resposta destes gendtipos aos diferentes tipos
virais (VMDF que ocorre no Brasil e o Virus do mosaico dourado amarelo do
feijoeiro que ocorre na América Central). Existe a possibilidade de, ao
identificarmos o marcador potencialmente associado ao gene de resisténcia pela
analise de BSA, ndo estarmos acompanhando efetivamente a co-segregacdo do
marcador ao gene de reacdo ao VMDF. Para termos certeza de que o marcador
identificado esteja co-segregando ao loco de interesse, é fundamental realizar uma
analise de ligacdo nas populacGes segregantes desenvolvidas.
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CONCLUSOES: De um modo pratico, a integracdo entre as informagdes da
resisténcia dos gendtipos derivados do cruzamento para incorporacao da resisténcia
ao VMDF e a determinacéo destes gendtipos mais geneticamente relacionados aos
genitores recorrentes, possibilitaram concentrar esforgos nos genotipos com maior
potencial de resisténcia, além de reduzir o nimero de retrocruzamentos necessarios
para recuperar maior parte do genoma do genitor cultivado. Para o cruzamento Arc
100 x DOR 303 foram identificadas 8 marcas moleculares putativamente
associadas a resisténcia ao VMDF. Entretanto, para os marcadores detectados
como sendo ligados ao gene de resisténcia, serd determinada a proximidade do loco
marcador ao gene através da andlise nas populacBes segregantes por mapas
moleculares saturados baseados em marcadores SSR. Desta forma, pode-se obter
informacGes mais precisas e detalhadas sobre a localizacdo dos alelos que
conferem a resisténcia ao VMDF. Pretende-se com este estudo fortalecer o uso
rotineiro de ferramentas moleculares junto aos programas de melhoramento
genético do feijoeiro, acelerar o processo de desenvolvimento de gendtipos
resistentes ao VMDF, ampliar o conhecimento sobre a resisténcia ao VMDF, e
implementar a selecdo assistida por marcadores na identificacdo de gendtipos
resistentes ao VMDF.
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