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RESUMO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é amplamente cultivado em paises tropicais e
subtropicais, sendo uma importante fonte de proteinas, carboidratos, fibras, vitaminas e
minerais. No entanto, a cultura do feijdo-comum é acometida por diversas doengas, sendo a
mancha-angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola, uma das mais importantes,
levando a perdas de produtividade de até 80%.. A melhor forma de controle da doenca inclui
0 uso de cultivares resistentes. Com os esfor¢cos do melhoramento genético, a linhagem
MAIII-16.159 foi obtida a partir do programa de selecdo recorrente para mancha angular
realizado pela Universidade Federal de Lavras em parceria com a Embrapa, no Brasil,
mostrou alta resisténcia a isolados de P.griseola. Apesar do alto nivel de resisténcia
apresentado por esta linhagem, ndo ha informacdes sobre os genes de resisténcia que ela
possui. Portanto, é importante identificar esses genes. A linhagem MAIII-16-159 (resistente)
foi cruzada com a cultivar BRS Horizonte (suscetivel) e avancada até a geracdo F7 pelo
método SSD (Single Seed Descent). Cento e oitenta e quatro linhagens recombinantes (RILS)
foram obtidas. A fenotipagem destas linhagens foi realizada nos estagios V2 e V3, onde as
plantas foram inoculadas com um isolado da raca 63-63 de P. griseola. Em seguida, a
genotipagem foi realizada utilizando marcadores SNPs (Single Nucleotide Polimorfism)
gerados por meio da tecnologia DArTseq (DArT Pty Ltd., Bruce, Australia). Devido a
ocorréncia de selecdo direcional e perda de RILs durante o avanco das geracOes de
autofecundacdo, ndo foi possivel fazer o mapeamento. Contudo, um estudo de associacao foi
realizado nesta populacdo que apresenta alto desequilibrio de ligacdo. Duas associagdes
estatisticamente significativas para a resisténcia a mancha angular foram identificadas no
estdgio V2 e uma no estagio V3 (dart3496, dart7825, dart7260). Esses marcadores
apresentaram efeito negativo, ou seja, atuam na reducédo da severidade da mancha angular,
sendo que dois estdo localizados no cromossomo Pv08 e um no Pv04. O loco encontrado no
cromossomo Pv08 em V2 validou uma regido de estudo anterior do loco Phg-2, ja descrito.
Este marcador, dart7825, explicou cerca de 57% da variacdo fenotipica causada pela raca 63-
63. Os marcadores dart3496 (Pv04) e dart7260 (Pv08) explicaram 53% e 44% da variagdo
fenotipica em V2 e V3, respectivamente. Portanto, a linhagem MAIII-16.159 possui alelos de
efeito maior localizados nos cromossomos Pv08 e Pv04, responsaveis pela resisténcia a P.
griseola em ambos os estadios V2 e V3 de desenvolvimento do feijoeiro.

Palavras-chave: Mancha angular.Phaseolus vulgaris. Melhoramento de plantas. Resisténcia

genética. Estudo de associagao.



ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is widely grown in tropical and subtropical
countries, and is an important source of proteins, carbohydrates, fiber, vitamins, and minerals.
Angular leaf spot (ALS), caused by the fungus Pseudocercospora griseola, is of the most
main diseases that affects the crop, leading to yield losses. The best strategy of disease control
includes using resistant cultivars. The line MAIII-16.159 obtained from the recurrent selection
program for ALS conducted by the Universidade Federal de Lavras in partnership with
Embrapa, in Brazil has presented high resistance to P.griseola isolates. During the Common
Bean Disease Workshop on Angular Leaf Spot and Root Rot, held in Skukuza, South Africa,
in 2015, this line was indicated to compose the new international set of differential cultivars
for the ALS. Despite the high level of resistance presented by this line, there is no information
about its resistance genes. Therefore, it is important not only to identify these genes, but also
to mapping the same. The MAIII-16.159 (resistant) line was crossed with the cultivar BRS
Horizonte (susceptible) and advanced to the F7 generation by the SSD method (Single Seed
Descent). 184 recombinant lines (RIL’s) were obtained. Phenotyping was carried out for ALS
resistance in stage V2 and V3 using a isolate of race 63-63 of P. griseola and then genotyping
using the DArTseq analysis facility (DArT Pty Ltd., Bruce, Australia). There was directional
selection and loss of RILs, during advance of inbreeding generations, that is not be possible to
carry out mapping. Therefore an association study was performed in this population that has
presented high linkage disequilibrium. Two statistically significant associations for angular
leaf spot resistance were identified at stage V2 and one at stage V3 (dart3496, dart7825,
dart7260). These markers have presented a negative effect, that is, they act to reduce the
severity of the ALS, two of which are located on chromosome Pv08 and one on Pv04. The
locus found on chromosome Pv08 in V2 validated an earlier study region of the already
described Phg-2 locus. This marker (dart7825) explained about 57% of the phenotypic
variation caused by race 63-63. Markers dart3496 (Pv04) and dart7260 (Pv08) explained 53%
and 44% of the phenotypic variation in V2 and V3, respectively. Therefore, the MAIII-16.159
line has alleles of greater effect located on chromosomes Pv08 and Pv04, responsible for
resistance to P. griseola in both V2 and V3 developmental stages of the common bean.

Keywords: Angular leaf spot. Phaseolus vulgaris. Plant breeding. Genetic resistance.
Association study.
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PRIMEIRA PARTE

| INTRODUCAO GERAL

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa consumida em quase todo
o mundo (BEEBE, et al., 2014), e € uma importante fonte primaria de proteina, carboidratos e
vitaminas nos paises em desenvolvimento (BROUGHTON et al., 2003; MYERS; KMIECIK,
2017). Entretanto, a cultura do feijdo-comum é acometida por diversos fatores bioticos e
abioticos que ameacam sua producdo e a qualidade dos gréos.

Um dos principais problemas na cultura do feijdo-comum e causa grande instabilidade
de producéo é a ocorréncia de doencas (SCHWARTZ; PASTOR-CORRALES, 1989; SINGH,;
SCHWARTZ, 2010). A mancha angular do feijoeiro é causada pelo fungo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun, e as perdas podem chegar até 80% sob condicdes
favoraveis para o desenvolvimento do fungo (NAY et al., 2019). Embora o uso de fungicidas
seja frequente para o controle de doencas durante o ciclo da cultura, a estratégia de controle
mais econbmica e sustentavel € o uso da resisténcia genética (OBLESSUC et al., 2015).
Portanto, é importante a identificacdo de genes responsaveis pela resisténcia para 0 uso em
programas de melhoramento genético.

Estudos sobre o controle genético da resisténcia a mancha angular tém sido realizados
em algumas oportunidades, sendo identificada a presenca de resisténcia monogénica e
poligénica, esta Gltima considerada o principal tipo de resisténcia no patossistema P.griseola-
feijoeiro (PEREIRA et al., 2015; OBLESSUC et al.,, 2013; REZENDE et al., 2014;
LIBRELON et al., 2020). Uma estratégia para a obtencdo de linhagens com resisténcia
durével é o uso da selecdo recorrente, que visa aumentar a frequéncia de alelos favoraveis, ou
seja, incrementar a resisténcia de forma gradual (NELSON et al., 2018). Desde 1998 a
Universidade Federal de Lavras em parceria com a Embrapa tem conduzido um programa de
selecdo recorrente para a resisténcia a P.griseola. Vérias linhagens tém sido obtidas ao longo
dos ciclos, com destaque para a linhagem MAIII-16.159 que tem se apresentado altamente
resistente (AMARO et al., 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; REZENDE et al.,
2014). Durante o Workshop “Angular Leaf Spot and Root Rot”, realizado em Skukuza na
Africa do Sul em 2015, esta linhagem foi indicada para compor o novo conjunto internacional
de cultivares diferenciadoras para a mancha angular. Apesar do alto nivel de resisténcia
apresentado por esta linhagem em varios trabalhos (PEREIRA; ABREU; SOUZA, 2011,
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PEREIRA et al., 2015; PADUA, et al., 2021), ainda nio ha informagdes sobre os genes de
resisténcia presentes nesta linhagem. Portanto, é importante identificar esses genes.

Para o mapeamento de genes maiores e de QTLs (Quantitative Trait Loci) de
resisténcia no feijdo-comum tem sido utilizado com sucesso o emprego de populacfes RILS
(Recombinant Inbred Lines) (OBLESSUC et al., 2013; BASSI et al., 2017). As populacfes
RILs sdo constituidas de linhagens endogdmicas obtidas a partir do cruzamento de dois
genitores puros e contrastantes para o carater em questdo, sendo realizadas posteriormente,
sucessivas geracoes de autofecundacédo pelo método SSD (Single Seed Descent) até a geracédo
Fg ou superior, portanto, obtém-se um elevado grau de homozigose (BROMAN, 2005). As
linhagens obtidas no final do processo representam a variabilidade presente na F» e também,
aquela que esta encoberta no heterozigoto e que sera disponibilizada nas sucessivas geracdes
de autofecundacdo até que a homozigose seja atingida. Dessa forma, o uso dessas linhagens
recombinantes possibilita a identificacdo de marcadores polimérficos e a realizacdo do
mapeamento de genes de interesse (POLLARD, 2012). Como as RILs s&o linhas puras a sua
multiplicacdo é facil, permitindo a realizacdo de experimentos com maior numero de
repeticdes e consequentemente maior preciséio (BROMAN, 2005; SCHUSTER; CRUZ,
2008).

Blocos génicos (clusters), dentro dos quais, possuem varios genes individuais que
conferem resisténcia a patégenos diferentes tém sido identificados em varios grupos de
ligacdo do feijao-comum. (MEZIADI et al., 2016; MURUBE; CAMPA; FERREIRA, 2019).
Estudos de associacdo também tém sido realizados na cultura do feijdo-comum para a
identificacdo de regiBes gendmicas associadas a varias caracteristicas de interesse, incluindo
resisténcia a doengas (KAMFWA; CICHY; KELLY, 2015; MOGHADDAM et al., 2016;
PERSEGUINI et al., 2016; TOCK et al., 2017; ZUIDERVEEN et al., 2016; ALMEIDA et al.,
2021). O mapeamento por associacdo, também conhecido como mapeamento por
desequilibrio de ligacdo, detecta e localiza QTLs baseado na intensidade da correlacdo entre
os marcadores moleculares mapeados e as caracteristicas fenotipicas (MACKAY E
POWELL, 2007). A vantagem da utilizagdo de mapeamento por associacdo é que ndo ha
necessidade de sintetizar uma populagéo, esta pode ser, por exemplo, um conjunto diverso de
individuos, populacbes, germoplasmas e colecbes nucleares (SCHMUTZ et al., 2014). No
presente trabalho, devido a problemas na conducédo da populagéo RILs, e a impossibilidade de
ser realizar o mapeamento, foi realizado um estudo de associacdo para identificar regides

gendmicas responsaveis pela resisténcia a mancha angular na linhagem MAIII-16.159. O uso
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de uma populacdo estruturada com alto desequilibrio de ligacdo é mais poderosa na
identificacdo de QTLs, em vez de sua localizacdo. Neste caso, a falta de recombinagéo entre
um QTL e um marcador ligado aumenta o poder de deteccdo (MACKAY E POWELL,
2007).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi identificar regides gendmicas
associadas a resisténcia a mancha angular na linhagem MAIII-16.159 em uma populagdo com

alto desequilibrio de ligacéo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijdo-comum

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa cultivada em todo o
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento, constituindo a principal fonte de
proteinas e minerais na dieta da populacdo (MEZIADI et al., 2016). Sua origem se deu
basicamente a partir de dois centros principais de domesticacéo, a regido Mesoamericana e a
regido Andina (BELLUCCI et al., 2014). A primeira regido é localizada no centro das
Ameéricas, em torno do México e originou cultivares de grdos pequenos. J& na regido Andina,
que compreende o sul dos Andes e norte da Argentina, originaram-se 0s graos graudos
(VELOSO et al., 2015).

