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RESUMO

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum, é uma das principais doencas
que acometem a cultura do feijoeiro, podendo reduzir drasticamente a producdo, em condicdes
adequadas ao desenvolvimento do patégeno. Sob a perspectiva do hospedeiro, o controle genético
da doenca apresenta o envolvimento de varios locos independentes, organizados em conjuntos
complexos, conferindo resisténcia a ragas especificas do patdgeno. Entretanto, expandir o
conhecimento dos genes encontrados nestes locos e entender seu modo de acéo nas vias de resposta
da planta hospedeira ao patdgeno consiste em uma importante estratégia no estudo desse
patossistema. Diante do exposto, 0s objetivos dessa pesquisa consistiram em: i) Obter e avaliar os
perfis transcricionais de plantas de feijdo, tanto em interagcdo compativel, quanto incompativel com
isolado da raga 65 de C. lindemuthianum, por meio de RNA-seq, em diferentes tempos de infecgéo;
e ii) Identificar, classificar e caracterizar a familia génica RLK-LRR de Phaseolus vulgaris,
avaliando também seu perfil de expressdo em resposta a infecgdo por C. lindemuthianum, por meio
de andlises in silico. Para atingir o primeiro objetivo, 12 bibliotecas de RNA foram sequenciadas, e
foi possivel observar um rearranjo transcricional em ambas as cultivares apés a infeccdo com o
patdgeno. Na resistente, ressalta-se o papel dos genes relacionados ao reconhecimento, como
aqueles que codificam proteinas quinases e NB-LRRs; genes relacionados a defesa, como os genes
de patogénese MLP; e, genes relacionados com a sintese de novos carboidratos, envolvidos com o
remodelamento da parede celular. As vias de sinalizacdo de glicerolipideos, fenilpropandide e do
acido linoleico foram associadas com a resposta de resisténcia do gendtipo resistente. Por outro
lado, no gendtipo suscetivel, a sinalizacdo mediada por auxina e a expressdo de genes relacionados
ao processamento e transporte de agUcares tiveram destaque. Pode-se verificar maior conexao entre
0S genes associados a resisténcia em redes de co-expressao génica. Com isso, considerando a
especificidade do controle genético da resisténcia em patossistemas envolvendo diferentes racas,
este trabalho apresenta um panorama de resposta a raga 65, tdo relevante no cenario econémico de
producédo da cultura do feijoeiro no Brasil. Quanto ao estudo da familia PvRLK-LRR, foi analisado
todo o genoma de P. vulgaris, permitindo a identificacdo e classificacdo de 230 PvRLK-LRRs em
15 subfamilias diferentes. As analises de estruturas génicas, dominios conservados e motivos foram
realizadas e sugeriram uma organizacdo e composicao estrutural consistente de proteinas de uma
mesma subfamilia. Os genes PVRLK-LRR encontraram-se distribuidos entre os 11 cromossomos
da espécie, incluindo regides de proximidade com marcadores de resisténcia a antracnose. Pode-se
notar a importancia dos eventos de duplicacdo na expansdo dessa familia génica, resultante,
principalmente, de selecdo estabilizadora. Também foi realizada a analise das regiGes promotoras,
que deu destaque aos elementos cis associados a resposta da planta ao estresse bidtico. Com relagdo
ao padrdo de expressdo de PVRLK-LRRs em resposta a infeccdo por C. lindemuthianum, foi
possivel destacar varios genes diferencialmente expressos nesta subfamilia. Nossas analises
permitiram profunda caracterizacdo estrutural e funcional do PvRLK-LRRs, e a sua participacao
direta nos mecanismos de resisténcia a antracnose.

Palavras-chave: Antracnose. Feijdo comum. Genes diferencialmente expressos. Resisténcia.



ABSTRACT

Anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum lindemuthianum, is one of the main diseases
that affect the common bean crop, which can drastically reduce production, under conditions
suitable for the development of the pathogen. From the perspective of the host, the genetic
control of the disease involves the involvement of several independent loci, organized in
complex sets, conferring resistance to specific races of the pathogen. However, expanding the
knowledge of the genes found at these loci and understanding their mode of action in the
response pathways of the host plant to the pathogen is an important strategy in the study of this
pathosystem. In view of the above, the objectives of this research consisted of: i) Obtaining and
evaluating the transcriptional profiles of bean plants, both in compatible and incompatible
interaction with isolate of race 65 of C. lindemuthianum, by means of RNA-seq, in different
infection times; and ii) Identify, classify and characterize the RLK-LRR gene family of
Phaseolus vulgaris, also evaluating its expression profile in response to infection by C.
lindemuthianum, through in silico analyses. To achieve the first objective, 12 RNA libraries
were sequenced, and it was possible to observe a transcriptional rearrangement in both cultivars
after infection with the pathogen. In resistant, the role of genes related to recognition is
highlighted, such as those that encode protein kinases and NB-LRRs; defense-related genes
such as MLP pathogenesis genes; and, genes related to the synthesis of new carbohydrates,
involved in cell wall remodeling. Glycerolipid, phenylpropanoid and linoleic acid signaling
pathways were associated with the resistance response of the resistant genotype. On the other
hand, in the susceptible genotype, auxin-mediated signaling and the expression of genes related
to the processing and transport of sugars were highlighted. A greater connection between
resistance-associated genes can be seen in gene co-expression networks. Therefore, considering
the specificity of the genetic control of resistance in pathosystems involving different races, this
work presents an overview of the response to race 65, which is so relevant in the economic
scenario of bean crop production in Brazil. As for the study of the PvRLK-LRR family, the
entire genome of P. vulgaris was analyzed, allowing the identification and classification of 230
PVRLK-LRRs in 15 different subfamilies. Analyzes of gene structures, conserved domains and
motifs were performed and suggested a consistent structural organization and composition of
proteins from the same subfamily. The PvRLK-LRR genes were distributed among the 11
chromosomes of the species, including regions close to anthracnose resistance markers. One
can note the importance of duplication events in the expansion of this gene family, mainly
resulting from stabilizing selection. An analysis of the promoter regions was also carried out,
which highlighted the cis elements associated with the plant's response to biotic stress.
Regarding the expression pattern of PvRLK-LRRs in response to C. lindemuthianum infection,
it was possible to highlight several differentially expressed genes in this subfamily. Our
analyzes allowed deep structural and functional characterization of PvRLK-LRRs, and their
direct participation in the mechanisms of resistance to anthracnose.

Keywords: Anthracnose. Common bean. Differentially expressed genes. Resistance.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € considerado um dos maiores produtores mundiais de feijdo (CONAB-

Companhia Nacional de Abastecimento e Pecuéria, 2022). Apesar de seu destaque na producao
da cultura, o pais apresenta condi¢cBes climaticas caracteristicas de regides tropicais e
subtropicais, que favorecem o desenvolvimento de fitopatdgenos, causadores de doencas que
resultam em danos expressivos na producdo, como a antracnose. Causada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum, a doenca afeta a qualidade dos graos e vagens, e pode causar,
sob as condicOes adequadas ao desenvolvimento do patdgeno, perdas de até 100% em lavouras
plantadas com cultivares suscetiveis (MOHAMMED, 2013; PADDER et al., 2017).
O controle da antracnose pode ser feito de modo integrado, e com carater preventivo, aliando
praticas culturais, quimicas e genéticas, sendo esta ultima, realizada a partir do uso de cultivares
resistentes. Destaca-se por ser um método eficiente e econdmico, embora desafiador, dada a
grande variabilidade de viruléncia do patégeno, o que torna a resisténcia uma caracteristica
efémera (RAVA; SARTORATO, 1994). Alem da variabilidade identificada em diferentes racas
fisioldgicas, estudos sugerem alta variabilidade patogénica dentro dos isolados de uma mesma
raca. A raga 65, por exemplo, se destaca por ser uma das mais frequentes no Brasil, por sua
ampla distribuicdo, alta patogenicidade, e elevado numero de isolados diferentes, o que
caracteriza sua variabilidade (COELHO et al., 2016; DAVIDE; DE SOUZA, 2009;
ISHIKAWA; DE SOUZA; DAVIDE, 2008).

Sabe-se que a resisténcia do feijoeiro ao C. lindemuthianum €é predominantemente
vertical, sendo descrita pelo modelo gene-a-gene (FLOR, 1971). Neste contexto, mais de 20
locos Co, mapeados em 10 de seus cromossomos e de efeitos independentes, ja foram
identificados em diferentes cultivares (VIDIGAL FILHO et al., 2020). O mapeamento de
alguns desses locos revelou a presenca de genes independentes e de genes ligados, organizados
em conjuntos complexos, conferindo resisténcia a racas especificas (FERREIRA; CAMPA,;
KELLY, 2013). Em adi¢do ao carater qualitativo, ja foram mapeados alguns locos quantitativos
para resisténcia a antracnose (FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; MUNGALU et al., 2020;
PERSEGUINI et al., 2016; SHI et al., 2011; ZUIDERVEEN et al., 2016).

A especificidade dos locos ndo se restringe somente a diferentes ragas, mas também a
isolados de uma mesma racga. Nesse sentido, doze genes independentes, de efeito duplicado,
foram relacionados ao controle genético da antracnose para seis isolados da raca 65 (Cl 1614,
Cl 1532, C1 1610, C1 1740, Lv 134, Lv 238 e Lv 145) (COSTA et al., 2017). Vieiraet al. (2018),
utilizando marcadores do tipo SCAR, associaram 0s locos Co-4, Co-5 e Co-6 a resisténcia a
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essa raca. Costa et al. (2021) identificaram diferentes locos controlando a resisténcia a
diferentes isolados da raga 65 no grupo de ligacdo Pv04. Além desse cromossomo, estudos de
mapeamento associativo identificaram locos de resisténcia a raca 65 nos cromossomos Pv01,
Pv05, Pv10e Pv1ll (COSTA, 2021; OBLESSUC; FRANCISCO; MELOTTO, 2015; VIDIGAL
FILHO et al., 2020).

Embora ja se tenha informacdo de varios locos associados a resisténcia do feijoeiro a
antracnose, conhecer 0s genes presentes nesses locos e seus respectivos modos de agao nas vias
de resposta da planta hospedeira ao patdgeno torna-se essencial para o entendimento do
processo de resisténcia. Nesse sentido, genes que codificam proteinas quinases (PK) e proteinas
com dominios de ligacdo a nucleotideos e repeti¢cdes ricas em leucina (NB-LRR) tém sido
associadas, por marcadores moleculares, aos locos de resisténcia a antracnose (BISNETA;
GONCALVES-VIDIGAL, 2020; CHEN et al., 2017). Proteinas dessas duas classes, PK e NB-
LRR, séo caracterizadas por atuarem, respectivamente, no reconhecimento de padrdes
moleculares e de efetores dos patégenos, dando inicio a sinalizacdo que precede uma série de
mecanismos de defesa que irdo agir em prol da planta (ANDERSEN et al., 2018).

A validacdo de genes putativos in vivo é de extrema importancia, uma vez que elucida
0s mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia/suscetibilidade do
patossistema feijoeiro-antracnose. Com essa finalidade, estudos transcricionais tém sido
desenvolvidos para diferentes ragas de C. lindemuthianum. Borges et al. (2012), Oblessuc et al.
(2012), Padder et al. (2016), desvendaram perfis transcricionais da planta em resposta a raca
73. Alvarez-Diaz et al. (2022) realizaram analise de amplo espectro para as racas 100 e C531.
Fontenelle et al. (2017) concentraram esforgos em estudos sobre a raga 89. Silva et al. (2021)
deram inicio aos estudos de expressdo génica para a raca 65, avaliando o padrdo de dez genes
previamente relatados na literatura para outras racas.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com os seguintes objetivos: i) Obter
e avaliar, em diferentes tempos de infecgéo, os perfis transcricionais de plantas de feijdo em
interacdo compativel e incompativel com a raga 65 de C. lindemuthianum, por meio de RNA-
seq; e ii) ldentificar, classificar, e caracterizar a familia génica RLK-LRR de P. Vulgaris,

avaliando também seu perfil de expressdo em resposta a infecgdo por C. lindemuthianum.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijoeiro

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) consiste em um dos principais alimentos
consumidos em todo mundo, sobretudo em paises em desenvolvimento da América do Sul,
América Central e Sudoeste da Africa. Tal consumo pode ser associado ao fato do feijdo ser
um alimento que ndo requer processamento industrial, e por seus grdos fornecerem boas
quantidades de proteinas e carboidratos, além de minerais, fibras, tiamina, folato e fitoquimicos,
com propriedades analgésicas e neuroprotetoras (BLAIR et al., 2013; CASTRO-GUERREIRO
etal., 2016; DE RON et al., 2016; JHA et al., 2015).

A domesticacdo da cultura aconteceu ha aproximadamente 8.000 anos no México
Central e América do Sul, independentemente. Esses eventos individuais culminaram em dois
grandes pools génicos resultantes de dois centros de origem, 0 Mesoamericano, que Se estendia
do Norte do México a Colémbia, e 0 Andino, propagado principalmente do Peru a Argentina.
Ha cerca de 500 anos, o feijdo de ambos os pools génicos, foi trazido aos paises ibero-
americanos e, em seguida, distribuido aos outros continentes (GEPTS, 1998; RODRIGUEZ et
al., 2016; SANTALLA; DE RON; DE LA FUENTE, 2010).

No Brasil, além da importancia nutricional, a cultura do feijoeiro apresenta também
importancia socioeconémica. Historicamente, a espécie era cultivada por um vasto contingente
de pequenos produtores, com o foco em agricultura de subsisténcia. Com o passar dos anos e
com o crescimento tecnoldgico, passou a ser interessante também para grandes produtores,
sendo atualmente um pilar critico da economia do pais (CARNEIRO; PAULA JUNIOR;
BOREM, 2015; GANASCINI et al., 2019).

Atualmente, o Brasil se destaca por ser um dos maiores produtores mundiais de feijao,
com estimativa de producdo de cerca de 3.046,8 mil toneladas em uma area de 2.854,9 mil
hectares no periodo de 2021/2022 (CONAB - Companhia Nacional de Abastecimento e
Pecuaria, 2022). A cultura esta presente em praticamente todos os Estados brasileiros, sendo o
Parana, Minas Gerais, Goias, Bahia e Sdo Paulo, os maiores produtores (em mil toneladas),
respondendo por 68,7 % do total produzido no pais (LSPA/IBGE- Levantamento sistematico
da producéo agricola: Progndstico da producéo agricola, 2020). Embora o Brasil tenha lugar de
destaque na producgdo dessa leguminosa, o pais ainda depende de importacdo para suprir sua
demanda interna de consumo, principalmente de feijdo preto comum. Essa importacdo é feita a
partir de paises como Argentina, China e Bolivia (GANASCINI et al., 2019).
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O ciclo de desenvolvimento curto do feijdo, assim como a demanda continua que essa
leguminosa possui no hébito alimentar da populacgéo brasileira, viabilizam o seu cultivo em trés
safras ao longo do ano, com trés épocas distintas de plantio. A primeira, popularmente
conhecida como “safra das aguas”, tem sua janela de semeadura entre 0s meses de agosto a
dezembro; na segunda, denominada “safra da seca”, os graos podem ser semeados entre janeiro
e abril, dependendo da regido; e a terceira, correspondente a “safra de inverno”, tem o seu
plantio entre os meses de maio a julho (CONAB- Companhia Nacional de Abastecimento e
Pecuaria, 2022). Nesta Ultima safra, por tratar-se de uma época de precipitacdo desfavoravel,
faz-se necessario o uso de irrigacdo. Tal préatica, aliada as tecnologias avancadas e ao uso de
sementes de cultivares melhoradas, tém possibilitado a obtencdo dos maiores indices de
produtividade do pais, principalmente na regido do Cerrado Brasileiro (SILVA; WANDER,
2013).

Como exposto, o feijoeiro pode ser cultivado durante o ano inteiro, sob diferentes
sistemas de producéo e por todo o territério brasileiro, por sua vez, caracterizado por ampla
diversidade de ecossistemas. Sendo assim, € natural que a cultura seja exposta a diversos fatores
gue causam instabilidade a sua producdo, incluindo a ocorréncia de doencas flngicas
(CARNEIRO; JUNIOR; BOREM, 2015; GOUVEIA et al., 2017; KARAVIDAS et al., 2022).
Dessa forma, torna-se imprescindivel o investimento em pesquisas que contribuam para

prevencao e tratamento, visando evitar perdas no cultivo desse gréo.

2.2 Antracnose no feijoeiro

A antracnose € uma doenca economicamente relevante para a cultura do feijoeiro, visto
que pode levar a depreciacdo do produto final, e até mesmo, a perdas significativas da lavoura,
guando combinadas sementes contaminadas para o plantio, genotipos suscetiveis, e condicdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento do patégeno (MOHAMMED, 2013; PADDER et
al., 2017). Essas condicdes, por sua vez, incluem alta umidade (92-100%) e temperaturas
amenas, variando de 18 a 22°C (KIMATI et al., 1997).

Devido ao seu carater cosmopolita, a doenga pode ser observada em praticamente todas
as regides onde o feijoeiro seja cultivado. Sobretudo, maiores indices de ocorréncia sdo
relatados em regides tropicais e subtropicais da América Latina, Africa Central e Oriental,
muito em funcdo das condicGes climéticas favoraveis ao seu desenvolvimento (MIKLAS et al.,
2006). No Brasil, a antracnose ocorre na maioria dos Estados produtores, prevalecendo em
Minas Gerais, Parana, Sdo Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (VIERA, 2005). Embora
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0 patogeno tenha o potencial de infectar a lavoura durante as trés épocas de cultivo, estudos de
analise temporal mostram maior ocorréncia na safra das aguas, pela formag&o de um microclima
favoravel (LOBO-JUNIOR, 2014).

O patdgeno Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib, agente etioldgico
da doenca, € caracterizado por ser um fungo hemibiotrdfico intracelular, que se reproduz
assexuadamente, produzindo conidios hialinos, unicelulares e cilindricos (KIMATI et al.,
1997). O processo infeccioso inicia-se a partir da aderéncia e germinacdo dos conidios na
superficie da planta. A germinacdo inicia-se com a emissdo de um tubo germinativo que,
posteriormente, diferencia-se em apressorio. Destas estruturas, exteriorizam-se as hifas de
penetracdo, as quais conduzem a invasdo direta da cuticula e epiderme (O’CONNELL;
BAILEY; RICHMOND, 1985) e apds a invasdo das hifas primarias, as células penetradas se
mantém, inicialmente, vivas. Nesse periodo, também conhecido como fase biotréfica, a
membrana plasmatica e o protoplasma da célula vegetal se expandem e invaginam em torno da
vesicula infectiva e da hifa. Na medida em que as hifas do patdgeno se ramificam intra e
extracelularmente nos tecidos do hospedeiro, a membrana plasmatica perde a integridade,
ocorrendo o rompimento das células vegetais, caracterizando-se, assim, a fase necrotréfica
(O’CONNELL; BAILEY; RICHMOND, 1985). Células necréticas aparecem em folhas de
feijdo 72-96 horas apds a infeccdo quando em interacdo compativel com a raca do fungo
(OBLESSUC et al., 2012; SKIPP; DEVERALL, 1972). Nessa ultima fase, os sintomas
macroscopicos da doenca comecam a ser visualizados.

Os sintomas podem aparecer em todos os estadios de crescimento da planta, podendo
ser observados, em geral, a partir do sexto dia apés a infeccdo, atacando folhas, caules, ramos,
vagens e sementes (CHAVES, 1980). Os primeiros sinais da infec¢do aparecem na superficie
inferior das folhas, ao longo das nervuras, com coloracao variando do vermelho-alaranjado a
purpura, espalhando-se, posteriormente, para a superficie superior. No peciolo e nas vagens é
comum o desenvolvimento de lesdes na forma de cancros, de tamanhos variados, delimitadas
por um anel preto, com borda laranja-avermelhada (MOHAMMED, 2013; PAULA JUNIOR;
ZAMBOLIN, 2006). A partir das vagens, o fungo pode atingir os cotilédones e o tegumento da
semente em desenvolvimento. As sementes infectadas caracterizam-se, frequentemente, por
serem descoloridas e com lesdes na forma de cancros (MOHAN; BIANCHINI; MENEZES,
1989).

Duas fontes principais caracterizam os mecanismos de propagacao da doenga. A fonte
priméaria de indculo, do ponto de vista epidemioldgico, consiste nas sementes contaminadas.

Essas sdo responsaveis pela disseminacgéo a longas distancias, podendo o fungo sobreviver entre
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safras por meio de micélio dormente, no interior do tegumento de sementes, ou ser transportado
por regides ou paises diferentes. J& a fonte secundéria caracteriza a propagacdo da doenca a
curtas distancias, a partir da disseminacao de esporos por respingo de chuva, insetos, animais,
acao humana, ou por implementos agricolas que entram em contato com plantas infectadas
(FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; PADDER et al., 2017; RAVA; SARTORATO, 1994).
O controle da doenca deve ser feito de modo preventivo e integrado, aliando controle
quimico, como a aplicacao de fungicidas, boas préaticas culturais, como rotacao e eliminacédo de
restos de cultura, e controle genético, a partir do uso de cultivares resistentes. A utilizacdo de
fungicidas, como controle quimico, por sua vez, encarece a producdo, além de ser nocivo a
salde e ao meio ambiente. O uso de cultivares resistentes consiste em um metodo eficiente, por
ser econdmico e seguro. Entretanto, a complexidade que envolve a variabilidade patogénica
desses fungos dificulta tanto a obtencdo quanto a duracdo de tais cultivares na condicdo de
resisténcia (MOHAMMED, 2013; PADDER et al., 2017; RAVA; SARTORATO, 1994).

2.3 Variabilidade patogénica de C. lindemuthianum

O fungo C. lindemuthianum apresenta ampla variabilidade genética e patogénica, o que
implica em sua capacidade de causar doenga em diferentes cultivares. Essa variabilidade reflete
as diferentes racas fisiologicas do patégeno (PADDER et al., 2017).

Barrus (1911) realizou o primeiro estudo a respeito dessa variabilidade. Na ocasido, ele
observou o comportamento diferencial de cultivares de feijao quando inoculadas com dois
isolados provenientes de diferentes regides produtoras, posteriormente, denominados como alfa
e beta. A partir de entdo, véarias racas patogénicas comecaram a ser relatadas,
independentemente, em todo mundo, sendo classificadas por cddigos locais, dificultando por
muito tempo a troca de informacgdes (MELOTTO; KELLY, 2000).

Para facilitar o intercambio de informacdes e permitir a comparacdo dos resultados de
estudos realizados por diferentes pesquisadores, foi proposta por Pastor-Corrales (1991), e
aprovada na Primeira Reunido Latino-Americana da Antracnose do Feijoeiro, realizada no
CIAT (Cali, Colémbia), uma metodologia padronizada para classificar as ragas do patdgeno
quanto a sua viruléncia, a qual ¢ utilizada até os dias atuais. A classificacao se da pela aplicacédo
de um sistema binario (HABGOOD, 1970), sob um conjunto de 12 cultivares diferenciadoras
de feijdo, que inclui representantes do pool génico mesoamericano e andino (TABELA 1), de
modo que a designacdo de uma raca seja obtida pela soma dos valores numéricos de cada
cultivar diferenciadora que é suscetivel a essa raca (RAVA; PURCHIO; SARTORATO, 1994).
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Por exemplo, a raga 65 é assim designada por sua reacdo de viruléncia as cultivares Michelite

e México, que apresentam o sistema binario 2° e 2°, respectivamente.

Tabela 1- Cultivares, principal alelo de resisténcia, sistema binario e valor de cada cultivar
utilizada na identificacdo de ragas de Colletotrichum lindemuthianum. MA,
corresponde ao pool génico Mesoamericano e A, ao Andino.

