@
““
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE AGRONOMIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICAE
MELHORAMENTO DE PLANTAS

LAYSLA MORAIS COELHO

Melhoramento do feijao-comum para resisténcia a bacterioses
assistido por marcadores moleculares

GOIANIA
2022



SEI/UFG - 2716480 - Termo de Ciéncia e de Autorizagao (TECA)
1
¢S
@

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE AGRONOMIA

TERMO DE CIENCIA E DE AUTORIZAGAO (TECA) PARA DISPONIBILIZAR VERSOES ELETRONICAS DE TESES
E DISSERTACOES NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goids (UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da
Biblioteca Digital de Teses e DissertagBes (BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugio CEPEC n2 832/2007, sem ressarcimento dos direitos autorais, de
acordo com a Lei 9.610/98, o documento conforme permissSes assinaladas abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgagio
da produgdo cientifica brasileira, a partir desta data.

O contetdo das Teses e Dissertagdes disponibilizado na BDTD/UFG é de responsabilidade exclusiva do autor. Ao encaminhar o produto final,
o autor(a) e o(a) orientador(a) firmam o compromisso de que o trabalho ndo contém nenhuma violacio de quaisquer direitos autorais ou outro direito de
terceiros.

1. Identificagdo do material bibliografico

[1 Dissertayc'éo [X] Tese

2. Nome completo do autor

Laysia Morais Coélho

3. Titulo do trabalho

MELHORAMENTO DO FEIJAO-COMUM PARA RESISTENCIA A BACTERIOSES ASSISTIDO POR MARCADORES MOLECULARES
4. Informag6es de acesso ao documento (este campo deve ser preenchido pelo orientador)

Concorda com a liberagdo total do documento [ 1SIM [ X 1NAO?

[1] Neste caso o documento sera embargado por até um ano a partir da data de defesa. Apés esse periodo, a possivel disponibilizacio ocorrera apenas
mediante:

a) consulta ao(a) autor(a) e ao(a) orientador(a);

b) novo Termo de Ciéncia e de Autorizagdo (TECA) assinado e inserido no arquivo da tese ou dissertagdo.

O documento ndo serd disponibilizado durante o periodo de embargo.

Casos de embargo:

https://sei.ufg.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_extemno=264393&id_documento=2941100&id_orgao_acesso_externo=0&infra_hash=b9d96b8bd68b0b55183d5h30bb1e618f

SEIUFG - 2716490 - Termo de Ciéncia e de Autorizagéo (TECA)
- Solicitagdo de registro de patente;
- Submissdo de artigo em revista cientifica;
- Publicagdo como capitulo de livro;
- Publicacdo da disserta¢io/tese em livro.

Obs. Este termo devera ser assinado no SEl pelo orientador e pelo autor.

Documento assinado eletronicamente por LAYSLA MORAIS COELHO, Discente, em 03/06/2022, as 13:00, conforme horério oficial de Brasilia, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza, Usudrio Externo, em 11/10/2022, as 09:24, conforme horario oficial de
Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n2 23070.009648/2022-37 SEI n® 2716490

https://sei.ufg.br/sei/documento_consulta_externa.php?id_acesso_externo=264393&id_documento=2941100&id_orgao_acesso_extemno=0&infra_hash=b9d96b8bd68b0b55183d5b30bb1e618f



LAYSLA MORAIS COELHO

Melhoramento do feijao-comum para resisténcia a
bacterioses assistido por marcadores moleculares

Tese apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Genética e Melhoramento de
Plantas, da Escola de Agronomia, da
Universidade Federal de Goias, como requisito
para obtencao do titulo de Doutora em Genética
e Melhoramento de Plantas.

Area de  concentracdo:  Genética e
Melhoramento de Plantas

Linha de pesquisa: Melhoramento de Espeécies
Cultivadas

Orientador:

Dr. Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza
Coorientadora:

Dra. Paula Pereira Torga

GOIANIA
2022



Ficha de identificacéo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Coélho, Laysla Morais

MELHORAMENTO DO FEIJAO-COMUM PARA RESISTENCIA A
BACTERIOSES ASSISTIDO POR MARCADORES MOLECULARES
[manuscrito] / Laysla Morais Coélho. - 2022.

LXX, 70 f.

Orientador: Prof. Dr. Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza; co
orientadora Dra. Paula Pereira Torga.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Goias, Escola de
Agronomia (EA), Programa de Pés-graduagao em Genética e
Melhoramento de Plantas, Goiania, 2022.

Apéndice.

Inclui fotografias, grafico, tabelas.

1. Phaseolus vulgaris L.. 2. crestamento bacteriano comum. 3.
crestamento bacteriano aureolado. 4. Xanthomonas phaseoli pv.
phaseoli. 5. Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola. I. Souza,
Thiago Livio Pessoa Oliveira de, orient. Il. Titulo.

CDU 633




SEWUFG - 2716489 - Ata de Defesa de Tese

i
““
UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
ESCOLA DE AGRONOMIA
ATA DE DEFESA DE TESE

Ata N° 39/2022 da sessdo de Defesa de Tese de Laysla Morais Coélho que confere o titulo de Doutora em Genética e Melhoramento de Plantas, na 4rea de
concentragdo em Genética e Melhoramento de Plantas.

Aos quatro dias do més de abril do ano de dois mil e vinte e dois, a partir das treze horas e trinta minutos, por meio de videoconferéncia, realizou-se a sessdo
piblica de Defesa de Tese intitulada "Melhoramento genético para resisténcia a bacterioses em feijio-comum". Os trabalhos foram instalados
pelo Orientador, Doutor Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza (Embrapa Arroz e Feijdo), com a participagdo dos demais membros da Banca Examinadora:
Coorientadora Doutora Paula Pereira Torga (Embrapa Arroz e Feijio); Doutor Helton Santos Pereira (Embrapa Arroz e Feijdo), membro titular
interno; Professora Patricia Guimardes Santos Melo (EA/UFG), membro titular interno; Doutora Rosana Pereira Vianello (Embrapa Arroz e Feijdo), membro
titular externo; e Doutor Leonardo Cunha Melo (Embrapa Arroz e Feijdo), membro titular externo. Durante a arguigio os membros da banca fizeram sugestio
de alteragdo do titulo do trabalho. A Banca Examinadora reuniu-se em sessdo secreta a fim de concluir o julgamento da Tese tendo sido
a candidata aprovada pelos seus membros. Proclamados os resultados pelo Doutor Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza, Presidente da Banca Examinadora,
foram encerrados os trabalhos e, para constar, lavrou-se a presente ata que é assinada pelos Membros da Banca Examinadora, aos quatro dias do més de abril
do ano de dois mil e vinte e dois.

