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RESUMO

SOUZA, P. H. Resistencia ao Cowpea mild mottle virus (CPMMV) na cultivar de
feijdo carioca BRS Ametista. 2018 47p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goiés,
Goiania, 2018.!

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é a principal leguminosa da dieta dos
seres humanos, fonte de proteinas, carboidratos complexos e micronutrientes. O Brasil é
0 mais importante produtor e consumidor mundial de feijdo, o qual é cultivado em todo
0 pais e em trés diferentes épocas de plantio. Um dos entraves a producdo de feijao no
pais é sua suscetibilidade a um grande numero de patdégenos que acometem a cultura, 0s
quais causam severas perdas em produtividade. Mais de 45 doengas podem incidir e
limitar o desenvolvimento da cultura. Dentre os virus, 0 Cowpea mild mottle virus
(CPMMYV), agente causal do mosqueado suave do caupi e da necrose da haste da soja,
despertou recentemente a atencdo em virtude dos sintomas observados em plantas
transgénicas de feijdo resistente ao mosaico dourado cultivadas em campo. A
transmisséo, em condicdes naturais, desta virose € por meio do seu vetor, a mosca-branca
(Bemisia tabaci), sendo também facilmente transmitido mecanicamente. Gendtipos elite
de feijao resistentes ao CPMMV foram identificados em avaliaces ja realizadas na
Embrapa Arroz e Feijdo. O objetivo deste trabalho foi estudar a heranca da resisténcia ao
CPMMV na cultivar de feijdo carioca BRS Ametista, identificada como fonte de
resisténcia a virose. Cruzamentos foram realizados entre BRS Ametista, cultivar de graos
carioca com alto potencial produtivo, grdos graidos, moderada resisténcia a antracnose,
a murcha-de-fusério e ao crestamento bacteriano comum, e a linhagem transgénica
CNFCT 16207, resistente ao Bean golden mosaic virus (BGMV), genotipo elite de graos
carioca, mas suscetivel ao CPMMYV. Os hibridos foram identificados por meio de
marcadores moleculares ligados ao transgene de resisténcia ao BGMV e posteriormente
utilizados para a obtengdo das populagdes F. e Fz3. Para a avaliacdo da reacdo ao
CPMMV, os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Embrapa Arroz e
Feijdo. Foram inoculadas 12 plantas F2:3 por progénie, sendo avaliadas um total de 187
progénies BRS Ametista x CNFCT 16207. O delineamento utilizado foi de blocos
inteiramente casualizados (DIC), com trés repeticdes constituidas de um vaso com quatro
plantas cada, perfazendo, portanto, um total de 12 plantas avaliadas por genoétipo. Plantas
com as folhas cotiledonares expandidas foram inoculadas mecanicamente com o isolado
CPMMV:BR:GO:14 (Genebank: MK202583), utilizando folhas com sintomas tipicos
maceradas em tampdo fosfato na proporcdo de 1 g de tecido/5 ml, contendo 0,1% de
bissulfito de sddio. O inoculo foi esfregado nas folhas das plantas inoculadas apos
adicionar uma pequena porc¢do de Carborundum 500 mesh. Apos 30 dias da inoculacéo,
plantas individuais foram avaliadas visualmente quanto aos sintomas de CPMMV
utilizando uma escala de notas variando de 1 (plantas resistentes, assintomaticas) a 9
(plantas suscetiveis, com sintomas severos de mosaico e/ou encarquilhamento das folhas).
Foram obtidas as médias por parcela experimental e, posteriormente, por tratamento. Os
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dados fenotipicos foram testados quanto aos pressupostos da analise de variancia. Os
valores médios da reacdo ao CPMMV das progénies F2:3 ajustaram-se a distribuicdo
normal. De acordo com a analise de variancia, a fonte de variagdo “Tratamentos” foi
significativa (p<0,001), o que indica a existéncia de variabilidade para resisténcia ao
CPMMV. DNA total de amostras de tecido foliar foram extraido das progénies F. e
genotipadas pelo método DArT-Seq. Um total de 4361 marcadores SNPs e DArTs foram
utilizados para construir o mapa genético. Apos o ordenamento, o mapa final foi formado
por 3514 marcadores bem posicionados, com comprimento de 3.131,58 cM. Trés QTLs
foram significativos, CMV3.17¢, CMV7.1A¢ ¢ CMV9.17°. CMV7.1¢, sendo um de
maior efeito (CMV7.14°), o qual explicou 23,60% da variagdo fenotipica. O marcador
SNP identificado como ligado a este QTL de maior efeito € um candidato a validagao
para entdo ser usado como ferramenta de selecdo no melhoramento assistido por
marcadores.

Palavras-chave: melhoramento de plantas, desequilibrio de ligacao, virose, marcadores
moleculares



ABSTRACT

SOUZA, P. H. Resistance to Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) in the common
beans cultivar BRS Ametista. 2018 47p. Dissertation (Master’s Degree in Genetic and
Plant Breeding) — School of Agronomy, Federal University of Goias, Goinia, 2018.2

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important leguminous crop
for human beings diet, a great source of proteins, complex carbohydrates and
micronutrients. Brazil is the most important producer and consumer of this species, which
Is grown across the country in three different sowing seasons. One of the main bottlenecks
for common beans production is the susceptibility of the crop to a high number of
pathogens that can cause severe losses in productivity. More than 45 diseases can restrain
the crop development. Among them Cowpea mild mottle virus (CPMMV), the causal
agent of cowpea mild mottle and of soybean steam necrosis, has arouse attention because
of some symptoms observed in the transgenic bean lines resistant do Bean golden mosaic
virus BGMV at field trials. It is transmitted by whitefly (Bemisia tabaci). Sources of
genetic resistance against CPMMV have been found in beans elite germplasm of Embrapa
Rice and Beans. The goal of this work is to study the inheritance if CPMMYV resistance
alleles in the carioca common bean cultivar BRS Ametista, which is high yielding,
moderate resistant to anthracnosis, fusarium milt and common-bacterial-blight crossed
with CNFCT 16207, BGMV resistant, carioca type grain, and susceptible to CPMMV.
Molecular markers linked to the BGMV resistance transgene were used to identify the
hybrids in order to advance only those with the transgene. F> and F2 derived 3 (F2:3)
progeny were obtained, inoculated and evaluated for their susceptibility to CPMMV. The
experiment were conducted in a greenhouse at Embrapa Rice and Beans. The evaluation
consisted of 187 F2:3 progenies from the cross BRS Ametista x CNFCT 162307. 12 plants
from each progeny were manually inoculated. The experiment were completely
randomized design (CRD), with three replicates of eight-liter pot with four plants each,
composing twelve plants evaluated for each genotype. Plants at V2 stage were inoculated
with CPMMV:BR:GO:14 (Genebank: MK202583) isolate, using infected tissue
macerated with a solution composed by 1 g of diseased leaf tissue and sodium bussilfite
homogenized with carborundum 500 mash. The inoculum was rubbed against one of the
cotyledonary leaves. After 30 days of inoculation, individual plants were visually
evaluated for CPMMYV symptoms using a 1 (no symptoms) to 9 (sever mosaic and
crinkled leaves) grade scale. The means were obtained from each plot and for each
treatment (genotype). The data were tested for ANOVA assumptions. The F2:3 mean
values fitted the normality distribution. According to ANOVA the source of variation
genotypes were significant (p<0.001), which indicate the existence of variability for
resistance. Leaf tissues were extracted from F2 progenies and genotyped by DArT-Seq
method. A total of 4361 markers SNPs and DArTs were identified and used to develop a
genetic map. After ordering, the map created has 3514 well positioned markers and
3131.58 cM. Three QTLs were significative (CMV3.12¢, CMV7.1A¢ and CMV9.1%%),
CMV7.14%is a major QTL with R? explaining 23,60% of the phenotypic variation. The
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marker identified as linked to this QTL is a strong candidate for validation and use for
marker-assisted selection.

Key-words: plant breeding, linkage disequilibrium, virus, molecular markers



1 INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € a principal espécie leguminosa da
dieta dos seres humanos, fonte de proteinas, carboidratos complexos e micronutrientes.
O Brasil é o0 mais importante produtor e consumidor de feijao, o qual € cultivado em todo
0 pais e em trés diferentes épocas de plantio, permitindo oferta do produto ao longo de
todo 0 ano. Um dos principais entraves ao desenvolvimento da cadeia do feijdo é a
suscetibilidade do feijoeiro a um grande nimero de patdégenos que acometem a cultura, e
causam severas perdas em produtividade nas regides de cultivo.

Mais de 45 doencas podem incidir sobre a cultura, exigindo aplicacédo
frequente de produtos quimicos, aumentando o custo de producédo, a contaminagdo dos
alimentos e do solo. Dentre as viroses de grande importancia, destacam-se 0 mosaico
comum (Bean common mosaic virus - BCMV), o mosaico dourado (Bean golden mosaic
virus — BGMV) e, mais recentemente observado acometendo plantas de feijdo resistente
ao mosaico dourado em campo, o Cowpea mild mottle virus — (CPMMYV). O principal
meio de transmissdo destas viroses é por insetos vetores, no caso de BGMV e CPMMV,
a mosca-branca (Género Bemisia).

O controle do mosaico comum (BCMV) é realizado pelo plantio de sementes
certificadas de cultivares resistentes, e a maior fonte de resisténcia a doenca é devida ao
gene dominante I, identificada no germoplasma de feijdo-comum, este se encontra fixado
na maioria das cultivares brasileiras de feijdo carioca e preto. Devido a falta de genes de
resisténcia em plantas de feijoeiro uma alternativa teve de ser viabilizada. A cultivar BRS
FC401 RMD, desenvolvida por transgenia, com o intuito de controlar o BGMV, que nédo
exibe sintomas do mosaico dourado. Entretanto foi observada outra doencga prejudicando
o feijoeiro, o mosqueado suave do caupi, causado pelo CPMMV, Familia
Betaflexiviridae, Género Carlavirus. Virus filamentoso, com genoma aproximado de 650
nm de comprimento, composto de RNA fita simples, senso positivo.

Foram identificados gendtipos resistentes ao CPMMV entre cultivares e
linhagens elite de grdo carioca em avaliacOes realizadas na Embrapa Arroz e Feijao (Dr.
Josias Faria, comunicacdo pessoal, dados ndo publicados). Passos seguintes para 0 uso
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destas fontes identificadas incluem caracterizar a heranca da resisténcia ao CPMMYV em
cada genitor candidato, mapear os locos envolvidos no controle desta caracteristica e
identificar marcadores moleculares préximos as regides genémicas de interesse.