Cultivares em A Alelos de Sistema Nome
... Pool génico P o (NUmero)
ordem de utilizacéo Resisténcia Binario
da Raca
Michelite MA Co-11 20 1
Dark Red Kidney A Co-1 21 2
Perry Marrow A Co-13 22 4
Cornell 49-242 MA Co-2 23 8
Widusa A Co-1° 24 16
Kaboon A Co-1? 2° 32
México MA Co-3 28 64
P1207262 MA Co-43, Co-9/Co-3? 27 128
TO MA Co-4 28 256
TU MA Co-5 2° 512
AB 136 MA Co-6, co-8 210 1024
-42 _52 -
G 2333 wa OO FOT 0 ot 2048

Fonte: Adaptado de CIAT (1990).

Ainda utilizando o conjunto de cultivares diferenciadoras é possivel calcular o indice de
resisténcia para cada uma das cultivares e o indice de viruléncia para cada raca identificada,
expressos em porcentagem (VIDIGAL FILHO et al., 2007), pelas seguintes formulas:

RI= Rx100
T

Onde:

RI= indice de resisténcia;

R= nUmero total de racas que cada cultivar diferencial foi resistente;
T= namero total de racas avaliadas.

VI= Sx100
C

Onde:
V1= indice de viruléncia;
S= namero total de cultivares diferenciadoras que foram suscetivel a raca avaliada;
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C= nUmero total de cultivares diferenciadoras.

Como exemplo, toma-se a raca 2. Essa raga supera a resisténcia somente da cultivar
Michigan Dark Red Kidney. Portanto, seu indice de viruléncia é 8,3% (VI= 1x100/12)
(PAULINO et al., 2021).

Diversos estudos sobre levantamento de racas vém sendo realizados desde entéo.
Atualmente, ja foram identificadas 182 racas em todo 0 mundo a partir da inoculacéo de 1.590
isolados de C. lindemuthianum nas cultivares diferenciadoras (PADDER et al., 2017). No
Brasil, ja foram identificadas cerca de 89 racas (PAULINO et al., 2021), e estudos de
levantamento nas regides produtoras de feijoeiro demonstram que as ragas 65, 73, 81 e 89 tém
sido as mais frequentes (SILVA; DE SOUZA; ISHIKAWA, 2007; FERREIRA et al., 2008;
PINTOetal., 2012; RIBEIRO et al., 2016). A raca 65 apresenta ampla distribuicao, estabilidade
e variabilidade patogénica.

A variabilidade existente pode ser explicada tanto por mecanismos que criam
variabilidade, como mutagdo, quanto por mecanismos que ampliam a variabilidade, como
recombinacdo sexual, heterocariose, parassexualidade, elementos transponiveis, fatores
citoplasmaticos, polimorfismo cromossémico, anastomose entre hifas e anastomose entre
conidios (RAVA; SARTORATO, 1994). A partir destes fendbmenos genéticos, surgem novas
combinac@es alélicas nas populacdes, as quais sofrem selecdo e dispersdao com migracdes de

individuos de um local ao outro.

2.3.1 Variabilidade patogénica dentro da raca 65 de C. lindemuthianum

Além da variabilidade identificada em diferentes racas fisiologicas, estudos sugerem
alta variabilidade patogénica dentro dos isolados de uma mesma raca (PADDER et al., 2017).
No Brasil, a raca 65 destaca-se nesse aspecto (COELHO et al., 2016; DAVIDE; DE SOUZA,
2009; RIBEIRO et al., 2016; VIDIGAL FILHO et al., 2020), e devido a sua importancia e
ampla distribuicdo, tem sido foco de pesquisa em programas de melhoramento com o objetivo
de monitorar a antracnose.

A variabilidade patogénica entre isolados de uma mesma raca foi observada em
diferentes estudos ao longo do tempo. Rodriguez-Suarez et al. (2005) verificaram que alguns
isolados da raca 65, coletados no Brasil, eram mais virulentos quando inoculados nas linhagens
AB321 e A493, tomando por referéncia outros isolados da mesma raga, pertencentes a micoteca

da Michigan State University, EUA. Davide e Souza (2009), inoculando seis diferentes isolados
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daraca 65 em sete cultivares comerciais de feijao, observaram que houve diferenca significativa
na agressividade dos isolados utilizados.

Nesse sentido, os estudos de Goncalves-Vidigal e Kelly (2006) e Alzate-Marin et al.
(2007) demostraram o comportamento diferencial da cultivar BAT93 diante da inocula¢do com
dois isolados da raca 65, sendo resistente a um e suscetivel a outro, indicando que diferengas
dentro da raca ndo podem ser detectadas com eficiéncia pelo conjunto internacional de
cultivares diferenciadoras atual. E isso ocorre porque, embora eficiente e de muita utilidade, o
conjunto de cultivares diferenciadoras utilizadas no sistema atual de determinacéo de racas, ndo
representa todos os alelos de resisténcia a antracnose do hospedeiro, impossibilitando a
identificacdo da real variabilidade patogénica entre isolados de C. lindemuthianum (DAVIDE;
SOUZA, 2009; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; RODRIGUEZ-SUAREZ et al., 2005).

Para uma cultivar de feijdo ser descrita como resistente a uma determinada raca de C.
lindemuthianum, espera-se que ela seja resistente ao maior nimero de isolados pertencentes a
esta raca. Caso contrario, isso poderd comprometer a credibilidade dos programas de
melhoramento, além de gerar prejuizos econémicos (ISHIKAWA; RAMALHO; SOUZA,
2011; SOUZA; CAMARGO; PINTO, 2010). Para auxiliar nessa distin¢do, foi proposto por
Ishikawa; Ramalho e Souza (2011) um novo conjunto de cultivares diferenciadoras, capaz de
discriminar a variabilidade existente dentro da raga 65 (TABELA 2). Esse conjunto pode ser
utilizado de modo complementar ao conjunto internacional de cultivares diferenciadoras

proposto por Pastor-Corrales (1991), permitindo uma melhor caracterizacdo da raca.

Tabela 2- Cultivares e sistema binario, pertencentes ao conjunto de cultivares
diferenciadoras para detectar variabilidade existente dentro da raca 65 de
Colletotrichum lindemuthianum.

Cultivares Sistema binario
BRS Estilo 20
Majestoso 2!
Supremo 22
Unido 23
Valente 24
Ouro Vermelho 2°
Madrepérola 28
Talisma 27

Fonte: Conjunto proposto por Ishikawa; Ramalho; Souza, 2011.
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A classificagdo das ragas por meio deste novo conjunto de cultivares é feita de modo
semelhante ao sistema internacional de classificacdo de racgas, adicionando aos valores
numéricos de cada cultivar suscetivel a designacdo feita de acordo com a nomenclatura da raca.
Por exemplo, o isolado Lv 117, foi classificado como raca 65.9, pois causou reacdo de
suscetibilidade nas cultivares Estilo e Unido (2° e 23= 9). Conhecer e entender sobre a
variabilidade entre e dentro ragas é crucial para o entendimento das relacdes evolutivas do
patossistema, assim como, para o desenvolvimento de cultivares resistentes em programas de

melhoramento.

2.4 Controle genético da resisténcia a antracnose no feijoeiro

A resisténcia do feijoeiro a antracnose é predominantemente qualitativa, descrita pelo
modelo gene-a-gene (FLOR, 1971), o qual propde especificidade dos genes de resisténcia do
hospedeiro as racas do patégeno. Os fendtipos, por esse tipo de resisténcia, apresentam suas
reacOes claramente diferenciadas (CAMPA et al., 2014; FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013).

O primeiro estudo sobre a heranca da resisténcia do feijoeiro a C. lindemuthianum foi
realizado em 1918 por Bulkholder e permitiu, a partir de analises genéticas classicas, a
identificacdo do alelo dominante Co-1, na cultivar White Marrow, resistente a raga Alpha. A
partir de entdo, diferentes locos multi-alélicos, chamados Co, de efeitos independentes, tém
sido identificados e relacionados a esse patossistema.

Até o momento 23 locos independentes Co ja foram identificados em diferentes
cultivares. Estudos recentes mapearam estes locos em todos os 11 cromossomos do feijoeiro
(MEZIADI et al.,, 2016; PERSEGUINI et al., 2016; VIDIGAL FILHO et al., 2020;
ZUIDERVEEN et al., 2016). As informacdes a respeito destes locos, como localizacao, cultivar
e origem, sdo mostrados na Tabela 3. Com excecdo do alelo co-8 (ALZATE-MARIN et al.,
1997), o alelo dominante é descrito como responsavel pela resisténcia para todos os outros locos
(FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013).

Alelismo mudltiplo foi identificado nos locos Co-1, Co-3, Co-4 e Co-5. O loco Co-1
apresenta série alélica formada por seis alelos, sendo eles, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-1"Y
e Co-1%X (ALZATE-MARIN et al., 2003; CHEN et al., 2017; GONCALVES-VIDIGAL;
KELLY, 2006; MELOTTO; KELLY, 2000; MURUBE; CAMPA; FERREIRA, 2019). Ja o
loco Co-3 possui 0 alelo Co-3? (FOUILLOUX, 1979). Os locos Co-7, Co-9 e Co-10, por sua
vez, foram renomeados como alelos Co-3°% Co-3° e Co-3* respectivamente, do loco Co-3
(LIMA; DOS SANTOS; RAMALHO, 2008; GEFFROQOY et al., 2008; VALENTINI et al.,
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2017). O loco Co-4 apresenta dois alelos, 0 Co-42 (YOUNG et al., 1998) e 0 Co-43 (ALZATE-
MARIN et al., 2007). O loco Co-5 apresenta o alelo Co-5? (VALLEJO; KELLY, 2009).

O mapeamento de alguns desses locos revelou que eles estdo organizados em conjuntos
complexos, onde se encontram intimamente ligados, conferindo resisténcia a racas especificas
(FERREIRA; CAMPA; KELLY, 2013; VALLEJO; KELLY, 2009). Os locos Co-1, Co-x, Co-
w, Co-14, Co-Pa, Co-AC e CoPv01°PXR (DE LIMA CASTRO et al., 2017; GEFFROY et al.,
2008; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2012; NANAMI et al., 2017; VIDIGAL FILHO et al.,
2020) estdo associados no grupo de ligacdo Pv01, sendo a maioria destes, mapeada na porcao
final do cromossomo, formando o Cluster 1.1 (BISNETA; GONCALVES-VIDIGAL, 2020).
Outros grupos de ligacdo sdo conhecidos no Pv02, abrigando os locos Co-u e CoPv02C*
(CAMPA et al., 2014; GEFFROY et al., 2008); no Pv03, os locos Co-13 e Co-17 (DE LIMA
CASTRO etal., 2017; LACANALLO; GONCALVES-VIDIGAL, 2015); ja no Pv04, encontra-
se um importante cluster de resisténcia a antracnose, reunindo o loco Co-03 e seus alelos, além
dos locos Co-y, Co-z, Co-15 e Co-16 (COIMBRA-GONCALVES et al., 2016; GEFFROY et
al., 1999; SOUSA et al., 2015). No Pv07, encontram-se os locos Co-5, Co-6 e Co-v, e no Pv11,
0 loco Co-2 (CAMPA; TRABANCO; FERREIRA, 2017). O mapeamento fino do loco Co-4
(COK-4) mostrou que sua organizagdo contém 18 copias suas em um segmento de 325 kb do
Pv08 (OBLESSUC; FRANCISCO; MELOTTO, 2015).

Apesar da resisténcia a antracnose ser tipicamente qualitativa, alguns locos quantitativos
(Quantitative Trait Loci- QTLS), conferindo resisténcia parcial, também tém sido identificados
no patossistema P. vulgaris — C. lindemuthianum (CHOUDHARY et al., 2018; FERREIRA,
CAMPA; KELLY, 2013; MUNGALU et al., 2020; OBLESSUC et al., 2014; PERSEGUINI et
al., 2016; ZUIDERVEEN et al., 2016). Ao contrario da resisténcia qualitativa, a resisténcia
guantitativa ou resisténcia horizontal, é governada por muitos genes de pequeno efeito, ndo
especificos a racas do patdgeno, podendo propiciar, nesses casos, resisténcia mais duradoura
(POLAND et al., 2009). Interacdes epistaticas envolvendo esses locos quantitativos também ja
foram relatadas no controle genético do patossistema (GONZALEZ et al., 2015), evidenciando

que a resisténcia a antracnose no feijoeiro também envolve relagdes génicas mais complexas.
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Tabela 3- Locos de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum, cultivar em que o alelo foi identificado, sua localizagéo e respectiva referéncia.

CONTINUA.
Loco Origem Cultivar Cromossomo Referéncia
Co-1 And MDRK PvOl MCROSTIE, 1919
Co-1? And Kaboon Pv01 MELOTTO; KELLY, 2000
Co-13 And Perry Marrow Pv01 MELOTTO; KELLY, 2000
Co-1* And Widusa Pv01 GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011
Co-1° And Widusa Pv0l GONCALVES-VIDIGAL; KELLY, 2006
Co-1HY And Hongyundou Pv01 CHEN et al., 2017
Co-1 %X And Xana PV01 MURUMBE, CAMPA; FERREIRA, 2019
Co-2 Mes Cornel 49-242 Pv1l MASTENBROEK, 1960
Co-3 Mes México 222 Pv04 BANNEROT, 1965
Co-3? Mes México 226 Pv04 FOUILLOUX, 1976, 1979
Co-3%(Co-9) Mes BAT 93 Pv04 GEFFROY et al. 2008
Co-3*(Co-10) Mes Ouro Negro Pv04 VALENTINI et al., 2017
Co-3° (Co-7) Mes G2333 Pv04 LIMA et al., 2008.
Co-4 Mes TO Pv08 FOUILLOUX, 1976, 1979
Co-42 Mes G2333 Pv08 YOUNG et al., 1998
Co-4® Mes P1207.262 Pv08 ALZATE-MARIN et al., 2007
Co-5 Mes TU PvO7 ALZATE-MARIN et al., 2007
Co-5? Mes G2333 Pv07 VALLEJO; KELLY, 2009
Co-6 Mes AB 136 Pv07 KELLY, J.D.; YOUNG, 1996
co-8 Mes AB 136 ND ALZATE-MARIN et al., 1997
Co-11 Mes Michelite ND GONCALVES-VIDIGAL et al., 2007
Co-12 And Jalo Vermelho ND GONCALVES-VIDIGAL et al., 2008
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Tabela 3- Locos de resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum, cultivar em que o alelo foi identificado, sua localizagéo e respectiva referéncia.

CONCLUSAO.
Origem Cultivar Cromossomo Referéncia
Co-13 And Jalo Listras Pretas Pv03 LACANALLO; GONCALVES-VIDIGAL, 2015
Co-14 And Pitanga Pv01 GONCALVES-VIDIGAL et al., 2012
Co-15 And Corinthiano Pv04 SOUSA etal., 2015
Co-16 Mes Crioulo 159 Pv04 COIMBRA-GONCALVES et al., 2016
Co- 17 Mes Paloma Pv01 CASTRO et al., 2017
Co-u Mes BAT 93 Pv02 GEFFROY etal., 2008
Co-v Mes BAT 93 Pv07 GEFFROY, 1997
Co-x And Jalo EEP 558 Pv01l RICHARD et al., 2014
Co-w And Jalo EEP 558 Pv01 GEFFROY etal., 2008
Co-y And Jalo EEP 558 Pv04 GEFFROY etal., 1999
Co-z And Jalo EEP 558 Pv04 GEFFROY etal., 1999
Co-Pa And Paloma Pv01 DE LIMA CASTRO et al., 2017
Co-AC And Amendoin Cavalo Pv01 NANAMI et al., 2017;
CoPv01¢PRK And California Dark Red Pv01 GONCALVES-VIDIGAL et al., 2020
Kidney
CoPv02C* And Xana Pv02 CAMPA et al. 2014

And- Andino; Mes- Mesoamericano. ND- informacéao ndo disponivel.
Fonte: Da autora (2020).



26

2.4.1 Controle genético da resisténcia a antracnose no feijoeiro, raga 65

A especificidade dos genes de resisténcia ndo se limita apenas as racas do patogeno,
mas também aos isolados pertencentes a uma mesma raca. Nesse sentido, Costa et al. (2017)
encontraram 12 genes de efeitos independentes conferindo resisténcia a sete isolados (Cl 1614,
Cl 1532, CI 1610, CI 1740, Lv 134, Lv 238 e Lv 145) da raca 65 de C. lindemuthianum, sendo
dois genes por cepa, sugerindo que o controle da doenca para as cepas utilizadas seja decorrente
de genes duplicados.

Vieira et al. (2018) realizaram a caracterizagdo fenotipica e molecular de cultivares e
linhagens elite de feijoeiro-comum quanto a resisténcia a antracnose, com o uso de marcadores
do tipo SCAR, verificando a especificidade de alguns marcadores com locos de resisténcia a
raca 65 do patogeno, e obtiveram, assim como Sartorato e Alzate-Marin (2004), a associacao
dos locos Co-4, Co-5 e Co-6 com a resisténcia a essa raca. Quanto ao loco Co-4, estudos de
GWAS reforgcam sua associagdo com a resisténcia a esta racga, a partir da presenca de um
marcador mapeado a 775.556 kb de distancia da regido deste loco, na regido telomérica do
Pv08 (OBLESSUC; FRANCISCO; MELOTTO, 2015; VIDIGAL FILHO et al., 2020). Locos
de resisténcia putativa para essa raca também foram detectados em regiGes genémicas dos
cromossomos Pv01, Pv04 e Pv1l (BISNETA et al., 2020; VIDIGAL FILHO et al., 2020).

A andlise de ligacdo usando populacédo F2, derivada do cruzamento BRS Estilo x Ouro
Vermelho, revelou dois genes principais em Pv04 associados a resisténcia a dois isolados da
raca 65, 0 Lv 134 e o Lv 238 (COSTA et al., 2021). Além disso, Costa (2021), a partir do
mapeamento de associacgéo, utilizando um painel de 189 acessos de feijdo comum do Banco de
Germoplasma da Universidade Federal de Lavras, e cinco cepas diferentes da raga 65, também
revelaram QTLs principais em diferentes posi¢Ges do Pv04 e também em PvO01, Pv05, Pv10 e
Pv1l, indicando que as regides gendmicas que controlam a resisténcia do feijoeiro ao C.
lindemuthianum, raga 65, variam de acordo com o isolado.

Estudos de associacdo gendémica ampla (GWAS) tém permitido associar varios genes
com os locos de resisténcia do feijoeiro a antracnose. Estes estudos computacionais a nivel de
genoma requerem meios de validagcdes que permitam a avaliagdo dos genes putativos in vivo
(SILVA et al., 2021). A validacdo pode acontecer a partir de analises de expressdo génica e de

proteinas associadas ao fenotipo final.
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2.5 Genes putativos do feijoeiro a resisténcia a antracnose

Bisneta et al. (2020) avaliaram 456 genes candidatos localizados em regides de 500 kb
acima e abaixo dos locos associados com a resisténcia a antracnose. Desses, 256 genes
codificam proteinas com dominios de ligacdo de nucleotideos e repeticGes ricas em leucinas
(Nucleotide-binding site and Leucine-rich repeats - NBS-LRR), enquanto o restante (200
genes) codifica proteinas receptoras do tipo quinases (Receptor like-kinase - RLK). Os genes
encontrados nos locos variaram de acordo com diferentes cultivares e os locos de resisténcia
que elas carregam. Por exemplo, no cromossomo Pv0l, o gene Phvul.001G245300, que
codifica uma proteina putativa contendo um ziper de leucina de carga bésica (Basic leucine
zipper domain - bZIP), encontra-se associado ao loco Co-1, localizado na cultivar AND 277.
Da mesma forma, oito genes candidatos, que codificam fatores de transcri¢ao do tipo dedo de
zinco (zinc finger protein — ZFP) e RLKs, foram associados ao loco Co-X na cultivar Jalo
EEP558. Associados ao loco Co-Pa, estdo os genes que codificam fosfolipase-C especifica de
fosfoinositideo (Phosphoinositide-specific phospholipase- C - PI-PLC), proteina serina-
treonina quinase (Serine-threonine protein kinase - SKT) e proteina com dominio tirosina
quinase (Protein with tyrosine kinase domain - PKT) (BISNETA; GONCALVES-VIDIGAL,
2020; DE LIMA CASTRO et al., 2017). O mesmo acontece para outros cromossomos. Alguns
genes localizados proximos aos locos de resisténcia por Bisneta e Gongalves-Vidigal (2020)
sé&o mostrados na tabela 4.

Costa et al. (2021) verificaram, com base no genoma de referéncia do feijoeiro, alguns
marcadores de polimorfismos de nucleotideo Unico (Single nucleotide polimorphism - SNP)
significativos associados a resisténcia a diferentes isolados da raga 65 de C. lindemuthianum,
localizados dentro ou préximos a genes candidatos. O SNP ss715649771, identificado como
associado a resisténcia ao isolado Lv 134 de C. lindemuthianum, foi localizado dentro de um
éxon do gene Phvul.004G001500, que codifica um fator de alongamento. O SNP ss715648093,
encontrado no Pv11, associado a resisténcia ao isolado CI-1532, foi localizado proximo ao gene
Phvul.011G200300, que codifica uma proteina hipotética, membro de uma familia de proteinas

de resisténcia.
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Tabela 4- Cromossomos, locos associados a antracnose encontrados em diferentes cultivares
e alguns genes putativos localizados préximos a esses locos. CONTINUA.

Cromossomos Locos Genes putativos
Pv01 Co-1 Phvul.001G243700; Phvul.001G243800
Co-13 Phvul.001G243700; Phvul.001G243800
Co-1° Phvul.001G243700; Phvul.001G243800
Co-12 Phvul.001G243700; Phvul.001G243800
Co-x Phvul.001G243500; Phvul.001G243600
Co-1HY Phvul.001G243600; Phvul.001G243700
Co-AC Phvul.001G244300; Phvul.001G244500
CoPv01¢PRK Phvul.001G245300, Phvul.001G246800
Co-14 Phvul.001G243800; Phvul.001G243900
Co-Pa Phvul.001G243500; Phvul.001G24530
Co-1¥ Phvul.001G243500; Phvul.001G243800
Pv02 CoPv02c* Phvul.002G232700; Phvul.002G238900
Co-u Phvul.002G318300; Phvul.002G323000
Pv03 Co-17 Phvul.003G002700; Phvul.003G002600
Pv04 Co-3M Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-3% Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-3¥ Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-3 Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-33 Phvul.004G010400; Phvul.004G012900
Co-3° Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-3c* Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-3! Phvul.004G010400; Phvul.004G012900
Co-32 Phvul.004G006600; Phvul.004G007900

Co-3* Phvul.004G028900; Phvul.004G032200




Tabela 4- Cromossomos, locos associados a antracnose encontrados em diferentes cultivares

e genes putativos localizados proximos a esses locos. CONCLUSAO.

Cromossomos Locos Genes putativos
Co-3/2%2 Phvul.004G006600; Phvul.004G007900
Co-16 Phvul.004G013300; Phvul.004G015600
Co-15Co-5 Phvul.004G064800; Phvul.004G073450
Pv07 Co-6 Phvul.007G089301; Phvul.007G167800
Co-5? Phvul.007G089301; Phvul.007G167800
Phvul.007G074000; Phvul.007G077300
Phvul.007G074000; Phvul.007G077300
Phvul.007G074000; Phvul.007G077300
Pv08 Co-4® Phvul.008G028300; Phvul.008G028400
Co-4 Phvul.008G028300; Phvul.008G028400
Co-42 Phvul.008G028300; Phvul.008G028400
Phvul.008G028300; Phvul.008G028400
Pv09 CoPv09c® Phvul.009G180700; Phvul.009G184500
Pvll Co-2 Phvul.011G195200; Phvul.011G195300
C0-2AB136 Phvul.011G182300; Phvul.011G185500
Co-2A%2 Phvul.011G195200; Phvul.011G195300

Fonte: Adaptado de Bisneta e Gongalves-Vidigal et al. (2020).

