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RESUMO

O controle genético da antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum,
tem sido um desafio devido a grande variabilidade patogénica, entre e dentro das racas.
Contudo, marcadores SNPs ligados a locos de resisténcia a diferentes isolados de C.
lindemuthianum tém sido identificados e com potencial para utilizacdo em programas de
melhoramento do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Nesse contexto, o objetivo do
presente trabalho foi validar a associacdo do marcador SNP ss715649771 com a resisténcia ao
isolado LV134 da raca 65. Para isto, foram realizadas avaliagdes fenotipicas e genotipicas em
uma populagéo F> de 192 plantas, derivadas do cruzamento entre as cultivares BRS Cometa
(suscetivel) e BRSMG Ouro Vermelho (resistente), e também em um painel de 55 gendtipos
constituido de cultivares e linhagens elite de diferentes programas de melhoramento. Além
disso, foi realizada uma analise de regresséo linear do efeito do marcador e a eficiéncia de
selecdo (ES) para marcadores codominantes foi estimada. A fenotipagem da geracdo F»
resultou, como esperado, na propor¢do 3R:1S (p = 0,093), assim como a genotipagem também
se ajustou a 1CC:2CT:1TT (p = 0,095). A frequéncia de recombinacdo da populacéo F, foi
estimada em 10,0%, onde foram observadas 11 plantas com fendtipos recombinantes (4
resistentes com o alelo T, e 7 suscetiveis com alelo C). A estimativa de ES foi de 96%, e o
modelo de regressdo linear estatisticamente significativo, explicando cerca de 42% da variacao.
As andlises com o painel de 55 genotipos revelaram 41% de individuos recombinantes (9
resistentes com o alelo T, e 14 suscetiveis com o alelo C). Considerando o alto valor de ES, os
resultados do presente trabalho evidenciam o alto potencial de utilizacdo desse marcador nas
rotinas de Selegdo Assistida por Marcadores. Contudo, a distancia de 10cM entre a marca e 0
gene, e 0 numero de individuos recombinantes observado no painel de cultivares podem sugerir
a existéncia de outros alelos que conferem resisténcia a raca 65 nas cultivares avaliadas. A
utilizacdo do marcador SNPss715649771 em programas de melhoramento, junto a outras
marcas ja conhecidas, contribuird para a piramidacdo de genes de resisténcia a esta raga em
linhagens de feijoeiro comum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris; Resisténcia genética; Marcador SNPs.



ABSTRACT

The genetic control of anthracnose, caused by Colletotrichum lindemuthianum fungus,
has become a challenge due the great pathogenic variability among and within races. However,
SNPs markers linked to resistance loci to different C. lindemuthianum isolates have been
identified and have potential to be used in common bean breeding programs (Phaseolus
vulgaris L.). In this context, the present study aimed to validate the SNP marker ss715649771
association with resistance to the isolate L\VV134 of race 65. For this, phenotypic and genotypic
evaluations were carried out in an F2 population of 192 plants, derived from the cultivars BRS
Cometa (susceptible) and BRSMG Ouro Vermelho (resistant) cross, and also in a 55 genotypes
panel of cultivars and elite lines from different breeding programs. In addition, a linear
regression analysis of the marker effect was carried out, and the selection efficiency (SE) for
codominant markers was estimated. The generation F. phenotyping resulted, as expected, in the
3R:1S ratio (p = 0.093), and the genotyping also adjusted to 1CC:2CT:1TT (p = 0.095). The
recombination frequency of the F> population was estimated at 10.0%, with 11 plants presenting
recombinant phenotypes (4 resistant with T allele, and 7 susceptible with C allele). The
estimated SE was 96%, and the linear regression model was statistically significant, explaining
about 42% of the variation. The panel analyses of 55 genotypes revealed 41% of recombinant
individuals (9 resistant with T allele, and 14 susceptible with C allele). Considering the high
SE value, results shows a high potential use of this marker in Marker-Assisted Selection
routines. However, the 10cM distance between the marker and the gene, and the number of
recombinant individuals observed on the cultivars panel can suggest the existence of other
alleles that confer resistance to race 65 in the evaluated cultivars. The use of the
SNPss715649771 marker in breeding programs, together with other already known markers,
will contribute to the pyramiding of resistance genes to this race in common bean lines.

Keywords: Phaseolus vulgaris; Genetic resistance; SNPs marker.



INDICADORES DE IMPACTO

Impactos sociais, tecnoldgicos, econdmicos e culturais O feijdo € uma fonte importante
de proteina vegetal em muitos paises no mundo. O controle da antracnose contribui para
garantir a seguranca alimentar das populacdes que dependem do feijdo como uma fonte
primaria de alimento. A resisténcia genética pode reduzir a vulnerabilidade dos agricultores a
perdas na cultura devido a ocorréncia dessa doenca. Principalmente em regifes com condi¢oes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento da doenca, a ocorréncia da antracnose pode levar a
inseguranca alimentar e & perda na renda dos agricultores. Os marcadores moleculares obtidos
neste trabalho poderdo ser utilizados de forma rotineira na identificacdo de gendtipos resistentes
a antracnose nos programas de melhoramento do feijeiiro. As informacdes obtidas sobre a
resisténcia das linhagens de feijoeiro poderéo ser utilizadas em projetos futuros que permitiréo
0 avanco do conhecimento na obtencdo de resisténcia duravel para a antracnose do feijoeiro,

contribuindo para uma agricultura sustentavel.
IMPACT INDICATORS

Common bean is an important source of vegetable protein in many countries around the
world. Anthracnose control contributes to ensuring food security for populations that depend
on common beans as a primary source of food. Genetic resistance can reduce farmers'
vulnerability to crop losses due to the occurrence of this disease. Especially in regions with
environmental conditions favorable to the development of the disease, the occurrence of
anthracnose can lead to food insecurity and a reduction in farmers' income. The molecular
markers obtained in this study could be routinely used to identify genotypes resistant to
anthracnose in bean breeding programs. The information obtained about the resistance of
common bean lines can be used in future projects that will allow the advancement of knowledge
in obtaining durable resistance to common bean anthracnose, contributing to sustainable

agriculture.



SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt e e e e s abaeeeenn 8
1 INTRODUGAO GERAL .....ooiieeeeeeeeeeeeeee oo 8
2  REFERENCIAL TEORICO ...t teete e esesesis s ses s s 9
2.1 A Cultura do feijoeiro N0 Brasil..........cccooiiiiiiiie e 9
2.2 Aspectos gerais da antracnose do fEIJORITO .......cccvevvevieeviiieiieie e 10
2.3 Controle genético da resisténcia do feijoeiro a antracnose...........ccccevvevvvveseerveseenne 12
2.4 Marcadores MOIECUIAIES ...........coiiiiiiiiie et 15
2.5 Selecédo assistida por marcadores moleculares (SAM) ..o 17
REFERENCIAS ..ottt 22
SEGUNDA PARTE - ARTIGO..... .ottt sttt 29
ABSTRACT oottt bbbt r e b e bRt et e e Rt tere bt ne et e 30
L INTRODUGAOD ..ottt sttt n sttt 31
2 MATERIAL E METODOS .......oiiieieeeeesee et teses s tsss s s s sesss s ssssssnsssssssnansens 33
2.1 MAterial gENETICO ......ccveeieieiccie ettt ettt et e re et e ns 34
2.2 Validacdo do marcador SNP ss715649771 associado a regido LV134...........c.ccecueee. 34
2.3 Fenotipagem da severidade da antracnose nos genotipos de feijoeiro ...........cccceee. 35
2.4 Genotipagem da populagdo F2e do painel de diversidade de feijoeiro.........c.cc.coou.... 36
2.5 ANALISES ESTALISTICAS. .. vevverveiiiieiiiiieeiie ettt enes 37
B RESULTADOS ...ttt ettt ettt s et st e e e seebe st e s e renbe s eneereneens 37
B DISCUSSAD ...ttt 41
5 CONCLUSAO ..ottt 47

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....oo oo oo e e ee e s e eenan s 48



PRIMEIRA PARTE

1INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o maior pais produtor e consumidor mundial de feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), uma importante fonte nutricional e cultural socioeconomicamente significativa
(KOTUE et al., 2018; EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2021). A ocorréncia de doencas é um
dos principais problemas que acomete a cultura do feijoeiro, causando grande instabilidade na
producdo. O controle genético da antracnose, uma das principais doencas que afeta a cultura, é
complexo, devido a ampla variabilidade patogénica entre e dentro das ragas de Colletotrichum
lindemuthianum (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; SANTOS et al., 2008; COSTA et al.,
2017; COSTA et al., 2021).

Para a resisténcia do feijoeiro a C. lindemuthianum, atualmente, 14 genes estdo
caracterizados e aceitos oficialmente pelo Comité de Genética da Cooperativa de
Melhoramento do Feijdo — BIC das quais quatro tém séries alélicas: Co-1 (Co-1, Co-1?, Co-13,
Co-1*e Co-1%); Co-2; Co-3 (Co-3, Co-3?, Co-3* e C0-3°); Co-4 (Co-4, Co-4? e Co-4%); Co-5
(Co-5 e Co-5%); Co-6; co-8; Co-11; Co-12; Co-13; Co-14; Co-15; Co-16; e Co-17 (CHEN et
al., 2017; http://www.bic.uprm.edu).

O controle genético da resisténcia de cultivares de feijoeiro a seis isolados diferentes
pertencentes a raca 65 de C. lindemuthianum foi estudado por Costa et al. (2017). A resisténcia
a cada isolado € conferida por genes duplicados, sendo observada a segregacdo de
15resistentes:1suscetivel na geracdo F». Neste trabalho umas das populacdes F» avaliadas é
oriunda do cruzamento das cultivares BRSMG Ouro Vermelho e BRS Estilo. De acordo com
os resultados e nomenclatura adotada pelos autores a cultivar resistente BRSMG Ouro
Vermelho apresenta a constitui¢do genética coecoeCorCor e a outra suscetivel COECOeCOFCOF
para 0s genes que conferem resisténcia ao isolado LV134 da raga 65. Portanto, as cultivares
diferem em apenas um dos genes que conferem resisténcia a este isolado.