No Brasil, o feijdo esta presente diariamente na dieta da popula¢do. Sendo o pais, 0
maior produtor e consumidor dessa leguminosa (LEMOS et al.,2020). A cultura assume
grande importancia social para o pais, ja que seu cultivo envolve desde os pequenos
agricultores (agricultura familiar) aos grandes produtores de grdos (CARNEIRO; PAULA
JUNIOR; BOREM, 2015). A producéo de feijao no Brasil, é realizada em trés safras. A
primeira denominada “safra das dguas” e semeada entre outubro e novembro. A segunda,
“safra da seca”, ¢ semeada entre janeiro e abril e a terceira, “safra de inverno” ou “safra de
outono/inverno” é semeada a partir de abril e colhida entre agosto e outubro (BARBOSA,
GONZAGA, 2012) Estima-se que para 0 ano de 2022 a producéo total de feijdo-comum fique
em torno de 3.059 toneladas, sendo que os principais estados brasileiros produtores de feijdo
sdo Parand, Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias, Mato Grosso e Bahia (CONAB, 2022).

Dentre os diversos fatores que reduzem a produtividade, estdo o0s patdgenos,
especialmente os fungos, sdo capazes de afetar o desenvolvimento da planta e reduzir
drasticamente a qualidade dos gréos (SINGH; SCHWARTZ, 2010). Bruno et al. (2017)
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observaram que a severidade das doencas causadas por patdgenos como Pseudocercoscopa
griseola (mancha angular), Xanthomonas campestris pv. phaseoli (crestamento bacteriano
comum), e Colletotrichum linemuthianum (antracnose), foi negativamente correlacionado
com a produtividade de gréos de feijao-comum. Embora o uso de fungicidas seja frequente, a
alternativa de controle mais viavel economicamente € o emprego de cultivares resistentes. O
aumento na produtividade de grdos e a melhoria de caracteristicas agrondmicas, em cultivares
de feijao, se deve, em grande parte, ao seu melhoramento genético (BARILI et al.,2016;
LEMOS et al., 2020)

2.2 Mancha Angular

A mancha angular é causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous &
U. Braun. A nomenclatura de P.griseola ja passou por diversas mudancas, inicialmente foi
nomeado como Isariopsis griseola por Saccardo em 1878 (NIETSCHE, 1997). Em 1909
Ferraris identificou o género Isariopsis como sinonimia do género Phaeoisariopsis, propondo
a denominacdo de Phaeoisariopsis griseola para o patogeno (STENGLEIN et al., 2003).
Apos esse periodo um trabalho realizado com analises moleculares sugeriu uma nova
nomenclatura. Desta maneira a nova denominacéo do fungo ficou sendo Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun (CROUS et al., 2006).

A mancha angular é uma doenca gue se encontra em todos os paises onde o feijao-
comum ¢ cultivado, principalmente em regides tropicais e subtropicais, onde as temperaturas
sdo moderadas e ocorrem periodos de alta umidade relativa (CHILAGANE et al., 2016).
Considerada de grande importancia para a cultura do feijdo-comum, pode causar perdas de
até 80%, se as condicdes climaticas forem favoraveis, além do uso de cultivares suscetiveis e
presenca de indculo durante o cultivo (SINGH; SCHWARTZ, 2010; PAULA-JUNIOR et
al.,2015).

O processo de infec¢do comeca a partir da germinacéo dos conidios, que ocorre entre
3 a 6 horas apos a inoculacdo em temperaturas 6timas de 20-28°C. O fungo penetra pelos
estdmatos e coloniza o hospedeiro. O desenvolvimento da doenca ocorre em temperaturas
entre 16 e 28°C, preferencialmente a 24°C. O patdgeno produz sinémios na face abaxial da
folha, nas condi¢gdes de campo, com cerca de 250 um de comprimento e 20 a 40 um de
largura, compostos por conidiéforos paralelos e escuros e forma tufos visiveis a olho nu. Os
sintomas aparecem cerca de oito a 12 dias apds a inoculagdo. A esporulagdo ocorre durante
periodos de alta umidade (BIANCHINI et al.,2005).
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O patdgeno P. griseola pode afetar toda a parte aérea da planta, causa lesdes no caule,
ramos, folhas e vagens, além de promover a queda prematura das folhas, sob alta severidade.
Nos ramos e peciolos as lesdes sdo alongadas e escuras. As lesdes nas vagens apresentam
manchas arredondadas superficiais de coloragdo castanho-escuro. Entretanto, os sintomas
mais visiveis sdo nas folhas. Nas folhas cotiledonares, as lesdes séo circulares amarronzadas
e nas folhas trifolioladas, as lesdes sdo angulares, pardo acinzentadas, delimitadas pelas
nervuras (MODA-CIRINO et al., 2012). Com a ocorréncia de um grande namero de lesdes,
estas coalescem, causando desfolha, e consequentemente perdas na produtividade de gréos
(RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2005).

O patogeno pode sobreviver em sementes e restos de cultura. Os esporos produzidos
sdo disseminados, pela acdo do vento e da chuva (SINGH; SCHWARTZ, 2010; BIANCHINI
et al., 2005). O controle da mancha angular pode ser realizado utilizando diferentes manejos
como rotacgdo de culturas, uso de sementes sadias, eliminacao dos restos culturais e utilizacao
de uma densidade de semeadura adequada. O controle quimico também tem sido utilizado.
Entretanto, a resisténcia genética tem se mostrado o método mais eficiente e econémico para
o controle da doenca (REZENDE et al., 2014, LIBRELON et al ., 2020).

2.3 Variabilidade patogénica de P. griseola

Apesar da resisténcia genética ser o método mais eficiente para o controle da mancha
angular, a obtencdo de cultivares resistentes é dificultado devido a alta variabilidade
patogénica do fungo P. griseola (SANGLARD et al., 2009; CHILAGANE et al., 2016;
LEITICH et al., 2016). Essa variabilidade é proporcionada por diversos mecanismos, desde
mutacdes, atividade de elementos transponiveis, recombinacao intragénica e ciclo parasexual.
O ciclo parasexual é um mecanismo potencial de recombinacdo genética em fungos. Esse
mecanismo ja foi identificado em isolados de P. griseola, e podem explicar grande parte da
variabilidade desse fungo (DAMASCENO-SILVA et al., 2015). Este também ja foi
identificado em outros fungos patogénicos como, por exemplo, em Colletotrichum
lindemuthianum, causador da antracnose do feijao-comum (ISHIKAWA et al., 2010, 2012).

A primeira evidéncia da variabilidade patogénica entre isolados de P. griseola foi
relatada por Brok (1951), verificou-se que a reacdo de alguns isolados australianos
apresentava diferentes padrdes de viruléncia quando inoculados em cinco cultivares de feijdo.
Até entdo ndo existia uma metodologia padrédo para a identificacdo das racas do patdgeno. Na

década de 90 foi proposto a utilizacdo de um conjunto de 12 cultivares diferenciadoras para a
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identificacdo das racas, sendo seis cultivares de origem Andina e seis de origem
Mesoamericana (PASTOR-CORRALES; JARA, 1995). Devido & coevolugdo entre o
patdgeno e o hospedeiro também é possivel classificar os isolados de P. griseola em dois
grupos principais: andino e mesoamericano (CHILAGANE et al., 2016). Dessa forma,
isolados de origem mesoamericana e andina infectam predominantemente cultivares de
mesma origem (PASTOR-CORRALES; JARA,; SINGH, 1998).

Para a denominacdo da raca, foi proposta a utilizacdo do método binario de Habgood
(1970). Um valor é atribuido a cada uma dessas cultivares e a raca € determinada
numericamente de acordo com a soma dos valores de todas as cultivares suscetiveis, dentro de
cada grupo. Dessa forma que o nome da raca € um numero. As cultivares de cada grupo seis
andinas “d;” e seis mesoamericanas “d;” sdo identificadas ordenadamente pelos nimeros de 1
a 6. Por exemplo a raca 63-23, o primeiro nimero significa a soma dos valores binarios para
as cultivares andinas (2 %) e o segundo relaciona-se & soma das cultivares mesoamericanas
(2 91, para as quais o isolado apresentou reacdo de compatibilidade (TABELA 1). Desta
forma o numero 63 significa que todas as cultivares andinas apresentaram reacdo de
compatibilidade ao isolado (1+2+4+8+16+32). Ja 0 nimero 23 é o somatorio dos valores das
cultivares mesoamericanas que apresentaram reacdo de compatibilidade ao patdégeno
(1+2+4+16) (TABELA 1).

Tabela 1- Cultivares diferenciadoras de feijdo utilizadas para a classificacdo das racas
de P. griseola pelo sistema binario.

Cultivares Conjunto Série Valor binario Reacédo
binomial
(2 di—l)

1. Don Timoteo Andino 20 1 C
2. G11796 Andino 2! 2 C
3. Bol6n Bayo Andino 22 4 C
4. Montcalm Andino 28 8 C
5. Amendoim Andino 24 16 C
6. G 5686 Andino 25 32 C
1. Pan72 Mesoamericano 20 1 C
2. G 2858 Mesoamericano 2t 2 C
3. Flor de Mayo Mesoamericano 22 4 C
4. México 54 Mesoamericano 28 8 |
5. Bat 332 Mesoamericano 24 16 C
6. Cornell 49-242 Mesoamericano 25 32 |
Raca 63-23 @

1 C: reacdo compativel; I: Reacdo Incompativel

2 Exemplo hipotético
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Esta nova metodologia possibilitou uma padronizacdo em todo o mundo para a
classificacéo de isolados de P. griseola. Desde entdo varios trabalhos de identificacdo de racas
ja foram realizados (GARCIA et al., 2006; NIETSCHE et al., 2002; SARTORADO, 2002;
BALBI et al., 2006; LEITICH et al., 2016).

A identificacdo de racas do patdogeno é um dos passos fundamentais para o
desenvolvimento de cultivares resistentes e estdo embasados no conhecimento prévio da
diversidade populacional do patdgeno e do controle genético.

Da mesma forma que os patégenos de feijao-comum evoluiram sob dois pools génicos
distintos, os alelos que conferem resisténcia contra isolados oriundos do pool génico Andino
vem preferencialmente de feijées andinos sendo a reciproca verdadeira para regides onde as
racas de P. griseola predominantes sio mesoamericanas (GUZMAN et al., 1995). No Brasil
sdo encontradas cultivares e ragas de P. griseola dos dois pools génicos, portanto, esforcos
devem ser feitos pelos programas de melhoramento de feijdo-comum para obtencdo de
linhagens que combinem alelos resisténcia de cultivares Andinas e Mesoamericanas. Sendo
essa uma importante estratégia para obtencdo de cultivares de feijdo com resisténcia ampla e
duradora que combinem de alelos de resisténcia oriundos de pools génicos distintos (Andino e
Mesoamericano) em um mesmo gendtipo por meio da selecdo assistida por marcadores
moleculares (MILLER et al., 2018; VIEIRA et al., 2018)

No Brasil ja foram identificadas cerca de 54 racas de P. griseola em regides
produtoras de feijdo-comum. Silva et al. (2008) avaliaram 48 isolados coletados nos
municipios de Lavras e ljaci em Minas Gerais, e verificaram a ocorréncia de 10 racas
diferentes, sendo que 47,92% dos isolados foram classificados como raca 63-63. A raca 63-63
quebra a resisténcia de todas as cultivares diferenciadoras, sendo assim, assim, a raca mais
prevalente em todo o identificado em vérios levantamentos de racas que tém sido realizados
no Brasil (GONCALVES-VIDIGAL et al., 2016; NIETSCHE et al., 2002; SARTORATO,
2002; SARTORATO; ALZATE-MARIN, 2004). No mundo ja foram relatadas mais de 134
racas diferentes e cerca de 80 delas somente nas Américas (JARA et al., 2015). Embora 0 uso
de cultivares diferenciadoras tem padronizado e facilitado o intercdmbio de informacdes entre
pesquisadores sobre fontes de resisténcia, e sobre a populacdo do patdgeno, esta apresenta

falhas.
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Em um estudo realizado por Pereira et al. (2015) foi observado que as cultivares
diferenciadoras ndo foram eficientes para detectar a grande variabilidade existente entre
isolados da raca 63-63. Durante o Workshop “Angular Leaf Spot and Root Rot”, realizado na
Africa do Sul em 2015, os pesquisadores propuseram um novo conjunto de linhagens
diferenciadoras. Entre as linhagens escolhidas esta a linhagem MA-II1 16.159. Esta linhagem
é proveniente do terceiro ciclo do programa de selecdo recorrente para mancha angular,
conduzido pela Universidade Federal de Lavras em parceria com a Embrapa, e apresenta bom
nivel de resisténcia a P. griseola (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; PEREIRA;
ABREU; SOUZA, 2011; REZENDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; PADUA, 2021).

