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RESUMO

FUKUJI, Karina Kazue Nakamura; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Marco de 2024; Mapeamento associativo quanto a
reacdo do feijoeiro ao crestamento bacteriano comum por marcadores SNPs;
Orientadora: D.Sc. Rosana Rodrigues; Conselheiros: D.Sc. Geraldo de Amaral
Gravina e D.Sc. Valdirene Moreira Gomes.

O crestamento bacteriano comum (CBC), causado por Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, € a principal doenca bacteriana que afeta a producédo de feijao
(Phaseolus vulgaris L.), com impactos significativos na agricultura brasileira. A
busca por genotipos resistentes € uma estratégia fundamental, dada a prevaléncia
e persisténcia do patégeno em condi¢des tropicais. Este estudo visa identificar
genes candidatos para a resisténcia ao CBC por meio de estudos de mapeamento
associativo, utilizando 126 gendtipos de feijdo mesoamericano do Banco de
Germoplasma do Instituto Agronémico do Parana (IDR-Parana). Foi utilizado o
delineamento blocos ao acaso (DBC) com quatro repeticdes. Para as avaliacdes
em folhas, foi utilizado o método de inoculacdo por corte com auxilio de tesoura,
usando o isolado Xap-139y na concentracdo de 107ufc.mL, foi observada as
variaveis nota final (NF) e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD),
para a avaliacdo da resisténcia em vagens foi utilizado colénias da Xap-139y pelo
meétodo de inoculagdo por infiltragdo com auxilio de agulha entomoldgica, para
averiguar a variavel tamanho de lesdo na vagem (LV). Foram estimados o

desempenho esperado das médias e 0s parametros genéticos pelo programa

XV



Selegen. Foi utilizado o modelo 25 para NF e AACPD em que considera os dois
experimentos e prediz as novas médias. Foi utilizado modelo 21 para LV. A
variabilidade observada para resisténcia ao CBC entre 0s genotipos para a variavel
NF obteve uma amplitude de 1,92 a 4,82, para a AACPD a variacéo foi de 23,72 a
46,30. O gendtipo GEN203 foi considerado resistente para AACPD e NF. Para a
variavel LV, néo foi observado nenhum genaétipo altamente resistente ou resistente,
com amplitude de notas de 2,47 a 4,29. O gen6tipo GEN184 apresentou resisténcia
para a variavel AACPD, e moderada resisténcia para variavel LV. Por meio de
modelos multi-locus (FASTmrMLM, ISIS-EM-BLASSO, mrMLM, pLARMEB),
identificamos onze nucleotideos de caracteristicas quantitativas (QTNs) associados
a resisténcia ao CBC e 48 genes candidatos implicados na resposta de resisténcia.
Esses genes atuam em diversas vias metabdlicas, sugerindo uma heranga
poligénica complexa. Os resultados enfatizam a importancia desses genes como
alvos para futuros estudos e estratégias de melhoramento genético visando
aumentar a resisténcia ao CBC em culturas de feijao. Este trabalho contribui
significativamente para a compreenséao da base genética da resisténcia ao CBC e
abre caminhos para o desenvolvimento de variedades de feijdo com melhor

adaptabilidade e produtividade em regides afetadas pela doenca.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,

associacao gendmica ampla multi-locus, heranca de resisténcia poligénica.
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ABSTRACT

FUKUJI, Karina Kazue Nakamura; D.Sc.; State University of North Fluminense
Darcy Ribeiro; March 2024; Associative mapping regarding the bean plant's reaction
to common bacterial blight by SNP markers; Advisor: D.Sc. Rosana Rodrigues;
Counselors: D.Sc. Geraldo de Amaral Gravina and D.Sc. Valdirene Moreira Gomes.

Common bacterial blight (CBB), caused by Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
is the main bacterial disease that affects the production of beans (Phaseolus
vulgaris L.), with significant impacts on Brazilian agriculture. The search for resistant
genotypes is urgent, given the prevalence and persistence of pathogens in tropical
conditions. This study aims to identify candidate genes for resistance to CBB
through associative mapping studies, using 126 Mesoamerican bean accessions
from the germplasm bank of the Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
(IDR-Parana). A randomized block design (RBD) with four blocks was used. For leaf
evaluations, the method of inoculation by cutting with the aid of scissors was used,
using the isolate Xap-139y at a concentration of 10’ cfu.mL, the variables final grade
(FG) and area under the disease progress curve were observed. (AUDPC), to
evaluate resistance in pods, Xap-139y colonies were used using the infiltration
inoculation method with the aid of an entomological needle, to verify the variable
size of the lesion in the pod (LP). The expected performance of the averages and
genetic parameters were estimated using the Selegen program. Model 25 was used

for LP and AUDPC, which considers both experiments and predicts the new means.
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Model 21 was used for LP. The variability observed for resistance to CBB between
accessions for the NF variable ranged from 1.92 to 4.82, for AUDPC the range was
23.72 to 46.30. Accession GEN203 was considered resistant to AUDPC and FG.
For the LP variable, no highly resistant or resistant access was provided, with a
range of scores from 2.47 to 4.29. The GEN184 genotype showed resistance to
AUDPC, and moderate resistance to VG. Using multilocus models (FASTmrMLM,
ISIS-EM-BLASSO, mrMLM, pLARmMEB), we identified eleven quantitative trait
nucleotides (QTNs) associated with CBB resistance and 48 candidate genes
implicated in the resistance response. These genes act in several metabolic
pathways, providing a complex polygenic inheritance. The results emphasize the
importance of these genes as targets for future studies and genetic improvement
strategies that increase resistance to CBB in bean crops. This work contributes
significantly to the understanding of the genetic basis of resistance to CBB and
opens the way for the development of bean varieties with better adaptability and

productivity in regions affected by the disease.

Keywords: Phaseolus vulgaris L.; Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, multi-

locus genome-wide association, inheritance of polygenic resistance.
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1. INTRODUCAO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) ostenta o titulo de leguminosa mais
consumida no mundo, com um cultivo extensivo que abrange aproximadamente 36
milhdes de hectares (FAOSTAT, 2022). Sua posicao central como alimento basico
em diversos paises, principalmente na América Latina, na Africa Oriental e Austral,
destaca sua importancia dietética (Broughton et al., 2003). Em suma, o feijao se
destaca como um alimento essencial para a seguranca alimentar global,
combinando valor nutritivo e beneficios socioecondmicos.

O Brasil se destaca como um dos lideres mundiais na producdo e consumo
de feijao (FAOSTAT, 2022). O consumo é fortemente preferencial pelas variedades
mesoamericanas, atribuido em sua maioria ao feijao-carioca, que € caracterizado
pelo tegumento de cor creme com listras marrons, representando 70% da producao
nacional. O feijao preto, por sua vez, também é bastante popular, ocupando 15%
da producéo (Pereira et al., 2019). Essa preferéncia demonstra ndo apenas o valor
cultural do feijdo na culinaria brasileira, mas também a importancia dessas
variedades para atender as necessidades alimentares e as tradicfes do pais.

Um dos principais fatores negativos relacionados ao cultivo do feijao, esta
relacionada a ocorréncia de doencas, associada a baixa produtividade (Wendland
et al., 2016; Paula Janior et al., 2015; Canale et al., 2021). Dentre as principais
doencas da cultura em termos de importancia econdmica, destaca-se o
crestamento bacteriano comum (CBC), causado pela bactéria Xanthomonas

axonopodis pv. phaseoli (Thung e Sartorato, 2002; Bianchini et al., 2005; Wendland,



2021). Esta doenca manifesta-se por meio de manchas necréticas escuras comum
halo amarelo, afetando folhas, caules e vagens. Sua disseminacdo é favorecida
pela agua de irrigagcdo, chuva, vento e equipamentos agricolas contaminados
(Carneiro et al., 2015; Wendland, 2021). O comprometimento da fotossintese e a
desfolha prematura resultantes da infec¢cédo reduzem drasticamente o rendimento
das lavouras de feijao.

Promover praticas agricolas ambientalmente sustentaveis que reduzam a
dependéncia de defensivos quimicos, se faz necessério para garantir a seguranca
alimentar. O manejo do CBC envolve uma abordagem integrada, incluindo praticas
preventivas e curativas. O Manejo Integrado de Pragas e Doencas (MIPD) e a
implementacéo de estratégias como o uso de cultivares resistentes, rotacédo de
culturas, uso de sementes certificadas, sdo fundamentais para reduzir a incidéncia
da doenca, minimizando os impactos negativos causados ao meio ambiente, além
de reduzir os custos de producdo (Harveson e Schwartz, 2007; Trindade et al.,
2015). O controle quimico tem sido amplamente utilizado para controle de doencas
fungicas, porém para o crestamento bacteriano ndo a tratamento curativo (Yu et al.,
2000), ha produtos que podem ajudar a retardar o aparecimento de sintomas nas
lavouras, como os da base de cobre (Wendland et al., 2016). Portanto, o
desenvolvimento de cultivares resistentes € considerada a estratégia mais
sustentavel e rentavel a longo prazo (Trindade et al., 2015; Borkar e Yumlembam,
2016; Costa et al., 2019).

Do ponto de vista do melhoramento genético, diversos trabalhos vém sendo
conduzidos visando a identificacdo de cultivares resistentes ao CBC. Abo-Elyousr
et al. (2022), estudaram a potencialidade dos acidos salicilico (SA) e benzoico (BA)
no controle do CBC. In vitro, a aplicacdo de ambos suprimiu significativamente o
crescimento do patdogeno. Em condi¢cdes de casa de vegetacao, a aplicacdo de BA
e SA reduziu consideravelmente o desenvolvimento da doenca em 81 e 71%,
respectivamente, apds quatro dias da aplicacdo. Costa et al. (2020), investigaram
o potencial do uso de fosfitos de manganés (Mn) e zinco (Zn) no feijoeiro comum
para o controle do CBC. As plantas infectadas foram pulverizadas em solucéo de
7,5 ml/L de fosfitos de Mn e Zn, o que resultou em uma AACPD significativamente
menor em 34% e 59% para Mn e Zn, melhorando sua resposta de defesa, reduzindo
0 estresse oxidativo desencadeado pelo CBC. Os pesquisadores Uysal e Bastas

(2018), estudaram as enzimas antioxidantes para resisténcia ao CBC. As atividades



da ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) foram estudadas em genotipos de
feijoeiro resistentes e suscetiveis. O aumento temporal das atividades das enzimas
CAT e APX apresentou atividade maxima as 12h apds inoculacdo na cultivar
resistente e na suscetivel aumentou as 72h ap6s a inoculagdo para CAT e 12, 24h
para as enzimas APX. Estas descobertas sugerem que o controle das doencas é
proporcional a quantidade aumentada de CAT e enzima APX.

A pesquisa sobre os mecanismos genéticos subjacentes a resisténcia do
feijdo ao CBC identificou varias percepc¢des importantes. Segundo estudos como o
de Singh e Miklas (2015), a resisténcia ao CBC no feijoeiro comum é governada
por multiplos fatores genéticos, incluindo genes menores com efeitos quantitativos.
Esses genes contribuem para diferentes aspectos da resposta imune da planta,
incluindo o reconhecimento de padrbes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) e a ativagao de vias de sinalizagéo de defesa. Outras pesquisas, como 0
trabalho de Melotto et al. (2017), destacaram o papel das quinases semelhantes a
receptores (RLKS) e proteinas semelhantes a receptores (RLPs) na mediacdo da
resisténcia a patégenos bacterianos no feijoeiro comum. Essas proteinas estédo
envolvidas no reconhecimento de elicitores microbianos, ativando respostas de
defesa como a producao de compostos antimicrobianos e refor¢o da parede celular
vegetal. Além disso, estudos como o de Xie et al. (2017) identificaram locus de
caracteristicas quantitativas especificas (QTLs) no Pv08 e Pv03 associados a
resisténcia ao CBC em feijoeiro comum. Esses QTLs contribuem para a variacdo
na resisténcia a doencas entre diferentes cultivares de feijao e podem ser
direcionados para selecdo assistida por marcadores em programas de
melhoramento que visam o desenvolvimento de variedades resistentes. Essas
descobertas ressaltam a complexa base genética da resisténcia ao CBC no feijoeiro
comum e destacam o potencial de abordagens de melhoramento assistido por
marcadores para aumentar a resisténcia a doencas em cultivares de feijao. A
investigacdo continua sobre 0s mecanismos moleculares de resisténcia sera crucial
para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de gestdo de doencas e para
a criacdo de variedades de feijao resilientes.

O uso de estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS - Genome Wide
Association Studies), € uma ferramenta poderosa para identificar regides
genbmicas associadas a caracteristicas fenotipicas que possuem controle genético

(Ziegler et al., 2018). O GWAS ¢é aplicado a uma populacdo com material genético



diverso que inclui gendtipos de colecbes de germoplasma, nos quais, s&o
identificados marcadores SNPs, que possuem associacdo significativa com
caracteristicas fenotipicas complexas (Hayward et al., 2015). Por conseguinte essa
ferramenta possibilita a identificacdo de multiplos polimorfismos que ocorrem de
forma natural dentro de uma espécie (Korte e Ashley, 2013).

Muitos trabalhos visando a busca por genes de resisténcia tem utilizado essa
abordagem. Barbosa et al. (2022) estudaram 149 cultivares de feijao-comum, e 1.616
SNPs foram avaliados para CBC visando identificar QTLs, destes pela andlise GWAS
utilizando o modelo BLINK, foi possivel identificar um SNP no cromossomo Pv0O7
associado. Considerando um intervalo de confianca de 100 kb, a anotacéo genética
identificou 13 genes candidatos relacionados a genes associados a defesa. Simons et
al. (2021) testaram 852 gendtipos, para GWAS com intuito de identificar genes
candidatos associados a resisténcia ao CBC. Foram filtrados 41.998 SNPs para o
pool genético da América Central e 30.285 SNPs do Andino. Os autores
identificaram duas novas regides associadas a resisténcia CBC, as quais estao
localizadas em Pv10:22,91-23,36 e Pv11:52,4. Uma lipoxigenase-1 no Pv10
emergiu como um gene candidato para resisténcia ao CBC. Zia et al. (2022)
realizaram GWAS para identificar marcadores SNP associados a resisténcia em trés
isolados de Curtobacterium laccumfaciens pv. flaccumfaciens em 168 gendtipos de
feijdo-comum. Identificaram 14 SNP associados a resisténcia, usando modelos
lineares mistos MLMs. Esses SNPs foram localizados nos cromossomos Pv02, Pv04,
PvO7, PvO8 e Pv09.

Portanto, devido a representatividade do cultivo e consumo da cultura do
feijoeiro para os brasileiros e a expressividade da doenca CBC comprometendo a
producéo e impactando diretamente na balanca comercial, o propdésito deste estudo
foi fenotipar os gendtipos de feijdo quanto a resisténcia ao CBC, visando identificar
genes candidatos para a resisténcia, por meio de estudos de mapeamento
associativo, usando modelos multilocus (FASTmrMLM, ISIS-EM-BLASSO, mrMLM,
pLARMEB). Esse estudo tem como finalidade, contribuir para a compreensao da
base genética da resisténcia ao CBC e dar subsidios para o desenvolvimento de
variedades de feijdo com melhor adaptabilidade e produtividade em regides

afetadas pela doenca.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo visa identificar genes candidatos para a resisténcia ao CBC por
meio de estudos de mapeamento associativo, utilizando 126 gendtipos de feijao
mesoamericano do Banco de Germoplasma do Instituto Agronémico do Parana
(IDR-Parana).

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar aresisténcia dos genotipos de feijao ao crestamento bacteriano;

e Estimar a severidade final da doenca (NF) e o tamanho da lesdo na vagem
(LV);

e Estimar a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD);

e Estimar e predizer os valores genotipicos, por meio dos modelos mistos pelo
programa Selegen;

e Correlacionar a severidade da doencga as marcas polimérficas SNPs, usando
a andlise de associacdo gendmica ampla;

e Avaliar os métodos single-locus: MLM, GLM e multi-locus: FASTmrEMMA,
pKWmMEB, FASTmrMLM, ISIS-EM-BLASSO, mrMLM e pLARmMEB, para
identificar qual o modelo é o mais apropriado;

e |dentificar os QTNSs significativos relacionados a resisténcia ao CBC;

e |dentificar genes candidatos associados a resisténcia ao CBC;

e Indicar gendtipos com resisténcia ao crestamento bacteriano comum para o
Programa de Melhoramento de feijoeiro.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da cultura do feijoeiro

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.), pertence a classe Dicotiledénea,
familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Papilionoidae (Faboideae) e género
Phaseolus (Santos e Gavilanes, 2008; POWO, 2020). O género Phaseolus L.
compreende cerca de 90 espécies (POWO, 2021). P. vulgaris (feijjao-comum e
feijdo-de-vagem), P. lunatus (feijao-de-lima e fava-de-lima), P. coccineus (feijao-da-
espanha), P. acutifolius e P. polyanthus sdo consideradas espécies domesticadas
(Debouck, 1991; Delgado-Salinas, 2006; Bitocchi et al., 2017).