Posteriormente, Costa et al. (2021) mapearam QTLs envolvidos na resisténcia a este
isolado utilizando esta populagéo F2, e tambem realizaram um estudo de associagéo de todo o
genoma (GWAS) com um painel de diversidade de linhagens de feijoeiro. Foi detectada uma
regido gendmica no grupo de ligagdo Pv04 associada a dez marcadores SNPs associados a
resisténcia ao isolado LV134 entre 1.1345 Mb e 1.1657 Mb. Dentre esses marcadores, 0 SNP
ss715649771 foi o principal marcador selecionado. A estratégia de identificacdo de marcadores

ligados a locos de resisténcia a doencas no feijoeiro tem sido amplamente utilizada em diversos



programas de melhoramento, e uma vez validados, muitos dos marcadores mostram potencial
de aplicacdo significativo na selecdo assistida por marcadores - SAM (BURT et al. 2015;
PERSEGUINI et al. 2016; ZUIDERVEEN et al. 2016; WU et al. 2022; LOBATON et al. 2018;
GIL etal. 2019; NAY et al. 2019; FRITSCHE-NETO et al. 2019).

A Selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) é considerada um avancgo da
genética molecular para somar-se a outros procedimentos utilizados para facilitar o processo de
melhoramento, principalmente em etapas iniciais do programa, a fim de eliminar genotipos
indesejados. Porém, a validacdo de SNPs é um passo crucial para programas de melhoramento
que usam ou visam utilizar a SAM (SHAFI et al., 2022). Atualmente, diversos trabalhos vém
obtendo sucesso no processo de validacio (ALVAREZ et al., 2019; GOMES-MESSIAS et al.,
2022). Gomes-Messias et al. (2022) utilizando a genotipagem com base no sistema TagMan®
para marcadores como spnPV 0070 (Co-4?), snpP 8282v3-817 (Co-4%) e snpPV 0025 (Phg-2),
obtiveram uma amplificacdo altamente especifica dos alelos desejados, com eficiéncia de
selecdo de marcadores de aproximadamente 99,7% e 99,8%, respectivamente. A identificacdo
de marcadores associados a resisténcia em feijoeiro comum € uma pratica bem estabelecida e
necessaria para utilizacao desses marcadores na SAM.

A eficiéncia de selecdo de cada marcador SNP ss715649771, identificado como ligado
ao gene Coe de resisténcia a antracnose, foi determinada para a sua utilizagdo na SAM em
programas de melhoramento, visando resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum, quando a

mesma fonte de resisténcia for utilizada.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Cultura do feijoeiro no Brasil

O feijdo comum pertence a familia Fabaceae (ou Fabéacias), subfamilia Faboideae,
género Phaseolus L. e espécie Phaseolus vulgaris L. E uma espécie autbgama, apresentando
baixa taxa de alogamia, sendo esta inferior a 1,4% (VIEIRA et al., 2005; BOREM:;
CARNEIRO, 2015). Cerca de 61% da producdo mundial deste produto é proveniente de apenas
seis paises, sendo eles o Brasil, China, EUA, India, Myanmar e México. Essa leguminosa é
cultivada em todo o territério brasileiro, tendo como principais produtores os estados do Parana,
Minas Gerais, Mato Grosso, Goias, Bahia e Sdo Paulo (CONAB, 2023).

Entre 1985 e 2021 houve uma reducdo consideravel na area cultivada (EMBRAPA
ARROZ e FEIJAO, 2022). Contudo, a producdo continuou a crescer, fato esse, devido
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principalmente ao aumento da produtividade, que passou de 514 kg.ha™* em 1985 para 1.463
kg.ha*em 2021 (EMBRAPA ARROZ e FEIJAO, 2022). Em termos de consumo nacional do
produto por pessoa, em media, é de 19 quilos de feijdo por ano. Porém, fatores como
disponibilidade interna e dos precos no mercado afetam diretamente o consumo do produto.
O feijdo, por ser um alimento de baixo custo, desempenha um papel importante na dieta
brasileira, pois os grdos contém alto valor nutricional como fonte de proteina vegetal,
vitaminas do complexo B e sais minerais. Além disso, pode ser cultivado em diferentes
condigdes de clima e solo (CONAB, 2018).

No Brasil, o feijoeiro € cultivado em trés safras: i) a primeira, conhecida como safra
das aguas, e € assim chamada porque o plantio e a colheita ocorrem com alto indice de chuvas,
0 que favorece a ocorréncia de doencas fangicas, como por exemplo, a antracnose. O plantio
desta safra na regido Centro-Sul vai de agosto a dezembro, e no Nordeste, de maio a junho;
ii) a segunda safra, realizada no periodo com o menor indice de chuva no pais, € chamada de
safra da seca, e a semeadura é realizada de dezembro a marco; iii) ja a terceira, a safra irrigada,
ou de outono-inverno, é assim conhecida por se referir a colheita do feijdo irrigado, a qual
tem a concentragdo do plantio na regido Centro-Sul no periodo de abril a junho. O feijao pode
ser colhido em média ap6s 90 dias depois da semeadura (MAPA, 2016). Considerando a
primeira safra 2018/2019, estima-se que a area semeada podera variar de 51 e 55 mil hectares,
podendo ter um acréscimo de 16,2% e 25,3% em relagdo a safra passada (CONAB, 2018).

Varios fatores limitam a producdo do feijoeiro, dentre eles destacam-se as doencas,
pois estas reduzem a produtividade da cultura e depreciam a qualidade do produto
(SARTORATO et al., 2000). Dessa forma, a obtencédo de cultivares resistentes € uma questdo
relevante tratada pelos melhoristas, uma vez que é a forma mais eficiente e econémica de
controle de diversas doengas que acometem a cultura. No entanto, a obtencdo de cultivares
com resisténcia durdvel é dificultada pela variabilidade do patégeno que frequentemente
conseguem quebrar essa resisténcia (BOREM; MIRANDA, 2005).

2.2 Aspectos gerais da antracnose do feijoeiro

A antracnose causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum é uma das principais
doencas do feijoeiro (SHAFI et al., 2022), sobretudo por ser capaz de infectar a cultura nas trés
épocas de cultivo, se destacando nas regides subtropicais e temperadas, especialmente em
localidades com temperaturas moderadas a frias e com alta umidade relativa. No Brasil esta

doenca prevalece nos estados de Minas Gerais, Parand, S&o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande
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do Sul (KIMATI et al., 1997). Porém, embora seja uma doenca de carater cosmopolita,
apresenta maiores indices de ocorréncia em regides tropicais e subtropicais, com temperaturas
amenas, entre 13 a 27°C, associadas a alta umidade relativa do ar (PASTOR-CORRALES,
1989; KIMATI et al., 1997). Segundo Crispin et al. (1976), temperaturas superiores a 30°C ou
inferiores a 13°C, limitam tanto a infeccdo como o desenvolvimento do fungo.

Os sintomas da doenca aparecem em todos os estagios de crescimento da planta,
podendo ser observado ap6s o sexto dia da infeccdo, atacando folhas, caules, ramos, vagens e
sementes. As sementes infectadas séo ligeiramente descoloridas, podendo apresentar cancros
cuja coloracdo varia de amarela a cafée-escura ou negra. Ja nos peciolos e caule as lesdes sdo
ovaladas, deprimidas e de coloragdo escura. Nas folhas as lesdes ocorrem, inicialmente, na face
abaxial, ao longo das nervuras, como pequenas manchas de cor pardo-avermelhada que se
tornam café-escuras a negras. Nas vagens, as leses sdo arredondadas, deprimidas e apresentam
o centro claro, delimitado por um anel negro levemente protuberante, rodeado por um bordo de
coloracdo laranja-avermelhada (SARTORATO, 1988).

O patdgeno sobrevive em restos culturais na forma de esporos, sendo as sementes
infectadas a principal via de sobrevivéncia e disseminacdo (VECHIATO et al., 2001). Apds a
germinacdo destas sementes, observam-se lesGes escuras nos cotilédones e no hipocotilo das
plantas (BARCELOS, 2010). Além da disseminacéo via sementes infectadas, a gua da chuva
ou da irrigagéo torna-se um meio de disseminacao a curta distancia.

A ampla distribuicdo no Brasil é facilitada pelo livre comércio de gréos entre o0s
estados e pela reutilizacdo dos mesmos graos, por se tratar de uma espécie autdgama, para
futuros plantios em uma mesma area, acarretando um aumento no potencial do indculo do
patégeno de uma safra para outra (THOMAZELLA et al., 2000).

As perdas causadas por este patdgeno podem chegar a 100% quando sdo utilizadas
sementes contaminadas para plantio e quando ocorrem periodos prolongados de condicGes
favoraveis ao seu desenvolvimento, como alta umidade e temperaturas amenas (VIDIGAL
FILHO et al., 2020; SINGH et al., 1991; TRUTMANN; GRAF, 1993). Além de diminuir a
produtividade, os sintomas desta doenca depreciam a qualidade do produto, por ocasionarem
manchas nos gréos que inviabilizam o consumo do produto (DALLA PRIA et al., 2003).

Entre os métodos de controle empregado, destaca-se o controle quimico e o uso de
cultivares resistentes. A resisténcia genética é um dos métodos mais eficientes no controle da
doenca, pois além de ndo onerar o custo de producdo, evita o controle quimico, que além de

caro, causa danos ambientais ja conhecidos (ALMEIDA et al., 2021). Portanto, cultivares com
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diferentes genes de resisténcia especificos de raca ou de amplo espectro que conferem
resisténcia contra multiplas racas dos patdgenos precisam ser identificados e investigados. Isto
possibilita a utilizag&o de tais cultivares em diferentes programas de melhoramento de feijoeiro
comum. No entanto, a resisténcia genética é dificultada pelo fato do agente causal apresentar
grande variabilidade patogénica (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIN, 2006; PADDER et al., 2017;
PINTO et al., 2012).

Segundo Nunes et al. (2021), atualmente foram descritas 298 racas de C.
lindemuthianum ao redor do mundo. No Brasil foram identificadas 89 ragas (NUNES et al.,
2021; PAULINO et al., 2021), as ragas 65, 73, 81 e 89 as mais frequentes (PINTO et al., 2012;
SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Outro fator que dificulta a obtencdo de cultivares
resistentes é a variabilidade patogénica dentro das racas (ISHIKAWA; RAMALHO; SOUZA,
2011; ISHIKAWA; SOUZA; DAVIDE, 2008; MOTA et al., 2016; PINTO et al., 2012;
SOUZA; SOUZA; MENDES-COSTA, 2007). Devido a esta alta variabilidade, o
monitoramento constante deste patdgeno é essencial para auxiliar os melhoristas de plantas no
desenvolvimento de novas cultivares resistentes a antracnose do feijoeiro. O melhoramento
genético assistido por marcadores moleculares parece ser uma alternativa promissora para
sobrepor estas limitagdes da variabilidade e facilitar a obtencao de genotipos resistentes (NAY
etal., 2019).

