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RESUMO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das culturas mais importantes para a seguranca
alimentar mundial, especialmente em paises em desenvolvimento, onde é uma das principais
fontes de proteina vegetal. A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola,
é uma das principais doencas que afetam a cultura, podendo causar perdas expressivas. O uso
de cultivares resistentes € uma das principais estratégias de controle dessa doenca, reduzindo
significativamente as perdas de producdo. Um dos exemplos disso foi a obtencdo da linhagem
MAII1-16.159 resistente a isolados de P. griseola, a partir da parceria do programa de Genética
e Melhoramento de Plantas da Universidade Federal de Lavras com a EMBRAPA, no Brasil.
A identificacdo dos genes envolvidos na resisténcia é importante para compreender melhor os
mecanismos de defesa da planta e interacdo entre patdgeno e hospedeiro, o que possibilita a
identificacdo e compreensédo dos genes envolvidos nessa resposta de defesa. Logo, 0 objetivo
deste estudo foi identificar regiGes gendmicas associadas a resisténcia a P. griseola. Para isto,
utilizamos linhagens endogamicas obtidas a partir de um cruzamento biparental de genitores
puros e contrastantes para resisténcia a P. griseola. O painel de estudos para identificar a resis-
téncia a Mancha Angular foi composto por 180 linhagens endogamicas derivadas do cruza-
mento entre MAIII-16.159 (resistente) e BRS Horizonte (suscetivel), o qual apresentou um des-
vio significativo na proporcéo de segregacdo. As linhagens foram submetidas a fenotipagem e
genotipagem para a identificacdo de marcadores moleculares. A avaliacdo fenotipica da seve-
ridade da mancha angular das linhagens foi realizada em campo no estadio R8 conduzido em
DBC com duas repeticdes, em condi¢des naturais de ocorréncia do patdgeno durante a safra das
aguas de 2022/2023. Esse estadio fisiologico representa o ponto de maturacdo das vagens, in-
dicando o periodo em que ocorre o enchimento delas. A genotipagem foi realizada empregando
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) e silico-DArT (Diversity Arrays
Technology). Os genes foram identificados utilizando a v2.1 da sequéncia gendmica do feijao-
comum no Phytozome v1.16.9. Foi identificado um marcador significativo, o marcador
DART3819, localizado na posi¢do 14.329.208 pb do cromossomo PV04. Esse marcador reve-
lou uma associagao estatisticamente significativa com a resisténcia & mancha angular, apresen-
tando um efeito negativo (-0,92) que contribuiu para a reducao da severidade da doenca, expli-
cando 47% da variagdo fenotipica observada. Portanto, a linhagem MAIII-16.159 possui uma
regido no cromossomo Pv04 associada a alelos de genes responsaveis pela resisténcia a P. gri-
seola no estadio R8 de desenvolvimento do feijdo-comum.

Palavras-chave: Melhoramento genético. Resisténcia genética. Mancha angular. SNPs. DArT



ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most important crops for global food secu-
rity, especially in developing countries, where it is of the main sources of vegetable protein.
Angular leaf spot, caused by the fungus Pseudocercospora griseola, is one of the major diseases
affecting this crop, leading to significant losses. The use of resistant cultivars is a primary strat-
egy for disease control, reducing significantly crop production losses. An example of this is the
development of the MAIII-16.159 line, resistant to P. griseola isolates, through a partnership
between the Plant Genetics and Breeding Program at the Universidade Federal of Lavras and
EMBRAPA in Brazil. The identification of genes involved in resistance is important to better
understand the plant's defense mechanisms and interaction between pathogen and host, which
makes it possible to identify and understand the genes involved in this defense response. There-
fore, the objective of this study was to identify genomic regions associated with resistance to
P. griseola. For this, we used inbred lines obtained from a biparental cross of pure and con-
trasting parents for resistance to P. griseola. The study panel to identify resistance to Angular
Spot was composed of 180 inbred lines derived from the cross between MAIII-16.159 (re-
sistant) and BRS Horizonte (susceptible), which presented a significant deviation in the segre-
gation proportion. The lines were subjected to phenotyping and genotyping to identify molec-
ular markers. The phenotypic assessment of the severity of the angular spot of the strains was
carried out in the field at the R8 stage, conducted in DBC with two replications, under natural
conditions of occurrence of the pathogen during the 2022/2023 water harvest. This physiolog-
ical stage represents the point of maturation of the pods, indicating the period in which they fill.
Genotyping was carried out using SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) and silico-DArT
(Diversity Arrays Technology) markers. Genes were identified using v2.1 of the common bean
genomic sequence in Phytozome v1.16.9. A significant marker was identified, the DART3819
marker, located at position 14,329,208 bp of the P\V04 chromosome. This marker revealed a
statistically significant association with resistance to angular spot, presenting a negative effect
(-0.92) that contributed to reducing the severity of the disease, explaining 47% of the observed
phenotypic variation. Therefore, the MAIII-16.159 line possesses a region on chromosome
Pv04 associated with gene alleles responsible for resistance to P. griseola at stage R8 of com-
mon bean development.

Keywords: Genetic breeding. Genetic resistance. Angular leaf spot. SNPs. DArT.
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1. INTRODUCAO

A mancha angular, causada pelo fungo Pseudocercospora griseola (Sacc.) Crous & U.
Braun, é uma das principais doencas para a cultura do feijao-comum, afetando os campos de
producdes em mais de 80 paises (LANDERAS et al., 2017). Esta doenga resulta em perdas
significativas na producédo, podendo chegar a até 80% (SCHWARTZ et al., 1981; SEIJAS et
al., 1985; DE JESUS et al., 2001), dependendo da suscetibilidade das cultivares, das condi¢des
climéticas, da viruléncia do patdgeno e, sobretudo, do estadio de desenvolvimento da planta
(REZENE; MEKONIN, 2019; AYTENFSU; TEREFE, 2023). Os danos podem ser causados
nas folhas, vagens, hastes e sementes, afetando tanto a produtividade quanto a qualidade dos
grdos (GIRMA et al., 2022). Estudos da interacdo hospedeiro-patdgeno tém permitido identifi-
car regides responsaveis pela resisténcia do feijado-comum a mancha angular (ALMEIDA et al.,
2021; FRITSCHE-NETO et al., 2019; PADUA, 2022; PEREIRA et al., 2019; VIDIGAL FI-
LHO et al., 2020).

O patdgeno P. griseola possui uma ampla diversidade genética e de viruléncia, divi-
dindo-se em ragas andinas e mesoamericanas que coevoluiram com diferentes grupos de feijdo-
comum (CROUS et al., 2006). Enquanto as racgas andinas infectam o feijdo andino, as racgas
mesoamericanas afetam ambos 0s grupos e sdo mais virulentas nos hospedeiros mesoamerica-
nos. No entanto, devido a complexidade da interacdo patégeno-hospedeiro, a identificacdo dos

locos de resisténcia a mancha angular se torna dificil (AYTENFSU et al., 2019).

Atualmente, apenas cinco locos sdo oficialmente reconhecidos e aceitos pelo Comité de
Genética do BIC (Bean Improvement Cooperative) (ALMEIDA et al., 2021). Entre estes, trés
locos séo independentes e com alelos dominantes conferindo a resisténcia: Phg-1, mapeado no
cromossomo Pv01 da cultivar AND 277 (ALMEIDA et al., 2021; GOMES-MESSIAS et al.,
2022; LIMA et al., 2023); Phg-2, mapeado no Pv08 da cultivar México 54 e BAT 332 (AL-
MEIDA et al., 2021; GIL et al., 2019; NAY et al., 2019); e Phg-3, mapeado no cromossomo
Pv04 na cultivar Ouro Negro (ALMEIDA et al., 2021; VALENTINI et al., 2017). Os dois ou-
tros locos sdo QTLs (Quantitative Trait Loci) de efeito maior: Phg-4, correspondente ao QTL
ALS4.155YC mapeado no cromossomo Pv04 da cultivar G5686 (ALMEIDA et al., 2021; GO-
MES-MESSIAS et al., 2022; TABOADA et al., 2022); e Phg-5, identificado anteriormente
como QTL ALS10.1P%YC S mapeado no Pv10 das cultivares CAL 143 e G5686 (ALMEIDA
etal., 2021; GOMES-MESSIAS et al., 2022; NAY et al., 2019; RODRIGUEZ et al., 2019).
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A obtencdo de linhagens de feijdo-comum resistentes a mancha angular pode ser obtida
por meio da piramidacéo de alelos favoraveis, um exemplo € a linhagem MAI11-16.159 oriunda
da colaboracéao entre a UFLA e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA)
iniciada em 1998. O principal objetivo do programa é acumular alelos favoraveis por meio do
método sele¢do recorrente visando resisténcia duradoura a mancha angular. Essa linhagem foi
obtida por meio de cruzamentos no esquema de dialelo circulante, envolvendo sete linhagens
de feijdo-comum do tipo Carioca e 10 fontes de resisténcia andinas e mesoamericanas a mancha
angular (AMARO et al., 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; NAY et al., 2019).
Em reconhecimento a esse esforco, durante o0 Workshop "Angular Leaf Spot and Root Rot"
realizado em Skukuza, Africa do Sul, em 2015, a linhagem MAIII-16.159 foi indicada para
fazer parte do novo conjunto internacional de cultivares diferenciadoras de mancha angular.
Conhecer os genes e ou regides genémicas associadas a resisténcia a P. griseola pode ser im-
portante para compreender melhor a interacdo do patégeno com o feijao-comum, além de faci-
litar a identificacdo de marcadores moleculares que poderdo ser utilizados nos programas de

melhoramento.

De maneira geral, a identificacdo de regibes genémicas associadas a caracteristicas
agrondmicas, incluindo a resisténcia a doengas, é conduzida através de marcadores molecula-
res, 0s quais permitem avaliar a correlagdo entre as caracteristicas fenotipicas e genotipicas.
(SINHA; KUSHWAHA; DESHMUKH, 2022). Duas técnicas amplamente empregadas para
esse fim sdo o mapeamento tradicional de QTL e o mapeamento associativo, baseado no dese-
quilibrio de ligacdo (FRITSCHE-NETO et al., 2019; VIDIGAL FILHO et al., 2020; WU et al.,
2022). Avangos foram impulsionados pelas ferramentas genémicas, como a genotipagem de
alto rendimento com marcadores de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) e silico-DAIT,
juntamente com a montagem do genoma de referéncia do feijao-comum (SCHMUTZ et al.,
2014; SONG et al., 2015; VLASOVA et al., 2016), possibilitando a identificacdo de locos as-
sociados a caracteristicas agronémicas (CORTES; ZHANG; YU, 2021; INGVARSSON;
STREET, 2011; TANG et al., 2016).

Uma das estratégias que tem sido utilizada na identificacdo de regides genémicas asso-
ciadas a resisténcia & mancha angular seria a utilizacdo de RILs. Essas linhagens s&o obtidas a
partir do cruzamento de dois genitores puros e contrastantes para um determinado carater, se-
guido de varias geracdes de autofecundacdo. Esse processo quebra os blocos de ligagéo, o que
permite uma melhor resolucdo para a identificacdo das regides gendmicas associadas a resis-

téncia (BROMAN, 2005). A escolha dos genitores é fundamental para o sucesso da anélise de
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associacao genetica. Quanto maior a variabilidade genética entre eles, maior a eficacia de obter
polimorfismos para as caracteristicas fenotipicas almejadas (SEGMAN; BJORNSTAF; NDJI-
ONDJOP, 2006), facilitando a deteccdo de marcadores associados aos caracteres de interesse
(BHATIA, 2020; BHATIA; BAJWA, 2022; DORMATEY et al., 2020).