Assim, o principal objetivo deste trabalho foi mapear o(s) loco(s) de
resisténcia ao CPMMV na cultivar BRS Ametista, utilizando marcadores SNP e a

populagéo segregante F2:3 do cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21 A CULTURA DO FENNOEIRO-COMUM

Frente as mudancas climaticas e acelerado crescimento populacional,
estimado em nove bilhdes de pessoas até 2050, alternativas devem ser viabilizadas para
poder aumentar a disponibilidade de alimentos em todo o mundo. Devido a sua adaptacao
a diversos ecossistemas, o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma op¢do bastante
viavel, além de possuir grande potencial produtivo, é excelente fonte de nutrientes e
calorias, podendo ser armazenado por longos periodos de tempo sem perda em qualidade
nutricional (CGIAR, 2011; Loteze-Campen et al., 2015).

O feijdo é a principal espécie leguminosa na dieta dos seres humanos, fonte
de proteinas, carboidratos complexos e micronutrientes para mais de 300 milhdes de
pessoas nas regides tropicais. Aproximadamente 200 milhdes de africanos,
principalmente na regido subsaariana, dependem diretamente do feijoeiro para se
alimentar. Muitos pequenos agricultores, principalmente na América Latina, tem no
feijdo-comum sua principal fonte de renda. O feijdo, também é presente em parte da
alimentacéo dos brasileiros, constituindo aproximadamente 20% da demanda de proteina
(CGIAR, 2011; Beebe, 2012).

O género Phaseolus originou-se nas Américas, pertence a classe
Dicotiledonea, familia das leguminosas. Apresenta 2n = 2x = 22 cromossomos, € seu
genoma tem aproximadamente 587 Mpb (Schmutz et al., 2014). Possui cerca de 55
espécies, das quais apenas cinco sao cultivadas, porém dentre estas P. vulgaris tem maior
importancia. Sabemos que o feijao teve dois centros de domesticacdo, Mesoamericano,
de gréos pequenos como o carioca, e 0 Andino, de gréos maiores, como o tipo jalo. Muitas
vezes 0 cruzamento de gendtipos desses dois grupos é dificultado por barreiras genéticas
(Santos et al., 2015).

O Brasil é o principal produtor e consumidor mundial de feijado comum. Na
safra de 2017 o feijdo-comum ocupou o0 quinto lugar em maior producdo no Brasil

(2.624,8 mil toneladas), perdendo apenas para a soja, o milho, arroz e trigo (CONAB,



2019; Feijao, 2019). A média de produtividade brasileira é considerada baixa, em torno
de 1.553 kg/ha, entretanto em &reas de grandes investimentos é possivel alcancar até
4.000 kg/ha. Porém, a maior parte dos produtores, ainda de pequeno e médio porte,
utilizando baixo nivel tecnologico, sdo geralmente muito afetados por condicOes
climaticas adversas e falta de politicas de incentivo (Moura & Brito, 2015).

As regides tropicais, consideradas como o cento de diversidade do feijoeiro,
possuem grande heterogeneidade ambiental, consequentemente a maior diversidade em
feijdo-comum. O que, evolutivamente, permitiu um maior desenvolvimento de plantas
adaptadas aos diversos ambientes. Devido a sua ampla adaptabilidade, o feijdo pode ser
produzido em todos os continentes do mundo, em cerca de 127 paises. O Brasil é o mais
importante pais produtor e consumidor de feijdo-comum das américas, com pouco mais
de 50% da area de producdo, seguido pelo México, que responde por 20%. Juntamente,
América Latina e Caribe tém, aproximadamente, oito milhdes de hectares cultivados,
produzindo em torno de cinco milhdes de toneladas anualmente. O leste e sul da Africa
também sdo grandes produtores de grdos de leguminosas, aproximadamente 7.6 milhGes
de hectares cultivados produzem aproximadamente 6,5 milhGes de toneladas de gréos
(Mukankusi et al., 2017).

A cultura do feijdo tem grande importancia econdémico-social nacional, em
razdo de sua grande utilizagdo de méo de obra, devido a alta necessidade de tratos manuais
e operacg0es. Estima-se que a cultura do feijéo utiliza cerca de sete milhdes de homens/dia
ciclo, evolvendo 295 mil produtores em Minas Gerais. Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Bahia, Goias e Mato Grosso produziram cerca de 67,22% do feijdo na safra 2010/2011
(Borém & Carneiro, 2015), cenario em que houve crescimento até 2017 (85,94%) (Feijao,
2019). Evidenciando a grande necessidade de pesquisas nestas regifes primordiais,
incentivo ao desenvolvimento de novas tecnologias voltados para a cadeia produtiva do
feijéo.

E uma cultura que pode ser cultivada em todo o Brasil e em diferentes safras,
permitindo oferta do produto ao longo de todo o ano. Seu cultivo divide-se em trés safras
ou épocas de plantio. A primeira chamada safra “das aguas”, sua semeadura ocorre de
nos meses de agosto a dezembro. A segunda “safra da seca” ou safrinha, onde a
semeadura ocorre entre janeiro de abril, em todos os estados da regido sul, em parte da
regido sudeste e no centro-oeste. E a terceira “safra de outono/inverno” ou irrigada, que
é plantada entre maio e julho, tendo como maiores produtores o Parana, Sdo Paulo, Minas

Gerais, Goias, Distrito Federal e Bahia. Para o ano de 2016, a safra das “aguas” foi
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responsavel por 44,45% da producdo nacional, sendo 34,40 e 21,15% correspondente a
safras da seco e irrigado respectivamente. Historicamente a maior parcela de producéo de
feijdo no Brasil € proveniente da primeira e segunda safras, cultivadas por pequenos
produtores que aproveitam o periodo de chuvas, em sistema de agricultura familiar, em
areas de baixo uso de tecnologias. A terceira safra € relacionada principalmente aos
grandes produtores, que fazem altos investimentos em irrigacao, fertilizantes e defensivos
quimicos (Moura & Brito, 2015).

O mercado de feijao € bastante seletivo. Uma caracteristica muito importante
para a comercializacdo do feijdo é o tipo de grdo ou classe comercial. A preferéncia
nacional dos consumidores é pelo tipo carioca, com cerca de 70% do mercado, e 52% da
area de cultivo (Del Peloso & Melo, 2005; Souza et al., 2018). Porém em algumas regides
o feijao preto também € bastante apreciado.

Um dos principais entraves para a producdo de graos de feijdo e a consequente
oferta continua deste produto no mercado brasileiro é o grande nimero de patégenos que
acometem a espécie aliado ainda a presenca de cultivares suscetiveis a estes patoégenos,
causando doencas que resultam em severas perdas de produtividade em todas as regides

de cultivo.

2.2 DOENCAS DO FENOEIRO-COMUM

Mais de 45 doencas podem incidir sobre a cultura do feijoeiro, exigindo
aplicacdo frequente de produtos quimicos e contribuindo com o aumento do custo de
producéo e contaminacéo do alimento e do solo. E importante salientar que apesar deste
manejo ser o mais adotado, ndo € o mais recomendado, pois permite a selecdo de
gendtipos de vetores resistentes aos produtos quimicos, 0 que em pouco tempo pode
onerar bastante o custo de producdo do feijoeiro e também de outras culturas, pelo fato
de o vetor ser polifago.

Diversos patdgenos podem atacar o feijoeiro-comum e causar tanto danos
indiretos, como desfolha precoce, com o consequente comprometimento no enchimento
de gréos, como danos diretos, como acontece com as doengas que acometem vagens,
comprometendo o produto final. Entre as principais doencas causadas por fungos e
bactérias, merecem destaque 0 crestamento-bacteriano-comum (Xanthomonas
axonopodis pv. Phaseoli e Xanthomonas fuscans subsp. fuscans), murcha-de-
curtobacterium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens), mancha-angular

(Pseudocercospora griseola), antracnose (Colletotrichum lindemuntianum), ferrugem



(Uromyces appendiculatus), mofo-branco (Sclerotinea sclerotiorum) e murcha—de-
fusério (Fusarium oxysporum). Dentre as principais doengas virdticas do Brasil,
destacam-se 0 mosaico comum (Bean common mosaic virus - BCMV), 0 mosaico
dourado (Bean golden mosaic virus — BGMV) e, mais recentemente, observado
acometendo plantas de feijdo resistente ao mosaico dourado, esta 0 mosqueado suave do
caupi (Cowpea mild mottle virus — CPMMV).

Essa ampla gama de doencas pode causar perdas de 20 até 100% da lavoura,
dependendo da incidéncia e das condi¢des climaticas, que variam bastante entre safras,
estarem favoraveis a incidéncia do patdgeno e de seus vetores. Um dos principais gargalos
é que varias doencas podem acometer a cultura ao mesmo tempo, devido a capacidade de
muitos desses patdgenos sobreviverem em restos culturais e plantas daninhas que servem
de ponte verde para a proxima safra (Sing & Schwartz, 2010; Paula-Junior et al., 2015).

As principais doencas podem ser transmitidas por meio de sementes
contaminadas com estruturas de sobrevivéncia dos patdgenos presentes no solo, esporos
que se dispersam pelo ar, feridas causadas mecanicamente, tratos culturais. No caso de
doencas viroticas, o principal meio de transmissdo é por insetos vetores, como € 0 caso
da mosca-branca (Género Bemisia) (Faria et al., 2016).

As viroses podem causar perdas significativas no rendimento e qualidade dos
cultivos em todo o mundo. A primeira safra do feijdo, a safra das “aguas” acontece
juntamente com o plantio de outras culturas, o que aumenta substancialmente o numero
de insetos vetores de doencas, causando enormes perdas na safra seguinte, onde
principalmente as virdticas disseminadas por vetores viruliferos podem devastar lavouras
inteiras.