TITULO SUGERIDO PELA BANCA

MELHORAMENTO DO FEIJAO-COMUM PARA RESISTENCIA A BACTERIOSES ASSISTIDO POR MARCADORES MOLECULARES

Documento assinado eletronicamente por Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza, Usudrio Externo, em 05/04/2022, s 23:02, conforme horario oficial de
Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Paula Pereira Torga, Usudrio Externo, em 06/04/2022, as 08:27, conforme horério oficial de Brasilia, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

https://sei.ufg i _consulta_externa.php?id_acesso_externo=264393&id_documento=2941099&id_orgao_acesso_externo=0&infra_hash=da2fd089b10c67b48629476c42d06d70

SEINUFG - 2716489 - Ata de Defesa de Tese

Documento assinado eletronicamente por Leonardo Cunha Melo, Usudrio Externo, em 06/04/2022, as 08:44, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Rosana Pereira Vianello, Usudrio Externo, em 06/04/2022, s 08:58, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicamente por Helton Santos Pereira, Usudrio Externo, em 08/04/2022, s 15:34, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020,

Documento assinado eletronicamente por Patricia Guimardes Santos Melo, Professora do Magistério Superior, em 03/06/2022, 3s 10:44, conforme
horério oficial de Brasilia, com fundamento no § 32 do art. 42 do Decreto n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

*. A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ufg.br/sei/controlador_externo.php?
2 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o codigo verificador 2716489 e o cédigo CRC BSFICBCE.

Referéncia: Processo n° 23070.009648/2022-37 SEIn® 2716489

hitps://sei.ufg.br/sei/documento_consulta_extema.php?id_acesso_extemno=264393&id_documento=2941 0998&id_orgao_acesso_externo=0&infra_hash=da2fd089b10c67b48629476c42d06d70



% mes /ém'd, %ﬂw e %’[6& %]@/2@, INEUS Maleres e

melhores %I?W}é/dd e /(;‘//fca/, (/dwmwfuwdﬁ e amaor a ///fa/d/
DEDICO

Cl Lo
L/’_% mew @}éﬁdﬂ g&(“dé € ACS MAUS (rmndos

@/ﬂﬂ@/@ e %gm /écm lode ¢ g//w'a.

OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por tudo que me proporciona e a vida de trabalho e estudos. A minha
familia que sempre me apoiou nas minhas escolhas e me deram amor incondicional, meus
pais, Maria Helena e Mario e irmaos, Synara e Mikeyas. Ao meu marido e companheiro
de vida Lucas, pelos sonhos compartilhados, amor e encorajamento.

Agradeco também meu orientador, Dr. Thiago Livio P. O. de Souza, pelos
ensinamentos, por seu exemplo de dedicacdo a profissao e o seu amor pela pesquisa que
me inspiram. Pelo incentivo e por confiar na minha capacidade. A minha coorientadora,
Dra. Paula Torga por todo conhecimento, tempo disponibilizado, compreenséo e apoio.

Ao Programa de Pds-graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas da
Universidade Federal de Goias (PPGGMP-UFG) e ao Centro Nacional de Pesquisa de
Arroz e Feijdo (CNPAF) da Embrapa, ambientes que me proporcionaram tanto
crescimento. A todos os professores do PPGGMP-UFG e funcionarios que de alguma
forma contribuiram para a minha formacéo profissional e pessoal. Ao Conselho Nacional
de Desenvolvimento e Tecnoldgico (CNPq) e a Fundacdo de Pesquisa do Estado de Goias
(FAPEG), pela concesséo de auxilio financeiro.

A todos os pesquisadores da equipe de melhoramento de feijao pelo apoio e
parceria, em especial ao pesquisador, Dr. Joaquim Caprio por todo auxilio durante os
ensaios e ensinamento profissional. A Dra. Rosana Vianello por todo auxilio e
contribuicdes. As equipes do laboratério de biotecnologia (Fernanda, Gesimaria, José
Simido, Luana, Paula e Sylvana), laboratorio de apoio ao melhoramento de feijdo
(Adelino, Agnaldo, Amarildo, Antdnio Cosmi, Anténio Rodolfo, Hamilton, Jodo
Donizeti, Juraci, Lazaro, Luci, Mariana, Paulo e Sebastido), e ao técnico do laboratorio
de fitopatologia Ronair, pelas conversas e por toda ajuda e estimulo.

Aos colegas de pds-graduacao e estagio do CNPAF, que dividiram as cargas
pesadas, as alegrias e as conquistas. Passamos por momentos marcantes e hoje levo
amigos para a vida. Em especial aos colegas Ana Rubia e Lucas Matias, que também sao
parte desse trabalho.

Muito obrigada!



SUMARIO

RESUMO GERAL ..ottt en sttt 4
GENERAL ABSTRACT ..ottt 6
1. INTRODUGAO ...ttt 13

2. MELHORAMENTO GENETICO PREVENTIVO DO FEIJAO-COMUM
PARA RESISTENCIA AO CRESTAMENTO BACTERIANO AUREOLADO...18

2.1, INTRODUGAO ....cooieeiececeeeeeee e 20
2.2, MATERIAL E METODOS ....c.couiiiiirieieieieieiei et 22
2.2.1. Material genétiCo € CrUZameNtOS. ..........ooueiueieriieieaieeie e see e 22
2.2.2. Selecdo assistida por marcadores moleculares............ccccoviiiiiniiiiinninenn, 25
2.2.2.1. Analise de Similaridade GENELICA ...........ccvvveiieeiie i 25
2.2.2.2. Selecdo assistida dos alelos de reSiStENCIA..........cvevveerieiiiieiiieiiee e 27
2.2.3  Avaliacdo da qualidade comercial dos graos...........ccooviniiiininnnnnn, 28
2.4, CONCLUSOES........cciiitiieiese ettt stesreaneeneens 33
2.5.  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccooiiiiieieieieieeeisieeis s 33
APENDICE A. ...ttt 37
APENDICE B.....ooiiiiiiiiicteieie ettt 37
APENDICE C...ooeeeeeeeee e Erro! Indicador ndo definido.