O estudo de associacdo gendmica no feijdo-comum tem sido realizado em algumas
oportunidade para diversos caracteres, tais como como fenologia, componentes de produgéo,
e rendimento de grdos (DELFINI et al., 2021; WU et al., 2022), tempo de floracdo (MAC-
QUEEN et al., 2020; NADEEM et al., 2021), resisténcia a quebra de vagens (PARKER et al.,
2020), conteudo mineral do grdo (DELFINI et al., 2021), resisténcia a seca e estresse abidtico
(KELLER et al., 2015; VALDISSER et al., 2020). Além disso, varios estudos tém investigado
regibes que conferem resisténcia genética a doencas causadas por diferentes patogenos, tais
como a podridao radicular causada por Pythium ultimum (DRAMADRI et al., 2020), Rhizocto-
nia solani (OLADZAD et al., 2019), Fusarium solani (HUSTER et al., 2021; PAULINO et al.,
2021; ZITNICK-ANDERSON et al., 2020), crestamento bacteriano comum (SIMONS et al.,
2021), crestamento bacteriano aureolado (MONTEIRO et al., 2021; TOCK et al., 2017), mofo
branco (CAMPA; GARCIA-FERNANDEZ, 2020; JUNIOR; FERREIRA, 2023), antracnose
(BANOO et al., 2020; COSTA et al., 2021), além de trabalhos relacionados a resisténcia a P.
griseola (VALENTINI et al., 2017; GIL et al., 2019; NAY et al., 2019; RODRIGUEZ et al.,
2019; ALMEIDA etal., 2021; GOMES-MESSIAS et al., 2022; LIMA et al., 2023). A identi-
ficacdo desses marcadores genéticos tem contribuido para informag6es importantes para o me-
Ihoramento genético do feijao, permitindo o uso da selecdo assistida por marcadores visando
resisténcia a patdgenos. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar regides genémicas as-
sociadas a resisténcia a mancha angular em uma populacéo de linhagens endogamicas recom-
binantes, obtidas a partir dos genitores MAIII-16.159 (resistente) e BRS Horizonte (suscetivel)
de feijdo-comum sob condic¢des naturais em estadio fenolégico R8, por meio do estudo de as-

sociacdo gendmica ampla.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.  Aculturado feijdo-comum

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) representa uma das culturas mais importantes
para a seguranca alimentar em todo o mundo, especialmente em paises em desenvolvimento,
onde é uma das principais fontes de proteina vegetal (ALVAREZ-DIAZ et al., 2022; GUPTA,
SALGOTRA,; VENEGAS, 2022; OBLESSUC; BRIDGES; MELOTTO, 2022). Dentre as prin-
cipais culturas alimentares no Brasil, o feijdo-comum desempenha um papel fundamental tanto
em termos econdmicos, quanto sociais e culturais. A origem desta cultura ocorreu a partir de
dois principais centros de domesticacdo, a regido Mesoamericana (centro das Américas, em
torno do México) e a regido Andina (sul dos Andes e norte da Argentina) (KLASENER; RI-
BEIRO; ARGENTA, 2022; RIBEIRO; MAZIERO, 2023; ASKI et al., 2022). Atualmente, ha
trezentos e sessenta cultivares registradas no MAPA com caracteristicas distintas de grdos, in-
cluindo tamanho, cor, sabor e textura, desempenhando um papel fundamental para a dieta da
populacdo brasileira, sendo considerado um alimento essencial ( WANDER; DA SILVA; FER-
REIRA, 2021).

O cultivo no territorio brasileiro é realizado em trés safras: a primeira é a "safra das
aguas", semeada entre outubro e novembro; a segunda é a "safra da seca", semeada entre margo
e abril; e a terceira é a "safra de inverno” ou "safra de outono/inverno”, semeada a partir de
junho e colhida entre agosto e outubro (ARIANI et al., 2022). O Brasil é o maior produtor e
consumidor de feijdo-comum do mundo, responsavel por aproximadamente um terco da pro-
ducéo dos paises do MERCOSUL e 10% da producéo global (FAOSTAT, 2023).

Na safra 2022/2023, o Brasil obteve uma producéo de 2,27 milhdes de toneladas de
feijdo-comum, cultivado em uma area de 1,58 milhdes de hectares, resultando em uma produ-
tividade média de 1.573 kg/ha (EMBRAPA: ARROZ e FEIJAO, 2023). No cenério nacional,
as maiores produtividades de graos foram obtidas pelo Distrito Federal e pelo estado de Goias
na terceira safra, com rendimento de grdos em média de 2.172 Kg/ha e 2.449 Kg/ha, respecti-
vamente (CONAB, 2023). Contudo, ha relatos de altos niveis de produtividade atingindo 6.000
kg/ha em algumas propriedades, o que evidencia o potencial da cultura (EMBRAPA: ARROZ
e FEIJAO, 2023). Os estados com maior producéo sdo Paran4, seguido por Minas Gerais, Mato
Grosso, Goiéas e Bahia, representando cerca de 68% da producdo total do pais (CONAB, 2023).

Apesar dos esfor¢os, a producgéo de feijao-comum no Brasil ainda enfrenta desafios con-

sideraveis, tais como variagdes climaticas e problemas fitossanitarios da cultura (ASSEFA et
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al., 2019; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011; LOSA et al., 2022; NAY et al., 2019). Doen-
cas fungicas, como a mancha angular, sdo capazes de afetar o desenvolvimento da planta e
reduzir drasticamente a qualidade dos gréos, principalmente quando em condicdes ambientais
favoraveis para o desenvolvimento da doenca (NADEEM et al., 2021). Embora muitos produ-
tores recorram ao uso de fungicidas, a alternativa mais viavel economicamente é o emprego de
cultivares resistentes (NAY et al., 2019). Nesse sentido, para a sustentabilidade dos programas
de melhoramento genético do feijdo-comum no pais e para garantir incrementos significativos
para a produtividade, é necessario o investimento em pesquisas que contribuam com o entendi-
mento das regides gendmicas associadas a resisténcia aos principais fitopatdgenos presentes no

territério nacional.

2.2. Mancha angular

Entre as doencas mais comuns em todo o mundo na cultura do feijdo-comum esta a
mancha angular, que é causada pelo fungo Pseudocercospora griseola. Essa doenca é conside-
rada uma das mais devastadoras e recorrentes nas areas de maior producdo da América Latina
e Africa, sendo encontrada em mais de 80 paises (LANDERAS et al., 2017). A sua nomencla-
tura j& passou por diversas mudancas, sendo a Ultima designacdo oficial a de Pseudocercospora
griseola (Sacc.) Crous & U. Braun (CROUS et al., 2006).

O impacto do patégeno na producdo pode ser significativo, podendo causar perdas de
até 80% na producdo (SCHWARTZ et al., 1981; SEIJAS et al., 1985; DE JESUS et al., 2001),
dependendo do nivel de suscetibilidade das cultivares, das condi¢Ges climéticas favoraveis du-
rante o ciclo da cultura, da viruléncia dos isolados e, principalmente, do estadio de desenvolvi-
mento da planta (REZENE; MEKONIN, 2019; AYTENFSU; TEREFE, 2023). Em ataques
mais severos, a doenca pode causar lesdes necroticas nas folhas, vagens e hastes, afetando tam-
bém as sementes e resultando em perdas na produtividade e na qualidade dos grdos, que acabam

se tornando indesejaveis para o consumo humano (GIRMA et al., 2022).

A germinacéo dos conidios € o ponto de partida para a infec¢do deste fungo. Esse pro-
cesso ocorre entre 3 e 6 horas ap6s a inoculagdo, em temperaturas 6timas que variam entre 20
e 28°C (LIBRELON et al., 2022; SERRATO-DIAZ et al., 2020; AYTENFSU; TEREFE, 2023)
penetrando nas folhas atraves dos estomatos em ate 2 dias (LIBRELON et al., 2022). O fungo
penetra no hospedeiro e comeca a coloniza-lo. Durante a colonizagéo, o patégeno produz siné-
mios, compostos por conidiéforos paralelos e escuros, que se formam na face abaxial da folha
em tufos visiveis a olho nu (CANPOLAT; MADEN, 2020; SERRATO-DIAZ et al., 2020;
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AYTENFSU; TEREFE, 2023). Os sintomas na planta séo les6es circulares concéntricas de co-
loracdo castanho escuro nas folhas primérias, pequenas manchas angulares com coloracéo de
cinza escuro ou castanho e clorose nas folhas trifoliadas, os quais surgem entre 8 e 12 dias ap6s
a penetracdo (KERR, 2019; LIBRELON et al., 2022; SERRATO-DIAZ et al., 2020). Nas va-
gens, as lesdes sdo grandes, circulares, com tonalidade castanho-avermelhada e um halo cir-
cundante escurecido. Durante periodos de elevada umidade, o patdgeno tem a capacidade de se
reproduzir por meio da esporulacdo (NAY et al., 2019; PADUA et al., 2022; AYTENFSU;
TEREFE, 2023). A infeccdo pode disseminar-se para as sementes, comprometendo o seu de-
senvolvimento e resultando em manchas, deformacges e rugosidades. Além disso, as plantas
afetadas também podem apresentar lesdes alongadas de coloracdo castanho-escuro no caule,
ramos e peciolos (ALMEIDA et al., 2021; AYTENFSU; TEREFE, 2023).

As sementes infectadas e os restos culturais infectados sdo considerados as principais
fontes de indculo para a disseminacgdo da doenca a longas distancias (DEGU; YAREGAL; GU-
DISA, 2020). O patogeno pode permanecer viavel por um periodo prolongado, até um ano nas
sementes e mais de 19 meses nos restos culturais, mesmo sem a presenca de hospedeiros vivos
(MONGI et al., 2016). A disseminacao dos conidios pode ocorrer pelo vento, bem como por
meio de goticulas de dgua e equipamentos agricolas. A variagdo na viruléncia do patdégeno entre
diferentes isolados resulta em um elevado nimero de racas fisioldgicas distintas (PADUA et
al., 2022). Diante da variabilidade patogénica e genética do fungo, é possivel desenvolver es-
tratégias que auxiliem nos programas de melhoramento para a obtencao de cultivares resistentes

a mancha angular, bem como identificar genes de resisténcia a doenca.

O controle dessa doenca é um desafio, pois o patdégeno € altamente adaptavel e pode se
reproduzir rapidamente em diferentes condigdes (REZENE; MEKONIN, 2019). A prevencéo e
o controle da doenca envolvem a utilizacdo de praticas culturais adequadas, como a rotacdo de
culturas, o uso de cultivares resistentes, 0 manejo integrado de pragas e doencas e 0 uso de
fungicidas (ALMEIDA et al., 2021; NAY et al., 2019). A implementacdo dessas préaticas pode

ajudar a reduzir o impacto dos sintomas e aumentar a produtividade na cultura.

2.3. Diversidade na viruléncia de P. griseola

A variagdo genetica entre os isolados de P. griseola foi inicialmente relatada por Brock
(1951), que observou diferentes padrées de viruléncia em isolados australianos ao serem ino-
culados em cultivares de feijao-comum. Neste estudo, foi avaliada uma amostra composta por

mais de 150 acessos de P. vulgaris, juntamente com dois acessos de P. coccineus. Dez
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cultivares de P. vulgaris e uma de P. coccineus exibiram resisténcia a doenga. N&o havia na
época, uma metodologia padronizada para identificar as ragas do patdgeno. A partir desse tra-
balho, outros pesquisadores tém confirmado uma alta variabilidade de viruléncia do agente cau-
sal da mancha angular (BASAVARAJA et al., 2020; GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011;
PEREIRA et al., 2015). Em 1995, Pastor-Corrales e Jara conduziram um estudo que avaliou a
diversidade genética de P. griseola e sua coevolugdo com o feijdo-comum na América Latina.
Os resultados revelaram a segregacédo dos fendtipos de viruléncia em dois grupos génicos dis-
tintos: o grupo Andino, com compatibilidade predominante em cultivares de feijdo-comum de
origem Andina, e o grupo Mesoamericano, com compatibilidade principalmente com cultivares
de origem Mesoamericana, embora possa ser virulento também com alguns acessos do grupo
Andino. De acordo com os pesquisadores, os isolados Andinos de P. griseola (P. griseola for-
mae griseola) coevoluiram com as cultivares de feijdo-comum de origem Andina, enquanto 0s
isolados mesoamericanos (P. griseola formae mesoamericana) coevoluiram com as cultivares

de origem Mesoamericana.

Devido as constatacGes da variabilidade de viruléncia, foi necessaria a padronizacdo de
um conjunto de cultivares diferenciadoras e uma nova nomenclatura para as racas do patdgeno.
O processo foi discutido durante o "International Workshop on the Angular Leaf Spot of Com-
mon Beans", realizado no Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) em 1995 (PAS-
TOR-CORRALES; JARA, 1995). Para tal, foi proposto o método binario de HABGOOD
(1970), que consiste em atribuir um valor a cada cultivar suscetivel e determinar numericamente
a raca somando-se os valores de todas as cultivares dentro de cada grupo. Foram utilizadas 12
cultivares diferenciadoras, sendo 6 de origem Andina e 6 de origem Mesoamericana. Essa no-
menclatura permitiu identificar a raca por meio de um namero, no qual as cultivares de cada

grupo séo identificadas ordenadamente pelos numeros de 1 a 6 (Tabela 1).