O feijdo-comum € uma cultura diploide e dispde de n = 11 cromossomos (2n
= 2x = 22) com um genoma de tamanho estimado de 588 Mbp (Bennett, 1995;
Vieira et al., 1999, Ron et al., 2015). O feijao-comum € originério da regido central
do México (Rendon-Anaya et al., 2017), sendo que as populacdes silvestres
desenvolvem do norte do México até o norte da Argentina, em altitudes de 500 a
2.000 m (Debouck, 1986; Schmutz et al., 2014). Houve separacdo em dois centros
de origem e domesticacdo diferentes, mesoamericano e andino, em torno de
168.000 anos atras, com intervalo de confianca entre 146.000 e 184.000 (Bitocchi
et al.,2012).

Koening e Gepts (1989) classificou dois pools génicos distintos,
denominados pool Mesoamericano (genétipos do México, Guatemala, Costa Rica,
Colébmbia e sul do Peru) e pool Andino (sul do Peru ao norte da Argentina), os

feijoes do norte do Peru, sdo considerados por eles uma regido de transicao entre



os dois pools génicos. Bitocchi et al. (2012) identificaram presenca de faseolina tipo
| na regido do norte do Peru e Equador, ndo sendo encontrada em nenhum dos
outros pools génicos.

A partir de trabalhos realizados por Schmutz et al. (2014) e Vlasova et al.
(2016), com sequenciamento dos genomas do feijao Andino G19833 e do feijao
Mesoamericano BAT 93, respectivamente, dois pools génicos foram confirmados,
indicando que o primeiro centro de origem da espécie foi 0 México devido a maior
diversidade de linhagens no Norte em relacéo as regides Centro e Sul da América
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Central. A classificacdo para a determinacdo do centro de origem é feita
considerando-se a presenca do gene Phs, que é um codificador da proteina
faseolina, encontrada nas reservas da semente correspondendo a pelo menos 10
tipos de alelos diferentes (Gepts, 1990).

O tamanho e o peso de cem sementes variam de acordo com o tipo de
faseolina: cultivares com faseolinas T, C e H apresentam peso superior a 40 g,
enquanto as de gréos pequenos, com faseolinas S e B, pesam menos de 25 ¢
(Coelho et al., 2007). Assim, a analise da faseolina nos permite tracar a historia do
feijdo e compreender a rica diversidade.

De Ron et al. (2015) relatam que o feijao-comum se disseminou para
diversas regides do mundo, sendo domesticado de acordo com o interesse do
mercado local, sendo adaptado as preferéncias de cada local. As variedades
andinas, com graos maiores e cores vibrantes, conquistaram o paladar global,
enquanto na Asia e no Brasil, a preferéncia recai sobre os grdos menores e mais
escuros da origem mesoamericana. Essa diversificacdo demonstra a versatilidade

do feijdo e sua capacidade de se integrar a cultura alimentar de diferentes povos.

3.2. Aspectos morfologicos e de cultivo do feijoeiro

A espécie de P. vulgaris, é uma espécie autdgama, porém pode apresentar
uma taxa de fecundacdo cruzada de aproximadamente de 3%, dependendo de
fatores como umidade relativa do ar, temperatura, distancia de semeadura entre as
cultivares, coincidéncia e duragéo do periodo de florescimento, atividade de insetos
polinizadores e tamanho de flor, podendo atingir valores mais elevados (Marques
Janior e Ramalho, 1995; Burle et al., 2010).

O feijoeiro possui quatro tipos de habitos de crescimento, (Aguiar et al., 2014;

Embrapa, 2017). As plantas do tipo I, apresentam crescimento determinado, com



ramificacdo ereta e fechada, o caule e os ramos laterais terminados em uma
inflorescéncia, ttm numero limitado de nds e floracdo com inicio do apice para a
base da planta com ciclo de 60 a 80 dias; as plantas do tipo Il tém crescimento
indeterminado, arbustivo, com ramificacao ereta e fechada, as vagens néo tocam
o0 solo e o ciclo vai de 82 a 95 dias; ja as do tipo Ill, ttm crescimento indeterminado,
prostrado, com ramificacdo aberta e as vagens geralmente chegam a ter contato
com solo, tem ciclo de 85 a 100 dias; e as do tipo IV, cujo crescimento é
indeterminado trepador, levam mais de 100 dias para completar o ciclo. As plantas
do tipo Il, Il e IV por apresentarem habitos de crescimento indeterminado, o caule
principal tem crescimento continuo, com sucessdo de nos e entrends. As
inflorescéncias sdo axilares e a floracéo inicia-se da base para o apice da planta
(Oliveira et al., 2018).

O feijao-comum exibe caracteristicas morfolégicas tais como: folhas
trifolioladas alternas. A flor do feijoeiro € formada pelo célice e pela corola. O calice
€ verde e a corola composta de cinco pétalas que podem ser brancas, rosadas ou
violaceas. O estandarte € a pétala maior e as asas séo as duas menores. As outras
duas, soldadas uma a outra, formam a quilha. A quilha é retorcida, em forma de
espiral, e no seu interior se encontram o androceu e o gineceu (Costa, 2023). As
vagens sao formadas por duas valvas unidas por duas suturas. As sementes nao
possuem albume, suas reservas ficam dispostas no cotilédone e expdem uma
enorme diversidade de cores, podendo apresentar desenhos de pontuacoes,
estrias e manchas opacas ou brilhosas com presenca ou auséncia de halo. Essa
diferenciacao € bem evidente no mercado nacional, onde séo cultivados diferentes
grupos de feijoes, entre eles, o Carioca, Preto, Mulatinho, Roxinho, Vermelho, entre
outros (Silva, 2005).

O ciclo pode variar de 65 a 110 dias (Souza et al., 2019). As cultivares de
feijdo comerciais apresentam, aproximadamente, ciclo intermediario de 90 dias, e
as cultivares precoces, ciclo de cerca de 70 dias (Singh et al., 1991). O ciclo pode
ser dividido em duas fases, a fase vegetativa (V) e reprodutiva (R), com cinco
etapas em cada fase: VO = germinacao; V1 = emergéncia; V2 = folhas primarias;
V3 = primeira folha trifoliolada; V4 = terceira folha trifoliolada; R5 = pré-floracéo; R6
= floracdo; R7 = formacdo das vagens; R8 = enchimento de vagens; e R9 =
maturacao (Mariot, 1989; Oliveira et al., 2023).



A faixa de temperatura para o seu 6timo desenvolvimento, compreende entre
18 e 30°C, devido a esta ampla flutuacdo de temperatura, se torna possivel o seu
cultivo em regides com temperaturas amenas até temperaturas elevadas. No
entanto, a cultura é extremamente sensivel a intempéries climaticos extremos, ndo
suportando em demasia o frio e geadas e alta ou baixa umidade do solo (Andrade
et al., 2015; Silva e Heinemann, 2023).

Em relacdo a precipitacdo pluviométrica, estima-se que o consumo hidrico
da cultura do feijao varie de 300 a 600 mm de acordo com seus estadios de
desenvolvimento, sendo seu consumo diario, em média, de 3 a 4 mm, ou seja,
aproximadamente 100 mm mensais. Ao longo do seu desenvolvimento, as
necessidades hidricas ficam criticas durante a emergéncia, floracdo e vagem na
fase de enchimento de gréo (Kandel e Endres 2019). A precipitagdo, em conjunto
com os demais fatores agroclimaticos, pode Ilimitar o crescimento e o
desenvolvimento do feijoeiro (Dourado-Neto e Fancelli, 2000).

O Brasil por apresentar uma grande diversidade edafoclimatica possibilita o
cultivo do feijoeiro em diversas regides, com condi¢cdes distintas de clima e solo,
sendo possivel obter trés safras durante o ano agricola (SEAB, 2016; Myers e
Kmiecik, 2017; CONAB, 2021). A primeira delas é a safra de verdo, também
conhecida como “das aguas”, isso porque é semeada entre os meses de outubro e
novembro, periodo em que ha maior volume de chuvas. A segunda safra é a
outonal, ou “da seca”, exatamente por ser plantada em fevereiro e marco, quando
esta se fechando o ciclo de chuvas do veréo. E a terceira € a safra de inverno, que

vai de abril a junho.

3.3. Aspectos socioecondmicos do feijoeiro

O feijdo-comum €é a leguminosa de gréo mais importante consumida
diretamente pelos seres humanos (Kelly, 2010; Kalavacharla et al., 2011,
FAOSTAT, 2022). A producdo mundial foi de 53 milhdes de toneladas no ano de
2021. Dentre os maiores produtores de feijio estéo a China com 20 milh&es, a india
com 7 milhées e o Brasil com 2,9 milhdes de toneladas. Esses paises
correspondem a 57,1% de toda a producdo mundial. O Brasil corresponde a 5,5%
da producdo mundial de feijdo, em relacdo a producéo histérica. Com relacdo a

exportacao o Brasil corresponde a 172 posicdo nas safras de (2000 a 2021), com
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um montante del55 mil toneladas. O Brasil exportou cerca de 112 milhdes de
dolares em feijado em 2021 (FAOSTAT, 2022). A previsdo de producgéo para safra
23/24 de feijao no Brasil € de 3,0 milhdes de toneladas. Os estados com maiores
estimativas para safra 2023/24 sdo o Parana (721.6 mil toneladas), Minas Gerais
(549.6 mil toneladas), Bahia (295,7 mil toneladas) e Goias (280,2 mil toneladas).
As regides sul e sudeste sao responsaveis por 54% de toda producdo (CONAB,
2024).

A cultura se consolidou como a principal forma de proteina vegetal e se
tornou a base da alimentacédo diaria dos brasileiros, sendo um alimento que todas
as classes sociais consomem, e que é cultivado em todas as regides do pais, em
diferentes biomas e contextos socioculturais (Vieira, 1988; Yokoyama et al., 1996;
Darmon e Drewnowski, 2015; Chiorato et al., 2018). O Brasil € detentor de uma
vasta diversidade de germoplasma e é considerado um centro de diversidade
secundario (Burle et al., 2010; Cavalcanti et al., 2021). De acordo com 0 Ministério
da Agricultura e Pecuaria (MAPA, 2013) a cada dez brasileiros, sete consomem
feijdo diariamente, sendo o consumo médio per capita dos brasileiros em torno de
15,0 kg/hab/ano (CONAB, 2016).

Segundo estimativas da Embrapa Arroz e Feijao (2023), o consumo médio
aparente per capita de feijdo-comum em 2021 foi 12,2 kg/hab. Dentro do periodo
de 1996-2021, houve um declinio no consumo aparente per capita, com consumo
maximo de 18,8 kg/hab, em 1996. Ao longo dos anos, o consumo per capita tem
sido decrescente, em razao de diversos fatores, dentre os quais € possivel destacar
a substituicdo por outros alimentos mais acessiveis e convenientes no seu preparo,
ndo sendo necessariamente considerados nutritivos (Embrapa, 2023). Segundo
Granado et al. (2021) o consumo regular de feijdo deixara de ser o habito
predominante no pais, isso representa uma fragilidade de uma cultura alimentar
tradicional. Mundialmente o feijio corresponde a 50% dos grdos consumidos. E
responsavel por 36% da ingestao diaria de proteinas, bem como o fornecimento de
18% de carboidratos e vitaminas A1, complexo B, C e E, além de minerais como

ferro, zinco, cobre e fosforo (Shailendar et al., 2015).
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3.4. Importancia da diversidade e melhoramento genético da cultura do

feijoeiro

O cultivo do feijoeiro no Brasil é tradicionalmente realizado por pequenos e
médios produtores em pequenas areas, sem incentivo fiscal e desenvolvimento
tecnoldgico (Borém e Carneiro, 2015) sendo a agricultura familiar responsével por
70% do feijédo produzido no pais (CONAFER, 2020). O seu cultivo na maioria das
vezes é realizado com sementes proprias, sendo uma parte da producao reservada
da safra anterior, sendo considerado uma pratica de risco pela baixa tecnificacéo,
uso de sementes de baixa qualidade, periodos criticos de plantio, colheita e a

suscetibilidade a pragas e doencas (CONAB, 2016).

No entanto, devido a representatividade socioeconémica que o feijao
proporciona a populacéo brasileira, o Brasil possui instituicdes desenvolvedoras de
cultivares de feijdo, sendo em sua maioria instituicbes publicas, como Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Instituto Agronémico de Campinas
(IAC), Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-EMATER (IDR-
Parana), Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina (EPAGRI), e também universidades
como a Universidade Federal de Lavras (UFLA), Universidade Federal de Vicosa
(UFV) e a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

O conhecimento da diversidade genética entre as cultivares, linhagens e
variedades crioulas € importante para subsidiar programas de melhoramento de
plantas, ndo obstante, pouco foi explorado. Deste modo, € imprescindivel estudar
a diversidade genética existente antes de iniciar atividades de melhoramento de
plantas (Koten et al., 2022).

Os estudos de fenotipagem podem fornecer informacdes valiosas sobre a
diversidade genética de uma amostra. Essas informacdes podem ser usadas para
identificar e descrever o germoplasma, bem como para identificar a divergéncia
genética entre gendtipos. Isso pode levar ao desenvolvimento de material genético
com alto valor tecnolégico, produtivo e resistente a acBes de fatores bioticos e
abioticos. (Kouonon et al., 2020).

Estudos aplicando caracteristicas morfoldgicas, agronémicas e moleculares

estao sendo amplamente utilizadas como forma de otimizagao de recursos e tempo,
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tomando como exemplos pesquisas focando em associagcdo genémica ampla para
resisténcia a Pseudomonas syringae pv. garcae em café ardbica (Ariyoshi et al.,
2022); estudo de associacdo gendmica para conteudo mineral de graos em um
painel de diversidade de feijoeiro comum brasileiro (Delfini et al., 2021);
caracterizacdo morfoagronémica e diversidade genética em pimenteiras

(Capsicum spp.) (Silva e Silva, 2021).

3.5. Principais ocorréncias de doencas na cultura do feijoeiro

O feijoeiro pode ser afetado por mais de 40 doengas durante todo o ciclo,
causadas por virus, bactérias, fungos e nematoides, as quais contribuem para o
seu baixo rendimento, em todas as regides do mundo onde é cultivado (Bianchini
et al., 2005; Wendland et al., 2018; Ferreira e Junior, 2021). As doencas do feijoeiro
constituem uma das principais causas da baixa produtividade quando né&o
controladas.

Os patégenos de parte aérea podem causar as principais patologias do
feijdo, como o crestamento bacteriano comum (Paula Junior et al., 2008). Dentre
as principais doencas que ocorrem no feijoeiro-comum (Tabela 1), o CBC é
considerado a principal doenca, causada por bactéria em feijao no Brasil (Sartorato
et al., 1996; Diaz et al., 2001; Thung e Sartorato, 2002; Bianchini et al., 2005;
Wendland et al., 2016; Ferreira e Junior, 2021). As principais doencas que ocorrem
no feijoeiro comum estao listadas na Tabela 1. O maior entrave para a producao do
feijdo é a suscetibilidade a muitas pragas e doencas que reduzem seriamente a
producéo e qualidade das sementes (Boersma et al., 2015; Carneiro et al., 2015).

O feijoeiro € um potencial hospedeiro de inUmeras doencas causadas por
fungos, bactérias, virus e nematoides. A importancia de cada doenca varia de
acordo com o ano, a época, o local e a cultivar plantada. Doencas bacterianas sao
um dos principais fatores de diminuicdo da produtividade do feijoeiro em todo o
Brasil, devido ao seu rapido desenvolvimento em alta umidade e temperatura

(Bianchini et al., 2005; Ferreira e Junior, 2021).
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Tabela 1. Principais doencas bacterianas, fungicas e virais do feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.). UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024

DOENCA

AGENTE CAUSAL

BACTERIAS

Crestamento bacteriano comum  Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli

Mancha angular
Murcha de Curtobacterium
Podriddao mole

Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens

Erwinia carotovara pv. carotovora

FUNGOS

Antracnose

Mela do feijoeiro
Mancha-angular
Sarna

Ferrugem

Mancha de alternaria
Oidio
Podrid&o-radicular-seca
Podrid&o do colo
Podrid&o-radicular
Mofo-branco

Podridao-cinzenta do caule

Colletotrichum lindemuthianum
Thanatephorus cucumeris
Pseudocercospora griseola
Colletotrichum dematium f. sp. truncata
Uromyces appendiculatus
Alternaria alternata e A. tenuis
Eryshipe polygoni

Fusarium solani

Sclerotium rolfsii

Rhizoctonia solani

Sclerotinia sclerotiorum

Macrophomina phaseolina

NEMATOIDES

Nematoide das galhas

Nematoide das lesbes

Meloidogyne spp.

Pratylenchus brachyurus spp.

VIRUS

Mosaico-dourado do feijoeiro
Mosaico-comum
mosaico-comum-necroético

Mosaico-rugoso

Bean golden mosaic virus — BGMV
Bean common mosaic virus - BCMV
Bean common mosaic necrosis virus - BCMNV

Bean rugose mosaic virus - BRMV

Fonte: Embrapa (2017).