2.4 Controle genético de resisténcia a Mancha Angular

A resisténcia genética do feijdo-comum a mancha angular é considerada complexa e
envolve genes de efeito maior bem como genes de pequeno efeito (OBLESSUC et al., 2012;
PEREIRA et al., 2015). Muitos trabalhos tem mostrado que a resisténcia especifica a uma
determinada raca de P. griseola é controlada por um ou poucos genes (NIETSCHE et al.,
1999; SARTORATO et al., 2000; MAHUKU; IGLESIAS; JARA, 2009; SINGH;
SCHWARTZ, 2010). Outros trabalhos indicam que varios genes estdo envolvidos no controle
do carater (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; OBLESSUC et al., 2013, 2015;
TRYPHONE et al., 2015; BASSI et al., 2017).

Pereira et al. (2015) avaliaram a agressividade de racas do patdgeno em diferentes
linhagens de feijdo-comum, em um esquema dialélico, assim foi possivel identificar tanto a
presenca de resisténcia vertical quanto a horizontal no controle do caréater, entretanto, houve
uma predominancia da resisténcia horizontal. A resisténcia vertical é especifica a
determinadas ragas do patdgeno, sendo essa especificidade determinada em funcao dos alelos
de resisténcia presentes na linhagem, ao passo que a resisténcia horizontal refere-se a
resisténcia da mesma linhagem a quaisquer raca do patégeno. Em um estudo conduzido por
Amaro et al. (2007), os autores avaliaram progénies provenientes de selecao recorrente quanto
a reacdo a P. griseola e observaram uma graduacdo nos sintomas das plantas consideradas
resistentes, os autores atribuiram essa graduacdo ao efeito ambiental. Este & um
comportamento tipico de um carater poligénico, ou seja, a resisténcia a P. griseola &
predominantemente quantitativa. Outros trabalhos realizados obtiveram a mesma conclusao
(ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; REZENDE et al., 2014; PEREIRA et al., 2019;
LIBRELON at al., 2020).
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Durante 0 Workshop “Angular Leaf Spot and Root Rot”, realizado na Africa do Sul
em julho de 2015, foi discutido a caracterizagdo gendmica de locos de resisténcia a mancha-
angular. Os pesquisadores reconheceram formalmente os locos ja& nomeados anteriormente de
Phg-1 na cultivar AND 277, no cromossomo Pv0l (CARVALHO et al., 1998;
GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011), Phg-2 na cultivar Mexico 54 em Pv08
(SARTORATO et al., 2000;NAMAYANUJA et al., 2006) e Phg-3 na cultivar Ouro Negro em
Pv04 (CORREA et al., 2001; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2013). Os QTL’s: ALS4.1 &5
UD no Pv04, presente na cultivar G5686 e o ALS10.1 P Y€ no cromossomo Pv10, presente nas
cultivares CAL 143 e G5686, que foram oficialmente designados como Phg-4, Phg-5, Phg-5°
respectivamente (SOUZA et al.,2016). Informagdes sobre esses genes sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2- Locos identificados em linhagens de feijao comum responsaveis pela resisténcia a
diferentes racas de P.griseola.

Grupo ~
Fonte de Raca de Populagéo A
L-ocos resisténcia l d ~ P.griseola utilizada Referencia
igacao
Carvalho et al.
Phg-1  AND 277 Pv01 63-23 F2 (1998) Gongalves-
Vidigal et al. (2011)
(- 63-19 Sartorato et al.
Phg-2  México54  Pv08 63-39 Fo/retrocruzamento (2000)
Phg-22 BAT 332 Pv08  63-39 Faretrocruzamento (hggg anjaetal.
Corréa et al. (2001)
Phg-3  Ouro Negro Pv04 63-39 F2 Gongalves-Vidigal
et al. (2013)
31-0 Mahuku et al.
Phg-4  G5686 Pv04 *Camno Fs (2009)
P Keller et al. (2015)
0-39 Oblessuc et al.
Phg-5 CAL 143 Pv10 *Campo 346 RILs (2012, 2013)
31-0
B2
Phg-5- (G5686 Pv10 *Campo Fs Keller et al. (2015)

Fonte: Souza et al. (2016)
Legenda: * Linhagens avaliadas em condi¢do de campo

Oblessuc et al. (2012) avaliaram uma populagdo de 346 linhagens endogamicas
recombinantes provenientes do cruzamento das cultivares IAC-UMA x CAL 143, avaliadas

em campo e em casa de vegetacdo para a resisténcia a P. griseola. Os autores identificaram
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sete QTLs em cinco grupos de ligagéo, sendo, 0 QTL ALS10.1 P& YC  foi o mais expressivo,
localizado no final do cromossomo 10 do feijdo-comum. Um trabalho posterior para
identificar os genes contidos nesse QTL, encontrou aproximadamente 323 genes na regido
central. Uma analise ontoldgica desses genes, revelou a presenca de genes envolvidos na
percepcdo e transducéo de sinal, morte celular programada e respostas de defesa (OBLESSUC
etal., 2015).

Keller et al. (2015) realizaram um mapeamento de uma populacdo Fs oriunda do
cruzamento das linhagens G5686 e Sprite, observaram a presenca de um grande QTL de
resisténcia no cromossomo Pv04 e trés QTL’s menores. O principal QTL identificado
(ALS4.1 ©5 Y€ explica cerca de 75,3% da variacdo fenotipica para resisténcia & mancha
angular. Mais recentemente, Bassi et al. (2017) realizaram um estudo para construcdo de um
mapa de ligacdo genético usando marcadores de repeticdes de sequéncia Unica (SSRs) e
polimorfismo de um Unico nucleotideo (SNPs), em uma populacdo segregante de 105 linhas
endogamicas recombinantes derivadas do cruzamento AND 277 x SEA 5. A fenotipagem foi
realizada em casa de vegetacdo para identificar QTLs associados a resisténciaa mancha
angular. Os autores identificaram quatro QTLs responsaveis pelo carater. O QTL ALS11 AS,
mapeado no cromossomo Pv1l, explicou cerca de 26,5 % da variagdo, sendo o de maior
efeito.

No trabalho realizado por Mahuku et al. (2011) foram identificados alguns marcadores
préximos a loci responsaveis pela resisténcia na linhagem G10909. Um desses marcadores, 0
PF9260 (SCAR), esta na regido 61.86 Mpb do cromossomo Pv08. Essa linhagem foi
extremamente resistente ao isolado da raga 63-63 de P. griseola, apresentando nota de
severidade igual a 2. Além disso, essa linhagem, apresentou outro marcador de microssatélite,
Pv-gaat001 ligado ao loco phg-3 que esta localizado no cromossomo Pv04 (MAHUKU et al.,
2011). Esse loco é responsavel por conferir resisténcia a pelo menos 21 racas de C.
lindemuthianum e sete racas de P. griseola, incluindo a racga altamente virulenta 63-63 (NAY
et al., 2019). Esses genes também estdo intimamente ligados a um terceiro gene, o gene de
resisténcia a ferrugem Ur-14 (VALENTINI et al., 2017). Uma analise de liga¢do usando uma
populagéo F», derivada da Estilo x Ouro Vermelho, revelou dois genes principais em Pv04
associados a resisténcia a duas cepas diferentes da raca 65 de Antracnose e 0 mapeamento
associativo usando um painel diversificado de 189 acessos de feijao-comum do Banco de
Germoplasma da Universidade Federal de Lavras e cinco isolados diferentes da raca 65,

também revelou QTL maior em diferentes posicdes de Pv04 (COSTA et al., 2021). Esses
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resultados demonstram a existéncia de um cluster de genes de resisténcia no cromossomo
Pv04 de feijdo-comum (MURUBE et al.,2019).

Fritsche-Neto et al. (2019) avaliaram 60 linhagens, em condi¢cdes de campo, que
representam o germoplasma elite, desenvolvido pelo programa de melhoramento de feijdo-
comum da Embrapa ao longo de 22 anos, para a severidade da Mancha angular e Antracnose.
Os autores encontraram um marcador significativo, que est& localizada no cromossomo Pv10
e explicou 19% da variagéo fenotipica para a resisténcia a mancha angular. Vidigal Filho et al.
(2020) identificaram dois SNPs associado a resisténcia a raga 31-23 de ALS, um no
cromossomo Pv02 e outro no Pv04, e outros seis para a raga 63-39, sendo um no Pv03 e no
Pv06, e os outros quatro no Pv08 entre a regido de 44,5 Mb e 46 Mb.

No trabalho realizado por Almeida et al. (2021) os autores identificaram locos de
resisténcia a mancha angular em diferentes estdgios de desenvolvimento da planta. As
populacbes foram avaliadas quanto a resisténcia a mancha angular nos estagios V2, V3 em
casa de vegetacdo e R8 em campo. Diferentes QTL foram detectados para os trés estagios e
ambas as populaces, mostrando um perfil quantitativo diferente da doenca em diferentes
estadgios desenvolvimento da planta. Estes resultados mostram o0 quanto esse carater €

complexo e envolvem muitos genes.

2.5 Marcadores Moleculares

A avaliacdo de um carater quantitativo é de dificil mensuracdo, pois além de
envolverem muitos genes, had grande influéncia ambiental. Uma ferramenta para auxiliar a
selecdo fenotipica € a utilizacdo de marcadores moleculares de DNA (HANALI et al., 2010).
No melhoramento genético é frequente o uso de marcadores moleculares, sendo estes, uma
marca localizada no DNA capaz de co-segregar ao alelo de interesse. Além desta
caracteristica, os marcadores podem ser usados em estudos de fluxo génico, estimativa de taxa
de cruzamento e parentesco, andlise de diversidade genética, identificacdo de gendtipos,
construcdo de mapas genéticos, selecdo assistida por marcadores, dentre outros (SANTOS,
2011). O advento das técnicas de biologia molecular culminou no desenvolvimento de varias
classes de marcadores. A escolha do melhor marcador dependera de inUmeros fatores, tais
como: objetivo da pesquisa, recursos financeiros e infraestrutura disponivel (BOREM;
CAIXETA, 2009).