Na época em que a metodologia foi proposta, foram realizados diversos estudos para
avaliar a diversidade genética de isolados de P. griseola no Brasil. Aparicio et al. (1998), Garcia
et al. (2006), Nietshche et al. (2002), Pastor-Corrales e Paula Jr. (1996), Sartorato (2002), Sar-
torato (2004) e Sartorato e Alzate-Marin (2004), analisaram isolados de diferentes regides do
pais, identificando diversas ragas. Foi constatada a existéncia de uma grande variabilidade ge-
nética do fungo no Brasil, sendo que nos ultimos levantamentos realizados, a raca 63-63 € a
mais frequente (LIBRELON et al., 2020; PADUA et al., 2021; PEREIRA et al., 2019). Esta
raca quebra a resisténcia de todas as cultivares diferenciadoras propostas, sendo, muito fre-

quente na América Latina e na Africa. No entanto, foi constatada variacdo na capacidade de
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viruléncia mesmo entre os isolados dentro da mesma raga, quando inoculados em diferentes
grupos de cultivares de feijdo-comum (DDAMULIRA et al., 2012; PEREIRA et al., 2015;
SARTORATO, 2004; SILVA et al., 2008; STENGLEIN; BALATTI, 2006; WAGARA et al.,
2004).

Pereira et al. (2015) demonstraram que as cultivares diferenciadoras ndo foram eficazes
em detectar a grande variabilidade existente dentro dos isolados da raga 63-63, sendo necessaria
uma revisdo do conjunto de cultivares diferenciadoras para avaliar a variabilidade da viruléncia
das racas dos isolados. A linhagem MAIII-16.159 do programa de selecdo recorrente para man-
cha angular da Universidade Federal de Lavras foi proposta para ser incluida no conjunto de
linhagem diferenciadoras para mitigar esse problema, uma vez que ela possui um alto nivel de
resisténcia a P. griseola (ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; PADUA, 2022; PEREIRA;
ABREU; SOUZA, 2011; PEREIRA et al., 2015; REZENDE et al., 2017).

Assim, para consolidar uma estratégia de melhoramento eficaz para a resisténcia a do-
enca, é necessario compreender detalhadamente os mecanismos de evolucgdo da viruléncia e
diversidade deste patdgeno, pois a sua variabilidade é capaz de suplantar a resisténcia genética
do hospedeiro (ALMEIDA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021; NAY et al., 2019). As princi-
pais estratégias de melhoramento visando a resisténcia duradoura @ mancha angular estéo rela-
cionadas a piramidacgdo de genes de resisténcia andinos e mesoamericanos, ou a introducéo de
fontes de resisténcia mesoamericanas em regides onde predominam isolados andinos, e vice-
versa (ALMEIDA et al., 2021; GUZMAN et al., 1995; PASTOR-CORRALES et al., 1998).
Além disso, a selecdo recorrente € um método crucial que garante a acumulacéo de alelos de
resisténcia provenientes de ambos os grupos genéticos (ABREU et al., 2023; AMARO et al.,
2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010). No entanto, para direcionar os programas de
melhoramento, é necessario além de entender o controle genético da resisténcia a mancha an-

gular, é importante também, detalhar as regiées genémicas associadas a este carater.
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Tabela 1 - Cultivares diferenciadoras de feijdo utilizadas para a classificacdo das ragas de P.
griseola através do sistema binario.

Cultivares Conjunto Série binomial  Valor binério
Dom Timéteo Andino 20 1
G 11796 Andino 2! 2
Bolén Bayo Andino 22 4
Montcalm Andino 23 8
Amendoim Andino 24 16
G 5686 Andino 2° 32
Pan 72 Mesoamericano 20 1
G 2858 Mesoamericano 2! 2
Flor de Mayo Mesoamericano 22 4
México 54 Mesoamericano 23 8
Bat 332 Mesoamericano 24 16
Cornell 49-242 Mesoamericano 2° 32

Fonte: PADUA (2022)

2.4.  Heranca da resisténcia do feijado-comum a P. griseola

A compreensdo da interacdo entre patdgeno e hospedeiro € uma etapa fundamental na
busca pelo desenvolvimento de cultivares resistentes (BASAVARAJA et al., 2020). A alta va-
riabilidade patogénica do fungo exige a combinacéo de genes de diferentes fontes de resisténcia
(RODRIGUEZ et al., 2019). Estudos com marcadores moleculares, apontaram a complexidade
da resisténcia a mancha angular no feijdo-comum, revelando um carater complexo com heranga
guantitativa, em que os genes de efeito principal sdo os principais determinantes da resisténcia
especifica, os genes de efeito secundario podem desempenhar um papel modulador, cuja ex-
pressdo pode variar em diferentes ambientes. A interacdo entre genes de efeito principal e se-
cundario, juntamente com a influéncia do ambiente, contribui para a complexidade genética da
resisténcia (GONCALVES-VIDIGAL et al., 2011; LIBRELON et al. 2020; MAHUKU et al.,
2009; NAY et al., 2019), conferindo respostas genéticas diferentes (NAY et al., 2019). A resis-
téncia foi encontrada nas cultivares diferenciadoras Mesoamericanas: México 54, Cornell 49-
242 e BAT 332, com reacdo de incompatibilidade (resisténcia) a 40, 31 e 31 racas diferentes,
respectivamente; e a fonte Andina: G5686, com resisténcia a 34 racas, de um total de 60, séo
as principais fontes de resisténcia usadas do Brasil (NAY et al., 2019; NIETSCHE et al., 2002).
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No entanto, a raca 63-63 prevalece sobre todos os alelos de resisténcia existentes no conjunto
de diferenciadoras, constatando a necessidade de identificacdo e caracterizacdo de novas fontes
de resisténcia a mancha angular, capazes de suplantar a raca 63-63 (LIBRELON et al., 2020;
PADUA et al., 2022; PEREIRA et al., 2019).

Os estudos sobre a identificagdo de fontes de resisténcia para a mancha angular do fei-
jdo-comum tiveram inicio com Sartorato et al. (1999), que foram os primeiros a identificar um
marcador molecular préximo a um loco de resisténcia na populacdo segregante obtidas a partir
do cruzamento biparental entre os genotipos México 54 e Ruda. Os autores caracterizaram a
resisténcia como sendo monogeénica devido a presenca de um unico gene. Caixeta et al. (2005),
por meio de testes de alelismo utilizando quatro cultivares resistentes verificaram que a resis-
téncia é oriunda de diferentes alelos, portanto, maior complexidade de heranca em relacdo aos
estudos anteriores. Além disso, os autores identificaram que o genétipo Cornell 49-242 apre-
senta um loco com alelo dominante, enquanto o gendtipo México 54 possui trés locos de resis-
téncia (Phg-2, Phg-5 e Phg-6).

Apds esses estudos, varios outros foram realizados para identificar locos relacionados a
resisténcia ao fungo causador da mancha angular no feijdo-comum. Lopez et al. (2003) identi-
ficaram cinco locos ligados a resisténcia a mancha angular, caracterizando heranca poligénica
para resisténcia. Mahuku et al. (2009) e Gongalves-Vidigal et al. (2011) reportaram locos res-
ponsaveis por conferir resisténcia a varias racas do patdgeno, ambos mapeados no cromossomo
Pv01. Oblessuc et al. (2012) identificaram sete QTL de resisténcia em uma populacdo segre-
gante, sendo 0 QTL ALS10.1YC o de maior efeito. Keller et al. (2015) identificaram trés QTL
relacionados, sendo o de maior efeito mapeado no cromossomo Pv04. Perseguini et al. (2016)
identificaram onze associacOes significativas para a avaliacdo de resisténcia, sendo 0 cromos-
somo Pv4 detentor de seis marcadores significativos. Fritsche-Neto et al. (2019) identificaram
dois SNPs significativos no cromossomo Pv11. Nay et al. (2019) identificaram o loco do Pv08,
denominado Phg-2, responsavel pela resisténcia a varias racas de mancha angular, em casa de

vegetacdo e em condi¢des naturais.

A resisténcia a mancha angular em plantas de feijdo-comum € oligogénica, envolvendo
diversos loci relacionados a resisténcia a P. griseola, alguns com efeitos principais e outros
secundarios. Alguns locos foram identificados em diferentes populagées, incluindo regiées ma-
peadas no cromossomo Pv01, tais como locos de efeito priméario, como o ALS10.1Y¢ e o
ALS4.155UC_ A consideragio de diferentes racas do fungo causador da doenca é essencial, visto

gue a resisténcia pode ser especifica para cada uma delas. Diversas metodologias, como
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mapeamento associativo, GWAS (Estudo de Associacdo Gendémica Ampla) e analise de co-
segregacdo, contribuiram para a identificacdo de locos relacionados a resisténcia em feijdo-

comum.

Somente em novembro de 2015, durante a reunido do Comité Genético da BIC realizada
durante o Encontro BIC em Niagara Falls, Canada, é que cinco locos foram oficialmente reco-
nhecidos como associados a resisténcia genética do feijado-comum a mancha angular (SOUZA
et al., 2016). Destes, trés desses locos sdo independentes e dominantes (Phg-1, Phg-2 e Phg-3),
mapeados nos cromossomos Pv01, Pv08 e Pv04, respectivamente, enquanto 0s outros 2 sao
QTL de maiores efeitos (Phg-4 e Phg-5), mapeados no cromossomo Pv04 e Pv10, respectiva-
mente (Tabela 2).

Essa classificacdo oficial dos locos de resisténcia a mancha angular do Comité Genético
da BIC, representou um marco importante no entendimento da resisténcia genética do feijao-
comum a essa doenca. Esses cinco locos reconhecidos, incluindo os trés genes (Phg-1, Phg-2 e
Phg-3) e os dois QTLs de grande efeito (Phg-4 e Phg-5), agora servem como referéncia para
programas de melhoramento genético. Ap0s esses estudos, outros trabalhos tém contribuido
significativamente para a identificacdo de regibes genémicas envolvidas na resisténcia a man-
cha angular. Destacam-se os estudos conduzidos por Almeida et al. (2021), Fritsche-Neto et al.
(2019), Padua (2022), Pereira et al. (2019) e Vidigal Filho et al. (2020).

Fritsche-Neto et al. (2019) avaliaram 60 linhagens de feijdo-comum, as quais represen-
tam o germoplasma elite, desenvolvido pelo programa de melhoramento da EMBRAPA ao
longo de 22 anos, para medir a severidade da mancha angular e da antracnose. Os autores iden-
tificaram um marcador genético significativo localizado no cromossomo Pv10, que explicou
19% da variagdo fenotipica para a resisténcia a mancha angular. Vidigal Filho et al. (2020)
identificaram dois SNPs associados a resisténcia a raca 31-23, um no cromossomo Pv02 e outro
no PvO04, e outros seis para a raga 63-39, sendo um no Pv03 e outro no Pv06, e 0s outros quatro
no Pv08, entre 44,5 Mb e 46 Mb.

Pereira et al. (2019) mostraram que a resisténcia a mancha angular no feijdo-comum é
guantitativa e varia de acordo com o estadio fenoldgico da planta. Oblessuc et al. (2012) iden-
tificaram varios QTLs responsaveis pela resisténcia a mancha angular no feijado-comum utili-
zando uma populacédo de 346 linhagens recombinantes provenientes do cruzamento entre IAC-
UNA x CAL 143. Almeida et al. (2021) identificaram regiGes genémicas associadas a resistén-
cia localizados em diferentes cromossomos, e cuja expressao pode variar dependendo do esta-

dio de fenolodgico da planta. O loco Phg-5 foi identificado em ambos os conjuntos genotipicos
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e apresentou significancia para os estadios V3, em condi¢fes controladas de infeccdo, e RS,
com inoculacdo artificial em condic¢des de campo. O marcador SNP ss715646348, na posi¢ao
40,16 Mb do cromossomo Pv10, associado ao loco Phg-5, € de interesse para selecéao assistida.
O loco ALS10.2 foi significativo apenas para o estadio V2 (ALMEIDA et al., 2021). Ja no
estadio fenoldgico R8, Almeida et al. (2021) identificaram regiGes gendmicas associadas a re-
sisténcia, destacando-se 0s QTLs ALS11.1, ALS3.1 e ALS10.1, situados nos cromossomos 11,
3 e 10, respectivamente, os quais explicaram uma média de 7,97% da variacao fenotipica asso-

ciada a resisténcia a esta doenca.