2.3 Controle genético da resisténcia do feijoeiro a antracnose

Em muitas situacdes, apenas por meio do melhoramento genético € que se consegue
aumentos na produtividade e qualidade dos gréos, pois este tem como vantagem a capacidade
de promover alterac@es hereditarias. Em outras palavras, por meio do melhoramento é possivel
transmitir as caracteristicas desejaveis de um genétipo, por exemplo, pouco adaptado, para
outro, adaptado as condicGes edafoclimaticas da regido de interesse.

O conhecimento do tipo de acdo génica que predomina no controle genético de um
carater é um fator importante, principalmente para a conducdo eficiente de um programa de
melhoramento. Quando o controle genético é complexo, envolvendo muitos locos, ou entéo
quando a influéncia de fatores ambientais sobre a expresséo do carater for pronunciada, hd uma
maior dificuldade em se conhecer com detalnes a natureza da acdo génica presente
(VENCOVSKY:; BARRIGA, 1992).

Quando se trabalha com resisténcia a patogenos, tém-se dois sistemas genéticos que

interagem entre si, a patogenicidade (viruléncia e aviruléncia) e a reacdo (resisténcia e
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susceptibilidade) e ambos dependem da constitui¢do genética do patdgeno e do hospedeiro. Ou
seja, para que estes dois caracteres se expressem, eles devem ser considerados em conjunto
porque sdo interdependentes. A teoria gene-a-gene proposta por Flor (1956) demonstra uma
relacdo entre os sistemas génicos do hospedeiro e do patégeno, em que, para cada gene que
condiciona resisténcia no hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que condiciona
aviruléncia. Em nivel molecular, o alelo de resisténcia esta relacionado a presenca de uma
substancia receptora nas células do hospedeiro e o alelo de aviruléncia a uma substancia
elicitora no patogeno, que induz a expressdo de defesa da planta por meio de reacGes de
hipersensibilidade (DE WIT, 2002).

Aproximadamente 25 locos de resisténcia a antracnose com mudltiplos alelos de
resisténcia de origem mesoamericana e andina ja foram identificados (MUNGALU et al., 2020;
VIDIGAL FILHO et al., 2020). Alguns desses genes codificam para proteinas que reconhecem
e respondem a presenca do fungo causador da doenca, ativando uma série de mecanismos de
defesa na planta. Outros genes estdo envolvidos na sintese de compostos que impedem o
crescimento do fungo, ou na regulacdo da expressdo de outros genes relacionados a resposta
imune da planta.

Para C. lindemuthianum, varios alelos de resisténcia de diferentes genes ja foram
descritos, sendo estes Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-7, co-8, Co-9, Co-10, Co-11,
Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-16, Co-17, Co-u, Co-v, Co-w, Co-x, Co-y, Co-z, CoPv02c e
CoPv09c (GEFFROY et al., 2009; FERREIRA et al., 2013; CAMPA et al., 2014). No caso do
gene de resisténcia Co-8, a resisténcia é conferida pelo alelo recessivo. Ha relatos também da
ocorréncia de alelismo multiplo para alguns genes, sendo eles: Co-1, Co-3, Co-4 e Co-5. Os
genes Co-7, Co-9 e Co-10, por sua vez, foram renomeados como os alelos Co-3°, Co-3% e Co-
3%, respectivamente, do gene Co-3 (COSTA et al., 2017; PADUA; RAMALHO; ABREU,
2015). Além disso, pesquisas recentes indicam a presenca de mais 11 genes e um alelo de
resisténcia ao C. lindemuthianum, sendo estes ainda ndo validados pelo Comité de Genética
para Melhoramento do Feijdo (BIC; CHEN etal., 2017; NANAMI et al., 2017; LIMA CASTRO
etal., 2017).

De acordo com pesquisas recentes, a coexisténcia de resisténcia qualitativa ndo exclui a
presenca de resisténcia quantitativa no contexto do controle genético da antracnose
(RAHMANZADEH et al., 2022; SHAFI et al., 2022). Os cientistas conduziram uma analise
abrangente dos Locos de Caracteristicas Quantitativas (QTLs) previamente documentados em

estudos anteriores, integrando esses dados em um mapa consensual, visando aprimorar sua
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acessibilidade em futuras aplicacGes em programas de melhoramento genético. Os resultados
evidenciaram que a variabilidade fenotipica explicada por esses QTLs abrangeu uma amplitude
consideravel, variando de 3,97% a 46,8%, com uma média de 16,54%. Adicionalmente, por
meio de uma meta analise, foram identificados 11 meta-QTLs (MQTLSs) distribuidos em seis
cromossomos do feijdo comum, juntamente com a identificacdo de 10 regides de QTLs
altamente influentes. Nove dos 11 MQTLs identificados foram confirmados por meio de
validacdo utilizando associa¢des de marcadores (MTAs) conforme relatado em Estudos de
Associacdo Gendmica Ampla (GWAS; SHAFI et al., 2022).

Além dos genes especificos envolvidos na resisténcia a antracnose, ha também outros
fatores genéticos que influenciam a expressdo desses genes e a capacidade da planta de resistir
a doenca. Por exemplo, a heran¢a da resisténcia pode ser influenciada por fatores como a
presenca de alelos dominantes ou recessivos, a interacdo entre diferentes genes e a presenca de
fatores ambientais que afetam a expressao dos genes.

De acordo com Ragagnin et al. (2003), a estratégia mais aconselhavel para desenvolver
cultivares de feijao resistentes a antracnose é a introgressao simultanea de diversos genes de
resisténcia em uma cultivar-elite, uma técnica conhecida como piramidagédo. Essa abordagem é
recomendada devido a ampla variabilidade do patégeno, o que torna viavel o programa de
melhoramento genético. Contudo, a principal dificuldade encontrada ao implementar um
programa de piramidacao reside na identificacdo dos genes de resisténcia correspondentes a
cada gendtipo, um desafio significativo nesse processo.

Um dos principais desafios ao realizar um programa de piramidacédo genética reside na
tarefa de identificar os genes de resisténcia correspondentes a cada genotipo. Essa etapa é
particularmente complexa devido a necessidade de realizar multiplas inoculac@es, o que pode
onerar 0 programa em termos de tempo e recursos financeiros. Além disso, existem as
interacOes epistaticas que podem mascarar a expressao de genes especificos. Isso ocorre devido
a existéncia de varios genes gque influenciam a expressdo do carater (FERREIRA et al., 2013).
Portanto, o uso de marcadores moleculares se mostra uma abordagem promissora para obter
ganhos genéticos significativos durante o processo de introducdo de genes de interesse. A
integracdo desse método permite uma monitorizagdo mais eficiente e custo-efetiva da
piramidacdo, uma vez que reduz a necessidade de multiplas inoculacdes de patdgenos. E
importante ressaltar que a maioria das categorias de marcadores moleculares € menos suscetivel
a influéncias ambientais e interagdes genéticas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
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Portanto, o uso de ferramentas moleculares tem se tornado cada vez mais valioso e
difundido no melhoramento do feijoeiro-comum, especialmente no desenvolvimento de

cultivares resistentes a doencas.

2.4 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo ferramentas utilizadas para identificar regides
especificas do DNA, permitindo a identificacdo de genes responsaveis por caracteristicas de
interesse. Essa ferramenta foi desenvolvida a partir dos anos 80 e desde entdo, tem sido
amplamente utilizada para melhoramento de plantas (BOTSTEIN et al., 1980).

O desenvolvimento desses métodos baseados no DNA proporcionou uma oportunidade
para analisar diretamente as diferengas a nivel do genoma do organismo, sem se basear em
andlise de proteinas expressas ou fenétipos (ZHAO et al., 2010). Sdo usados para caracterizar
a variabilidade genética de uma populacdo de plantas, identificando quais individuos
apresentam caracteristicas de interesse e quais genes estdo relacionados com essas
caracteristicas. Isso permite selecionar plantas com caracteristicas desejaveis e descartar
aquelas que ndo possuem essas caracteristicas.

A combinacdo de métodos classicos de melhoramento genético com tecnologias de
genética molecular em anélises do DNA, tém contribuido significativamente para a ampliacao
do conhecimento genético e acelerar os programas de melhoramento (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). Essa ferramenta permite aos melhoristas selecionar plantas com
caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doencas, tolerancia a seca, maior produtividade,
melhor qualidade dos gréos, entre outras.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados na cultura do feijoeiro para
estudar a diversidade genética e a estrutura populacional (ALMEIDA et al., 2020; DELFINI et
al., 2021), identificar genes associados a caracteres de interesse agronémico (OBLESSUC et
al., 2015), e auxiliar no melhoramento genético e na selecdo de genotipos promissores (
FERREIRA et al., 2010; PERSEGUINI et al., 2016). Além disso, com o auxilio dos
marcadores, diversos trabalhos vém sendo desenvolvidos para a identificacdo de QTLS
associados as caracteristicas de interesse (COSTA et al., 2021; ALMEIDA et al., 2021), e
mapeamento associativo (COSTA et al., 2021; ALMEIDA et al., 2020; KATUURAMU et al.,
2018). Eles também sdo usados para estudar a filogenia e a evolugdo da espécie (BITOCCHI et
al., 2017).
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Existem varios tipos de marcadores moleculares, na cultura do feijoeiro marcadores
como RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizados para estudar a diversidade
genética do feijoeiro, os marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) também conhecidos como
microssatélites, utilizados para estudar a variabilidade genética, a identificacdo de variedades,
0 mapeamento geneético e a caracterizacdo de populacdes, e os marcadores AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), usados para estudar a variabilidade genética e para construir
mapas genéticos (TAUTZ, 1989; PARAN; MICHELMORE, 1993; YOUNG et al., 1998). Ja
marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphisms), sdo marcadores baseados na variacéo de
um Unico nucleotideo na sequéncia de DNA, e esses aparecem em maior abundancia no genoma
(CHAGNE et al., 2007). S&o amplamente utilizados para estudar a variabilidade genética, a
identificacdo de variedades, 0 mapeamento genético e a caracterizacdo de popula¢des. Com o
advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS), o numero de SNPs
identificados tem aumentado substancialmente (BLAIR et al., 2013).

Com o advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracédo foi possivel uma
producdo de dados genéticos em larga escala e com custos cada vez mais baixos (SORIANO,
2020). Isso propiciou um aumento do volume de pesquisas envolvendo a gendmica estrutural e
funcional em todo o mundo, possibilitando a busca de novos genes candidatos a efetores em
diversas espécies (VARSHNEY et al., 2009). Além disso, essa tecnologia permite a leitura
simultanea de milhdes de fragmentos de DNA ou RNA em paralelo, 0 que permite a
identificacdo de variantes genéticas, mutacGes e alteracGes em larga escala no genoma,
transcriptoma ou epigenoma de uma amostra bioldgica. Algumas plataformas de
sequenciamento de nova geracdo que vém sendo utilizadas atualmente, dentre elas, as
plataformas Illumina e Nanopore PromethlON tem destaque.

