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1- Introdução 
A mancha angular do feijoeiro comum é causada pelo fungo Phaeoisariopsis 
griseola (Sacc.), a doença atinge todas  as  reg iões  do  Bras i l  onde  o  
fe i joe i ro  é  p lan tado ,  causando a  de fo l iação  p rematura  e  
resu l tando  em perdas  que  var iam de  7% 70% no  rend imento  dos  
g rãos  em lavouras  susce t í ve is  (Sartorato & Rava, 1992) . A resistência 
genética é um importante componente dentro do manejo integrado, reduzindo o uso 
indiscriminado de defensivos agrícolas e contribuindo para a manutenção da 
qualidade de vida. No  desenvo lv imento  de  fe i j oe i ros  res is ten tes ,  pode-
se  e l im inar  as  d i f i cu ldades  de  inocu lação  do  pa tógeno e  de  
ava l iação  feno t íp ica  das  p lan tas  por  me io  da  iden t i f i cação  d i re ta  
de  genó t ipos  res is ten tes .  I sso  é  poss íve l  quando se  u t i l i zam 
marcadores  mo lecu la res  que  segregam con jun tamente  com os  
a le los  de  res is tênc ia .  Os marcadores RAPD e SCAR se destacam por sua 
simplicidade técnica e capacidade em detectar esse tipo de polimorfismos entre 
indivíduos. 
O objetivo deste trabalho é avaliar 23 genótipos de feijão (Aruã, Carioca Rubi, 
Diamante Negro, Magnífico, Pérola, Piatã, Soberano, Uirapuru, Valente, Mar 2, 
Cornell 49-242, AND 277, Ouro Negro, CNFC 7806, CNFC 7813, CNFC 9504, CNFC 
10276, CNFC 10281, CNFP 7776, CNFP 10120, CNFP 10125, CNFP 10138 e 
CNFP 10150) pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) e ao Programa 
de Melhoramento Genético da Embrapa Arroz e Feijão quanto à resistência aos 
patótipos 63.19 e 63.23 de Phaeoisariopsis griseola por meio de inoculação artificial 
e seleção assistida pelo marcador SCAR OPN02 (ACCAGGGGCATTATGAACAG e 
ACCAGGGGCAACATACTATG). 
2- Metodologia 
Os experimentos foram realizados em casas de vegetação da EMBRAPA arroz e 
feijão, Santo Antônio de Goiás – Goiás. As análises moleculares e as extrações de 
DNA foram efetuadas no laboratório de Biologia Molecular de Plantas - EAEA, UFG, 
Goiânia-Goiás. 
2.1- Obtenção do material vegetal 
Foram utilizados genótipos de P. vulgaris fornecidos pela EMBRAPA arroz e feijão.  
2.2- Raça e preparo do inóculo 
Foram u t i l i zados  os  i so lados  monospór icos  Ig  669  e  Ig  664 ,  das  
raças  63 .19  e  63 .23  de  P.  g r i seo la ,  respec t i vamente ,  o r iundos  da  
Mico teca  da  Embrapa  Ar roz  e  Fe i j ão .  Para  inocu la r  fo i  p reparada  
uma suspensão  de  con íd ios  do  fungo  a  uma concen t ração  f ina l  de  
25x10 3  con íd ios /mL.  
2.3 -  Inoculação e avaliação 
Foram inocu ladas  20  p lan tas  de  cada  genó t ipo ,  sendo  10  
ind iv íduos  para  cada  raça  do  fungo ,  que  fo ram expos tas  ao  
pa tó t ipo  após  15  d ias  do  p lan t io .  U t i l i zou-se  a  cu l t i va r  Ros inha  G-
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2 como tes temunha susce t íve l .  Para  inocu la r ,  u t i l i zou-se  um 
a tomizador  de  V i lb i ss  n º  15 .  Foram inocu lados  os  do is  lados  da  
fo lha  de  cada  p lan ta .  Os  ind iv íduos  fo ram mant idos  em câmara  
úmida  por  um per íodo  de  48  horas ,  com uma tempera tu ra  va r iando  
en t re  20  ±  2 o C e  100% de  umidade  re la t i va  (Sartorato & Rava, 1992) .  O  
g rau  de  sever idade  da  doença  fo i  ve r i f i cado  v isua lmente  após  14  
d ias  da  inocu lação .  Usou-se  uma esca la  diagramática que varia de 1 a 
4mm, e a avaliação do índice de infecção, que corresponde à área foliar ocupada 
pelas lesões, empregando-se uma escala diagramática de 0 (sem sintomas) a 100% 
(severidade máxima de infecção), desenvolvida pelo CNPAF (Sartorato, 1989).  
2.4- Extração e quantificação do DNA genômico 
Foram coletadas 250 mg de folhas frescas e jovens dos indivíduos. O DNA foi 
extraído de acordo com a metodologia proposta por Doyle & Doyle (1990), baseada 
no detergente CTAB.  