Padua (2022) identificou trés regides gendmicas responsaveis pela resisténcia a P. gri-
seola, sendo duas localizadas no cromossomo Pv08, em diferentes estadios fenoldgicos V2
(DART7825) e V3 (DART7260), e a terceira no cromossomo Pv04, no estadio V2
(DART3496). Todos os efeitos foram negativos explicando 53%, 57% e 44% da variacgéo fe-
notipica associada a resisténcia, respectivamente. As posi¢des especificas dos marcadores en-
contrados evidenciam que os alelos dos genes de resisténcia identificados sdo oriundos da li-
nhagem resistente MAIII-16.159. Foi verificado que a resisténcia aumenta a medida que 0s
estadios fenoldgicos avancam, sugerindo uma possivel expressdo de genes de efeito menor no
estadio V3. Almeida et al. (2021) relatam observac6es semelhantes sobre este fato, destacando
a importancia ndo apenas das regides gendmicas identificadas, mas também da interacdo entre
os estadios fenoldgicos e a expressao desses genes na resposta da planta a infeccao por P. gri-

seola.
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Tabela 2 - Genes de resisténcia & mancha angular mapeados em feijdo-comum.

Loco Fo_ntg de_ Pool génico  Cromossomo Rag;a do Referéncias
Resisténcia patogeno
CARVALHO et al.,
Phg-1  AND 277 Al Pv01 63-23  1998;: GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2011.
NAMAYANJA et al.,
Phg-2  Mexico 54 MA? Pv08 63-19 2006; SARTORATO
et al., 2000.
Phg-22  BAT 332 MA Pv08 63-30  NAMAYANJAetal,
2006.
CORREA et al., 2001;
Ouro Ne- FALEIRO et al., 2003
Phg-3 gro MA Pvo4 6339 GONCALVES-VIDI-
GAL etal., 2013.
KELLER et al., 2015;
MAHUKU et al.,
Phg-4 G5686 A Pv04 31-0 2009 SOUZA et al.
20186.
CAL 143 A Pv10 0-39 KELLER et al., 2015;
OBLESSUC et al.,
2012; OBLESSUC et
Phg-5 al., 2013; SOUZA et
al., 20186.
G5686 A Pv10 31-0  KELLERetal., 2015.

! Andino; 2 Mesoamericano. Fonte: SOUZA et al. (2016)

2.5. Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de nucleotideos localizadas em posicdes es-
pecificas do genoma, exibindo variabilidade entre os genotipos para analise de heranca (SCHU-
LMAN, 2007). Para sua adequada utilizacao, devem apresentar elevado polimorfismo, possibi-
litar a distincéo entre alelos, ter distribuicdo uniforme no genoma, ser facilmente detectaveis,
ter custo reduzido e alta reprodutibilidade (XU, 2010). O uso desses marcadores auxilia na
selecdo fenotipica em plantas, independente do ambiente (RODRIGUES et al., 2019), sendo
amplamente aplicado em estudos de diversidade genética, evolugdo, mapas genéticos, identifi-
cacdo de QTLs e genes candidatos, selecdo assistida, selecdo gendmica e caracterizacdo de
bancos de germoplasma (MAHAJAN et al., 2023). A escolha do marcador mais adequado
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depende do objetivo da pesquisa, recursos financeiros e infraestrutura disponivel (RODRI-
GUEZ et al., 2019).

Marcadores silico-DArTs e SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico) sdo os mais
utilizados em estudos genémicos. A tecnologia DArTseq tem permitido a varredura de genomas
inteiros em diversas espécies de plantas, independentemente de sequéncias especificas (JAC-
COUD et al., 2001). Os marcadores silico-DArTs sdo gerados por meio de adaptadores especi-
ficos que se ligam aos primers usados na etapa de enriquecimento por PCR, é um método ba-
seado em hibridizacdo. Esses adaptadores contém sequéncias conhecidas que permitem a liga-
cdo seletiva aos locais de interesse no genoma, facilitando a amplificagéo seletiva de fragmen-
tos de DNA durante a PCR (ADU et al., 2021). O polimorfismo é detectado pela presenca ou
auséncia de sequéncias entre as amostras, denominado de Variantes de Presenca-Auséncia
(PAV - Presence-Absence Variants), que sao registrados utilizando um sistema binério (1 ou
0), os quais sdo conhecidos como marcadores in silico DArT. Com essa abordagem, o método
DArTseq oferece uma andlise abrangente e eficiente do genoma, sendo Gtil em estudos de va-
riabilidade genética, mapeamento genético, deteccdo de polimorfismo de DNA e associacao

gendmica em diferentes organismos (MACE et al., 2009).

Os SNPs, por sua vez, sdo uma das formas mais comuns de marcadores genéticos, am-
plamente distribuidos no genoma, apresentando alta frequéncia populacional (GOMES-MES-
SIAS et al., 2022; GUPTA; SALGOTRA; VENEGAS, 2022; HUSTER et al., 2021). Os SNPs
consistem em varia¢fes de um unico nucleotideo presentes em pelo menos 1% da populacéo
(SCHROEDER; FLADUNG, 2010). Devido a sua alta frequéncia, os SNPs sdo amplamente
utilizados em genotipagem de larga escala, permitindo a identificagdo de marcadores associa-
dos a caracteristicas complexas. Eles se tornaram uma ferramenta valiosa na pesquisa genética,
auxiliando na identificacdo de genes relacionados a doengas e no entendimento da variacao
genética entre populacGes (NAY et al., 2019). Estes marcadores tém sido utilizados em estudos
de associacdo genbmica, genética populacional, mapeamento genético e diagndstico de doengas

genéticas.

Painéis de genotipagem que empregam marcadores altamente polimdrficos, como SNPs
e silico-DAIrTs, validados e distribuidos de maneira abrangente pelo genoma, oferecem uma
abordagem simplificada e acessivel para analises geneticas em grande escala (ALMEIDA et
al., 2021). Eles podem ser utilizados em programas de melhoramento genético, fornecendo
marcadores bialélicos e codominantes, identificando genes e locos associados a caracteristicas

quantitativas, avaliando diversidade genética, realizando anélises de associagéo e selecionando
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genotipos com base em marcadores (CARRO-HUELGA et al., 2019). A construgdo de chips
de genotipagem com um grande nimero de SNPs validados tem demonstrado a importancia no
melhoramento de plantas, destacando-se na genémica (BORNOWSKI et al., 2020; COSTA et
al., 2021; PAULINO et al., 2021; SONG et al., 2015). Esses painéis simplificam e tornam mais
acessivel a anélise de dados genéticos em grande escala, oferecendo alta resolucdo. A utilizacao
de painéis de diversidade e ensaios BeadChip aumentou significativamente a probabilidade de
obter marcadores fortemente ligados para genes alvos. O primeiro chip para feijdo-comum,
relatado por Blair et al. (2013), continha 763 SNPs validados, proporcionando uma ferramenta
essencial para estudos genéticos e de melhoramento. Posteriormente, Song et al. (2015) intro-
duziu o BeadChip BARCBean6K 3 (lllumina), que é composto por um conjunto de 5.398 SNPs
validados. O mais recente é o BeadChip BARCBean12K Illumina, com 11.292 SNPs valida-
dos, é um importante avanco tecnologico que aumentou significativamente a capacidade de
obtenc¢éo de marcadores fortemente ligados ao gene alvo (MIKLAS et al., 2020). A abordagem
de mapeamento de QTLs tem sido uma ferramenta valiosa para a identificacdo de regides ge-
ndmicas associadas a caracteristicas de importancia econdmica no feijdo-comum. Essa aborda-
gem foi utilizada para mapear regides gendmicas associadas a resisténcia a uma série de doen-
cas, incluindo podriddes radiculares (DRAMADRI et al., 2020; HUSTER et al., 2021; PAU-
LINO et al., 2021; ZITNICK-ANDERSON et al., 2020), crestamento bacteriano (MONTEIRO
et al., 2021; SIMONS et al., 2021), mofo branco (CAMPA,; GARCIA-FERNANDEZ, 2020;
JUNIOR; FERREIRA, 2023), antracnose (BANOO et al., 2020; COSTA et al., 2021; ZUIDER-
VEEN et al., 2016) e mancha angular (ALMEIDA et al., 2021; FRITSCHE-NETO et al., 2019;
NAY et al., 2019; PERSEGUINI et al., 2016; VIDIGAL FILHO et al., 2020). A identificacdo
de marcadores associados a resisténcia a essas doengas € um passo importante para o desenvol-

vimento de cultivares mais resistentes.

2.6. Linhagens endogamicas recombinantes

As RILS (Recombinant Inbred Lines ou Linhagens Endogadmicas Recombinantes) sao
populacbes de plantas que sdo obtidas a partir de um cruzamento biparental. Ap6s o cruza-
mento, as plantas sdo autofecundadas ou acasaladas entre irmdos repetidas vezes, até que se
tornem linhagens endogamicas (BROMAN, 2005). O genoma dessas linhagens contém os ge-
nes dos dois progenitores, em diferentes combinagdes. A utilizagdo das RILs é importante, pois
permite identificar genes de interesse responsaveis por caracteristicas complexas, como a resis-
téncia a doencas (PADUA, 2022).
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Para a obtencdo de populagfes de RILs, é necessario que 0s genitores apresentem con-
trastes significativos no carater de interesse. O método mais utilizado para gerar RILs é o SSD
(Single Seed Descent), que é realizado a partir da geracdo F2. Neste método cada planta é su-
cessivamente autofecundada até a geragé@o Fe ou superior, utilizando apenas uma semente por
planta para avancgar as geracdes. Cada RIL representa uma planta F», 0 que garante que a vari-
abilidade presente na populacéo F, esteja representada nas RILs resultantes (POLLARD, 2012).

As RILs apresentam diversas vantagens, dentre as quais destacam-se a alta variabilidade
genética, alto grau de homozigose, viabilidade de experimentos replicados e maior resolucao
no mapeamento genético (BROMAN, 2005; PADUA, 2022). A obtenc&o de estimativas confi-
aveis de pardmetros genéticos, fundamentadas em dados acurados de populagbes RILs, de-
manda tamanhos populacionais e quantidades apropriadas de marcadores. E importante consi-
derar também, fatores como o tipo de populacéo, a taxa de segregacao de cada loco, a frequéncia
de recombinagdo e o valor de LOD (Logarithm of Odds, ou logaritmo da probabilidade) utili-
zado para detectar a ligacdo (SILVA et al., 2007). Populac@es de 150 até 500 RILs sédo sufici-
entes para a obtencdo de mapas confidveis com nivel de saturacdo do genoma alto (5 cM de
distancia média entre marcas), médio (10 cM de distancia média entre marcas) e baixo (20 cM
de distancia média entre marcas) (SILVA et al., 2007; SINHA; KUSHWAHA; DESHMUKH,
2022). Além disso, € importante considerar a selecdo de marcadores polimorficos se séo distri-
buidos uniformemente ao longo do genoma, a escolha de um valor de LOD adequado é funda-
mental para evitar o aparecimento de falsos positivos quando baixo ou omissdes de ligacdes
guando alto. Portanto, é necessario um equilibrio entre a sensibilidade e a especificidade na
definicdo do valor de LOD (DE RON et al., 2022; TIGIST et al., 2019).

Um estudo de associacdo genética acurado a partir de populacdes de RILs é um proce-
dimento complexo e esta sujeito aos fatores citados que devem ser considerados para garantir
a eficécia. Diversos estudos com populagdes RILs de feijdo-comum foram utilizadas em estu-
dos de resisténcia a doencas, tolerancia a estresses e qualidade de graos (BASSI et al., 2017;
BRINEZ et al., 2017; BRUN et al., 2010; OBLESSUC et al., 2012, 2022).

2.7.  Desequilibrio de ligacdo em fase gamética para mapeamento genetico

Nas Ultimas décadas, marcadores moleculares baseados em DNA tém sido utilizados
em estudos genéticos de especies vegetais. Um dos seus usos € a construcdo de mapas molecu-

lares genémicos no feijao-comum por meio de marcadores moleculares, pois permitem a
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identificacdo de locos génicos associados a alteracfes da expressdo fenotipica de caracteres
(AYTENFSU; TEREFE, 2023).