3. VALIDACAO DE MARCADOR SNP ASSOCIADO A RESISTENCIA AO
CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM DO FEIJAO (Phaseolus vulgaris L.).40

3.1 INTRODUGAOQ ...ttt en s 42
3.2. MATERIAL E METODOS ......cooooiiieeeeeeeieieieeees s es et en s 43
3.2.1. Material GENATICO .....ccviiiie it 43
3.2.2. Analise genético-estatistica do marcador snpPV0039..........cc.ccccveevvveennnnn. 44
3.2.3. Desenvolvimento do ensaio de genotipagem TagMan® SNP........................ 44
3.2.4. Validagdo do marcador TagMan® snpPV0039 ..........c.ccoeveveveveeeveeieenennns 45
3.2.4.1. Preparo dos indculos de X. phaseoli pv. phaseoli, inoculagcdo e avaliacdo da
o[0T o o7 RS TSTRP 45
3.2.4.2. Analise molecular do marcador TagMan® snpPV0039............ccceeevevevevereenne. 47
3.2.5.  Analise genétiCo-eStatiStiCa............ccvveeiiieeiiie e 47
3.3.  RESULTADOS E DISCUSAOQ .....ccoevevvieeeeeeteeeeeseves e, 48
34, CONCLUSOES......coc oottt sttt 54
35, REFERENCIAS ..ottt en sttt en s, 54
APENDICE Aottt 58
4. CONSIDERAGCOES FINAIS ......ooieieieeeeeeeeeeeeeee e 66

S. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c.cooviiieveeeeeeeeeeeeeee e, 67



RESUMO GERAL

COELHO L. M. Melhoramento genético do feijdo-comum para resisténcia a
bacterioses. 2022. 70 f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) -
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2022.1

A cultura do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) tem a sua producdo afetada por
diversas bacterioses, sendo 0 uso de cultivares resistentes a esses patdgenos a medida de
controle mais segura, econdmica e eficiente. Entre as bacterioses que acometem a cultura,
destacam-se no Brasil o crestamento bacteriano comum (CBC), doenga amplamente
difundida no pais, incitada pelas bactérias Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e
Xanthomonas citri pv. fuscans, e o crestamento bacteriano aureolado (CBA), doenca
emergente de grande risco para a agricultura nacional, incitado por Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola (Psp). Esse trabalho é dividido em dois capitulos
relacionados ao melhoramento do feijdo-comum para resisténcia a essas duas bacterioses,
objetivando-se: (i) Desenvolver progénies de feijao-comum da classe comercial carioca
resistentes ao CBA, contendo individualmente os alelos de resisténcia Pse-2 e Pse-6, com
0 auxilio da selecéo assistida por marcadores moleculares (SAM). (ii) Avaliar e validar
o marcador molecular snpPV0039, associado ao QTL-SU91 de resisténcia ao CBC, em
um painel diverso de genitores de feijao-comum e em uma populacdo F. derivada da
linhagem CB911921 (QTL-SU91). No primeiro estudo foram realizados
retrocruzamentos utilizando como genitores doadores as fontes de resisténcia ao CBA
ZAA-12 (Pse-2) e BelNeb-RR1 (Pse-6) e como genitor recorrente a cultivar de graos
carioca BRS Estilo. As plantas F1 foram identificadas por genotipagem com marcadores
SSR e utilizadas como genitoras doadoras nos retrocruzamentos seguintes, até a geracdo
F1RCas. A cada ciclo de retrocruzamento foi realizada a genotipagem das plantas com 24
marcadores SSR. A similaridade genética das plantas RCnF1 com o genitor recorrente
BRS Estilo foi quantificada pelo nimero de alelos comuns que eles compartilham, com
base na distancia euclidiana para dados binarios, pelo método do vizinho mais préximo,
sendo selecionadas as plantas mais similares em cada ciclo de RC. A selecdo assistida
dos alelos de resisténcia foi monitorada nas geracfes RCzF1, RC3F1 e RC3F, e foram

avancadas para as proximas geracdes apenas as plantas com resultado positivo para a
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presenca dos alelos Pse-2 e Pse-6. Para a geracdo RCsF2:3 foi realizado teste de progénies
para selecdo de plantas em homozigose para os locos de resisténcia. Foram obtidas, para
cada populacdo, duas progénies RCsF2:3 de feijao-comum tipo carioca quase isogénicas a
cultivar BRS Estilo (100% de similaridade genética com base em 24 marcadores
moleculares SSR) e também contendo individualmente, em homozigose, os alelos de
resisténcia Pse-2 e Pse-6. No segundo estudo foi realizada a genotipagem de 376
genitores elite de feijdo-comum pela empresa Intertek Agritech, a partir do portfélio
disponibilizado pelo projeto “High Through-Put Genotyping (HTPG)” de marcadores
moleculares associados a diversos caracteres em feijdo. Foi selecionado o marcador
snpPV0039, que esté diretamente associado ao alelo QTLSU91 que confere resisténcia a
CBC. Para validacdo do marcador snpPV0039, foi utilizada uma populacdo segregante
F> derivada do cruzamento entre a linhagem CB 911921 (QTLSU91) e uma linhagem
suscetivel (Genitor 1), ja disponivel entre as populacdes de trabalho do programa de
melhoramento da Embrapa. Os dados da fenotipagem, com base na inoculagdo com Xap
em ambiente controlado, e genotipagem com marcador snpPV0039 na geracdo F» foram
submetidos ao teste de Qui-quadrado (x2), com auxilio do software R. Entre 218 plantas
F> fenotipadas para reacdo a Xap, 159 foram caracterizadas como resistentes e 59 como
suscetiveis, revelando ajuste a proporcao esperada de 3R_:1rr (y* = 0.49; p = 0.48). O
snpPV0039 aderiu a proporc¢édo de 1RR:2Rr:1rr (x° = 1.5; p = 0.47), segregando conforme
0 esperado para marcadores codominantes. Quanto a analise de ligacdo génica, o
marcador snpPV0039 utilizado na genotipagem da populagéo F, (Genitor 1 x CB 911921)
esta ligado ao alelo QTLSU91, com fracdo de recombinacédo de aproximadamente 0.1 (10
cM). O marcador snpPV0039 apresentou eficiéncia de selecdo de 96% na identificacao
de plantas com o alelo QTLSU91 de resisténcia a CBC presente em CB911921,
evidenciando seu forte desequilibrio de ligagdo. Assim, esse marcador é recomendado
para utilizacdo como ferramenta na rotina de selecdo de gendtipos resistentes ao CBC em

programas de melhoramento do feijdo-comum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., crestamento bacteriano comum, crestamento
bacteriano aureolado, Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e Pseudomonas savastanoi pv.

phaseolicola.