A obtencdo de muitos marcadores a partir de grandes conjuntos de gen6tipos vem sendo
amplamente utilizado atualmente, permitindo a construcdo de mapas de alta resolucdo, analises
de estruturacdo genética de populacdes, avaliacdo da filogenia, mapeamento de QTL e selecédo
assistida por marcadores em programas de melhoramento de plantas (AGRAWAL et al., 2020;
AHMAR et al., 2020; BHATIA, 2020; CHAGNE et al., 2007; SORIANO, 2020). Além disso,
a grande disponibilidade de SNPs, aliada a sequéncia do genoma de referéncia do feijoeiro, tem
permitido o desenvolvimento de chips de genotipagem de alto rendimento, para a construcéo
de mapas de ligacdo (SONG et al., 2015). A anotacdo do genoma do feijoeiro também tem

permitido a busca por genes candidatos dos alelos mapeados.
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Os marcadores moleculares que estdo disponiveis para o feijoeiro, notadamente os
microssatélites (SSRs), como referenciado em estudos anteriores (BLAIR et al., 2009, 2013), e
os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), conforme mencionado por Galeano et al.
(2009), tém sido extensivamente empregados na elaboracdo de mapas moleculares. Esses
mapas desempenham um papel fundamental na identificacdo de genes que controlam diversas
caracteristicas, incluindo a resisténcia a doencas.

Vale destacar que 0os SNPs s&o as formas mais comuns de variagdo genética no DNA de
organismos eucarioticos, conforme observado por Brookes (1999). Com o surgimento das
tecnologias de sequenciamento de nova geragdo, a quantidade de SNPs identificados tém
experimentado um notavel aumento, como apontado por Blair et al. (2013). Essa evolucdo na
identificacdo de SNPs abre portas para a saturagdo de regides especificas do genoma e,
consequentemente, para o aprimoramento da resolugcdo no mapeamento de genes de interesse.
Essa abordagem representa uma oportunidade significativa para avancar na compreensao
gendmica e no melhoramento do feijoeiro.

Em resumo, os marcadores moleculares ttm sido uma importante ferramenta no
melhoramento de plantas nos Gltimos anos, permitindo aos melhoristas selecionar plantas com

caracteristicas desejaveis e acelerando assim o processo de melhoramento genético.

2.5 Selecéo assistida por marcadores moleculares (SAM)

A selecdo de gendtipos superiores com o auxilio dos marcadores moleculares
representa a perfeita associacdo entre 0 melhoramento convencional e as modernas técnicas
de biologia molecular disponiveis atualmente (FRONZA, 2003). A selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) é uma técnica revolucionaria no campo do melhoramento
genético de plantas. Ela se baseia na identificacdo e analise de marcadores genéticos
especificos que estdo ligados a caracteristicas desejaveis em plantas, como resisténcia a
doencas, produtividade ou qualidade de gréos. Esses marcadores moleculares funcionam
como "etiquetas” genéticas, permitindo que os melhoristas identifiquem rapidamente quais
plantas possuem os genes desejados, acelerando o processo de selecéo. Ela é uma ferramenta
com grande potencial de reduzir os custos e o tempo gasto no desenvolvimento de cultivares
em programas de melhoramento.

A SAM envolve a presenga ou auséncia de um marcador ou alelo, como um substituto
para auxiliar na selecdo fenotipica de uma forma que pode torna-lo mais eficiente, eficaz,

confiavel e de baixo custo em comparagdo com a metodologia de melhoramento de plantas
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mais convencional (COLLARD et al., 2005). Oferece vantagens Unicas na escolha correta de
gendtipos elites, a fim de melhorar as caracteristicas para as quais sdo de baixa herdabilidade
ou existem limitagcbes das tecnologias de fenotipagem (DI GASPERO; CATTONARO,
2010). A SAM é especialmente util quando o gene alvo é verdadeiramente Unico e ha poucas
alternativas para obter fendtipos desejados, tais como no caso da resisténcia a doenca
monogénica (GILL-LANGARICA; MAYEK-PEREZ, 2008).

As melhores oportunidades de sucesso da SAM estdo no melhoramento para
resisténcia as doencas, onde a piramidacdo de genes é desejavel na mesma cultivar com menos
ciclos de selecdo (JOSHI; NAYAK, 2010; WU; WANG, 2011). O processo de piramidacao
de genes de resisténcia a antracnose no feijoeiro comum tem sido realizado com o auxilio de
diversas classes de marcadores moleculares na sele¢do de genotipos superiores. Essa é uma
estratégia que vem sendo considerada como uma forma de desenvolver cultivares com
resisténcia duradoura e de amplo espectro. No entanto, na pratica, € um processo
extremamente dificil e trabalhoso, principalmente pela dificuldade em se identificar, de modo
preciso, os sintomas de resisténcia ap6s multiplas inoculagdes. Marcadores moleculares
ligados aos alelos a serem piramidados podem ser monitorados ao longo do processo de
piramidacdo, constituindo-se em ferramenta de selecdo indireta, evitando as dificuldades
inerentes ao processo de selecdo via analise de sintomas (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Para que a SAM seja eficaz, os marcadores moleculares devem estar localizados o
mais proximo possivel do gene de interesse que estd sendo alvo do programa de
melhoramento. A proximidade fisica entre o marcador e o gene é importante porque facilita
a associacdo direta entre a presenca da marca e a presenca do gene de interesse (ARRUDA,
2009).

Diversos grupos de pesquisa envolvidos no melhoramento de feijoeiro-comum tém
concentrado significativos esfor¢os na validacdo de marcadores com o objetivo de sua
aplicacdo efetiva na SAM. Esse esforco visa garantir a confiabilidade e a utilidade dos
marcadores moleculares na identificacdo de caracteristicas de resisténcia desejadas,
contribuindo assim para o0 avango e o sucesso dos programas de melhoramento genético do
feijdo-comum (MOTA, 2016).

O tipo de marcador mais utilizado na SAM atualmente, € o0 SNP. Os SNPs sao
amplamente adotados devido as suas varias vantagens, incluindo alta densidade, facilidade de
deteccdo, custos relativamente baixos e distribuicdo ao longo do genoma. Os SNPs podem
ser usados como marcadores de DNA bialélicos e codominantes para uma variedade de
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funcbes no melhoramento das culturas, incluindo descoberta de genes e QTLS, avaliacdo de
diversidade genética, analise de associacao e selecdo assistida por marcadores (SOUZA et al.,
2012).

A associagdo entre marcadores moleculares e QTLsS pode ser evidenciada, de modo
mais preciso, por meio de mapas de ligacéo saturados (PATERSON, 1998). Compreender o
controle genético e as regides gendbmicas que promovem a resisténcia a antracnose por meio
de estudos de associagdo, mapeamento biparental, RILs e MAGIC é crucial para o
melhoramento do feijoeiro (PAULINO et al., 2021; NUNES et al., 2021).

Ao identificar genes e alelos principais, bem como QTLs menores, é possivel validar
marcadores moleculares a eles relacionados, tornando-os Uteis em programas de
melhoramento assistido por marcadores e em estudos basicos de mapeamento fino e clonagem
de regides gendmicas associadas a resisténcia a antracnose em feijdo comum (PAULINO et
al., 2021; NUNES et al., 2021; SHAFI et al., 2022). Genes mesoamericanos Co-5, Co-42, Co-
6, Co-16 e Co-17 e 0s genes andinos Co-12, Co-1%, Co-Bf, Co-15, Co-AC e CoPv01°PRX sj0
estabelecidas para conferir resisténcia a maioria das racas de C. lindemuthianum relatadas no
Brasil e no mundo. Assim, a piramidizacao desses genes por meio de marcadores moleculares
pode ajudar a reduzir o tempo e o custo de introducdo de cultivares comerciais de feijao e
pode garantir resisténcia duradoura a C. lindemunthianum em feijdo comum (PAULINO et
al., 2021; NUNES et al., 2021).

Entender como os genomas das plantas funcionam é um desafio importante deste
século. A selecdo assistida por marcadores moleculares representa uma abordagem
promissora e inovadora para o melhoramento genético de plantas. Ela oferece uma maneira
mais rapida, precisa e eficiente de desenvolver variedades com caracteristicas desejaveis,
contribuindo para a seguranca alimentar e a sustentabilidade agricola em todo o mundo
(RUPRECHT et al., 2017).

2.6 Validacdo de SNPs

De maneira geral, estudos de validagdo sdo utilizados para testar a associagdo entre
marcadores moleculares e QTLs (JUN et al., 2007) e, uma vez constatada a associagao, a
selecdo assistida por marcadores piramida alelos favoraveis de forma mais rapida. Ela garante
a precisao na identificacao de locos associados a caracteristicas de interesse. Isso significa que
a selecdo de individuos ou linhagens com base em informacdes genéticas € confiavel,

aumentando a eficacia do programa de melhoramento genético. Sem validacdo adequada, existe
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0 risco de selecionarmos marcadores que ndo estdo realmente associados a caracteristica
desejada, o que pode resultar em decisdes de selecdo erréneas. Isto pode ser feito por meio de
populagdes obtidas de genitores contrastantes para esses caracteres ou de linhagens elites com
a participacéao do genitor no qual o marcador foi identificado (SHAFI et al., 2022).

A técnica TagMan, por exemplo, é uma das abordagens mais amplamente utilizadas na
validacao de marcadores SNPs. Ela se baseia na tecnologia de PCR em tempo real e é altamente
precisa e sensivel na deteccdo de variagdes de nucleotideo Unico em amostras de DNA. Com
0s ensaios TagMan, é possivel analisar uma grande quantidade de SNPs de forma rapida e
confiavel. O ensaio do sistema de genotipagem TagMAN SNP é conduzido usando ensaios
personalizados que correspondem a muitos SNPs com poucas amostras ou poucos SNPs com
muitas amostras (Applied Biosystems ™). Fluidigm A tecnologia TM também se baseia na
deteccdo de SNPs através de sondas TagMAN e permite a genotipagem simultanea de 48 a 96
SNPs com 0 mesmo nimero de amostras.