Com o advento do sequenciamento de nova geracdo, e a redugdo dos custos de
genotipagem (POLAND and RIFE, 2012; ZHU et al., 2008) aumentou-se 0 uso dos
marcadores SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de
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nucleotideo Unico). Os SNPs séo fonte abundante de variagcdo ao nivel de DNA (HYTEN et
al., 2010), consiste em variacfes pontuais encontradas ao longo do DNA, isto é, séo
diferencas em um Unico nucleotideo (JEHAN; LAKHANPAUL, 2006). Eles séo o resultado
de mutacGes que ocorrem ao longo dos ramos da arvore genealdgica relacionando as copias
homdlogas de um determinado sitio no genoma. Para ser considerado um SNP a variacdo
deve ocorrer em pelo menos 1% da populagdo. Assim, os SNPs também chamados de pontos
de mutacbes (ZHANG; ZHANG,2005).

Os SNPs podem ser usados como marcadores de DNA bialélicos e codominantes para
uma variedade de fungdes no melhoramento das culturas, incluindo descoberta de genes e
locos de caracteristica quantitativa (QTL), avaliacdo de diversidade genética, andlise de
associacao e selecdo assistida por marcadores (SOUZA et al., 2012). O uso de SNP’s em
populacdes adequadas para mapeamento genético de alta resolucdo tornam a analise simples e
detalhada em relacgdo a distancia genética e fisica entre os locos (RAFALSKI, 2002).

Uma vantagem da utilizacdo do mapeamento por SNPs, € que ensaios automatizados
de alto rendimento podem ser projetados para sua deteccdo uma vez que os SNPs ndo
precisam ser detectados pela medicdo do comprimento dos fragmentos de DNA
(GAITAN-SOLIS et al., 2008). Uma das principais aplicacdes do uso de marcadores SNP’s é
a na construcdo de mapas genéticos para a identificacdo de QTLs associados a caracteristicas
agrondmicas, estudos de associacdo e selecdo gendbmica ampla. Esta técnica de selecdo
economiza tempo e aumenta a eficiéncia de identificagdo de genotipos superiores (DA
SILVA, et al., 2018). Nos ultimos anos, os marcadores SNPs tém sido cada vez mais
desenvolvidos e aplicados na analise genética do feijio-comum (MULLER et al.,2015;
VALDISSER et al., 2017).

Outra metodologia é a Tecnologia de Matrizes de Diversidade (DArT) DArT Pty Ltd,
que foi originalmente desenvolvida para o arroz e é baseada na reducdo da complexidade do
genoma e na deteccdo de SNP utilizando a enzima Pstl de corte raro em combinacdo com
uma ou mais enzimas de corte frequente, como a Msel (JACCOUD et al., 2001; KILIAN et
al., 2012). As amostras digeridas sao ligadas a adaptadores especificos aos primers utilizados
na etapa de enriquecimento por PCR. O método DArT permite a deteccdo simultanea de
milhares polimorfismos de DNA (dependendo da espécie) decorrentes de alteracbes em uma
unica base e pequenas insercdes e delecdes (InDels) marcando a presenca ou auséncia de

fragmentos de DNA em representacdes genémicas geradas a partir de amostras de DNA
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gendmico (SANCHEZ-SEVILLA et al., 2015). A tecnologia DArT ja foi empregada com
sucesso em estudos sobre diversidade genética e mapeamento em varias culturas, como
ervilha (YANG et al. 2006), sorgo (MACE et al. 2008), centeio (BOLIBOK-
BRAGOSZEWSKA et al. 2009), cevada (ROY et al. 2010) e trigo (ZHANG et al. 2011). No
feijdo-comum ja foram utilizados marcadores DArT para detectar locos associados ao
florescimento (ATES et al.,, 2018, NADEEM et al.,, 2021), a absorcdo de Ca e Mn
(ERDOGMUS, et al., 2020), e em estudos de caracterizagdo de genomas (VALDISSER, et
al., 2017), e a resisténcia genética a mancha angular (BRINEZ et al. 2012; OBLESSUC et al.
2013). Atualmente tem-se utilizado a tecnologia DArT-Seq™ que combina o método de
reducdo da complexidade de hibridizacdo do DArT (WENZL et al., 2004) com o
sequenciamento de préxima geracao e pode ser otimizado para qualquer espécie (CRUZ et al.
2013). O DArTseq™ esta rapidamente ganhando popularidade e se tornou o método preferido
de genotipagem e selecdo gendmica ampla. Da mesma forma que o método DArT é baseado
em hibridizacdes, essa tecnologia € otimizada para cada organismo e é aplicado selecionando
o método de reducgio de complexidade mais adequado (SANCHEZ-SEVILLA et al., 2015).
Portanto, atualmente, a plataforma DArT gera duas variantes de marcadores (marcadores SNP
DArTSeq e DailicoDArT). Os marcadores SilicoDArT sdo dominantes e sdo principalmente
pontuados pela auséncia (0) ou presenca (1) de um unico alelo, enquanto os SNPs DArTSeq

sdo marcadores codominantes (KILIAN et al., 2012).

2.6 Utilizacdo de populagdes RILs no melhoramento do feijdo-comum.

A identificacdo e posicdo de genes responsaveis por um carater de interesse é de
grande importancia no melhoramento de plantas. Uma estratégia utilizada para esse fim é a
realizacdo do mapeamento genético que consiste no processo de deteccdo da posicdo e
distancia entre marcadores nos cromossomos com a finalidade de obter um mapa de ligacéo.
Os mapas de ligacdo sdo Uteis na identificagdo de regibes cromossdmicas contendo genes e
QTLs (Quantitative Trait Loci) que sdo locos associados a caracteristicas quantitativas
geralmente responsaveis por um carater de interesse. Para a construcdo destes mapas, sao
usadas informacdes fenotipicas e genotipicas (TAR’AN; MICHAELS; PAULS, 2002).

Diferentes tipos de populagGes podem ser utilizados para identificacdo de regides
gendmicas responsaveis por determinadas caracteristicas em feijoeiro. No entanto, as
populacbes RILs (Recombinant Inbred Lines ou Linhagens Endogamicas Recombinantes),

vem sendo usadas como uma ferramenta poderosa para 0 mapeamento genético (BROMAN,
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2005). Dentre as vantagens da utilizacdo de populacdes RILs, estéo a alta variabilidade para
deteccdo de polimorfismo, elevado grau de homozigose que permite a facil multiplicagéo,
possibilidade de utilizacdo em experimentos com repeticbes em varios locais, aumentando a
acuracia experimental e uma maior resolu¢cdo no mapeamento. Entre as desvantagens estdo o
tempo requerido para obtencdo da populacdo, de 6 a 8 geracBes de autofecundacgdo, além de
ndo permitir a estimacdo de pardmetros associados a efeitos de dominancia dos locos
mapeados (BROMAN, 2005; SCHUSTER; CRUZ, 2008). Aléem disso, para se obter
estimativas precisas € necessario levar em conta o tamanho populacional e o nimero de
marcas. Silva et al., (2007) realizam um trabalho de simulagéo para verificar o melhor
tamanho populacional e nimero de marcas em populages RILs. Os autores verificaram que
seriam necessarios tamanhos minimos populacionais de 200, 300 e 500 individuos com o0s
niveis de saturacdo do genoma de 5, 10 e 20 cM, respectivamente.

Para a obtencdo das populacbes RILs é necessario que 0s genitores sejam
contrastantes para o carater de interesse. A partir da geracdo F» sdo realizadas sucessivas
geracbes de autofecundacdo empregando-se o metodo SSD (Single Seed Descent, ou
descendéncia de uma unica semente). Nessa metodologia cada planta F, é avancada
sucessivamente até a geragdo Fe ou superior, utilizando-se uma semente por planta para o
avanco das geragOes (Figura 1). Cada RIL representa uma planta F>, dessa forma, espera-se
que toda variabilidade existente na populacdo F» esteja representada nas RIL’s (SCHUSTER,;
CRUZ, 2004; POLLARD, 2012).

Figura 1- Metodologia SSD (Single Seed Descent) utilizada para a obtencdo da populacéo
RILs.



24

S X Sle
F S W W SV S S S
Blal o sl b Ak AL Sk o \
BB B PSP, P, P,
ot L
i o e ik R Uma semente
pf FFEE S por planta
F I SN SN S SN T SN
\ Uma semente
N R R e R R Rt por planta
| S AT SR (ORI M SR S A
BB P BB B, B, P,
1 Autofecundagao
s\ P\ s, s, s, &, até F, ou superior,
i - - entdo abre-se as
- - r r o - .
AR S N linhagens ou
PP\, s, s, & familias - RILs
1 2 3 4 5 n

Fonte: Do Autor (2022).

Diversos trabalhos utilizando popula¢bes RILs ja foram realizados na cultura do
feijoeiro (BRUN et al., 2010; OBLESSUC et al., 2012, 2015; BASSI et al., 2017; BRINEZ et
al., 2017). Uma das principais populagcbes de mapeamento do feijoeiro foi derivada de
cruzamentos entre as linhagens BAT 93 (Mesoamericana) e Jalo EEP558 (Andina). Essa
populacdo foi usada para construcdo de um mapa genético integrado para o feijdo (MIKLAS
et al., 2006).

Brifiez et al. (2017) realizaram um mapeamento de QTLs para tolerancia a seca em
uma populacdo RILs derivada do cruzamento das linhagens SEA 5 e AND 277. O mapa foi
construido com 331 marcadores que cobriram todos os 11 cromossomos do feijoeiro. Os
autores identificaram 22 QTLs relacionados com caracteristicas associadas a tolerancia a seca.
Blair et al. (2010) com o uso de marcadores do tipo RAPD e SSR realizaram um mapeamento
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a partir de uma populagédo RILs derivada do cruzamento entre as linhagens G14519 e G4825,
para identificacdo de genes responsaveis pelo teor de ferro e zinco nos gréos de feijoeiro.
Oblessuc et al. (2012) identificaram varios QTLs responsaveis pela resisténcia a mancha
angular do feijoeiro utilizando uma populacdo de 346 linhagens recombinantes provenientes
do cruzamento entre IAC-UNA x CAL 143. Bassi et al. (2017) visando a construcdo de um
mapa genético de locos responsaveis pela resisténcia a mancha angular e ao oidio no feijoeiro,
utilizaram uma populacdo de 105 linhagens endogamicas recombinantes derivadas do
cruzamento de AND 277 e SEA 5. Identificando quatro QTLs para a resisténcia a mancha

angular e dois para a resisténcia ao oidio.
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ABSTRACT

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is widely grown in tropical and subtropical
countries, and is an important source of proteins, carbohydrates, fiber, vitamins, and minerals.
Angular leaf spot (ALS), caused by the fungus Pseudocercospora griseola, is of the most
main diseases that affects the crop, leading to yield losses. The best strategy of disease control
includes using resistant cultivars. The line MAIII-16.159 obtained from the recurrent selection
program for ALS conducted by the Universidade Federal de Lavras in partnership with
Embrapa, in Brazil has presented high resistance to P.griseola isolates. During the Common
Bean Disease Workshop on Angular Leaf Spot and Root Rot, held in Skukuza, South Africa,
in 2015, this line was indicated to compose the new international set of differential cultivars
for the ALS. Despite the high level of resistance presented by this line, there is no information
about its resistance genes. Therefore, it is important not only to identify these genes, but also
to mapping the same. The MAIII-16.159 (resistant) line was crossed with the cultivar BRS
Horizonte (susceptible) and advanced to the F7 generation by the SSD method (Single Seed
Descent). 184 recombinant lines (RIL’s) were obtained. Phenotyping was carried out for ALS
resistance in stage V2 and V3 using a isolate of race 63-63 of P. griseola and then genotyping
using the DArTseq analysis facility (DArT Pty Ltd., Bruce, Australia). There was directional
selection and loss of RILs, during advance of inbreeding generations, that is not be possible to
carry out mapping. Therefore an association study was performed in this population that has
presented high linkage disequilibrium. Two statistically significant associations for angular
leaf spot resistance were identified at stage V2 and one at stage V3 (dart3496, dart7825,
dart7260). These markers have presented a negative effect, that is, they act to reduce the
severity of the ALS, two of which are located on chromosome Pv08 and one on Pv04. The
locus found on chromosome Pv08 in V2 validated an earlier study region of the already
described Phg-2 locus. This marker (dart7825) explained about 57% of the phenotypic
variation caused by race 63-63. Markers dart3496 (Pv04) and dart7260 (Pv08) explained 53%
and 44% of the phenotypic variation in V2 and V3, respectively. Therefore, the MAIII-16.159
line has alleles of greater effect located on chromosomes Pv08 and Pv04, responsible for

resistance to P. griseola in both V2 and V3 developmental stages of the common bean.