3.6. Crestamento bacteriano comum - Xanthomonas axonopodis pv.

phaseoli

Os primeiros relatos do surgimento do CBC foram em 1892, nos Estados

Unidos da América (Zaumeyer e Thomas, 1957). A doenca rapidamente se

espalhou para as regides produtoras de feijao das Américas, México, Colémbia e
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Brasil, e atualmente a doenca j& alcanca todas as regifes produtoras de feijdo do
mundo (Karavina et al., 2011). O CBC ocorre em todo o mundo e a ocorréncia mais
grave € em regides de altas temperaturas e umidade. O CBC é considerado a
principal doencga de etiologia bacteriana na cultura do feijoeiro no Brasil (Miklas et
al., 2003; Singh e Miklas, 2015; Ferreira e Junior, 2021).

No Brasil, o CBC foi identificado pela primeira vez no estado do Para por
Robbs (1954). Mais tarde, Kimati e Mascarenhas (1967) e Paradela Filho et al.
(1967) encontraram a doenga no estado de S&o Paulo. A doenga ocorre
principalmente nos estados do Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais,
Rio Grande do Sul e regidao Centro-oeste. A doenca € prejudicial na safra das
aguas, devido as condi¢cdes favoraveis ao desenvolvimento e disseminacédo do
patogeno (Carneiro et al., 2015; Ferreira e Junior, 2021). Estima-se que as perdas
de rendimento possam variar entre 10 e 70% (Diaz et al., 2001; Bianchini et al.,
2005). No entanto, em pesquisa realizada por Simons et al. (2021), as perdas de
produtividade causadas por doencas de plantas podem chegar a 100%,
dependendo da agressividade do patdégeno.

A portaria n°® 3 de 5 de janeiro de 2004 do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), considera Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli como
praga ndo quarentenaria e adota tolerancia zero para a presenca deste patégeno

em lotes de sementes.

3.7. Sintomas do CBC

Os sintomas do CBC sao observaveis em toda a planta, provocando lesées
nas folhas, frutos, caule e o consequente desfolhamento, expondo os frutos ao sol.
O resultado é a reducado significativa na producdo de frutos comercializaveis
(Rezene et al., 2018, Belete e Bastas, 2017). Nas folhas, os sintomas se iniciam
com a anasarca, que progride para lesdes necroticas com halos cloréticos. As
lesdes podem estar esparsas no limbo, bem como na parte marginal, progredindo
para o centro dos foliolos. Com o desenvolvimento da doenca, as folhas podem
ficar presas a planta ou destacarem-se. Nas vagens, as lesdes variam em forma e
tamanho. Inicialmente séo circulares em anasarca, tornando-se necroticas de cor
avermelhada. As sementes podem apresentar descoloracdo no hilo, manchas

amarelas no tegumento (sementes de tegumento claro), enrugamento e
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malformacgdo. Em alguns casos, a infec¢do na semente € assintomatica (Bianchini
et al., 2005; Carneiro et al., 2015; Ferreira e Junior, 2021).

3.8. Etiologiado CBC

O género Xanthomonas compreende um grupo de bactérias fitopatogénicas
Gram-negativas dentro da classe lll Gammaproteobacteria (Saddler e Bradbury,
2005). A bactéria € descrita como baciliforme, possui um flagelo polar, estritamente
aerbbia (Torres et al., 2009; Bedendo e Belasque, 2018). A doenca € favorecida
por temperaturas que variam de 20 a 30°C, elevada umidade (>90%), chuvas e
ventos (Inoue-Nagata et al., 2016). Pertence ao género Xanthomonas, do qual faz
parte um vasto namero de fitopatdgenos cosmopolitas, isto €, que atacam uma
ampla gama de variedades de plantas, incluindo varias espécies agricolas de
interesse econdmico, as infecgbes provocadas por espécies de Xanthomonas
ocorrem em pelo menos 68 familias de plantas monocotileddneas e em mais de
240 géneros (Hayward, 1993). As coldnias bacterianas cultivadas em meio artificial
sdo geralmente amarelas devido a presenca de um pigmento nas membranas
conhecido como xantomonadina, que as protege de dano oxidativo (He et al.,
2014).

A utilizacdo de sementes de qualidade deve ser prioridade na semeadura de
todas as culturas, principalmente no cultivo do feijoeiro em que este material
propagativo pode transportar um namero significativo de patégenos potencialmente
danosos para a cultura (Frare et al.,, 2002). A associacdo de patdégenos com
sementes constitui um dos aspectos de maior importancia do ponto de vista
sanitario, em razao das consequéncias danosas que esta interacao pode produzir
(Gadaga, Siqueira e Machado, 2018).

A disseminacdo pelas sementes, podem transportar o patégeno a longas
distancias e sao importantes fontes primarias de in6culo, a bactéria pode sobreviver
dentro da semente formando uma pelicula que a protege de condi¢cdes ambientais
desfavoraveis. Pode sobreviver em restos vegetais e no solo, durante o impacto
das gotas de chuva pode ser transportada para a parte aérea das plantas e entrar
através de aberturas ou feridas naturais (Jacques et al., 2005; Ferreira e Junior,
2021). A agua de chuva ou de irrigacdo por aspersédo sao eficientes disseminadores

secundarios e alguns insetos (Bianchini et al., 2005; Ferreira e Junior, 2021).
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Wallen e Sutton (1965) verificaram, em Ontario, Canad4, que 0,5% de
sementes contaminadas foi suficiente para iniciar a disseminacdo da doenca.
Posteriormente, Weller e Saettler (1980) demonstraram experimentalmente que
uma populagdo minima de 103 e 10* ufc/mL de X. axonopodis pv. phaseoli por
semente contaminada externamente foi necesséria para originar plantas doentes
em condi¢des de campo. Contaminacdes de 0,5% de sementes é suficiente para
ocasionar séria epidemia na cultura em campo (Wendland et al., 2018).

Quanto a sobrevivéncia nas sementes, podem variar de 2 a 15 anos em
estado hipobiotico tanto interna e externamente, sob condicdes adversas, sem
perder a viruléncia (Schuster e Coyne, 1977, Torres e Maringoni, 2018). Em solo
autoclavado umedecido, sobrevivem por dez dias e, em solo autoclavado seco, por
150 dias. Seu periodo de sobrevivéncia em restos culturais infectados no solo é
variavel em funcéo das condi¢cdes ambientais. O patdgeno sobrevive em diversas
plantas hospedeiras, principalmente espécies da Familia Solanaceae, tais como:
Capsicum frutescens, Solanum melongena, Solanum tuberosum, Lycopersicon
pimpinellifolium e diversas plantas daninhas como Datura stramonium,
Hyoscyamus aureus, Hyoscyamus niger, Lycium chinense, Lycium halimifolium,
Nicandra physaloides, Nicotiana rustica, Solanum dulcamara, Solanum nigrum e
Solanum rostratum (Jones et al., 1998). A sobrevivéncia nessas hospedeiras pode
ocorrer de forma epifita, onde ndo ha o desenvolvimento de sintomas visiveis
(Bianchini et al., 2005; Stall et al., 2009; Inoue-Nagata et al., 2016).

Temperatura e umidade elevadas favorecem o desenvolvimento da doenca.
Sob condi¢des controladas, plantas incubadas a 28°C desenvolveram os sintomas
da doenca ap6s nove dias, enquanto naquelas submetidas a 20°C ou 16°C, os
primeiros sintomas da doenca foram observados, respectivamente, aos 23 e 27

dias apos a inoculacao (Bianchini et al., 2005; Ferreira e Junior, 2021).

3.9. Medidas de controle do CBC

O Crestamento Bacteriano Comum, representa um desafio significativo para
a producdo de feijdo. Apesar das dificuldades no controle da doenca, diversas
estratégias podem ser utilizadas para minimizar seus impactos na lavoura. O
Manejo Integrado de Pragas e Doencas (MIPD) é uma combinagéo de diferentes
estratégias para reduzir a severidade do Crestamento Bacteriano Comum e

aumentar a produtividade da lavoura. Além do uso de cultivares resistentes (Costa
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et al.,, 2019), outras medidas importantes incluem a utilizagdo de sementes
certificadas e livres de patégenos; evitar o cultivo de feijao em areas infestadas com
a bactéria; o manejo cultural de adubacdo equilibrada, irrigacdo adequada e

controle de insetos vetores.

O controle quimico tem sido amplamente utilizado para controle de doencas
fungicas, porém para o Crestamento Bacteriano ndo ha tratamento curativo (Yu et
al., 2000), ha produtos que podem ajudar a retardar o aparecimento de sintomas
nas lavouras, como os a base de cobre (Wendland et al., 2016). O controle quimico
€ eficaz apenas para a desinfestacdo da semente, mas ndo para a erradicacéo do
patdgeno, uma vez que o controle quimico disponivel geralmente € ineficaz e de
alto custo econdémico e ambiental (Maringoni, 1990). As praticas agricolas de
controle servem apenas para evitar a entrada do patégeno na area e diminuir a
fonte de indculo, mas sua erradicacdo € pouco provavel devido aos métodos
alternativos de sobrevivéncia da bactéria por longos periodos (Bianchini et al.,
2005).

A estratégia de manejo de doencas mais eficaz, portanto, € a utilizacdo de
cultivares geneticamente resistentes, principalmente, para o cultivo em areas com
alto potencial de infestacdo do patdgeno, podendo ainda ser utilizada com as
demais medidas de controle. Além disso, é de facil adocédo pelos produtores
agricolas em razdo de seu baixo custo, minimizando o uso indiscriminado de
defensivos agricolas e os impactos causados ao meio ambiente (Costa e Rava,
2003; Trindade et al., 2015).

3.10. Resisténcia ao Crestamento Bacteriano Comum em Phaseolus vulgaris
L.

O controle por melhoramento genético desse patégeno, tem sido realizado
por meio da identificacdo e utilizacdo de Loci de Caracteres Quantitativos
distribuidos por todo o genoma, que se expressam sob influéncia do ambiente,
presséao de selecao do patdogeno, maturidade e tecido da planta (Santos et al., 2003;
Kelly et al., 2003; Miklas et al., 2006). Desta forma, a avaliacdo da resisténcia do
feijoeiro ao CBC se faz necessaria tanto em fase vegetativa quanto na fase
reprodutiva (Zapata et al., 1985; Trindade et al., 2012; Santos et al., 2014).
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A resisténcia do feijoeiro ao CBC tem sido reportada como geneticamente
complexa, sendo oligogénica ou poligénica (Kelly et al., 2003; Santos et al., 2003;
Manzanera et al., 2005). A arquitetura genética do CBC envolve genes menores, ja
foram identificados 25 loci associados a resisténcia de efeitos menores em todo o
genoma do feijao-comum (Simons et al., 2021).

A cultivar Montcalm foi uma das pioneiras conferindo resisténcia ao CBC,
apresenta QTL ligado ao marcador SAP6, em Pv10 (Viteri, 2014). Uma das
principais fontes de resisténcia ao CBC ¢é a cultivar G.N. Nebraska n°1 sel. 27, que
apresenta uma baixa porcentagem de sementes colonizadas por Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli - Xap (Maringoni et al., 1993).

Os marcadores mais utilizados para selecao assistida e desenvolvimento de
cultivares resistentes ao CBC sédo BC420, e SAP 6 e, em especial, o SU91 ligado
a QTLs que conferem resisténcia ao CBC localizados nos cromossomos Pv05 e
Pv08 (Pedraza et al., 1997; Perry et al., 2013). Kelly et al. (2003) e Manzanera et
al. (2005) indicaram a existéncia de mais de 20 QTLs relacionados a resisténcia ao
CBC, com efeitos genéticos variaveis e distribuidos por todos os 11 cromossomos
do feijoeiro. Singh e Miklas (2015), encontraram mais dois QTLS, identificados em
Pv05 SU91 (Perry et al., 2013) e Pv11 Xall.4 (Viteri et al., 2015).

Em um estudo conduzido por Santo et al. (2003) foram utilizados 143
marcadores RAPD, em plantas Fz do cruzamento do genotipo resistente BAC-6 e
0 genotipo suscetivel HAB-52. Neste estudo foi possivel identificar cinco QTLs em
folhas, e um QTL de resisténcia em vagens, localizado em um grupo de ligacéo
distinto, portanto comprovando que 0s genes que controlam a heranca para
resisténcia em folhas ndo sdo os mesmos que controlam os genes de resisténcia
nas vagens.

Pesquisa conduzida por Barbosa et al. (2022), na qual, genotiparam um
painel de 149 cultivares de feijdo-carioca, permitiu identificar 1.616 SNPs para
avaliar a resisténcia ao CBC. Foi identificado SNP no cromossomo Pv07,
considerando um intervalo de confianca de 100 kb e a anotacdo funcional
identificou 13 genes candidatos associados a defesa.

Shi et al. (2011) testaram 395 linhagens de feijao e encontraram doze SNPs
para resisténcia ao CBC. Ambachew et al. (2021) detectaram 14 SNPs
significativos associados ao CBC, localizados nos cromossomos Pv02, Pv04, Pv08,
Pv10 e Pv11. Simons et al. (2021) avaliaram 852 gendétipos de feijdo do BAG do
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North Dakota State University e 41.998 SNPs e 30.285 SNPs foram usados em
GWAS para os pools genéticos da América Central e dos Andes, respectivamente,
foram identificadas oito regides, incluindo seis previamente mapeadas e dois novos
loci Pv1l e Pv10.

3.11. Marcadores moleculares

Pesquisas envolvendo os marcadores moleculares no melhoramento vegetal
surgiram a partir da década de 80 (Soller e Beckmann, 1983). Sendo caracterizado
como qualquer carater visivel ou um fenétipo molecular proveniente de um
segmento especifico de DNA, que pode ser expresso ou ndo (Sansaloni, 2012). Os
segmentos de DNA podem estar fisicamente ligados a locus responsaveis por
alguma caracteristica de interesse (Faleiro, 2007) e que permitem a distincao de
individuos geneticamente diferentes (Borém e Carneiro, 2015).

Os principais tipos de marcadores moleculares utlizados sdo os
Microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats) conhecidos também como Short
Tandem Repeats (STRs) ou Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP), séo
repeticbes em tandem de um a seis nucleotideos que podem ser classificados de
acordo com seu tamanho e o tipo de unidade de repeticédo (Litt e Luty, 1989); ISSR
(Inter Single Sequence Repeats) é uma técnica baseada em SSR em que a
amplificacéo é realizada com um unico iniciador consistindo em varias repeticoes e
ancorado geralmente com dois a quatro nucleotideos arbitrarios (Zietkiewicz et al.,
1994); SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) podem ser originados de mutacdes
pontuais no DNA como as transicdes e transversdes. Alguns autores consideram
Indels (adicdo de nucleotideos extras ou a exclusdo de um nucleotideo) (Kahl et
al., 2005); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Essa classe de
marcadores é baseada na associacdo dos polimorfismos gerados por enzimas de
restricdo com posterior amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) (Vos et
al., 1995). A diferenca entre os tipos de marcadores moleculares esta na tecnologia
utilizada para detectar o polimorfismo, mostrando a dissimilaridade entre os
individuos.

Enquanto um sequenciador capilar é capaz de processar até 96 fragmentos
por vez, os sequenciadores de nova geragdo podem ler até bilhdes de fragmentos
ao mesmo tempo. Portanto, com o desenvolvimento do sequenciamento de nova

geragdo, surgiu o conceito de genotype by sequencing (GBS), viabilizando a



20

deteccdo de um elevado numero de SNPs. Por apresentar caracteristicas de alta
densidade de SNPs detectados, elevado polimorfismo, e a facilidade de utilizagéo,
muitos pesquisadores e grandes programas de melhoramento tém visado pela sua
utilizacdo em estudos de mapeamento (Deschamps et al., 2012; Schroder et al.,
2016; Simons et al., 2021; Barbosa et al., 2022).

3.12. Marcador de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs - Single
Nucleotide Polymorphism)

Os SNPs sdo amplamente distribuidos no genoma e ocorrem variagdes em
um Unico nucleotideo (adenina, timina, citosina ou guanina) em uma determinada
posicdo no DNA, dando origem a diferentes alelos, caracterizando assim o0s
diferentes individuos (Jayakanthan et al., 2019). Essas alteragcbes podem ser
causadas por uma mutacdo ou indels que séo insercédo ou exclusado de bases no

genoma (insertions or deletions) (Nadeem et al., 2018).

Os SNPs sdo uma forma abundante de variagcdo do genoma, herdado como
marcadores codominantes e presentes na populacdo com frequéncia alélica igual
ou superior a 1% (Yao et al.,, 2018; Jayakanthan et al., 2019). Os SNPs sé&o bi
alélicos e sédo encontradas apenas duas variantes em uma espécie (Ex: um alelo
corresponde a um par de bases A/T e o outro a um G/C) (Brookes, 1999).