A identificacdo e validacdo de QTLs é uma estratégia eficiente utilizada em programas
de melhoramento para identificar locos associados a caracteres de interesse agronémico. O ma-
peamento de ligagdo € uma estratégia comumente utilizada para identificar QTLs. Uma parcela
de marcadores moleculares atualmente empregados em programas de melhoramento foi iden-
tificada por meio deste método. Nesse procedimento, uma populacdo biparental é gerada com
0 intuito de identificar regides gendémicas que segregam junto com uma caracteristica de inte-
resse, como por exemplo, a resisténcia de plantas a doencas (DIAZ et al., 2020; KOVER et al.,
2009).

Nessa abordagem, sdo utilizadas popula¢des de cruzamentos, nos quais 0s genitores sdo
conhecidos, como € o caso, por exemplo, em espécies autdbgamas. O mapeamento de ligacédo é
realizado com base em populagdes F, retrocruzamentos ou RILs (CARNEIRO; VIEIRA, 2002;
COCKRAM; MACKAY, 2018), o objetivo consiste em identificar regides do genoma que apre-
sentam co-segregacdo com a caracteristica de interesse. Embora essa abordagem possua reso-
lucdo limitada ela ¢ eficiente na demarcacgéo de regides gendmicas associadas a caracteres es-
pecificos (DIAZ et al., 2020).

Por outro lado, 0 mapeamento de associacdo identifica associagdes diretas entre marca-
dores e caracteres em uma populacdo mais ampla. O GWAS, devido ao seu baixo desequilibrio
de ligacdo (LD), oferece maior resolucdo na identificacdo de genes especificos. Porém, é im-
portante observar a estrutura populacional, podem resultar em falsas associacdes, tendo por isso
a necessidade de ter grandes populagdes para mitigar os efeitos das baixas frequéncias alélicas
e utilizar a matriz de parentesco como covariavel no modelo (ALMEIDA et al., 2021; COSTA
etal., 2020; DIAZ et al., 2020; OMRANI et al., 2019).

O LD ¢ a associacdo ndo aleatoria entre dois marcadores genéticos, genes ou QTLsS
situados proximos um do outro no cromossomo, ou seja, seria a correlacdo entre polimorfismos
de uma populacdo (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; MYLES et al., 2009; RAFALSKI,
2010). Como resultado da ligagdo genética, esses genes tendem a ser transmitidos juntos para
as gerac0es futuras, sendo menos provavel que ocorra recombinacao entre eles (GUPTA; RUS-
TGI; KULWAL, 2005).

Entretanto, o LD pode ser originado ndo somente devido a ligacdo genética direta, mas

também devido a fendmenos como selecdo natural, mutacdo, deriva genética, estrutura



31

populacional, endogamia, tamanho populacional reduzido e epistasia (DIAZ et al., 2020;
GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005; ROSSI et al., 2009). E importante entender esses fatores
ao interpretar os resultados dos estudos de LD para evitar erros de interpretacdo, pois se um
estudo de LD encontrar uma associacao entre dois marcadores genéticos, é possivel que o LD

seja causado por um fator diferente da ligacdo genética (DIAZ et al., 2020).

Portanto a distancia entre os marcadores genéticos, o tamanho da populagdo e a historia
evolutiva da populacéo sdo outros fatores importantes a serem considerados (DIAZ et al., 2020;
GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005). Marcadores genéticos distantes, populacdes pequenas e
eventos historicos, como selecdo natural e deriva genética, podem causar LD mesmo que nao
haja ligacdo genética entre os marcadores ou genes estudados. Ao considerar esses fatores, 0s
pesquisadores podem melhorar sua capacidade de interpretar os resultados dos estudos de LD
e evitar erros de interpretacdo (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Painel de RILs

O painel de estudos para identificacédo a resisténcia a Mancha Angular obtido por Padua
(2022) foi gerado a partir do cruzamento biparental entre a linhagem MAII1-16.159, resistente
a P. griseola, e a cultivar BRS Horizonte, suscetivel. A partir da geragdo F, a populagdo foi
avancada pelo método de selecdo SSD (Single Seed Descent). Na geracdo F7, foram obtidas
180 linhagens recombinantes que foram fenotipadas e genotipadas, para identificacdo de mar-
cadores silico-DArTs e SNPs. A populacdo obtida, foi inicialmente planejado para 0 mapea-
mento de QTLS, mas ndo se mostrou adequado devido a um desvio de segregagdo acentuado.
Como alternativa, realizou-se a analise de associacdo gendmica sob condi¢des de alto desequi-

librio de ligacéo.

3.2.  Extracdo de DNA dos gendtipos

O DNA das linhagens e dos genitores foram extraidos por Padua (2022) a partir de fo-
Ihas jovens com o Mini Kit da Planta DNeasy da Qiagen®, seguindo as instrucdes do fabricante.
As amostras foram coletadas e processadas conforme o protocolo, desde a lise das células até a
purificacdo do DNA. Apos a extragdo, a concentracdo e qualidade do DNA foram avaliadas
utilizando o sistema Qubit da Thermo Scientific®, que forneceu dados sobre a quantidade de
DNA obtida e a pureza da amostra. A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese

em gel de agarose 1%.

3.3.  Genotipagem e identificacdo dos marcadores SNP e silico-DArT

Conforme descrito por Padua (2022) a genotipagem foi realizada pela empresa Diversity
Arrays Technology Pty. Ltd., sediada em Yarralumia, ACT, Canberra, Australia. As amostras
de DNA foram devidamente acondicionadas e enviados a empresa. A genotipagem foi condu-
zida atraves da metodologia DArTseq, seguindo o protocolo estabelecido por Kilian et al.
(2012). Essa abordagem emprega a reducdo de complexidade genémica, alinhada as tecnologias
de proxima geracgdo de sequenciamento (NGS - Next-generation sequencing) (MARDIS, 2008).
Os marcadores silico-DArTs e SNPs foram identificados nas amostras de DNA das linhagens

recombinantes e seus genitores.
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3.4.  Fenotipagem de severidade da mancha angular nas linhagens recombinantes

As 180 linhagens e seus genitores, foram avaliadas em campo durante a safra das dguas
de 2022/2023. Os dados de precipitacdo e temperatura foram obtidos da Estacdo Climatolégica
Principal da UFLA, localizada em Lavras, Minas Gerais, no periodo de 16 de nov. de 2022 a
06 de fev. de 2023. Essa estacdo é parceira do INMET e esta localizada a 21°14'S de latitude,
45°00'W de longitude e possui uma altitude de 918,84 metros (INMET, 2023). A severidade da
mancha angular foi avaliada 82 dias ap6s a semeadura, no estadio fenoldgico R8. O experi-
mento foi conduzido em delineamento de blocos casualizados (DBC) com duas repeticdes.
Cada parcela consistiu em duas linhas de dois metros de comprimento com 33 sementes. Para
essa avaliacdo, empregamos a escala de notas de Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987), que
varia de 1 a 9 (Tabela 3), atribuindo uma nota média por parcela.

Tabela 3 - Escala descritiva de notas para a avaliacdo da severidade da mancha angular no
feijdo-comum no estadio R8.
Nota  Descri¢do

1 Auséncia de sintomas;

Presenca de lesdes ndo-esporuladas cobrindo até 3% da area foliar;
Lesdes ndo-esporuladas abrangendo até 5% da area foliar;

Lesdes esporuladas cobrindo cerca de 10% da area foliar;

Lesdes esporuladas de 2 mm ou 3 mm cobrindo cerca de 10-15% da area foliar;

o OB oWN

LesOes esporuladas com mais de 3 mm de diametro, afetando aproximadamente
15-20% da érea foliar;
7 Lesdes esporuladas com mais de 3 mm de diametro, afetando aproximadamente
20-25% da é&rea foliar;
8 LesOes extensas, frequentemente acompanhadas de tecidos cloréticos que podem
se fundir e cobrir de 25% a 35% da area foliar;
9 Presenca de sintomas graves da doenca, incluindo queda prematura das folhas e
morte das plantas.
Fonte: SCHOONHOVEN; PASTOR-CORRALES (1987).

3.5.  Anadlises estatisticas dos dados fenotipicos

As estatisticas descritivas e a analise de variancia (ANOVA), bem como os parametros
genéticos, foram estimados utilizando o software R (R Core Team, versdo 4.0.4). A
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normalidade dos residuos da ANOVA foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO;
WILK, 1965). As notas médias de severidade das linhagens foram comparadas pelo teste de
comparacdo mdaltipla de Scott-Knott ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando o software
SISVAR (FERREIRA, 2019).

3.6.  Estudo de Associacdo Gendmica

A andlise foi conduzida utilizando o software R (R Core Team, versdo 4.0.4). Para este
estudo, foi utilizado o modelo misto Circulating Probability Unification - FarmCPU (LIU et al.,
2016), que combina efeitos fixos e aleatdrios, implementado por meio do software GAPIT
(WANG et al., 2021). Para controlar possiveis efeitos da estrutura populacional, foram utiliza-
das técnicas de analise de Componentes Principais (PCA) em conjunto com a matriz de paren-
tesco. Para facilitar a visualizacdo dos resultados e identificar locais de associacdo, graficos de

Manhattan foram gerados utilizando o pacote ggman v0.1.2 (TURNER, 2014).

3.7.  ldentificacdo de genes candidatos

Apbs a deteccdo de marcadores significativamente associados (p-valor < 0,05) a reacédo
de resisténcia a P. griseola sob incidéncia natural, foi realizada a analise de busca por genes
candidatos no Jbrowse Phytozome v1.16.9 (BUELS et al., 2016; JBROWSE, 2023), utilizando
0 genoma Phaseolus vulgaris v2.1 (SCHMUTZ et al., 2014). Para a identificacdo de genes que
estdo proximos aos marcadores associados, foi definida uma regido gendmica com uma janela
de 350 Kb. Posteriormente, foi realizada a anotacdo funcional desses genes para visando iden-

tificar a sua funcdo na determinacdo da resisténcia a doenca.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados meteoroldgicos

De acordo com os dados meteoroldgicos durante a safra das dguas 2022/2023, a area
experimental registrou um volume total de precipitacdo de 926,8 mm, sendo que o dia 10 de
janeiro de 2023 foi o mais chuvoso, com 82,6 mm de precipitacdo. A média durante esse peri-
odo foi de 12,35 mm, com 57,32% dos dias marcados por ocorréncias de chuva. A umidade
relativa do ar durante esse periodo foi em torno de 77,06%, enquanto a temperatura média foi
de 22,8°C. As temperaturas extremas registradas compreenderam uma minima de 17,9°C e uma
maxima de 28,4°C (ANEXO A).

4.2.  Fenotipagem da severidade da mancha angular

As linhagens apresentaram diferencas significativas para a severidade da mancha angu-
lar (p-valor < 0,01), indicando a presenca de variabilidade genética. O coeficiente de variagdo
experimental (CV) foi estimado em 17,81%, enquanto a herdabilidade no sentido amplo (h?)
foi de 0,78. As notas de severidade da mancha angular entre as linhagens avaliadas no estadio
R8 variaram de 3 a 8, com uma média de 5, sendo as notas médias das linhagens genitoras
MAIII 16159 e BRS Horizonte 3 e 7, respectivamente. De acordo com o teste de Scott-Knott,
as médias das notas de severidade da mancha angular das linhagens foram classificadas em
quatro grupos (ANEXO B). As linhagens do grupo que foram classificadas como resistentes
apresentaram nota de severidade maxima de 4. De acordo com o critério de Paula Janior et al.
(2012), 37,78%, 46,67% e 15,56% das linhagens avaliadas podem ser classificadas como resis-
tentes (notas < 4), moderadamente resistentes (notas 5 e 6) e suscetiveis (notas > 7), respecti-

vamente (Figura 1).
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Figura 1 - Distribuicdo de frequéncia das notas médias de severidade da mancha angular das
180 linhagens de feijao-comum avaliadas.
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Fonte: Dados do autor (2023).