Keywords: Angular leaf spot, Phaseolus vulgaris. Plant breeding. Genetic resistance.
Association study.
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Key message: Association analyses using SNPs and DArT genotyping revealed
different loci in common bean genome conferring resistance to race 63-63 of

Pseudocercospora griseola.

1. Introducéo

A mancha angular do feijdo-comum é causada pelo fungo Pseudocercospora griseola
(Sacc.) Crous & U. Braun, sendo considerada uma das doengas mais importantes para a
cultura (Nay et al., 2019). As perdas podem chegar até 80% se as condi¢fes sdo favoraveis
para o desenvolvimento da mancha angular. Embora o uso de fungicidas seja frequente para o
controle de doencas que acometem a cultura, a estratégia de controle mais econémica e
sustentavel é o uso da resisténcia genética (Oblessuc et al., 2015). Portanto, importante a
identificacdo de genes responsaveis pela resisténcia para 0 uso em programas de

melhoramento genético.

Estudos sobre o controle genético da resisténcia do feijdo-comum a mancha angular
tém sido realizados em algumas oportunidades, sendo identificada a presenca de resisténcia
monogénica e poligénica, esta Ultima considerada o principal tipo de resisténcia no
patossistema P. griseola-feijoeiro (Pereira et al., 2015; Oblessuc et al., 2013; Rezende et al.,
2014; Librelon et al., 2020). Uma estratégia para a obtencdo de linhagens com resisténcia
duravel é o uso da selecdo recorrente, que visa aumentar a frequéncia de alelos favoraveis de
forma gradual (Nelson et al., 2018). A Universidade Federal de Lavras em parceria com a
Embrapa desde 1998 tem desenvolvido um programa de selecdo recorrente para a resisténcia
a P.griseola. Varias linhagens tém sido obtidas ao longo dos ciclos, com destaque para a
linhagem MAIII-16.159 que tem-se apresentado altamente resistente (Amaro et al., 2007;
Arantes; Abreu; Ramalho, 2010; Rezende et al., 2014). Durante o Workshop “Angular Leaf
Spot and Root Rot”, realizado em Skukuza na Africa do Sul em 2015, esta linhagem foi
indicada para compor o novo conjunto internacional de cultivares diferenciadoras para a
mancha angular. Apesar do alto nivel de resisténcia apresentado em varios trabalhos ( Pereira;
Abreu; Souza, 2011; Pereira et al., 2015; Padua,et al., 2021), ainda ndo ha informacdes sobre
0s genes de resisténcia presentes nessa linhagem. Portanto, é importante a identificacdo desses

genes

Para a identificagdo e mapeamento de genes maiores e de QTLs (Quantitative Trait

Loci) de resisténcia no feijdo-comum tem sido utilizado com sucesso o emprego de
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populagdes RILs (Recombinant Inbred Lines) (Oblessuc et al., 2013; Bassi et al., 2017). As
populacbes RILs sdo constituidas de linhagens endogamicas obtidas a partir do cruzamento
de dois genitores puros e contrastantes para o carater em questdo, sendo realizadas
posteriormente, sucessivas geracdes de autofecundacdo pelo método SSD (Single Seed
Descent) até a geracdo Fg ou superior, portanto, obtém-se um elevado grau de homozigose
(Broman, 2005). As linhagens obtidas no final do processo apresentam a variabilidade
presente na F. e também, aquela que esta encoberta no heterozigoto e que seré disponibilizada
nas sucessivas geracoes de autofecundacdo até que a homozigose seja atingida. Dessa forma,
0 uso dessas linhagens recombinantes possibilita a identificacdo de marcadores polimérficos e
a realizacdo do mapeamento de genes de interesse (Pollard, 2012). RILs s&o linhas puras, com
taxa de homozigose esperada de 99% e, portanto, seu gendétipo pode ser replicado em
diferentes locais e anos, 0 que permite a realizacdo de experimentos com maior precisdo (Yan
etal., 2017) O advento do sequenciamento de nova geracao, e a utilizagdo de marcadores SNP
(do inglés, Single Nucleotide Polymorphism ou polimorfismo de nucleotideo Unico) tém
oferecido a oportunidade para a realizacdo de mapeamento fino de varios genes relacionados a
resisténcia a doencas (Hyten et al., 2010). Os marcadores SNPs podem ser usados como
marcadores de DNA bialélicos e codominantes para uma variedade de funcdes no
melhoramento das culturas, incluindo descoberta de genes e locos de caracteristicas
quantitativas (QTL), avaliacdo de diversidade genética, analise de associacdo e selecdo
assistida por marcadores (Souza et al.,, 2012). Uma estratégia para a genotipagem € a
utilizacdo da metodologia de matrizes de diversidade (DArT- Diversity Arrays Technology
methodology), que é baseada na reducdo de complexidade do genoma e detec¢do de SNP por
meio de hibridizacao de fragmentos de PCR (Jaccoud et al., 2001; Kilian et al., 2012).

Muitos esforcos tém sido dispendidos para identificar genes responsaveis pela
resisténcia a mancha angular e desenvolver marcadores moleculares para sele¢do assistida por
marcadores (MAS) (Nay et al. 2019). Estudos de associacdo tém sido realizados na cultura do
feijoeiro para a identificacdo de regibes gendmicas associadas a Varias caracteristicas de
interesse, incluindo resisténcia a doencas (Kamfwa; Cichy; Kelly, 2015; Moghaddam et al.,
2016; Perseguini et al., 2016; Tock et al., 2017; Zuiderveen et al., 2016; Almeida et al., 2021).

A vantagem da utilizagdo de mapeamento por associacdo € que nao ha necessidade de

sintetizar uma populacdo, esta pode ser, por exemplo, um conjunto diverso de individuos,
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populacdes, germoplasmas e cole¢des nucleares (Schmutz et al., 2014). Devido a ocorréncia
de selecéo direcional e perda de RILs durante o avanco das geracOes de autofecundacgéo, ndo
foi possivel fazer o mapeamento. Contudo, foi realizado um estudo de associacdo para
identificar regides genémicas responsaveis pela resisténcia a mancha angular na linhagem
MAIII-16.159. O principio bésico para a realizacdo tanto da andlise de ligacdo quanto da
andlise de associacdo é a existéncia do desequilibrio de ligacdo (DL), também denominado
desequilibrio gamético, que representa a associacdo nao aleatdria entre alelos de diferentes
locos em uma populacdo. O uso de uma populagéo estruturada como retrocruzamento, F» e
RILs (“Recombinant Inbred Lines”), que apresentam alto desequilibrio de ligacdo sdo mais
poderosas na identificacdo de QTLs, em vez de sua localizacdo. Neste caso, a falta de
recombinacdo entre um QTL e um marcador ligado aumenta o poder de detec¢do (Mackay E
Powell, 2007). Portanto, esse tipo de populacdo apresenta menor resolucdo que analises de
associacdo, onde muitas geracdes de recombinagdo ocorreram entre 0 marcador e 0 QTL.
Assim, espera-se que somente marcas fortemente ligadas ao QTL permanecam em

desequilibrio (associadas ao carater de interesse) (Gupta et al., 2005).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi identificar regides gendmicas
associadas a resisténcia a mancha angular na Linhagem MAIII-16.159, por meio do estudo de

associacdo gendmica ampla (GWAS).

2. Material e Métodos

Foram utilizadas duas linhagens MAIII- 16.159 (resistente) e BRS Horizonte
(suscetivel), de grdos tipo carioca, ou seja, graos de cor bege com estrias marrons claro, para a
realizacdo das hibridacGes e obtencdo da populacdo RILs. A linhagem MAIII- 16.159 é
proveniente do programa de selecao recorrente UFLA/EMPRAPA para a resisténcia a mancha
angular (Amaro et al., 2007). A cultivar BRS Horizonte foi desenvolvida pela EMPRAPA e
apresenta boa produtividade e qualidade de grdos (Carvalho; Albrecht, 2007). Os
experimentos de fenotipagem foram conduzidos no Laboratorio de Resisténcia de Plantas a
Doengas, na casa de vegetacdo e camara de nebulizagdo do Departamento de Biologia da

Universidade Federal de Lavras localizados no municipio de Lavras- MG.

2.1 Multiplicagdo das sementes das linhagens de feijdo-comum utilizadas
Para obter maior pureza genética, as sementes das linhagens MAIII- 16.159 e BRS

Horizonte, foram multiplicadas em vasos com capacidade de 10 litros de solo (trés plantas
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por vaso). As sementes de cada planta foram colhidas individualmente. Apds a colheita uma
amostra de sementes de cada planta foi utilizada em um teste de patogenicidade nos estadios
V2 e V3 conforme descrito no item 2.3 para verificar a pureza das mesmas.

2.2 ldentificacdo de genes resisténcia da linhagem MAIII -16.159 de feijao-
comum

2.2.1 Obtencao da populagéo RILs

Para obtencdo da populacdo RILs a linhagem MAIII-16.159 foi cruzada com um
genitor suscetivel, a cultivar BRS Horizonte. As sementes da linhagem MAIII-16.159 e da
cultivar BRS Horizonte foram semeadas em vasos de polietileno contendo solo previamente
adubado. Foram utilizados 10 vasos por linhagem e trés plantas por vaso. Foram realizados
0s cruzamentos de todas as plantas da linhagem MAIII-16.159 com todas as plantas da
cultivar BRS Horizonte. Os cruzamentos foram realizados com auxilio de uma pinca. As
sementes F1 de cada cruzamento foram colhidas e semeadas na proxima safra para obtencéao
das sementes F». A populacdo F> foi composta por 184 plantas e o avanco de geragdes foi
realizado utilizando o método SSD (Single Seed Descent, ou descendéncia de uma Unica
semente). A variabilidade genética da populagédo F. foi mantida semeando-se uma semente
de cada planta F, por geracdo, até Fs. A semeadura foi realizada em vasos com 2/3 de solo
previamente adubado e 1/3 de substrato, com capacidade de 10 litros de terra (trés plantas por
vaso). Ao final da obtengdo das RILs em Fg, elas foram multiplicadas no campo para a

conducao dos experimentos, obtendo-se a geracao F.

2.2.2 Avaliacao fenotipica das linhagens RILs

As linhagens RILs e os genitores foram avaliados em casa de vegetacdo quanto a
reacao ao isolado da raca 63-63 de P. griseola. Foram conduzidos dois experimentos em casa
de vegetacdo nos estadios V2 e V. Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados
(DBC) com trés repeticdes e cinco plantas por parcela, para a avaliagdo em ambos os
estadios. O teste de patogenicidade foi realizado conforme descrito no item 2.3.