Os genes  Phvul.001G128200.1  (Pv0l), Phvul.002G166400.1  (PvO03),
Phvul.004G135100.1, cluster 8 (Pv04), Phvul.005G020300.1 (Pv05), Phvul.006G066800.1
(Pv06), cluster 17 (Pv10) e clusters 19 e 21 (Pv11), codificam proteinas NBS-LRR, e foram
associados a locos de resisténcia a antracnose por marcadores microssatélites (CHEN et al.,
2017).

Apesar do conhecimento estabelecido sobre os locos associados a resisténcia e de genes
putativos mapeados em tais locos do feijoeiro as diferentes racas do patdgeno, a validacao
molecular desses genes e suas respectivas proteinas, ainda se faz necessaria de modo a permitir
um melhor entendimento das vias de resposta da planta hospedeira ao patégeno. Acredita-se
que, com o0 aumento no numero de estudos referentes a expresséo diferencial entre cultivares
contrastantes, no que se refere a resisténcia a antracnose, 0s mecanismos moleculares

responsaveis por esta caracteristica sejam cada vez mais elucidados.
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2.6 Resisténcia de plantas a patdgenos

2.6.1 Interacdo molecular planta-patdgeno

As plantas dependem da imunidade inata de cada célula e dos sinais sistémicos que
emanam dos canais de infeccdo para reconhecer e responder a infecgdes por patdgenos, uma
vez que ndo apresentam celulas imunoldgicas moveis e sistema imunoldgico adaptativo, como
os vertebrados (JONES; DANGL, 2006). O sistema imune das plantas, por sua vez, pode ser
ativado por dois mecanismos principais. O primeiro utiliza receptores de reconhecimento de
padrdes transmembranares (Pattern Recognition Receptors - PRRS), que reconhecem e
respondem a padrbes moleculares associados a microrganismos ou patégenos (Pathogen-
Associated Molecular Patterns - PAMPs; Microbe-Associated Molecular Patterns - MAMPS).
Nesse caso, 0 reconhecimento ocorre de modo ndo especifico e antes mesmo do patégeno se
adentrar na célula, sendo caracterizado assim por ser de amplo espectro (BOUTROT; ZIPFEL,
2017). Outro grupo de receptores compreende as quinases associadas a parede (Wall-associated
kinases - WAKS), que atuam na deteccéo de padrdes moleculares associados a danos celulares
durante a infeccdo (Damage-associated molecular pattern- DAMPSs) (BOYD et al., 2013). A
reacdo desencadeada por esse reconhecimento é conhecida por imunidade desencadeada por
PAMP (PAMP Triggered Immunity - PTI), e ativa uma série de rea¢Bes, como explosao
oxidativa, aumento no fluxo de ions, aumento na expressao de genes, fortalecimento de
barreiras fisicas e quimicas, que impedem o estabelecimento do patégeno (NELSON et al.,
2018).

J& 0 segundo mecanismo do sistema imune das plantas, corresponde ao reconhecimento
especifico do efetor do patdgeno por uma proteina de resisténcia do hospedeiro dentro da
célula, levando a uma resposta de hipersensibilidade (JONES; DANGL, 2006). A resposta de
hipersensibilidade local pode imunizar plantas contra novas infeccdes por meio da resisténcia
adquirida (Systemic Acquired Resistance - SAR) mediada pelo acimulo de &cido salicilico
(BALINT-KURTI, 2019). A imunidade desencadeada por efetor (Effector-Triggered
Immunity - ETI) pode ocorrer em resposta a patdgenos que vencem a imunidade desencadeada
por PAMP, conseguindo introduzir seus efetores na célula (JONES; DANGL, 2006).
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Quanto a ETI, o reconhecimento do efetor por proteinas do hospedeiro é explicado pelo
modelo gene-a-gene proposto por Flor (1971), o qual propde uma relacdo entre os sistemas
génicos do hospedeiro e do patdgeno, de forma que cada gene de reacdo do hospedeiro, através
de um alelo de dominéncia, interage com um gene de patogenicidade correspondente no
patogeno, a partir de seu alelo dominante de aviruléncia (ANDERSEN et al., 2018; DE WIT,
2002; GOUVEIA et al., 2017). As proteinas de resisténcia R que atuam nesse ramo do sistema
imune apresentam em comum dominios NBS-LRR (GURURANI et al., 2012; WANG; CHAI,
2020). A distincdo entre PTI e ETI tem sido uma estratégia Util para explicar o sistema
imunoldgico da planta. No entanto, evidéncias acumuladas mostram que elas compartilham
varios componentes de sinalizacdo e estdo interligadas (LU; TSUDA, 2021).

Dessa forma, a interacdo planta-patdgeno consiste em uma relacdo evolutiva
bidirecional, permitindo a selecdo de combinacdes génicas em ambos os lados. A planta deve
ser capaz de reconhecer e se defender de um potencial patdgeno, enquanto o patégeno, por sua
vez, deve manipular a biologia da planta para criar um ambiente propicio ao seu crescimento e
reproducdo (BOYD et al., 2013; HAN, 2019; TAMBORSKI; KRASILEVA, 2020). O
patossistema feijoeiro-antracnose consiste em um 6timo exemplo dessa interacao,

considerando sua resisténcia qualitativa tipica.

2.6.2 Genes de resisténcia codificando proteinas R

Nas plantas, os genes R desempenham papel fundamental durante o processo de
resposta imunoldgica, e sdo expressos na forma de uma gama de proteinas R, capazes de
reconhecer grande nimero de patégenos (KOURELIS; VAN DER HOORN, 2018).

A classificacdo dessas proteinas em subclasses é realizada com base na presenca de
diferentes dominios, que permite, em alguns casos, determinar sua localizacdo em células
vegetais e o papel que desempenham na transducéo de sinais durante a resposta de resisténcia
(GLOWACKI; MACIOSZEK; KONONOWICZ, 2011). Quanto a classificagdo, oito classes ja
sdo conhecidas e diferenciadas com base na organizacdo de aminoacidos e seus dominios de
membrana (BOYD et al., 2013; GURURANI et al., 2012), como mostra a Tabela 5.

As proteinas R podem reconhecer patdgenos e desencadear a resisténcia de plantas a
doencas através de nove mecanismos moleculares, sendo eles, (1) percepgéo direta, (2) ou

indireta, nas quais moléculas derivadas de patdgenos sao identificadas na superficie celular por
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proteinas PRR; (3) deteccdo intracelular direta, (4) ou indireta de moléculas derivadas de
patogenos por proteinas NB-LRR; (5) detec¢do por dominios integrados; (6) percepgdo de
efetores semelhantes a ativadores de transcri¢do por meio da ativacao de genes executores; (7)
perda de suscetibilidade ativa; (8) passiva, ou (9) mediada pela reprogramacdo do hospedeiro
(KOURELIS; VAN DER HOORN, 2018).

Tabela 5- Classificacdo das proteinas R de acordo com seus dominios.

Classe Dominios
I NBS- LRR-TIR
1 NBS- LRR- CC
1 LRR-TrD
v LRR- TrD- KINASE
\Y TrD- CC
VI LRR- TrD- PEST- ECS
VI TIR- NBS- LRR- NLS- WRKY
KINASE
VI KINASE-KINASE
HM1

“LRR- Leucine rich repeats; NBS- Nucleotide-binding site; CC- Coiled coil; TrD-
Transmembrane domain; TIR- Toll-Interleukin receptor; NLS- Nuclear localization
signal; HM1- Helminthosporium carbonum toxin reductase enzyme; PEST- Protein
degradation domain (proline-glycine-serine-threonine); ECS- Endocytosis cell
signaling domain; WRKY- Amino acid domain.

Fonte: Da autora (2020).

A resisténcia a doencas foi relatada por algum tempo como a Unica funcdo dessas
proteinas (DANGL; JONES, 2001; MEYERS; KAUSHIK; NANDETY, 2005). Entretanto,
estudos mostram que, além da sua funcéo na percepcdo dos patdgenos na célula, as proteinas
R também estdo envolvidas na sinalizacdo de importantes cascatas para processos celulares
adicionais, tais como tolerancia a seca, desenvolvimento, e fotomorfogénese (TAMELING;
JOOSTEN, 2007).

As proteinas R explicam interacdes verticais em diversos patossistemas, incluindo
feijoeiro-antracnose. Esse fato estimula os melhoristas e fitopatologistas a investirem cada vez
mais em pesquisas que busquem elucidar interacbes complexas de genes responsaveis por
resisténcia a fitopatogenos (FERNANDES et al., 2009).
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2.6.2.1 Receptores de superficie - PRR

Os receptores localizados na superficie da célula vegetal podem ser ainda classificados
em dois tipos principais, proteinas da superfamilia RLK e proteinas semelhantes a receptores
(RLP). As RLKs contém um dominio extracelular N-terminal variavel (ECD), um segmento
transmembranar (TM) e um dominio quinase citoplasmatico conservado (KD), enquanto que
proteinas semelhantes a receptor (Receptor-like protein - RLP) possuem estruturas de dominio
semelhantes a RLKs, exceto por uma cauda citoplasmaética curta em vez de um dominio quinase
(LU; TSUDA, 2021; WANG; CHAI, 2020) .

Para RLKs e RLPs, a especificidade de ligacdo ao ligante é predominantemente
determinada por diferentes tipos de ectodominios (ECD), que incluem dominios de repeticédo
rica em leucina (Leucine rich repeat - LRR) para ligantes proteinaceos, dominios compostos
por motivos de lisina (Lysin motif - LysM) para glicanos, dominios de lectina para carboidratos
e fatores de crescimento epidérmico (LU; TSUDA, 2021). O dominio ECD permite entdo a
classificacdo dessas superfamilias em familias distintas. Essas proteinas atuam formando
receptores centrais heteroméricos dindmicos com co-receptores de maneira dependente de
ligante. Por exemplo, receptor quinase 1 associado a bril/receptor de embriogénese somatica
quinase 3 (Brl-associated kinase 1 receptor/somatic embryogenesis receptor kinase 3 -
BAK1/SERK3) funciona como co-receptor para PRRs do tipo quinases semelhantes a
receptores, dotadas de repeticdes ricas em leucina (RLK-LRR), como a proteina de deteccédo
da flagelina (Flagellin sensing 2 - FLS2) (CHINCHILLA et al., 2007). A formacdo deste
receptor central para o reconhecimento de flagelina resulta na transfosforilacdo de ambas as
proteinas, o que € crucial para mediar a sinalizacdo a jusante (MACHO; ZIPFEL, 2014).

A familia RLK-LRR constitui uma das maiores familias génicas, dentro das RLKSs,
tanto do reino animal quanto vegetal (FISCHER et al., 2016). E tal fato pode ser relacionado
com a atuacao critica dessas proteinas em diferentes processos bioldgicos fundamentais, como
na transducdo de sinal, imunidade inata da célula, crescimento e desenvolvimento,
diferenciacéo e padronizacéo celular, nodulagédo, e mecanismos de autoincompatibilidade (HE
et al., 2018). Identificar, entender e caracterizar familias génicas como essa permite, além de
esclarecimento de processos de deteccdo de patdgenos, a compreensdo da sua historia evolutiva
(ANDOLFO et al., 2014; WU et al., 2016). Ademais, ao se expandir 0s estudos nesse contexto,

ampliam-se as informacGes que fornecem base tedrica para aplicagbes praticas, como por
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exemplo, a piramidacéo de diferentes alelos de resisténcia (NELSON et al., 2018) e otimizagéo
do processo de selecdo por meio da identificacdo de novos marcadores ou vias relacionadas a
resisténcia a doencas (FRITSCHE-NETO et al., 2019).

2.6.2.2 Receptores intracelulares - NBS-LRR

As proteinas NBS-LRR de plantas podem detectar efetores de patdgenos secretados no
citoplasma do hospedeiro de maneira direta ou indireta, através do monitoramento da
homeostase da célula ou através da modificacdo de proteinas do hospedeiro ocasionada pela
presenca do efetor. O reconhecimento pode levar a transducédo de sinais de defesa, que muitas
vezes resultam em resposta de hipersensibilidade ou outras alteragdes bioquimicas que limitam
o0 crescimento dos patégenos (MCHALE et al., 2006).

Estruturalmente, essas proteinas consistem em um dominio LRR variavel na regido N-
terminal, um dominio central de ligagdo ao nucleotideo (NB) Apafl-resisténcia-CED4 (ARC)
e um dominio C-terminal. O dominio central (NB-ARC) é composto por motivos conservados,
estritamente ordenados, sdo necessarios para a ligacao e hidrdlise de ATP e GTP. J& o dominio
LRR conhecido por fornecer especificidade de reconhecimento para moléculas efetoras de
patdgenos (SAGI; DEOKAR; TAR’AN, 2017). Por seu dominio C-terminal, as proteinas NBS-
LRR podem ser subdivididas em duas subfamilias, sendo a primeira portadora de um motivo
Toll/receptor de interleucina-1 (Toll/interleukin-1 receptor - TIR), e a segunda apresentando o
motivo bobina enrolada (Coiled-coil — CC), funcionalmente distinta da primeira (MCHALE et
al., 2006).

Quanto a organizacao, esta familia é composta por centenas de genes que se encontram
frequentemente agrupados no genoma, como resultado de duplicacbes segmentares ou em
tamdem. Em P. vulgaris, 178 genes NBS-LRR foram identificados e localizados em seus 11
cromossomos, sendo nove genes associados a locos de resisténcia a antracnose (CHEN et al.,
2017).

A coevolucdo das proteinas relacionadas a resisténcia em plantas, como as PRR e NBS-
LRR, e das proteinas de aviruléncia do patdgeno, constitui um importante evento para estudos
moleculares associados a resisténcia de patossistemas, principalmente porque a compreensao
dessas mudancas genéticas e forcas seletivas podem levar a estratégias para gerar plantas com

resisténcia mais duradoura a doencas.
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2.6.3 Mecanismos pré e pos formados

As proteinas envolvidas com o reconhecimento de PAMPs e MAMPs (PRR), de
DAMPs (WAKS) e efetores (NB-LRRs) iniciam a sinalizagdo para uma série de mecanismos
que vao agir em prol da planta, em sua defesa (ANDERSEN et al., 2018).

Tais mecanismos sdo classificados como (1) passivos / pré-formados ou (2) ativos / pos-
formados. Em ambos os casos, eles sdo subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os
mecanismos estruturais compreendem o0s mecanismos relacionados a barreira fisica que a
planta apresenta a penetracao e/ou colonizagdo dos patdgenos. Ja 0os mecanismos biogquimicos
se referem a substancias capazes de inibir ou gerar condi¢des adversas para o desenvolvimento
do patégeno (PASCHOLATI; LEITE, 1994).

Os mecanismos pré-formados estruturais abrangem estruturas como cuticulas, tricomas,
estdmatos e vasos condutores. Os mecanismos pré-formados bioquimicos incluem os fenais,
alcaloides glicosidicos, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores
proteicos, quitinases e B-1,3-glucanases. Ja para as classes dos mecanismos pds-formados,
papilas, halos, lignificacdo, glicoproteinas ricas nos aminoacidos hidroxiprolina (HRGP) e
glicina (GRP), camadas de cortica, camadas de abscisao, e tiloses, sdo classificados como
mecanismos estruturais, enquanto as fitoalexinas, proteinas relacionadas a patogénese e
espécies ativas de oxigénio enquadram-se na classe dos mecanismos poés-formados
biogquimicos (PASCHOLATI; LEITE, 1994; STANGARLIN et al., 2011).

A reacdo de hipersensibilidade em plantas € um dos principais eventos de resposta de
defesa, que ocorre de forma rapida e localizada no sitio de infeccdo do patogeno (BALINT-
KURTI, 2019). De modo geral, constitui-se na primeira etapa da resposta da planta, sendo
seguida pela producéo de oxigénio reativo (Reactive Oxygen Species - ROS), modificacdo da
parede celular, fechamento de estdmatos ou producdo de vérias proteinas relacionados a
patogénese (PR), destacando-se as peroxidases, quitinases e p-1,3- glucanases (ANDERSEN
et al., 2018). Tais reagdes levam o tecido vegetal ao colapso, principalmente ao redor do sitio
de infeccdo, ocasionado pela liberacdo de compostos toxicos, 0s quais também atuam, em
alguns casos, diretamente sobre o patdgeno, ocasionando sua morte (FERNANDES et al.,
2009).

Em interagfes com patdgenos biotroficos obrigatdrios, os quais formam associacdes
haustoriais intimas com as células hospedeiras, a reacdo de hipersensibilidade causa a morte

celular no sitio de infeccdo e, consequentemente, impedem que estes tenham acesso a
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nutrientes, o que poderia leva-los a morte, enquanto que para interaces envolvendo patdgenos
hemibiotroficos ou necrotréficos, o papel dessa resposta ainda ndo esta totalmente esclarecido,
visto que estes patdgenos podem obter nutrientes a partir de células mortas (BALINT-KURTI,
2019). Portanto, estudos com modelos de interacdo envolvendo diferentes tipos de patdgenos,
sejam eles biotréficos, hemibiotroficos ou necrotroficos, versus plantas suscetiveis e resistentes
podem contribuir para a elucidacdo do real mecanismo de defesa de plantas, e suas

peculiaridades para cada caso.

2.7 Analise de expressdo génica

A expressao génica consiste no processo pelo qual a informacg&o contida em um gene é
transcrita em estruturas intermediarias de diferentes tipos conhecidas como RNA. Uma das
classes de RNA transcritas, 0 RNA mensageiro (mMRNA), é posteriormente traduzido em
proteinas, as quais vdo permitir a expressdo de determinado fendtipo. O processo de
transcricdo, dessa forma, € o inicio da expressao génica celular.

Estudos envolvendo a anélise do transcritoma correspondem a identificacdo de todos 0s
RNAs expressos em um dado organismo, permitindo a comparacdo do perfil de expressao
génica em diferentes condicBes ambientais, estados patoldgicos, fisiolégicos ou de
desenvolvimento. As informac6es adquiridas por esse tipo de analise permitem a identificacdo
de genes e vias moleculares envolvidas em processos biol6gicos, além da obtencdo de
marcadores moleculares (YILMAZ et al., 2012).

A analise de expressdo génica acontece utilizando como material genético, DNA
complementar (cDNA). Tal molécula € sintetizada a partir de moléculas de mRNA, ja
processadas apds o processo de transcricdo, e selecionadas ou a partir de sua cauda poli-A por
primers do tipo Oligo-dT, ou a partir da deplecdo de RNA ribossomal. A enzima Transcriptase
reversa sintetiza uma fita Unica de DNA a partir do molde de mRNA, gerando um hibrido
complementar de DNA-mRNA. O mRNA do hibrido e posteriormente degradado e uma fita
complementar ao DNA sintetizada, permitindo, desse modo, a estabilizacdo da molécula
(LOVEN et al., 2012).

Vérias tecnologias tém sido desenvolvidas para deduzir e quantificar o transcritoma.
Essas metodologias incluem técnicas baseadas em hibridacdes ou abordagens baseadas em
sequéncias. As abordagens baseadas em hibridacdo incluem técnicas como microarranjos,

hibridizacéo subtrativa por supressao (Suppression Subtractive Hybridization - SSH), exibicéo
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diferencial (Differential Display - DD), utilizacdo de marcadores em cDNA, como 0s
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism — AFLP) e os polimorfismos de DNA amplificados aleatoriamente (Random
Amplified Polymorphic DNA — RAPD), pelas técnicas cDNA-AFLP e cDNA-RAPD,
respectivamente. Outra importante abordagem baseada em hibridacéo é a PCR quantitativa em
tempo real (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time - RT-
gPCR) (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). Para os microarranjos, somente sequéncias
conhecidas podem ser analisadas. A SSH tem a desvantagem de requerer grande quantidade de
material bioldgico. Os métodos DD, cDNA-AFLP e cDNA-RAPD requerem menor quantidade
de material biologico, ndo necessitam de dados prévios da sequéncia e possibilitam a
identificacdo visual de transcritos diferencialmente expressos (SHI et al., 2011). A RT-gPCR,
por sua vez, € uma técnica sensivel e de baixo custo, para se quantificar transcritos (SCHEFE
et al., 2006). Ja as abordagens baseadas em sequéncias determinam diretamente a sequéncia de
cDNA. Incluem técnicas como andlise em série da expressdo génica (SAGE), anélise de cap
de expresséo génica (CAGE), e sequenciamento de RNA (RNA-Seq). Embora SAGE seja mais
comumente utilizada para tracar perfis transcricionais globais, 0 RNA-Seq oferece maior
precisdo de niveis de transcricdes. Esta Ultima consiste em uma tecnologia estabelecida e, ao
mesmo tempo, em ativo desenvolvimento, que vem ganhando espacgo nos estudos de expressao
génica diferencial (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

O acumulo exponencial de sequéncias génicas e genomas depositados em bancos de
dados publicos mundiais tém aumentado consideravelmente a demanda por metodologias que
permitam sua identificacdo funcional, além da elucidacdo dos padrdes de expressdo (SILVA et
al., 2021).

2.7.1 Anadlise de transcritoma por RNA-Seq

O transcritoma é o conjunto completo de transcritos de uma célula, e sua quantidade e
regulacdo, vao depender da condicdo fisioldgica especifica que o organismo apresenta em
determinado momento. Essa condicdo fisiologica, por sua vez, depende da interacdo com
estimulos ambientais, como temperatura, luminosidade, umidade, interacdo com patogenos,
entre outros. O seu entendimento é importante, uma vez que, a analise de bioinformatica e

interpretacdo de seus resultados permitem capturar a funcdo dos elementos do genoma, e
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também, avaliar os constituintes moleculares das celulas e tecidos (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de plataformas e protocolos de sequenciamento
de dltima geracdo (NGS) vém permitindo o sequenciamento de centenas de milhares de
fragmentos DNA, e trouxe uma nova perspectiva para estudos genémicos, de transcritoma e de
interacdo DNA-proteina, a partir de diferentes técnicas. Entre elas, 0 RNA-Seq € caracterizado
por sua complexidade, podendo capturar com precisdo niveis de expressao de genes, splicing
alternativos, expressdo alelo-especifica de transcritos, entre outras aplicacdes (COSTA et al.,
2010).

Para a aplicacdo da técnica RNA-Seq, o fluxo de trabalho padrdo, em geral, inicia-se
com a extracdo de RNA, seguida por um processo de enriquecimento de mRNA ou deplegéo
do RNA ribossomal (rRNA), sintese de cDNA e preparacdo da biblioteca de sequenciamento
com adaptadores. A partir de entdo, a biblioteca é sequenciada em uma plataforma de alto
rendimento. As etapas finais sdo computacionais e compreendem o alinhamento e/ou
montagem dos reads de sequenciamento em um transcritoma ou genoma de referéncia, a
quantificacdo dos reads mapeados nos genes (ou transcritos), e por ultimo, a filtragem e
normalizacdo entre as amostras e modelagem estatistica para os testes de expressao diferencial
de genes entre diferentes tecidos, fases ontogenéticas ou condi¢des ambientais (STARK;
GRZELAK; HADFIELD, 2019).

Para a cultura do feijoeiro, a técnica do RNA-Seq vem sendo empregada na obtencéo
de expressdo diferencial para diferentes caracteristicas, como por exemplo, desenvolvimento
inicial de plantulas em acessos selvagem e domesticados (SINGH; ZHAO; VALLEJOS, 2018),
resisténcia aos nematdides Meloidogyne spp. e Heterodera glycines Ichinohe (JAIN et al.,
2016; SANTOS et al., 2018), estresse da seca em raizes e folhas (RECCHIA et al., 2018;
SANTOS et al., 2018), fixacdo simbidtica de nitrogénio (KAMFWA et al., 2017), eficiéncia
do uso de fosforo (DA SILVA et al., 2019), resisténcia ao Fusarium oxysporum (CHEN et al.,
2019), resposta ao ataque de Tetranychus urticae (HOSEINZADEH et al., 2020), e resposta de
determinados genotipos a salinidade (ILHAN; BUYUK; INAL, 2018).