A identificacdo de marcadores associados a resisténcia a doencas no feijoeiro é uma
pratica que vem sendo empregada e validada por pesquisadores (GIL et al., 2019; FRITSCHE-
NETO et al., 2019; GOMES-MESSIAS et al., 2022). Gomes-Messias et al. (2022), utilizando
a genotipagem baseada no sistema TagMan® para marcadores como spnPV 0070 (Co-4?), snpP
8282v3-817 (Co-4?) e snpPV 0025 (Phg-2), foi possivel alcancar uma amplificacdo altamente
especifica dos alelos desejados, com eficiéncia de selecdo de marcadores de aproximadamente
99,7% e 99,8%, respectivamente.

No entanto, é importante observar que, conforme indicado por Gomes-Messias et al.
(2022), quando um SNP esté localizado em uma regido genémica repetitiva, a amplificacdo do
fragmento torna-se problematica, levando a uma reducéo na eficiéncia de genotipagem e a uma
alta taxa de perda de dados, inviabilizando a SAM.

A abordagem de SAM para caracteristicas quantitativas geralmente ndo abrange todos
0s QTLs, mas concentra-se naqueles de efeitos principais, que explicam a maior parte das
caracteristicas de interesse, conforme destacado por Oliveira et al. (2013). Portanto, é comum
realizar a analise de um conjunto restrito de trés a, no maximo, cinco QTLs que exercem
controle sobre uma caracteristica especifica, o que tem sido reconhecido como uma abordagem
adequada e viavel para SAM, conforme mencionado por Vieira et al. (2012).

E importante ressaltar que a priorizacio deve ser dada especialmente quando se
identifica a presenca de um ou dois QTLs que explicam a maior parcela da variacéo fenotipica,
como apontado por Lima et al. (2010). Nesses casos, a concentracdo de esforcos na selecdo e
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uso desses QTLs principais pode resultar em melhorias significativas na caracteristica de

interesse durante o processo de melhoramento genético.
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ABSTRACT

The genetic control of anthracnose, caused by Colletotrichum lindemuthianum fungus, has
become a challenge due the great pathogenic variability among and within races. However,
SNPs markers linked to resistance loci to different C. lindemuthianum isolates have been
identified to be used in common bean breeding programs. The present study aimed to validate
the SNP marker ss715649771 association with resistance to the isolate LV134 of race 65.
Phenotypic and genotypic evaluations were carried out in an F2 population of 192 plants from
BRS Cometa and BRSMG Ouro Vermelho cross, and in a 55 genotypes panel of cultivars and
elite lines. A linear regression analysis of the marker effect was carried out, and the selection
efficiency (SE) for codominant markers was estimated. The generation F2 phenotyping resulted,
in the expected 3R:1S ratio (p = 0.093), and genotyping also adjusted to 1CC:2CT:1TT (p =
0.095). The F. population recombination frequency was estimated at 10.0%, with 11 plants
presenting recombinant phenotypes. The estimated SE was 96%, and the linear regression
explained about 42% of variation. The panel analyses revealed 41% of recombinant individuals.
Considering the high SE value, our results shows a high potential use of ss715649771 in
Marker-Assisted Selection. However, the 10cM distance between mark and gene, and the
number of recombinant individuals may suggest the other alleles existence that confer
resistance to race 65. The use of ss715649771 marker in breeding programs, together with other
already known markers, will contribute to the resistance genes pyramiding to this race in

common bean lines.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Anthracnose. Genetic resistance.SNPs marker.
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1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € um alimento de baixo custo, que
desempenha papel essencial na dieta da populacdo brasileira devido aos seus importantes
valores nutricionais, como fonte de proteina vegetal, vitaminas do complexo B e sais minerais
(CONAB, 2018). Cultivado em todo o territorio brasileiro (CONAB, 2023), alguns desafios sdo
enfrentados pelos produtores desta cultura, destacando-se principalmente a ocorréncia de

doencas, o0 que limita a producédo de grdos (SARTORATO et al., 2000).

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, é relatada como uma
das principais doencas do feijoeiro devido a sua alta capacidade de infeccéo e severidade de
danos causados (SHAFI et al., 2022). Esta doenca é cosmopolita, prevalecendo em regides
tropicais e subtropicais, com condicdes climaticas que favorecem o desenvolvimento do
patdgeno, como temperaturas amenas e alta umidade relativa do ar (PASTOR-CORRALES,
1989; KIMATI et al., 1997). Além disso, a infeccdo por C. lindemuthianum pode resultar em
perdas de até 100% na producéo de grdos (PADDER et al. 2017; VIDIGAL FILHO et al. 2020),
pois 0s sintomas da doenca ocorrem em todos 0s estagios de crescimento da planta, e as lesdes

acometem tanto folhas, caules, ramos, vagens como sementes (SARTORATO et al., 2000).

O controle genético da antracnose tem sido o método empregado mais eficiente,
considerando que reduz os custos de producdo ao evitar 0 uso de métodos quimicos ou
tratamento de sementes ou cuidados extras no manejo de equipamentos (MARKELL,;
WUNSCH; RIO, 2012; PAULA JUNIOR et al., 2015; ALMEIDA et al., 2021). Contudo, a
variabilidade patogénica de C. lindemuthianum (PAULA JUNIOR; ZAMBOLIN, 2006;
ISHIKAWA; RAMALHO; SOUZA, 2011; NUNES et al., 2021; PAULINO et al., 2021)
dificulta o controle da antracnose por meio da resisténcia genética uma metodologia complexa.

Sendo assim, o monitoramento do patogeno € essencial para a obtencdo de novas cultivares
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resistentes a antracnose, e nesse sentido, a identificacdo e a utilizacdo de marcadores

moleculares no melhoramento genético pode facilitar este processo (NAY et al., 2019).

Cerca de 298 racas de C. lindemuthianum ja foram descritas ao redor do mundo
(NUNES et al., 2021), sendo 89 identificadas no Brasil, e as ragas 65, 73, 81 e 89 caracterizadas
como as mais frequentes (PINTO et al., 2012; SILVA; SOUZA; ISHIKAWA, 2007). Além
disso, diversos alelos de resisténcia de genes diferentes ja foram descritos para este patdgeno
(GEFFROY etal., 2009; FERREIRA et al., 2013; CAMPA et al., 2014): Co-1, Co-2, Co-3, Co-
4, Co-5, Co-6, Co-7, co-8, Co-9, Co-10, Co-11, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-16, Co-17,
Co-u, Co-v, Co-w, Co-x, Co-y, Co-z, CoPv02c e CoPv09c. Ja em relacéo ao feijoeiro, cerca de
25 locos de resisténcia a antracnose, de origem mesoamericana e andina, sao conhecidos
(MUNGALU et al., 2020; VIDIGAL FILHO et al., 2020). Ha ocorréncia de racas de C.
lindemuthianum com preferéncia a estes centros de origem (PASTOR-CORRALES, 1996;
NUNES et al., 2021; PAULINO et al., 2022), podendo ocorrer também viruléncia de ragas para
gendtipos de ambos os pools génicos (BALARDIN; KELLY, 1998). Essas informacdes,
associadas aos avancos das técnicas genémicas, integram cenarios de buscas por novas regides
de resisténcia (QTLs - Locos de Caracteristicas Quantitativas), novas marcas e genes, além de

possibilitar estudos de Analise de Associacdo de Genoma Ampla (GWAS; SHAFI et al., 2022).

O controle genético da resisténcia de cultivares de feijoeiro a seis isolados diferentes
pertencentes a raga 65 de C. lindemuthianum foi estudado por Costa et al., (2017). A resisténcia
a cada isolado € conferida por genes duplicados, sendo observada a segregacdo de 15
resistentes:1 suscetivel na geracdo F.. Neste trabalho umas das populagdes F» avaliadas é
oriunda do cruzamento das cultivares BRSMG Ouro Vermelho e BRS Estilo. De acordo com
os resultados e nomenclatura adotada pelos autores a cultivar resistente BRSMG Ouro

Vermelho apresenta a constitui¢do genética coeCoeCorCor € a outra suscetivel COeCOeCOFCOF
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para 0s genes que conferem resisténcia ao isolado LV134 da raca 65. Portanto, as cultivares
diferem em apenas um dos genes que conferem resisténcia a este isolado. Costa et al. (2021),
ao realizarem o mapeamento de QTLs nesta populacdo F. e uma analise GWAS em painel de
diversidade, identificaram regido genémica no grupo de ligacdo Pv04, associada a 10
marcadores SNPs que estdo relacionados a resisténcia ao isolado LV134 da raca 65 de

antracnose. Dentre estes marcadores, destacou-se 0 ss715649771, explicando 64% da variacéo.

A extensdo da regido é significativa em termos de pares de bases, devido a grande
extensdo dos blocos de ligagdo na populacéo F 2, e devido ao elevado desequilibrio de ligagdo
no painel GWAS, resultante do alto grau de parentesco entre algumas linhagens (Costa et al.
2021). Porém, a posicao exata ndo pdde ser identificada devido a baixa resolucdo e a auséncia

de marcadores mais proximos ligados a este gene (Costa et al. 2021).

Nesse contexto, identificar genes e alelos principais, e realizar a associacdo entre
marcadores moleculares e QTLs, sdo importantes para o0 melhoramento do feijoeiro utilizando
SAM (Selecdo Assistida por Marcadores), assim como auxiliar na compreensdo do controle
genético e as regides gendmicas que promovem a resisténcia a antracnose (PAULINO et al.,
2021; NUNES et al., 2021). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar e validar
a associacdo do marcador SNP ss715649771, previamente identificado por Costa et al. (2017;
2021), com a resisténcia do isolado LV134 da raca 65 a antracnose, por meio de avaliacbes
fenotipicas e genotipicas em uma populacdo F2, e também em um painel de cultivares e

linhagens elites.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material genético



34

No total, foram utilizados 247 gendtipos de feijao-comum, dos quais 192 plantas foram
da geracdo F> do cruzamento das cultivares BRS Cometa x BRSMG Ouro Vermelho. Além
disso, empregou-se um painel diverso contendo 55 gen6tipos, com diversas origens do Brasil e
de programas internacionais de melhoramento. As informaces fenotipicas e genotipicas foram
obtidas a partir desses genotipos, que foram submetidos a avaliacdo quanto a resisténcia ao
isolado LV134 da raca 65 de C. lindemuthianum em condicdes de casa de vegetacdo no

Departamento de Biologia da UFLA.