O mosaico dourado € a principal doenca virdtica que afeta a cultura do
feijoeiro atualmente. Causado pelo BGMV, observado primeiramente em 1965, em
Campinas — SP. Ap6s a década de 70, juntamente com o aumento da populacéo do vetor,
0 virus espalhou por todas as regifes produtoras, provocando significativas perdas, de 40
a 100% da lavoura. Pertencente a Familia Geminiviridea e Género Begomovirus, que
pode atacar e sobreviver em plantas de alto valor econémico, como mandioca (Manihot
esculanta Crantz) (Vanderschuren et al., 2009), algoddo (Gossypium hirsutum L.)
(Saleem et al., 2016), tabaco (Nicotiana tabacum) (Rosen et al., 2015) que causam perdas
e sdo fonte de inoculo para safras subsequentes, plantas estas que também sdo acometidas
pela mosca branca. Seu genoma é constituido de duas moléculas de DNA circular de fita

simples, designados DNA-A e DNA-B (= 2,6 kb cada), as quais ttm em comum cerca de

10



200 nucleotideos, sendo que ambas sdo necessarias para infeccao (Briddon et al., 2010).
A transmissao do virus a campo se da exclusivamente por meio da mosca branca (Bemisia
tabaci, Bi6tipo B), a qual transmite o virus com bastante eficiéncia, mesmo na picada de
prova (Gilbertson et al., 1993). A relacdo virus-vetor é de forma persistente-circulativa
(Rosen et al., 2015). Os principais sintomas incluem o amarelecimento das folhas,
nanismo, deformag&o das vagens e abortamento de graos (Faria et al., 2016; Souza et al.,
2018). Devemos nos atentar ao fato de que quanto mais cedo acontecer a infestagéo,
consequentemente infeccdo das plantas, as perdas podem ser mais severas. N&do existe
resisténcia a esta doenca no germoplasma de feijdo, entdo seu controle mais indicado é
por meio de inseticidas para controle do vetor, porém este tem onerado bastante o custo
das lavouras, muitas vezes tornando-as invidveis, constituindo assim uma forte barreira a
producao de feijdo.

O mosaico comum, causado pelo Bean common mosaic virus (BCMV),
pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae. Possui genoma constituido de RNA
fita simples de senso positivo, com aproximadamente 10 kb de comprimento. E um dos
10 virus com maior potencial em causar danos economicamente relevantes em lavouras
cultivadas em todo 0 mundo. A doenca ocorre em todas as regides produtoras, causando
danos em caule, vagens, podendo-se observar até necrose nas folhas, consequentemente
reduzindo a producdo. As perdas devido a esse patdgeno podem variar de 6 a 98%,
dependendo da suscetibilidade da cultivar e dispersdo de inéculo (Elsharkawy & El-
Sawy, 2015).

O controle do mosaico comum ¢é realizado pelo plantio de sementes
certificadas e com o uso de cultivares resistentes. A maior fonte de resisténcia a doenca é
devida a presenca do gene dominante I, assim como outros alelos de menor efeito, bc-1,
bc-2 e bc-3 (Beebe, 2012). A existéncia de hospedeiros, como plantas nativas e
espontaneas, como crotalarea juancea (Crotalaria juncea), feijdo de corda (Vicia faba e
Vigna unguiculata), dentre outras espécie do género Phaseolus, propicia a persisténcia
do patdgeno na area, dificultando ainda mais seu controle.

Visando controlar o mosaico-dourado em areas produtoras, a Embrapa
desenvolveu a primeira planta transgénica de feijao comum do mundo. A cultivar BRS
FC401 RMD, registrada e protegida no Brasil (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). Com
0 advento da cultivar transgénica que ndo exibe sintomas do mosaico dourado, foi
possivel observar uma outra doenca atacando plantas nos ensaios de VCU. O mosqueado

suave do caupi, que ja havia sido relatado infectando plantas de feijao Jalo em 1979, em
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S&o Paulo e no Parana. O Cowpea mild mottle virus (CPMMV), Familia Betaflexiviridae,
Género Carlavirus, virus filamentoso, com aproximadamente 650 nm de comprimento,
composto de RNA fita simples, senso positivo (King et al., 2012). E transmitido de
maneira ndo persistente pela mosca branca (Bemisia tabaci Bi6tipo B).

O CPMMV foi observado pela primeira vez na regifo leste da Africa, em
plantas de feijao caupi (Vigna unguiculata) em 1970, posteriormente se disseminou para
0 Brasil, e foi descrito como patogénico em 1983 (Costa et al., 1983). Os sintomas
observados sdo mosaico angular e amarelado em folhas de plantas adultas, folhas
encarquilhadas, e também nervuras necroticas na fase abaxial das folhas. A doenca pode
causar perdas em torno de 40%, dependendo da susceptibilidade da cultivar. Na safra de
2000/2001, foi observado o CPMMYV atacando plantas de soja, e disperso por todas as
regides produtoras. Dado a importancia da soja para o Brasil e sua capacidade de hospedar
0 virus e também o vetor constituem uma grande ameaca a cultura do feijoeiro.
Principalmente na segunda safra, onde ap0s a colheita da soja podemos observar enormes
populacbes de mosca branca, provavelmente carregando o virus, migrando para lavouras
novas ou recém plantadas de feijao.

Plantas de feijao em estadio inicial de desenvolvimento séo as mais afetadas
pelo CPMMYV do que plantas infectadas em estadios mais avangados. Vale salientar que
a principal medida de controle vem sendo a erradicacdo do vetor. O que tem gerado
insetos-praga resistente as principais moléculas quimicas do mercado (Silva et al., 2009;
Naveen et al., 2017), onerado o custo de producéo, o que pode vir a excluir grande parcela
dos pequenos produtores de feijdo, agricultores familiares, que s&o 0s principais
contribuintes da producéo de feijao da segunda safra.

23  MELHORAMENTO GENETICO DO FEIJOEIRO-COMUM

O melhoramento de espécies cultivadas, principalmente o feijoeiro, sempre
busca a identificacéo de linhagens de alta estabilidade na producéo de gréos nos diferentes
ambientes, resisténcia a doencas e a0 acamamento, precocidade, adaptacdo a colheita
mecanica (porte ereto), caracteres esses que refletem em aumento de produtividade
(Pontes Junior et al., 2016) além de qualidade de grdos e taxa de escurecimento,
diretamente ligadas a aceitagdo do produto pelo mercado. Os principais programas de
melhoramento brasileiros estdo voltados ao desenvolvimento de linhagens elite e
cultivares superiores, principalmente relacionados aos graos tipo carioca, que em 2012

representavam 79% do mercado (Borém & Carneiro, 2015), em 2018 possuem 70% do
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mercado consumidor nacional de feijao (Souza et al., 2018). No entanto, também ha
esforgos no desenvolvimento de cultivares visando suprir nichos de mercado, como
feijOes de gréos preto, vermelho, rajado, jalo, entre outros (Faria et al., 2014).

O feijdo é uma planta autégama. Estudos recentes apontam a existéncia de
valores inferiores a 1% de fecundacdo cruzada, taxas consideradas praticamente
despreziveis (Faria et al., 2010; Ferreira et al., 2007). Entdo, além de podemos
desenvolver linhagens puras com facilidade, devido a auséncia de fecundacao cruzada em
campos proximos (minimo de 6 m), a possibilidade de contaminacdo das cultivares
convencionais por pélen de materiais transgénicos € insignificante.

Além de conhecermos bem o sistema reprodutivo da cultura, para a condugéo
de qualquer programa de melhoramento é primordial a existéncia de variabilidade
genética (Borém e Miranda, 2013). A hibridacdo artificial € uma das técnicas mais
utilizadas em programas de melhoramento com o intuito de desenvolver variabilidade,
cruzando individuos contrastantes, permitindo que as progénies se autofecundem, e
posteriormente selecionando plantas individuais com as caracteristicas desejadas. E
essencial escolhermos bons parentais, de preferéncia entre materiais ja melhorados para
efetuar cruzamentos, e assim aumentar as chances de se encontrar materiais superiores
aos parentais, especialmente para caracteres poligénicos.

Os principais métodos de melhoramento genético para o feijdo séo: o pedigree
ou genealdgico, SSD (single seed descendent em inglés), método bulk, selecdo recorrente
e retrocruzamento (Pontes Junior et al., 2016; Ramalho et al., 2012; Souza et al., 2016).

O melhoramento de feijdo é conduzido em maior parte por instituicoes
publicas, sendo as principais envolvidas: Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuarias
(Embrapa) essencialmente no Centro Nacional de Pesquisa em Arroz e Feijao, Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), Instituto Agrondmico do Parand (IAPAR) e
Universidades como: Universidade Federal de Lavras (UFLA), Universidade Federal de
Vicosa e outras. Podemos observas que os programas de melhoramento tem sido bastante
eficientes em seus esforgos, pois de 1990 a 2013 foram estimados ganhos de 6,74% por
ano (68,15 kg.ha*ano™) (Barili et al., 2016).

A Embrapa Arroz e Feijédo coordena o maior programa de melhoramento de
feijdo do mundo. As linhagens desenvolvidas por meio deste séo avaliadas em todos 0s
estados produtores, sendo avaliadas todas as caracteristicas agrondmicas desejaveis para
melhor atender o produtor e também o mercado. Entre os anos de 1984 a 2010 o programa

da Embrapa langou 50 novas cultivares (~1,9 ao ano). Antes do langamento das cultivares,
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sdo realizados ensaios de valor de cultivo e uso, exigidos pela legislacdo brasileira,
medida que garante a superioridade da nova cultivar as anteriores.

Frente as mudancas climaticas e a enorme necessidade em aumentar a
producdo de alimentos, existe também a demanda em melhorar a produtividade dos
cultivos. O meio mais sustentavel € pela selecdo de gendtipos resistentes aos estresses
bidticos e abidticos, que culminam em novas cultivares. Nesse contexto, a utilizacéo de
novas ferramentas, como marcadores moleculares e genémica, podem diminuir o tempo
para o lancamento de novas cultivares e aumentar a eficiéncia dos programas (Melo et
al., 2008). Os marcadores apresentam a vantagem de ndo serem afetados pelo ambiente e
mostram-se eficientes em detectar amplas diferencas entre gen6tipos (Guimardes et al.,
2016). Existem diversos exemplos da utilizagdo de marcadores moleculares aliados ao
melhoramento classico de feijoeiro comum, visando melhorar a eficiéncia dos programas
(Aragdo et al., 2013; Souza et al., 2014; Valdisser et al., 2016).

Um dos principais entraves para a cultura do feijoeiro séo as doencgas causadas
por virus (Tabela 1). Virus sdo patdgenos infecciosos e intracelulares obrigatérios, que
utilizam a maquinaria do hospedeiro para assegurar a sua replicacdo. A perda potencial
depende do momento (estadio da planta) no qual ocorreu a infeccdo e da incidéncia de
vetores (Worral et al., 2015; Meziadi et al., 2017). Devido a interacdo virus-planta as
estratégias de controle contra doencas viréticas sdo limitadas. Frente a importancia da
cultura do feijoeiro para o Brasil, a Embrapa busca plantas resistentes a doencas,
principalmente as viroses, por meio da utilizacdo de técnicas moleculares. O uso de
cultivares resistentes € uma estratégia de prevencdo e controle, segura e sustentavel no
combate de doengas virais, em feijoeiro comum (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018) e
em outras culturas (Zanardo et al., 2014).