Quanto a resisténcia a antracnose, o padrdo de expressao diferencial, a partir de RNA-
seq, ja foi obtido para as racas 73, 100 e C 531 de C. lindemuthianum (ALVAREZ-DIAZ et
al., 2022; PADDER et al., 2016). Padder et.al (2016) analisaram duas linhas quase isogénicas
(NILs) que diferem entre si pela presencga do loco Co-1 no cromossomo Pv01 durante um curso

de tempo, incluindo 0, 24, 72 e 96 horas apds a infeccdo (hpi) com a raga 73 de C.
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lindemuthianum. Nesse estudo, foram identificados 3.250 genes diferencialmente expressos
(DEGsS) dentro e entre os NILs ao longo do tempo de infeccdo. Varios genes relacionados a
defesa, como aqueles que codificam proteinas PR, peroxidases, lipoxigenases foram regulados
no NIL resistente. A respeito do loco Co-1, genes localizados proximos foram expressos de
modo diferente nos tratamentos analisados, sugerindo reprogramacao global da expressao
génica dentro e ao redor deste loco (PADDER et al., 2016). Em interacdo compativel e
incompativel com as ragas 100 e C531, a linhagem BAT93, que apresenta o loco Co-9, foi
analisada e caracterizada nos tempos de 48 e 72 hpi. Os resultados destacaram o papel
importante dos genes PR da familia PR10/Bet vl, bem como uma interacdo complexa de
diferentes vias de hormonios vegetais, incluindo as vias de etileno, acido salicilico (SA) e acido
jasmonico (ALVAREZ-DIAZ et al., 2022). Os autores sugerem que a diferenca entre a reagao
compativel e incompativel € mais uma questdo de tempo e forca, do que uma diferenca
significativa em genes diferencialmente expressos nos dois contextos.

Considerando a importancia da raca 65 de C. lindemuthianum para a cultura do
feijoeiro, assim como a especificidade do controle genético para diferentes racas e isolados,
torna-se importante identificar e caracterizar os eventos moleculares que ocorrem durante essa

interacdo patdgeno-hospedeiro.

2.7.2 RT-gPCR

Kary Mullis desenvolveu a reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR) em 1983. A partir de entdo, diferentes técnicas foram adaptadas, melhoradas
e inventadas utilizando-se desse principio, como por exemplo, a RT- gPCR (YILMAZ et al.,
2012). A técnica baseia-se na quantificacdo do alvo durante o processo de amplificacdo do
material genético. A incorporagdo de moléculas fluorescentes aos nucleotideos permite a
quantificacdo absoluta ou relativa do nimero de copias de um fragmento de material genético
ao longo do progresso dos ciclos de amplificagdo, durante a cinética da reacdo (HEID et al.,
1996).

De modo geral, uma PCR pode ser dividida em quatro fases: linear, exponencial, log-
linear e platd (TICHOPAD et al., 2003). A regido alvo do DNA é amplificada através de um
processo ciclico de aquecimento e resfriamento (TELLINGHUISEN; SPIESS, 2014). Na
medida em que o material genético é amplificado, o nivel de fluorescéncia cresce

proporcionalmente, e nesta etapa, a deteccdo € realizada.
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As aplicacBes da técnica de PCR quantitativa incluem a quantificacdo de acidos
nucléicos obtidos de células ou tecidos, para comparacdo da variacdo do status de infeccéo,
deteccdo de translocagBes cromossdmicas, genotipagem de polimorfismos de nucleotideo
unico e determinacgdo do nivel de expressdo génica de amostras (YILMAZ et al., 2012).

Considerando o patossistema feijoeiro-antracnose, a técnica RT-gPCR vem sendo
amplamente utilizada para a validacdo de genes putativos a resisténcia. Fraire-Velazquez e
Lozoya-Gloria (2003) observaram regulagdo positiva dos genes fenilalanina amonia liase
(PAL) e chalcona sintase (CHS) em linhagens resistentes de feijdo em interacdo com a raga 73.
Borges et al. (2012) verificaram genes relacionados a patogénese (PR1a, PR1b, PR2, PR16a e
PR16b) diferencialmente regulados apo6s a inoculacdo com a raca 73 do patdégeno, com 0s
niveis variando de acordo com o tecido e tempo de inoculacdo. Fontenelle et al. (2017)
verificaram a expressdo dos genes da subunidade reguladora da proteina fosfatase PP2A
(cla34); proteinas hipotéticas detectadas nas diferentes bibliotecas (cla66, cla76, cl5d127 e
cl7d22); cetol-acido redutoisomerase (cla71); desidrogenase/redutase da familia das
oxidorredutases (cl3d18a); fitase (cl7d37); ativador transcricional de metalotioneina (cl5d328);
fosfatase alcalina (c15d186); transportador de mio-inositol (cl7d116); glucoamilase (cl7d11); e
cutinase (cl7d31), nas fases biotroficas e necrotroficas do fungo apds a inoculacdo, com a raca
89, na planta. Para a raca 65, Silva et al. (2021) observaram maiores niveis de expressao dos
genes PR1, FLS2, NPR1, e B-GLUC na cultivar resistente quando comparada a cultivar
suscetivel.

A técnica apresenta alta precisdo para estudos de analise de expressdo génica, e vem
sendo usada muitas vezes associadas a outras técnicas, de modo, a permitir a validacdo dos
resultados (KOZERA; RAPACZ, 2013). Com isso, sua utilizagdo torna-se fundamental em
estudos acerca da interacdo planta patégeno em diversos patossistemas.

3. CONCLUSOES

Dado ao exposto, pode se verificar a importancia do patdogeno para a cultura do
feijoeiro, assim como reconhecer os esforcos no entendimento do controle genético da
resisténcia do hospedeiro ao C. lindemuthianum. Entretanto, ainda se faz necessaria a expansao
do conhecimento dos genes e vias metabdlicas atuantes nesse processo. Este trabalho visou
explorar essa vertente, de maneira a fornecer um panorama inicial dos mecanismos moleculares
envolvidos com a resisténcia a raca 65 do patdgeno, tdo importante para as lavouras de feijéo

no Brasil.
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TRANSCRITOMA COMPARATIVO FORNECE NOVAS PERCEPCOES SOBRE
RESPOSTA DE FEIJAO-COMUM A INFECCAO PELA RACA 65 DE Colletotrichum

lindemuthianum

RESUMO

A raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum, fungo causador da antracnose do feijoeiro,
destaca-se, principalmente nos paises tropicais, por sua grande variabilidade genética e elevado
potencial patogénico, podendo causar danos severos as lavouras de feijdo-comum plantadas
com genotipos suscetiveis. Os genes situados em locos de resisténcia ja identificados para essa
raca, bem como suas atuacdes nas vias de resposta da planta hospedeira, ainda nao haviam sido
amplamente explorados. No presente estudo, realizou-se uma anélise abrangente de
transcritomas, utilizando o sequenciamento Illumina de duas cultivares de feijoeiro infectadas
com araca 65 de C. lindemuthianum, considerando os tempos 0, 48 e 96 horas apds inoculacao
(hai). Os resultados permitiram identificar 22.344 genes em todas as amostras e em todos 0s
tempos analisados. A partir da analise dos contrastes entre os diferentes tratamentos e suas
intersecOes foi possivel indicar conjuntos de genes Inter R e Inter S que foram potencialmente
associados a mecanismos que levam a resisténcia e/ou suscetibilidade da planta ao patdgeno
nos diferentes momentos. Sobre o conjunto de genes Inter R, destacam-se aqueles envolvidos
no reconhecimento do patdgeno, como as quinases € as NB-LRRs, assim como genes
envolvidos na via de biossintese dos fenilpropanoides e glicerolipidios que, juntamente com a
via do &cido linoleico, conduzem os mecanismos de resposta que levam a resisténcia a essa
raca. Em resposta a sinalizacdo, genes relacionados com a patogénese (PR), como proteinas da
familia MLP, e com a sintese de novos carboidratos envolvidos com a remodelagem da parede
celular, foram desencadeadas a partir do reconhecimento do patdgeno no gendtipo resistente.
Por outro lado, no gendtipo suscetivel, a sinalizacdo mediada por auxina e a expressao de genes
relacionados ao processamento e transporte de acuUcares tiveram destaque. A rede de co-
expressao dos genes Inter R e Inter S foi produzida, na qual foi encontrada maior conexao entre
0s genes associados a resisténcia, formando uma rede maior e robusta. Com isso, considerando
a especificidade do controle genético da resisténcia em patossistemas envolvendo diferentes
racas, este trabalho oferece um panorama inicial de resposta a raca 65, de ocorréncia tdo
significativa na cultura do feijdo-comum no Brasil.

Palavras-chave: Antracnose. Phaseolus vulgaris. Raga 65. Resposta de resisténcia. RNA-seq.

INTRODUCAO

A antracnose, causada pelo fungo hemibiotrofico Colletotrichum lindemuthianum (Sacc
& Magn) Scribn, é uma das doencas economicamente mais preocupantes para a cultura do
feijoeiro (de Ron et al. 2016), sendo predominante em areas tropicais e subtropicais, onde as
condigdes climaticas séo favoraveis ao desenvolvimento do patogeno (Padder et al. 2017). A
doenca afeta a qualidade dos gréos e vagens, podendo limitar drasticamente o rendimento da
lavoura. O controle desta doenca deve ser feito de modo integrado, aliando préaticas culturais,

controle quimico e resisténcia genética. Nesse processo, a resisténcia genética destaca-se como
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método eficiente e seguro (Ferreira et al. 2013). No entanto, a obtencdo de variedades
resistentes neste patossistema é um processo complexo, principalmente em funcdo da grande
diversidade de viruléncia de C. lindemuthianum, identificada tanto na forma de diferentes ragas
fisiologicas (Padder et al. 2017), quanto na variabilidade de isolados dentro de uma mesma
raca (Davide & de Souza, 2009).

A resisténcia de Phaseolus vulgaris ao fungo C. lindemuthianum tem sido caracterizada
como predominantemente qualitativa, descrita pelo modelo gene-a-gene (Flor, 1971).
Atualmente, j& foram descritos, em cultivares resistentes, cerca de 23 locos multialélicos de
efeitos independentes (Vidigal Filho et al. 2020). Apesar da predominancia dos locos
qualitativos, locos com efeitos quantitativos (QTLs) também vém sendo descritos no controle
genético desta doenca, conferindo resisténcia parcial a diferentes racas de C. lindemuthianum
(Zuiderveen et al. 2016; Gonzalez et al. 2015; Choudhary et al. 2018). O mapeamento de
regibes gendmicas revelou uma frequente organizacdo desses locos em complexos
aglomerados, os quais compreendem genes intimamente ligados, que podem conferir
resisténcia a racas especificas (Campa et al. 2014; Ferreira et al. 2013; Geffroy et al. 2008;
Zuiderveen et al. 2016).

Para a raca 65, por exemplo, foram verificados alguns genes de efeitos independentes
para a resisténcia a antracnose, exibindo, dentre eles, interacdo de genes duplicados (Costa et
al. 2017). Os locos Co-01, Co-02, Co-03, Co-04, Co-05, Co-06 e Co-15 ja foram associados,
em diferentes cultivares, a resisténcia a essa raca (Bisneta & Gongalves-Vidigal, 2020; Alzate-
Marin & Sartorato, 2004; Vidigal Filho et al. 2020; Vieira et al. 2018; Costa et al. 2021). De
fato, isolados da raga 65 destacam-se por sua grande variabilidade e ampla distribuicdo em
varios paises, incluindo o Brasil (Coélho et al. 2016; Costa et al. 2017).

Apesar do conhecimento estabelecido sobre os locos associados a resisténcia do
feijoeiro as diferentes racas do C. lindemuthianum, a compreensdo dos genes situados nestes
locos, suas atuacOes, e interacfes nas vias de resposta da planta hospedeira, tornam-se
importantes para um entendimento profundo do processo de resisténcia. A identificacdo de
genes e vias pode auxiliar nos esforcos do melhoramento genético dedicado a obtencdo de
plantas de feijao resistentes aos seus patdgenos (Hoseinzadeh et al. 2020).

Proteinas codificadas por genes relacionados a resisténcia podem atuar em diferentes
etapas do processo, como na codificacdo de proteinas de reconhecimento, na elicitacdo

secundaria ou na codificacdo de proteinas envolvidas em vias metabdlicas (Andersen et al.
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2018). Genes que codificam proteinas com dominios quinase, por exemplo, séo conhecidos por
desempenharem o papel de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Tais receptores
reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) e ativam a resposta imune.
Dentro dessa superfamilia génica, aqueles que codificam proteinas quinases dotadas de
repeticdes ricas em leucina (RLK-LRR) ja foram associados a locos de resisténcia a antracnose
(Bisneta & Goncalves-Vidigal, 2020; Dambroz et al. 2022). Outros genes que tém sido
associados a locos de resisténcia codificam proteinas com dominios de ligacdo a nucleotideos
e repeticdes ricas em leucinas (NBS-LRR) (Bisneta & Gongalves-Vidigal, 2020). Essas
proteinas podem atuar no reconhecimento de efetores do patégeno por meio de interacOes
proteina-proteina, monitoramento da presenca e funcdo de outras proteinas importantes do
hospedeiro, e inducdo da imunidade desencadeada por efetor (ETI), na percepcdo de qualquer
alteracdo (Boller & Felix, 2009). Em todos os casos, a ativacao da resposta imune resulta numa
cascata de sinalizacdo e proteinas envolvidas em diferentes vias metabdlicas desencadeiam
uma série de respostas que, em conjunto, resultard na defesa da planta (Andersen et al. 2018).

A andlise de expressdo diferencial de genes candidatos tem sido desenvolvida para
diferentes racas do patdgeno, expandindo o conhecimento sobre genes envolvidos no processo
de resisténcia no patossistema feijoeiro-antracnose (Fraire-Velazquez & Lozoya-Gloria, 2003;
Oblessuc et al. 2012; Borges et al. 2012; Fontenelle et al. 2017). Para a raga 65, Silva et al.
(2021), utilizando RT-qPCR, encontraram maiores niveis de expressdo de genes relacionados
a patogénese e receptores quinases, em interacdo incompativel. Analises envolvendo utilizacado
da técnica de sequenciamento de RNA (RNA-Seq) ja foram realizadas contemplando as ragas
73 (Padder et al. 2016), 100 e C531 (Alvarez-diaz et al. 2022).

Considerando a especificidade do controle genético a diferentes racas e isolados, e a
importancia da raca 65 para a cultura, tornou-se necessaria a realizacdo de uma analise de
amplo espectro. Desse modo, o presente estudo utilizou-se da técnica do RNA-seq para obter
os perfis transcricionais de duas cultivares de feijdo, sendo uma resistente e outra susceptivel a
raca 65 de C. lindemuthianum, em diferentes tempos apds a inocula¢do. Os resultados
forneceram informacg@es Uteis sobre genes e mecanismos moleculares envolvidos na resposta
de P. vulgaris a um isolado especifico da raca 65, informacdes essas que se tornam base para
0 desenvolvimento de novas estratégias para a obtencdo de cultivares de feijoeiro com

resisténcia duravel a antracnose.

MATERIAL E METODOS
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Material vegetal

As cultivares de feijdo comum BRS Estilo e Ouro vermelho foram selecionadas para
este estudo. Ambas sdo cultivares brasileiras de feijdo-comum, de origem mesoamericana,
comercialmente disponiveis para os agricultores. Segundo Costa et al. (2021) essas cultivares
diferem em um Unico loco considerando a reacdo ao isolado Lv 134 da raca 65 de C.
lindemuthianum, sendo Ouro Vermelho portadora do alelo dominante responsavel pela
resisténcia, diferentemente da BRS Estilo, dotada do alelo recessivo.

Para confirmar as especificidades das reacdes contrastantes de BRS Estilo e Ouro
Vermelho ao isolado Lv 134, raca 65, de C. lindemuthianum, suas sementes foram semeadas
em duas bandejas de polietileno, com células individualizadas, preenchidas com substrato
Plantmax. O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo sob condi¢des 6timas de umidade e
temperatura (UR de 95% e 24°C) para germinacdo e, em seguida, o desenvolvimento das
plantulas. Apds a expansao das folhas primarias, as plantas foram inoculadas com o isolado
fungico para avaliagdo dos sintomas. O experimento foi realizado em delineamento

inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 (cultivares) x 3 (tempos de coleta).

Preparo da suspensao de conidios e inoculacdo com a raca 65 de C. lindemuthianum

O isolado Lv 134 da raca 65 de C. lindemuthianum pertence a cole¢do de fungos do
Laboratério de Resisténcia a Doengas de Plantas da Universidade Federal de Lavras (Brasil).
As linhagens monosporicas desse isolado, mantidas em placas com meio M3 (Tu, 1985), foram
repicadas para vagens esterilizadas em tubos de ensaio, parcialmente cobertas em meio agar-
agua (3,75 g de agar para 250 ml de 4gua) (Mathur et al. 1950). Apds a repicagem, as vagens
foram mantidas por um periodo de incubacédo de 15 dias, a 22°C, no escuro.

A preparacédo do indculo foi realizada adicionando-se agua destilada aos tubos, seguida
pela raspagem dos conidios da superficie da vagem, com o auxilio de uma alca de platina. A
suspensdo formada foi filtrada através de uma camada de gaze, para remocao dos fragmentos
miceliais. A contagem dos conidios foi realizada em microscopio com o auxilio da cAmara de
Neubauer e a concentragio padronizada em 1,2 x 10° conidios/ml (Rava, 1993).

A suspensdo de esporos, entdo preparada, foi inoculada pulverizando ambas as faces
das folhas e os talos, com pulverizador, até o ponto de escorrimento (Burt et al. 2015). A
inoculacéo foi feita apos a abertura completa das folhas primarias, e as plantas foram mantidas

em camara de nebulizacdo (UR de 100% e 25+2°C) por 48 horas e, posteriormente, transferidas
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para casa de vegetacdo (UR de 95% e 24°C), por aproximadamente 10 dias, para a coleta das
amostras foliares e avaliacdo dos sintomas. Um grupo de plantas, inoculado com agua, foi

mantido como controle experimental.

Coleta do material foliar e avaliacdo dos sintomas

A coleta do material foliar foi realizada nos tempos 0, 48 e 96 horas apds a inoculacéo
(hai). As metades de duas folhas primarias de cada planta foram coletadas, abrigadas em
microtubos de 2,0 mL e imediatamente submergidas em nitrogénio liquido. Na sequéncia, o
material coletado foi armazenado a -80°C até a avaliacdo e confirmacdo das reacfes esperadas
de resisténcia e suscetibilidade, adotando-se como base de analise, as metades das folhas
primarias que permaneceram nas plantas. Como condicdo obrigatoria para prosseguimento
deste trabalho, ap6s a avaliacdo e confirmacdo dos sintomas, foi realizada a extragdo de RNA
das amostras foliares coletadas.

Para analise dos sintomas, cada planta (repeticdo) foi avaliada individualmente de
acordo com a escala descritiva de notas de um a nove (Schoonhoven & Pastor-Corrales, 1987),
sete dias apds a inoculagdo. Foram consideradas resistentes todas as plantas com nota
menor/igual a trés, e suscetiveis, aquelas com nota superior a trés. Os dados foram submetidos
ao teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade, com o objetivo de verificar se houve
diferenca entre as médias de severidade dos sintomas das cultivares (Silva et al. 2021). As
analises foram realizadas com o R software (CoreTeam, 2018).

Extracdo de RNA, construcao da biblioteca de cDNA e sequenciamento

O RNA total foi extraido a partir de 12 amostras, correspondentes a duas cultivares
(BRS Estilo e Ouro Vermelho), trés tempos (0, 48 e 96 hai) e duas repeticdes bioldgicas
(Hoseinzadeh et al. 2020). Utilizou-se 0 RNATRIzol® Isolation Reagent (Invitrogen),
seguindo as recomendacdes do fabricante, com pequenas modificacGes, como descrito por
Miranda et al. (2019). A quantidade e pureza do RNA foram analisadas por espectrofotdmetro
(NanoVuePlus GE Healthcare), observando as concentracdes de acidos nucleicos e as relagdes
de absorbancias A260/280 e A260/230, priorizando valores entre 1,80 e 2,20. A integridade do
RNA foi verificada em gel de agarose a 1%, usando o tampao TAE (Tris, EDTA e acido
borico).

Os extratos de RNA de cada amostra foram tratados com TURBO™ DNAse

(ThermoFisher), seguindo as instrugdes do fabricante. O mRNA foi enriquecido usando
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NEBNext® Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (New England BioLabs). As
bibliotecas de RNA-Seq foram preparadas usando o TruSeq Stranded Total RNA Library Plant
Kit (Illumina, Inc.) (Malapi-Wight et al. 2021). Apds a quantificacdo no TapeStation 4200
(Agilent), cada biblioteca foi diluida e usada equimolarmente para preparar um pool para
sequenciamento no lllumina NextSeq 500 (Illumina, Inc.) no laboratério USDA-APHIS PGQP,

com um kit de sequéncia de alta saida de 75 ciclos (2 x 75 bp, extremidade pareada).

Anélises de bioinformatica

A gqualidade das leituras de sequenciamento obtidas (reads) foi analisada utilizando o
FastQC v.0.11.7 (Andrews, 2010). As sequéncias de adaptadores, assim como as bases que
apresentaram Q-Score abaixo de 20, foram removidas utilizando o Trimmomatic v.0.39
(Bolger et al. 2014), sob os seguintes parametros: Illumicap 2:15:10; Slidingwindow 4:15 e
Minlen 32. As leituras filtradas foram mapeadas no genoma de referéncia de P. vulgaris v2.1,
disponivel no banco de dados Phytozome v.13 (Schmutz et al. 2014), e contadas utilizando o
STAR v.2.7.10b (Dobin et al. 2013), com 0s seguintes parametros: maximum number of
multiple alignments allowed for a read: 20, minimum overhang for unannotated junctions: 8,
minimum overhang for annotated junctions: 1, maximum number of mismatches per pair: 999,
maximum number of mismatches per pair relative to read length: 0.10, minimum number of
matched bases: 50, minimum number of bases score over the read length: 0, minimum number
of bases matched over the read length: 0, maximum genomic distance between mates: 1000,
maximum intron length: 3000, e, com 0 modo count number reads per gene while mapping

acionado.

Analise de expressao diferencial e enriquecimento de termos Gene Ontology

O numero de reads mapeados em apenas um gene do genoma, estimado pelo STAR,
foi utilizado para realizacdo da analise de expressao diferencial, com o pacote DESeq2 v.1.36.0
(Love et al. 2014) no software R v.4.2.1 (CoreTeam, 2018). Para a criagdo da matriz de
contagem foram utilizadas as contagens da fita antisenso. Uma pré-filtragem foi realizada
retirando genes com numeros muito baixos (menor que 50) de expressdo. Como analises
multivariadas, foram realizados (i) um agrupamento hierarquico com o método da ligacao
média (UPGMA) utilizando o complemento das correlacBes de Spearman entre os valores de

expressao génica das amostras; e, (ii) uma analise de componentes principais (PCA).
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A identificacdo de genes diferencialmente expressos (DEGs) pelo DESeq2 (Love et al.
2014) foi realizada, utilizando os dados brutos de contagens, para diferentes contrastes,
incluindo comparages entre as cultivares em um mesmo tempo e entre os tempos de cada
cultivar (Tabela 1). Os genes com p-valor corrigido pela taxa de falsas descobertas (Benjaminit
& Hochberg, 1995) abaixo de 0,05, e alteracdo minima de log? fold-change (based on the

Transcripts Per Million - TPM metric) de 2.0, foram considerados DEGs.