2.2 Validagdo do marcador SNP ss715649771 associado a regido LV134

O SNP ss715649771, selecionado para o presente estudo, foi a marca que apresentou o
maior nivel de associacdo com a resisténcia a antracnose no trabalho de Costa et al. (2021).
Este marcador foi, portanto, submetido a um processo de validacdo adicional. O SNP especifico
foi convertido em uma sonda TagMan® (ThermoFisher; SHEN et al., 2009). O projeto da sonda
foi baseado no alinhamento de sequéncias que continham o SNP alvo ao genoma de referéncia
do feijdo comum (SCHMUTZ et al., 2014), usando o comando BLAST. Uma busca por
elementos repetitivos foi realizada usando o RepeatMasker, com ambas as analises disponiveis
na plataforma Phytozome (Phytozome v12.1: Home: https://phytozome.jgi.doe.gov/). As
sondas foram projetadas usando a ferramenta online Custom TagMan Assay Design Tool
(ThermoFisher) disponivel em:

[https://www.thermofsher.com/order/customgenomicproducts/tools/genotyping/].


https://www.thermofsher.com/order/customgenomicproducts/tools/genotyping/
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2.3 Fenotipagem da severidade da antracnose nos genétipos de feijoeiro

O isolado LV134, crescido em placas de Petri em meio BDA, foi repicado para tubos
contendo vagens de feijoeiro previamente estéreis e armazenado por 15 dias a 22°C. Para
obtencéo da suspensdo de esporos, foi realizada a raspagem dos tubos com agua destilada estéril
com auxilio de uma al¢a de platina e a solucéo filtrada, a concentracéo foi ajustada para 1,2

x10° conidios/ml com auxilio da cAmara de Neubauer.

A semeadura dos 247 genotipos de feijdo comum (populacédo F e painel) foi realizada
em bandejas de poliestireno de 162 celulas, com substrato comercial Topstrato®, utilizando
uma semente por genotipo. Plantulas com folhas primarias totalmente expandidas (estadio V2)
foram pulverizadas com uma suspensao de conidios até o ponto de escorrimento do caule em
ambas as superficies das folhas unifoliadas, com o auxilio de um pulverizador manual. Apés a
inoculacdo, as plantulas foram incubadas em camara de nebulizacdo por 48 horas com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 20 °C. Posteriormente, as bandejas foram transferidas
para casa de vegetacdo com controle de umidade (95%) e temperatura (24°C). A avaliacédo de
severidade da antracnose foi realizada 12 dias ap0s a inoculacgéo utilizando a escala de notas de
1 a 9 descrita por Van Schnoonhoven e Pastor-Corrales (1987; Tabela 1). As plantas foram
avaliadas individualmente e as plantas com notas entre 1 e 3 foram consideradas resistentes e

as demais suscetiveis.

TABELA 1. Escala descritiva de notas para avaliacdo da severidade da antracnose em plantulas
de feijoeiro (VAN SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES, 1987).

Nota Descricéo
1 Auséncia de sintomas

2 Até 1% das nervuras principais apresentando manchas necréticas, perceptivas somente na
face inferior das folhas

3 Maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das nervuras
afetadas.

4 Até 1% das nervuras apresentando manchas necréticas, perceptiveis em ambas as faces da
folha.
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5 Maior frequéncia dos sintomas foliares descrita no grau anterior, até 3% das nervuras
afetadas.

6 Manchas necréticas nas nervuras, perceptiveis em ambas as faces das folhas e presenca de
algumas lesBes em talos, ramos e peciolos.

7 Manchas necréticas na maioria das nervuras e em grande parte do tecido mesofilico
adjacente que se rompe. Presenca de abundantes lesdes no talo, ramos e peciolos.

8 Manchas necréticas em gquase todas as nervuras, muito abundante em talos, ramos e
peciolos, ocasionando rupturas, desfolhacao e reducéo do crescimento das plantas.

9 Plantas mortas

2.4 Genotipagem da populacéo F2 e do painel de diversidade de feijoeiro

Antes da inoculacdo, uma folha primaria de cada um dos 247 gendtipos foi coletada.
Cada folha foi coletada individualmente, embrulhada em papel aluminio sob nitrogénio liquido
e mantida em um ultracongelador a -80°C até a extracdo do DNA. O DNA genbémico foi
extraido usando o método CTAB, de acordo com o protocolo proposto por Doyle e Doyle
(1990) e modificado pelo IAC (1998). A concentracdo de DNA foi estimada usando um
fluorimetro Qubit® (Thermo Scientific®, Waltham, EUA), e a integridade foi visualizada por

eletroforese em gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etidio.

Os ensaios de genotipagem de SNP Tagman® foram amplificados com o reagente
Tagman® GTXpress ™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), de acordo com as
orientagdes do fabricante. A amplificacdo foi realizada usando o sistema QuantStudio 7 Flex
Real-Time PCR (Applied Biosystems) sob as seguintes condi¢des: 60°C por 30 s, 95°C por 20
s, seguido por 50 ciclos de 95°C por 3 s e 60°C por 30 s, e uma extenséo final de 60 °C por 30
s. Este protocolo foi seguido para a andlise de alelos, usando o Mddulo de Analise de
Genotipagem, V.3.7. Os SNP foram avaliados através de experimento com sonda de hidrélise
TagMan ® (ThermoFisher) (Shen et al. 2009; APPLIED BIOSYSTEMS, 2021), realizado no

Laboratério de Biotecnologia da EMBRAPA Arroz e Feijao”.
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2.5 Analises Estatisticas

Com base nas frequéncias observadas das plantas para as classes fenotipicas, resistente
e suscetivel na geragdo F., foi testada a hipOtese de segregagdo fenotipica
3Resistentes:1suscetivel. A partir dos dados moleculares foi testada a segregacdo genotipica
1CC:2CT:1TT. O alelo C esta associado a resisténcia e o alelo T a suscetibilidade. O teste de

Qui-Quadrado (y?) foi utilizado, adotando-se o nivel de significancia de 5%.

Uma analise de regressdo linear simples foi realizada com nivel de significancia de
p<0.05 com base nos genotipos dos marcadores SNP associados em relacdo aos valores

fenotipicos.

A analise de ligacdo entre o marcador SNP e a regido foi realizada utilizando o pacote
OneMap (Margarido et al., 2007), e a frequéncia de recombinacdo estimada convertida em

distancia genética (cM).

Todas as analises foram realizadas no software R, versdo 4.1.2 (R Core Team, 2021).

A eficiéncia de selecdo (ES) para marcadores codominantes foi estimada de acordo com

a metodologia descrita por Liu (1998), utilizando-se o seguinte estimador:

ES (%) = (1 — 4fr?) x 100, onde “fr” é a frequéncia de recombinagio.

3RESULTADOS

O SNP ss715649771 foi o principal marcador selecionado pela analise de GWAS e pelo
mapeamento biparental realizado por Costa et al. (2021) associado com a resisténcia ao isolado
LV 134 de C. lindemuthianum, explicando 64% da variacdo fenotipica. Este marcador esta

inserido na regido subtelomérica do cromossomo Pv04, onde também se encontra o gene Coe



38

responsavel pela resisténcia ao isolado LV 134 (Costa et al., 2017; Costa et al., 2021). Este gene

esta situado no intervalo entre 11.110pb e 227.000pb da referida regiéo.

Na posicéo 96.165 pb, o marcador apresentou polimorfismo C:T, sendo que o alelo T
esta associado a suscetibilidade e o alelo C a resisténcia (Costa et al., 2021). A analise realizada
no Phytozome néo identificou a presenca do marcador em uma regido repetitiva, isto confirma

a adequacdo dos marcadores para aplicacfes de genotipagem.

Para validar a eficicia desse marcador, utilizamos uma populacdo diferente daquela
usada para a identificacdo do mesmo por Costa et al. (2017). Para isso, foi realizado o
cruzamento entre as cultivares BRS Ouro Vermelho (resistente - coecoeCorCor) e BRS Cometa
(suscetivel - cOeCOeCOFCOF) e obtidas as geracdes F1 e F2. A reacdo das cultivares genitoras
guando inoculadas com o isolado LV 134 foi confirmada e foi semelhante a relatada na literatura
(Tabela 2). As cultivares BRS Cometa e BRSMG Ouro Vermelho apresentaram amplificacéo

para 0 marcador ss715649771 do tipo T e C, respectivamente (Tabela 2).

TABELA 2. Padrdo de amplificagdo para o marcador ss715649771 para os genétipos BRS Ouro
Vermelho e BRs Cometa e seu respectivo pool génico, fen6tipo e cromossomo onde foi identificado o
marcador para a resisténcia ao Lv134 da raga 65 de C. lindemunthianum.

Identificacao ss715649771/alelo Fenotipo

BRS Cometa TT (alelo T) Suscetivel
BRSMG Ouro Vermelho CC (alelo C) Resistente
Geracdo F1 CT (alelos CT) Resistente

A fenotipagem para a severidade da antracnose e genotipagem com a sonda das 192
plantas da geracdo F> do cruzamento BRS Ouro Vermelho x BRS Cometa foi realizada. A partir
dos resultados de fenotipagem, 154 plantas F» apresentaram reacdo de resisténcia (R) e 38 de
suscetibilidade (S) e esses dados, como esperado, se ajustaram a proporcdo 3R:1S (%2 =2,7; p

= 0,093). Os dados observados na genotipagem das plantas F2 com o marcador SNP se
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ajustaram a segregacéo esperada de 1CC:2CT:1TT (x? = 4,7; p = 0,095), como apresentado na
Tabela 3.
TABELA 3. Segregacdo fenotipica e genotipica das plantas da geragdo F, do cruzamento entre BRS

Ouro Vermelho x BRS Cometa, avaliadas quanto a reagdo para resisténcia ao isolado LV134, da raca
65 de C. lindemuthianum. Frequéncia de recombinacdo (FR%) e eficiéncia de selecdo (ES%).

Genétipo 'FO ’FE Hipdtese Sx? p-valor ‘FR (%) °ES(%)
CcC 51 48 1CC:2.CT:ATT 4,7 0,093 10,0 96,0%
CT 106 96

TT 35 48

Fenotipo

Resistente 154 144 3R:1S 2,7 0,095

Susceptivel 38 48

Legenda: 'FO: Frequéncia observada; 2FE: Frequéncia esperada; *y2: Qui-quadrado calculado; “RF:
frequéncia de recombinacéo; °SE: eficiéncia de selecéo.

A frequéncia de recombinacdo, isto €, a distancia entre o gene Cor e 0 marcador SNP
foi estimada utilizando a populacéo F2. Das 192 plantas avaliadas, 181 apresentaram fendtipos
parentais, sendo que 150 foram resistentes e apresentaram o alelo C e 31 foram suscetiveis e
apresentaram o alelo T. Foram observadas 11 plantas com fenétipos recombinantes, sendo 4
resistentes e com o alelo T e 7 suscetiveis e com o alelo C. A estimativa da frequéncia de
recombinacdo foi de 10,0%, portanto a distancia genética entre o gene Cor € 0 marcador

ss715649771 foi de 10cM e a estimativa de eficiéncia de selecdo foi de 96% (Tabela 3).