As mutacdes mais comuns sao as transi¢des, trocas entre purinas (A/G) ou
pirimidinas (C/T) constituem 67% dos SNPs. Ocorrem com menor frequéncia as
transversdes que é a troca de uma purina por uma pirimidina (C/T por A/G). As
mutacdes transicionais sdo mais comuns do que as mutacdes transversais porque
as purinas e as pirimidinas sdo estruturalmente semelhantes. Isso torna mais
provavel que uma purina seja substituida por outra purina ou uma pirimidina seja
substituida por outra pirimidina (Mangabeira-Silva et al., 2020).

Os SNPs podem ocorrer em regibes codificadoras ou com funcéo
regulatoria, porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espacos
intergénicos, sem funcédo determinada (Edwards et al., 2007; Patel et al. 2015).
Portanto, os SNPs podem estar localizados em diferentes regides do genoma. Em
regides codificantes, os SNPs podem resultar na troca de bases que nao alteram o
aminoécido codificado (SNP sinénimo), ou na troca do aminoacido codificado (SNP
nao sinbnimo). Os SNPs ndo sindnimos podem ser divididos em dois tipos:

missense e nonsense. Os SNPs missense sdo aqueles em que a alteracao de um



21

unico nucleotideo resulta em um coédon que codifica um amino&cido diferente. Os
SNPs nonsense sédo aqueles em que a alteracdo do nucleotideo passa a codificar
um cédon de terminacgéo, o que resulta na interrup¢éo da sintese da proteina (Patel
et al. 2015; Sukhumsirichart, 2018). Em plantas a frequéncia de SNPs tende a ser
maior em regides ndo codantes (Ching et al. 2002; Huang e Han 2014).

A construcdo de mapas genéticos de marcadores SNPs e estudos de
associacao gendémica ampla, sdo amplamente Uteis para identificar caracteristicas
genéticas de interesse que podem ser aplicados aos programas de melhoramento
de plantas (Torkamaneh e Belzile 2015; Alqudah et al., 2020; Delfini et al., 2021;
Ariyoshi et al., 2022). Por meio do sequenciamento de baixa a média cobertura, é
possivel identificar SNPs distribuidos por todo o genoma de plantas de uma mesma
populacéo, por um custo aproximado de 20 ddlares por amostra utilizando a técnica
de genotipagem por sequenciamento (Torkamaneh et al., 2018).

3.13. Genotipagem por sequenciamento (Genotyping by Sequencing - GBS)

O GBS usa tecnologias de sequenciamento para descobrir milhares de
polimorfismos de nucleotideo Unico para mapeamento (He et al.,, 2014 ). O
mapeamento de associacdo usando populacbes grandes, diversas e colecbes
densas de SNPs pode identificar novos QTLs, confirmar QTL anteriores e reduzir o
intervalo necessario para a identificacdo do gene candidato (Hyten et al.,
2010; Song et al., 2015).

A metodologia da genotipagem por sequenciamento foi desenvolvida pelo
grupo do pesquisador Robert J. Elshire na Universidade de Cornell em 2011, com
seu desenvolvimento, hoje € possivel identificar centenas de milhares de SNPs no
genoma (Elshire et al., 2011). A tecnologia é proveniente da metodologia RADseq
— Restriction-site associated DNA sequencing (Elshire et al., 2011; Marrano et al.,
2017). O GBS é uma técnica altamente multiplicavel, robusta, de alto rendimento,
econdmica e simples para obter milhares de marcadores de muitos individuos,
sendo adequada para estudos populacionais e caracterizacdo de germoplasma
(Davey et al., 2011).

O GBS consiste em algumas etapas como a extracao de DNA; clivagem com
enzimas de restricdo; ligacdo de adaptadores nas extremidades dos fragmentos
clivados; PCR com todas as amostras;, sequenciamento dos fragmentos

amplificados e analises de bioinformética para a deteccdo de SNPs utilizando
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softwares especificos (Elshire et al., 2011; Davey et al., 2011). Os dados brutos
obtidos por meio de GBS podem ser reanalisados, permitindo obter novas
informacgdes genotipicas do mesmo individuo genotipado (Poland e Rife, 2012).

O sequenciamento completo do genoma de P. vulgaris (Schmutz et al., 2014)
permitiu a realizacdo de pesquisas relacionadas ao GWAS em espécies de feijao
usando dados SNP gerados por GBS. Vérios estudos tém sido conduzidos para
avaliacdo de caracteristicas agrondmicas, de qualidade alimentar e de resisténcia
a doencas (Zuiderveen et al., 2016; Soltani et al., 2017; Zitnick-Anderson et al.,
2020) com GWAS, tornando uma 6tima ferramenta para mapear genes e encontrar
novas fontes de variabilidade genética para incorporar em programas de

melhoramento.

3.14. Estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS - Genome wide

association study)

Meuwissen et al. (2001) propdem a técnica de selecdo gendmica ampla
tornando-se uma ferramenta consolidada e promissora. Essa metodologia tem sido
empregada para aumentar a eficiéncia e acelerar o melhoramento genético. A
selecdo gendmica ampla tornou-se capaz de encurtar o intervalo de geracao,
reduzir o custo por ciclo e economizar custos de méo de obra (Wang et al., 2018).
O GWAS consiste na predicao simultanea dos efeitos genéticos de grande niamero
de marcadores genéticos dispersos em todo o genoma de um organismo, de forma
a capturar os efeitos de todos os loci, de pequenos e grandes efeitos, e explicar
grande parte da variacdo genética de um carater quantitativo e qualitativo
(Meuwissen et al., 2001).

O mapeamento associativo, também conhecido como mapeamento por DL,
€ um método estatistico que identifica regibes do genoma que estdo associadas a
uma caracteristica fenotipica de interesse. Esse método é baseado na andlise da
associacao entre marcadores genéticos e a caracteristica fenotipica (Resende et
al., 2014).

O desequilibrio de ligacdo (DL) é caracterizado como uma associa¢cdo nao
aleatodria de alelos de diferentes loci em uma populacao, isto €, a ocorréncia de
gametas com frequéncias diferentes daquelas esperadas sob segregacéo
independente (Hedrick, 2010). Ou seja, de acordo com a lei de equilibrio de Hardy-

Weinberg, o DL é definido como qualquer desvio nas frequéncias alélicas
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esperadas sob o cruzamento ao acaso Hardy (1908) e Weinberg (1908). Os
eventos de recombinagdo que ocorreram na populagdo determinam a taxa de
decaimento do DL (Huang e Han 2014).

Pesquisas usando GWAS buscam estimar quantos e quais 0os QTNs
responsaveis pela variagdo nas caracteristicas fenotipicas, localizar sua posi¢cdo no
genoma e estimar seus efeitos (Wei et al., 2016). Uma vantagem é que o efeito
ambiental é minimizado, tendo em vista que a populacdo apresenta individuos
independentes (Abdurakhmonov e Abdukarimov, 2008). A desvantagem é que o
marcador podera estar longe do gene alvo (Aranzana et al., 2005).

O GWAS se divide em duas metodologias, a de genes candidatos (candidate
genes) que se restringe a regides especificas do genoma (Gebhardt, 2007) e a
analise do genoma como um todo (whole genome scanning), que busca associacéo
entre marcadores e a caracteristica de interesse em todo 0 genoma e todos 0s
genes sao avaliados simultaneamente, necessitando de uma cobertura maior de
marcadores e DL (Zhu et al., 2008).

Muitas pesquisas envolvendo GWAS usando SNPs na cultura do feijao tem
sido abordada, sendo capaz de identificar a heranca da resisténcia a doencas em
plantas (Uffelmann et al., 2021): resisténcia ao patossistema feijoeiro - antracnose
e mancha angular (Perseguine et al., 2016); resisténcia ao patossistema feijoeiro
— Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Shi et al., 2011; Simons et al., 2021,
Barbosa et al., 2022); e pesquisas relacionadas a conteudo mineral (Delfini et al.,
2021). Barbosa et al. (2022) estudaram 149 cultivares de feijdo-comum, 1.616 SNPs
foram avaliados para CBC visando identificar QTLs. A analise GWAS utilizando o
modelo BLINK identificou um SNP no cromossomo Pv07. Considerando um intervalo
de confianca de 100 kb, a anotacdo genética identificou 13 genes candidatos
relacionados a genes associados a defesa. Simons et al. (2021) estudaram um total
de 852 gendtipos. Estes foram testados para GWAS com intuito de identificar genes
candidatos associadas a resisténcia ao CBC. Foram filtrados 41.998 SNPs para o
pool genético da América Central e 30.285 SNPs Andino. Foram identificadas duas
novas regides associados a resisténcia CBC que estdo localizados em Pv10:22,91—
23,36 e Pv11:52,4. Uma lipoxigenase-1 no Pv10 emergiu como um gene candidato
para resisténcia ao CBC. Zia et al. (2022) realizaram GWAS para identificar
marcadores SNP associados a resisténcia em trés isolados de Curtobacterium

laccumfaciens pv. flaccumfaciens em 168 gendétipos de feijao-comum. Estes autores
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identificaram 14 SNP associados a resisténcia, usando modelos lineares mistos
MLMs. Esses SNPs foram localizados em cromossomos Pv02, Pv04, Pv07, PvO8 e
Pv09.

Para que possa ser realizado com exceléncia, 0 mapeamento por
associacdo requer a selecdo de um painel de germoplasma com grande
diversidade genética, sendo necessario fenotipar esse painel para alguma
caracteristica de interesse, bem como a genotipagem dos individuos com alta
densidade de marcadores. Também deve ser aferida a quantificacdo da extenséo
do LD no genoma da populagéo, e assim avaliar o nivel de diferenciacdo genética
entre grupos dentro do painel de individuos amostrados e o coeficiente de
parentesco entre pares de individuos dentro de uma amostra. Apds essas etapas,
deve-se levar em consideracéo as informacdes obtidas através da quantificacao de
LD e da estrutura da populagdo para a correlacdo de dados fenotipicos e
genotipicos com a aplicacdo estatistica apropriada (Abdurakhmonov e
Abdukarimov, 2008).

3.15. Métodos de associacao Single-locus e Multi-locus

Os métodos de GWAS, para associar 0 marcador a caracteristica alvo,
podem ser de modelo single-locus ou modelos multi-locus. O modelo single-locus
usa o0 modelo linear generalizado (GLM - Generalized Linear Model), que foi
proposto para a analise genética de caracteristicas qualitativas, este utiliza apenas
a PCA para corrigir a estrutura populacional (Price et al., 2006). No modelo linear
misto (MLM — Mixed Linear Model) ocorre varreduras unidimensionais no genoma,
em que é avaliada a significancia da associacdo marcador-caracteristica
considerando um marcador por vez. Este método usa informacfes de estrutura
genética populacional (matriz Q) e da relacdo de parentesco (matriz K) entre os
individuos da populacédo. No entanto, tanto a matriz Q como a matriz K podem ser
usadas separadamente ou adicionadas em conjunto, esses ajustes devem ser
empregados para uma melhor associacdo (Yu et al., 2006; Bradbury et al.,
2007). Embora o poder estatistico da deteccdo de QTNs melhore apds o controle
do background poligénico, a maioria dos pequenos efeitos associados a
caracteristicas complexas ainda ndo sdo capturados pelos métodos GWAS de

single-locus (Lan et al., 2020).
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Para reduzir associagOes de falso-positivo, resultando em associacbes
significativas, € usado um rigoroso teste de correcdo de multiplos testes por
Bonferroni. A correcdo de Bonferroni € amplamente utilizada para modificar o valor
limite para controlar a taxa de falsos positivos (FPR). No entanto, este tipo de
método de correcao € tao restritivo que os verdadeiros QTNs podem ser eliminados
(Lan et al., 2020). Portanto, a melhor maneira de resolver este problema é utilizar
um método GWAS multi-locus que néo requeira corre¢cdo de multiplos testes. Os
métodos GWAS multi-locus envolvem uma varredura gendmica multidimensional,
na qual os efeitos de todos os marcadores sdo estimados simultaneamente (Cui, et
al., 2018).

Portanto, a abordagem do uso de modelos multi-locus, resulta objetivando
sanar a deficiéncia do modelo single-locus e reduzir o tempo de execucdo dessas
analises. O programa R, utilizando o pacote mrMLM.GUI, inclui os seguintes
meétodos: a) o método mrMLM, é um modelo linear misto de efeito aleatério de
marcador unico usado para identificar os marcadores potencialmente associados.
Sao selecionados os marcadores que apresentam valor de p < 0,01. Além disso,
para reduzir o efeito da colinearidade, sdo eliminados os marcadores consecutivos
com valor de p até 0,01 (Wang et al., 2016); b) o FASTmrMLM, € semelhante ao
mrMLM, mas utiliza transformacdo de matrizes e identidades para selecionar os
marcadores na primeira etapa, portanto realiza a selecao mais rapidamente que o
mrMLM (Tamba e Zhang, 2018); ¢c) o FASTmrEMMA multi-locus de efeito aleatorio
do SNP (Zhang et al., 2020); d) o pPKWmEB baseado no teste de Kruskl-Wallis com
Bayesiana empirico sobre controle de background poligénico (Zhang et al., 2020);
e) o pLARmMEB cujo algoritmo de regressao de menor angulo (LAR) é usado para
selecionar os marcadores potencialmente associados. Neste método, enquanto 0s
marcadores em um cromossomo sao adicionados a um modelo multi-locus, os
marcadores dos outros cromossomos sdo usados para calcular a matriz K para
controlar o background poligénico (Zhang et al., 2017). Ja o método f) ISIS EM-
BLASSO, utiliza uma abordagem Bayesiana para a identificacdo de associacfes, a
primeira etapa tem duas fases de triagem: uma usando o método iterativo de
triagem de independéncia segura (ISIS) e outra usando o método de desvio
absoluto suavemente recortado (SCAD) (Tamba et al., 2017). Essas abordagens
foram propostas, com a vantagem de que a correcdo de Bonferroni para multiplos

testes nao é necessaria.
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O pacote mrMLM.GUI resolve o problema associado a sele¢éo de cofatores
no modelo GWAS multi-locus quando ha muitos marcadores. Todos esses métodos
envolvem algoritmos de duas etapas. Durante a primeira etapa um método GWAS
de single-locus € aplicado para escanear todo o genoma p < 0,005. Durante a
segunda etapa, todos os supostos QTNs selecionados sédo examinados por um
modelo GWAS multi-locus para detectar QTNs verdadeiros (Chang et al., 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagdo, Germoplasma e Delineamento experimental

O experimento para avaliacao da resisténcia dos genétipos a Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli em folhas de feijoeiro foi realizado em casa de vegetacao
de vidro, pertencente ao Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana (IDR-
Parana), Londrina, Parana, Brasil. As temperaturas médias dentro da casa de
vegetacao para os experimentos foram de 33 e 26°C para o primeiro e segundo
experimento, respectivamente. Ja as temperaturas maximas foram de 45°C para o
primeiro experimento e 33°C para o segundo experimento. E as temperaturas
minimas foram de 24°C para o primeiro experimento e 17°C para o segundo

experimento.

Foram avaliados 126 gendtipos de feijdes do Banco de Germoplasma de
feijdo do IDR-Parana do tipo mesoamericano. O banco é constituido por genotipos
provenientes de diferentes instituicdes de pesquisa, como a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), o
Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IAPAR-EMATER (IDR-Parand), a
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), a Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Santa Catarina (EPAGRI), e as universidades como a
Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Algumas empresas privadas de melhoramento de feijao sdo a FT Pesquisa e
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Sementes, a Terra Alta Agropecuéaria (TAA) e a Sementes Agronorte. contendo
linhagens, racas locais e linhas endogamicas de programas de melhoramento
genético (Tabela 2). A cultivar de feijdo-de-vagem Alessa da Embrapa, foi incluida
como padréo de suscetibilidade na avaliacao da reacéo ao CBC.

O experimento da avaliacao da reagédo ao CBC em folhas foi conduzido sob
o delineamento em blocos ao acaso (DBC) contendo quatro repeticbes, com uma
planta por parcela. A semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno
expandido com 128 células, contendo substrato organovegetal. Apés sete dias as
mudas foram transplantadas para vaso de cinco litros. O experimento foi realizado
em duas épocas distintas. O primeiro experimento teve inicio em outubro de 2021
e 0 segundo em marco de 2022, em ambos foram realizadas avaliacdes para a
resisténcia ao CBC em folha. A irrigacdo foi realizada no solo em dois turnos

diariamente. Os demais tratos culturais foram realizados segundo as

recomendacdes para a cultura do feijoeiro (Figura 1).

Figura 1. Implantagcéo do experimento de avaliagdo da resisténcia ao Crestamento
Bacteriano Comum em folhas e vagens de gendétipos de Phaseolus vulgaris L. em
casa de vegetacédo do IDR-Londrina, PR. IDR-PR, Londrina — PR, 2024.
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Tabela 2. Dados de passaporte dos 126 genétipos de Phaseolus vulgaris L. do pool
génico mesoamericano pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do IDR-PR
para estudar a associagdo gendmica ampla para identificar genes de resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum. IDR-PR, Londrina — PR, 2024.