4.3.  Genotipagem de marcadores SNPs e silico-DarTs

Um total de 23.786 marcadores genéticos, foi considerado inicialmente, dos quais

14.018 eram DArTs e 9.768 eram SNPs. Para a filtragem, foram removidos alelos com frequén-

cia menor que 0,05 (MAF > 0,05) e call rate > 0,90 e aqueles que foram monomérficos nos

genitores e heteromorfico na progénie. Portanto, foram selecionados 4.932 marcadores para a

analise de associac¢do, consistindo em 1.982 SNPs e 2.950 DArTs. Em média, cada cromossomo

foi identificado com 180 marcadores SNPs, variando de 74 no cromossomo Pv05 a 332 no

cromossomo Pv08. Em relacdo aos marcadores DArTs, foi observada uma média de 268 mar-

cadores por cromossomo, variando de 108 no cromossomo Pv05 a 532 no cromossomo Pv08

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Marcadores SNPs e silico-DArTs selecionados por cromossomo.
Quantificacdo de marcadores

Cromossomo
SNPs DArTs
PvO1 154 224
Pv02 330 400
Pv03 162 251
Pv04 137 259
Pv05 74 108
Pv06 192 255
Pv07 189 268
Pv08 332 532
Pv09 144 178
Pv10 189 294
Pvil 79 181
Total 1982 2950
Média / cromossomo 180 268
Minimo — Méximo 74 - 332 108 - 532

Fonte: Dados do autor (2023).
4.4. Desequilibrio de ligacdo no genoma

Foi adotado um ponto de corte de 0,2 na avaliacdo de LD, o qual € alcancado aproxima-
damente em um intervalo de 10 megabases (Mb). A maioria dos marcadores esta localizada
dentro dessa extensdo, possivelmente devido a autofecundacao do feijdo-comum. O padréo de
LD ¢é caracterizado por um decaimento gradual em véarias megabases do genoma, conforme
ilustrado pela linha azul. Isso indica que a diminui¢do do LD € progressiva a medida que a

distancia entre marcadores aumenta (Figura 2).
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Figura 2 - Padrdo de decaimento do desequilibrio de ligacdo e densidade de marcadores ao
longo do genoma. A linha azul no grafico representa o padrao de decaimento do LD
em todo o genoma. O ponto de corte, onde o valor de r?= 0,2, ¢ indicado pela linha
cinza. Os pontos vermelhos no grafico representam a distancia entre dois marcado-
res do genoma.
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Fonte: Dados do autor (2023).

45. Densidade de marcadores

A analise de densidade de SNPs (Figura 3) revelou que a maioria das regides do genoma
apresentou baixa densidade, com apenas poucas regides apresentando uma densidade mais alta.
Esse padréo é consistente com o parentesco do painel, o que aumenta a probabilidade de que

eles compartilhem os mesmos marcadores genéticos.



39

Figura 3 - Arranjo da densidade dos SNPs no genoma do painel.
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Fonte: Dados do autor (2023).

4.6.  Andlise de associa¢cdo gendbmica

Foi identificado um marcador genético com associacao significativa a resisténcia contra
P. griseola (p-valor < 0,01) (Figura 4-A) no estadio fenologico R8 da planta de feijao-comum.
O efeito do marcador é negativo, de -0,9223, o que significa que ele estd associado a reducao
da severidade da doenca, explicando 47% da variabilidade fenotipica (Tabela 5). Outras infor-
mac0es sobre este marcador sdo apresentadas na referida tabela. O marcador DART3819 esta
localizado na posicdo 14.329.208 pb do cromossomo Pv04. Tanto o marcador identificado
guanto sua sequéncia de nucleotideos correspondente estdo detalhados na Tabela 6. O resultado
da andlise foi visualizado por meio dos Manhattan Plot (Figura 4-A) e QQ Plot (Figura 4-B).
As linhagens com o marcador DART3819 apresentaram notas de severidade significativamente

inferiores em relacdo as linhagens sem o marcador (Figura 5).
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Tabela 5 - Marcador molecular, obtido a partir da analise de associa¢do usando o painel de 180
linhagens endogamicas e seus genitores MAIII-16.159 e BRS Horizonte, avaliado
fenotipicamente para resisténcia & mancha angular no estadio fenoldgico R8.

Marcador ~ Cromossomo  Posicéo Fisica (Pb) p-valor MAF  Efeito R?

DART3819 Pv04 14.329.208 3,02E-06 0,40 -092 0,47

Fonte: Dados do autor (2023).

Tabela 6 - Sequéncia de nucleotideos do marcador identificado associado a resisténcia a P.

griseola.
Marcador Cromossomo Sequéncia de nucleotideos
TGCAGATCAAGAGGTCACCGGTTCGAAC-
DART3819 Pv04 CCGGTTGGGGGGCCCTTTCTTTTACAGA-

TCGGAAGAGCGGT

Fonte: Dados do autor (2023).
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Figura 4 - Manhattan Plot (A) e QQ Plot (B) para anélises de associagdo usando 180 linhagens
endogamicas obtidas do cruzamento MAIII-16.159 x BRS Horizonte genotipadas
com 4.932 marcadores apos filtragem e avaliadas quanto a reagdo a P. griseola no
estadio R8. A linha verde no grafico de Manhattan Plot é o limite de significancia,
enquanto a linha vermelha no QQ Plot é a referéncia que representa a distribuicao
esperada dos dados.
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Fonte: Dados do autor (2023).
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Figura 5 - Boxplot das pontuagdes de severidade da mancha angular no painel de fenotipagem.
Linhagens sem o marcador sdo representadas por 0, enquanto as linhagens com o
marcador sdo representadas por 1. A linha vermelha indica o limiar entre resisténcia
e suscetibilidade, conforme determinado pelo teste de Scott-Knott.
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Fonte: Dados do autor (2023).
4.7.  Genes candidatos a resisténcia a P. griseola

Utilizando-se a v2.1 da sequéncia gendmica do feijdio-comum no Phytozome v1.16.9
(BUELS et al., 2016) e considerando uma janela de 350 Kb no genoma, foram identificados
préximos ao marcador DART3819 os genes, Phvul.004G086800, Phvul.004G087000,
Phvul.004G087200, Phvul.004G087400, Phvul.004G088100, Phvul.004G088300 e
Phvul.004G095700 (Tabela 7 e Figura 6).
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Tabela 7 - AnotacGes dos genes identificados baseados na posicdo fisica do marcador
DART3819.

Genes

Anotacdes dos genes

Phvul.004G086800

Phvul.004G087000

Phvul.004G087200

Phvul.004G087400

Phvul.004G088100

Phvul.004G088300

Regulador de senescéncia;

Sintese laccase, Cupredoxin e Multicopper oxidase;
Oxidorredutase, N-termina e NAD(P)-binding domain;
Oxidorredutase, N-termina e NAD(P)-binding domain;
Fator de iniciacdo da traducdo elF-4 gama, dominio MA3;

Sintese da proteina gigantea;

Fonte: Dados do autor (2023).

Figura 6 - Mapa genético dos genes de resisténcia identificados para a mancha angular no brago
curto do cromossomo Pv04. As areas centroméricas e pericentroméricas séo visuali-
zadas em tons de azul claro e cinza, respectivamente. As posicdes fisicas sdo indica-
das em pares de megabases (Mb), seguindo o genoma de referéncia.
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5. DISCUSSAO

O controle genético da resisténcia a P. griseola no feijao-comum é determinado por
genes de efeito principal e genes de efeito secundario (ALMEIDA et al., 2021; GONCALVES-
VIDIGAL et al., 2013; KELLER et al., 2015; OBLESSUC et al., 2012; SOUZA et al., 2016).
No entanto, a resisténcia € dificultada pelo surgimento frequente de novas racas de P. griseola
com diferentes niveis de viruléncia (AYTENFSU; TEREFE, 2023). A busca por fontes dura-
douras de resisténcia é importante para a eficacia das estratégias de melhoramento genético, o
que inclui o desenvolvimento de marcadores moleculares capazes de identificar genes associa-
dos a resisténcia a doencas. A estratégia de introgressao de alelos de resisténcia provenientes
de grupos génicos distintos, por meio da selecdo assistida por marcadores, € uma abordagem
promissora na obtencdo de cultivares de feijdo-comum que sejam resistentes e sustentaveis ao
longo do tempo (GOMES-MESSIAS et al., 2022; MILLER et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

Neste trabalho, uma populacdo biparental foi sintetizada e avancada até F7 pelo método
de SSD para a obtencdo de linhagens endogamicas, com o objetivo de mapear QTLs. No en-
tanto, a segregacao fenotipica observada na geracdo F- apresentou um desvio significativo, ndo
segregando na proporcdo 1:1. Esse desvio foi confirmado pelos dados genotipicos obtidos por
Padua (2022). Diversas estratégias foram adotadas para identificar tal distor¢do fenotipica ob-
servada. A analise incluiu a verificacdo da distribuicdo dos SNPs e a porcentagem de dados
perdidos. Foi realizada a filtragem dos SNPs visando amenizar a distor¢cdo. Os marcadores he-
teromorficos, isto é, aqueles que apresentavam monomorfismo nos genitores e segregacao nas
progénies foram removidos. Os individuos com alta taxa de erro de genotipagem foram auto-
maticamente removidos pelo proprio processo de filtragem, sendo que essa porcentagem foi

baixa.

Contudo, o mapeamento de QTLs foi inviabilizado e outra estratégia foi utilizada para
realizar inferéncia bioldgica sobre as regifes gendémicas associadas com a resisténcia a mancha
angular. As linhagens obtidas e os dois genitores apresentaram grande diversidade genética para
varios caracteres, como altura de planta, porte, produtividade, resisténcia a outras doengas e,
além disso, um alto desequilibrio de ligagdo (PADUA, 2022). Portanto, para identificar essas
regides associadas a resisténcia a mancha angular, foi realizada uma anélise de associagéo entre
marcadores e fendtipo em condicGes de alto desequilibrio de ligacdo. Essa estratégia apresenta

menor resolugdo, mas proporciona informacdes suficientes para interpretacdes bioldgicas sobre
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as regides gendmicas, de forma geral, responsaveis pela resisténcia @ mancha angular (PADUA,
2022).

A heranca da resisténcia a P. griseola é considerada tanto quantitativa quanto qualita-
tiva, com varios locos associados a resisténcia (ALMEIDA et al., 2021; BASSI et al., 2017;
NAY et al., 2019; PERSEGUINI et al., 2016). Durante os diferentes estadios fenoldgicos do
feijdo-comum, a resisténcia a mancha angular é influenciada por diferentes QTLs (ALMEIDA
et al., 2021; PADUA, 2022; SILVA, 2023, comunicacdo pessoal; VIDIGAL FILHO et al.,
2020). Conforme a planta desenvolve, genes de efeitos menores e maiores sdo expressos, ma-
nifestando uma resisténcia mais eficaz em estadios avancados, caracterizando a "resisténcia de
planta adulta” (BARCELLOS et al., 1997; COSTA et al., 2006; BURDON et al., 2014; PE-
REIRA et al., 2019). O estudo de fenotipagem de Pereira et al. (2019) revelou que a suscetibi-
lidade das plantas nos estadios V2 e V3 persistiu no campo, mas a resisténcia expressa nessas
etapas de crescimento ndo se manteve necessariamente em estadios fenoldgicos posteriores.
Diferentes regides gendmicas foram identificadas em outros estudos, mostrando a complexi-
dade da resisténcia & mancha angular (ALMEIDA et al., 2021; NAY et al., 2019; PADUA,
2022; SILVA, 2023, comunicacdo pessoal).

No presente trabalho, a identificacdo da regido genémica associada a resisténcia a P.
griseola foi possivel devido as diferencas observadas entre as linhagens endogamicas do painel,
a ocorréncia natural do patdgeno e as condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento da
mancha angular (ANEXO A) durante a conducio do experimento. E importante destacar que o
clima subtropical é altamente propicio para o desenvolvimento da mancha angular, devido as
suas temperaturas amenas e a elevada umidade relativa (AYTENFSU; TEREFE, 2023). O clima
subtropical, com temperaturas amenas na faixa de 20 a 25 °C e umidade relativa alta, é favora-
vel para o desenvolvimento dessa doenca. Nessa safra, as condi¢cdes ambientais foram atipicas
em relacdo aos anos anteriores, com um aumento significativo da ocorréncia de doencas fungi-
cas, tal como a mancha angular. A alta pluviosidade neste periodo foi a principal causa deste
aumento, mantendo as médias da umidade relativa do ar e da temperatura em 77,06% e 22,8°C,
respectivamente (INMET, 2023).