A concentração de DNA das bandas foi estimada visualmente, em gel de agarose a 
uma concentração de 1,0%, por  comparação  com uma sér ie  de  
concen t rações  conhec idas  do  DNA do  fago  lambda (25 ,  50 ,  75  e  
100ng) .  A  aná l i se  fo i  fe i ta  sob  luz  u l t rav io le ta ,  a t ravés  de  imagens  
d ig i ta l i zadas  dos  gé is  de  agarose , reveladas pela coloração com brometo 
de etídeo (0,5µg/mL). 
2.5- Reação de amplificação 
As reações de amplificação foram efetuadas em termociclador PTC-100 da MJ 
Research, Inc., programado para 34 ciclos de 30 segundos a 94ºC (desnaturação do 
DNA), 1 minuto a 66ºC (pareamento do primer ao DNA molde), 1,5 minutos a 72ºC 
(extensão dos primers) e temperatura final de 15º para manutenção do término da 
reação. Cada reação de 25µL continha 10 mM de Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM de KCl 
(pH 8,0), 2,8 mM de MgCl2, 100 mM de cada desoxiribonucleosídeo trifosfato, 2 
primers (0,4 µM de cada), uma unidade de Taq-polimerase e 25 ng de DNA. 
Os fragmentos de DNA foram separados, por eletroforese, em géis de agarose 1,4% 
em tampão TBE (Tris-Borato 10 mM, e EDTA 2 mM), corados com brometo de 
etídeo (0,5µg/mL) e, posteriormente, fotografados sob luz ultravioleta, utilizando-se o 
sistema de fotodocumentação Kodak EDA DC120. Como marcador de peso 
molecular utilizou-se o DNA ladder de 100bp. 
3- Resultados e discussão 
3.1- Teste de polimorfismo com marcador SCAR OPN02890 
Entre os 19 novos acessos testados, 7 demonstraram polimorfismo e 16 não se 
mostraram polimórficos para o marcador SCAR (OPN02890). Os indivíduos que 
apresentaram polimorfismo foram: Ouro Negro, Uirapuru, CNFP 10138, CNFP 
10150, CNFP 10120, CNFP 10125, Valente, e os indivíduos não polimórficos foram: 
Mar 2, Cornell 49-242, And 277, CNFP 7776, Soberano, Diamante Negro, CNFP 
10281, CNFC 9504, CNFC 10276, CNFC 7813, Piatã, CNFC 7806, Pérola, Aruã, 
Magnífico e Carioca Rubi. A figura 1 demonstra um teste de polimorfismo entre o 
genótipo resistente Cornell 49-242 e o genótipo testado CNFC 7813 (BRS Pontal). 
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Figura 1. Análise eletroforética da amplificação dos produtos de DNA obtidos com o 
marcador SCAR OPN02. Seqüência: 1-3: Cornell 49-242; 4-11: CNFC 7813. 

3.2- Inoculação com os isolados Ig 664 (raça 63.23) e Ig 669 (raça 63.19) de P. 
griseola 
A resistência de alguns germoplasmas foi demonstrada em condições de casa de 
vegetação. Foram considerados suscetíveis aqueles genótipos que apresentaram 
uma severidade superior a 15%. Os genótipos CNFC 10281, CNFP 7776 (BRS 
Grafite), CNFC 7806 (BRS Requinte), CNFC 7813 (BRS Pontal), MAR 2, Cornell 49-
242 e AND 277 foram resistentes a ambos os patótipos empregados. O genótipo 
CNFP 10138 foi resistente ao patótipo 63.23. Os genótipos CNFP 10120, CNFP 
10125 e Valente foram resistentes ao patótipo 63.19. 
As cultivares BRS Grafite, BRS Requinte e BRS Pontal foram recentemente, 
registrados e lançados no mercado pela Embrapa Arroz e Feijão. Além da 
resistência a outras raças de mancha angular, estas cultivares apresentam também 
outras características de grande interesse para o agricultor, o que facilita sua 
aceitação no mercado.  
4- Conclusões 
A análise eletroforética do DNA dos genótipos testados demonstrou que aqueles 
identificados como fontes de resistência apresentam a referida marca para o SCAR 
OPN02. Porém, foram obtidos resultados contraditórios como: indivíduos com 80% 
de doença apresentaram a marca e indivíduos com 10% de doença não 
apresentaram a marca. O marcador SCAR, que se encontra a uma distância de 5,9 
cM do gene de resistência não apresentou correlação direta entre sua presença e a 
resistência. Esta distância denota a possibilidade de recombinação, pois, em 
contrapartida, quanto mais próximo do gene estiver a marca, menor a possibilidade 
de se encontrar resultados contraditórios. Portanto, para que os resultados sejam 
confirmados não só para este trabalho como também para outros que porventura 
venham testar marcadores desenvolvidos para outros genótipos em seus 
programas, é necessário que se teste o marcador em uma população segregante 
(F2) e a partir daí retirar os indivíduos que apresentem a correlação entre a marca e 
a resistência para dar seqüência em programas de melhoramento com mais 
segurança. 
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