Fontes de resisténcia a alguns virus, como o mosaico comum (Bello et al.,
2014), foram encontradas dentro do género Phaseolus, porém, dependendo do patégeno
ainda ndo foram encontrados genes de resisténcia, como o0 mosaico dourado do feijoeiro
havendo a necessidade de se adotar outros meios para gerar resisténcia as plantas. O
auxilio da biotecnologia tem papel essencial na engenharia e desenvolvimento de novos

genes visando o controle de doencas (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).
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Tabela 1. Sumario de viroses no mundo que podem causar danos em cultivares
suscetiveis de feijoeiro comum, perdas em potencial e meios de transmissao.

Nome . Perda -
Organismo - Transmissao
comum potencial
BCMV Bean common mosaic virus 35-100 % Sementes e afideos
BCMNY  Bean Commoci;ﬁ‘fam NECroSIS  56_100%  Sementes e afideos
BCTV Beet curly top virus 100% Cigarrinha

(Circulifer tenellus)

BGMV Bean golden mosaic virus 90 - 100 % Mostcg branca_
(Bemisia tabaci)

Bean golden yellow mosaic 45— 100% Mosca branca

BGYMV virus (Bemisia tabaci)

Os programas de melhoramento tem buscado genes de resisténcia ao mosaico
comum (Bello et al., 2014), bem como estudado genes de inducgéo a resisténcia em outras
plantas. Trinta e seis linhagens inoculadas com a estirpe NY15 de BCMV foram
assintomaticas, devido o gene I, que confere resisténcia ampla a muitas estirpes de BCMV
e também a outros virus do género Potyvirus. Os programas buscam além de desenvolver
genotipos resistentes a outras estirpes, piramidar alelos ja caracterizados. Pois a
resisténcia monogénica pode ser superada facilmente pelo aparecimento de novas estirpes
mais virulentas.

E importante salientar que para as estirpes do virus causador do BCMV
presentes no Brasil, utilizando plantas pertencentes ao pool génico Mesoanericano,
apenas o gene |, que ja se encontra fixado nas cultivares, é suficiente para proporcionar
resisténcia as cultivares brasileiras. Para os gen6tipos Andinos, para expressar o fenétipo
de resisténcia, é necessaria ainda a presenca simultanea de alelos recessivos, como 0s
alelos bc-12, bc-22 e bgm-1 (Galeano et al., 2012).

Esforgos também foram desenvolvidos em busca de cultivares tolerantes ou
com resisténcia parcial ao mosaico dourado. O IAPAR desenvolveu materiais com
resisténcia parcial ao BGMV (IAPAR 57, IAPAR 65, IAPAR 72 e mais recentemente
IPR Eldorado, IPR Maracana e IPR Celeiro). A Embrapa também tem explorado a
resisténcia quantitativa por meio do programa de sele¢do recorrente, resultando na
cultivar BRS Onix. Contudo, mesmo ap6s varios esforcos ainda ndo foram identificados
cultivares com resisténcia efetiva no germoplasma do Género Phaseolus (Faria & Aragao,
2013).

Técnicas de engenharia genética permitiram o desenvolvimento do evento

elite Embrapa 5.1. O qual possui uma construcao génica do tipo intron-hairpin contendo
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411 pares de bases do gene rep de BGMV (acesso GenBank 004042, posicdo 1836-2247)
posicionado em senso e antisenso, inserido no genoma de feijdo, visando a expressao de
RNA. Esses pequenos RNAs se ligam ao gene rep, do virus, impedindo que o0 mesmo seja
replicado. Processo conhecido como RNA interferente (RNAI). Uma vez que o gene rep
é essencial para a replicacdo do virus, o seu silenciamento leva a geracdo de plantas
imunes ao mosaico dourado. O feijao Evento 5.1 ndo apresenta sintomas visiveis da
doencga, nem reducdo de produtividade (Souza et al., 2018). A cultivar BRS FC401 RMD
originou-se do cruzamento entre plantas homozigotas do evento Embrapa 5.1, a qual
possui graos tipo pinto e background da cultivar Olathe Pinto, com a cultivar BRS Pontal,
que possui gréos tipo carioca (Souza et al., 2018).

A liberagdo para comercializagdo da linhagem transgénica pela Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo) ocorreu apos analise técnica de estudos de
biosseguranca e funcionalidade do evento na 1452 reunido ordinaria das CTNBIo (Parecer
Técnico n° 3.024/2011, D.O.U. n° 179, de 16/09/2011) (Souza et al., 2018). O evento
continua no programa de melhoramento da Embrapa para o desenvolvimento de
linhagens elite de segunda geracdo, com grdos do tipo carioca, alto potencial produtivo,
plantas eretas (adaptadas a colheita mecéanica direta) e resisténcia multipla ao BCMV,
BGMV e CPMMV.

24  MARCADORES MOLECULARES

Marcadores moleculares sdo marcas genéticas, enzimaticas, sequéncias de
DNA ou até um nucleotideo apenas, que estejam associadas a locos envolvidos no
controle genético de caracteristicas de interesse, e que permitem a distin¢do de individuos,
possibilitando a selecdo indireta destas caracteristicas. Os marcadores podem utilizar
enzimas de restricdo, hibridizacdo, comparacdo de sequencias homologas e PCR (reacédo
de polimerizagdo da enzima DNA polimerase).

Inicialmente buscava-se caracteristicas morfoldgicos visiveis, que quando
associadas a caracteres de interesse, permitissem distinguir individuos. Porém estes tem
alcance bastante limitado. Um estudo pioneiro entre marcadores morfologicos e
caracteres quantitativos foi quando Sax (1923) observou a associacgao entre cor e tamanho
de sementes de feijdo. Um outro exemplo € a observacédo da cor da flor. Para controle de
cruzamento em plantas de feijdo, onde cor da flor é expressa devido a um gene dominante.
Quando gendtipos doadores de polen de flor roxa (alelo dominante) sdo cruzados com

plantas de flor branca (alelo recessivo), progénies de flor roxa (possui o alelo do parental
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doador de pdlen) nos permitir inferir o gendtipo da planta. Porém plantas de flor da
mesma cor, requerem marcadores ligados ao gene de interesse (Morais et al, 2016), o que
pode aumentar a eficiéncia dos cruzamentos, por ndo avangarmos materiais onde se
suspeitava de autofecundacdo. A dificuldade em encontrar marcas morfoldgicas
eventualmente levou aos marcadores moleculares, baseados em sequéncias de DNA.

Foram criados marcadores que distinguem diferengas no tamanho de
sequéncias especificas de DNA, decorrentes de substituicdo, mutacdo, ou rearranjo de
segmentos, e que podem alterar a distancia entre sitios de restricdo adjacentes (RFLP).
Estes foram usados para piramidar o gene I, de resisténcia a BCMV (Kelly et al, 1994).

Entre os métodos baseado sem PCR estdo, RAPD (polimorfismos de DNA
amplificados ao acaso), os microssatélites ou SSR (sequencias simples repetidas), AFLP
(polimorfismos de comprimento de fragmentos amplificados), os SCAR (regides
amplificadas caracterizadas por sequéncia).

A observacdo de alteracdes que ocorrem na sequéncia de nucleotideos (SNPs)
distribuidos por todo o genoma foi possivel a partir de melhorias no processo de
sequenciamento de genomas. Como e evolucdo do método de Sanger até os métodos de
sequenciamento de nova geracdo. O que revelou a existéncia de SNPs em alguns locos
especificos, possibilitando diferenciar individuos e selecionar aqueles que contém a
sequéncia ou nucleotideo de interesse (Bello et al, 2014). Essa integracdo criou a
possibilidade do melhoramento assistido por marcadores (MAS — Marker-assisted
selection) (Singh & Singh, 2015).

Uma das principais etapas béasicas dos programas de melhoramento é a
decisdo sobre quais plantas e linhagens merecem ser avangadas, com base em seus
fenotipos ou também informacBes genotipicas. A selecdo de caracteres quantitativos
(QTLs) com base em seus fenotipos é bastante ineficiente, para caracteristicas com baixa
herdabilidade e que s&o geralmente sdo muito influenciadas pelo ambiente. Fatores estes
que impulsionou a busca sistemética e substancial de marcadores (sinais) que suportem e
descrevam caracteristicas e que pudessem ser confiaveis, visando selecdo indireta de
alguns caracteres especificos (Singh & Singh, 2015).

Colegdes de germoplasma, linhagens avancgadas e cultivares podem ser
analisadas para a deteccdo de associagdes entre a caracteristica e alelos que as envolvam.
Uma vez que é caracterizada a ligacéo entre o marcador e a caracteristica de interesse, 0
marcador genético pode ser utilizado para selecionar outros genotipos, identificar quais

materiais possuem a caracteristica em questdo para serem incorporados ao programa.
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Algumas excelentes vantagens dos marcadores moleculares é que ndo sao influenciados
pelo ambiente, o material para ser analisado pode ser coletado ainda em estadio de
plantula e devemos nos atentar a escolha do marcador, seria ideal se pudéssemos utilizar
aqueles que sejam codominantes, que nos permite diferenciar os individuos homozigotos
e heterozigotos (Borém & Caixeta, 2016).

Inicialmente, quando do descobrimento da tecnologia, havia uma barreira
financeira para utilizagdo de marcadores moleculares, porém atualmente sua adocéo é
considerado rotina nos programas de melhoramento em todo o mundo, também em paises
subdesenvolvidos. A possibilidade de mudancgas na relagdo marcador-genes, por meio da
existéncia de recombinacdo génica ainda se constitui numa grande dificuldade da
tecnologia, em busca de superar esse problema, geralmente s&o utilizados dois
marcadores distintos flanqueando o loco em questdo, aumentando o nimero de

marcadores, consequentemente o custo da analise (Borém & Caixeta, 2016).
2.4.1 Meétodos de genotipagem com marcadores SNP

Os marcadores SNP s&o baseados na deteccdo de polimorfismos resultantes
da alteracdo de um unico nucleotideo na sequéncia de DNA, com ocorréncia em pelo
menos 1% da populacdo. O sequenciamento em larga escala tem permitido evidenciar a
presenca de SNPs em diversas espécies como Arabidopsis thaliana (Schimd et al., 2003)
Oryza sativa (Brondani et al., 2002), Glicine max (Song et al., 2010) e P. vulgaris (Y uste-
Lisbona et al., 2012; Song et al., 2015).