As condicBes ambientais atipicas, podem ter influenciado a regulagdo da expressao gé-
nica do feijdo-comum devido a mecanismos epigenéticos (ALMEIDA et al., 2021; COSTA et
al., 2006). Esse fendmeno pode ser influenciado por variaveis ambientais, como a exposicao a
patdgenos, estresses ambientais e pelo estadio fenoldgico da planta. Evidéncias apontam que

nos estadios iniciais, os gendtipos tendem a mostrar maior suscetibilidade, uma ideia
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corroborada por Librelon et al. (2015), os quais afirmaram que as fases iniciais de crescimento

frequentemente resultam em sintomas mais graves nas plantas.

Por se tratar de um cendrio de campo, as informacdes obtidas neste estudo sdo relevantes
para o entendimento da resisténcia do feijdo-comum a mancha angular. Nesse ambiente, as
plantas se encontram em condi¢@es reais, com interacbes complexas entre fatores bidticos e
abioticos, que influenciam a expressdo da resisténcia, resultando em respostas precisas (RE-
ZENE; MEKONIN, 2019; RODRIGUEZ et al., 2019).

A metodologia empregada neste estudo foi a DArTseq, uma abordagem eficaz para a
identificacdo de marcadores genéticos por meio de uma estratégia de reducao de complexidade
do genoma. Atraveés dessa técnica, foram identificadas duas categorias distintas de marcadores:
0s SNPs (Polimorfismos de Nucleotideo Unico), que constituem uma classe de marcadores co-
dominantes, e os marcadores silico DArT, os quais representam marcadores dominantes. Este
método permitiu uma analise detalhada da variacdo genética, fornecendo informacdes valiosas

para estudos gendmicos e a compreensao das caracteristicas moleculares.

A complexidade do assunto torna importante a compreensdo da resposta de defesa do
feijdo-comum a P. griseola. O marcador molecular silico-DArT (DART3819) apresentou uma
associacao significativa a resisténcia a P. griseola (p-valor < 0,01), identificada pelo marcador
significativo no grafico de Manhattan Plot (Figura 4-A). Pelo gréafico QQ Plot (Figura 4-B)
verifica-se que as associacdes apresentaram distribuicdo aleatoria, sem desvios significativos
(FRITSCHE-NETO et al., 2019; YU et al., 2006). A associacao foi de efeito negativa, signifi-
cando que individuos com o marcador DART3819 atuam na reducdo da severidade da doenca
(Tabela 5). Além disso, este marcador explicou 47% (R?) da variacéo fenotipica para a severi-
dade da mancha angular, estimativa esta superior a maioria dos trabalhos ja realizados visando
resisténcia a P. griseola (ALMEIDA et al., 2019; FRITSCHE-NETO et al., 2019; NAY et al.,
2019; PEREIRA et al., 2019; SARTORATO et al., 2000). A regido esta localizada na posicao
14.329.208 pb do cromossomo Pv04, na regido pericentromérica (Figura 6, Tabela 5 e Tabela
6).

Genes em regides pericentromeéricas sdo restritos em eventos de recombinacao, resul-
tando na formacéo de extensos blocos génicos em LD, o que dificulta a dissociagéo de alelos e
marcadores genéticos adjacentes durante o processo de segregacdo (MEZIADI et al., 2016).
Em decorréncia disso, a identificacdo de QTLs nessas regides em populacdes segregantes €

acompanhada por um grande intervalo de confianga. Estudos realizados por Schmutz et al.
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(2014) e Blair et al. (2018), corroboram com essa observagédo, destacando a complexidade e 0s

desafios associados a caracterizacdo precisa dessas regides gendémicas no feijao-comum.

A analise genémica indica a possibilidade de varios genes associados a este marcador
estarem envolvidos na resisténcia, podendo os alelos favoraveis das linhagens endogamicas
resistentes ter sido herdados do genitor resistente MAIII-16.159. Essa linhagem foi obtida por
meio de cruzamentos no esquema dialelo circulante entre 7 linhagens de feijdo-comum do tipo
Carioca e 10 fontes de resisténcia andinas e mesoamericanas a mancha angular, como AN
512561, AND 277, Ouro Negro, Compuesto Negro Chimaltenango, CAL 143, MAR 2, MAR
1, G5686, MA 4.137 e Jalo (AMARO et al., 2007; ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010),
em parceria entre a UFLA e a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA) ini-
ciada em 1998. Esta linhagem tem apresentado nivel de resisténcia superior a das linhagens e
cultivares genitoras, evidenciando que este programa tem sido eficiente em acumular gradual-
mente alelos favoraveis a resisténcia a mancha angular na populacéo, de forma rapida e duravel
(ARANTES; ABREU; RAMALHO, 2010; PADUA, 2022).

Para a identificacdo dos genes, optamos por uma janela de identificacdo de 350 Kb no
genoma. Apesar do alto desequilibrio de ligacdo e da menor resolucao associada, essa estratégia
levou a identificacdo de seis genes putativos relacionados a resisténcia a doenca em questdo
(Tabela 7). Os genes foram identificados utilizando a v2.1 da sequéncia gendémica do feijao-
comum no Phytozome v1.16.9 (BUELS et al.,, 2016). Os genes Phvul.004G087400 e
Phvul.004G087200 estdo localizados a uma distancia de 60 kb e 110 kb do marcador, respecti-
vamente, sendo considerados os mais proximos a ele. Eles codificam proteinas da familia
Gfo/ldh/MocA, que sédo oxidorredutases dependentes de NAD(P). Essas enzimas tém sido as-
sociadas a resisténcia a patdgenos no feijdo caupi (HENG et al., 2020; VAN GESTELEN;
ASARD; CAUBERGS, 1997) e em outras espécies de plantas. Elas funcionam como moléculas
de sinalizacdo intracelular, desencadeando outras condi¢6es de defesa, como a reacdo de hiper-
sensibilidade (TENHAKEN et al., 1995) e a resisténcia adquirida sisttmica (CHEN; SILVA,;
KLESSIG, 1993; DEMPSEY; KLESSIG, 1994; RYALS et al., 1995). A combinacdo dessas
reacOes € essencial para a célula vegetal sobreviver ao estresse causado pela invaséo do pato-
geno (TABERMAN et al., 2016; THODEN et al., 1997).

Outro provavel gene relacionado a resisténcia a mancha angular seria o gene
Phvul.004G087000, localizado a 167 Kb do marcador. Este gene codifica uma proteina envol-
vida na biossintese de laccase, uma enzima que catalisa a oxidac&o de fendis, levando a forma-

cado de lignina, substancia que fortalece a parede celular das plantas, tornando-as mais
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resistentes a infecgdes por patdégenos (AHMADI; MIBUS; SEREK, 2008; KUCKO et al.,
2022). Além disso, esta enzima também desempenha papel na cicatrizacdo de ferimentos que
ocorrem apds a senescéncia de 6rgdos. Durante a abscisdo, sdo geradas feridas na planta, a
laccase participa da recuperacao dessas areas danificadas, por meio tanto da regeneracao dos
protoplastos quanto da deposicao de lignina nessas regides. (KUCKO et al., 2022; MAYER;
STAPLES, 2002). Esse tipo de resposta também pode estar associado com mecanismos de de-
fesa, uma vez que a identificacdo de injurias causadas pelo patdgeno pode ativar uma maior
deposicdo de lignina na parede celular garantindo uma barreira fisica contra a entrada de pato-

genos.

Os outros trés genes estdo localizados a distancias maiores do marcador, que vao de
185 Kb até 350 Kb, suas funcdes abrangem a codificacdo de diferentes proteinas, que vao desde
a sinalizacdo celular até a senescéncia. O gene Phvul.004G086800, localizado a 185 Kb do
marcador codifica uma proteina associada a regulacdo da senescéncia da planta, sugerindo sua
possivel implicacdo na resisténcia a doencas. Esta proteina pertence a familia de proteinas que
inclui o AtS40-3 de Arabidopsis thaliana, assim como sequéncias homologas de outras plantas.
A expressdo de AtS40-3 é induzida durante o processo de senescéncia e é regulada por diversos
estimulos, tais como exposicéo a escuriddo, &cido abscisico (ABA), acido salicilico e ataques
de patdgenos (FISCHER-KILBIENSKI et al., 2010; WANG et al., 2022; YANG et al., 2022).

O gene Phvul.004G088100 esta localizado a uma distancia de 250 Kb do marcador
DAIrT. Esse gene é responsavel pela codificacdo de uma proteina envolvida no processo de
iniciacdo da traducdo. A proteina codificada por esse gene desempenha um papel como fator
de iniciacdo da traducdo, facilitando a ligacdo do RNA mensageiro (mRNA) ao ribossomo.
Além disso, ela possui um dominio MA3, uma estrutura proteica presente em diversas proteinas
envolvidas na defesa contra patdgenos, permitindo a ligacdo a moléculas de reconhecimento de
patdgenos produzidas pelos préprios patdgenos, o que pode ser usado pelas plantas para detec-
tar infeccdes (BOISNARD et al., 2007; HEBRARD et al., 2010).

O gene Phvul.004G088300, responsavel pela sintese da proteina Gigantea (GI), esta
localizado a 350 Kb do marcador DArT. Trata-se de uma proteina nuclear exclusiva de plantas
que desempenha um papel crucial na regulacdo de diversos processos fisiologicos e de desen-
volvimento, incluindo ritmo circadiano, sinalizacdo luminosa, tolerancia ao frio, resposta hor-
monal e floracdo (MISHRA; PANIGRAHI, 2015; SINGH, 2022). Essa funcéo na floracdo pode
indiretamente influenciar a resisténcia a mancha angular, pois plantas precoces podem apresen-

tar niveis mais elevados de resisténcia, devido a ativacéo de outras regides gendmicas de efeito
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secundario durante o periodo de infeccdo. Trabalhos recentes revelaram uma associacéo entre
Gl e a sinalizagdo de defesa em plantas (SINGH, 2022). Este gene tem um papel duplo na
regulacao da resisténcia a doencas em plantas, atuando de maneira positiva em certas circuns-
tancias (SINGH, 2022) e negativa em outras (KUNDU; SAHU, 2021; LYONS et al., 2015;
PATNAIK et al., 2023), dependendo do tipo de patdgeno e da sincronizagdo da floragdo. Em
plantas, a enzima PAD4 desempenha um papel fundamental na imunidade basal, sendo ativada
pela ligacdo a moléculas de reconhecimento de patdgenos, as quais sdo produzidas pelos pro-
prios patdgenos e podem ser empregadas pelas plantas para identificar a presenca da infecgéo.
Outra proteina relevante é a EDS1, que, quando ativada, desencadeia uma cascata de eventos
de sinalizacdo levando a producao de moléculas de defesa. Uma hipotese é que as respostas de
defesa mediadas por GI possam envolver também a cascata de sinalizacdo PAD4/EDSL. 1sso
sugere que a proteina Gl pode ativar a PAD4, que, por sua vez, ativaria a EDS1. Esta sequéncia
de eventos de sinalizacdo poderia resultar na producdo de moléculas de defesa que auxiliam as

plantas na resisténcia a mancha angular.

Vale ressaltar que pelo fato de a avaliacdo fenotipica ter sido realizada no estadio R8 do
feijdo-comum, o marcador DART3819, significativo para a resisténcia a mancha angular, mos-
trou que a atuacdo desses genes e seus mecanismos de resisténcia sdo relevantes durante as
etapas finais do ciclo vegetativo. Esta fase fenolGgica estd associada a maior ocorréncia de
eventos que envolvem ataques de patdgenos, momento em que sdo ativados processos bioqui-
micos e fisioldgicos relevantes para a resposta as condicBes ambientais e as interagcbes com
patdgenos. Essa informacdo é corroborada em estudos conduzidos por Almeida et al. (2021),
Padua (2022) e Silva et al. (2023, comunicacdo pessoal) no qual foi identificado diferentes
marcadores associados a resisténcia @ mancha angular em diferentes estadios fenoldgicos do
feijdo-comum, contribuindo para a compreensao da expressao diferencial desses mecanismos

de resposta a condi¢des adversas ao longo do ciclo de crescimento da planta.