Tabela 1. Contrastes realizados para a anélise de expressdo génica diferencial, a partir dos
diferentes tempos de inoculacdo (0, 48 e 96 hai) das cultivares BRS Estilo (E) e Ouro
Vermelho (OV), respectivamente, suscetivel (S) e resistente (R) ao isolado Lv 134 da raca
65 de Colletotrichum lindemuthianum.

Respostas a 48 horas de infeccéo

Contraste 1 OV 48 hai x E 48 hai
Contraste 2 OV 48 hai x OV 0 hai
Contraste 3 E 48 hai x E 0 hai
Intersecdo dos Contrastes (OV 48 hai x E 48 hai) x (OV 48 hai x OV 0 = Inter R1
le2 hai) + Inter S1
'”terse@aofgSSCO”traStes (OV 48 hai x E 48 hai) x (E 48 hai x E O hai) 'Irr‘]g F;g
Respostas a 96 horas de infeccéo
Contraste 4 OV 96 hai x E 96 hai
Contraste 5 OV 96 hai x OV 0 hai
Contraste 6 E 96 hai x E 0 hali
Intersecdo dos Contrastes ~ (OV 48 hai x E 96 hai) x (OV 96 hai x OV 48 = Inter R1
4eb hai) + Inter S1
Intersegao fgS6C°”traStes (OV 48 hai x E 96 hai) x (E 96 hai x E 0 hai) 'Irr‘]g ';g

As intersecOes realizadas permitiram selecionar genes que foram DEGs em comum
entre os diferentes contrastes, em ambos os tempos de infeccao, agrupando-os em dois grupos.
Por exemplo, considerando os contrastes 1 e 2, que colocam em foco a cultivar resistente, 0s
genes que foram regulados positivamente, em comum em ambos 0s contrastes, sdéo chamados
de genes Inter R1. Enquanto aqueles que foram regulados negativamente sdo chamados de Inter
S1. Ja para os contrastes 1 e 3, que se referem a cultivar suscetivel, genes que foram regulados
positivamente no contraste 1 e, a0 mesmo tempo, negativamente no contraste 3 sdo chamados
de Inter R2. Os genes regulados negativamente nos contrastes 1 e 3 foram chamados de Inter

S2. Por fim, os genes Inter R1 e Inter R2 foram agrupados no conjunto de genes Inter R, e 0s
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genes Inter S1 e Inter S2 foram agrupados no conjunto de genes Inter S. O mesmo raciocinio
se aplica aos contrastes 4, 5 e 6, e suas intersecdes, no tempo de 96 hai (Tabela 1).

Os conjuntos de genes Inter R e Inter S foram utilizados para as analises posteriores. A
andlise de enriquecimento de termos Gene Ontology (GO) (Gene Ontology; The Gene
Ontology Consortium 2001) dos DEGs foi realizada utilizando teste de Fisher e FDR de corte
de 0,05 com o uso do pacote topGO v.2.48.0 (Alexa and Rahnenfuhrer, 2022). Valores de
expressdo desses genes, normalizados para a escala log> nos diferentes tratamentos foram
destacados em um gréfico de calor (heatmap) em conjunto com analises UPGMA, utilizando
0 pacote pheatmap v.1.0.12 (Kolde, 2012) no software R.

Informacdes sobre a posicdo cromossomica de locos de resisténcia ja descritos na
literatura em diferentes cultivares foram obtidas (Paulino et al., 2022), e a partir dessas regides

verificou-se DEGs que se localizavam proximos a esses locos.

Vias metabdlicas

A partir das anotacOes génicas obtidas no Phytozome v.13 (Goodstein et al., 2012), as
vias metabolicas potenciais, das quais 0s genes selecionados participam, foram estimadas.
Tambeém foi realizada a verificacdo da presenca de alguma via enriquecida nos grupos de genes
obtidos a partir das intersecdes entre os contrastes analisados, nos diferentes tempos. Para tal,
0 nimero do Enzyme Consortium (EC) das enzimas associadas aos genes de interesse foi
obtido da atribuicdo GO (Bono et al. 1998), e utilizado para a busca das vias metabolicas que
essas enzimas participam, no banco de dados KEGG (Kanehisa et al. 2000). Utilizando essas
informacdes, realizou-se um teste de Fisher (p-valor de 0,05), com o software estatistico R, a

fim de testar quais vias se encontram enriquecidas em grupos de genes de interesse.

Redes de co-expressdo

Com o objetivo de elucidar novas associacfes génicas com a resisténcia, foram
modeladas redes de co-expressao génica utilizando correlagcdes de Pearson (coeficiente de
correlacdo minimo de 0.9) e 0 método de ranqueamento reciproco mais alto (highest reciprocal
rank [HRR]) (Mutwil et al. 2010). Foi estabelecido um limite de 30 correlagdes para selecéo
das conexdes significativas. Foram construidas duas redes de co-expressdo com o software R
e 0 pacote igraph v.1.3.5 (Csardi et al. 2006), sendo uma representando o genétipo suscetivel
(BRS Estilo) e outra representando o genotipo resistente (Ouro Vermelho). A partir das redes

modeladas, foram selecionados 0s nos relacionados aos grupos de intersecdo de DEGs
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estabelecidos. Esta selecdo foi entdo expandida para os primeiros vizinhos desses genes na
rede, de modo a fornecer inferéncias moleculares mais abrangentes na anélise de resisténcia e
a construcdo de diferentes redes especificas associadas a resisténcia e suscetibilidade.
Adicionalmente, foram calculados os graus dos n6s como indicacdo de hubs putativos.

RESULTADOS

Desenvolvimento da doenca

As reac0es de resisténcia e suscetibilidade das cultivares Ouro Vermelho (média 1,27)
e BRS Estilo (média 8,78), respectivamente, foram confirmadas de acordo com a identificacédo
dos sintomas (Figura 1). As médias de severidade da doenca foram significativamente
diferentes pelo teste t de Student (p < 0.01) (Figura 2). Os primeiros sintomas, na interacao
compativel, foram observados a 96 hai, como pequenas lesdes no caule, e nas nervuras da
superficie abaxial das folhas. As lesdes foram se desenvolvendo ao longo do tempo, e sete dias
apo6s a inoculagdo, as plantas suscetiveis ja estavam mortas. Em contraste, na interacéo
incompativel, as plantas resistentes ndo apresentaram nenhum sintoma ou resposta de

hipersensibilidade, mesmo sete dias ap6s a inoculagéo.

Figura 1. Avaliacdo fenotipica das cultivares Ouro Vermelho e BRS Estilo, sete dias ap6s a
inoculacdo com o isolado Lv 134 da racga 65 de Colletotrichum lindemuthianum. (A) Cultivar
resistente sem lesdes; (B) Cultivar suscetivel com leses nas nervuras da superficie abaxial da

folha e no caule da cultivar.
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Figura 2. Teste t de Student aplicado entre as notas médias de severidade da antracnose das
cultivares de feijoeiro Ouro Vermelho e BRS Estilo inoculadas com o isolado Lv 134 da raca
65 de Colletotrichum lindemuthianum. Trés asteriscos (***) indicam significancia a 0,01% de

probabilidade pelo teste t.
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Controle de qualidade das andlises de transcritoma

O numero de reads obtido apoés a filtragem com o Trimmomatic para as 12 bibliotecas
de RNA-Seq analisadas variou de 17 a 35 milhGes aproximadamente, com média em torno de
30 milhGes (Tabela S1). As reads mapeadas contra 0 genoma de referéncia, apresentaram uma
taxa média de 90% de reads mapeadas exclusivamente (Tabela S1). A verificacdo das amostras
para controle de qualidade foi realizada a partir de analises de agrupamento. O grafico da PCA
evidencia o agrupamento de amostras de ambas as cultivares sob o mesmo tratamento de tempo
de inoculagdo (Figura 3), confirmando a similaridade entre as réplicas. Os dois primeiros
componentes explicam aproximadamente 79% da variacdo total dos dados entre as 12
amostras. No dendrograma também € possivel observar o agrupamento de réplicas da mesma
amostra, assim como um agrupamento préximo de cultivares sob o0 mesmo tratamento de tempo

de coleta (Figura 3).

Figura 3. Controle de qualidade do sequenciamento a partir de analises de agrupamento dos
tratamentos. (A) Analise de componentes principais indicando o nivel de similaridade entre os
padroes de expressdo génica do feijoeiro em resposta ao patogeno Colletotrichum
lindemuthianum. (B) Dendograma obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic averages) a partir dos niveis de expressao génica das diferentes

bibliotecas.
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Anélise de expressao diferencial

DEGs em interacdo compativel e incompativel com o patégeno, 48 horas apos infeccéo

Ao todo, 22.344 genes foram identificados para todas as amostras, em todos 0s tempos
analisados (Tabela suplementar S2). Considerando o primeiro contraste, entre 0s genotipos
Ouro Vermelho e BRS Estilo, no tempo de 48 hai (OV 48 hai x E 48 hai), foram identificados
770 DEGs, sendo dessas, 353 negativamente reguladas e 417 reguladas positivamente (Figura
4, secOes A e B). Esses DEGs podem representar tanto a resposta ao patégeno quanto processos
gerais das plantas. Para selecionar genes que tiveram uma mudanga na sua expressao ao longo
do tempo, a partir do momento da infeccdo (Hoseinzadeh et al. 2020), em cada um dos
gendtipos, foram realizados mais dois contrastes. O segundo contraste contempla a alteracéo
génica temporal no genotipo resistente (OV 48 hai x OV 0 hai), e apresentou expressao
diferencial de 6.474 DEGs, sendo desses, 3.742 reguladas negativamente e 2.732 positivamente
(Figura 4, secdo A). Ja para o terceiro contraste, que considera a alteracdo temporal no genétipo
suscetivel (E 48 hai x E 0 hai), a ativacdo foi menor, com um total de 4.855 DEGs, sendo
dessas, 2.761 reguladas negativamente, e 2.094 positivamente (Figura 4, se¢do B). Aplicando
a intersecdo entre os contrastes 1 (OV 48 hai x E 48 hai) e 2 (OV 48 hai x OV 0 hai), e a
intersecdo entre os contrastes 1 (OV 48 hai x E 48 hai) e 3 (E 48 hai x E 0 hai), tornou-se
possivel 0 acesso a genes potencialmente associados aos mecanismos que levam a resposta de
resisténcia ou suscetibilidade, através dos conjuntos Inter R, com 196 DEGs, e Inter S, com

202 DEGs dos genotipos resistente e suscetivel (Figura 4, secbes A, B e E).

DEGs em interacdo compativel e incompativel com o patdgeno, 96 horas de infeccédo
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Foram identificados 1.560 DEGs para o contraste 4 (OV 96 hai x E 96 hai), sendo
dessas, 575 reguladas negativamente, e 985 positivamente (Figura 4, secdes C e D). No
contraste 5 (OV 96 hai x OV 48 hai), houve a identificagdo de 5.361 DEGs. Dessas, 1.716
foram reguladas negativamente e 3.645 reguladas positivamente (Figura 4, secdo C). Ja para a
cultivar suscetivel, o contraste 6 (E 96 hai x E 48 hai), foram identificados 4.721 DEGs. Desse
somatorio, 1.521 DEGs foram reguladas negativamente e 3.200 positivamente (Figura 4, secdo
D). Da mesma forma, com as intersecOes realizadas (Contraste 4 e 5, e contraste 4 e 6), tornou-
se possivel 0 acesso a genes potencialmente associados aos mecanismos que levam a resposta
de resisténcia ou suscetibilidade, através dos conjuntos Inter R, agora 725 DEGs, e Inter S, com
367 DEGs dos genotipos resistente e suscetivel (Figura 4, se¢des C, D e E).

Para a realizacdo das analises posteriores foram considerados dois grupos de genes para
cada tempo, Inter R e Inter S. Ambos o0s grupos sao formados pela soma dos genes obtidos nas
intersecOes realizadas entre os diferentes contrastes utilizados (Figura 4, se¢do E). A anélise de
agrupamento das amostras utilizando valores normalizados dos padrdes de expressao dos genes
destacados nos grupos Inter R e Inter S foi realizada (Figura 5). O heatmap possibilitou a viséo
global dos padrdes de expressdo, e, nesse caso, nota-se um remodelamento do padréo de
expressao de genes do grupo Inter R na cultivar Ouro Vermelho, onde pode-se verificar que a
48 hai genes ndo expressos ou regulados negativamente, passaram a se expressar no contexto
de 96 hai. Na cultivar BRS Estilo, os genes Inter S foram regulados positivamente a 48 horas
de infec¢do, quando comparados com genes Inter R, que por sua vez foram regulados
negativamente. Com a evolucdo da infeccdo, a 96 hai, houve uma transi¢do na regulacéo de
genes do conjunto Inter R, onde eles passaram de negativamente para positivamente regulados,

no gendtipo suscetivel (Figura 5).
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Figura 4. Quantidade de DEGs encontrados, a partir do DESeq2, nos diferentes contrastes

realizados considerando os tempos 0, 48 e 96 apds a inoculacéo das cultivares Ouro Vermelho

(resistente) e BRS Estilo (suscetivel) com o isolado Lv 134 da raca 65 de Colletotrichum

lindemuthianum. As intersecOes entre os contrastes 1 e 2, e 1 e 3 indicam dois conjuntos de

genes, indicados por Inter R (L e 2) e Inter S (1 e 2).
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Figura 5. Analise de agrupamento hierarquico de padrbes de expressao génica, normalizados,
em Ouro Vermelho e BRS Estilo. O heatmap mostra os niveis de expressdo de genes
diferencialmente expressos (DEGS) significativos que compde o grupo Inter R (A) e o0 grupo
Inter S (B) em plantas inoculadas com o isolado Lv 134 da raca 65 de Colletotrichum
lindemuthianum nos tempos de 0, 48 e 96 hai. Os genes regulados positivamente e

negativamente sdo representados em vermelho e azul, respectivamente.
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Analise de enriquecimento Gene Ontology (GO)

DEGs em interacdo compativel e incompativel com o patégeno, 48 horas de infeccao

Para determinar as funcdes dos DEGs envolvidos na resposta de feijado comum a C.
lindemuthianum, foi realizada a analise de enriquecimento de termos GO. Considerando a
intersecdo realizada para os contrastes envolvendo os gendtipos resistente e suscetivel nos
tempos de 0 e 48 hai, 196 DEGs foram identificados como genes Inter R, sendo 88 provenientes

dos contrastes considerando o genotipo resistente, e 108, o gendtipo suscetivel (Figura 4,
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secOes A e B). Tais genes foram associados a seis processos bioldgicos (Tabela 2), dentre eles,
processo metabolico (GO:0008152) e fissdo de peroxissomos (GO:0016559). Outros dois
processos identificados, resposta a estimulo bidtico (GO:0009607) e biossintese de celulose
(GO:0030244), mostraram-se presentes também entre os 202 genes Inter S (Tabela 2).

DEGs em interacdo compativel e incompativel com o patégeno, 96 horas de infeccao

Com o progresso da infeccdo pelo patdgeno, o processo de biossintese de celulose
(GO:0030244), que no tempo de 48 horas mostrou-se presente em ambas as respostas
(resisténcia e suscetibilidade), passou a ser anotado apenas entre os genes Inter R (Tabela 2).
Ainda para esses genes, processos envolvendo modificacdo da parede celular (GO:0042545),
resposta a estresses oxidativos (GO:0006979), fosforilagdo de proteinas (GO: 000648),
biossintese de esteroides (GO: 0006694) e retencdo de proteinas no limen do reticulo
endoplasmatico (GO:0006621) também foram verificados na resposta a 96 hai (Tabela 2). Para
a resposta da planta suscetivel foi encontrado genes relacionados aos processos de regulacao
da transcricdo (GO: 0006355), macromoléculas associadas a parede celular (GO: 0016998) e
processo catabolico de quitina (GO: 0006032).

Enriquecimento de vias metabolicas

A andlise de enriquecimento de vias metabolicas foi realizada com a finalidade de
possibilitar uma visdo global das diferentes vias metabdlicas reguladas durante a interacdo das
plantas resistente e suscetivel com a raca 65 do patdgeno. As mesmas vias foram acionadas
tanto para a interacdo compativel, quanto para a incompativel (Tabela Suplementar S3).
Entretanto, o enriquecimento das vias no grupo de genes Inter R, considerando o p-valor de
0,05, revelou a via de biossintese de fenilpropandide, representada pelos genes arogenato
desidratase, Phvul.006G149600 e Phvul.005G127100, regulados positivamente no genétipo
resistente; a via de metabolismo do &cido linoleico, pela expresséo de genes lipoxigenases, tais
como Phvul.006G185300, Phvul.005G156800 e Phvul.009G262900; e a via do metabolismo
dos glicerolipideos, a partir da expressao de genes glycerol-3-phosphate acyltransferase, por
exemplo, Phvul.002G192000. Para o grupo Inter S, além das vias de biossintese de
fenilpropanoide, foram enriquecidas também as vias de biossintese de flavonoides,
isoflavonoides, alcaloides de tropano, piperidina e piridina, e biossintese de sesquiterpendides

e triterpendides (Tabela Suplementar S3).
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Tabela 2. Termos de enriquecimento Gene Ontology (GO) de genes Inter R e Inter S expressos diferencialmente nos diferentes contrastes realizados considerando os tempos
0, 48 e 96 apds a inoculagdo das cultivares Ouro Vermelho (resistente) e BRS Estilo (suscetivel) com o isolado Lv 134 da raga 65 de Colletotrichum lindemuthianum.

Enriquecimento genes Inter R- 48 horas de infec¢io

Go ID Termos Anotados Significativos Esperado Fisher DEGs

Phvul.005G001000

G0:0030244 cellulose biosynthetic process 25 2 0.22 0.0206 Phvul 005G 116551

Phvul.011G183500
G0:0009607 response to biotic stimulus 35 2 0.31 0.0386 Phvul.011G183766
Phvul.011G183832

Phvul.004G043300

G0:0008152 metabolic process 5325 49 47.47 0.0012 Phvul 004G043600
G0:0016559 peroxisome fission 3 1 0.03 0.0012 Phvul.011G015800
G0:0030150 protein import into mitochondrial matrix 3 1 0.03 0.0265 Phvul.004G092000

G0:0009765 photosynthesis, light harvesting 29 2 0.26 0.0272 Phvul.004G091600
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Tabela 2. Termos de enriquecimento Gene Ontology (GO) de genes Inter R e Inter S expressos diferencialmente nos diferentes contrastes realizados considerando os tempos
0, 48 e 96 ap0s a inoculagdo das cultivares BRS Estilo (suscetivel) e Ouro Vermelho (resistente) com o isolado Lv 134 da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum.
(CONTINUACAO).

Enriquecimento genes Inter S- 48 horas de infeccdo

Go ID Termos Anotados Significativos Esperado Fisher DEGs
G0:0030244 cellulose biosynthetic process 25 4 0.19 0.00011 Eﬂzz:ggégégi’ggg
GO:0009607 response to biotic stimulus 35 3 0.27 0.04994 EM:BE&??S%
G0:0006952 defense response 56 4 0.43 0.01963 Eﬂw::ggéggiggg
G0:0045040 protein insertion into mitochondrial 2 1 0.02 0.02047 Phvul.001G261400

Phvul.001G228500
G0:0016567 protein ubiquitination 73 3 0.75 0.03893 Phvul.003G101500

Phvul.008G238500

Phvul.001G209100

G0:0042545 cell wall modification 33 2 0.34 0.04490 Phvul 003G126500

G0:0006979 response to oxidative stress 78 3 0.8 0.04594 Phvul.009G140700
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Tabela 2. Termos de enriquecimento Gene Ontology (GO) de genes Inter R e Inter S expressos diferencialmente nos diferentes contrastes realizados considerando os tempos
0, 48 e 96 ap0s a inoculagdo das cultivares BRS Estilo (suscetivel) e Ouro Vermelho (resistente) com o isolado Lv 134 da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum.
(CONTINUACAO).

Enriquecimento genes Inter R- 96 horas de infec¢do

Go ID Termos Anotados Significativos Esperado Fisher DEGs

) : ) Phvul.003G147300
G0:0006073 cellular glucan metabolic process 65 12 1.89 4.9¢-08 Phvul 003G231900

Phvul.003G024000
G0:0006468 protein phosphorylation 1091 48 31.72 0.0017 Phvul.002G115800

Phvul.002G115900
Phvul.005G011900

_ o Phvul.005G184400
G0:0042545 cell wall modification 33 5 0.96 0.024 Phvul.009G222100

Phvul.010G123132

G0:0050826 response to freezing 1 1 0.03 0.0291 Phvul.008G223000

Phvul.002G154600

G0:0006855 xenobiotic transmembrane transport 45 4 1.31 0.0409 Phvul. 005G021900

Phvul.005G128500

: 4 roid biosynthetic pr 2 4 .84 .

G0:000669 steroid biosynthetic process 9 0.8 0.0093 Phvul L001841
G0:0006621 protein retention in ER lumen 7 2 0.2 0.0160 Phvul.010G022100
G0:0030244 cellulose hiosynthetic process 25 3 0.73 0.0348 Phvul.005G001000

Phvul.005G116551
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Tabela 2. Termos de enriquecimento Gene Ontology (GO) de genes Inter R e Inter S expressos diferencialmente nos diferentes contrastes realizados considerando os tempos
0, 48 e 96 apo6s a inoculagdo das cultivares BRS Estilo (suscetivel) e Ouro Vermelho (resistente) com o isolado Lv 134 da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum.
(CONCLUSAO).

Enriquecimento genes Inter S- 96 horas de infec¢éo

Go ID Termos Anotados Significativos Esperado Fisher DEGs

Phvul.001G100200
Phvul.001G251200
Phvul.002G008600

G0:0006355 regulation of transcription, DNA 798 22 13.35 0.012 Phvul.002G110600
Phvul.002G285800

Phvul.005G068500
Phvul.007G095300
Phvul.007G176700

GO0:0045747 positive regulation of Notch signaling . 1 1 0.02 0.017 Phvul.001G040900
Phvul.001G218600
G0:0006032 chitin catabolic process 13 2 0.22 0.019 Phvul.003G268500
Phvul.003G268600
Phvul.001G218600

G0:0016998 cell wall macromolecule catabolic proces 19 2 0.32 0.039 Phvul.003G268500
Phvul.003G268600

G0:0042128 nitrate assimilation 3 1 0.05 0.049 Phvul.009G121000

G0:0006537 glutamate biosynthetic process 3 1 0.05 0.049 Phvul.009G053900

G0:0009638 Phototropism 3 1 0.05 0.049 Phvul.006G080400
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Redes de co-expressédo génica

Com o objetivo de definir grupos de genes com padrdes semelhantes nas interacfes
compativel e incompativel da planta com o patdgeno, foram construidas redes de co-expressao
génica, sendo uma para amostras de BRS Estilo e outra para amostras de Ouro Vermelho.
Nessas duas redes, foram selecionados os genes Inter R e Inter S e seus respectivos vizinhos,
definindo quatro sub-redes (Figura 6).