GENERAL ABSTRACT

COELHO L. M. Common bean breeding for resistance to bacterial diseases. 2022.
70 f. Thesis (Doctor of Science in Genetics and Plant Breeding) - Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2022.2

The common bean crop (Phaseolus vulgaris L.) production can be affected by several
diseases, with emphasis on bacteriosis, an important focus of breeding programs once the
use of resistant cultivars is the safest, most economical and most efficient control
measure. Among the bacterial diseases that affect the crop, in Brazil, the common
bacterial blight (CBB), widespread disease in the country, incited by bacteria,
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli and Xanthomonas citri pv. fuscans; and the halo
blight of common bean, an emerging disease of great risk to national agriculture, incited
by the Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp). The objectives of this work were:
(i) To develop halo blight resistant common bean progenies of the carioca commercial
class individually containing the Pse-2 and Pse-6 resistance alleles, with the aid of marker
assisted selection (MAS); (ii) To evaluate and validate the SNP snpPV0039, associated
with the CBB resistance QTL-SU91 in a diverse panel of common bean parents and in an
F> population derived from the line CB911921 (QTL-SU91). In the first study,
backcrosses were carried out using the sources of resistance to halo blight, ZAA-12 (Pse-
2) and BelNeb-RR1 (Pse-6) as donor parents and the carioca cultivar BRS Estilo as the
recurrent parent. F1 plants were identified by genotyping with SSR markers and used as
donor parents in the following backcrosses, until the F1BCs generation. At each backcross
cycle, plants were genotyped with 24 SSR markers. The genetic similarity of the BCnF1
plants with the recurrent parent BRS Estilo was estimated with the help of the Genes
Program and selected the most similar plants in each BC cycle. The assisted selection of
resistance alleles was monitored in BC2F1, BCsF1 and BC3F, generations and only plants
with positive results for the presence of Pse-2 and Pse-6 alleles were advanced to the next
generations. For the BCsF2:3 generation, a progeny test was performed to select plants in
homozygosity for the resistance loci. For each population, two BCsF2:3 common bean
progenies of the carioca type were obtained, almost isogenic to the cultivar BRS Estilo
(100% genetic similarity based on 24 SSR molecular markers) and also containing

individually, in homozygosity, the alleles of resistance Pse-2 and Pse-6. For the second
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study, the genotyping of 376 elite common bean parents was carried out by the company
Intertek Agritech, from the portfolio provided by the High Through-Put Genotyping
(HTPG) project of molecular markers associated with different characters in beans, the
marker was selected snpPV0039, which is directly associated with the QTLSU91 allele
that confers resistance to CBB.To validate the marker snpPV0039, an F. segregating
population was used, derived from the cross between the CB 911921 line (QTLSU91) and
a line susceptible to CBB (Genitor 1), already available among the working populations
of the Embrapa breeding program. Data from Xap phenotyping and genotyping with
marker snpPV0039 in the F, generation were submitted to the chi-square test (¥2) with
the aid of the R software. Among 218 F plants phenotyped for Xap reaction, 159 of them
were characterized as resistant and 59 as susceptible, showing conformity to the expected
ratio of 3R-:1rr (2 = 0.49; p = 0.48). snpPV0039 adhered to the ratio of IRR:2Rr:1rr (2
= 1.5; p = 0.47), segregating as expected for codominant markers. Regarding the gene
linkage analysis, the marker snpPV0039 used in the genotyping of the F> population
(Parent 1 x CB 911921) is linked to the QTLSU91 allele, with a recombination fraction
of approximately 0.1 (10 cM). The snpPV0039 marker showed a selection efficiency of
96%, in the identification of plants with the CBB resistance allele QTLSU91 present in
CB 911921, evidencing its strong linkage disequilibrium. Thus, this marker is
recommended for use as a tool in the routine selection of BCC resistant genotypes in a

common bean breeding program.

Key words: Phaseolus vulgaris L., common bacterial blight, halo blight of common bean,

Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli and Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola.



1. INTRODUCAO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a classe Dicotyledonea,
subclasse Archichlamydeae, ordem Rosales, familia Leguminosae (Fabaceae) e género
Phaseolus L. (Moyib et al., 2015). A espécie é amplamente distribuida e representa mais
de 90% do total de espécies do género Phaseolus cultivadas no mundo (Singh, 1992),
pOossui 2n = 2x = 22 cromossomos, com o0 genoma de aproximadamente 587 Mb (Schmutz
et al., 2014; Gepts, 1998). O feijdo-comum é um alimento tradicional na dieta humana,
tem baixo conteddo lipidico e € rico em proteinas, vitaminas, carboidratos complexos e
minerais (Moura & Brito, 2015; Montoya et al., 2010).

A partir do ancestral selvagem do feijdo-comum, com distribuicdo desde o
norte do México até o norte da Argentina (Brucher, 1988; Salinas et al., 1988), evoluiu
separadamente dois Centros de domesticacdo, na regido Mesoamericana (México,
América Central e Colémbia) e nos Andes (Peru e Argentina), formando dois pools
génicos distintos de espécies cultivadas (Schmutz et al., 2014; Gepts, 1993). A evolucao
das espécies nesses dois centros de diversidade resultou em diferenciac6es significativas
genéticas, morfoldgicas e fisioldgica (Santos et al., 2015).

O cultivo do feijao-comum ¢é realizado no Brasil principalmente em trés
épocas de plantio. Na primeira safra, ou safra das “aguas”, a semeadura ocorre nos meses
de agosto a dezembro, produzindo, em média, 40% da producdo nacional. Na segunda
safra, conhecida como safrinha ou safra da “seca”, a semeadura ocorre nos meses de
dezembro a abril, respondendo, em média, por 35% da producdo total. E na terceira safra,
a safra “outono/inverno” ou “irrigada”, a semeadura ocorre de abril a julho, resultando,
em média, em 25% da producdo total (EMBRAPA, 2021; Conab, 2018).

A leguminosa é cultivada em uma grande diversidade de ecossistemas,
situacdo que expde as plantas a muitos fatores que Ihe sdo desfavoraveis, com destaque
para as doencas, que ocasionam perdas anuais, geralmente significativas (Singh &

Schwartz, 2010). Dentre os patdgenos, as bactérias exigem a utilizagdo de métodos
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preventivos para um controle mais eficiente, sendo o uso de cultivares resistentes o
objetivo de muitos programas de melhoramento (Singh & Miklas, 2015; Yu et al., 2000).
Entre as bacterioses que acometem a cultura, o crestamento bacteriano
comum (CBC) incitada pelas bactérias Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli e
Xanthomonas citri pv. fuscans (Schaad et al., 2006; Fourie, 2002) e a murcha de
curtobacterium causada pela Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) séo
as doencas mais amplamente difundidas por areas produtoras no pais que provocam
grandes perdas anuais (Paula Janior & Wendland, 2012). O crestamento bacteriano
aureolado (CBA) se destaca no Brasil por ser uma doenga emergente com risco potencial
para agricultura nacional (Marques & Samson, 2016), ocasionado pela Pseudomonas
savastanoi pv. phaseolicola (Psp) (Marques & Samson, 2016; Yorinori et al., 1998).