Cédigo Nome Grupo Instituicao Tipo
GEN12 Aporé Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN13 BRS_Ametista Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN20 BRS_FC402 Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN21 BRS_FP403 Cultivar EMBRAPA Preto
GEN23 BRS_Horizonte Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN24 BRS_Notavel Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN25 BRS_Pitanga Cultivar EMBRAPA Roxo
GEN27 BRS_Requinte Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN28 BRS_Supremo Cultivar EMBRAPA Preto
GEN29 BRS_Valente Cultivar EMBRAPA Preto
GEN31 BRSMG_Pioneiro Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN33 Bambui Cultivar EMBRAPA Creme
GEN34 Guapo_Brilhante Cultivar EMBRAPA Preto
GEN35 Macanudo Cultivar EMBRAPA Preto
GEN36 Minuano Cultivar EMBRAPA Preto
GEN37 Ouro_Negro Cultivar UFV/EPAMIG Preto
GEN38 Pérola Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN39 Ruda Cultivar EMBRAPA Carioca
GEN40 Safira Cultivar EMBRAPA Vermelho
GEN41 FT_120 Cultivar FTSementes Preto
GEN42 FT_NOBRE Cultivar FTSementes Preto
GEN43 FT_41 Cultivar FTSementes Preto
GEN46 IAC_Akita Cultivar 1AC Carioca
GEN47 IAC_Alvorada Cultivar 1AC Carioca
GEN48 IAC_Carioca Cultivar 1AC Carioca
GEN51 IAC_Imperador Cultivar 1AC Carioca
GEN52 IAC_Milénio Cultivar 1AC Carioca
GENS55 IAC-Carioca_Arua Cultivar IAC Carioca
GEN56 IAC-Carioca_Pyata Cultivar 1AC Carioca
GENS58 IAC-Maravilha Cultivar 1AC Preto
GEN61 RAI_214 Cultivar 1APAR Carioca
GENG62 IAPAR_57 Cultivar 1APAR Carioca
GENG63 IAPAR_65 Cultivar 1APAR Preto
GENG64 IAPAR_14 Cultivar 1APAR Carioca
GENG6 IAPAR_31 Cultivar 1APAR Carioca
GENG67 IAPAR_72 Cultivar 1APAR Carioca
GENG8 IAPAR_80 Cultivar 1APAR Carioca
GENG69 IAPAR_81 Cultivar 1APAR Carioca

GEN70 IPR_139 Juriti_ Claro Cultivar 1APAR Carioca
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Cadigo Nome Grupo  Instituicao Cor
GEN72 IPR_Bem-te-vi Cultivar 1APAR Carioca
GEN73 IPR_Campos_Gerais Cultivar 1APAR Carioca
GEN74 IPR_Celeiro Cultivar 1APAR Carioca
GEN75 IPR_Chopim Cultivar 1APAR Preto
GEN77 IPR_Corujinha Cultivar 1APAR Carioca
GEN78 IPR_Curié Cultivar 1APAR Carioca
GEN82 IPR_Juriti Cultivar 1APAR Carioca
GEN84 IPR_Nhambu Cultivar 1APAR Preto
GENS85 IPR_Quero-quero Cultivar 1APAR Carioca
GEN88 IPR_Siriri Cultivar 1APAR Carioca
GEN89 IPR_Tangara Cultivar |IAPAR Carioca
GEN90 FEB200 Linhas  CIAT Carioca
GEN91 IPR_Tuiuiu Cultivar 1APAR Preto
GEN92 IPR_Uirapuru Cultivar 1APAR Preto
GEN94 Rio_lguacu Cultivar 1APAR Preto
GEN95 Rio_Negro Cultivar 1APAR Preto
GEN98 Rio_Tibagi Cultivar 1APAR Preto
GEN99 Rio_Vermelho Cultivar 1APAR Roxo
GEN100 Rio_Doce Cultivar 1APAR Carioca
GEN101 Gordo Cultivar IPA Creme
GEN102 HF_465.63.1 Cultivar IPA Creme
GEN104 IPA_10 Cultivar IPA Preto
GEN2107 IPA_74-19 Cultivar IPA Creme
GEN109 Princesa Cultivar IPA Carioca
GEN112 TAA_Gol Cultivar UEM Carioca
GEN114 Flor_Diniz Cultivar UFV Carioca
GEN115 Rico23 Cultivar  Agristar Preto
GEN118 ICA_Pijao Cultivar 1AC Preto
GEN119 ICA_Quetzal Cultivar 1AC Preto
GEN120 ICA Tui Cultivar 1AC Preto
GEN122 Emgopa_Ouro Cultivar CIAT Creme
GEN123 A775 Linhas  CIAT Creme
GEN125 AETE2 Cultivar 1AC Creme
GEN126 ARC1 Linhas  CIAT Preto
GEN127 ARC2 Linhas  CIAT Preto
GEN128 BAT1215 Linhas  CIAT Vermelho
GEN131 BAT451 Linhas  CIAT Preto
GEN132 BAT58 Linhas  CIAT Preto
GEN136 Black_Hawk Cultivar CENA/USP Preto
GEN138 Cariocal070 Linhas  CIAT Carioca
GEN139 DOR191 Linhas  CIAT Vermelho
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Cadigo Nome Grupo  Instituicdo Cor
GEN140 DOR351 Linhas  CIAT Roxo
GEN141 DOR365 Linhas  CIAT Carioca
GEN144 DORA483 Linhas  CIAT Vermelho
GEN148 EMP250 Linhas  CIAT Carioca
GEN149 ESAL583 Linhas  CIAT Carioca
GEN150 FEB149 Linhas  CIAT Creme
GEN151 FEB151 Linhas  CIAT Creme
GEN153 FEB159 Linhas  CIAT Creme
GEN154 G1261 Linhas  CIAT Vermelho
GEN155 G14866 Linhas  CIAT Preto
GEN156 G17666 Linhas  CIAT Amarelo
GEN157 G18141 Linhas  CIAT Branco
GEN160 G3593 Linhas  CIAT Vermelho
GEN161 G4002 Linhas  CIAT Carioca
GEN163 G5285 Linhas  CIAT Vermelho
GEN169 MUS49 Linhas  CIAT Vermelho
GEN170 MUSS80 Linhas  CIAT Vermelho
GEN171 NAB87 Linhas  CIAT Preto
GEN172 NEP171 Linhas  CIAT Preto
GEN174 Porrillo_Sintético Cultivar CIAT Preto
GEN175 RIZ57 Linhas  CIAT Carioca
GEN183 XAN206 Linhas  CIAT Preto
GEN184 XAN236 Linhas  CIAT Preto
GEN193 LP16243 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN197 LP16521 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN198 LP16575 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN199 LP16752 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN200 LP13343=55 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GENZ203 LP12601 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN204 LP13379 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN205 LP15293 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GENZ206 LP15323 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN207 LP15366 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN208 LP15433 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN209 LP1635 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN210 LP1679 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN211 LP15645 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GENZ213 LP15842 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN215 LP15895 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN217 LPO754 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GENZ218 LP0796 Linhas IAPAR Linhas Carioca
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Cadigo Nome Grupo  Instituicdo Cor
GEN219 LP08112 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN220 LP08176 Linhas IAPAR_Linhas Carioca
GEN225 LP0826 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN227 LPO879 Linhas IAPAR_Linhas Preto
GEN228 LP09183 Linhas IAPAR Linhas Preto

4.2 Preparo do in6culo bacteriano - Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli

Para avaliar a resisténcia ao Crestamento Bacteriano Comum (CBC), foi
utiizado o isolado Xap 139-y de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
proveniente da colecdo bacteriana do Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). O isolado Xap 139-y foi preparado em camara de fluxo, usando o meio
DYGS (Dextrose Yeast Glucose and Sucrose), composto por 2 g de glicose, 1,5 ¢
de peptona, 2 g de extrato de levedura, 0,5 g de KH2PO4-7H20, 0,5 g de
MgS04-7H20, 1,5 g de acido glutamico e 18 g de agar, com pH ajustado para 7,0,
em um litro de agua deionizada e autoclavada. O isolado foi incubado em estufa
bacteriolégica a 26°C por 36 horas, conforme metodologias descritas em estudos
anteriores (Rodrigues Neto et al., 1986; Rodrigues et al., 1999; Souza et al., 2008;
Trindade et al., 2015). Posteriormente, as coldnias formadas foram suspensas em
agua esterilizada, ajustando a concentracédo para 10° UFC/mL com o suporte de
um espectrofotbmetro (640 nm e 0,460 de absorbancia). Para preservar a
viabilidade das células bacterianas até o momento da inoculacdo, a suspensao foi
armazenada em caixas de poliestireno expandido resfriadas, baseando-se em
protocolos previamente validados (Arnaud-Santana et al., 1994; Rodrigues et al.,

1999; Ferreira et al., 2004; Trindade et al., 2015) (Figura 2).



33

Figura 2. Preparo do isolado bacteriano de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli.
A - fluxo laminar, B —isolado Xap 139-y, C — crescimento bacteriolégico, D — meio
com DYGS com colbénias de X. axonopodis pv. phaseoli incubadas em estufa
bacterioldgica, E — colbnias bacterianas de X. axonopodis pv. phaseoli. UEL,
Londrina — PR, 2024.

4.3 Inoculacédo da suspenséao bacteriana em folhas

A inoculacéo das plantas de feijao para avaliar a resisténcia ao Crestamento
Bacteriano Comum foi realizada durante o estadio vegetativo V3-V4. Para tal, um
trifélio de cada planta, previamente marcado com fios de 1a coloridos para facilitar
a identificacao, foi submetido ao método de inoculacao por corte com auxilio de
tesoura, utilizando uma concentragdo bacteriana de 10’ UFC/mL. Esse
procedimento consistiu na esterilizacdo de uma tesoura, seguida pela imerséo de
aproximadamente um centimetro da ponta da tesoura na suspensao bacteriana.
Em seguida, foram feitos dois cortes paralelos de um centimetro cada, ao longo da
margem mediana do foliolo, introduzindo aproximadamente 0,1 mL da suspenséo
em cada foliolo (Andrus, 1948). Para o controle negativo como testemunha, um
segundo trifélio de cada planta foi inoculado com agua deionizada esterilizada,

empregando a mesma técnica de inoculacdo (Figura 3).
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Figura 3. Etapas da inoculacdo em folhas de Phaseolus vulgaris L. com
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli. A — Ajuste da concentra¢do do in6culo em
espectrofotobmetro, B — concentracdo da suspensdo bacteriana em 107 UFC/mL*,
C - inoculacdo em foliolos de feijdo aos 20 dias apos a semeadura, D —
conservacao do in6culo em caixa de poliestireno expandido, E — método de
inoculacado por auxilio de tesoura, F —inoculacao em foliolos por dois cortes de um
centimetro equidistantes. UEL, Londrina - PR, 2024.

4.4. Inoculacdo em vagens

As vagens foram inoculadas em frutos ndo destacados, vinte dias apos a
antese, pelo método de inoculacdo por meio da puncdo com uma agulha
entomoldgica esterilizada e previamente umedecida em cultura bacteriana em trés
vagens de cada planta, com trés furos entre os vaos das sementes. Para o controle
negativo foi efetuado ferimentos entre as sementes de uma vagem por planta com
apenas a agulha entomoldgica esterilizada. As vagens foram identificadas usando
fios de |a coloridas (Santos, 2013). Apds sete dias as vagens foram colhidas e

mensuradas as lesfes com auxilio de paquimetro.

4.5. Avaliagdo dareacado ao Crestamento Bacteriano Comum em folhas

A quantificacdo da suscetibilidade dos gendtipos de feijdo ao Crestamento
Bacteriano Comum (CBC), em folha, foi efetuada por meio de avaliacdo visual,
utilizando uma escala de severidade da doenca que varia de um a cinco. Esta
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escala é detalhada da seguinte maneira: 1 representa alta resisténcia, evidenciada
pela auséncia de lesdes; 2 indica resisténcia, com necrose afetando de 1 a 5% da
area foliar; 3 denota resisténcia moderada, com 6 a 25% de necrose; 4 classifica
como suscetivel, com 26 a 50% de necrose; e 5 caracteriza alta suscetibilidade,

com mais de 50% da area foliar apresentando necrose (Figura 4).

1 2 3 4 5

Figura 4. Escala de notas para determinacdo do grau de severidade quanto a
reacdo a Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em folhas de feijoeiro inoculadas
pelo método de inoculagéo por corte com auxilio de tesoura a concentracéo de 107
UFC/mL. UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2024.

A primeira avaliacdo ocorreu 24 horas ap0s a inoculacdo do patdgeno,
seguida de avaliacdes diarias que continuaram por 16 dias no primeiro ensaio e 20
dias no segundo, conforme metodologia estabelecida por Pastor-Corrales et al.
(1981). Para uma avaliagcdo compreensiva da progressao da doenca nos genotipos
avaliados, os dados obtidos nas avaliacdes diarias foram empregados no célculo
da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). Esta anélise foi
realizada seguindo a formulacdo matematica proposta por Shaner e Finney (1977),
fornecendo uma medida quantitativa da intensidade com que cada gendétipo foi

afetado pelo patégeno ao longo do tempo.

n-1
xX; + x;
AACPD = ) (- (1, — 1)
1

Onde:
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n = o numero de observacgoes;
xi= a severidade da doenga na “i”-ésima observacao;

N
|

ti = o tempo em dias na “I"-ésima observacéo.

4.6. Avaliacdo da reacdo ao Crestamento Bacteriano Comum em vagens de

feijoeiro

Para a avaliacdo da reacdo dos genétipos ao CBC em vagens foi realizada
apenas uma avaliacdo ao sétimo dia apdés a inoculacdo, as vagens foram
destacadas no sétimo dia e aferidas quanto ao tamanho da lesdo com o auxilio de
um paquimetro.

A severidade do CBC em vagens foi quantificada, usando como referéncia
uma escala de severidade baseada no diametro da lesdo (Pastor-Corrales et
al.,1981) (Figura 5 e Tabela 3).

Figura 5. Determinagdo da severidade do Crestamento Bacteriano Comum
causado por Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em vagens de Phaseolus
vulgaris L. A - Isolado Xap 139-y; B — inoculacédo pelo método de infiltracdo por
auxilio de agulha entomolégica; C - medi¢édo da lesdo por paquimetro; D - Escala
de nota para determinacdo do grau de severidade quanto a reacdo X. axonopodis
pv. phaseoli em vagens de feijoeiro inoculadas. UENF, Campos dos Goytacazes —
RJ, 2024.
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Tabela 3. Descricao da escala de notas usada para determinar a severidade do
Crestamento Bacteriano Comum causado por X. axonopodis pv. phaseoli em
vagens de Phaseolus vulgaris L. inoculadas pelo método de ferimento com agulha
entomoldgica. UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2024

Inoculagdo de vagens por ferimento com agulha entomolégica

Grau de severidade Tamanho da leséo
1 - Altamente resistente <Ilmm

2 — Resistente la2mm

3 - Moderadamente resistente 2,01 a3 mm

4 — Suscetivel 3,01a4 mm

5- Altamente suscetivel >4 mm

4.7. Anadlise estatistica para a avaliagcédo dos dados fenotipicos de severidade
da doenga.

Os componentes de variancia e parametros genéticos foram estimados pelo
meétodo da Maxima Verossimilhanca Restrita (Restricted Maximum Likelihood -
REML) e a predicao dos valores genéticos foram realizados pelo Melhor Preditor
Linear N&o Viciado (Best Linear Unbiased Prediction - BLUP) utilizando o modelo
disponiveis no software SELEGEN-REML/BLUP (Resende, 2016).

Foi utilizado o modelo 25, blocos completos em varios locais, para as
variaveis NF e AACPD.

Modelo estatistico:
y=Xr+Zg+Wi+e
Onde:
y € 0 vetor de dados,
r € o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral,
g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios),
i € vetor dos efeitos da interacdo gendtipo x ambiente (aleatdrios) e

e € o vetor de erros ou residuos (aleatorios).

As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos
efeitos.

Foi utilizado o modelo 21, blocos completos, para a variavel LV.
Modelo estatistico:

y=Xr+Zg+e
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Onde:

y é 0 vetor de dados,

r € o vetor dos efeitos de repeti¢cdo (assumidos como fixos) somados a média geral,
g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como aleatorios),

e é o vetor de erros ou residuos (aleatérios).

As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos
efeitos.

Foi realizada andlise de componentes principais pelo software R, usando
0s pacotes factoextra, ggplot2, para averiguar correlagdo Pearson entre as
variaveis de resisténcia NF, AACPD e LV com a cor da semente, instituicdo de

desenvolvimento.

4.8. Analise genotipica

A genotipagem com SNPs obtidos pelo GBS foram de 25.011 SNPs (Delfini
et al., 2021). As analises genotipicas foram realizadas utilizando o software
TASSEL versao 5.2.53 (Bradbury et al., 2007).