A rede Inter R do gendtipo resistente foi a que mais apresentou conexdes entre 0s genes
(Figura 6A). Os genes com graus mais elevados (Tabela suplementar S4) representam
elementos centrais na rede, possuindo um papel essencial no sistema bioldgico aqui abordado.
Nesse sentido, o gene Phvul.002G106300, que corresponde a uma proteina da familia GDSL-
like Lipase/Acylhydrolase, envolvido com a modulacdo de vias de sinalizacdo, apresentou o
maior nimero de conexdes (degrees), 130, e foi mais expresso no gendétipo resistente
comparado com o suscetivel a 96 hai. O gene Phvul.002G076400, ocupou a segunda posicéo,
com 116 conexdes. Esse gene codifica uma proteina matrix metalloproteinase, e assim como o
primeiro, foi mais expresso a 96 hai no genotipo resistente quando comparado ao suscetivel.
Phvul.002G107900, que corresponde a uma proteina relacionada a patogénese semelhante a
taumamatina, foi mais expressa a 96 hai no gendtipo resistente quando comparado com o
suscetivel, e apresentou 112 conexdes. Genes que atuam no reconhecimento do patégeno, como
os que codificam proteinas quinases (exemplificadas pelos genes Phvul.002G115800,
Phvul.002G115900 e Phvul.003G024000) e proteinas NBS-LRR (p.ex. Phvul.002G021700)
também foram bem representados na rede com altos valores de conexdes, 106, 94, 52 e 50,
respectivamente  (Tabela Suplementar S4). DEGs, como Phvul.009G080000 e
Phvul.005G124100, referentes aos fatores de transcricdo bZIP e WRKY, respectivamente,
foram regulados positivamente no gendtipo resistente a 48 hai, e estiveram presentes na rede
de co-expressdo dos genes R, assim como genes associados ao metabolismo secundario de
carboidratos, como as enzimas beta glucosidase e hidrolases (Phvul.005G082800,
Phvul.005G130900). Curiosamente, os DEGs, incluindo proteinas quinases, NB-LRR e de
patogénese, que apresentaram altas quantidades de conexdes na rede de co-expressao para a
resposta de resisténcia a raga 65 do patdgeno, estdo concentradas nos cromossomos dois e trés

de feijdo-comum (Tabela Suplementar S4). Considerando a rede dos genes Inter S no gendtipo
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resistente, o gene central (102 conexdes) foi o Phvul.002G096500, que corresponde a uma
proteina UDP-glucosy! transferase.

Considerando os genes Inter R na cultivar suscetivel, genes Phvul.002G106300 e
Phvul.002G022600, que também codificam proteinas da familia GDSL-like
Lipase/Acylhydrolase foram representados na rede com altos valores de conexdes, 75 e 59
degrees, respectivamente. O gene Phvul.002G152700, que codifica a enzima
leucoantocianidina dioxigenase, relacionada com a biossintese de flavonoides, teve sua
expressdao bem relacionada com outros genes, a partir de 78 conexdes. Também foram
representados na rede, genes da familia de proteina de resposta a auxina do tipo SAUR, como
Phvul.006G022900 e Phvul.009G001400 (Tabela suplementar S4). J& para o conjunto de genes
Inter S do genotipo suscetivel, o processo de transporte de aclcar foi representado na rede pelo
gene Phvul.002G073100 (71 degrees), da familia de proteina nodulina MtN21 /EamA-like,
positivamente regulado no genotipo suscetivel quando comparado com o resistente a 48 hai. O
gene Phvul.002G 154600, que corresponde a uma proteina de efluxo MATE relacionado com o
transporte transmembrana de substancias, foi mais expresso no genotipo suscetivel a 48h e
apresentou 66 conexdes em sua rede (Tabela Suplementar S4). O gene que apresentou maior
namero de conexdes nessa rede foi Phvul.002G096500, com 125 conexdes. Corresponde a uma
proteina UDP-glucosyl transferase, e foi regulado positivamente no genotipo suscetivel, nos
contrastes realizados, quando comparado ao gendtipo resistente.
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Figura 6. Redes de co-expresséo de genes pertencentes aos grupos Inter R e Inter S identificados
nos diferentes contrastes considerando os tempos 0, 48 e 96 apds a inoculacdo das cultivares
Ouro Vermelho (resistente) e BRS Estilo (suscetivel) com o isolado Lv 134 da raca 65 de
Colletotrichum lindemuthianum. (A) genes Inter R obtidos nos contrastes a partir do genétipo
resistente; (B) genes Inter R obtidos nos contrastes a partir do genétipo suscetivel; (C) genes
Inter S obtidos nos contrastes a partir do genotipo resistente; (D) genes Inter S obtidos nos

contrastes a partir do gendtipo suscetivel.

DEGs encontrados em locos associados a resisténcia a raca 65

Locos como Co-01, Co-02, Co-03, Co-04, Co-05, Co-06 e Co-15 ja foram previamente

associados a resisténcia de cultivares de feijdo a raca 65 de C. lindemuthianum (Bisneta &
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Gongalves-Vidigal, 2020; Paulino et al., 2021; Alzate- Marin & Sartorato, 2004; Vidigal Filho
et al., 2020; Vieira et al., 2018). Os genes localizados proximos a esses locos descritos na
literatura, que fizeram parte da rede de expressdo no genotipo resistente, e que também
apresentaram padrdes de expressdo diferencial entre as cultivares resistente e suscetivel, nos
contrastes envolvendo os tempos de 0, 48 e 96 hai, foram investigados.

O loco Co-1 foi previamente mapeado na regido genémica de 49.583.965 pares de bases
(pbs) do cromossomo Pv01, pelo marcador ss715645251 (Campa et al., 2014). Aqui, foi
verificada a presenca de 13 genes proximos a esse loco, sendo destes, apenas um DEG presente
na rede de co-expressdo dos genes Inter R (localizada num intervalo de 500 kb acima e abaixo
dessa regido). O gene Phvul.001G243300, codificador de uma fosfolipase C2, passou a ser
exclusivamente expresso pelo genotipo resistente a 96 hai, quando comparado com o tempo de
48 hai. Ja para o loco Co-04, localizado no Pv08 associado ao marcador SAS13 (2,281,755 pb)
(Oblessuc et al., 2015), quatro proteinas RLK-LRR com dominios de malectinas foram
encontradas. Uma delas, Phvul.008G028400, foi regulada positivamente a 96 hai e integrada
na rede de co-expressdo dos genes Inter R. No loco Co-06, cromossomo Pv07, foram
identificados 54 genes localizados proximos ao marcador SZ04, que ocupa a posi¢ao 9.624.142
pb (Campa et al., 2017). Neste loco, foi identificado um gene expresso diferencialmente entre
0s contrastes analisados, no presente estudo. O gene Phvul.007G095300, codificante do fator
de transcricdo GATA, foi regulado positivamente somente no genotipo resistente a 96 hai.

DISCUSSAO

No presente estudo, analisamos plantas em interacdo compativel e incompativel com o
isolado Lv 134, da raca 65, de C. lindemuthianum, nos tempos 0, 48 e 96 hai. As analises
revelam alteracBes nos padrbes de expressdo génica que sao chaves para um entendimento
profundo dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de resisténcia da planta ao
patdégeno. O entendimento de tais mecanismos torna-se uma importante ferramenta para o
manejo da doenca, fornecendo uma base para o processo de obtengéo de cultivares resistentes.
A escolha da raga 65, neste estudo, vem com a intengdo de oferecer um panorama sobre a
resposta de plantas resistentes e suscetiveis a essa raca, tdo relevante para programas de

melhoramento no Brasil, dada sua ampla distribuicéo, elevado nimero de isolados fungicos e
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alta patogenicidade dos mesmos (Coélho et al. 2016; Davide & de Souza, 2009; Ribeiro et al.
2016; Vidigal Filho et al. 2020).

O ensaio fenotipico foi realizado de modo a acompanhar e avaliar os sintomas da doenca
nas cultivares utilizadas neste estudo (Figura 1). Apos o procedimento de inoculacdo, 0s
primeiros sintomas tornaram-se visiveis na cultivar suscetivel cerca de 96 hai. Este mesmo
padrédo foi observado também por Silva et al. (2021). Apos a infeccao do patdgeno, os conidios
se aderem na superficie das plantas, liberando o tubo germinativo e consequentemente
formando o apressorio, que permite a penetracdo na cuticula da planta. A partir de entdo, ha a
formacdo de vesiculas de infeccdo e diferenciacdo das hifas primarias, caracterizando a fase
biotréfica do fungo, em que a célula hospedeira permanece viva, que dura aproximadamente 24
horas (O’Connell et al. 1985). No periodo de 48 horas apds a penetracdo, hifas secundarias
necrotroficas sdo formadas e inicia-se a desintegracdo das células com hifas primarias e
secundarias, caracterizando a segunda fase de vida do patégeno, necrotréfica. O processo de
degradacdo do tecido vegetal inicia-se aqui e se completa em cerca de 60 a 72 horas apos a
infeccdo. Entretanto, sintomas macroscopicos so sao vistos a partir de 96 horas apos a infec¢éo
(O’Connell et al. 1985; Skipp & Deverall, 1972). Esses importantes marcos no processo de
infeccdo foram considerados na escolha dos tempos de avaliagdo de 0, 48 e 96 hai do presente
estudo. Dessa forma, foi possivel analisar a modulacdo dos padrdes de expressao génica da
planta em resposta as diferentes fases de infeccdo do patdgeno.

Os contrastes envolvendo a comparacdo dos gendtipos resistente e suscetivel no mesmo
tempo de infeccdo, e envolvendo a evolucao transcricional de cada cultivar, comparando dois
tempos, foram realizados, e a intersecdo deles permitiu separar dois conjuntos de DEGs, nos
tempos de 48 e 96 hai (Tabela 1). Os resultados das analises funcionais, como anotagdes GO e
vias metabdlicas, indicam que o conjunto de genes Inter R e Inter S sdo potencialmente
relacionados aos mecanismos de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente, oferecendo um
indicio do caminho de resposta que a planta conduz para a resisténcia (Tabela 2; Tabela
suplementar S2, S3).

A célula reconhece o patdgeno por meio de seus receptores extracelulares, que também
sdo conhecidos por PRR. Proteinas quinases, como as codificadas pelos genes
Phvul.003G024000, Phvul.002G115800 e Phvul.002G115900, constituem o maior grupo de
receptores e sd@o conhecidas por sua atuacdo no processo de resisténcia (Bisneta & Gongalves-

Vidigal, 2020; Dambroz et al. 2022). Além do reconhecimento, as proteinas quinases atuam na
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comunicacgao celular, e isso ocorre a partir da autofosforilacdo e transfosforilacdo a jusante de
outras proteinas (Hubbard & Miller, 2007). Dessa forma, a expressdo de quinases faz-se
presente ao longo de todo o tempo de infeccdo do patdgeno, sendo anotadas no genotipo
resistente a 96 hai como processo de fosforilacdo de proteina (Tabela 2). Quando o patogeno
consegue inserir seu efetor na célula, o reconhecimento é realizado de modo especifico por
proteinas da classe NBS-LRR, que é codificada como por exemplo, pelo gene
Phvul.002G021700. Nesse estudo, tais proteinas foram identificadas em ambos os gendtipos a
48 horas, entretanto, maior quantidade foi ativada na resposta da planta resistente (Tabela
suplementar S2). Dada a importancia dessas proteinas, elas foram destacadas entre as mais
conectadas na rede de co-expressdo dos genes Inter R no genotipo resistente (Tabela
suplementar S4). A importancia e ativacdo desses receptores no patossistema feijoeiro-
antracnose ja foi anteriormente relatada por Alvarez-Diaz et al. (2022) e Padder et al. (2016).

A inducdo de resisténcia comega no local de infeccéo a partir de uma cascata de reagdes
bioguimicas, em que 0s compostos sinalizadores passam a mensagem a célula sobre o que esta
acontecendo, permitindo que ela prepare sua resposta (Dangl & Jones, 2006). Nesse sentido,
um mensageiro bastante conhecido por sua atuacdo nos mecanismos de resisténcia é o acido
salicilico. Este, juntamente com fitoalexinas, sdo formados a partir da via dos fenilpropanoides
(Yadav et al. 2020). Genes, como o Phvul.006G149600 e o Phvul.005G127100, codificadores
da enzima arogenato desidratase, sdo precursores da enzima inicial dessa via, fenilalanina
(Tabela 2). Tais genes fazem parte da rede de co-expressdo dos genes Inter R do genotipo
resistente (Tabela suplementar S4). A resisténcia de Glycine max ao Phytophthora sojae foi
relacionada com a ativacdo dessa via (Li et al. 2023). Para o patossistema feijoeiro-antracnose,
a importancia da via foi anteriormente relatada para outras racas, a partir de andlises de
expressdo de fenilalanina amonia-liase (PAL2) (Borges et al. 2012; Fraire-Velazquez &
Lozoya-Gloria, 2003; Oblessuc et al. 2012, Silva et al. 2021).

Outra via de sinalizacdo € a via do acido jasménico, que é produzido por &cido linoleico,
um importante acido graxo natural. A via de producdo de acido linoleico também foi
enriquecida no conjunto de genes Inter R, sendo também associada a sinalizacdo que leva a
resisténcia a raca 65 (Tabela suplementar S4). Genes como Phvul.006G185300,
Phvul.005G 156800 e Phvul.009G262900, que codificam lipoxigenases, estdo envolvidos nessa
via. Esses, foram expressos diferencialmente no genotipo resistente. E fizeram parte da rede de

co-expressao dos genes Inter R (Tabela 2; Tabela suplementar S4). A associagdo com a resposta
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de plantas a patdgenos tem sido observada para diferentes patossistemas, por exemplo, na
resisténcia do tabaco ao patégeno bacteriano da podriddao mole (Sumayo et al. 2014), bem como
na resisténcia do arroz a brusone (Yara et al. 2008). Outro gene que teve sua expressao bastante
correlacionada nas redes pertence a familia GDSL-like Lipase/Acylhydrolase (Tabela
suplementar S4). A superexpressdo desse gene em Arabidopsis thaliana melhorou sua
resisténcia ao fungo Sclerotinia sclerotiorum por meio da modulagéo de vias dependentes de
acido salicilico e acido jasmonico (Ding et al. 2020).

Uma terceira via de sinalizacdo que se mostrou importante para 0 mecanismo de
resisténcia do feijoeiro a raca 65 é a via de metabolismo de glicerolipideos (Tabela suplementar
S3). Glicerol-3-fosfato e &cido oleico sdo duas importantes moléculas sinalizadoras associadas
a resisténcia a patogenos fangicos em plantas (Li et al. 2020). A resisténcia do trigo ao oidio é
induzida por glicerol pela regulacdo do metabolismo de acidos graxos vegetais, promovendo
um cross-talk de horménios com &cido jasménico e &cido salicilico, induzindo a expressdo de
genes relacionados a patogénese (Li et al. 2020).

Outro caminho de ativacdo das respostas de defesa se da a partir da sinalizacdo
retrograda. Por esse mecanismo, espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidas em
peroxissomos e outras organelas, ativam vias de transducéo de sinais, desencadeando respostas
rapidas e adaptativas (Su et al. 2019). Além disso, nos peroxissomos, ocorre a biossintese de
fitohorménios, como acido indol-3-acético, acido jasmonico e acido salicilico (Su et al. 2019).
O processo biologico relacionado a fissdo de peroxissomos foi anotado no conjunto de genes
Inter R do gendtipo resistente a 48 horas (Tabela 2). A proteina matrix metalloproteinase teve
seu gene codificante como o segundo mais conectado na rede Inter R do gendtipo resistente
(Tabela suplementar S4), e sua atuacdo no mecanismo de defesa em plantas ainda vem sendo
elucidado. No tomateiro, tais genes funcionam como reguladores positivos na resposta de
defesa contra Botrytis cinerea, atuando como um controlador do acimulo de ROS (Li et al.
2015).

Fatores de transcricao tém sido associados a resposta de defesa a estimulos bidticos. Foi
observada regulacdo positiva de genes WRKY e bZIP no gendtipo resistente no intervalo de 48
hai, e estiveram presentes na rede de co-expressdo dos genes Inter R (Tabelas suplementares
S3 e S4). Os fatores de transcricdo WRKY sdo associados as vias de sinalizacdo de &cido
salicilico e etileno, e sua atuacdo j& foi relatada na resposta de Arabidopsis ao fungo

necrotrofico Botrytis cinerea, e na infeccdo de milho com o fungo Aspergillus flavus
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(Birkenbihl et al. 2012; Fountain et al. 2015). Padder et al. (2016), por sua vez, associaram a
regulacdo desses fatores com o gendtipo suscetivel. Os fatores bZIP também sdo associados a
via de sinalizacdo de acido salicilico, e ja foi anteriormente associada com a resposta do
feijoeiro a antracnose (Padder et al. 2016).

Os mecanismos de sinalizacdo celular levam a uma resposta da planta a partir da sintese
de proteinas relacionadas a patogénese, como por exemplo, as proteinas da subfamilia MLP,
codificadas pelos genes Phvul.011G183500, Phvul.011G183766 e Phvul.011G183832, que
estiveram presentes na rede de genes Inter R do genotipo resistente (Tabela suplementar S4).
Também foram representadas pela anotacdo do processo bioldgico resposta a estimulo bidtico
nos genes Inter R a 48 e 96 hai e Inter S a 48 hai (Tabela 2). Essas proteinas correspondem a
uma subfamilia da familia de proteinas Bet v_1. Membros dessa familia respondem a estresses
bioticos e abidticos e desempenham papéis importantes no crescimento e desenvolvimento das
plantas, incluindo resisténcia a doencas e tolerancia ao estresse (Song et al. 2020). A proteina
MLP 28 permitiu 0 aumento da reagdo de resisténcia ao Potato virus Y em Nicotiana
benthamiana (Song et al. 2020). Outro gene relacionado a patogénese, que apresentou
associacdo significativa com outros genes na rede de co-expressao Inter R, foi o gene que
codifica proteina de patogénese semelhante a taumamatina (Phvul.002G107900) (Tabela
suplementar S4). Tal proteina é associada com a resisténcia do trigo ao fungo Puccinia triticina,
responsavel pela ferrugem da folha (Zhang et al. 2018).

Ap6bs a infiltracdo do patdgeno na parede celular, outra resposta da planta é a sintese de
novos carboidratos, envolvidos com a remodelagem da parede que é quebrada pelo patégeno
na tentativa de infeccdo (Souza et al. 2017), como a celulose (codificada pelos genes
Phvul.002G136300, Phvul.005G001000), que foi regulada positivamente no genotipo
resistente (Tabela suplementar S2). O processo associado ao metabolismo de celulose foi
anotado nos genes Inter R e Inter S a 48 horas, entretanto, se manteve ao longo do tempo,
somente no conjunto de genes Inter R, no gendtipo resistente, mostrando que é uma resposta
mais intensificada e continua (Tabela 2; Tabela suplementar S4). Nos hospedeiros suscetiveis,
a papila e a espessura da parede secundaria geralmente sdo deficientes ou pobremente
desenvolvidas (Matiello, Barbieri & Carvalho, 1997). Outros tipos de carboidratos associados
a composicdo da parede séo os glucanos e pectinas. Para o primeiro, a via de anotacao referente
a sua sintese foi bem representada pela expressdo positiva, no genotipo resistente, de genes
xiloglucano endotransglucosilase/hidrolase 6 (Phvul.003G147300 e Phvul.003G231900). Para
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0 segundo, pela via referente ao processo de modificacdo da parede, anotada no genotipo
resistente, e representada por genes tais como Phvul.005G011900, Phvul.005G184400,
Phvul.009G222100 e Phvul.010G123132 (Tabela 2; Tabelas suplementares S2 e S4).

Por outro lado, genes associados ao metabolismo de carboidratos, como enzimas beta
glucosidase e hidrolases (Phvul.005G082800, Phvul.005G130900), presentes nas redes de co-
expressdo de genes Inter R, tendem a ser regulados negativamente no genoétipo resistente,
qguando comparados com 0 gendtipo suscetivel (Tabelas suplementares S2 e S4). A energia
economizada com a regulacdo negativa de processos associados ao metabolismo primario e
fotossintese € desviada e utilizada para a resposta de defesa da planta (Rojas et al. 2014).

Dando enfoque para 0s genes Inter R, no gendtipo suscetivel, genes da familia de
proteina de resposta a auxina do tipo SAUR, como Phvul.006G022900 e Phvul.009G001400,
estdo presentes em sua rede de co-expressdo (Tabela suplementar S4). A sinalizacdo aprimorada
de auxina pode promover o desenvolvimento de doengas em algumas interacdes planta-
patdgeno. A presenca de auxina livre aumentou em plantas infectadas com o patégeno fungico
Puccinia graminis, bem como com patogenos bacterianos Pseudomona syringae, Xanthomonas
campestris e Ralstonia solanacearum (Chen et al. 2000; Denancé et al. 2013; Ding et al. 2008;
Kunkel & Harper, 2018; O’Donnell et al. 2003; Yin et al. 2014). Transportadores de agUcar,
como Phvul.002G073100, Phvul.001G129500 e Phvul.007G083300 também foram regulados
positivamente a 96 hai no gendtipo suscetivel (Tabela suplementar S2), e fazem parte da rede
Inter S do gendtipo suscetivel (Tabela suplementar S4). Padder et al. (2016) verificaram a
expressao desses genes 72 hai. Tal regulacdo pode contribuir para a sobrevivéncia do fungo na
planta, visto que vérias enzimas de quebra de aclcar sdo relatadas como cruciais para a
manutencdo do fungo em lesbes necrotroficas (Padder et al. 2016). As atividades de genes
semelhantes a nodulina, que também atuam no transporte de acgucar, sdo importantes para 0s
patdgenos melhorarem sua aptidao durante a colonizacdo do hospedeiro (Denancé et al. 2013).

Ao observar o conjunto de genes Inter S pode-se notar, alem da ativagdo da via dos
fenilpropanoides, duas vias associadas a biossintese de metabolitos secundérios, incluindo a via
de biossintese de flavonoide, isoflavonoide alcaldides de tropano, piperidina e piridina, e a via
biossintese de sesquiterpendides e triterpendides, as quais foram significativamente
enriquecidas considerando 0s contrastes e suas interse¢fes. Essas vias permitem a formacéo de
fitoalexinas, que sdo definidas como metabolitos antimicrobianos de baixo peso que sdo

sintetizados e se acumulam nas plantas ap6s um desafio com patdégenos (Paxton, 1981). No
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entanto, a contribuicdo eficiente de metabdlitos secundarios de plantas para a imunidade requer
que os produtos se acumulem nos locais e tempos certos, e em quantidades suficientes para
cumprir suas funces, visto que a colonizacgéo de plantas por microrganismos patogénicos é um
processo espacialmente dinamico (Piasekca et al. 2015). O gene central da rede Inter S (102
conexdes) foi 0 Phvul.002G096500, que corresponde a uma proteina UDP-glucosyl transferase.
A expressdao da glucosiltransferase € regulada pelo desenvolvimento e induzida por
desoxinivalenol, bem como &cido salicilico, etileno e acido jasmonico. O processo bioldgico
associado a biossintese de glutamato foi anotado nos genes Inter S (Tabela 2). Durante as
interacfes com patdgenos, o metabolismo de glutamato pode levar a dois estados metabdlicos,
0 primeiro denominado “resisténcia”, no qual a viabilidade celular € mantida, ou a um estado
metabolico oposto, denominado “evasdo”, no qual o processo de morte celular ¢ facilitado.
Patdgenos hemibiotroficos desenvolveram estratégias para explorar esse processo a Seu
beneficio, e facilitar a infeccdo (Seifi et al. 2013).