2.3 Teste de patogenicidade
2.3.1 Inoculacgéo e avaliagdo das RILs no estadio V2

Para o teste de patogenicidade uma amostra de sementes de cada planta foi semeada
em bandejas de poliestireno, contendo substrato HA hortalicas®. Apos 12 dias do plantio, as

plantulas foram inoculadas com uma suspensdo de conidios. A suspensdo de conidios foi
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obtida a partir de discos de micélio da coldnia de um isolado de P. griseola da raca 63-63,
proveniente da micoteca do Laboratério de Resisténcia de Plantas a Doencas, que foram
replicados para tubos de ensaio contendo meio BDA (batata-dextrose-agar) e mantidos a 24°C
na incubadora (B.O.D), por um periodo de 12 dias, com fotoperiodo de 12 horas.
Posteriormente, foi realizada a raspagem do micélio com adicao de 5-10 mL de agua destilada
estéril em cada tubo. A suspencdo obtida foi filtrada através de uma camada de gaze. A partir
desta suspensao foi realizada a contagem dos conidios, feita em camara de Neubauer para
padronizar a concentracdo de inoculo para 2x10%conidios/mL (PEREIRA et al., 2011). As
plantulas com folhas cotiledonares expandidas (estadio V2), foram inoculadas pulverizando-
se ambas as faces das folhas com pulverizador até o ponto de escorrimento. Apds 15 dias da
inoculacdo foi realizada a avaliacdo utilizando uma escala com nove graus de severidade
proposta por Librelon et al. (2015): 1 - plantas sem sintomas da doenca; 2 -presenca de até
0,5% de lesdes; 3 - presenca de até 4% de lesbes foliares; 4 - presenca de lesdes esporuladas
cobrindo 7% da area foliar; 5 - presenca de varias lesbes cobrindo 7.1-16% da area foliar; 6 -
presenca de numerosas lesdes cobrindo entre 16.1-26% da area foliar; 7 - presenca de
numerosas lesdes cobrindo entre 26.1- 32% da area foliar; 8 - presenca de numerosas lestes
que cobrem entre 32.1-38% da area foliar; e 9 - sintomas severos da doenga com lesGes

cobrindo entre 38.1- 60% da area foliar.

2.3.2 Inoculacéo e avaliacdo das RILs no estadio V3

Para inoculagéo e avaliacdo no estadio V3, as sementes foram semeadas em vasos de
5L contendo 1/3 de substrato e 2/3 de solo, previamente adubado. Foi obtida a suspengéo
conidios conforme ja descrito no item 2.2. No entanto, as plantas foram inoculadas apés a
expansdo completa das folhas trifolioladas (estadio V3), que foram pulverizadas em ambas as
faces até o ponto de escorrimento. Apo6s 15 dias da inoculacdo foi realizada a avaliacdo das
plantas utilizando-se a escala de notas com nove graus de severidade proposta por Van
Schoonhoven; Pastor Corrales (1987): 1 - plantas sem sintomas da doenca; 2 - presenca de até
3% de lesdes; 3 - presenca de até 5% de lesGes foliares, sem esporulacdo do patégeno; 4 -
presenca de lesdes esporuladas cobrindo 10% da &rea foliar; 5 - presenca de varias lesoes
esporuladas entre 2 e 3 mm, cobrindo 10-15% da area foliar; 6 - presenca de numerosas lesdes
esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area foliar; 7 - presenca de
numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 20- 25% da éarea foliar; 8 -

presenca de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem entre 25-30% da
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area foliar, associadas a tecidos; e 9 - sintomas severos da doenca, resultando em queda
prematura de folhas e morte da planta.

2.4 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de todas as linhagens RILs e dos genitores foi realizada usando o
Mini Kit da Planta DNeasy (Qiagen, Estados Unidos), de acordo com as especificacdes do
fabricante. A concentracdo do DNA extraido foi aferida utilizando o equipamento Qubit
(Thermo Scientific®, Waltham, EUA). A integridade do DNA foi verificada por meio de

eletroforese em gel de agarose 1%.

2.5 Genotipagem de marcadores SNP e DArT
As amostras de DNA de 184 plantas RILs e os genitores foram enviadas para a
empresa Diversity Arrays Technology Pty. Ltd Yarralumia ACT. Canberra, Australia; sendo

genotipadas por meio da tecnologia DArT, conforme descrito por Kilian et al. (2012).

2.6 Andlise de associacdo em populacdo sob alto desequilibrio de ligacao

A andlise de associacdo foi realizada em uma populacdo de 184 linhagens
endogamicas recombinantes (RILS), que é caracterizada pelo alto desequilibrio de ligacédo
(DL).

Para a andlise de associacdo foi utilizado um modelo fixo e aleatério do modelo
Circulating Probability Unification - FarmCPU (Liu et al., 2016) no programa GAPIT (Wang
et al., 2021). Foi realizada a correcdo da estrutura da populacdo por PCA (Anélise de
Componentes Principais) e pela matriz de parentesco. Os graficos de Manhattan foram
gerados para 0s p-valores por meio do pacote ggman v 0.1.2 (Turner 2014). Todas as analises

foram realizadas no software R (R Development Core Team, 2015).

2.7 ldentificacéo de genes candidatos

A partir da identificacdo de dos marcadores DArTs e SNPs significativamente
associados (P < 0,05) a reacéo de resisténcia a raga 63-63 de P. griseola, foi realizada uma
busca por genes candidatos usando-se o Jorowse Phytozome v13.0 (Goodstein et al., 2012). A
anotacdo funcional para esses genes foi registrada a fim de inferir seu possivel papel em

conferir resisténcia a mancha angular.
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2.8 Andlise de variancia e Correlacao de Spearman

Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) para os estaddios V2 e V3, e foi
estimado o coeficiente de variacdo experimental (CV) das analises. A normalidade dos
residuos da ANOVA foi testada pelo teste Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965), na auséncia
de normalidade, os dados foram normalizados pela transformacdo Box-Cox (Box e Cox,
1964). Os efeitos das diferentes fontes de variagdo foram considerados significativos pelo
teste F quando p < 0,05. Foi estimada também a correlacdo de Spearman entre as linhagens

avaliadas no estadio V2 e V3, e a significancia pelo teste t de Student.

2.9 Indice de coincidéncia

As linhagens avaliadas nos estadios V2 e V3 foram classificadas com base em sua
capacidade de resistir a infeccdo por P. griseola. Linhagens com notas de severidade da
doenca entre 1 a 3 foram consideradas resistentes, enquanto linhagens com notas acima de 3
foram classificadas como suscetiveis. O Indice de coincidéncia (Cl) para a relacio entre as
avaliagdes em V2 e V3 foi estimado (Librelon et al., 2020).

Cl= (Numero de linhagens coincidentes*/ Numero total de linhagens) x 100

*onde: nimero de linhagens coincidentes refere-se as linhagens que apresentaram a

mesma reacdo a doenca (resistente ou suscetivel) quando avaliadas no estadio V2 e V3.

3. RESULTADOS

3.1 Andlise de variancia e fenotipagem das linhagens RILs.

O efeito dos genodtipos (p < 0,01) foi significativo, indicando a presenca de
variabilidade genética para reacdo das linhagens RILs a raca 63-63 de P. griseola nos dois
estadios avaliados. As estimativas dos coeficientes de variacdo foram de baixa magnitude para
as avaliagdes nos estadios V2 e V3, indicando uma boa preciséo experimental.

As 184 RILs avaliadas apresentaram notas médias de severidade 6,7 e 3,9 nos estadios
V2 e V3. As notas no estadio V2 foram mais severas, variando de 1 a 8,8. No estadio V3 as
notas foram menores variando de 1 a 7,3, o que refletiu nas estimativas de variancias cujo

valor foi menor para o estadio V3 (Tabela 1).
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Tabela 1 Estimativas das médias e variancias e dos coeficientes de varia¢do das notas
médias da severidade das 184 RILs avaliadas nos estaddios V2 e V3 do feijdo-comum

inoculadas com a raca 63-63 de P.griseola.

Estadios V2 V3
Média (LI-LS) 6,7 (1,0- 8,8) 3,95 (1,0 -7,3)

Variancia 7,53 4,11

CV (%) * 7,5 12,3

*CV: Coeficiente de variacdo experimental

A distribuicdo de frequéncia das notas de severidade das linhagens avaliadas nos
estadios V2 e V3 é apresentada na Figura 2. Uma maior distribuicdo das notas ocorreu no

estadio V2 (1-9), ou seja, a doenca foi mais severa nesse estadio (Figura 2).

40

RILs (%)
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Fig. 2 Distribuicdo de frequéncia das notas médias de severidade da mancha angular
(1-9) nos estadios V2 e V3 de desenvolvimento do feijao-comum das linhagens RILs obtidas
do cruzamento MAIII-16.159 x BRS Horizonte.

Foi observada a correlacdo significativa (rho= 0,77, p < 2.2¢-'®) entre linhagens

avaliadas no estadio V2 e V3, pelo teste t de Student.

Quanto & classificacdo das linhagens nos dois estddios de avaliacdo, 87% das
linhagens apresentaram a mesma classificacdo, ou seja, foram resistentes ou suscetiveis a
P.griseola em ambos os estadios. Cerca de 12% das linhagens foram suscetiveis em V2 e

resistentes em V3, e 1% suscetiveis em V3 e resistentes em V2 (Figura 3).
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Fig. 3 Porcentagem de coincidéncia das 184 linhagens RILs avaliadas nos estadios V2
e V3, de acordo com a classificacdo: resistente (R) e suscetivel (S). Coincidentes R-R:
linhagens resistentes nos estadios V2 e V3; Coincidentes S-S: linhagens suscetiveis nos
estadios V2 e V3; R-V2, S-V3: linhagens resistentes no estadio V2 e suscetiveis no estadio
V3; S-V2, R-V3: linhagens suscetiveis no estadio V2 e resistentes no estadio V3.

3.2 Analise do desequilibrio de ligacao
A extensdo, o decaimento do DL e a densidade de marcadores podem ser visualizadas
na Figura 1. O DL atinge 0.2 em aproximadamente 6 Mb, com 99.75% dos marcadores dentro

dessa extenséo (Figura 4).
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Fig. 4 Cada ponto nos graficos A e B representa a distancia entre dois marcadores. A
linha azul representa o decaimento do desequilibrio de ligacdo (DL) em todo o genoma (A) e
em uma janela de 7 Mb que representa o ponto em que o decaimento do LD atinge o ponto de
corte (B). O ponto de corte, r>= 0.2, estd indicado pela linha alaranjada (A e B).C —
Representacdo da densidade de marcadores ao longo da distancia.

3.3 Genotipagem de marcadores SNP e DarT

Foram gerados 14.018 marcadores DArTs e 9768 marcadores SNPs. Os 23.786
marcadores SNPs e DArTs foram filtrados retirando-se aqueles com call rate > 0,90, aqueles
que foram monomorficos nos genitores, bem como para alelos com menor frequéncia (MAF >
0,05). Foram selecionados 3575 marcadores para andlise de associacdo. Destes 941 foram
SNPs e 2634 foram silico Dart (DArT) (Tabela 2). O nimero médio de marcadores SNPs por
cromossomo foi 85, variando de 30 no cromossomo 9 a 139 nos cromossomos 6 e 7. Ja para
0os marcadores DArTs o ndmero médio por cromossomo foi de 239, variando de 97 no

cromossomo 5 a 472 no cromossomo 8 (Tabela 3).

Tabela 2- Filtros aplicados nos marcadores SNPs e DArTS

Marcador SNP DAIT
Total 9768 14018
MAF > 0,05 5282 11068
Call Rate > 0.90 2503 316
Monomorficos nos genitores 1042

Filtrados Totais 941 2634
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Tabela 3 - Distribuicdo de SNPs-DArT por cromossomos do feijdo-comum

NUmero de marcadores

Cromossomo SNP DArT
Pv01 88 205
Pv02 125 360
Pv03 69 224
Pv04 37 240
Pv05 48 97
Pv06 139 226
PvO7 139 245
Pv08 131 472
Pv09 30 159
Pv10 95 260
Pv1l 40 146
Total 941 2634

3.4 Analise de associacéo

Dois marcadores significativamente associados (p-valor < 0,01) a resisténcia a raga
63-63 de P. griseola foram identificados no estadio V2 e um marcador no estadio V3. Esses
marcadores apresentaram efeito negativo, ou seja, atuam na reducdo da severidade da doenca,
sendo que dois estdo localizados no cromossomo Pv08 e um no Pv04. (Tabela 4, Figura 5).
Os resultados foram visualizados por meio dos Manhattan plots e QQ plots (Figura 5).