O CBC ocasiona maiores perdas no plantio das aguas no Brasil, com
condicdes de temperatura ideais para o desenvolvimento do patogeno, entre 28° e 30°C
(Paula Janior & Wendland, 2012). Diversas cultivares de feijdo-comum apresentam
diferentes niveis de resisténcia a bacteriose, confirmando a natureza quantitativa da
resisténcia do feijdo-comum a doenca. Nesse contexto, a avaliagdo rotineira da reacdo de
acessos ao germoplasma de feijdo-comum ao CBC é essencial para o sucesso de
programas de melhoramento que buscam obter populacGes de plantas e cultivares
resistentes a doenca (Paula Junior & Wendland, 2012).

De forma geral nos pools génicos Andinos e Mesoamericanos ha um nivel
intermediario de resisténcia ao CBC, fator determinante para a busca de fontes de
resisténcia em outros pools génicos, como a espécie P. acutifolius, que apresenta alto
nivel de resisténcia ao CBC (Singh & Miklas, 2015). Foi mapeado em linhagens do pool
génico mesoamericano, oriundas do cruzamento interespecifico entre P. vulgaris vs P.
acutifolius, 0 QTLSU91 de maior efeito associado a resisténcia ao CBC, explicando 0,62
(P=0,01) da proporcdo fenotipica da resisténcia (Lobaton et al., 2018), o que facilita a
introgressao do alelo-alvo no germoplasma elite dos programas de melhoramento (Singh
& Schwartz, 2010). Conforme o catalogo de cultivares da Embrapa apenas a cultivar BRS
Esplendor, grdo tipo preto, que a genealogia indica a presenca do haplétipo oriundo de P.
acutifolius, € resistente a doenca (Rava et al., 1996). Os catalogos do Instituto
Agrondmico de Campinas e Instituto Agronémico do Parana ndo incluem cultivares
resistentes ao CBC (IAC; IDR-PR, 2022).

A doenga foi relatada pela primeira vez no Brasil no estado do Para, e seu
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agente causal foi descrito como Xanthomonas campestris pv. phaseoli (Robbs, 1954). A
variante fuscans foi posteriormente descrita no estado de Sao Paulo (Paradela Filho et al.,
1967). A doenca ¢ encontrada em todo o mundo, e ¢ alvo de medidas de quarentena em
muitos paises europeus, onde ndo ¢ endémica. Assim, a movimentagdo de sementes
contaminadas deve ser considerada como um alvo para evitar a disseminagao do patégeno
em todo o mundo (Paiva et al., 2020). No Brasil deve-se ter esse cuidado com o CBA que
¢ um fitopatdgeno que ainda ndo esta disseminada por todo o pais e é considerada uma
doenca emergente, por isso é de extrema importancia o desenvolvimento de cultivares
resistentes que pode prevenir a sua ampla disseminacéo e, assim, coibir grandes perdas
na producéo de graos (Marques & Samson, 2016).

O Programa Nacional de Melhoramento Genético Preventivo, coordenado
pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, tem como objetivo o
desenvolvimento de variedades com resisténcia a pragas, quarentenarias ou emergentes,
como o CBA, que apresentam risco para atividade agricola no pais, antes que elas
ocasionem consequéncias negativas para competitividade do agronegdécio nacional. Na
pratica, o “AgroPreventivo” ou Melhoramento Preventivo segue as seguintes etapas: (i)
Busca de genes de resisténcia as pragas quarentenarias nos bancos genéticos da Embrapa
e de instituicdes parceiras; (ii) Identificacdo dessas fontes de resisténcia genética; (iii)
Cruzamento com linhagens-elite no Programa de Melhoramento Genético; (iv) Obtencao
de novas variedades agricolas; (v) Sele¢do de variedades resistentes através de analises
de DNA; (vi) Desenvolvimento de estoques genéticos; (vii) Realizagdo de testes de
validacao dos estoques genéticos em paises de ocorréncia das pragas quarentenarias; (viii)
Disponibilizagcdo dos estoques genéticos para as instituicdes participantes do Programa
(Embrapa, 2016).

O CBA é uma doenga comum em quase todo o mundo, foi descrita em paises
de todos os cinco continentes, incluindo fronteiricos com o Brasil, como Colémbia, Peru,
Suriname e Venezuela (Wang et al., 2018; Schwartz et al., 2005). No Brasil a primeira
descricdo do patégeno ocorreu no Estado do Parana em 1998 (Yorinori et al., 1998). A
principal espécie agricola afetada pelo CBA ¢ o feijdo-comum e a bactéria é capaz de
infectar também diversas outras leguminosas (Sun, et al., 2017; Hunter & Taylor, 2006;
Taylor et al., 1996). Ja foram detectadas nove racas diferentes desse patdgeno, e sete
alelos associados a resisténcia a Psp (Tabela 1) (Teverson et al., 1991, Taylor et al., 1996;

Miklas et al., 2009, 2011, 2014; Tock et al., 2017).
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Tabela 1. Série diferenciadora de variedades de feijdo-comum usada para a classifica¢do

de racas de Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp), agente causal do crestameno

aureolado bacteriano. Em evidencia as nove ragas do patdgeno ja descritas (Teverson et
al., 1991, Taylor et al., 1996; Miklas et al., 2009, 2011, 2014; Tock et al., 2017).

Racas de Psp?

Linhagens
Diferenciais Genes Crom 2 3 4 6 8 9
Canadian Wonder nenhum
ZAA 54 (A52) Pse-4 ?
Tendergreen Pse-3 ? HR HR +
Red Mexican Ul 3 Pse-1 Pv10 + + -
ZAA 55 (A53) Pse-3, Pse-4 ? + HR HR + + o+
ZAA 12 (A43) - -
Pse-2 Pv10 - HR HR + - -
Pse-3 Pv02 + HR HR + + o+
Pse-4 ? + + + + + o+
Guatemala 196-B Pse-1, Pse-3, - -
Pse-4 ? + HR HR + + -
A55 Pse-3 Pv02 HR HR
BelNeb-RR1 Pse-4 PV10 + +
Pse-6 Pv04 + + + + + -
Minuette - -
Pse-3, Pse-4 ? + HR HR + + NT
Pse-(Race 7) Pv04 + + + + + o+
19365-31 Pse-3, Pse-4 ? HR HR +
Pse-(Race-1) Pv04 + + ) +
CAL 143 ? Pv5 + + _ _
%Reacdo a Psp: +, compativel, —, incompativel;, —HR, incompativel (hipersensibilidade severa ou

necrética); NT= ndo testada; (-) = segregacéo

Dentre os alelos de resisténcia a Psp detectados, o alelo Pse-2 presente da

linhagem ZAA-12 (A-43) confere resisténcia ampla para sete ragas de Psp (2, 3, 4, 5, 7,
8 e 9) (Miklas et al., 2011). E os alelos Pse-1 e Pse-6, oriundos das variedades UlI-3 e