Os marcadores associados a resisténcia a mancha angular identificados por Almeida et
al. (2021), foram significativos em diversos cromossomos ao longo de diferentes estadios fe-
noldgicos. No estadio V2, foram observados SNPs significativos nos cromossomos Pv01, Pv04,
Pv07 e dois no cromossomo Pv08. No estadio V3, identificaram-se trés SNPs no cromossomo
Pv01, além de um SNP em cada um dos cromossomos Pv02, Pv03, Pv08 e Pv10. Em estadios
fenologicos mais avangados, como o estadio R8, foram encontrados dois SNPs estatisticamente
significativos, um localizado no cromossomo Pv02 e outro no cromossomo Pv03. Por outro

lado, Padua (2022) utilizando o mesmo painel de linhagens endogamicas que o presente
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trabalho, identificou trés marcadores significativos relacionados a resisténcia a raca 63-63 de
P. griseola. Destes, dois foram identificados no estadio V2, situados nos cromossomos Pv04 e
Pv08, enquanto o terceiro foi encontrado no estadio V3, no cromossomo Pv08. O loco identifi-
cado no cromossomo Pv08 no estadio V2 validou uma regido de estudo anterior do loco Phg-
2, conforme previamente descrito (NAY et al., 2019; SARTORATO et al., 2000). Silva et al.
(2023, comunicacdo pessoal) em seu trabalho, detectaram um total de oito SNPs, sendo que
cinco deles apresentaram efeito negativo. Destes, trés foram expressos no estadio V3, sendo
gue um no cromossomo Pv04, outro no Pv10 e o tltimo no Pv11. Ja os SNPs identificados no
estadio R7 foram distribuidos em dois locos, um no cromossomo Pv04 e outro no cromossomo
Pv10.

A investigacdo das relacdes gendmicas associadas a resisténcia a mancha angular mos-
tra diferencas entre estadios fenoldgicos especificos e a resposta de resisténcia (ALMEIDA et
al., 2021; PADUA, 2022; SILVA, 2023, comunicacio pessoal). Nos estadios V2 e V3, com-
partilham semelhancas nas regides gendmicas relacionadas a resisténcia, apresentando trés cro-
mossomos - Pv01, Pv04 e Pv08 - que abrigam essas regides (ALMEIDA et al., 2021; PADUA,
2022). Ao comparar os estadios V3 e R8, surgem diferencas, identificando outros trés cromos-
somos, Pv03, Pv04 e Pv10 (ALMEIDA et al., 2021; SILVA, 2023, comunicagdo pessoal), em
contraste com os estadios V2 e R8, onde somente o Pv04 foi identificado (PADUA, 2022;
SILVA, 2023, comunicacédo pessoal). Portanto, a presenca de uma forte associacéo entre o cro-
mossomo Pv04 e a resisténcia a mancha angular, independentemente do estadio fenoldgico em

que a planta de feijdo-comum se encontra, pode ser sugerida pelos estudos ja realizados.

A frequéncia de estudos que identificam regibes genémicas no cromossomo Pv04 asso-
ciadas a resisténcia a doenca ao longo dos estadios fenoldgicos indica uma base genética forte
para essa resisténcia (ALMEIDA et al., 2021; PADUA, 2022; SILVA, 2023, comunicaGao pes-
soal). Por outro lado, regides instaveis tem sido identificadas, possivelmente associadas a vari-
acOes epigenéticas (MEZIADI et al., 2016) na resposta da planta a infeccdo em diferentes fases
de crescimento, as quais foram identificados em um Unico estadio fenoldgico, nos cromossomos
Pv02, Pv07 e Pv11. A correlacdo entre o efeito da planta adulta e os mecanismos epigenéticos
na regulacdo da resisténcia, parece desempenhar uma funcéo importante na expressao de genes
associados a resisténcia (TALBERT; HENIKOFF, 2006; VITTE et al., 2014). Isso sugere que
a resposta da planta a infeccéo € fortemente influenciada por mecanismos epigenéticos que se
tornam mais proeminentes a medida que a planta amadurece. A expressdo dos genes de resis-

téncia pode estar correlacionada com uma adaptagdo na planta hospedeira, influenciando
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diretamente a capacidade da planta em responder e se defender contra agentes patogénicos ou
estresses ambientais especificos (PURRINGTON, 2000; TIAN et al., 2003). Pereira et al.
(2019) verificou alta correlacéo entre as notas de severidade da mancha nas plantas avaliadas
no estadio V3 e no campo, onde as avaliacOes sdo realizadas na planta adulta, sugerindo que
apesar de diferentes genes atuarem em diferentes estadios de desenvolvimento, existem alguns
genes que atuam em ambos os estadios. Uma possivel explicacdo para essa observacdo poderia
estar relacionada a questdes epigenéticas na regulacdo desses genes em diferentes estadios fe-
noldégicos (MEZIADI et al., 2016).

Nesse sentido, novos estudos de mapeamento fino sdo necessarios para identificar mar-
cadores moleculares intimamente associados a essa regido. Como provavelmente existem va-
rios locos nessa regido, € necessario utilizar outras populacdes de validacdo, que possibilitardo
a identificacdo e validacdo de marcadores moleculares mais proximos, 0s quais poderdo ser
empregados na sele¢do assistida para a resisténcia a P. griseola. Essa abordagem é uma ferra-
menta complementar a selecéo tradicional, uma vez que a resisténcia é influenciada por varios
genes. Ela pode ser usada como um ponto de partida adicional para a descoberta, validacdo e
investigacdo funcional de genes que controlam as diversas caracteristicas do feijdo-comum. A
selecdo baseada em marcadores moleculares é uma estratégia eficaz para a identificacdo de
individuos resistentes a doencas, especialmente se for utilizada mais de uma sonda (MATIAS
et al., 2023). Inicialmente, a sele¢do € realizada em condig¢des controladas, utilizando marcado-
res moleculares para identificar individuos com alelos associados a resisténcia. Posteriormente,
os individuos selecionados sdo avaliados fenotipicamente, em ambiente de casa de vegetacao e
campo, durante diferentes safras, quando as condi¢des sdo favoraveis ao desenvolvimento da

doenca.
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6. CONCLUSAO
A linhagem MAIII-16.159 possui uma regido no cromossomo Pv04 associada a alelos

de genes responsaveis pela resisténcia a P. griseola no estadio R8 de desenvolvimento do fei-

jao-comum.
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ANEXO A

Figura 7 - Temperatura e precipitacdo na area experimental durante a safra das aguas de
2022/2023.
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ANEXO B

Tabela 8 — Médias da severidade de incidéncia de mancha angular nas 180 linhagens de feijao-
comum avaliadas.

Linhagens Médias
RIL 141 3,0000 a
RIL 139 3,0000 a
RIL 54 3,0000 a
RIL 150 3,0000 a
RIL 49 3,0000 a
RIL 138 3,0000 a
RIL 77 3,0000 a
RIL 79 3,0000 a
RIL 60 3,0000 a
RIL 57 3,0000 a
RIL 59 3,0000 a
RIL 43 3,0000 a
RIL 22 3,0000 a
RIL 25 3,0000 a
RIL 185 3,0000 a
RIL 189 3,0000 a
RIL 210 3,0000 a
RIL 28 3,0000 a
RIL 157 3,0000 a
RIL 40 3,0000 a
RIL 38 3,0000 a
RIL 164 3,0000 a
RIL 36 3,0000 a
RIL 12 3,0000 a
RIL 85 3,0000 a
RIL 114 3,0000 a
RIL 91 3,0000 a
RIL 158 4,0000 a
RIL 159 4,0000 a
RIL 37 4,0000 a
RIL 161 4,0000 a
RIL 92 4,0000 a
RIL 108 4,0000 a
RIL 109 4,0000 a
RIL 48 4,0000 a
RIL 4 4,0000 a
RIL 107 4,0000 a
RIL 154 4,0000 a
RIL 102 4,0000 a
RIL 184 4,0000 a
RIL 23 4,0000 a
RIL 181 4,0000 a
RIL 19 4,0000 a
RIL 98 4,0000 a




Linhagens Médias
RIL 1 4,0000 a
RIL 100 4,0000 a
RIL 169 4,0000 a
RIL 168 4,0000 a
RIL 167 4,0000 a
RIL 101 4,0000 a
RIL 32 4,0000 a
RIL 171 4,0000 a
RIL 148 4,0000 a
RIL 9 4,0000 a
RIL 128 4,0000 a
RIL 4 4,0000 a
RIL 112 4,0000 a
RIL 62 4,0000 a
RIL 63 4,0000 a
RIL 134 4,0000 a
RIL 13 4,0000 a
RIL 123 4,0000 a
RIL 69 4,0000 a
RIL 145 4,0000 a
RIL 81 4,0000 a
RIL 70 4,0000 a
RIL 55 4,0000 a
RIL 142 4,0000 a
RIL 126 4,5000 b
RIL 68 4,5000 b
RIL 30 4,5000 b
RIL 27 4,5000 b
RIL 173 4,5000 b
RIL 35 4,5000 b
RIL 165 4,5000 b
RIL 105 4,5000 b
RIL 110 4,5000 b
RIL 56 4,5000 b
RIL 45 5,0000 b
RIL 97 5,0000 b
RIL 82 5,0000 b
RIL 52 5,0000 b
RIL 207 5,0000 b
RIL 53 5,0000 b
RIL 21 5,0000 b
RIL 90 5,0000 b
RIL 66 5,0000 b
RIL 94 5,0000 b
RIL 34 5,0000 b
RIL 6 5,0000 b
RIL 67 5,0000 b
RIL 24 5,0000 b
RIL 29 5,0000 b
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Linhagens Médias
RIL 89 5,0000 b
RIL 193 5,0000 b
RIL 136 5,0000 b
RIL 132 5,0000 b
RIL 130 5,0000 b
RIL 137 5,0000 b
RIL 172 5,0000 b
RIL 162 5,0000 b
RIL 156 5,0000 b
RIL 116 5,0000 b
RIL 111 5,0000 b
RIL 103 5,0000 b
RIL 117 5,0000 b
RIL 127 5,0000 b
RIL 122 5,0000 b
RIL 120 5,0000 b
RIL 174 5,0000 b
RIL 186 5,0000 b
RIL 182 5,0000 b
RIL 176 5,0000 b
RIL 175 5,5000 c
RIL 5 5,5000 c
RIL 75 5,5000 c
RIL 180 5,5000 c
RIL 152 55000 c
RIL 87 5,5000 c
RIL 78 5,5000 ¢
RIL 121 6,0000 c
RIL 64 6,0000 c
RIL 133 6,0000 c
RIL 125 6,0000 c
RIL 72 6,0000 c
RIL 124 6,0000 c
RIL 8 6,0000 c
RIL 106 6,0000 c
RIL 11 6,0000 c
RIL 20 6,0000 c
RIL 99 6,0000 c
RIL 10 6,0000 c
RIL 93 6,0000 c
RIL 118 6,0000 c
RIL 119 6,0000 c
RIL 80 6,0000 c
RIL 115 6,0000 c
RIL 88 6,0000 c
RIL 187 6,0000 c
RIL 42 6,0000 c
RIL 155 6,0000 c
RIL 44 6,0000 c
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Linhagens Médias

RIL 50 6,0000 c
RIL 47 6,0000 c
RIL 39 6,0000 c
RIL 33 6,0000 c
RIL 3 6,0000 c
RIL 170 6,0000 c
RIL 16 6,0000 c
RIL 17 6,0000 c
RIL 146 6,0000 c
RIL 178 6,0000 c
RIL 61 6,5000 c
RIL 15 6,5000 c
RIL 135 6,5000 c
RIL 96 6,5000 c
RIL 147 6,5000 c
RIL 71 6,5000 c
RIL 183 6,5000 c
RIL 51 6,5000 c
RIL 73 6,5000 c
RIL 41 7,0000 d
RIL 26 7,0000 d
RIL 18 7,0000 d
RIL 140 7,0000 d
RIL 46 7,0000 d
RIL 149 7,0000 d
RIL 7 7,0000 d
RIL 144 7,0000 d
RIL 129 7,0000 d
RIL 153 7,0000 d
RIL 31 8,0000 d
RIL 95 8,0000 d
RIL 2 8,0000 d
RIL 84 8,0000 d
RIL 83 8,0000 d
RIL 74 8,0000 d
RIL 163 8,0000 d
RIL 131 8,0000 d
RIL 188 8,0000 d

Linhagens com média néo ligadas por mesma letra diferem pelo teste
de Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro. Fonte: Dados
do autor (2023).
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