4.9. Estrutura de populacéo

A estrutura populacional foi inferida usando o algoritmo de agrupamento
Bayesiano em estrutura do software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O
modelo compreendeu 10.000 burn-ins, 10.000 simulacdes de Cadeias de Markov
por Monte Carlo e 10 réplicas para numeros hipotéticos de subpopulacdes (K) entre
1e10.

O parametro estatistico AK foi utilizado para determinar o nimero de grupos
(Evanno et al., 2005). Somente gendtipos com um coeficiente de adesao 20,6 foram
atribuidos a um grupo genético, enquanto aqueles com coeficientes <0,6 foram

colocados em um grupo designado como mistura.

4.10. Anédlise de associacdo gendmica ampla
4.10.1 Analise de associacdo genémica ampla single-locus

A GWAS single-locus para determinar SNPs associados a caracteristica de

resisténcia qualitativa para as caracteristicas de resisténcia a AACPD e NF, foi
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realizada usando o programa TASSEL versdo 5.2.53 com dois métodos: GLM
(Prince et al., 2006) e MLM (Yu et al., 2006). A corregcéao de Bonferroni foi utilizada
para controlar falsos positivos, e por ser altamente restritiva, pode resultar na
exclusdo de loci importantes relacionados as caracteristicas de estudo (Ding et al.,
2019).

4.10.2 Analise de associacao genémica ampla multi-locus

Para identificar os polimorfismos de nucleotideo Unico associados a
resisténcia ao CBC em folhas de feijdo, empregou-se o ambiente de programacao
R, com destaque para o uso do pacote mrMLM.GUI, conforme descrito por Zhang
et al. (2018). A analise foi enriquecida pela aplicacao de seis abordagens de GWAS
multi-locus avancadas: FASTmrEMMA (Wen et al., 2018), pKWmEB (Ren et al.,
2018), FASTmrMLM (Tamba e Zhang, 2018), ISIS-EM-BLASSO (Tamba et al.,
2017), mrMLM (Wang et al., 2016) e pLARMEB (Zhang et al., 2017). Para todas
essas metodologias, estabeleceu-se um valor de LOD critico de trés para a
identificacdo de QTNs (Quantitative Trait Nucleotides) significativos. Os dados
fenotipicos empregados nas analises GWAS abrangeram as médias das variaveis
AACPD e nota final da doenca (NF). A significancia dos QTNs foi determinada pela
sua deteccdo em ao menos dois métodos distintos, uma estratégia rigorosa que
visa assegurar a confiabilidade na selecédo de alelos favoraveis e na identificacao
de genes candidatos. Adicionalmente, o pacote GAPIT3 (Wang e Zhang, 2021) foi
utilizado para a elaboracdo de graficos de distribuicdo de densidade de SNPs,

facilitando a interpretacdo dos dados genémicos.
4.11. Identificacdo de alelos favoraveis

Alelos favoraveis foram identificados para cada um dos QTNs que
mostraram repetibilidade, isto €, os alelos associados a reducéo da severidade da
doenca. Seguido de uma andlise para saber se 0 acumulo desses alelos refletiu na
reducdo da severidade dos genotipos. Os resultados mostraram uma gradual
diminuicdo nas variaveis de resisténcia NF e AACPD em folhas de feijao-comum

de acordo com o numero de alelos favoraveis presentes nos genétipos.
4.12 Pesquisa por genes candidatos

Foi realizada uma busca por genes no genoma em torno de cada QTN

identificado. Usando a notagéo GO, no site Phytozome v10.3. O raio de busca foi
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de 294 kbp, determinado de acordo com o decaimento do desequilibrio de ligacao
corrigido para a estrutura populacional e parentesco (r2s). Os genes foram
agrupados por mecanismos de defesas gerados por processos fisioldégicos que

induzem a formacéao de proteinas de sinalizacao de resisténcia.
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5. RESULTADOS

5.1. Resisténcia ao Crestamento Bacteriano Comum em folhas de feijao

Os valores de deviance, cujos resultados demonstram a existéncia de diferenca
significativa pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade para as caracteristicas
Nota Final, Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca e Lesdo de Vagem,
indicando a existéncia de variabilidade genética entre os genotipos avaliados, o que

possibilita 0 sucesso na selecéo de gendtipos superiores (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de deviance para as variaveis de resisténcia NF, AACPD em
folhas de feijao inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em duas
épocas distintas e para variavel de resisténcia LV em vagens de feijdo em uma
época. UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2024

NF AACPD LV
Efeito Deviance LRT (X?) Deviance LRT (X?) Deviance LRT (X?)
Gendétipos 177,240 34,190** 3650,610 83,540** 190,300 206,930**
Modelo completo 211,430 3734,150 397,230

NF- Nota Final; AACPD- Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca; LV- Les&o de
Vagem.

** significativo a 5% de probabilidade pelo teste Qui-quadrado. LRT(x? ): teste de razdo de
verossimilhanca.

Foi observado para a variancia fenotipica total, uma contribuicéo de 46,32%
da variancia genética para a Nota Final, 44,42% para a Area Abaixo da Curva de

Progresso da Doenca e 35,67% para a Lesao de Vagem. A variancia ambiental de
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0,28, 13,05 demonstraram altos valores para as varidveis NF, AACPD,
respectivamente (Tabela 5). A variancia ambiental foi maior em relacéo a Vg para
lesdo de vagem (Tabela 6).

Os valores de herdabilidade no sentido amplo apresentaram valores de
magnitude média. A nota final, area abaixo da curva de progresso da doenca e
lesdo de vagem tiveram as respectivas herdabilidades 0,46, 0,44 e 0,36. A
herdabilidade na média de gendtipos foi de 0,80 para nota final, 0,75 para area
abaixo da curva de progresso de doenca e 0,87 para lesdo em vagens, além de
acuracia seletiva dos genotipos de 0,89, 0,87 e 0,93 (Tabela 5 e 6).

Esse valor aliado ao coeficiente de determinacdo dos efeitos da interacao
genotipo x ambiente (Vint) 13% para nota final e 21% para a area abaixo da curva
de progresso da doenca. O rgloc correlacdo genotipica entre o desempenho entre
os dois experimentos foi de 77% e 67% para nota final e area abaixo da curva de
progresso da doenca, respectivamente (Tabela 5 e 6).

Tabela 5. Estimativas dos parametros genéticos via procedimento REML/BLUP,
para as variaveis de resisténcia NF, AACPD em folhas de feijao em duas épocas,
inoculadas com Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, na concentracdo de
107ufc/mL?, pelo método de inoculagdo com auxilio de tesoura. UENF, Campos dos
Goytacazes — RJ, 2024.

Variaveis
Parametros genéticos NF AACPD
Vg 0,318860 16,961017
Vint 0,090499 8,164510
Ve 0,278983 13,054553
Vf 0,688342 38,180080
h2g 0,463230 0,444237
c2int 0,131474 0,213842
h2mc 0,799184 0,748002
Acclon 0,893971 0,864871
rgloc 0,778926 0,675051
Média geral 4,121618 40,163174

Vg: variancia genotipica. Vint: varidncia da interac@o genotipo x ambiente. Ve: variancia residual.
Vf: varidncia fenotipica individual. h2g = h2: herdabilidade de parcelas individuais no sentido amplo,
ou seja, dos efeitos genotipicos totais. c2int = c2: coeficiente de determinagdo dos efeitos da
interagcdo gendtipo x ambiente. h2mc: herdabilidade da média de genétipo, assumindo sobrevivéncia
completa. Acclon: acuracia da sele¢cdo de gendtipos, assumindo sobrevivéncia completa. rgloc:
correlagdo genotipica entre o desempenho nos varios ambientes. Média geral do experimento.
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Tabela 6. Estimativas dos pardmetros genéticos via procedimento REML/BLUP,
para a variavel de resisténcia lesdo de vagem - LV em vagens de feijao, inoculadas
com col6nias de Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, pelo método de inoculagéo
com auxilio de agulha entomolégica. UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2024

Parametros Genéticos Variavel
LV
Vg 0,191193
ve 0,344831
Vi 0,536023
h2g 0,356687
h2me 0,869340
Acclon 0,932384
CVgi% 13,093578
CVe% 17584328
CVI% 74.461634
Média geral 3,330467

Vg: variancia genotipica. Ve: variancia residual. Vf: variancia fenotipica individual. h2g = h2:
herdabilidade de parcelas individuais no sentido amplo, ou seja, dos efeitos genotipicos totais. h2mc:
herdabilidade da média de gendtipo, assumindo auséncia de perda de parcelas. Acclon: acuracia
da selecdo de gendtipos, assumindo auséncia de perda de parcelas. CVgi%: coeficiente de variacao
genotipica. CVe%: coeficiente de variacdo residual. CVr%: coeficiente de variacdo relativa. Média
geral do experimento.

As médias avaliadas para NF, AACPD e LV foram classificadas conforme
Pastor Corrales et al. (1981), o grau de resisténcia com base na AACPD foi
estratificado em quatro grupos demonstrando uma amplitude de 23,72 a 46,30
(Tabela 7). Foram identificados que 64,56% dos genoétipos séo altamente
suscetiveis, 33,07% dos gendtipos suscetiveis, 1,57% dos gendtipos foram
considerados moderadamente resistentes e apenas 0,78% dos gendétipos foi
classificado como resistente para variavel NF, ou seja, apenas o gendétipo GEN203.
Para grau de resisténcia com base na AACPD foi observado que 33,07% dos
gendtipos foram altamente suscetiveis, 48,03% suscetiveis, 14,96%
moderadamente resistentes e 3,14% dos gendtipos foram considerados
resistentes, o GEN21, GEN151, GEN184, GEN204, e apenas um genétipo foi
considerado altamente resistente o GEN203 correspondendo a 0,78%. Para a
variavel lesdo de vagem foi identificado 5,51% dos genaétipos altamente suscetiveis,
77,16% dos gendtipos foram suscetiveis e 17,32% dos gendtipos foram

considerados moderadamente resistentes.
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Tabela 7. Médias ajustadas via procedimento REML/BLUP, para as variaveis de
resisténcia NF, AACPD e LV. UENF, Campos dos Goytacazes — RJ, 2024

Cdédigo NF  Resisténcia AACPD Resisténcia LV  Resisténcia
GEN12 3,6959 S 37,957 AS 3,5698 S
GEN13 4,2221 AS 40,069 S 3,717 S
GEN20 4,0244 AS 40,509 S 3,444 S
GEN21 3,2439 S 30,798 R 2,9284 MR
GEN23 3,7247 S 36,909 MR 2,9427 MR
GEN24 3,6744 S 34,351 MR 2,6314 MR
GEN25 4,7657 AS 41,98 AS 3,0214 S
GEN27 4,4325 AS 44,758 AS 3,2358 S
GEN28 4,0244 AS 40,976 S 3,7781 S
GEN29 4,2221 AS 39,069 S 3,1342 S
GEN31 3,7247 S 37,47 S 3,5596 S
GEN33 4,5897 AS 40,443 S 3,5772 S
GEN34 4,2221 AS 41,279 S 3,3989 S
GEN35 4,6238 AS 41,537 S 3,1607 S
GEN36 4,4534 AS 40,363 S 3,5835 S
GEN37 4,3241 AS 42,986 AS 3,231 S
GEN38 4,2428 AS 39,817 S 3,3366 S
GEN39 4,2242 AS 41,537 S 3,1089 S
GEN40 3,2439 S 35,5 MR 3,1422 S
GEN41 3,9064 S 41,907 AS 2,5933 MR
GEN42 3,644 S 40,867 S 3,1695 S
GEN43 4,2567 AS 42,981 AS 3,3005 S
GEN46 3,6986 S 39,761 S 3,7308 S
GEN47 3,7881 S 37,483 S 2,9209 MR
GEN48 4,5551 AS 43,527 AS 3,48 S
GEN51 4,0244 AS 40,696 S 4,1141 AS
GEN52 4,2823 AS 41,374 S 3,748 S
GEN55 4,4701 AS 42,106 AS 2,8441 MR
GEN56 4,6238 AS 42,098 AS 3,4476 S
GEN58 4,4701 AS 44,554 AS 2,6592 MR
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Cadigo NF  Resisténcia AACPD Resisténcia LV  Resisténcia
GEN61 14,1243 AS 40,602 S 3,9762 S
GEN62 4,3792 AS 40,859 S 3,3798 S
GEN63 3,8891 S 39,216 S 3,0631 S
GEN64 4,0154 AS 38,752 S 3,2566 S
GEN66 4,6285 AS 42,548 AS 3,7075 S
GEN67 4,2221 AS 39,468 S 3,1356 S
GEN68 3,5249 S 36,722 MR 3,8957 S
GEN69 4,0116 AS 39,346 S 3,3682 S
GEN70 3,4023 S 34,197 MR 3,3274 S
GEN72 4,2428 AS 42,344 AS 3,5065 S
GEN73 4,0154 AS 41,245 S 3,3329 S
GEN74 4,7237 AS 42,519 AS 3,006 S
GEN75 4,5897 AS 43,199 AS 3,6244 S
GEN77 3,7881 S 36,906 MR 2,7395 MR
GEN78 3,8246 S 38,919 S 3,0755 S
GEN82 3,5607 S 37,098 MR 3,1598 S
GEN84 4,3446 AS 41,43 S 3,5417 S
GEN85 3,9465 S 40,203 S 3,0784 S
GEN88 4,1341 AS 41,783 S 2,9652 MR
GEN89 4,3446 AS 41,477 S 3,3338 S
GEN9O 4,3792 AS 41,342 S 3,4638 S
GEN91 4,1243 AS 39,527 S 3,067 S
GEN92 3,9245 S 40,462 S 3,5837 S
GEN94 4,8236 AS 46,306 AS 3,5874 S
GEN95 4,7237 AS 44,389 AS 2,6175 MR
GEN98 3,8012 S 39,409 S 4,1726 AS
GEN99 4,2567 AS 40,397 S 3,2707 S
GEN100 4,424 AS 43,781 AS 3,0443 S
GEN101 4,5551 AS 44,502 AS 3,0172 S
GEN102 4,4768 AS 43,146 AS 3,8855 S
GEN104 4,8236 AS 44,155 AS 3,4767 S
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Cdédigo NF  Resisténcia AACPD Resisténcia LV  Resisténcia
GEN107 4,6238 AS 40,976 S 3,873 S
GEN109 4,5596 AS 44,044 AS 3,274 S
GEN112 3,9245 S 40,275 S 4,0835 AS
GEN114 4,1169 AS 38,26 S 2,473 MR
GEN115 4,424 AS 40,322 S 3,5079 S
GEN118 4,7694 AS 45,873 AS 3,8999 S
GEN119 4,7237 AS 42,051 AS 3,6753 S
GEN120 4,8236 AS 44,81 AS 3,9595 S
GEN122 4,6776 AS 43,493 AS 3,1272 S
GEN123 2,6258 MR 33,122 MR 3,7391 S
GEN125 4,8001 AS 45,086 AS 4,0011 AS
GEN126 4,424 AS 42,659 AS 3,1622 S
GEN127 4,0154 AS 40,463 S 2,8987 MR
GEN128 3,7881 S 38,922 S 3,4291 S
GEN131 4,4701 AS 43,058 AS 3,4449 S
GEN132 4,5596 AS 44,339 AS 3,4322 S
GEN136 4,2242 AS 41,35 S 3,2598 S
GEN138 4,3241 AS 41,21 S 3,0878 S
GEN139 4,0116 AS 40,518 S 3,6522 S
GEN140 4,5551 AS 41,317 S 3,5124 S
GEN141 4,3241 AS 41,21 S 3,4424 S
GEN144 4,6776 AS 42,8 AS 3,2356 S
GEN148 3,9237 S 39,548 S 2,5326 MR
GEN149 4,4701 AS 41,381 S 3,0364 S
GEN150 3,5907 S 40,014 S 3,7244 S
GEN151 3,2439 S 32,588 R 2,7044 MR
GEN153 4,1243 AS 41,023 S 3,3297 S
GEN154 4,5239 AS 43,828 AS 2,7876 MR
GEN155 4,6238 AS 43,781 AS 3,3092 S
GEN156 4,8001 AS 43,599 AS 3,1262 S
GEN157 4,2394 AS 40,706 S 3,4208 S
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Cdédigo NF  Resisténcia AACPD Resisténcia LV  Resisténcia
GEN160 4,2567 AS 42,985 AS 3,7963 S
GEN161 4,8001 AS 44,057 AS 3,191 S
GEN163 4,6776 AS 42,649 AS 2,7596 MR
GEN169 4,6776 AS 45,477 AS 2,9721 MR
GEN170 4,4701 AS 42,707 AS 3,2477 S
GEN171 3,9245 S 34,758 MR 3,6022 S
GEN172 4,3241 AS 42,332 AS 4,2937 AS
GEN174 4,1169 AS 41,508 S 2,7748 MR
GEN175 3,9245 S 40,088 S 3,5703 S
GEN183 4,2221 AS 40,014 S 2,5018 MR
GEN184 2,9075 MR 31,226 R 2,9303 MR
GEN193 3,5907 S 38,665 S 3,5755 S
GEN197 3,5907 S 38,447 S 3,5384 S
GEN198 3,5849 S 37,126 MR 3,3282 S
GEN199 3,8012 S 38,623 S 3,4937 S
GEN200 3,6986 S 37,937 S 3,1887 S
GEN203 1,9265 R 23,725 AR 3,4877 S
GEN204 3,2231 S 32,039 R 3,3489 S
GEN205 3,9018 S 39,155 S 3,3885 S
GEN206 3,5249 S 34,478 MR 3,6861 S
GEN207 4,4701 AS 41,177 S 3,2175 S
GEN208 3,425 S 34,899 MR 3,7743 S
GEN209 3,5907 S 32,963 MR 3,1885 S
GEN210 3,6959 S 36,865 MR 3,0792 S
GEN211 3,6786 S 36,821 MR 2,7581 MR
GEN213 4,0116 AS 37,224 MR 2,97 MR
GEN215 4,5596 AS 42,14 AS 3,3382 S
GEN217 3,857 S 38,843 S 3,0505 S
GEN218 4,5239 AS 42,799 AS 3,1394 S
GEN219 3,2439 S 33,948 MR 3,7708 S
GEN220 3,5734 S 36,751 MR 4,09 AS
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Tabela 7. Cont.