BelNeb-RR1, respectivamente, conferem resisténcia as racas 1, 5, 7 e 9 (Tabela 1)

(Miklas et al., 2014). A possivel piramidacdo do alelo Pse-2 com o alelo Pse-1 ou Pse-6,

pode conferir resisténcia a oito racas do patdgeno, entre as nove ja detectadas (Miklas et

al., 2014), sendo uma forma de obter resisténcia por longo periodo e amplo espectro, com

locos adicionados em germoplasma pela piramidagdo, com utilizagdo de marcadores
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moleculares, sendo as linhagens ZAA-12 e BelNeb-RR1 6timas opcBes de genitores
doares de resisténcia ao CBA.

A selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) é uma ferramenta
indispensdvel em programas de melhoramento que visam o desenvolvimento de
populagdes resistentes a pragas emergentes ou quarentenarias, como o CBA, auxiliando
na selecdo de plantas resistentes sem a realizacdo da inoculacdo do patdgeno.
Concomitantemente a SAM também tem grande importancia no avango de programas de
melhoramento para doengas amplamente disseminadas, como o CBC no Brasil, visto que
possibilita a selecdo precoce dos individuos que apresentam o gendtipo desejavel e
fendtipo potencial, gerando economia de recursos e de tempo (Faria et al., 2014; Barili et
al., 2016).

Diante do exposto, esse trabalho dividido em dois capitulos teve como
objetivos: i) Desenvolver progénies de feijdo-comum da classe comercial carioca
resistentes ao CBA por meio de retrocruzamentos entre os genitores doadores, ZAA-12
(Pse-2) e BelNeb-RR1 (Pse-6), e a cultivar de gréos tipo carioca BRS Estilo, assistidos
por marcadores moleculares. ii) Validar o marcador snpPV0039, previamente
identificado por Lobaton et al. (2018) como associado ao QTLSU91 de resisténcia ao
CBC, em um grupo diverso de genitores de feijado-comum do programa de melhoramento
da Embrapa, e validar esse marcador para estimar sua eficiéncia de sele¢éo e potencial de
ser incorporado a rotina da SAM em uma populacéo F; derivada da linhagem CB 911921,

que possui em sua genealogia alelos oriundos de P. acutifolius,
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CAPITULO 1

2. MELHORAMENTO GENETICO PREVENTIVO DO FEIJAO-
COMUM PARA RESISTENCIA  AO CRESTAMENTO
BACTERIANO AUREOLADO
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RESUMO. A bactéria Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp) € o agente causal
do crestamento bacteriano aureolado (CBA) do feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.),
doenga amplamente difundida no mundo. No Brasil, o relato da presenga dessa bactéria
em 1998 no Estado do Parand caracterizou esse organismo como uma praga quarentenéria
presente, no entanto como ndo houve nenhum outro relato em areas de cultivo a praga foi
retirada da lista de organismos quarentenarios. Todavia, a capacidade de sobrevivéncia
desse patdgeno na fase epifitica é uma caracteristica que deve ser considerada em relagdo
aos cuidados com a disseminacdo dessa bactéria, sendo um alerta a necessidade de
medidas de prevencdo desse patdégeno capaz de causar grande perdas de producdo. O
desenvolvimento de cultivares com resisténcia genética € uma medida eficiente de
controle preventivo, pois evita a disseminagdo do patdégeno no territorio brasileiro e,
consequentemente, 0s impactos negativos para a competitividade do agronegdcio
nacional. Diante disso, esse trabalho objetivou obter progénies de feijdo-comum da classe
comercial carioca resistentes ao CBA por meio de retrocruzamentos com a cultivar BRS
Estilo, assistidos por marcadores moleculares. As fontes de resisténcia ao CBA utilizadas
foram as linhagens ZAA-12 (A-43) (gene Pse-2) e a BelNeb-RR-1 (gene Pse-6). O
genitor recorrente foi a cultivar de grdos carioca BRS Estilo. As plantas F;1 foram
identificadas por genotipagem com marcadores SSR e utilizadas como genitoras doadoras
nos retrocruzamentos seguintes, até a geracdo F1RCs. A cada ciclo de retrocruzamento
foi realizada a genotipagem das plantas com 24 marcadores SSR bem distribuidos no
genoma do feijdo-comum. A similaridade genética das plantas RCyF1 com ao genitor
recorrente BRS Estilo foi estimada com o auxilio do Programa Genes e selecionadas as
plantas mais similares em cada ciclo. A selecdo assistida dos alelos de resisténcia foi
monitorada nas geracdes RC2F1, RCsF1 e RCsF; e foram avancgadas para as proximas
geracOes apenas as plantas com resultado positivo para a presenca dos alelos Pse-2 e Pse-
6. Para a geracdo RCzF:3 foi realizado o teste de progénies para sele¢do de plantas em
homozigose para os locos de resisténcia. Por fim, foram obtidas progénies de feijédo-
comum RCsF2:3 da classe comercial carioca resistentes ao CBA por meio de
retrocruzamentos com a cultivar BRS Estilo, assistidos por marcadores moleculares. As
progénies da Populacdo 1 (BRS Estilo/ ZAA-12) possuem o alelo Pse-2, que confere
resisténcia as racas 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 9 de Psp. Ja as progénies da Populacédo 2 (BRS Estilo/

BelNeb-RR1) possuem o alelo Pse-6, que confere resisténcia as ragas 1, 5, 7 e 9 de Psp.
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2.1.  INTRODUCAO

O melhoramento preventivo ou agro preventivo consiste em desenvolver
genotipos resistentes a um organismo quarentenario vegetal, ou seja, um organismo ainda
inexistente no territdrio nacional, ou mesmo detectado no pais, mas ainda nao totalmente
disseminado por todo territorio e com potencial de causar grandes prejuizos econdémicos,
sociais e ambientais ao setor agricola (Santos et al., 2021). Como exemplo de sucesso do
melhoramento preventivo, na década de 1950 iniciou-se o desenvolvimento de variedades
resistentes a ferrugem do café (Hemileia vastatrix) (Carvalho, 1959), que foi fundamental
para o controle da doenca quando da sua entrada no Brasil duas décadas depois, em
meados da década de 1970 (Santos et al., 2021).