Os marcadores genéticos SNPs podem possuir natureza bi-alélica e séo
abundantes no genoma, podendo ser encontrados em regides expressas quanto nédo
expressas. Devido a sua baixa taxa de mutacéo, alta frequéncia e distribuicdo por todo o
genoma sdo importantes marcadores na obtencdo de mapas de alta resolucdo (Borém &
Caixeta, 2016).

A anadlise com marcadores SNP em plantas pode ser realizada por meio de
alguns métodos de genotipagem, os quais vem sendo utilizados em inUmeras especies:
Kompetitive allele specific - PCR (Kaspar) (Semagn, 2014), Genotyping by sequencing
(GBS) (Eshire et al., 2011; Kim et al., 2016), Sequence based genotyping (SGB) (Truong
etal, 2012), Specific locus amplified fragmente sequencing (SLAF-seq) (Ma et al., 2015),
Illumina GoldenGate (Chip-based SNPs) (Bajgain et al., 2016), Complexity reduction of
polymorphic sequences (Crops) (Van-Orsouw et al., 2007), Restriction associated DNA

sequencing (RAD-seq) (Davey & Blaxter, 2011; Yang et al., 2012), e Diversity Arrays
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Technology markers (DArTseq) (Jaccoud et al., 2001; Kilian et al., 2012; Valdisser et
al., 2017) entre muitos outros.

2.4.2 Método DArTSeq

Essa tecnologia utiliza a plataforma de marcadores DArT combinada com
sequenciamento de nova geracdo. Permite a identificacdo de SNPs presentes nas
sequéncias resultantes da digestdo com enzimas de restricdo e de marcadores DArT,
resultante da hibridizagéo destas mesmas sequéncias utilizando chips de genotipagem. Os
marcadores provenientes desta tecnologia estdo sendo utilizados em estudos de
diversidade, conservacdo, mapeamento de locos de interesse, e em diferentes espécies,
como eucalipto (Eucalyptus grandis) (Sansaloni et al., 2011), arroz (Oryza sativa)
(Courtois et al., 2013; Phung et al., 2014), lesquerella (Lesquerella fendleri) (Cruz et al.,
2013), colza (Brassica napus) (Raman et al., 2014) e feijao-comum (Phaseolus vulgaris)
(Valdisser et al., 2017). Os ensaios sdo submetidos ao processo de reducdo de
complexidade gendmica, viabilizando assim o enriquecimento das representacdes de
DNA com cépias de sequencias unicas. As amostras de DNA s&o digeridas com enzimas
de restricdo especificas, seguidos pela ligacdo dos fragmentos clivados a adaptadores e
subsequente amplificacdo por meio de reacdo PCR. Posteriormente, a identificacdo e
clonagem, sdo criadas bibliotecas de insertos individuais, imobilizados sobre
microarranjos (paineis de diversidade). Em seguida as amostras de DNA individual s&o
clivadas novamente com as mesmas enzimas de restricdo, gerando a mesma reducédo de
complexidade.

A técnica de reducdo de complexidade utilizando enzimas de restri¢do
juntamente com sequenciamento de nova geracdo tem fornecido uma abordagem robusta
para sequenciamento e identificacdo de polimorfismos para mapeamento genético em
diversos tipos de populac@es (Poland & Rife, 2012). Os microarranjos criados por meio
de clonagem de fragmentos de DNA individual sdo representativos, permitindo selecéo
de grupos de gendtipos, consequentemente o fingerprinting (identificagdo) de qualquer
organismo ou grupo de organismos pertencentes ao pool génico do qual o painel foi criado
(Jaccoud et al., 2001).

Assim os fragmentos gerados de diferentes individuos sdo marcados com
fluorescéncia, e hibridizados sobre os microarranjos para deteccdo de fragmentos
polimorficos sequenciais. A leitura computadorizada percebe presenca de sinal,

representada por “1” e a auséncia do sinal por “0”. O método DArT também permite a
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deteccdo de heterozigotos, 0 que é uma caracteristica valiosa para melhorar a eficiéncia
de selecdo nas primeiras geracoes (Zou et al., 2016).

O método oferece uma reducdo do custo por anélise de sequenciamento de
nucleotideos, um sistema robusto e com exigéncia de pequena amostra de DNA, sendo
capaz de fornecer uma cobertura completa do genoma, mesmo em individuos sem
sequéncia de referéncia. A tecnologia tem potencial para caracterizacdo de germoplasma,
mapeamento genético, selecdo assistida por marcadores e rastreamento do genoma por

metilacao (Jaccoud et al., 2001).

25 MAPEAMENTO GENETICO DE LOCOS ASSOCIADOS A RESISTENCIA
A VIROSES DO FEIJOEIRO-COMUM

No inicio do século XX foi elucidada a ligacdo de genes localizados nos
Cromossomos, a busca para conhecer quais genes e a posicao destes no genoma deu inicio
a ideia de se construir mapas genéticos. Os mapas genéticos podem ser elaborados por
meio da relacdo entre a fracdo de recombinacdo e ligacdo fisica entre genes (Liu, 1998).

Os mapas genéticos sdo ferramentas utilizadas na busca pelo entendimento
de como os genes e seus alelos estdo distribuidos nos locos ao longo do genoma,
identificar caracteristicas quantitativas ou qualitativas de interesse agronémico e alto
valor agregado. A construcdo de mapas genéticos € considerada uma das aplicacdes de
maior impacto dos marcadores moleculares na analise genética, uma vez que possibilita
a cobertura, analise e comparacdo completa de genomas, localizacdo e quantificacdo das
regides controladoras de caracteristicas de interesse, permitindo a utilizacdo de todas
essas valiosas informacdes em programas de melhoramento genético (Faleiro et al.,
2000).

Estudos abordando a heranca dos locos de resisténcia a importantes viroses
foram desenvolvidos devido a importancia de se compreender quais genes influenciam a
expressdo do fenotipo e sua interacdo para utilizacdo desses alelos em programas de
melhoramento (Tabela 2). Foram necesséarios diversos esforgos para identificar a
influéncia do alelo bc-u na expressdo de alelos recessivos, como bc-1, bc-22 e be-3.
Concluindo-se que na presenca do alelo dominante I, apenas o bc-22 requer bc-u para a
sua expressdo (Kelly et al., 1995). Utilizando gendtipos resistentes ao Bean golden
mosaic virus (BGMV) evidenciaram que o alelo recessivo bgm-1 ndo requer outros alelos

para sua expressdo (Velez et al., 1998).
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Estudos utilizando marcadores sdo muito requeridos devido a necessidade de
piramidagé@o de alelos de resisténcia, principalmente quando a ocorréncia de epistasia
dificulta ou impede a fenotipagem para aqueles locos. Sendo assim se fez necessario a
utilizacdo de marcadores ligados aos alelos de resisténcia para realizar selecdo indireta
(Miklas et al., 2006).

Diversos estudos com feijdo-comum tem utilizado marcadores buscando
identificacdo e associagdes a alelos de resisténcia a viroses. Marcadores, inicialmente
RAPD e posteriormente transformados em SCAR foram desenvolvidos utilizando
cruzamentos entre gendétipos andinos e cultivares adaptadas as condicdes africanas
(algumas mesoamericanas), com o intuito de inserir o alelo recessivo bc-3 em cultivares
vulnerdveis a estirpes de BCMNV (Johnson et al., 1997).

Devido a enormes perdas causadas por Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMYV) marcadores SCAR foram identificados para detec¢do do loco SR2 de feijdo
comum associado a resisténcia ao BGYMYV, e resisténcia adicional a dois Potyviruses
BCMYV e Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV), baseado na presenca dos genes
bc-12 e bgm-1 (Blair et al, 2007). Posteriormente foram identificados 44 SNPs altamente
associados a resisténcia a Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) e ao Clover yellow
vein virus (CYVV) (Hart & Griffiths, 2015). Também foi realizado outro trabalho visando
0 mapeamento de genes importantes em populacfes de feijoeiro comum, para serem
utilizados em programas de melhoramento. Com a identificacdo de quatro QTLS no
cromossomo Pv04 para resisténcia a mancha angular, utilizando-se uma populacdo de
180 individuos F2 do cruzamento entre G5686 x Sprite (Keller et al., 2015).

O mapeamento de genes é de grande importancia no processo de
melhoramento, uma vez que permite munir o melhorista de informacdes relevantes no
sentido de estabelecer as melhores estratégias para selecdo e combinacdo de alelos,

potencializando a expressao dos caracteres de interesse.
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Tabela 2. Principais fontes de resisténcia identificadas para mosaico comum (BCMV) e
para 0 mosaico dourado amarelo do feijoeiro (BGYMV) (Phaseolus vulgaris L.).

Género Efeito  Marcador Classe Crom. Eggg Referéncia
Potyvirus Dom SW13 SCAR Pv02 I Haley et al. 1994
§ss715641188 SNP Pv02 I Bello et al, 2014
OW13690 RAPD Pv02 I Kelly et al, 1994
Rec - - Pv03 bc-1 Miklas et al, 2000
SBD51300 SCAR Pv03 bc-12 Miklas et al, 2000
- - Pv03 bc-2 Miklas et al, 2000
- - Pv03 bc-22 Kelly et al., 1995
elF4 CAPS  Pv06 bc-3 Naderpour et al.
2010
ROC 11/420 RAPD Pv06 bc-3 Johnson et al., 1997
- - Pv03 bc-u Miklas et al., 2000
Begomovirus Dom - - Bgp-1 Acevedo-Roman et
al., 2004
Rec SR2 SCAR Pv03 bgm-1 Blair et al., 2007

CB_00352 SNP Pv03 bgm-1 Soler et al., 2017
R2570/530 RAPD Pv03 bgm-2 Velez et al., 1998
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Material genético e cruzamentos

A populacdo de mapeamento para resisténcia ao CPMMYV foi desenvolvida a
partir de cruzamentos entre os genitores BRS Ametista, cultivar altamente produtiva, de
grdo tipo carioca, grdos gratudos e moderada resisténcia a antracnose, murcha de fusério
e crestamento bacteriano comum (Melo et al., 2012), como fonte de resisténcia ao
CPMMV, e a linhagem elite CNFCT 16207, linhagem transgénica resistente ao BGMV,
também de gréaos carioca, suscetivel ao CPMMV (Souza et al., 2018). CNFCT 16207 foi
utilizada como genitor masculino. As sementes F; foram obtidas e sua natureza hibrida
foi verificada via marcador molecular ligado ao transgene de resisténcia a0 mosaico
dourado (marcador especifico para o evento Embrapa 5.1). Os hibridos foram, entéo,

utilizados para a obtencéo das geracdes F2 e F2:3 deste cruzamento.