Cdédigo NF  Resisténcia AACPD Resisténcia LV  Resisténcia

GEN225 4,5239 AS 40,742 S 3,2309 S
GEN227 4,6285 AS 41,755 S 4,0513 AS
GEN228 3,3251 S 36,348 MR 3,5497 S
ALESSA 4,7869 AS 44,916 AS 3,9165 S

R- Resistente; MR- Modergdamente Resistente; S- Suscetivel; AS- Altamente Suscetivel.
NF- Nota Final; AACPD- Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca; LV- Lesdo de
Vagem.

5.1.1. Andlise de componentes principais - PCA

A soma da PC1 mais PC2 explicaram 96,6% da variacao total. O vetor de
AACPD foi correlacionado com o vetor de nota final. Cada variavel (NF, AACPD,
LV) formou um vetor, representada por setas na cor azul. A analise de PCA esta
dividida em quatro quadrantes (Figura 6 e 7).

No primeiro quadrante foram posicionados os genétipos que tiveram a maior
AACPD, NF e LV. No segundo quadrante, ficaram os genotipos de baixa AACPD e
NF e valores altos para LV. Observa-se o genotipo GEN203 isoladamente, o qual
apresentou a menor AACPD e NF. No terceiro quadrante sao classificados os
genotipos com menor AACPD e NF e LV. Os genotipos GEN151, GEN24, GEN21,
GEN184, GEN114 e GEN148, se destacaram para as trés variaveis. No quarto
guadrante ficaram dispostos os genotipos com alto valores de AACPD, NF e baixa
LV. Com destaque para os genotipos com menor AACPD e NF, GEN95, GEN58,
GEN163, GEN154 e GEN55.

Houve formacao discreta de grupo de linhagens do IAPAR no segundo
quadrante: GEN203, GEN219, GEN208, GEN206, GEN228, GEN204, GEN198,
GEN205, GEN199, GEN197, GEN193, GEN220, GEN209, GEN200, GEN210,
GEN211, GEN213 e GEN217.

Com relacao a variavel lesdo de vagem, foi observado que os gendétipos mais
bem ranqueados nos quadrantes trés e quatro, séo representados pelos gendtipos
GEN114 tipo carioca da UFV, GEN183 tipo preto do CIAT, GEN148 tipo carioca do
CIAT, GENA41 tipo preto da FT sementes e o GEN95 tipo preto do IAPAR.
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Severidade

Dim2 (33.3%)

Dim1 (63.6%)

Figura 6. Andlise de componentes principais referente a variaveis de resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum NF, AACPD, LV, correlacionadas para cor de

semente.
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Figura 7. Andlise de componentes principais referente a variaveis de resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum NF, AACPD, LV, correlacionadas para instituicao

de desenvolvimento do gendtipo.
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5.2. Genotipagem, estrutura populacional e decaimento do desequilibrio de
ligacéo
Foram utilizados 25.011 SNPs para andlise de GWAS em 126 genotipos
fenotipados para o Crestamento Bacteriano Comum (Figura 8). Entre os 11

cromossomos do feijdo sequenciados, 0 cromossomo 8 apresentou um maior

namero de SNPs com 63Mb e uma densidade maior que 217 pb(Figura 8).

The number of SNPs within 1Mb window size
OMb 7Mb 14Mb 21Mb 28Mb 35Mb 42Mb 49Mb 56Mb 63Mb
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Figura 8. Distribuicdo de densidade de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
identificados por genotipagem por sequenciamento (GBS) ao longo do genoma do
feijdo-comum em um tamanho de janela de 1 Mb. UENF, Campos dos Goytacazes
-RJ, 2024.

Andlise da estrutura populacional indicou a formacao de dois grandes grupos

(Tabela 8 e Figura 10), constado como o maior Delta K (Figura 9).
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Tabela 8. Andlise Bayesiana de agrupamento populacional com base no método
de DK. O valor em negrito de Delta K indica o niumero mais provavel de clusters (K
= 2). UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024

Média da Desvio- Derivada Derivada
K Repeticao Delta K
verossimilhanga (K) padréao (K) primeira (K) segunda (K)
1 1" -3074291,25 188,140136 — — —
2 10 -2783109,27 751,470045  291181,9845 155172,645 206,49212
3 10 -2647099,93 20114,3651 136009,34 1404504,26  69,825931
4 10 -3915594,85 4273899,53  -1268494,92 1673838,45  0,391642
5 10 -3510251,32 2631076,71 405343,53 4252023,34  1,616077
6 10 -7356931,13 11403048,7  -3846679,81 2317710,78  0,203254
7 10 -8885900,16 8503730,49  -1528969,03 150035876 17,643536
8 10 -160450745 270691865 -151564845 55295004,3  0,204273
9 10 -256720586 234941411 -96269840,9 64204466,4  0,273279
10 10 -288785961 220487073 -32065374,5 — —
DeltaK = mean(|L""(K)|) / sd(L(K))
200t 1&
\\"
\'\
“\
1500 \
\'.
\
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T 100f
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Figura 9. Valor estimado de Delta K para dez execucdes de replicagcdo de cada
uma, de K1 a K10. O grafico Delta K determinou o valor maximo em K = 2. UENF,
Campos dos Goytacazes —RJ, 2024.
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Figura 10. Analise da estrutura populacional utilizando 126 gendtipos de Phaseolus
vulgaris L. com K = 2: (1) formado preferencialmente por genoétipos do grupo

comercial
por Bonferroni, ndo apresentou significancia utilizando os métodos GLM e MLM.

preferencialmente por genétipos do grupo comercial do feijdo-preto, identificado na

cor verde. UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024.

5.3. Resultado GWAS método single-locus
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G LM P-Values by Chromosome for AACPD_2 Expected -Log10(P-Value) vs. -Log 10(P-Value)
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Figura 11. Graficos de Manhattan plots com os métodos single-locus GLM e MLM,
para determinar os QTNs associados aos parametros de resisténcia NF e AACPD.
A coluna X representa 0os cromossomos, € a coluna Y representa o -log10 (p-value).
guantil-quantil (Q-Q plots) com os métodos single-locus GLM e MLM para
determinar os QTNs associados aos parametros de resisténcia NF e AACPD.
UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024.

5.4. Resultado GWAS método multi-locus

Utilizando abordagens multi-locos, foi possivel identificar QTNs associados a
resisténcia quantitativa ao CBC em folhas de feijao. A analise de gréaficos de
Manhattan plot e QQplot (Figura 12) revelou uma clara associacdo entre as
caracteristicas fenotipicas alvo e os QTNs identificados, evidenciando consisténcia
nos resultados em todas as variaveis estudadas e em ambos 0s experimentos
conduzidos. Contudo, apenas 0os QTNs detectados por mais de um método foram
considerados confiaveis para inclusdo neste estudo, resultando na selecdo dos
métodos FASTmrMLM, ISIS-EM-BLASSO, mrMLM e pLARmMEB como os mais
relevantes (Tabela 9). No total, 11 QTNs foram identificados: oito associados a
variavel AACPD, com cinco QTNs identificados no primeiro experimento e trés no
segundo; e trés QTNs associados a variavel NF, com um QTN encontrado no
primeiro experimento e dois no segundo. A andlise detalhada permitiu a localizacao
cromossOmica desses QTNs e a sua posi¢cado especifica no genoma, facilitando a

posterior identificacdo dos genes envolvidos e suas possiveis fungdes (Tabela 9).
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Figura 12. Gréficos de Manhattan plot com os métodos multi-locus FASTmrMLM,
ISIS-EM-BLASSO, mrMLM e pLARmMEB. A coluna X representa 0s cromossomos,
e a coluna Y representa o -log10(p-value). Graficos de quantil-quantil (Q-Q plots)
com os meétodos multi-locus FASTmrMLM, ISIS-EM-BLASSO, mrMLM e
pLARMEB. UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024.



Tabela 9. Nucleotideos de caracteristicas quantitativas (QTNs) associados a resisténcia ao Crestamento Bacteriano Comum em folhas
de feijdo, que foram detectados pelo menos duas vezes usando métodos diferentes e/ou em ambientes diferentes. UENF, Campos dos

Goytacazes —RJ, 2024

Trait SNP Chr Position (pb) QTN effect?® LOD score® PVE (%) © MAF? Gen Env® Methf

AACPD S02_339452 2 339452 0,8654~1,0278 3,7252~3,7961 2,7884~3,9326 0,264 A 124
S03 49566239 3 49566239 1,374~1,4615 4,002~5,0828 5,4309~6,1444 0,184 A 11,2
S05 11203900 5 11203900 -2,6355~-1,4829  3,2128~4,5593 3,3814~10,1396 0,0894 A 1 34
S05 180803 5 180803 -1,2752~-1,2519  3,6235~5,1321 7,4949~7,7769 0,48 G 11,24
S09 7645146 9 7645146 1,7308~1,7453 3,2722~4,4894 5,3483~5,4382 0,104 T 1124
S01_43414676 1 43414676 1,9476~2,2828 4,1965~5,5303 8,0795~11,1004 0,252 G 2 23
S01_50735044 1 50735044 2,4315~3,7912 3,2143~4,4643 4,8664~11,8311 0,0813 T 2124
S07_29142414 7 29142414 1,4385~1,938 3,9045~4,0042 5,6523~10,2589 0,4228 A 2 23

NF S08 1771253 8 1771253 0,4678~0,6235 3,0799~4,2681 3,0973~9,7569 0,0244 C 11,23
S09 14077754 9 14077754 0,2292~0,2972 4,2979~5,2129 7,1042~11,3807 0,2846 C 2 34
S11_50935764 11 50935764 -0,3523~-0,2451 4,457~5,6675 7,3492~14,4641 0,2439 G 2 34

2Quantitative trait nucleotide effect; PLOD value, the significant threshold for transformed P-value; °PVE (%):

pLARMEB.

phenotypic variation
explained; 9Minor allele Frequency; ®Environment: 1-summer, 2-winter; ‘Methods: 1-FASTmrMLM, 2-I1SIS-EM-BLASSO, 3-mrMLM, 4-

9%
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O diagrama de Venn (Figura 13) agrupou os métodos para identificacdo dos
QTNs, demonstrando que os métodos ISIS-EM-BLASSO corresponderam a oito
QTNs, seguidos por pLARMEB com sete QTNs, mrMLM com seis QTNs e
FASTmrMLM com cinco QTNs. No entanto, nenhum QTNs foi associado a todas

as abordagens.

2-1SIS-EM-BLASSO

1-FASTmrMLM

3-mrMLM S03 49566239

S05_180803
S09_7645146
S01_50735044

S08_1771253

S07_29142414)
301_434146?¢

S05_11203900
S09_14077754
11_50935764

Figura 123. Diagrama de Venn-Euler com os métodos multi-locus para
identificacdo dos QTNs em Phaseolus vulgaris L. inoculados com Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli UENF, Campos dos Goytacazes —RJ, 2024.

5.5. Alelos favoraveis

Os alelos favoraveis foram identificados para cada um dos QTNs que mostrou
repetibilidade para menor incidéncia da doenca. Os resultados do box-plot
mostraram uma redugdo gradual para todas as variaveis em ambos o0s

experimentos (Figura 14).
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Figura 14. Acumulo de alelos favoraveis em relacdo as medias para cada uma das
duas variaveis em duas épocas, para resisténcia em folha ao Crestamento
Bacteriano Comum presentes no painel de feijdo-comum. UENF, Campos dos
Goytacazes —RJ, 2024.

5.6. Identificacdo de genes candidatos

De acordo com o valor do decaimento do desequilibrio de ligacéo de 296,54
KB, foi possivel determinar a posi¢cdo upstream e downstream, para a identificacao
e a posicao dos genes candidatos. Com isso, foi observado 48 genes candidatos
relacionados diretamente com a resisténcia ou aos processos fisioldgicos da planta
gue levam a conferir a estimulos para resisténcia ao Crestamento Bacteriano na
folha de feijao, desses, 14 genes sao referentes a variavel AACPD e 34 genes estéo

relacionados a variavel NF (Tabela 10).
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Tabela 10. Anotacdo funcional dos 48 genes favoraveis proximos aos QTNs de
acordo com o decaimento do desequilibrio de ligacdo, associados a resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum em folhas de feijdo. UENF, Campos dos
Goytacazes — RJ, 2024

Genes Candidatos Tratamento Posicdo Chr Anotagao Funcional

Phvul.001G175900  AACPD 43414676 1

Protein tyrosine kinase activity/serine/threonine
Phvul.001G176800  AACPD 43414676 1
protein kinase

Phvul.001G178400 AACPD 43414676 1 Protein kinase activity/protein tyrosine kinase activity

Protein  tyrosine/serine/threonine  phosphatase
Phvul.001G255800 AACPD 50735044 1

activity
Phvul.002G002000  AACPD 339452 2 Jasmonate zim domain-containing protein
Phvul.002G002200  AACPD 339452 2 Serine/threonine kinase

Phvul.002G002600  AACPD 339452 2

Phvul.003G255801  AACPD 49566239 3 Jasmonate o-methyltransferase
Phvul.003G255900 AACPD 49566239 3 Jasmonate o-methyltransferase
Phvul.003G256100  AACPD 49566239 3 Jasmonate o-methyltransferase
Phvul.003G256300 AACPD 49566239 3 Jasmonate o-methyltransferase
Phvul.007G172900  AACPD 29142414 7 Tpl-binding domain in jasmonate signalling
Phvul.007G174200 AACPD 29142414 7 Serine/threonine-protein kinase nek
Phvul.007G174700  AACPD 29142414 7 Protein serine/threonine phosphatase activity
Phvul.008G018200 NF 1771253 8 Protein serine/threonine phosphatase activity
Phvul.008G019200  NF 1771253 8
Phvul.008G021001  NF 1771253 8
Phvul.008G021800  NF 1771253 8
Phvul.008G022300  NF 1771253 8

Phvul.008G022400  NF 1771253 8

Protein  phosphatase/protein  serine/threonine

Phvul.009G085400  NF 14077754

Phosphatase activity
Phvul.009G085500  NF 14077754 9

Protein  phosphatase/protein  serine/threonine
Phvul.009G086400  NF 14077754

phosphatase activity

Phvul.009G087500 NF 14077754 9 Interacting serine/threonine-protein kinase




Tabela 10. Cont.

Genes Candidatos Tratamento Posigdo Chr Anotagao Funcional

Phvul.011G192900  NF 50935764 11

Phvul.011G193100  NF 50935764 11

Phvul.011G193800  NF 50935764 11

Phvul.011G193966  NF 50935764 11

Phvul.011G194800  NF 50935764 11

Phvul.011G195000  NF 50935764 11

Phvul.011G195200  NF 50935764 11

Phvul.011G195300  NF 50935764 11

Phvul.011G195400  NF 50935764 11

Phvul.011G195500  NF 50935764 11

Phvul.011G195600  NF 50935764 11

Phvul.011G195751  NF 50935764 11

Phvul.011G193200  NF 50935764 11 Protein tyrosine kinase activity
Phvul.011G193400  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity
Phvul.011G193900  NF 50935764 11

Phvul.011G194100  NF 50935764 11

Phvul.011G194200  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity
Phvul.011G194300  NF 50935764 11 _
Phvul.011G194401  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity
Phvul.011G194600  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity
Phvul.011G194700  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity
Phvul.011G196200  NF 50935764 11 Protein serine/threonine kinase activity

Protein tyrosine kinase activity/serine/threonine
Phvul.011G197500  NF 50935764 11
protein kinase

Phvul.011G197700  NF 50935764 11 Serine/threonine protein kinase
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6. DISCUSSAO

6.1. Par&dmetros genéticos para resisténcia ao Crestamento Bacteriano

Comum

Foi observado uma alta variabilidade genética para as variaveis de resisténcia
ao CBC, pelos parametros genéticos de variancia genotipica, implicando em
descriminar com precisdo 0s genotipos, sendo possivel realizar a selecdo de
genotipos superiores para severidade da doenca. Sendo a variavel Area Abaixo da
Curva de Progresso da Doenca mais indicada para selecao.