A Embrapa coordena o Programa Nacional de Melhoramento Genético
Preventivo, que visa o desenvolvimento de variedades de plantas com resisténcia genética
a pragas de alto risco para a atividade agricola no pais, antes que elas efetivamente entrem
no territorio brasileiro, com consequéncias negativas para a competitividade do
agronegocio nacional. A bactéria Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola (Psp),
agente causal do crestamento bacteriano aureolado (CBA), é um dos organismos
priorizados nesse programa.

A bactéria Psp foi caracterizada por Burkholder (1926) como Phytomonas
medicaginis variante phaseolicola, depois foi revisada para Pseudomonas medicaginis
variante phaseolicola por Dowson (1943) e para P. syringae pv. phaseolicola (Young et
al. 1978). Posteriormente P. syringae foi reagrupada em nove clados de P. savastanoi,
incluindo os patovares phaseolicola, savastanoi, glycinea e tabaci (Young et al. 1994,
Gardan et al. 1992). A Psp é uma bactéria aerdbica, gram-negativa, possui forma de
bastonete, geralmente unicelular, e movimentacdo por meio de 1 a 4 flagelos polares
(Wang et al., 2018).

Os sintomas tipicos do CBA incluem manchas encharcadas nas folhas, hastes,
vagens e sementes. O aumento do tamanho das manchas culmina na formacéo de grandes
lesbes necrosadas com halos de coloracdo verde amarelada, motivo do nome
“crestamento aureolado” (Taylor et al., 1979). O patdgeno pode sobreviver em sementes
infectadas, restos de cultura ou de forma epifitica (Arnold et al., 2011). Sua penetracao

nos tecidos da planta ocorre através de aberturas naturais, a temperatura ideal para o
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crescimento da Psp é entre 25 °C e 28 °C, enquanto a producdo de phaseolotoxina €
favorecida por temperaturas mais amenas, entre 18°C e 20°C (Aguilera et al., 2017).

O feijdo-comum é a principal espécie agricola infectada, mas a bactéria é
capaz de infectar também diversas outras leguminosas, como P. acutifolius, P. coccineus,
P. lunatus, Centrosena sp., Desmodium spp., Glycine max, Lablab purpureus, Lens
culinaris, Macroptilium atropurpureum, Pachyrhizus erosus, Vigna angularis, V. radiata,
V. unguiculata, Cajanus cajan, Pisum sativum, Pueraria lobata, P. thunbergiana,
Neotonia wightii (Sun, et al., 2017; Hunter & Taylor, 2006; Taylor et al., 1996). O CBA
é uma doenca comum em quase todo o mundo, foi descrita em paises de todos 0s cinco
continentes, incluindo fronteiricos com o Brasil, como Colémbia, Peru, Suriname e
Venezuela (Marques & Samson, 2016).

No Brasil, a Psp foi considerada uma praga quarentenaria ausente desde a sua
regulamentacdo. Apos o primeiro relato em 1998, no estado do Parana (Yorinori et al.,
1998), passou a ser considerada uma praga quarentendaria presente. Posteriormente ndo
houve nenhum outro relato do aparecimento dessa doenga em campos de cultivo do
Brasil, o que repercutiu na sua retirada da lista de organismos quarentenarios. A grande
capacidade de sobrevivéncia da Psp na fase epifitica, em condigdes de ‘dorméncia’
enquanto ndo ha condi¢des ideais para disseminacdo, € uma caracteristica desse patégeno
que deve ser considerada em relagdo aos cuidados com a disseminacdo dessa bactéria no
Brasil e pode apoiar uma deciséao diferente em relacdo a quarentena dessa bactéria no pais
(Marques & Samson, 2016). Na Australia, a Psp era considerada uma ameaca emergente
em 1980, agora € responsavel por perdas em grande escala na producéo de Vigma radiata
L. Wilczek var. radiata, cultura que contribui significativamente para as exportacdes
australianas (Noble et al, 2019).

Nove racas dessa bactéria foram descritas em todo o mundo, e mapeados
alelos que conferem resisténcia as diferentes racas. O alelo Pse-1, mapeado no
cromossomo Pv10, condiciona resisténcias as racas 1, 5, 7 e 9 (Taylor et al., 1996;
Teverson, 1991). O alelo Pse-2 foi mapeado no cromossomo Pv10 na linhagem ZAA 12
(A43), obtendo um efeito mais amplo, com o condicionamento de resisténcia a sete racas
(2,3,4,5,7, 8¢e9) (Miklas et al, 2011). A linhagem ZAA 12 (A43) também possui 0
alelo Pse-3, no cromosso Pv2, que confere uma resposta de resisténcia de
hipersencibilidade (HR) as racas 3 e 4. O alelo Pse-4, condiciona a resisténcia apenas a

raca 5 (Teverson, 1991; Miklas et al., 2009), e o alelo Pse-5 a raga 8, ambos mapeados
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no cromossomo Pv10 (Teverson, 1991). O alelo Pse-6, localizado no cromossomo Pve6,
encontrado apenas na cultivar BeINeb-RR-1, confere resisténcia a quatro racas (1, 5, 7 e
9) (Miklas et al., 2014), o alelo Pse-(Race 7) promove resisténcia a raca 7, e o Pse-(Race-
1) as racas 1 e 8, ambos mapeados no cromossomo Pv4(Miklas et al., 2014).

Dentre todas as racas conhecidas, apenas para raga 6 ainda ndo foi identificada
resisténcia, ou seja, ndo foi identificado e mapeado um alelo associado a resisténcia. No
entanto, foram detectados dois QTLs de maior efeito (HB4.2 e HB5.1) nos cromossomos
Pv04 e PvO05 nas linhagens P1 150414 e CAL 143 que conferem resisténcia a raca 6 (Tock,
etal., 2017).

Uma doenga emergente, como o CBA no Brasil, merece mais atengéo, pois
além da introducdo ndo-intencional através da disseminagéo natural da bactéria, transito
de pessoas, veiculos e produtos, ndo deve ser descartada a possibilidade de introducdo
intencional do organismo em areas onde ndo ha a presenca da bactéria, podendo ocasionar
impacto negativo na economia e no comércio de alimentos e a possibilidade de surtos que
podem provocar uma epidemia (Janse, 2012; Dudley & Woodford, 2002).