Diferentes locos de resisténcia vém sendo associados a resposta a raca 65 do patdgeno
(Bisneta & Gongalves-Vidigal, 2020; Paulino et al. 2021; Alzate-Marin & Sartorato, 2004;
Vidigal Filho et al. 2007; Vieira et al. 2018). Nas analises deste estudo, foi verificada a
expressao diferencial de genes localizados nos locos Co-01, Co-04 e Co-06, presentes nos
cromossomos Pv01, Pv08 e Pv1l, respectivamente. No primeiro loco, a Fosfolipase C foi
regulada positivamente na cultivar resistente, e em sua rede de co-expressdo de genes Inter R
(Tabelas suplementares S2 e S4). Essa enzima hidrolisa a ligacdo fosfodiéster no lado glicerol
dos fosfolipidios para produzir diacilglicerol (DAG) e um grupo principal fosforilado. O DAG
é subsequentemente fosforilado por uma diacilglicerol quinase em acido fosfatidico, por sua
vez, empregado como segundo mensageiro durante a sinalizagdo mediante reconhecimento de
efetores de patdgenos (Gonzélez-Mendoza et al. 2021). A participacdo de vias de sinalizacdo
fosfolipidica na resposta de plantas a infeccdes bacterianas tém sido bem documentadas, como
por exemplo, em Arabidopsis em resposta a bactéria Pseudomonas syringae (Krékova et al.
2017; Kiba et al. 2020; Gonzales-Mendonza et al. 2021). Um aglomerado de proteinas quinases
com dominios de malectina foram localizados no cromossomo Pv08, sendo uma delas regulada
positivamente no gendtipo resistente a 96 hai, e presente em sua rede de co-expressdo de genes
Inter R (Tabelas Suplementares S2 e S4). Tais proteinas funcionam como sensores de parede
celular. A deteccdo de perturbacdes na parede e a consequente sinalizacdo séo cruciais para o

crescimento e sobrevivéncia da planta (Yang et al. 2021). Dambroz et al. (2022) associaram
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algumas proteinas desta classe a locos de resisténcia a antracnose distribuidos nos cromossomos
de feijdio comum. Associado ao loco Co-06 foi encontrado um fator de transcricio GATA
regulado positivamente e presente na rede R do genotipo resistente (Tabela suplementar S4). A
interacdo entre o fator de transcricdo GATA e a via de sinalizacdo do acido jasmonico ja foi
anteriormente relatada (Peng et al. 2021).

Sabe-se que a reagéo de resisténcia da cultivar Ouro Vermelho ao isolado Lv 134 da
raca 65 de C. lindemuthianum é ocasionada por um Unico loco de resisténcia (Costa et al. 2021).
Costa et al. (2021) identificaram alguns marcadores SNPs significativos no cromossomo Pv04
para a interacdo entre a cultivar Ouro Vermelho e isolado Lv 134, também utilizados em nosso
estudo, e propuseram o gene Phvul.004G001500, que codifica um fator de elongacéo, e o gene
Phvul004G005800, que codifica uma proteina hipotética com dominio citocromo P450. Ao
analisar os perfis de expressdo desses genes, o primeiro ndo foi considerando DEG nos
contrastes analisados, enquanto o segundo, foi regulado negativamente no gendtipo resistente,
quando comparado com o suscetivel a 96 hai, e ndo fez parte da composicdo das redes de co-
expressao associadas ao gendtipo resistente (Tabelas suplementares S2 e S4). Entretanto, ainda
ndo foi identificado qual seria esse loco especificamente. Como resultado deste estudo, nota-se
expressdo significativa de genes relacionados & resisténcia, integrados em redes de co-
expressdo, localizados no cromossomo Pv02 da espécie (Tabela Suplementar S4). Este
cromossomo foi anteriormente associado a resisténcia a raca 65 na cultivar BAT 93 e Xana, a
partir dos locos Co-u e CoPv02c*, respectivamente (Campa et al. 2014; Geffroy et al. 2008;
Paulino et al. 2021). Dessa forma, acredita-se tratar-se de um cromossomo com potencial
associacao. Entretanto, faz-se necessaria o0 complemento e suplemento na forma de estudos
posteriores para identificacdo de qual seria o loco envolvido com a resisténcia da cultivar Ouro
Vermelho a raca 65 e sua localizagdo cromossémica.

Neste estudo, foram avaliados os perfis transcricionais de gendtipos de feijdo em
interagdo compativel e incompativel com o isolado Lv 134 da raca 65 de C. lindemuthianum, o
que possibilitou a analise de como se da o remodelamento na ativacao de genes envolvidos na
resposta de resisténcia da planta diante das diferentes fases de infeccdo do patdgeno. Dessa
forma, foi possivel a obtencdo de uma lista de genes envolvidos na resisténcia, seus perfis de
expressao, e sua interacdo em redes de co-expressdo. Além de associar processos biologicos e
vias metabolicas relacionadas com a resisténcia a raca 65. Considerando a especificidade do

controle genético da resisténcia em patossistemas envolvendo diferentes ragas, esse trabalho
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apresenta um panorama de resposta a raca 65, tdo relevante no cenario econdmico de producao
da cultura do feijoeiro no Brasil.
Material Suplementar

O material suplementar se encontra  disponivel através do link
https://drive.google.com/drive/u/1/folders/1UbcOov5TGZeDjjDEHuprg-LPMNVN20Vm.
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ABSTRACT

Anthracnose, caused by the hemibiotrophic fungus Colletotrichum lindemuthianum, is a damaging disease of
common beans that can drastically reduce crop yield. The most effective strategy to manage anthracnose is the use
of resistant cultivars. There are many resistance loci that have been identified, mapped and associated with markers in
common bean chromosomes. The Leucine-rich repeat kinase receptor protein (LRR-RLK) family is a diverse group
of transmembrane receptors, which potentially recognizes pathogen-associated molecular patterns and activates an
immune response. In this study, we performed in silico analyses to identify, classify, and characterize common bean
LRR-RLKs, also evaluating their expression profile in response to the infection by C. lindemuthianum. By analyzing
the entire genome of Phaseolus vulgaris, we could identify andclassify 230 LRR-RLKs into 15 different subfamilies.
The analyses of gene structures, conserved domains and motifs suggest that LRR-RLKs from the same subfamily
are consistent in their exon/intron organization and composition. LRR-RLK genes were found along the 11
chromosomes of the species, including regions of proximity with anthracnose resistance markers. Byinvestigating the
duplication events within the LRR-RLK family, we associated the importance of such a family with an expansion resulting
from a strong stabilizing selection. Promoter analysis was also performed, highlighting cis elements associated with
the plant response to biotic stress. With regard to the expression pattern of LRR-RLKSs in response to the infection
by C. lindemuthianum, we could point out several differentially expressed genes in this subfamily, which were
associated to specific molecular patterns of LRR-RLKs. Our work provides a broad analysis of the LRR-RLK family in P.
vulgaris, allowing an in-depth structural and functional characterization of genes and proteins of this family. From
specific expression patterns related to anthracnose response, we could infer a direct participation of RLK-LRR genes in
the mechanisms of resistance to anthracnose, highlighting important subfamilies for further investigations.

Introduction

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) has a significant importance in the current worldwide agricultural productivity
scenario, especially in developing countries in South America, Central America, and southwest Africal. Much
of this importance is attributed to the versatility of this crop, which possesses nutritional, environmental, and
economic benefits for producers and consumers®. However, due to its wide distribution and characteristic
planting season, comprising several ecosystems and production systems, the bean crop is exposed to several
factors that cause production instability, such as pests and diseases, which can be fungal, bacterial, or viral?®,

Anthracnose is one of the most important diseases that affect the bean crop, caused by the
hemibiotrophic fungus Colletotrichum lindemuthianum. This disease affects the quality of grains and pods, and
can compromise up to 100% of the harvest in susceptible lines under favorable conditions for the pathogen
development™*. Genetic resistance is the most effectiveand safe way to control anthracnose in common beans®.
Although more than 20 resistance loci, with independent effects, have been identified in different common bean
linkage maps®¢, the genetic configuration for resistance in this pathosystem is challenging due to the great virulence
diversity of C. lindemuthianum, which is represented by a large number of physiological races, which co-evolve with
the host, allowing the selection of different gene combinations*®. In this sense, several quantitative trait loci (QTLS)
have also been mapped for resistance?.

Plant response to pathogen infections depends on the innate immunity of each cell and the systemic signs
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triggered from infection channels after the pathogen is recognized!!. Thus, two layers of defense are used to activate
the plantimmune system. The initial mechanism uses transmembrane pattern recognition receptors (PRRs), which
recognize and respond to molecular patterns associated with pathogen-associated molecular patterns (PAMPS) or
microbe-associated molecular patterns (MAMPS).

The reaction triggered by this first mechanism is known as PAMP triggered immunity (PTI). If the pathogen can
overcome this initial response by not recognizing PRR receptors or by interrupting the signaling cascade and
introducing its effector into the cell, the second response mechanism can be activated, which consists of effector-
triggered immunity (ETI). Such a mechanism depends on the specific recognition of the pathogen’s effector by a
host resistance R protein within the cell, leading to a hypersensitivity response!**2, R proteins play a key role at this
second level of the plant immune system, both in pathogen recognition and signal transduction during the resistance
response’®,

Receptor-like protein kinases (RLKs) are a comprehensive superfamily of transmembrane receptors that
sense stimuli on the cell surface and mediate cell signal transduction through autophosphorylation and subsequent
downstream phosphorylation for intercellular communication!*. The RLK superfamily is currently subdivided into
21 families, which stand out for their important role not only in the host defense system during plant-pathogen
interactions but also during plant growth, development, and in response to abiotic and biotic stresses!>¢.

Structurally, RLKs have a conserved serine/threonine kinase cytoplasmic domain (KD) and an amino-
terminal extracellular variable domain (ECD). Most of the ECDs associated with RLK proteins have leucine-rich
repeats (LRRs) that favor pathogen recognition due to their structural plasticity capable of detecting different
ligands, e.g. proteins, peptides, and lipids’. One of the best-studied examples of PRRs in plants is Flagellin-
sensitive 2 (FLS2), that recognizes the 22 conserved amino acid
of bacterial flagellin in Arabidopsis thaliana (flg22) and forms a complex with its co-receptor Brassinosteroid-
insensitive 1-associated receptor kinase 1 (BAK1) immediately after the perception to initiate the PTI response!®°,
The participation of this protein was also verified, based on its expression pattern, in the defense system of P.
vulgaris when interacting with the race 65 of C. lindemuthianum?.

LRR-RLKs constitute the largest family of the RLK superfamily and have been characterized in plants
such as A. thaliana, Oryza sativa, Brassica rapa, Solanum lycopersicum, Citrus sp. and Populus
trichocarpa'®?:?’, However, despite the increasing characterization of LRR-RLKSs in plants in recent years, to
our knowledge, a comprehensive analysis has not yet been performed for P. vulgaris.

Characterizing a group of proteins in terms of their evolutionary history, structural and functional aspects,
and associating this information with the analysis of their expression levels under specific conditions, enable a
more accurate understanding of their participation in biological processes, such as plant-pathogen interaction
and evolution of plants?”?8. Furthermore, this information opens up possibilities for practical applications such
as the pyramiding of different resistance alleles'? and the optimization of selection by identifying new loci and
pathways related to disease resistance?®. From this perspective, considering the increasing availability of genomic
resources and biocomputational tools, this study aimed to characterize at a genomic scale the P. vulgaris LRR-RLK
(PVLRR-RLKS) protein subfamily, as well as to study the dynamics of expression in the compatible and incompatible
interaction of common bean plants with C. lindemuthianum.

Material and Methods

LRR-RLK Identification

The identification of the set of LRR-RLKSs encoded by common bean was carried out based on the P. vulgaris
kinome®. Initially, all putative protein sequences were downloaded from the P. vulgaris genome (v2.1) of
Phytozome v13 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)®t. The HMM profiles of typical kinase domains
(PF00069 (Pkinase) and PF07714 (Pkinase_Tyr)) were downloaded from the Pfam protein family database®. For
kinase protein (PK) identification, all protein sequences were aligned against these HMMs using HMMER v.3.3%3:34
with an E-value cut-off of 0.1. A minimum coverage of 50% was established as the criterion for maintaining a
sequence for further analysis. The identified PKs were subsequently classified into families and subfamilies based
on the HMMs calculated with PK sequences of 25 plant species®®. Only the major variant for genes with isoforms
of the LRR-RLK subfamily proteins was maintained.

Phylogenetic Analysis

To confirm the subfamily classification of the PvLRR-RLKSs, we estimated a phylogenetic tree based on a multi-
sequence alignment performed with the ClustalW software®. The tree was constructed using the evolutionary
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model of Tajima-Nei®” and the Neighbor-joining matrix-based reconstruction method considering 1,000 bootstrap
replicates®. Both analyses were performed with the MEGA-X program (https://www.megasoftware.net) using the
entire protein sequence and default parameters for each analysis®®. The sequence of an LRR-RLK protein from
Chlamydomonas reinhardtii (Cre06.9275450.t1.1), obtained from the phytozome, was used as an outgroup for
phylogenetic analysis*, being identified in our analyses as Cr.LRR-RLK.

Protein Properties
The biophysical properties of PvVLRR-RLK proteins, including molecular weight (MW), isoelectric point (pl), and
number of amino acids (aas), were calculated using the ExPasy ProtParam tool*'. Additionally, to further verify
the presence of LRR  and KD domains, we employed the CDD tool
(http:/imww.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)*?,with default parameters and an E-value cut-off of 0.01.
For the prediction and analysis of conserved motifs, the sequences were analyzed with the Multiple Em for Motif
Elicitation - MEME Suite (version 5.3.3) (http://meme-suite.org/),considering a maximum motif number of 15
and an optimum motif width ranging from 6 to 50 amino acid residues®43, with an E-value cut-off of 0.001. Visual
inspections were performed with TBtools*.

The CELLO v.2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/)*® program was used to predict the subcellular location of
PVLRR- RLK proteins. To illustrate the results, we created heatmaps in the TBtools*, highlighting the most likely
location of each protein.

Gene Organization and Chromosome Location

For the characterization of the gene organization, both the exon-intron organization and the analysis of regulatory
cis-elements of the PvVLRR-RLK genes were performed. The intron organization of all PvLRR-RLKs was evaluated
using the Gene Structure Display Server - GSDS 2.0 (http://gsds.cbi.pku.edu.cn/)*® considering the coding DNA
sequences obtained from the Phytozome files. To evaluate the cis-elements associated with the promoters of the
PVLRR-RLK genes, 1,500 base pairs (bps) upstream*’*® of the start codon were obtained from Phytozome and
evaluated with the PlantCARE software (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)*°.

The distribution of LRR-RLKSs across P. vulgaris chromosomes was assessed using the general feature
format (GFF) file from the Phytozome database. Visual assessments of the PvLRR-RLK distribution across
chromosomes were performed using the software PhenoGram
(http://visualization.ritchielab.org/phenograms/plot)>°. Additionally, data from markers located 500 kb upstream
and downstream to anthracnose resistance loci and QTL’s® were associated with PVLRR-RLK gene positions and
used to construct a chromosomal map using TBtools*.

Duplication Events and Synteny Analysis

Duplication events and synonymous (Ks) and non-synonymous substitution (Ka) rates of LRR-RLKSs across the
P. vulgaris genome were estimated using the MCScanX toolkit implemented in TBtools*. The formula T = Ks/24,
with A representing the mean value of clock-like Ks rates (6.5x107%) was used to calculate the date of duplication
events®,

Additionally, we performed a synteny analysis of LRR-RLK genes between P. vulgaris and Glycine
max Wm82.a4. v1 genomes, obtained from the Phytozome database. The syntenic blocks were estimated using
the MCScanX toolkit, and the Dual Synteny Plot package was employed for visualization, both available in the
TBtools program*.

Gene Expression Analysis

The interaction between P. vulgaris and C. lindemuthianum was investigated regarding the expression levels of the
LRR-RLK gene family. For this task, we employed transcriptomic data of common beans in the incompatible and
compatible interaction with race 73 of C. lindemuthianum. The experiment was carried out for Padder et al.%,
in a greenhouse with controlled temperature and humidity conditions. A pair of isogenic lines was used in the
study, Jaguar possesses the Co-1 gene that provides resistance to race 73 of C. lindemuthianum whereas Puebla
152 lacks the resistance allele. The genotypes were inoculated with a conidia solution with a concentration of
2x108 spores, and distilled water was sprayed on the control plants. Leaf samples were collected from both strains,
inoculated and mock-inoculated, at 0, 24, 72, and 96 hpi at trifoliate growth stage. The RNA of the samples was
extracted using TRIzol Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and mRNA-Sequencing (RNA-Seq) libraries using
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the Illumina TruSeq Stranded mRNA Library Preparation Kit following the manufacturer’s protocol. Sequencing
was performed using lllumina HiSeq 2500 to generate single end (SE) reads of 50 nucleotides (nt)%3.

These data are deposited in BioProject under code PRINA342420%. From this library, data from 0
(control), 72, and 96 hours after inoculation (hpi) were used. The quality of the reads was evaluated with FASTqc>.
The Kallisto tool®® was used to quantify gene expression. For this, the genome data of P. vulgaris, available at
Phytozome (P. vulgaris v2.1), was used as a reference for the Kallisto index, followed by quantification for single-
end libraries.

Differential Expression Analysis of Anthracnose Resistance

After quantifying gene expression, we performed a differential expression gene (DEG) analysis using the DEseq2
R package version 1.18.15%. This analysis was performed by comparing data from resistant and susceptible plants
at 72 and 96 hpi against data from the time/control condition at 0 hpi. For defining DEGs, we used a variance
stabilizing transformation into read counts and performed a Wald test with a parametric fitting, considering a maximum
p-value of 0.05 (FDR) and a minimum absolut log? fold-change (based on the Transcripts Per Million - TPM metric)
of 1.5. The minimum coverage of 1 (one) read was considered to calculate the saturation and expression. The fold-
change calculations and p values (log2) were used to construct a volcano plot using the R statistical software®"8,
Venn diagrams were obtained using the Calculate and draw custom Venn diagrams tool
(https://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/Venn/) to identify the intersection of DEGs between resistant and
susceptible plants. Hierarchical cluster and heatmap analysis were performed in the R environment using the
circlize R package with the k-means algorithm considering 5 clusters®.

Results

Identification of PvLRR-RLK genes

From the kinome of P. vulgaris®®, 1,203 PKs were identified. Of these, only the proteins endowed with the
transmembrane kinase and LRR domains were retained (Supplementary Table S1). All PvLRR-RLKSs obtained
were analyzed for redundancy following the criterion of maintaining the largest variants in the case of genes with
isoforms. The nomenclature pattern obtained from Phytozome was maintained in subsequent analyses. After
identification and initial screening, we considered a set of 230 PvLRR-RLKs for performing the analysis of this
study. These proteins were classified into 15 subfamilies (from I to XV) according to the HMMER prediction,
of which some subfamilies were further subdivided into other subgroups, as VI (LRR-VI-1 and LRR-VI-2),
VIl (LRR-VII-1, LRR-VII-2, and LRR-VII-3), X (LRR-Xa, LRR-Xb-1 and LRR-Xb-2), XI (LRR-XI-1 and
LRR-XI-2), and X1l (LRR-XIII-a and LRR-XIII-b) (Supplementary Table S2).

Several characteristics of these proteins, including the number of aas, Mw, and pl, were also determined
(Supplementary Table S3). There was a wide variation in the parameters evaluated, protein sizes ranged from 493
aas (Phvul.003G193100) to 1,290 aas (Phvul.006G198200), with a mean value of 855.56 aas (median of 882 and
standard deviation of 181.355); the molecular weight ranged from 54,433.43 (Phvul.009G138532) to 140,774.43
(Phvul.007G067700), with a mean value of 73,307.67 (median of 72,847 and standard deviation of 797.84);
moreover, the isoelectric point ranged from 5.11 (Phvul.004G173300) to 9.4 (Phvul.006G174700), with a mean
value of 7.5 (median of 7.5 and standard deviation of 1.5).

Phylogenetic analyses of PVLRR-RLKs

When analyzing the phylogenetic tree estimate, we observed that the classification of PvLRR-RLKSs into
subfamilies could be confirmed. Except for one isolated case (LRR-XI-1 subfamily), all proteins of the same
subfamily were grouped together (Fig.1). In this phylogenetic tree, the presence of an outgroup for the cr.LRR-
RLK is clear, as expected. All the 230 LRR-RLKSs analyzed were organized in a single group, which contained
23 subclades, representing the 22 different subfamilies. The LRR-XI-1 subfamily was the only one whose
members were separated into two distinct subclades, one with 41 and the other with 17 proteins (Fig. 1). The other
subclades, which grouped different subfamilies, showed varied sizes, with the smallest of them having only one
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protein (Phvul.009G171200) from subfamily LRR-XI-2. In contrast, the largest subclade had 40 and 41proteins
from the LRR-I11 and LRR-XI-1 subfamilies, respectively.

LRR-VIL-1

LRR-VI--1

LRRVIT-A

LRR-VI-2

LRR-XI-1

LRRI-1

LRR-Xb-1

LRR-TTT

Figure 1. Phylogenetic analysis of LRR-RLK proteins of Phaseolus vulgaris. The different colors represent
protein classification into subfamilies obtained by HMMER. Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) identification was maintained for all proteins. The outer group
consists of an LRR-RLK protein from the alga Chlamydomonas reinhardtii, represented in the figure by Cr.LRR-
RLK

Protein Properties

In order to gain insights into the diversity and functional characteristics of PvLRR-RLK proteins, the domain and
conserved motif composition were analyzed using the CDD online tool and MEME, respectively, after which 16
conserved functional domains were identified (Supplementary Fig. S1). In addition to the typical kinase domains
(Pkinase, and Pkinase_Tyr), the domains Pkc_like, LRRNT_2, and LRR_8 were the most common. As expected,
at least one of these LRR and kinase domains was found in all proteins.

Interestingly, we found domains exclusively for specific PvLRR-RLKS, such as the Pkinase_fungal,
TM_EphA1, and AsmA_2 domains, which were found in Phvul.002G206900 (LRR-II), Phvul.011G007800 (LRR-
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XI-1), and Phvul.008G045200 (LRR-XI-1) protein, respectively. In contrast, RIO1 was found in two proteins,
Phvul.003G154000 (LRR-XII-1) and Phvul.009G184500 (LRR-Xb-2). In general, when we analyze the
number and location of the domains in the proteins, we noticed that the domain pattern found was consistent
between proteins of the same subfamily (Supplementary Fig. S1). For instance, in the LRR-I-1 subfamily, all
proteins have, with exclusivity, the Malectin_like superfamily domain. Unlike this observation, some proteins
differ structurally from others grouped in the same subfamily in one or more domains. In the LRR-XI-1 subfamily,
protein Phvul.007G137800 was the only one with the APH domain. Observations like these can be made in all other
subfamilies. As for characterization, the PK domains are larger. For example, the Pkinase domain had a size of 264
aas, whereas Pkinase_Tyr had 259 aas. In contrast, the LRR domains presented reduced sizes, e.g. the LRRNT 2
domain, with 41 aas, and the LRR8 domain, with 61 aas.

Motif analysis was performed with the MEME program to explore the evolutionary divergence of the KD
and LRR domains. Fifteen motifs resulted from the analysis (Fig. 2). The members of the same subfamilies shared
a similar motif composition in their domains (Supplementary Fig. S2). Motifs 1, 2, 8, and 14 were the most
frequent, present in almost all proteins. Among these motifs, motif 1 belongs to the Pkinase domain, 2 to the
Pkinase_Tyr, 14 to the LRRNT-2, and 8 to the LRR8 domain. However, the number and organization of these
motifs vary among proteins grouped into different subfamilies. Variations in the presence of one motif were observed
in some groups, such as in the LRR-XI-1, LRR-XII-1, and LRR-Xb-1 subfamilies, in which one or two proteins
showed the motif 10 in their structure, whereas the other members of the same group did not present it.

The subcellular location prediction obtained by CELLO v.2.5 showed that out of the 230 PVLRR-
RLKSs studied, 145 (63.05%) are located in the plasma membrane (Supplementary Table S3). Among the other
proteins, the location was distributed in the extracellular space (46 proteins), cytoplasm (19), chloroplast (15), nucleus
(7), and mitochondria (2) (Supplementary Fig. S3). Among the highlights, we can mention the case of the LRR-I-1,
LRR-XIV, LRR-VII-3, and LRR-XIII-a subfamilies, which presented all the proteins predicted as having the
localization in the plasma membrane. There was no consensus subcellular location for all representatives of the
other subfamilies. In the subfamily LRR-VII1-1, the Phvul.009G043600 protein was the only one that differed in
its subcellular location, being predicted in the chloroplast. In fact, most PvLRR-RLKSs from each subfamily were
predicted to act at the plasma membrane level. Some members, however, had their location predicted for other
subcellular spaces.