3.2  Genotipagem da geracédo F»

Aproximadamente 200 sementes da geragdo F» foram semeadas e conduzidas
em ambiente controlado, onde foi realizada a coleta de amostras do tecido foliar 189
plantas, 187 individuos F> mais dois parentais, para a extracdo de DNA, aos 20 dias apds
o plantio. O DNA gen6mico das plantas foi extraido a partir de amostras de tecido foliar
imersas em N2 liquido, usando o método do CTAB, de acordo com o protocolo
inicialmente descrito por Doyle & Doyle (1990). As amostras foram enviadas para
genotipagem na empresa DArT P/L (Canberra, Australia), pelo método DArT-seq,
conforme inicialmente descrito por Kilian et al. (2012). Esta técnica possibilita a
identificacdo de inimeros polimorfismos de DNA, cuja analise fornece a identificacéo de
SNPs (Kilian et al., 2012).

3.3.  Fenotipagem da geracdo F2:3

Para a avaliacdo da reacdo ao CPMMV, os experimentos foram conduzidos
em casa de vegetacdo, nas dependéncias da Fazenda Capivara, sede da Embrapa Arroz e
Feijdo, em Santo Antdnio de Goias — GO (latitude: 16°28° 00’ S, longitude: 49° 17° 00’
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W, altitude: 823 m). As plantas da geragdo F» foram conduzidas individualmente em
ambiente controlado, visando a obtencdo de sementes das progénies F2:3. Foram utilizadas
12 plantas por progénie para a fenotipagem para reacdo ao CPMMV. O delineamento
utilizado foi de blocos inteiramente casualizados (DIC), com trés repeticdes constituidas
de um vaso com quatro plantas cada, sendo, portanto, avaliadas 12 plantas por genotipo.
Plantas com as folhas cotiledonares expandidas foram inoculadas mecanicamente, usando
0 isolado CPMMV:BR1:GO:14 (NUmero de acesso no GenBank: MK202583) (Alves-
Freitas et al., 2019), cultivado em plantas hospedeiras de Phaseolus vulgaris L. em
ambiente controlado para a obtencdo de um volume suficiente para inocular o
experimento. Apdés 30 dias da inoculagdo, plantas individuais foram avaliadas
visualmente quanto aos sintomas de CPMMYV. Por meio de uma escala de notas, variando
de 1 (planta totalmente resistente, sem sintomas visiveis) a 9 (planta suscetivel, totalmente
depreciada, com sintomas evidentes nas folhas), modificada de Cheruku et al. (2017).
Todas as plantas inoculadas foram avaliadas individualmente. As notas de reacdo ao
CPMMYV atribuidas a cada uma das plantas F2:3 foram transformadas em médias por

repeti¢do e por tratamento.
3.4.  Anadlise genético-estatistica

Foram obtidas as médias, por tratamento, das notas da avaliagéo da resisténcia
das plantas F2:3 a0 CPMMV. Os dados fenotipicos foram testados quanto aos pressupostos
da analise de varidancia para normalidade, aditividade e heterocedasticidade.
Posteriormente foram realizadas andlises graficas e descritivas, estatisticas classicas e
analise de variancia (ANOVA). Os graficos, histograma de frequéncia e QQ-plot, foram
obtidos utilizando o software R (R Core Team, 2019).

O teste de y? foi realizado para aferir, os desvios das frequéncias de gendtipos
resistentes observados em relacéo a sua frequéncia esperada, considerando a hip6tese de
segregacdo monogénica, com base nas avaliacdes das geraces F. (genotipica) e F2:3
(fenotipica). Posteriormente foi adotado a correcdo por FDR, a 5% de probabilidade, para
minimizar as taxas de falsos positivos (Benjamini & Hochberg, 1995). O teste de x2 e
correcdo pelo método FDR foram realizadas utilizando o software R (R Core Team,
2019).

Para andlise de ligagdo dos marcadores moleculares ligadas aos locos de
resisténcia, a frequéncia de recombinac&o foi estimada por meio de comparacéo par a par

dos marcadores para a construcdo do mapa. Na etapa de agrupamento dos marcadores,
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foi utilizado os parametros 0,30 e 6 para fracdo de recombinacdo e LOD-score
respectivamente. Posteriormente, utilizando o método ‘rcd’ (rapid chain delineation) e
comando ‘force’, obteve-se 0 posicionamento e a ordem para cada marcador. A
construcdo do mapa de ligacéo foi feita utilizando o pacote Onemap (Margarido et al.,
2007). A representacdo grafica dos mapas de ligacdo foi gerada com o auxilio do
programa MapChart 2.32 (Voorrips, 2002).

A andlise de QTL foi realizada pelo método de intervalo composto, proposto
por Zeng (1994). O nivel LOD-score, de significancia adotado, foi estimado pelo método
de permutacdes. A janela considerada (window size) foi de 1,0 cM. Para constatar a
ligagdo fatorial entre os marcadores e os locos de resisténcia, foi testada a hipotese Ho:Hs,
em que o efeito significativo indicara a presenca de efeito do QTL. As analises foram
realizadas pelo programa QTL Cartographer 1.17 (Basten et al., 2005).

A anotacdo génica foi realizada utilizando a ferramenta Blast. Nestas analises, foi
utilizada a sequéncia referente a posicao do marcador mais proximo ao pico do QTL mais
10 kpb upstream e downstream a este ponto, perfazendo um total de 20 kpb. As anotac¢des
referentes as funcdes dos genes identificados foram obtidas a partir do banco de dados do
Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html# — versdo: Phaseolus vulgaris
v2.1).
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4 RESULTADOS

Os valores medios da reacdo ao CPMMV das progénies F2:3 da populacdo
composta por 187 progeénies resultantes do cruzamento bi-parental entre BRS Ametista e
a linhagem CNFCT 16207 apresentaram distribui¢cdo normal, como pode ser observado
na Figura 1A. Pelo histograma de frequéncias, podemos observar uma distribuicdo
simétrica das médias fenotipicas em forma de sino, semelhante a curva normal (linha em
vermelho). O ajuste da distribuicdo dos dados de forma muito proxima a reta identidade
no grafico QQ-plot também é uma evidéncia da proximidade das médias a curva normal
(Figura 1B). Podemos observar efeito transgressivo, indicando que os dois parentais
possuem alelos que, quando combinados, afetam o fen6tipo na mesma direcéo (Yuste-
Lisbona et al., 2012).
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Figura 1. Gréaficos dos valores médios da reacdo ao CPMMV de 187 progénies F2:3 de
feijoeiro-comum oriundas do cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207. A)
Histograma de frequéncias das médias fenotipica e curva normal. AM e 207 representam
as classes nas quais se encontram as notas referentes aos genitores BRS Ametista e
CNFCT 16207 respectivamente. B) Grafico de QQ-Plot dos valores médios de rea¢éo ao
CPMMYV e reta identidade.

Um sumario da analise de variancia e das estatisticas descritivas das médias de
reacdo ao CPMMYV ¢ apresentado na Tabela 3. Apds verificar a normalidade dos dados,

foi realizada a andlise de varidncia e, assim, foi observado que os tratamentos

26



apresentaram diferencas significativas (P < 0.001). Esse resultado € um forte indicio da
existéncia de variabilidade genética para resisténciaao CPMMV nas progénies avaliadas,
a qual pode ser explorada para fins de melhoramento genético. O tamanho da amostra,
média, variancia e CV (%) dos dados fenotipicos também sdo apresentados na Tabela 3.
O CV apresentou valor abaixo de 25%, o que indica boa precisdo experimental. A
estimativa da herdabilidade no sentido amplo, baseada no método dos quadrados médios
para tratamentos e residuos, foi de 0,87, podendo assim ser considerada como alta
(Pimentel-Gomes, 2009).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para aos valores médios de reacdo ao CPMMV
das progénie F»:3 oriundas do cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207.

Fv ! GL 2 SQ3 QM 4 P-valor
Tratamentos 186 931,42 50081  0.001***
Residuo 361 239,84 0.6644 -
Total 557 - - -
Média

Populacao 5,37

BRS Ametista 2,33

CNFCT 16207 6,42
Amplitude 6,24 (8,33 - 2,09)
Variancia (s?) 1,72
Desvio padréo (s) 1,31
CV ° (%) 24,40
o2 ® 1,84
h27 0,87

L FV — Fontes de Variacio; > GL — Graus de liberdade; ® SQ — Soma de Quadrados; * QM
— Quadrado médio; ® CV — Coeficiente de variago; ® Z— Variancia genética; ' h3 —
Herdabilidade no sentido amplo.

*** significativo a 0,1%.

A genotipagem das 187 progénies BRS Ametista x CNFCT 16207, mais dois
genitores, pela plataforma DArTSeq resultou na identificagcéo de 26.462 marcadores SNP
(codominante) e 26.962 marcadores DArT (dominante). Os marcadores nédo distorcidos,
para o teste de x2, possuem taxa de genotipagem (call rate ou marcadores “lidos”) de 50,0
—84,9% (506) e de 85,0 — 100,0% (3.855). Desta forma, como resultado obteve-se 4.361
(16,48%) marcadores polimorficos, SNP (1.623) e DArT (2.738), para serem utilizados
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nas etapas seguintes de construcdo do mapa genético. Entre os marcadores SNP, 20.165
(82,43%) foram monomorficos para os dois genitores, 2.502 e 2.062 SNPs apresentaram
frequéncia de segregacdo distorcida para os gendtipos dos parentais BRS Ametista e
CNFCT 16207, respectivamente (Tabela 4). Para os marcadores DArT, 21.724 foram
monomorficos para ambos os genitores. A distor¢do de segregacdo foi de 1.245 para o
genitor BRS Ametista e 594 para o genitor CNFCT 16207. Houve predominancia de
alelos para o gendtipo BRS Ametista em todos 0s cromossomos para os dois tipos de
marcadores, SNP e DAIrT.