A variabilidade observada nos fendtipos de um organismo é resultado da
combinacdo de diversos fatores, tanto genéticos quanto ambientais. Essa
variabilidade total, conhecida como variancia fenotipica, que € a combinacao entre
a variancia genotipica, que se refere a parte da variabilidade que € atribuida as
diferencas genéticas entre os individuos, ou seja, 0 quanto 0os genes contribuem
para a expressao do fendtipo, e a variancia ambiental que se refere a parte da
variabilidade que € atribuida a fatores externos ao organismo, como clima, solo,
manejo e outros aspectos do ambiente. No experimento em questdo, a maior parte
da variancia fenotipica observada nas variaveis NF, AACPD e LV foi atribuida ao
ambiente, o que significa que as condicdes externas tiveram um impacto maior na
expressdo dessas caracteristicas do que as diferencas genéticas entre os
individuos. Especificamente, a variavel lesdo de vagem foi a mais influenciada pelo
ambiente, demonstrando que a severidade da doenca foi altamente dependente

das condi¢bes em que as plantas se desenvolveram. As altas temperaturas foram
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um fator limitante na avaliagdo da variavel lesdo de vagem, ocasionando em
abortamento das flores no primeiro experimento, portanto, sendo possivel apenas
a avaliacdo no segundo experimento.

Caracteres quantitativos sao geralmente controlados por varios genes e
fortemente influenciados pelo ambiente (Falconer, 1993). Moreto (2008), também
destaca a complexidade da estimativa dos parametros genéticos e fenotipicos, pois
diversos fatores além da variancia genética podem interferir nas medidas, como a
unidade de avaliacdo, a precisdo experimental, o nUmero de plantas e a interacédo
gendtipo x ambiente. Portanto, o experimento demonstra que as caracteristicas
relacionadas a severidade da doenca em questdo sao altamente influenciadas
pelas condigcbes ambientais. Essa influéncia deve ser considerada no estudo e
manejo da doenca, além da selecdo de genaotipos mais resistentes.

Uma boa herdabilidade no sentido amplo e a acuracia seletiva, indicam
potencial para selecdo de gendtipos superiores. Segundo Resende (2002), a
acuracia seletiva € um indicador crucial na selecdo de genotipos para
melhoramento genético. Ela avalia a confiabilidade com que os gendtipos séo
ordenados de acordo com seus valores genéticos verdadeiros, fornecendo
informacdes sobre precisdo das inferéncias das médias genotipicas, o correto
ordenamento dos gendtipos para selecdo e eficacia da inferéncia sobre o valor
genotipico. A herdabilidade no sentido amplo, estimada neste trabalho, indica que
as variaveis de resisténcia ao CBC, obtiveram valores de magnitude média (entre
0,15 e 0,50) segundo a classificacdo de Resende (2002), mesmo sendo observado
um coeficiente de herdabilidade no sentido amplo de magnitude média, ainda
existem boas possibilidades de selecao, pois, a estimativa de herdabilidade média
foram consideradas altas, assim como a acurécia seletivas também foram altas.
Isso significa que a variabilidade observada nos caracteres é explicada em parte
por diferencas genéticas entre os individuos, o que é um fator importante para o
sucesso do melhoramento genético. Os resultados, obtidos neste trabalho,
sugerem que a selecdo de individuos com caracteristicas desejaveis para esses
caracteres pode ser eficaz na obtencéo de linhagens superiores para resisténcia
ao CBC.

A variancia da interacdo genotipo x ambiente (Vint) aliado ao coeficiente de
determinacdo dos efeitos da interacdo genotipo x ambiente (c2int) 13% para nota

final e 21% para a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca, informa o quanto
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da variancia fenotipica foi explicada pela interacdo GxA, indicando que a interacéo
do tipo complexa nao foi predominante neste experimento. Pelo rgloc correlagéo
genotipica entre o desempenho entre os dois experimentos foi de 77% e 67% para
nota final e Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca respectivamente. Os
dados de interacao gendtipo x ambiente mostram que houve uma boa concordancia
entre as duas épocas de experimento. Os resultados da Vint, c2int e rgloc indicam
gue ainteracdo gendtipo x ambiente ndo foi um fator determinante no desempenho
dos gendtipos. Houve boa concordancia entre os resultados dos dois experimentos,
indicando que os gendtipos resistentes identificados em um experimento também
apresentaram boa performance no outro.

Outro parametro importante como estratégia de selecao para melhoramento
€ o coeficiente de variagao relativa (CVr), que representa a razao entre o (CVgi) e
0 (CVe). Segundo Vencovsky (1987), quando o indice esta proximo ou acima de 1,
pode-se interpretar que existem oOtimas condicdes para selecdo de uma
caracteristica especifica. No entanto, o CVr, obtido neste trabalho, foi de 74,46%
para variavel lesdo de vagem, sendo considerada mediana.

As estimativas do coeficiente de variacdo experimental (CVe) demonstrou
um valor consideravelmente baixo para a variavel lesdo de vagem e validaram boas
condicdes e precisdo na conducao do experimento.

O coeficiente de variacdo genotipica (CVgi%) € o coeficiente que quantifica
e confirma a disponibilidade da variabilidade genética, mostra que ha variabilidade
na populacdo. A existéncia dessa variabilidade € fundamental para selecdo dos
gendtipos superiores resistentes ao CBC. No entanto, os resultados para lesdo de
vagem foram de 13,09%, mostrando uma baixa variabilidade entre os genotipos.

Os parametros genéticos tais como a herdabilidade, acuracia seletiva,
variancia fenotipica e variancia genotipica, sao altamente especificos para cada
variavel, populacdo e ambiente. Isso significa que eles podem ser facilmente
alterados por diversos fatores, como o tamanho da amostra, o0 numero de
repeticdes, a densidade da populacdo e os métodos de estimacgéao utilizados. Como
resultado, comparar parametros genéticos de diferentes estudos pode se tornar
incoerente na maioria das vezes, pois as condicbes em que os estudos foram
realizados podem ser muito diferentes (Pesek e Baker, 1971; Vencovsky e Barriga,
1992).
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6.2. Andlise de componentes principais — PCA

Para a andlise de PCA, ndo foi possivel identificar a formag¢do de grupos
para nenhuma variavel (cor de semente e instituicdo) em relacdo as variaveis de
resisténcia. A soma da PC1 mais PC2 explicam 96,6% da variagdo total. A andlise
de PCA esta dividida em quatro quadrantes. No primeiro quadrante, foi possivel
identificar muitos gendtipos suscetiveis ao CBC em folhas. No segundo quadrante,
observa-se em destaque o gendtipo GEN203, que apresentou a menor AACPD e
NF, sendo esta uma linhagem do IAPAR. E possivel afirmar que devido ao longo
processo de melhoramento em que as linhagens do IAPAR estdo sendo
desenvolvidas, é notavel que as linhagens dos quadrantes dois e trés: GEN203,
GEN219, GEN208, GEN206, GEN228, GEN204, GEN198, GEN205, GEN199,
GEN197, GEN193, GEN220, GEN209, GEN200, GEN210, GEN211, GEN213 e
GEN217, estado indiretamente sendo selecionadas como genotipos mais resistentes
ao Crestamento Bacteriano Comum. Foi observado moderada resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum em folhas para o0 GEN123, que é uma linhagem
tipo creme do CIAT.

O GEN184 linhagem tipo preto do CIAT, para moderada resisténcia em
folnas e em vagens, mostrado duplo propésito. Os genes responsaveis pela
resisténcia ao CBC em folhas e em vagens no feijao ndo tem efeito pleiotrépico,
portanto, a determinacdo de gendtipos com resisténcia a ambas as variaveis é
importante para a incorporacdo em programas de melhoramento genético visando
a resisténcia ao CBC na cultura do feijoeiro.

Com relacdo a variavel lesdo de vagem, foi observado os gendtipos mais
bem ranqueados nos quadrantes trés e quatro, representado pelos genotipos
GEN114 tipo carioca da UFV, GEN183 tipo preto do CIAT, GEN148 tipo carioca do
CIAT, GENA41 tipo preto da FT sementes e 0 GEN95 tipo preto do IAPAR.

6.3. Estrutura populacional

A andlise de estrutura de populacéo, apontam a formacéo de dois grandes
grupos com base nos SNPs, sendo composto predominantemente por gendtipos
do grupo comercial feijdo-carioca e outro composto por gendtipos do grupo de

feijao-preto.
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6.4. GWAS

Neste estudo, foi possivel identificar 11 QTNs associados a CBC em folhas
de P. vulgaris. Contudo, a aplicacdo de modelos de efeito Gnico, como o modelo
linear generalizado (GLM) e o modelo linear misto (MLM), n&o resultou na detecgao
de QTNs de maior efeito. Esta observacdo pode ser atribuida a complexidade
genética da resisténcia ao CBC em feijoeiro, amplamente caracterizada na
literatura como oligogénica ou poligénica, envolvendo multiplos genes com
variacao nos niveis de expressao e interacdes genéticas (Coyne e Schuster, 1974;
Kelly et al., 2003; Santos et al., 2003; Manzanera et al., 2005, Zapata et al., 2011,
Viteri et al., 2014). Métodos de analise de loci Unico oferecem uma abordagem
unidimensional na varredura do genoma, onde cada marcador € avaliado
individualmente. Esta estratégia se mostra menos eficiente na estimacdo dos
efeitos de marcadores governados por interagdes entre multiplos loci (Wang et al.,
2016). Tais métodos adotam corre¢cdes rigorosas para multiplos testes, como o
critério de Bonferroni, limitando sua eficacia na deteccdo de loci menores,
responsaveis por caracteristicas complexos (Segura et al., 2012; Wang et al.,
2016). Em contrapartida, abordagens multi-locus permitem uma analise
multidimensional, avaliando simultaneamente o efeito de todos os marcadores (Cui
et al., 2018). Estes métodos, ao dispensarem a correcdo de Bonferroni,
potencializam significativamente o poder estatistico e minimizam o risco de erros
tipo | (Tamba et al., 2017; Wen et al., 2017; Zhang et al., 2017). A auséncia de
genes de resisténcia vertical, que desencadeiam respostas de hipersensibilidade,
destaca a importancia dos genes de efeito menor, os quais conferem uma
resisténcia parcial e diminuem a populacdo efetiva do patégeno, retardando a
emergéncia de novas variantes virulentas (Brun et al., 2010).

A resisténcia quantitativa, evidenciada por este estudo, reflete a variacédo
continua dos fenoétipos de resisténcia, desde a expressao leve até formas mais
severas da doenca. Tal resisténcia € conferida por loci poligénicos, conhecidos sob
diversos termos como resisténcia complexa, parcial ou horizontal (Do Vale et al.,
2001). Notavelmente, foi identificado 11 QTNs de efeito quantitativo utilizando
abordagens multi-locus, cujas vantagens ja foram documentadas em culturas como
algodao e feijao (Li et al., 2018; Delfini et al., 2021). Este enfoque multidimensional
facilita a compreensao do controle genético sobre caracteristicas complexas (Wang

et al., 2016). Nesse contexto, foram priorizados quatro métodos multi-locus para a
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deteccdo de QTNs: FASTmrMLM, mrMLM, ISIS EM-BLASSO, e pLARmMEB. A
robustez dessas abordagens de associagéo foi demonstrada pela identificacao de
QTNs especificos em diferentes locais cromossémicos, refletindo a confiabilidade
dos QTNs identificados. Curiosamente, QTNs localizados no cromossomo chr05
ndo foram associados a resisténcia ao CBC, evidenciando a complexidade e a

diversidade dos mecanismos genéticos subjacentes a resisténcia.

6.5. Identificacdo de genes candidatos relacionados a resisténcia

guantitativa ao Crestamento Bacteriano Comum

Neste trabalho, foi identificado um conjunto de 48 genes candidatos a
resisténcia ao CBC, com destaque para 12 genes localizados no cromossomo 11,
diretamente associados a sinalizacdo de proteinas de resisténcia, a saber:
Phvul.011G192900; Phvul.011G193100; Phvul.011G193800; Phvul.011G193966;
Phvul.011G194800; Phvul.011G195000; Phvul.011G195200; Phvul.011G195300;
Phvul.011G195400; Phvul.011G195500; Phvul.011G195600; e
Phvul.011G195751. O gene Phvul.001G175900, localizado no cromossomo 1, foi
identificado como crucial para a resposta defensiva a patdogenos. A analise também
permitiu conhecer a relevancia do gene Phvul.002G002000 no cromossomo 2 e de
varios genes no cromossomo 3 associados ao acido jasmonato, um fitorménio
essencial nas respostas vegetais a estresses bibticos e abibticos (Turner et al.,
2002; Yu et al., 2018).

Estudos prévios enfatizaram a importancia do acido jasmonato nha
resisténcia a patdgenos em diversas espécies vegetais, destacando a funcéo
desses fitorménios como mediadores de respostas defensivas complexas
(Thomma et al., 2000; Yao e Tian, 2005; Belhadj et al., 2006; Cao et al., 2008; Zhu
e Tian, 2012; Andrade et al., 2013; Ferraz et al., 2015). Essas investigacfes
evidenciam a capacidade das plantas de utilizar sinalizadores hormonais para
orquestrar uma resposta coordenada ao estresse patogénico.

A iniciacdo do sistema defensivo em plantas € desencadeada pelo
reconhecimento de patdégenos por receptores especificos, que ativam uma rede de
sinalizacao intracelular complexa, regulando as respostas de defesa (Spoel e Dong,
2012). Esta rede envolve diversas familias de genes que codificam proteinas

cruciais na resposta imune, incluindo as serina/treonina quinases (RSTK), que séo
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essenciais na imunidade inata desencadeada por padroes moleculares associados
a microrganismos (MAMPSs) (Zipfel, 2014; Ranf, 2017; Ranf, 2018; Boller, 2002).

Neste trabalho foi possivel identificar 19 genes que codificam para as
proteinas RSTK, destacando seu papel central na defesa contra patdgenos através
do reconhecimento de MAMPs e da ativacdo subsequente de respostas imunes.
Ademais, 10 genes associados a proteinas quinases receptoras tipo RLK foram
identificados, ressaltando a importancia dessas proteinas na percepcao de sinais
extracelulares e na iniciacdo de vias de sinalizacdo que mediam respostas
defensivas. Melotto et al. (2017), destacaram o papel das quinases semelhantes a
receptores (RLKs) e proteinas semelhantes a receptores (RLPs) na mediacao da
resisténcia a patégenos bacterianos no feijoeiro comum. Essas proteinas estédo
envolvidas no reconhecimento de elicitores microbianos, ativando respostas de
defesa como a producao de compostos antimicrobianos e refor¢o da parede celular
vegetal.

Os resultados aqui apresentados realcam a significancia dos genes de
resisténcia quantitativa no manejo da resisténcia ao Crestamento Bacteriano
Comum (CBC) em feijoeiro. A descoberta desses genes possibilita o
desenvolvimento de estratégias de melhoramento genético que visam a
combinacéo desses genes de resisténcia, a fim de conferir uma protecéo eficaz e
duradoura contra patdgenos. A resisténcia quantitativa, por impor menor pressao
seletiva sobre os patdégenos, oferece uma abordagem sustentavel para 0 manejo
de doencas em culturas agricolas, promovendo a durabilidade da resisténcia e

mitigando o risco de superacao da resisténcia.
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7. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel observar uma grande
variabilidade genética entre os gendtipos de feijado avaliados para resisténcia ao
Crestamento Bacteriano Comum em folhas e em vagens. Foi possivel determinar
por meio da escala de notas em folhas, a identificacdo do gendtipo GEN203
resistente ao CBC em folhas. Também foi identificado que o gendtipo GEN184 foi
resistente ao CBC em folha e moderadamente resistente quando se refere a
vagem. Esses gendtipos poderdo ser utilizados como fonte de resisténcia em
futuros programas de melhoramento do feijao ao CBC.

Por meio do estudo da anélise de associacdo gendmica ampla, o GWAS, foi
possivel identificar regides genémicas de interesse relacionadas a resisténcia ao
CBC. Houve a identificacdo de muitos polimorfismos que resultaram em 11 QTNs
associados a resisténcia ao CBC, dos quais, corroboraram com 48 genes
candidatos. Os genes identificados neste trabalho desempenham funcdes
diferentes no metabolismo da planta, sendo, portanto, recomendado a sua
utilizacdo como alvo de estudos futuros para o melhoramento da resisténcia ao
CBC no feijao. Os SNPs associados possuem potencial para serem usados em

Selecédo Assistida por Marcadores e transcriptdbmica.
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