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados da analise de regresséo linear simples para
o0 efeito do marcador SNP ss715649771. O modelo de regressdo linear foi estatisticamente
significativo para esse marcador, explicando aproximadamente 42% da variacdo fenotipica
observada (Tabela 4). A estimativa do coeficiente angular, ou seja, a inclinacdo da reta do
modelo de regressédo foi negativa, indicando que a presenca do alelo C contribui para a reducéo

da nota de severidade da antracnose (Tabela 4).
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TABELA 4. Resumo da analise de regressdo entre o marcador SNP e a reacdo para resisténcia ao isolado
LV134 da raga 65 de C. lindemuthianum.

Fonte de variacdo GL SQ QM F-value p-value R? Inclinagéo
C versos T 1 210,0 210,0 76,92 6,29E-16 0,4151  -0,548
Residuo 209 570,6 2,73

GL:Grau de liberdade; SQ: Soma de quadrados; QM: Quadrado médio.

Como uma estratégia adicional para validar este marcador, foi utilizado um painel de
diversidade composto por um total de 55 genétipos (APENDICE A), que incluem cultivares e
linhagens elites de diferentes programas de melhoramento de feijoeiro do Brasil. Dentre esses
gendtipos, 16 exibiram o alelo C e foram resistentes fenotipicamente, enquanto 16 apresentaram

o alelo T e foram suscetiveis, representando individuos parentais.

Em relacdo ao numero de recombinantes, um total de 23 individuos foram observados,
correspondendo a 41% do painel. Destes, 9 apresentaram resisténcia com a presenca do alelo
T, e 14 foram suscetiveis, portando o alelo C, conforme ilustrado na Figura 1. Apenas a

linhagem UFV 5, apresentou o genotipo C:T e foi suscetivel (Tabela S1).

18
16

16
14
14
12

10

Numero de plantas
M = [=)] [s.2]

R/C R/T S/C S/T

Plantas parentais e recombinantes

FIGURA 1. Numero de individuos parentais e recombinantes no painel de
validagdo com cultivares e linhagens elites. R/CC- Individuos parentais, resistentes
e que amplificaram para o alelo C; R/TT- individuos recombinantes, resistentes e
que amplificaram para o alelo T; S/CC- individuos recombinantes, susceptiveis e
que amplificaram para o alelo C; S/TT- individuos parentais, susceptiveis e que
amplificaram para o alelo T.
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4 DISCUSSAO

A ocorréncia de doencas é um dos principais problemas que acomete a cultura do
feijoeiro, causando grande instabilidade na producg&o. A raga 65 de C. lindemutianum é uma das
principais ragas que afetam a cultura, e seu controle tem sido dificultado devido a ampla
variabilidade patogénica dentro desta raga (DAVIDE; SOUZA, 2009; ISHIKAWA; SOUZA,

DAVIDE, 2008; COSTA et al., 2017).

O controle genético da resisténcia de cultivares de feijoeiro a seis isolados pertencentes
araca 65 de C. lindemuthianum foi estudado por Costa et al. (2017), e as segregac6es de 15R:1S
observadas indicaram que genes duplicados com alelos dominantes conferem resisténcia
especifica a cada um dos isolados utilizados. No entanto, no cruzamento entre BRSMG QOuro
Vermelho e BRS Estilo a segregacdo de 3R:1S foi observada, indicando que as cultivares
diferem em apenas um gene, sendo o alelo dominante responsavel pela resisténcia. Costa et al.
(2021) mapearam QTLs da populacéo F2 (BRSMG Ouro Vermelho X BRS Estilo) e estudo de
GWAS em painel de diversidade, onde detectaram uma regido genémica no grupo de ligacao
Pv04, associada a 10 marcadores SNPs relacionados a resisténcia ao isolado LV134 de
antracnose. Contudo, ndo ocorreu a identificacdo de um gene especifico, porque ndo houve um
mapeamento fino para marcadores ligados mais proximo ao gene de interesse, e 0 estudo em

questdo foi realizado com base na regido identificada.

Dentre os marcadores detectados, o SNP ss715649771 foi o principal marcador,
explicando 64% da variacdo. Este marcador estd localizado na regido subtelomérica do
cromossomo Pv04, e as regides subteloméricas sdo apontadas como regides com grande

potencial para facilitar a adaptacédo réapida, devido a sua natureza altamente dindmica (BROWN
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et al., 2010). Os subteldmeros sdo locais ideais para genes que podem se beneficiar dessa
plasticidade e muitas vezes carregam genes maiores e de evolucdo mais rapida do que aqueles
encontrados em localizagdes cromossdmicas mais internas (CHEN et al., 2018). Alem da marca
em estudo, diferentes genes de resisténcia a antracnose ja foram observados e descritos na
regido subtelomérica do Pv04, como o gene Co-3 e sua série alélica (Co-3?, Co-3%, Co-3*e Co-
3%), Co-15 e Co-16 (COIMBRA-GONCALVES et al., 2016; GEFFROY et al., 1999;
GONCALVES-VIDIGAL et al., 2013; YOUNG et al., 1998). Isto demonstra a importancia

dessa regido para estudos de resisténcia a antracnose.

Como ja foi descrito para o cluster B4 no cromossomo Pv04, onde o Cor esta localizado,
ele é derivado de um processo de recombinacao ectdpica com o cromossomo Pv11 e, portanto,
vem do cluster Co-2 (Chen et al. 2017; Meziadi et al. 2016; Richard et al. 2017 ). Além disso,
verifica-se que o cromossomo Pv04 possui em sua extremidade, Knobs terminais (blocos
heterocromaticos) e também um conjunto de regides repetitivas formando DNA satélite,
denominadas Khipu (Chen et al. 2018; Richard et al. 2017; Meziadi et al. 2016). Além disso,
para aumentar a variabilidade e diferenca entre as sequéncias dessas regifes, elementos
transponiveis e mMiRNAs podem estar presentes, atuando como fatores para o processo de
regulacao da expressdo génica (Chen et al. 2018; Meziadi et al. 2016; Parker et al. 2016) . Todos
esses fatores podem interferir na obtencdo de marcadores intimamente associados, devido ao
grande numero de regides repetitivas e por serem hotspots para recombinacédo (Chen et al. 2018;

Meziadi et al. 2016; Murube et al. 2019 ).

Além disso, mecanismos epigenéticos ja bem conhecidos, resultam no desligamento de
genes proximos a regides heterocromaticas, como a regido telomérica e repetices de
sequéncias, por meio de modificacdes epigenéticas, como a metilagdo. Essas modificacdes

podem induzir a ocorréncia de novas recombinac@es, originando assim genes de resisténcia
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inéditos. Dessa maneira, 0 ambiente genémico nessa regido cria condi¢cdes propicias para a
formacdo de agrupamentos extensos de genes R (YI; RICHARDS, 2007). As regides
subteloméricas sdo reconhecidas como locais que abrigam familias génicas em constante
evolucdo, influenciadas por processos adaptativos. Essa flexibilidade tem sido documentada

em diversos organismos, especialmente em fungos e leveduras (MEZIADI et al., 2016).

Estudos anteriores apoiam a hipotese de que a resisténcia ao isolado LV134 da raca 65
na cultivar BRS Ouro Vermelho (coecoeCorCor) é controlada por um gene principal, com
dominancia completa (COSTA et al., 2017). A cultivar também se mostrou uma boa fonte de
resisténcia a isolados da raca 65 de C. lindemuthianum em outros trabalhos, sendo indicada
para compor um painel de cultivares diferenciadoras de isolados dessa raca (ISHIKAWA et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2016). Ja a cultivar utilizada neste estudo como suscetivel ao isolado
LV134 para obtencao da populagéo F> (BRS Cometa) apresenta 0 genotipo COeCOeCOFCOF, Sendo
genotipicamente igual ao genitor BRS Estilo, utilizado no trabalho de Costa et al. (2021).
Ambos 0s genitores possuem os pais, EMP 250 /4/ A 769 / A 429 /| XAN 252, em sua

genealogia.

Costa et al. (2017) observaram uma distancia de aproximadamente 1cM entre o0 SNP
avaliado e o gene de resisténcia ao isolado LV134. Contudo, no presente trabalho uma distancia
de aproximadamente 10cM foi observada. Apesar da presenca de parentais comuns em sua
genealogia, o tamanho do genoma e a posi¢cao dos genes podem afetar essa distancia. Outro
fator que pode explicar essa diferenca, pode ser o fato de que o SNP deve estar em uma regido
proxima ao gene de interesse, mas nao dentro do gene. Os blocos de ligacéo, ou grupos de genes
ligados, sdo mais extensos em populagdes F2, € a permuta entre 0 SNP e 0 gene de interesse
pode ocorrer proporcionando essa diferenca. Além disso, a presenca de individuos

recombinantes, ou seja, individuos com a marca, mas suscetiveis, ou individuos sem a marcar,
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mas resistentes, também evidenciam essa hipotese da quebra dos blocos de ligacdo. Esses
eventos de recombinacéo e a diferenca no tamanho do genoma entre as cultivares podem alterar
a distancia em centiMorgans (cM) entre os marcadores e 0s genes Cor, influenciando a

eficiéncia do marcador.

Marcadores moleculares vém sendo identificados para monitorar a piramidacdo de
genes de resisténcia a doencas, reduzindo mao de obra e tempo necessarios para a conducéo de
programas de melhoramento (BERNADO, 2010). Quando fortemente ligados aos genes de
resisténcia, esses marcadores apresentam alta eficiéncia de sele¢do (ES) e, assim, reduzem
sobremaneira a quantidade de acdes para a selecdo de gendtipos portadores das combinacdes
alélicas mais promissoras. Sendo assim, quanto maior a ES de um marcador, maior sera a sua
contribuicdo na tomada de deciséo pelos programas de melhoramento (SILVA et al., 2007). No
presente trabalho, a ES estimada do marcador avaliado apresentou um valor de 96%,
evidenciando uma forte associagdo da marca com o gene de interesse, e um alto potencial desse
marcador para ser utilizado na rotina da SAM. Gomes-Messias et al. (2022) validando
marcadores moleculares associados ao gene Co-42 de resisténcia a antracnose observaram

valores semelhantes de ES.