Tabela 4 Marcadores associados a resisténcia a raca 63-63 de P.griseola nos estadios

V2 e V3 de desenvolvimento do feijdo-comum pela analise de associacdo das184 linhagens
RILs e 3575 marcadores SNPs e DArTSs.

Posicdo Fisica

Estaddio Marcador Cromossomo FDR! MAF* R? Efeito

(pb)
V2 dart3496 Pv04 900058 7,40E° 0,37 0,53 -1,10749
dart7825 Pv08 61962995 3,03E® 0,35 057 -1,08247
V3 dart7260 Pv08 45857418 1,90 0,49 0,44 -1,28181

'FDR: False Discovery Rate
*MAF: Minimum Allele Frequency

Na tabela 5 estdo apresentados os marcadores que apresentaram efeito negativo com
suas respectivas sequéncias de nucleotideos, que poderdo ser transformadas posteriormente
em marcadores Uteis para a identificacdo de locos responsaveis pela resisténcia a P.griseola

em outras linhagens.
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Tabela 5 Sequéncia de nucleotideos dos marcadores que apresentaram efeito negativo
associados a resisténcia a raca 63-63 de P.griseola nos estadios V2 e V3 de desenvolvimento
do feijao-comum pela anélise de associacdo das184 linhagens RILS.

Marcador Cromossomo Sequéncia de Nucleotideos

dart3496 Pv04 TGCAGCGATAGATACAAGAAAAACCCTACAAAAAAGAATC
ATAGCAGCAGAATTGAGCTTACACACCCA

dart7825 Pv08 TGCAGGGCAATATTTCAGAATCAATTTTCAACCTTGTCAACC
TTACTTATTTATCTCTGTCATGGAACA

dart7260 Pv08 TGCAGAATTACAAGTTTGTCAGATCTTAGCCATACATCATAAA
ATATTGTATAATCAAGTTACAGATCG
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Fig.5 Manhattan-plots e QQ plots para analises de associacdo usando 184 RILs obtidas do
cruzamento MAIII-16.159 x BRS Horizonte genotipadas com 3575 marcadores e avaliadas
guanto a reacdo a P. griseola nos estadios V2 (A) e V3 (B). O limite (linha verde) foi definido
pelo teste de Bonferroni (cutoff o = 0,05) e pelas 1.000 permutagdes.

3.5 Identificacdo de genes candidatos para resisténcia a Mancha angular.

Os marcadores que apresentaram efeito negativo foram localizados dentro e préximos
de genes relacionados com a resisténcia a patégenos do feijdo-comum (Valentini et al. 2017;
Nay et al.,2019). Os genes anotados baseados na posicao fisica dos marcadores significativos
que obtiveram um efeito negativo para o carater estdo descritos na Tabela 6. O marcador
dart7825 (Pv08) associado a resisténcia ao estadio V2 esta situado em uma regido do genoma

que codifica uma proteina de dominio de repeticéo rica em leucina (LRR).

Tabela 6 Anotacdo dos genes detectados baseados na posicdo fisica dos marcadores
significativos que obtiveram um efeito negativo para o carater.

Estadio Gene Marcador Cromossomo Anotacao do gene
Phvul.004G0094611 dart3496  Pvo4 Froteinacontendo repeticoes ricas
em leucina
- Dominio N-terminal de repeticdo
Phvul.008G277226.1 dart7825 Pv08 fica em leucina (LRRNT 2)

- ATPase de transporte de
xenobioticos / ATPase de

Phvul.008G142000.1 dart7260 Pv08 .
transporte de esterdides
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O marcador dart3496 (Pv04) também esta relacionado ao estddio V2 e estad
aproximadamente a 6,89Kb de uma regido que também codifica uma proteina de dominio de
repeticdo rica em leucina (LRR). Ja o marcador dart7260 relacionado ao estadio V3 também
no Pv08, estd em uma regido que codifica a enzima ATPase transportadora de xenobidticos.
Esta enzima pertence a familia das hidrolases, especificamente aquelas que atuam em
anidridos &cidos para catalisar o movimento transmembrana de substancias. Além disso, é

conhecida como uma enzima de resisténcia a toxinas (Thomas et al., 2000).

O marcador dart7825 é muito informativo pois estd dentro do gene que codifica a
proteina do receptor do dominio (LRR) em uma regido j& conhecida de resisténcia a mancha
angular. Os individuos que apresentaram a presenca do alelo na genotipagem assim como o
parental resistente MAIII-16.159 para o marcador dart7825 e dart3496no estadio V2,
apresentaram as notas de severidade mais baixas. Da mesma maneira, os individuos que
apresentaram auséncia do alelo, assim como o genitor suscetivel BRS Horizonte apresentaram

notas mais altas (Figura 6A e B).

Considerando o marcador significativo dart7260 no estddio V3, as linhagens
apresentaram uma variagdo maior na amplitude das notas. As linhagens que ndo apresentaram
presenca do alelo, assim como o genitor suscetivel BRS Horizonte apresentaram notas de

severidade da doenca mais altas (Figura 6C).
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s Wilcoxon, p < 2.2e-16 74 Wilcoxon, p < 2.2e-16

Wilcoxon, p < 2.2e-16
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(4

dart7825 dart3496 dart7260

Fig. 6 Boxplot mostrando que as linhagens com a presenca do alelo (1) apresentaram
as notas de severidade da mancha angular, significativamente, menores comparadas com
aquelas que ndo apresentaram a presenca do alelo (0), pelo teste de Wilcoxon (p = 2,2 E-16);
A) Marcador “dart7825” B) Marcador “dart3496” C) Marcador “dart7260”.

4. DISCUSSAO

O melhoramento visando a resisténcia a doencas é um desafio devido a natureza
genética dos caracteres. O conhecimento sobre 0s genes que estdo envolvidos na interacao
planta-patdgeno é fundamental para o desenvolvimento de estratégias eficazes de resisténcia
duravel. Para a identificacdo de locos associados a resisténcia a P.griseola foi utilizada uma
populacdo RILs derivada do cruzamento da linhagem MAIII-16.159 (resistente) com a
linhagem BRS Horizonte (suscetivel). Foi observada maior severidade da doenca no estadio
V2, comparada com as do V3 (Tabela 1). As estimativas de CV para os estadios V2 e V3
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foram de baixa magnitude, evidenciando a precisdo dos dados fenotipicos e confiabilidade nas
andlises de associagdo genotipica (Pereira et al.,2019).

As notas altas de severidade observadas nas plantas no estadio V2 para a mancha
angular, tem sido relatada por outros autores (Librelon et al. 2015; Almeida et al. 2021). Este
resultado favorece a selegdo realizada em casa de vegetacdo, no estddio V2, para 0s genes
responsaveis pela defesa da planta neste estadio. Assim como relatado por Padua et al. (2021),
a maioria das plantas selecionadas no estddio V2 também irdo apresentar a resisténcia no
estadio V3 (Figura 3). A avaliagdo no estadio V2 apresenta algumas vantagens como ser mais
pratica, com menor custo e mais rapida, podendo ser usada nos estagios iniciais de um
programa de melhoramento (Padua et al.,2021). Como podemos observar (Tabela 1) no
estddio V3 a média das notas de severidade foram menores. Este resultado evidencia que
outros genes de efeito menor estdo se expressando no estadio V3 e contribuindo para o
controle da doenca. O aumento da resisténcia no estadio mais avancado sugere o efeito de

“resisténcia de planta adulta” (Costa et al. 2006).

Muitos autores relatam que a heranga da resisténcia a P.griseola € quantitativa e
muitos locos associados a resisténcia tém sido identificados (Oblessuc et al., 2012, 2013,
2015; Keller et al., 2015; Perseguini et al., 2016; Bassi et al., 2017; Almeida et. al., 2021). No
trabalho de Pereira et al. (2015) a linhagem MAIII-16.159 apresentou nota de severidade da
doenca menor que trés para alguns isolados da raca 63-63, além disso, as analise genéticas
indicaram que além de genes menores, essa linhagem provavelmente também expressa uma

resisténcia genética completa ou vertical, como evidenciado no presente trabalho.

Normalmente, genes de efeito menor retardam a infecgdo, 0 crescimento e a
reproducdo de patdgenos e atuam principalmente em plantas adultas, mas ndo em plantulas
(Brun et al., 2010; Costa et al., 2006). Além disso, genes de planta adulta, sdo parciais e nao
especificos a uma raca (Burdon, Barrett, Rebetzke, & Thrall, 2014). Provavelmente diferentes
genes estdo atuando em diferentes estadios de desenvolvimento das plantas de feijao-comum,
como ja descrito por varios autores (Arruda, Bueno, Zamprogno, Lavorenti, & Urashima,
2005; Costa et al., 2006; Pereira, et al.,2019; Librelon, et al., 2020). No presente trabalho
foram identificados marcadores moleculares significativos em ambos os estadios de
desenvolvimento. Pereira et al. (2019) verificou alta correlacdo entre as notas de severidade

da mancha nas plantas avaliadas no estadio V3 e no campo, onde as avalia¢Ges séo realizadas



53

na planta adulta, sugerindo que apesar de diferentes genes atuarem em diferentes estadios de

desenvolvimento, existem alguns genes que atuam em ambos 0s estadios.

E oportuno lembrar que a linhagem MAIII-16.159 utilizada como genitor resistente é
oriunda do terceiro ciclo do programa de selecdo recorrente visando resisténcia a P.griseola
realizado na UFLA em parceria com a Embrapa (Amaro et al., 2007; Arantes; Abreu;
Ramalho, 2010). Este programa é desenvolvido desde 1998. A populacdo base foi obtida a
partir de cruzamentos no esquema dialelo circulante entre sete linhagens de gréos do tipo
Carioca e 10 fontes de resisténcia a mancha angular de diferentes classes comerciais,
incluindo cultivares de feijdo andino e mesoamericano (AN 512561, AND 277, Ouro Negro,
Compuesto Negro Chimaltenango, CAL 143, MAR 2, MAR 1, G5686, MA 4.137, e Jalo)
(Arantes; Abreu; Ramalho, 2010). O objetivo desse programa é acumular de forma gradual
alelos de resisténcia @ mancha angular de modo a obter resisténcia duravel (Arantes; Abreu;
Ramalho, 2010).

Para a mancha angular, j& foram identificados cinco locos responsaveis pela
resisténcia no feijdo-comum, denominados de Phg-1 a 5, e confirmados em vérias fontes de
resisténcia do feijdo-comum (Souza et al., 2016; Nay et al.,2019). Alguns desses locos ja
foram identificados e mapeados como responsaveis pela resisténcia a mancha angular em
algumas fontes de resisténcia (AND 277, Ouro Negro, MAR 2 e G5686) utilizadas neste

programa de selecdo recorrente (Nay et al., 2019).

No presente trabalho foram encontrados sete marcadores estatisticamente
significativos associados ao controle genético da resisténcia a mancha angular. Desses
marcadores, dois (dart3496 e dart7825) no Pv04 e Pv08 apresentaram efeito negativo no
estddio V2 e um (dart7260) no Pv08 no estadio V3. Portanto, locos responsaveis pela

resisténcia nos estadios V2 e V3 encontram-se no cromossomo Pv08.