103

Figure 2. Conserved motifs, LRR domains, and consensus sequences of Phaseolus vulgaris LRR-RLK proteins.
If the bit value of amino acid at this position is smaller than 1, it is represented with x; 2 > bits > 1, with lowercase;

3 > hits > 2, withcapital letter; bits > 3, with bold capital.

Gene Organization and Chromosome Location

The LRR-RLKSs genes identified in P. vulgaris are distributed in its 11 chromosomes (Figure 3). In terms of absolute
numbers, chromosome 08 (Chr 08) had the highest number of PYvLRR-RLK genes, and Chr 10 the lowest (Table 1).
The Phvul.L002151 gene, from the LRR-XI-1 subfamily, was located in a scaffold and, therefore, information
about such a gene is not still available in some analyses (Supplementary Table S2, S3, S4, S7; Table 1). When
analyzing the distribution of PvLRR-RLKS in the chromosomes, we observed the presence of these proteins in the
telomeric regions, with emphasis on the concentration of proteins of the LRR-I-1 subfamily in the telomeric
region of Chr 05, something not repeated at such intensity for other subfamilies and chromosomes. However,
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several examples of gene concentration in tandem of the same subfamily were recorded, as observed for

subfamily LRR-XI-1 in the Chr 08, Chr 09, and Chr 11 (Fig. 3).

Table 1. LRR-RLK genes distribution across chromosomes of Phaseolus

vulgaris.

Chromosome  Length  Number of PvLRR-RLKs Percentage
Chr 01 51433939 17 7%
Chr 02 49670989 32 14%
Chr 03 53438756 21 9%
Chr 04 48048378 17 7%
Chr 05 40923498 24 10%
Chr 06 31236378 16 7%
Chr 07 40041001 15 7%
Chr 08 63048260 39 17%
Chr 09 38250102 26 11%
Chr 10 44302882 9 4%
Chr11 53580169 13 6%
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Figure 3. Chromosomal location of the genes encoding LRR-RLKs of Phaseolus vulgaris in your 11
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The number of introns in PVLRR-RLKSs ranged from 0 to 26 (Supplementary Fig. S4; Supplementary
Table S4). We observed 14 genes with no introns in their composition, whereas 100 genes had only one
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intron, and 24 genes had two introns; showing that the PvLRR-RLKSs tend to have few introns, with specific
divergences. Proteins Phvul.001G038400, Phvul.004G126100, and Phvul.007G063200 (all the representatives
from the subfamily LRR-XIlIa) presented the highest number, with 26 introns. In addition, subfamilies LRR-V1I-
1, LRR-VII-3, LRR-Xb-1, LRR-XIlla, LRR-XI-2, LRR-1V, LRR-V, LRR-Xb-2, and LRR-VI -1 showed proteins
with the same number of introns in their composition. The other subfamilies showed slight variations in the
number of introns. For example, subfamily LRR-1-1 showed the greatest variation of this characteristic among
its proteins, with representatives having 8, 11, 13, and 14 introns.

Regarding the promoter region, 115 cis-elements were identified as potential regulators of the
expression of the 230 PVLRR-RLKs (Supplementary Fig. S5). Among the typical elements found, the three most
frequent were TATA-box (40.17%), CAAT-box (22.86%), and AT TATA-box (3.98%). These elements were
identified one or more times in all genes. Elements such as Myb (2.65%), Box 4 (2.56%), MYC (2.21%), ERE
(1.38%), G-box (1.33%), and ARE (1.32%) were also frequent in the PYvLRR-RLK genes. TC-rich repeats, related
to defense and stress responses, were identified 83 times in these genes. A diversity of elements related to light
stimuli response, such as LAMP motif, L-BOX, ME, TCT motif, AF1 binding site, GT1-1, CMA chs 1a, and 2a*
were found in the regions of the studied PvVLRR-RLK genes. Furthermore, promoters related to the circadian
cycle, low temperature, drought inducibility, and cell cycle are also present in the structure of these genes. These
results highlight how complex cis-elements can be, considering that several elements can be present in the same
gene.

Bisneta and Gongalves-Vidigal®! collect information present in the literature on loci and QTLs associated
with anthracnose resistance and created a map associating the markers located 500 kb upstream and downstream
of these regions, based on the common bean reference genome (version 2.1). We used information about marker
positions and associated them with the position of the PVLRR-RLKSs analyzed in this study (Supplementary Fig.
S6). It was possible to observe the presence of markers close to regions where these proteins are concentrated, with
emphasis on the telomeric region of the Chr 01 and Chr 05. In Chr 01, the Phvul.001G245300 gene is found between
single nucleotide polymorphisms (SNPs), kompetitive allele specific PCR (KASP), and sequence-tagged site
(STS) and on Chr 05, there is a SNP marker just below a cluster of genes from the LRR-1-1 subfamily. The
distance in base pairs between the RLK-LRR genes of P. vulgaris and the markers associated with anthracnose
resistance loci are shown in the Supplementary Table S5.

Duplication Events and Synteny Analysis

When analyzing the duplication events of the LRR-RLK genes throughout the P. vulgaris genome (Fig. 4),
we observed correspondences between several proteins in more than one chromosome. In total, 178 PvLRR-
RLK protein pairs were identified as duplicate segments, corresponding to 77.4% of the total proteins identified in
P. vulgaris. The collinearity events, Ka/Ks values, and the duplication times were estimated for the PvLRR-
RLKs (Supplementary Table S6). Out of the 178 proteins, 175 proteins showed Ka/Ks values lower than one.
While the other three (Phvul.005G054300, Phvul.004G037500, and Phvul.001G174500) showed a ratio of more
than one. About the duplication time, the Phvul.001G140900 protein was the most recent, having about 32 million
years of duplication. On the other hand, Phvul.002G302600 protein has a report of its duplication in approximately
229 million years.
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Figure 4. Analysis of duplicated LRR-RLK proteins in Phaseolus vulgaris. In the circle, in blue, the
chromosomes of P. vulgaris are represented by numbers from one to ten. Duplicated proteins are identified
by the colored lines inside the circle,indicating their location on the chromosomes.

The evolutionary relationships within the members of these subfamilies were explored by synteny
analysis of the PVLRR-RLK genes in Glycine max. We found homologies between PKs in all bean and soybean
chromosomes (Fig. 5). Out of the 229 PvLRR-RLKSs, 172 showed a syntenic relationship with soybean genes,
with only 32 having a syntenic relationship with a single gene in soybean, and the majority with more than one
gene (Supplementary Table S7). The gene Phvul.003G129400 (Chr 03) exemplifies such a fact, being part of the
group of genes that showed a syntenic relationship with five soybean genes, each one located in a different
chromosome, e.g. Glyma.07G041200 (GmO07), Glyma.13G111800 (Gm13), Glyma.15G179300 (Gml5),
Glyma.16G009900 (Gm16), and Glyma.17G047900 (Gm17).

Figure 5. Synteny analysis between the LRR-RLK genes of Phaseolus vulgaris and Glycine max. The
chromosomes of P. vulgaris are identified by Chr followed by the chromosome number. The chromosomes of G.
max are identified by Gm followed by the chromosome number. Thus, Chr 01 corresponds to chromosome 1 of P.
vulgaris, whereas Gm 01, correspondsto chromosome 1 of G. max.
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Study of LRR-RLKs Associated with P. vulgaris Resistance to Anthracnose

Transcriptome data of P. vulgaris interacting with C. lindemuthianum were employed in our study to evaluate
the gene expression profile of PVLRR-RLK genes under biotic stress. Padder et al.>® used two lines, one resistant
(Puebla 152) and other susceptible (Jaguar) to race 73 of C. lindemuthianum.

The phred quality values (q value) were greater than 20, being within the quality standard. It was not
necessary to clean the sequences, as they were already presented without adapters. We found a total of 948 DEGs in
the resistant line at 72 hpi, when compared to the control time 0 hpi. Of the 443 up-regulated DEGs, 2.26% (10
DEGs) corresponds to PVLRR-RLKs, while for down-regulated proteins, of the 495 DEGs, 3.63% (18) are
characterized as PVLRR-RLK (Fig. 6A; 6C). Considering the susceptible line, at the time of 72 hpi, compared with
the time control at 0 hpi, 4,303 DEGs were found. Of these, 2,549 were up-regulated, 1.84% (47) were PVLRR-
RLKs (Fig. 6B). Considering the down-regulated, 1,754 DEGs were found, 1.08% (19) were PvLRR-RLKs (Fig.
6C). Interestingly, it was observed that the 10 up-regulated genes in the resistant line, at 72 hpi, were also up-
regulated in the susceptible line, which in turn had 37 unique up-regulated genes, at the same time (Figure 6C).
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Figure 6. Analysis of LRR-RLK genes of Phaseolus vulgaris involved in the response of resistant (Puebla
152) and susceptible (Jaguar) lines to race 73 of Colletotrichum lindemuthianum at 72 and 96 hours after
inoculation (hpi) compared with the time control 0 hpi. IR72 represents the resistant line inoculated at 72
hpi. IR96 represents the resistant line inoculated at 96 hpi. CRO represents the control resistant line
inoculated at 0 hpi. 1S72 represents the susceptible line inoculated at 72 hpi.1S96 represents the susceptible
line inoculated at 96 hpi. CSO represents the control susceptible line at O hpi.

At 96 hpi, 4,587 genes were differentially expressed between the resistant line and the control time 0O
hpi. Of the 4,587 DEGs, 2,659 were up-regulated in the resistant line, and 2.40% (64) were PVLRR-RLKs. Out
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of the 1,928 down-regulated in the resistant line, 0.52% (10) were PvLRR-RLKSs (Fig. 6D, 6F). Comparing the
96 hpi susceptible line with the 0 hpi control time, there were 4,275 up-regulated DEGs and 3.327 down-
regulated DEGs in total, being of those 1.45% (62) and 0.84% (28) PvLRR-RLKSs up-regulated and down-

regulated, respectively (Fig. 6E, 6F). The relationship of up-regulated and down-regulated proteins at each time in
the two lines is shown in Supplementary Tables S8, S9.

The profile of the fold-change log2 values (based on the TPM values) of the PvVLRR-RLKSs showed a
significant differencein at least one of the interaction times (72 or 96 hpi) in resistant and susceptible plants, which
were highlighted in a heatmap cluster analysis. This filter excluded 75 analyzed genes from the analysis. The other
genes were separated into five groups (A to E) according to the expression pattern presented at the different
analyzed times. In group A, for example, there are genes
that, in general, were down-regulated or without expression at 72 hours in the resistant line and that, at 96 hours,
started to be up-regulated. Groups B and C stand out for down-regulated genes in the two analyzed times, in both
lines. While in groups D and E, there are genes up-regulated, at 72 and 96 hpi, in resistant and susceptible lines. Of

D and E groups, the genes grouped in D stand out for presenting higher fold-change log2 values, mainly in
susceptible line (Fig. 7).
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Figure 7. Heatmap analysis of differentially expressed LRR-RLK genes of Phaseolus vulgaris in resistant

(Puebla 152) andsusceptible (Jaguar) lines inoculated with race 73 of Colletotrichum lindemuthianum at
72 and 96 after inoculation (hpi).
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Discussion

LRR-RLK proteins promote key membrane-anchored receptors responsible for recognizing external factors,
transducing apoplastic signals into symplasts, and triggering responses to different stimuli®®. In our study, we
identified and characterized 230 PvLRR-RLKSs (Supplementary Table S2). The approximate numbers had already
been identified in species such as A. thaliana (239)% and Oryza sativa (309)%. The PVLRR-RLK proteins
identified vary in physicochemical properties such as molecular weight, isoelectric point, and gene size
(Supplementary Table S3). These features may result from the different functions developed in their own
microenvironments. In general, LRR-RLKSs constitute one of the largest gene families, from the class of KD
superfamily, in the animal and plant kingdoms®?, which can be related to their critical role in different fundamental
biological processes, e.g. signal transduction, innate cell immunity, growth and development, cell differentiation
and patterning, nodulation, and self-incompatibility mechanisms®¢®,

The identified proteins were classified into 15 subfamilies, some of which were subdivided
(Supplementary Table S3). The classification pattern obtained was similar to A. thaliana, B. rapa, and O. sativa®*.
The phylogenetic tree was estimated in order to confirm the classification obtained for the LRR-RLK proteins.
There was a coincidence of both classifications for all subfamilies, except LRR-XI-1, which were divided into
two subclades in the tree. However, all other subclades were well-supported, with statistical confidence values
above 0.70 (Fig. 1). Such values suggest reliability in the data obtained*¢. The C. reinhardtii LRR-RLK protein
was used as an outgroup. Evolutionary analysis of the RLK superfamily indicates the existence of this family
before the divergence of land plants and algae*, and therefore it was used to root the tree in this study.

Conserved domain and motif analysis was performed to structurally characterize these proteins. The
presence and organization of the domains and motifs was consistent with the phylogenetics analysis, which
corroborates the division into subfamilies (Supplementary Fig. S1; S2). A similar pattern was obtained for proteins
of this same family in paper mulberry, Cucumis sativus*®®, and other gene families, e.g. the WRKY family in
wheat®. As for domain analysis, the malectin domain
was found in proteins classified as subfamily LRR-I-1 (Supplementary Fig. S1). Current research in plant models
suggests that proteins with malectin/ malectin-like domains function as multiple wall sensors involved in processes
that depend on or affect the cell wall in various ways, e.g. growth control reproduction and multiple stresses®®. This
domain was also found in 13 LRR-RLK proteins in cotton®® and Arabidopsis®, which were grouped into the same
LRR-1 subfamily. Hu et al.”® reported that the RLK-V malectin/leucine-rich repeat receptor protein kinase gene
from Haynaldia villosa acts as a PRR to up-regulate resistance to powdery mildew caused by Blumeria graminis f.
sp. tritici (Bgt) in wheat. When analyzing the conserved motifs present in the KD and LRR domains, we found 15
(Supplementary Fig. S2). Similar numbers were found in paper mulberry, with 13 motifs*, and in cucumber, with
12 motifs. In some subfamilies, one or two proteins showed a different motif 10 from the others. This motif is
associated with the LRR 4 domain. Other motifs were also associated with this same domain, e.g. motif 7 and
motif 12. Due to the diverse functional roles of LRR-RLK proteins, these proteins have specialized domains and
motifs for functional specializations®®.

One way to gain insights into possible functions of a protein is to analyze its subcellular localization,
considering that most of the biological activities performed by proteins are closely related to where they reside
in the cell™®. Upon further analysis at the cellular level, more than 63% of the PvLRR-RLKSs were related to the
plasma membrane (Supplementary Fig. S3), corroborating their main functions of recognizing environmental
stimuli and internal signals'®. Except for subfamilies LRR-I-1, LRR-XIV, LRR-VII-3, and LRR-XII1-a, all others
showed proteins grouped in different locations, showing that this parameter is not a determining factor in protein
grouping. Differences in the extracellular domains and associated structure resulted in the functional
specialization of these proteins and, consequently, in their cellular localization® 72, For example, only the
Phvul.009G043600 protein (subfamily LRR-VIII-1) showed cytoplasmic localization. Coincidentally, it is the
only protein in the subfamily that shows a different KD domain, the Kinase-like superfamily, and a tripled LRR 8
domain.

Starting with the characterization of the members of the LRR-RLK family in P. vulgaris at the genomic
level, we analyzed the gene structure, based on the exon/intron organization and analysis of cis elements. The
PVRLK-LRRs genes had from zero to 26 introns in their structure (Supplementary Fig. S4). The same number
range was also found for this gene family in Populus and Arabidopsis®. There was no direct relationship between
the number of introns found in genes grouped into the same subfamily. However, the variation of this parameter in
the same group was small. This pattern of slight variations in gene structure was also found for this same group of
proteins in Populus and Arabidopsis?.

For analysis of the promoter regions, 1.5 kb upstream was used. Most cis elements are composed of five
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to 20 nucleotides and are located in the proximal promoter, a region that encompasses several hundred nucleotides
upstream from the transcription start site?®”®. The TATABOX and CAAT-BOX elements were the most frequently
found (Supplementary Fig. S5). Both elements are important sequences of promoter regions, the first being a
nucleotide sequence containing approximately 30 nucleotides before the transcription start site”, whereas the
second represents a common cis-action element in promoter and enhancer regions, containing about 40 to 100
nucleotides above the transcriptional start site”. MYC elements frequent in the promoter regions of PvLRR-
RLK genes function primarily in growth and development, as well as in response to stress’®. In addition, elements
related to hormone responses, e.g G-box, ABRE, and ERE, were also identified in these genes. These cis-elements
are potentially responsive to abscisic acid, ethylene, and methyl jasmonate. They were also found in large numbers in
cotton LRR-RLK genes*’.

To analyze the evolutionary aspect of PVLRR-RLK genes, we performed duplication and synteny analysis.
More than 75% of the genes identified correspond to duplicated segments, suggesting that the formation of some
PVLRR-RLK genes may have arisen from duplication events (Fig. 4; Supplementary Table S6). As in Populus,
approximately 82% of the LRR-RLKSs genes are also located in duplicated regions?®. The Ka/Ks ratio was performed,
and of the 178 proteins, only three (Phvul.005G054300, Phvul.004G037500, and Phvul.001G174500) showed values
higher than one for this parameter, indicating positive selection. In contrast, all the other 175 proteins showed values
lower than one, suggesting that most LRR-RLKSs genes of P. vulgaris may have passed through stabilizing selection
during the evolution process. A similar pattern was observed for the potato bZIP gene family®,

Considering the synteny analysis, common bean and soybean are the two most economically important
members of the Phaseoleae legumes, soybean for its many human and animal usages, and common bean as an
important nutritional crop for many economically poorer countries’. LRR-RLK genes showed a high homology
index (Fig. 5; Supplementary Table S7), highlighting the close relationship between the two species. The
relationship indicates that these genes may have existed before the differentiation of the two species and have
maintained a collinear relationship since then®, Anthracnose is also an economically important disease for
soybean, and can strongly affect its production, under suitable conditions for the development of the pathogen®.
Therefore, extrapolating the understanding of this protein subfamily to soybean, through the analysis of
orthologous genes, constitutes an important tool in obtaining resistant cultivars, one of the main control methods
used.

The expression analysis of PVLRR-RLK genes using data from Padder et al.>® was carried out to verify
the expression profile of this gene family, which is often related to stress responses such as diseases in a
pathosystem?®, The strong expression profile of some DEGs draws attention to the image (Fig. 7). For example, the
genes Phvul.011G166400 and Phvul.008G045200 were strongly expressed in the susceptible line at 72 hours. The
first is associated with a nuclear protein located on Chr 11 and belongs to the subfamily LRR-XII, whereas the
second was grouped in the LRR-XI-1 subfamily, representing a plasma membrane protein located on Chr 08.
Possibly, these genes could be somehow associated with the onset of symptoms.

In the present investigation, many PVvLRR-RLK genes showed an interesting down-regulated or not
expressed gene pattern in the resistant line at 72 hpi, with their expression increasing with the time of pathogen
infection (Fig. 7A). Of these genes, we highlight some that were located in Chr 01, Phvul.001G246800 (subfamily
LRR-I11) and Phvul.001G165100 (LRR-XI-1), the first being located between the SNP (SS83) and STS
(TGAL.1570) markers, and the second, close to the SNP marker, PvM15. These marks are located near resistance
loci®l. Both genes represent a plasma membrane protein. Even in Chr 01, the Phvul.001G245300 gene (LRR-
X1-2) was up-regulated in the resistant line, at 72 hpi, when compared to the susceptible line, and its expression
decreased over time, at 96 hpi (Fig. 7E). This gene is a cytoplasmic protein. With the exception ofthe
Phvul.001G165100 gene, the others had already been cited as resistance candidates®!, however, due to its
proximity to a marker associated with anthracnose, and its expression pattern, we believe that it represents a putative
element in the common bean resistance response to the disease. In Chr 04, the genes Phvul.004G149100 (LRR-111/
membrane plasmatic protein) and Phvul.004G128100 (LRR-1V/ extracellular protein) were located close to the SNP
marker NSSR65, and showed a higher level of expression in the 96 hpi resistant line when compared to the
susceptible line, at the same time. They were present in the genomic region of the Co-1, Co-x, and Co-4 genes.
These chromosomes have already been reported as important resistance clusters®?.

At the end of Chr 05, the presence of 15 genes in tandem from the same subfamily, LRR-I-1, caught our
attention. When analyzing the expression pattern of these genes, we found 11 DEGs. Of the 11 DEGS, six
(Phvul.005G162400, Phvul.005G162500, Phvul.005G162600, Phvul.005G163000, Phvul.005G164300, and
Phvul.005G164500) showed the same pattern, being down-regulated at both 72 and 96 hpi, in both lines (Fig.
7, group E). The genes Phvul.005G162000, Phvul.005G163100, and Phvul.005G163800 were up-regulated in
all treatments, however, the first two showed higher expression levels at times of 72 and 96 hpi in the susceptible
line, and the last one, in the two times of the resistant line (Fig. 7D). These genes are close to the SSR marker
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PvMO7, previously associated with anthracnose resistance locus®. Still considering this subfamily, in addition to
Chr 05, there are DEGs distributed in Chr 02, 07, 08 and 10. In Chr 07, the gene is close to the scaffold marker
00098_217812 (SNP), which is up-regulated in resistant and susceptible lines at 96 hpi, when compared with the
same treatments at 72 hpi. In Chr 10, the gene is close to the SNP marker, ss715648754, and was only expressed in
the treatments of the line resistant to 72

hpi and susceptible to 96 hpi, which was down-regulated (Supplementary Fig. S6). All the genes of this family
present the malectin domain and correspond to membrane plasmatic proteins. Despite the proximity to some markers,
so far, no gene from this subfamily has been associated as a candidate for anthracnose resistance.

One of the most well-reported examples in the literature is the protein resulting from the expression
of the FLS2 gene, identified as Phvul.002G196200 and grouped in subfamily LRR-XII-1 (Fig. 1). This protein
contains one intron and is located on Chr 02 of the P. vulgaris genome. According to the heatmap, the FLS2 gene
is more expressed at 96 hpi in both lines but stands out in the susceptible line. Identified in Solanum lycopersicon,
Brassica, Arabidopsis, and Oryza sativa®>?>2781 the FLS2 gene is involved in the perception of the bacterial
elicitor FLAGELIN and acts as a PRR in the initial plant defense response®?. The expression pattern found by
Padder et al.® shows that the gene is upregulated in all treatments, standing out, however, in resistant and
susceptible lines at 96 hpi. Oblessuc et al.®® observed the downregulation of this gene at 65 hpi with race 73 of
C. lindemuthianum, indicating a progressive curve of this gene over time. On the contrary, Silva et al.?° evaluated
the expression of genes related to the resistance of common bean to race 65 of C. lindemuthianum and obtained
a positive regulation of this gene with the BRS Esplendor line, characterized by its resistance to the studied fungus
at 72 hpi. In contrast, there was no differential expression between the inoculation and control treatments for the
pathosystem involving the susceptible line. Although they are the same crop and the disease, the pathogenic
variability between and within races is possibly a determining factor for developing a specific response, with the
same genes acting differently.

In our study, we performed a full characterization of 230 PvRLK-LRR proteins, supplying different
insights into their evolutionary history. In addition, we integrated our findings with the expression profile of
PVLRR-RLK genes in response to the infection with C. lindemuthianum, investigating the proximity of such genes
with markers associated with resistance loci. This information is important, as it allows insights into the role of
these genes in the common bean-anthracnose pathosystem. These candidate genes may be useful for further studies
to validate their functions in ANT response and to understand how they interact within metabolic pathways.
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