O modelo de regressdo linear simples foi significativo (Tabela 4) para o marcador
avaliado, com um valor de 41,5% de R2. Esse valor indica o quanto o modelo explicou a
variabilidade da populacdo avaliada ou o ajuste dos dados ao modelo testado. Além disso, 0s
valores observados do declive da reta foram negativos (Tabela 4), revelando uma associagédo
entre 0 marcador SNP e o alelo de resisténcia, excedendo a maioria dos valores relatados na

literatura (Gomes-Messias et al. 2022).

Observamos um namero relativamente elevado de individuos recombinantes no painel,

cerca de 41%. Em termos de individuos que apresentaram reacao de resisténcia ao patégeno e
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ndo apresentaram a marca (C), uma provavel explicacdo é que essas linhagens/cultivares
possuem outros alelos que conferem resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum. Diferentes
genes de resisténcia a antracnose foram relatados no Pv04, tais como, Co-3, Co-9, Co-y, Co-z
e Co-10, cada um associado a diferentes racas do patdgeno, sendo que o gene Co-3 esta

associado a resisténcia a raca 65 (NUNES et al., 2021).

Considerando a ancestralidade, as cultivares parentais utilizadas no presente trabalho
sdo de origem andina (BRSMG Ouro Vermelho) e mesoamericana (BRS Cometa). Na
literatura, os genes de resisténcia a antracnose de origem andina sdo: Co-1, Co-12, Co-13, Co-
14, Co-15, Co-x, Co-w, Co-y, Co-z, Co-Pa, Co-AC e Co-Pv01°PRX nos cromossomos PvO01,
Pv03 e Pv04 (LOPEZ et al., 2003; GONCALVES-VIDIGAL; KELLY, 2006; GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2013; RICHARD et al., 2014; COIMBRA-GONCALVES et al., 2016; CHEN
etal., 2017; CASTRO et al., 2017; GILIO et al., 2020). Além disso, é relatada a preferéncia de
racas de C. lindemuthianum a centros de origem especificos, Andino e Mesoamericanos
(PASTOR-CORRALES, 1996; NUNES et al., 2021; PAULINO et al., 2022), mas podem
ocorrer ragas com alta viruléncia para genotipos de ambos pools génicos (BALARDIN;

KELLY, 1998).

A ocorréncia de racas andinas de C. lindemuthianum sdo derivadas, normalmente, de
feijOes de sementes grandes, enquanto racas mesoamericanas sao isoladas de sementes médias
e pequenas, cada qual pertencente ao seu respectivo pool génico (KELLY; VALLEJO, 2004;
PAULINO et al., 2022). Contudo, quando é considerada a viruléncia, as ragas mesoamericanas
apresentam maior diversidade genética e sdo compativeis com feijdo andino (KELLY;
VALLEJO, 2004). Isto sugere atencdo consideravel aos novos genes de resisténcia quando
identificados, pois estes podem ser utilizados no manejo da antracnose nas diferentes

possibilidades de pool génico: genes andinos usados em &areas com ragas mesoamericanas, e
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genes de origem mesoamericana em racas andinas (PAULINO et al., 2022). Além disso, a
piramidacdo combinada poderia contribuir para a obtencao de resisténcia duravel NUNES et

al., 2021; PAULINO et al., 2022).

A introgressdo alelos de resisténcia em germoplasmas elite de feijao auxiliados por
marcadores moleculares € uma estratégia promissora em programas de melhoramento, visto
que reduz tempo e custo nas etapas iniciais de selecdo (SAKIYAMA et al., 2014). De acordo
com Ragagnin et al. (2003), uma estratégia altamente recomendada para o desenvolvimento de
cultivares de plantas resistentes a antracnose envolve a introgressdo simultanea de multiplos
genes de resisténcia em uma cultivar-elite, conhecida como a piramidacdo. Essa abordagem
leva em consideracdo a ampla variabilidade do fungo, tornando viavel o processo de
melhoramento genético. Portanto, a identificacdo e validacao precisa de genes de resisténcia e
0 gerenciamento das interacfes genéticas sdo aspectos criticos a serem considerados na SAM

visando resisténcia a antracnose.

A sonda TagMan® desenvolvida para 0 SNP ss715649771 foi avaliada também em um
painel composto de cultivares e linhagens elite de diferentes programas de melhoramento
contrastantes para resisténcia ao isolado LV134. E na utilizacio de um painel que conseguimos
ter uma maior compressdo da funcionalidade das sondas em uma rotina de SAM. Além disso,
nesse painel, a evidéncia de que o gene avaliado em questéo se trata de um novo gene ainda
n&o relatado, como proposto por Costa et al., (2019) ficou ainda mais evidente. O alelo Co-3%,
associado a resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum, estéa localizado também no PV04, é
encontrado na cultivar Ouro Negro, que em trabalhos anteriores (NUNES et al., 2021; COSTA
etal., 2017) foi considerada resistente a essa raga. No presente trabalho, a cultivar foi suscetivel
ao isolado LV134 e ndo apresentou o alelo C, evidenciando que um novo gene estaria associado

a resisténcia a esse isolado da raca 65 e estaria presente no PV04, ndo apenas o Co-3. Além
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disso, a cultivar Ouro Vermelho Resistente (OVR), originada da BRSMG Ouro Vermelho,
obtida por meio da piramidacdo de alelos de resisténcia a isolados de C. lindemuthianum, foi
piramidada para o alelo Co-3*, indicando que anteriormente, a linhagem n&o apresentava o gene

Co-3, aumentando ainda mais a probabilidade de se tratar de um novo gene.

Para garantir a eficiéncia da selecdo destes marcadores, estratégias devem ser adotadas,
uma delas seria a realizacdo do mapeamento fino para desenvolver marcadores intimamente
ligados a cada gene de resisténcia (Cor). Individuos recombinantes de populagdes segregantes
(BRS Estilo x BRSMG Ouro Vermelho) podem ser usados para mapeamento fino. Alem disso,
a validacdo de marcadores adicionais para estes isolados especificos de antrachose e outras
racas é essencial. A utilizacdo de varios marcadores validados melhora significativamente a
eficiéncia da selecdo assistida por marcadores (MAS). O mapeamento fino é particularmente
importante porque ajuda a identificar a localizacdo especifica dos genes de resisténcia.
Atualmente, apenas um gene candidato esta associado ao marcador: Phavu-004G001500g (que
codifica um fator de alongamento com envolvimento relatado na resisténcia ao oidio do feijao)

para Cor (Campa e Ferreira 2017).

Levando-se em consideracdo também a existéncia da co-evolucdo planta-patogeno
(NUNES et al., 2021; PAULINO et al., 2022), estratégias alternativas de controle da antracnose
podem ser elaboradas, conforme a identificacdo de novos genes de resisténcia e do uso de
genotipos de pools génicos diferentes, andinos e mesoamericanos. Assim, a adogdo rotineira do
marcador ss715649771, associado com outras marcas ja conhecidas em programas de
melhoramento pode contribuir efetivamente no desenvolvimento de linhagens de feijoeiro
comum resistentes a antracnose. A selecdo via marcadores ndo exclui a fenotipagem em casa

de vegetacdo com mistura de racas e em condigdes naturais.

5 CONCLUSAO
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- Os sistemas de genotipagem baseados em sondas de hidrolise desenvolvidos neste estudo
(TagMan® SNP) para o marcador ss715649771 permitiu a amplificacdo especifica do alelo
alvo, sendo adequado para uso na SAM,;

- O marcador ss715649771 apresentou alta eficiéncia de selecdo, 96% e sua utilizacdo em
programas de melhoramento, junto a outras marcas ja conhecidas, contribuira para a
piramidacéo de genes de resisténcia a raca 65 de C. lindemuthianum em linhagens de feijoeiro

comum.
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APENDICE

APENDICE A Meio fenotipico para isolar Lv134 de Colletotrichum lindemuthianum raca 65,
amplificagdo para o alelo ss715649771 e origem de linhagens de feijoeiro do banco de

germoplasma ativo da Universidade Federal de Lavras-UFLA (Continuacéo).

Numero Identificacio Origem Alelo Nota
1 UFV-6 UFV TT 4
2 UFV-7 UFV TT 9
3 UFV-10 UFV TT 6
4 UFV-11 UFV TT 6
5 UFV-13 UFV TT 9
6 CIAT-12 CIAT TT 6
7 CIAT-13 CIAT TT 9
8 CIAT-14 CIAT TT 6
9 CIAT-18 CIAT TT 6
10 CIAT-19 CIAT TT 7
11 CIAT-21 CIAT TT 6
12 CIAT-22 CIAT TT 7
13 OURO NEGRO - TT 9
14 Corinthians Diferencial TT 6
15 Jalo EEP 558 - TT 1
16 G2333 Diferencial TT 1
17 XANA Serida TT 1
18 MDRK1 Diferencial TT 2
19 kaboon Diferencial TT 2
20 Widusa Diferencial TT 2
21 PARA Diferencial TT 2
22 México 222 Diferencial TT 9
23 Jalo Listras Vermelhas - TT 1
24 PUAD - TT 1
25 VR-20 UFV TT 6
26 UFV-1 UFV CccC 9
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APENDICE A Meio fenotipico para isolar Lv134 de Colletotrichum lindemuthianum raca 65,
amplificacdo para o alelo ss715649771 e origem de linhagens de feijoeiro do banco de

germoplasma ativo da Universidade Federal de Lavras-UFLA.

27 UFV-2 UFV ccC 9
28 UFV-3 UFV CcC 9
29 UFV-4 UFV CcC 9
30 UFV-8 UFV ccC 5
31 UFV-9 UFV ccC 4
32 UFV-12 UFV CcC 9
33 UFV-14 UFV ccC 3
34 UFV-15 UFV ccC 9
35 Vermelhinho UFV CcC 3
36 CIAT-1 CIAT CcC 3
37 CIAT-3 CIAT ccC 9
38 CIAT-11 CIAT CcC 9
39 CIAT-20 CIAT CcC 3
40 CIAT-23 CIAT ccC 9
41 Safira EMBRAPA| CC 9
42 BRS Pitanga Diferencial CcC 3
43 BASTAO 93 Diferencial CcC 1
44 A252 ccC 2
45 Medula Perry Diferencial CcC 1
46 TU Diferencial CcC 1
47 P1207262 Diferencial ccC 1
48 AB136 Diferencial ccC 1
49 RV 25 UFV CcC 8
50 RV 26 UFV ccC 1
51 CARIOCA Pyatd IAC ccC 1
52 BRSMG REALCE Convénio CcC 1
53 CNFRS 15.558 EMBRAPA| CC 1
54 MADREPEROLA UFLA ccC 1
55 UFV-5 UFV TC 9