O marcador dart7825 esta 61.76 Mpb da extremidade cromossomo Pv08. Portanto,
localizado no centro de varios marcadores que flanqueiam a regido responsavel pela
resisténcia a mancha angular no loco Phg-2. Ha relatos na literatura de varios genotipos de
feijdo-comum resistentes a P. griseola que apresentam o alelo Phg-2 (Gil et al., 2019; Gomes-
Messias et al., 2022). Ao analisar as linhagens que deram origem ao programa de selegéo
recorrente que originou a linhagem MAIII-16.159, podemos destacar a linhagem MAR 2. Esta
linhagem possui um unico gene cujo alelo dominante é responsavel pela resisténcia a raca 63-

39 de P. griseola. (Ferreira et al., 2000), sendo que, trabalhos posteriores mostraram que 0



54

loco Phg-2 é o responsavel pela resisténcia na MAR 2 (Nay et al.,2019). Este loco
provavelmente é o mais forte ja identificado associado a resisténcia a mancha angular. Outros
estudos indicam que as cultivares mesoamericanas, incluindo Cornell 49-242, G10474, BAT
332, e G10909 contém também o alelo Phg-2 (Nay et al., 2019). Este loco foi identificado
primeiramente na cultivar mesoamericana México 54 (Sartorato et al., 2000; Nay et al., 2019)
e posteriormente, também foi relatado na cultivar Cornell 49-242 (Caixeta et al., 2005).
Outro trabalho mostrou que a resisténcia a mancha angular nas cultivares México 54 e BAT
332 para a raca 63-39 € controlada por um Unico gene com o alelo dominante, também no
Pv08 (Namayanja et al.,2006). As linhagens G10474 e G10909 também apresentaram um
unico gene, cujo alelo dominante é responsavel resisténcia a raca 63-63 de P. griseola ligados
aos marcadores SCAR codominantes PF5 e PF9260 préximos ao loco Phg-2, respectivamente
(Mahuku, et al., 2004; 2011). Almeida et al. (2021) também identificou no estadio V3 um
marcador proximo ao loco Phg-2, na posicdo 59.27 Mpb utilizando a raca 31-31 de
P.griseola.

O mapa fisico desenvolvido usando informacdes de sequéncia obtidas de marcadores
moleculares ligados ao gene Phg-2 e aos principais alelos que controlam a resisténcia a
mancha angular em todas essas fontes, mostrou a presen¢a de um unico cluster de genes no
Pv08 (Schmutz et al., 2014). O loco Phg-2 é um dos cinco locos de resisténcia reconhecidos
pelo Comité de Genética BIC (Souza et al.,2016). Este loco estd localizado no Pv08, no
intervalo entre 61.87 e 62.14 Mpb (Lobaton et al., 2018; Gil et al., 2019). Sendo assim,
podemos concluir que as posigdes fisicas conhecidas desses marcadores sugerem que 0S genes
de resisténcia a mancha angular nessas linhagens e na linhagem MAIII-16.159 sdo alelos
de Phg-2 da linhagem México 54, ou podem representar diferentes genes dentro de um cluster
genético de resisténcia (Nay et al., 2019). Portanto, existe um importante cluster de genes de
resisténcia na extremidade final do cromossomo Pv8 de feijoeiro (Meziadi et al., 2016; Gil et
al., 2019).

Lobaton et al., (2018), identificaram alguns marcadores ligados ao loco Phg-2, um
exemplo € o marcador ALSChr08 CT_ 57798588 que mostrou especificidade superior,
marcando no cromossomo 8 ndo apenas a fonte de resisténcia G10474, mas também a G4691,

podendo ser usado na selecéo assistida por marcadores (MAS).

A anotacdo génica do marcador dart7825 revelou que ele esta situado na regido

gendmica do gene Phvul.008G277226 que codifica para uma proteina que contém em sua


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/G10474
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/G10909
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estrutura dominios de repeticdes ricas em Leucina, classe LRR (Nucleotide Binding Site-
Leucine Rich Repeats), Os dominios LRR séo considerados receptores imunoldgicos na
deteccdo de moléculas efetoras produzidas por patdgenos e, consequentemente, desencadeiam
respostas de defesa em plantas (Padmanabhan; Cournoyer; Dinesh-Kumar, 2009) Os
dominios LRR controlam vérias vias de transducdo de sinal que levam a divisdo celular,
diferenciacdo celular, resposta imune e patogénica, defesa contra patdgenos, simbiose,
desenvolvimento de plantas, orientacdo do tubo polinico e direcionamento do O6vulo
(Chakraborty et al., 2019) Esses dominios reconhecem efetores de patdgenos. A ativacdo de
moléculas responsaveis por esse reconhecimento eleva a expressdo do gene de defesa e o
acumulo do fitohormdnio &cido salicilico (SA), o que resulta em reprogramagcao transcricional
gue mediam as respostas imunes (Ngou et al.,2021). Gil et al. (2019) realizando o
mapeamento na regido do loco Phg-2 no Pv08 identificou dois clusters de genes LRR
altamente relacionados, sendo os melhores genes candidatos paraPhg-2. Os autores
mapearam uma regido de 409 Kpb e identificaram 70 genes sendo que 14 s&o anotados para
abrigar dominios LRR, sendo um desses genes o Phvul.008G277226 o mesmo identificado no
presente trabalho. Os autores também utilizaram o isolado da raca 63-63 de P. griseola para a

realizacdo dos experimentos (Gil et al., 2019).

No estddio V3 também foram identificados dois marcadores significativos no
cromossomo Pv08. O marcador dart7260 no Pv08 na posicdo 45,85 Mb, apresentou efeito
negativo e explica cerca de 44% da variacdo. Embora o marcador ndo esteja tdo proximo da
regido gendmica do alelo Phg-2, ele explica grande parte da variacdo fenotipica em V3. Na
analise fenotipica, a correlacdo de Spearman entre V2 e V3 foi de 77% e a coincidéncia entre
resistentes e suscetiveis foi de 87%. Outros trabalhos também identificaram um bom grau de
coincidéncia em diferentes estadios de desenvolvimento do feijoeiro quanto a resisténcia a
mancha angular (Librelon et al., 2015; Pereira et al., 2019; Librelon et al.,2020; Padua et al.,
2022). Almeida et al. (2021) identificaram dois marcadores muito proximos, responsaveis
pela resisténcia em V2 e V3, em Pv01, sugerindo assim 0 mesmo controle do carater nos dois

estadios.

No estadio V2 o marcador significativo dart3496, localizado no cromossomo Pv4, esta
localizado no loco de resisténcia @ mancha angular denominado Phg-3 encontrado na cultivar
Ouro negro (Nay et al.,, 2019). Esta cultivar de feijio comum contém os alelos Co-3*
(Valentini et al. 2017) e Phg-3 que conferem resisténcia a antracnose e a mancha angular,

respectivamente, e estdo fortemente ligados no cromossomo Pv04. Gongalves-Vidigal et al.
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(2013) realizaram uma analise de co-segregacdo que revelou que Co-3* e Phg-3 foram
herdados juntos, conferindo resisténcia as ragas 7 e 73 de C. lindemuthianum e a raca 63-39
de P. griseola. A linhagem G10909 além de apresentar marcadores ligados ao loco Phg-2 no
Pv08 também apresentou um marcador (Pv-gaat001) ligado ao loco Phg-3 (Mahuku et al.,
2011). Esse loco é responsavel por conferir resisténcia a pelo menos 21 ragas de C.
lindemuthianum e sete racas de P. griseola, incluindo a racga altamente virulenta 63-63 (Nay et
al., 2019). Alguns estudos séo consistentes com a existéncia de um cluster génico de
resisténcia na extremidade do cromossomo Pv04 (Gongalves-Vidigal et al., 2013; Murube et
al.,2019). A cultivar Ouro Negro também é uma das cultivares genitoras da linhagem MAIII-
16.159. Apesar desse marcador (dart3496) ser significativo apenas no estadio V2, ele
representa um loco importante para a resisténcia, uma vez que apenas 1% das linhagens que
foram resistentes na avaliagdo no estadio V2 foram suscetiveis no estadio V3 (Figura 5).
Portanto, evidencia-se a importancia de se avaliar a resisténcia expressa em estadios precoces

de desenvolvimento do feijoeiro.

No programa de selecdo recorrente para resisténcia a mancha angular a selecdo de
plantas resistentes sempre foi realizada em campo, onde ha uma maior expressdo de genes
quantitativos (Arantes; Abreu; Ramalho, 2010). Entretanto, na busca pela resisténcia duravel
é importante que sejam fixados alelos de genes de resisténcia a P.griseola que se expressem
nos diferentes estadios de desenvolvimento da planta, bem como aqueles que se expressam
em ambos os estadios. Portanto, sugere-se que a avaliacdo da severidade da mancha angular
seja realizada em ambos os estadios por meio de inoculacgdo artificial do patdgeno em casa de
vegetacdo (Librelon et al., 2021). Dessa forma, o ganho genético com a selecdo pode ser
incrementado por meio da reducdo por unidade de tempo de cada ciclo de selecdo recorrente
(Pereira et al., 2019; Librelon et al., 2020; Padua et al., 2021).

Os alelos responsaveis pela resisténcia identificados na linhagem MAIII-16.159
evidenciam a importancia e o sucesso de um programa de selecdo recorrente. A selecdo
recorrente permite que a cada geracdo de cruzamento ocorram recombinacGes e acumulo de
alelos favoraveis que estdo em diferentes genitores. Além disso, genes de resisténcia de
plantas estdo, em sua grande maioria, em regides teloméricas e subtelébmericas onde séo
pontos quentes de recombinagdo intercromossémica (Meziadi et al., 2016). Estratégias de
melhoramento que facilitem a recombinacao entre os individuos ao longo do processo seletivo
facilitardo o acumulo de alelos favoraveis distribuidos em diferentes fontes de resisténcia a

doencas, contribuindo sobremaneira para a resisténcia duravel. Nesse estudo utilizamos o
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isolado da raga 63-63 de P.griseola, sendo esta raca considerada a mais agressiva e frequente
no Brasil (Pereira et al.,2019; Nay et al., 2019). Estudos sobre a heranca apresentada pela
linhagem MAIII-16.159 a isolados de diferentes racas de P.griseola sdo importantes para

trabalhos posteriores.

Neste estudo, elucidamos a heranga da resisténcia a mancha angular na linhagem de
feijoeiro MAIII-16.159 e estabelecemos a relacdo genética entre os alelos de resisténcia ja
mapeados para a mancha angular. Os marcadores significativos deste trabalho poderdo ser
usados no melhoramento de plantas para selecéo de linhagens resistentes. Os alelos dos genes
de resisténcia identificados na linhagem MAIII-16.159 ndo estdo normalmente em gendtipos
de feijoeiro adaptados para o Brasil. A linhagem MAIII-16.159 é uma linhagem adaptada, de
grdos tipo carioca, atendendo ao padrdo de qualidade comercial exigido pelo mercado
consumidor brasileiro e com alto potencial produtivo. Essa linhagem é oriunda de cultivares
comerciais que ja passaram por um extenso processo de adaptacdo (Arantes et al., 2010).
Portanto, podera ser usada como fonte de resisténcia para programas de melhoramento de
feijdo carioca, bem como para outros grupos comerciais de graos, como feijao preto e feijdo
vermelho, por meio de retrocruzamentos ou em programas de sele¢do recorrente visando a
piramidacéo de genes de resisténcia & mancha angular com resisténcia durével contribuindo

para uma agricultura sustentavel.

5. CONCLUSAO
A linhagem MAIII-16.159 possui alelos de efeito maior localizados nos cromossomos
Pv08 e Pv04, responsaveis pela resisténcia a P. griseola em ambos os estadios V2 e V3 de

desenvolvimento do feijdo-comum.
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