O teste de y2 foi utilizado para identificar os marcadores que se ajustaram a
segregacdo esperada para um loco bi-alélico em uma populagéo F2 ,1 AA: 2 Aa: 1 aa para
os marcadores codomimantes e 3 A_: 1 aa para marcadores dominantes. Desta forma
foram selecionados 1.723 marcadores SNPs, porém 100 destes foram excluidos por
apresentarem o mesmo alelo em ambos os genitores, inviabilizando a identificacdo da
fase de ligacdo. Resultando em 1.623 marcadores SNP (6,08%). De 3.399 marcadores
DArT, 661 locos em ambos os marcadores continham o mesmo alelo em ambos os
genitores. Resultando em 2.738 DArT (10,15%) ndo distorcidos e polimorficos para a
construcdo do mapa genético e anélise de QTL. Para os marcadores SNP, o nimero de
marcadores polimérficos variou de 39 (Pv01l) a 210 (Pv08), com uma média de 148
marcadores. Para os marcadores DArT, o nimero de marcadores 40 (Pv01) a 338 (Pv11),
com uma media de 249 marcadores (Tabela 4).

Como resultado do mapeamento genético, utilizando o OneMap, foram obtidos
11 grupos de ligacdo (Figura 2), os quais corresponderam aos 11 cromossomos do feijdo
(Schmutz et al., 2014; Vlasova et al., 2016). E interessante salientar que dos 4.361
marcadores, 15 nao foram posicionados em grupo de ligacdo algum. Apds o ordenamento,
utilizando a fungdo ‘force’, o mapa final foi constituido por todos os 4.361 marcadores.
Foi necessario a retirada de 847 marcadores visando melhorias no ordenamento dentro de
cada grupo de ligacdo deste mapa. Foi entdo obtido um mapa final, com 3.514 marcadores
SNP e DArT ndo distorcidos e segregantes conforme a frequéncia esperada para cada tipo
de marcador na populacao utilizada. O nimero de marcadores em cada cromossomo no
mapa genético final variou de 64 (Pv01) a 590 (Pv11), com uma média de 319 marcadores

por cromossomo (Tabela 5).
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Tabela 4. Sumério da analise de segregacdo e distor¢cdo dos marcadores usados na
construcdo inicial do mapa genético de ligacédo utilizando a populacdo F> do cruzamento
BRS Ametista x CNFCT 16207.

Monomorf. Dist. DArT  Dist. SNP Polimorf.
DArT SNP AM 207 AM 207 DArT SNP

Crom! DArT SNP

PvO1 1730 1938 1619 1741 45 15 106 50 40 39

Pv02 2213 2425 1907 2059 63 22 122 107 205 136
PvO3 2127 2261 1578 1792 80 44 160 141 234 158
PvO4 1590 1801 1357 1384 48 18 198 132 156 82

PvO5 1304 1491 1102 1146 52 25 125 108 116 103
PvO6 1502 1768 1243 1360 81 29 142 112 135 145
PvO7 1767 1941 1422 1443 64 26 165 140 236 183
Pv08 2312 2568 1826 1787 113 34 289 261 298 210
Pv09 1702 1851 1542 1632 55 11 88 65 84 62

Pvi0O 1439 1963 1179 1271 45 40 162 141 166 116
Pvll 1911 2588 1423 1681 56 55 413 287 338 195

Scaff 371 792 317 S77 16 267 443 464 28 19
Contig 6724 3395 5029 2292 527 8 89 54 702 175

Total 26962 26462 21724 20165 1245 594 2512 2062 2738 1623
Média 2451 2405 1959 1833 113 54 227 187 249 148

1 Cromossomo relacionado a espécie Phaseolus vulgaris L.

O mapa genético final incluiu os 11 cromossomos do feijdo-comum e apresentou
3.131,58 cM de comprimento. A variacdo entre os cromossomos foi de 162,97 cM (Pv09)
a 385,38 cM (Pv1l), com uma distancia média de 319,45 cM (Tabela 5). A maior
distancia entre dois marcadores adjacentes variou de 10,23 (Pv08) a 77,60 cM (Pv01). A
distancia média entre dois marcadores variou de 0,65 no Pv11 a 3,26 cM no Pv01, sendo
que a distancia média entre marcadores, considerando todos os cromossomos, foi de 0,89
cM. A porcentagem de distancias menores ou igual a 5,0 cM variou de 42,86% (Pv09) a
96,23% (Pv08). Considerando todos os cromossomos, 84,51% das distancias entre
cromossomos adjacentes foram menores ou igual a 5,0 cM, o que € um bom indicativo
da saturacdo de mapa genético (Tabela 5). Considerando todos os marcadores, foi
observado também que 59,02% das distancias possuem no maximo 1,83 cM entre

marcadores adjacentes (Figura 3).
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Pv01

Pv08 Pwv09

Figura 2. Representacdo grafica do mapa de ligacéo final (Tabela 5) construido a partir
da populacéo F,> do cruzamento BRS Ametista e CNFCT 16207, com 521 marcadores
distribuidos nos 11 cromossomos de Phaseolus vulgaris L. A) cromossomos Pv01 a Pv06
e B) cromossomos Pv07 a Pv11. Em vermelho e azul estéo representadas as posi¢oes no
mapa dos marcadores SNP e DArT, respectivamente. Em verde estdo representadas as
posicdes dos marcadores que ndo estavam posicionados no mapa fisico e que foram

inseridos no mapa genético com base nas frequéncia de recombinacao.

Tabela 5. Sumario do mapa genético de ligacédo final construido utilizando a populagéo
F> do cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207.

N° de marcadores Tamanho _Mzilior_ Distancia D <
Crom? distancia - -
SNP DArT  Total (cM) (cvy ~ Media 5cM
Pv01l 30 34 64 209,20 77,60 3,26 82,81
Pv02 124 228 352 299,42 23,75 0,85 97,73
Pv03 158 266 424 339,16 10,92 0,80 97,41
Pv04 86 196 282 270,85 22,07 0,96 97,16
Pv05 108 143 251 276,51 17,03 1,10 96,41
Pv06 153 164 317 270,45 13,95 0,85 98,11
Pv07 149 200 349 371,94 24,45 1,07 95,70
Pv08 185 258 443 316,40 10,23 0,71 98,42
Pv09 49 74 123 162,97 37,36 1,32 93,50
Pv10 116 203 319 229,30 11,91 0,72 97,81
Pvil 170 420 590 385,38 19,23 0,65 99,32
Total 1328 2186 3514 3.131,58 - 1,12 -
Média 120 198 319,45 284,69 24,35 - 95,85

t Cromossomo relacionado a espécie Phaseolus vulgaris L.
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Figura 3. Distribuicdo das frequéncias das distancias entre marcadores adjacentes no

mapa genético de ligacao final construido para a populacdo F» BRS Ametista x CNFCT
16207. Linha horizontal indica 1%.

A analise de QTL por intervalo composto identificou quatro QTLs, utilizando
LOD minimo de 2,5, envolvidos no controle da resisténcia ao CPMMV em diferentes
cromossomos (Figura 4). Que foram refinados em uma etapa posterior, utilizando um
método mais robusto, 0 mapeamento por intervalo multiplo (Zeng et al., 1994) que
identificou trés QTLs utilizando LOD limite igual a 3,0. Os QTLs foram identificados
nos cromossomos, Pv03, Pv07 e Pv09 (Figura 5), com os seguintes valores percentuais
que explicam a variacdo fenotipica: 5,00, 23,60 e 11,20%, respectivamente. Foi possivel

observar um QTL de maior efeito localizado no cromossomo Pv07 (Tabela 6).

31



2.0k LOD0

9.6 1+

316 163 229 385cM
0 0 0 0 0 0 0 0
+ _.Gh-1 Ch-2 Ch-3 Ch-4 Ch-5 Ch-6 Ch-7 Ch-8 Ch-9 Ch-10 Ch-11

Figura 4. Resultado grafico da analise de QTL realizada pelo software QTL Cartographer
utilizando o método de mapeamento por intervalo composto (CIM) das 187 progénies
F2:3 de feijdo-comum do cruzamento entre BRS Ametista x CNFCT 16207. Ch-1 a Ch-
11 referem-se aos Pv0O1l a Pv1l, respectivamente. O maior pico observado no grafico
indica 0 QTL CMV7.1A¢.
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Figura 5. Cromossomos Pv03, PvO7 e Pv09 com os marcadores SNP e DArT no mapa
construido a partir da populacdo F2 do cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207,
evidenciando os QTLs CMV3.14¢, CMV7.14¢ e CMV9.1%¢ (em vermelho).

Por meio do gréfico boxplot, podemos observar também a variacdo nas médias
das notas de resisténcia nos genotipos, para os marcadores mais proximos, que
flanqueiam 0s QTLs CMV3.14¢, CMV7.14¢ e CMV9.14€, todos provenientes do parental
BRS Ametista (fonte de resisténcia ao CPMMV) (Figura 6). As médias de fenotipagem
para resisténcia ao CPMMV dos individuos que possuem o alelo proveniente do parental

resistente (A), BRS Ametista, sdo sempre inferiores. Seguidas dos individuos

32



heterozigotos (H) e dos individuo que possuem o alelo proveniente do parental suscetivel
a0 CPMMV (B), CNFCT 16207.

Tabela 6. Sumario da analise de QTLs utilizando o método de mapeamento por intervalo
multiplo, evidenciando os locos, 0os marcadores mais proximos aos QTLS, a porcentagem
da variancia fenotipica explicada por cada marcador e valores de LOD méaximo para
declarar o QTL para resisténcia ao CPMMV do feijoeiro-comum.

QTL Crom? Marcador R2 (%)2 LOD
cMmva.iac  PVO3 SNP_Ch_3 32775048 4843 50 4,22
cmvz.1Ac  PVO7  SNP_Ch_7_26685627_12051 2360 11,73
CMv9.1rc  Pv09  SNP_Ch 9 35245240 15285 11,20 3,73

1 Pv — Cromossomo P. vulgaris; 2 R2 - Taxa de variacao fenotipica explicada pelo QTL.
Marcadores identificados como mais proximos ao pico de LOD para identificacdo do
QTL.

Marcador: SNP_Ch_3_32775048 Marcador: SNP_Ch_7_26685627 Marcador: SNP_Ch_9_35245240
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Figura 6. Gréaficos de boxplot das médias das progénies para os marcadores identificados
na analise de QTL. Pontos em vermelho referem-se as medias de notas (sobrescrito). A e
B sdo alelos em homozigose provenientes dos parentais BRS Ametista e CNFCT 16207
respectivamente. H — individuos heterozigotos.

Como resultado da anotagao génica foi feita uma busca ‘Blast’, no site Phytozome,
da sequéncia referente a posi¢do do marcador mais proximo ao pico do QTL mais 10 mil
bases upstream e downstream, compondo uma regido de 20 mil pares de bases. Todos 0s
genes identificados dentro da regido de interesse estdo na Tabela 7.

Como resultado da anotagéo génica, para 0 QTL CMV3.14 foi identificado dois
genes (Phvul.003G067600.1 e Phvul.003G131700.1). O primeiro, Phvul.003G067600.1
pertencente a familia dos transportadores de agucar. O segundo, Phvul.003G131700.1
ndo possui informagdes. Para 0 QTL CMV7.14¢ também foi identificado dois genes
(Phvul.007G157700.1), o qual ndo possui informacdes e Phvul.007G157800.1,
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pertencente a familia das proteinas ADF/Cofilins, que atuam no dobramento e
modelamento do citoesqueleto de actina. Para 0 QTL CMV9.14¢, foi identificado dois
genes Phvul.009G1235000.1, pertence a familia das ribonucleoproteinas A, e o segundo,
Phvul.009G235101.1 que ndo possui informagdes dentro do banco de dados utilizado
(Tabela 7).

Tabela 7. Genes contidos nas regides de 10 kpb upstream e downstream a partir do
marcador SNP identificado como mais proximo ao pico dos QTLs para resisténcia ao
CPMMV.

o Funcdo Processo
QTL Nome do gene Familia molecular biologico

CMV3.1%C phyul.003G067600.1 | ansportadores de _ :
actcar

Phvul.003G131700.1 - - -

CMV7.1A¢ Phwvul.007G157700.1 3 - )

Dobramento Despolimerizagédo
de actina de actina

CMV9.1AC Phvul.009G235000.1 Ribonucleoproteina A - -
Phvul.009G235101.1 - - -

Phvul.007G157800.1 ADF/Cofilins
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5 DISCUSSAO

Este trabalho foi pioneiro na identificagdo de locos para resisténcia ao CPMMV e
feijdo-comum. Os resultados revelaram a existéncia de trés QTLs com variacao fenotipica
de 5,00 a 23,60% controlando a resisténcia na cv. BRS Ametista, o que é indicio de uma
heranca oligogénica ou quantitativa nesta populacdo estudada. Estes resultados
contrastam com outros observados para soja, onde foi observada resisténcia monogénica
para a necrose da haste, doenca incitada pelo mesmo patégeno, 0 CPMMV (Oliveira et
al., 2018; Cheruku et al., 2017). Porém, é interessante salientar que ndo existem
caracteristicas monogénicas per se, e existem métodos mais sofisticados, como
mapeamento de ligacdo e associativo, para identificacdo de regides de controle génico,
que se adotados podem elucidar mais regifes atuando na expressao genica, como exemplo
podemos citar o caso de mancha-angular (Oblessuc et al., 2012).

Foram identificados inicialmente 26.462 marcadores SNP e 26.642 DArT. Apos
os filtros de qualidade, foram removidos 24.839 (93,86%) SNP e 24.224 (89,84%) DArT.
Dos quais 100 SNPs e 661 DArTs foram excluidos devido a problemas na genotipagem
de ambos os parentais (ndo identificacdo do alelo no parental). Este erro impossibilita a
identificacdo da fase de ligacdo entre os alelos dos genitores e das progénies. A fase de
ligacdo permite compreender a distribuicdo da sequéncia de alelos nos parentais, e
posteriormente, quando comparada com distribuicdo dos alelos das progénies, possibilita
identificar onde ocorreram eventos de recombinacdo. Resultando em 1.623 (6,13%) SNP
e 2.738 DArT.

A quantidade de marcadores removida pode ser considerada alta em comparagéo
a outros trabalhos que utilizaram linhagens de feijoeiro e filtros de qualidade similares.
Estudos utilizando linhagens de feijdo Mesoamericano, removeram 72,40% dos
marcadores (Fritsche-Neto et al., 2019). Trabalhos utilizando uma populacédo de RILs
provenientes de um cruzamento entre genotipos Andino e Mesoamericano removeram
62,18% dos marcadores (Silva et al., 2018).

35



Dentre os marcadores significativos para o teste de y?, distorcidos, para as
proporgdes 1:2:1 (codominante) e 3:1 (dominante), 20.165 SNPs e 21.724 DArTs (76,20
e 80,57% respectivamente) foram considerados monomorficos. Valores estes muito
superiores ao encontrado por Silva (2018), onde 4,22% dos SNPs foram monomorficos.
Este resultado pode ter sido atribuidos devido comprovada divergéncia genética e
fenotipica entre os parentais utilizados em seu estudo (Rudd x AND 277). No caso do
cruzamento BRS Ametista x CNFCT 16207, os parentais sdao contrastantes para o
fendtipo resisténcia a CPMMYV, porém pertencem ao mesmo pool mesoamericano e
classe comercial carioca. Ainda entre os marcadores significativos, foram obtidos 1.245
DAIrTs e 2.512 SNPs que distorceram para o parental Ametista, 594 DArTs e 2.062 SNPs
que distorceram para o parental CNFCT 16207.

Dos 4.361 marcadores polimorficos que foram utilizados para a construcdo do
mapa, 847 tiveram de ser excluidos por estarem estavam mal posicionados dentro grupos
de ligacdo. Aonde apds a retirada dos mesmos, 0 mapa reduzia em tamanho. Posteriores
tentativas de inser¢do dos mesmos marcadores incorriam em aumento, em centimorgans,
no tamanho do mapa.

O mapa de ligacdo gerado para a reagdo de resisténcia a CPMMYV em feijoeiro-
comum foi construido com 3.514 marcadores polimérficos (1.623 SNP e 2.738 DArT),
houve uma reducao de 94,42% considerando a quantidade inicial, valor considerado alto
em relacdo a outros estudos (Silva et al., 2018). Em trabalhos com outras espécies, a
quantidade de marcadores polimorficos foi maior, utilizando o mesmo método para
identificacdo de marcadores SNPs. Em eucalyptus foram identificadas 859 a 1.328
(reducdo de 61,15 a 39,94%), dependendo da diversidade genética entre os gendtipos
parentais (Sansaloni et al. 2010). Em ervilha 3.483 marcadores SNP foram polimdrficos
(reducdo de 59,09%) (Barilli et al., 2018). Foram utilizados duas populacbes para a
construcdo de dois mapas de ligacdo em trigo, as quais foram construidas utilizando 2.357
e 1. 498 SNPs, reducéo de 88,01 e 91,79% respectivamente (Marino et al., 2018). Porém
existem registros de mapas genéticos que foram construidos utilizando um menor nimero
de marcadores SNP. Em citros foram utilizados 661 SNPs (reducao de 97,64%) (Curtolo
etal., 2017) e 525 (reducéo de 97,22%) SNPs em arroz (Mogga et al., 2018).

O tamanho da populacdo utilizada, 187 progénies F> mais dois parentais,
permitiram a construcdo de um mapa genético altamente saturado e a identificacdo de trés
QTLs que controlam a resisténciaao CPMMV. Utilizando uma abordagem similar, outros

trabalhos também identificaram QTLs em populacdes segregantes de tamanhos e tipos de
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marcadores diferentes dos utilizados no presente trabalho. Utilizando uma populacéo de
100 RILs genotipada com dois marcadores SCAR, foi possivel mapear o gene de
resisténcia a BGYMYV, onde por meio de sua posi¢do no mapa, foi possivel observar que
este estava proximo a um alelo de resisténcia a outra virose (BCMV) (Blair et al. 2007).
Utilizando 210 progénies F.:3 genotipadas com 176 marcadores SSR, foi possivel
identificar 53 QTLs para caracteristicas relacionadas a componentes de produtividade em
trigo (Li et al. 2015). Foram identificados 14 QTLs para resisténcia ao crestamento
bacteriano comum em feijoeiro utilizando 364 RILs e 2.062 SNPs (Passos, 2016).

O mapa obtido possui 3.130,51 cM, relativamente maior em relacdo aos mapas de
outros trabalhos com feijdo, nos quais foram obtidos mapas com 1081,98 cM (Silvaet al.,
2018) e 822,1 cM (Yuste-Lishona et al., 2012). Vale salientar que estes trabalhos néo
utilizaram marcadores DArT. O comprimento elevado do mapa BRS Ametista x CNFCT
16207 pode ser devido a um desbalanco na relacdo entre nimero de marcadores e
tamanho da populacdo utilizada para construcdo do mapa. Silva et al., 2018 utilizaram
376 RILs, identificaram 2.041 SNPs para a construgdo de um mapa genético com
1.081,98 cM. Um numero maior de individuos pode permitir amostrar recombinac6es
entre marcadores (Ferreira et al., 2006). Contudo a saturacdo do mapa é elevada, média
de 1,12 cM por marcador, e 59,02% dos marcadores possuem distancia maxima de 1,83
cM. Quanto mais proximos os marcadores estiverem do QTL, menores sdo as chances de
ocorréncia de recombinacdo entre as duas regides.

Nesse estudo foram detectados trés QTLs para resisténcia ao CPMMYV em ensaios
com inoculacdo artificial, em casa de vegetacdo. Um QTL de maior efeito no cromossomo
Pv07 podera ser validado, onde sera de grande importancia para geracdo de novas
cultivares resistentes ao CPMMYV. Nenhum estudo havia sido feito para o estudo dessa
doenca em P. vulgaris. Novos trabalhos deverdo ser realizados em diferentes ambientes,
visando identificar a existéncia de interacdo QTL x ambientes, epistasia e identificacdo
de novos QTLs.

37



6 CONCLUSOES

O melhoramento para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia a viroses
resulta em ferramentas importantes e sustentaveis para contribuir com o manejo integrado
destas doencas e diminuir perdas ocasionadas por esses patdgenos. Os resultados obtidos
pelo presente estudo demonstraram que a populacéo utilizada permitiu a construgéo de
um mapa de ligacdo saturado e robusto para uma populagdo constituida por genotipos
mesoamericanos, além da identificacdo de trés QTLs associados a resisténciaao CPMMV
em feijao-comum. Um QTL de maior efeito (CMV7.14°) explicou 23,60% da variacio
fenotipica. Este pode ser um forte candidato a validagdo e, posteriormente, ser utilizado
em programas de melhoramento de feijao, dada a enorme importancia desta cultura para

a alimentacdo humana.
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