Pesquisas de melhoramento genético para resisténcia a doenga sdo de extrema
importancia, assim como estudos para entender o patossistema completamente e
pesquisas em regifes produtoras de feijao-comum, a fim de obter um diagnostico
confiavel da situacdo e elaboracdo de medidas preventivas (Marques & Samson, 2016).
Nesse contexto, esse trabalho objetivou obter progénies de feijdo-comum da classe
comercial carioca resistentes ao CBA por meio de retrocruzamentos com a cultivar BRS

Estilo, assistidos por marcadores moleculares.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Material genético e cruzamentos

As fontes de resisténcia para o crestamento bacteriano aureolado utilizadas
foram as linhagens ZAA-12 (A-43) (gene Pse-2) e BelNeb-RR-1 (gene Pse-6) (Miklas et
al., 2014; Miklas et al., 2011). O genitor recorrente foi a cultivar de grdos carioca BRS
Estilo (Figura 2.1). O método de retrocruzamentos foi utilizado para obtencdo de
progénies de feijdo-comum tipo carioca.

As sementes dos genitores doadores foram obtidas junto ao Servigo de

Pesquisa Agricola do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States
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Department of Agriculture — USDA, Agriculture Research Service — ARS), em Beltsville,
MD, EUA. Essas sementes estdo sendo mantidas na colegéo de trabalho do programa de
melhoramento de feijao-comum coordenado pela Embrapa, na Embrapa Arroz e Feijdo,

em Santo Antonio de Goias, GO.

Figura 2.1. Sementes dos genitores utilizados para a realizacdo dos retrocruzamentos a partir dos genitores
doadores, ZAA-12 (A-43) e BelNeb-RR-1, e do genitor recorrente, BRS Estilo. A- BRS Estilo. B- ZAA-
12 (A-43). C- BelNeb-RR-1.

A linhagem ZAA-12 (A-43) do grupo comercial calima foi obtida do
cruzamento entre G8106 x NY76-2812-15, realizado no Centro International de
Agricultura Tropical (CIAT), em Cali, Colémbia (Taylor et al., 1996). ZAA-12 possui 0
alelo de resisténcia a Psp Pse-2, mapeado no cromossomo Pv-10, o qual apresenta um
amplo espectro de resisténcia, promovendo reacdo de incompatibilidade com sete das
nove racas de Psp ja caracterizadas (ragas 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 9) (Miklas et al., 2011).

A linhagem BelNeb-RR-1 do grupo comercial branco, obtida do banco de
germoplasma do USDA/ARS (Stavely et al., 1989) possui 0 gene Pse-6, mapeado no
cromossomo Pv04, que promove resisténcia as racas 1, 5, 7 e 9 de Psp (Miklas et al.,
2014).

A cultivar BRS Estilo, utilizada como genitor recorrente, originou-se do

cruzamento maltiplo, realizado em 1991 no CIAT, envolvendo os seguintes genitores:
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EMP 250 /4/ A 769 /Il A 429 | XAN 252 // V 8025 / PINTO VI 114. Posteriormente, o
avanco das geragdes e a selecdo dos caracteres de interesse foram realizados na Embrapa
Arroz e Feijdo, em Santo Antdnio de Goias, GO. BRS Estilo é do grupo comercial carioca
e apresenta arquitetura de planta ereta, adaptada a colheita mecénica direta. Tem um alto
potencial produtivo e estabilidade de producéo, os grédos possuem excelentes qualidades
comerciais. A cultivar é moderadamente resistente a antracnose, ferrugem e ao
crestamento bacteriano comum (Melo et al., 2010). Atualmente, BRS Estilo possui uma
das maiores participagdes no mercado brasileiro de sementes de feijdo.

Na Figura 2.2 esta apresentada o processo de obtencdo das progénies, com
detalhes do nimero de retrocruzamentos e a geracdo em que estas progénies se
encontram. Os cruzamentos foram realizados em telado com sistema de climatizagdo por
nebulizacdo, na Embrapa Arroz e Feijdo, as plantas F; foram identificadas por
genotipagem com marcadores SSR e utilizadas como genitores doadores nos
retrocruzamentos até a geracdo RCsF1. A recuperacdo do genoma do genitor recorrente
foi monitorada com o auxilio de marcadores SSR e com o auxilio da selecéo assistida por

marcadores moleculares (SAM) até a obtencédo de plantas RCsF; (Figura 2.2).

Genitor Recorrente X Genitor Doador
BRS Estilo ZAA-12 (A43) ou BelNeb-RR-1
BRS
Esio | * Fi

BRS

Estic | * | RCiF4 \
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Figura 2.2. Diagrama representativo da estratégia de melhoramento usada para desenvolver progénies de
feijdo-comum com grdos tipo carioca contendo alelos de resisténcia a P. savastanoi pv. phaseolicola em

dois programas de retrocruzamentos (RC) distintos.
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2.2.2. Selecao assistida por marcadores moleculares
2.2.2.1. Analise de Similaridade Genética

Na geracdo F1 e em cada ciclo de retrocruzamentos, as plantas RCnF1 foram

genotipadas com marcadores microssatélites (SSR) previamente desenvolvidos para o

feijdo-comum e disponiveis no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao

(Morais et al., 2016; Cardoso et al., 2014). Sdo 24 marcadores SSR selecionados por

serem multialélicos e por serem bem distribuidos no genoma (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Marcadores moleculares microssatélites, agrupados em quatro painéis, utilizados para

caracterizacdo molecular de feijdo-comum, com informac6es acerca do volume utilizado para cada reacdo

de PCR, a concentracdo de cada primer, e as respectivas fluorescéncias.

Painel 1
IDRrér\?eerrsg): ZVZ\{%TI\;I- Volume d(eu Bé)}gr reagao Concentragdo final (pl) Fluorescéncia
BM143 0,15 0,3 HEX
PV25 0,1 0,2 FAM
BM164 0,02 0,04 NED
BM114 0,05 0,1 FAM
BM138 0,1 0,2 NED
PV169 0,05 0,1 HEX
Painel 2
Fgér\?eer;g): ZVX%?MF Volume d(eullzgg reagao Concentragdo final (pl) Fluorescéncia
PV5 0,05 0,1 HEX
PV35 0,05 0,1 FAM
BM202 0,1 0,2 NED
BM189 0,04 0,08 FAM
BM210 0,03 0,06 NED
BM155 0,2 0,4 HEX
Painel 3
Fgér\’r/]eerrsél): ZVX%TI\;I- Volume d(eu ng reacao Concentragdo final (ul) Fluorescéncia
BM187 0,5 1 HEX
BM113 0,08 0,16 NED
PV87 0,03 0,06 NED
PV272 0,03 0,06 FAM
BM154 0,03 0,06 FAM
PV13 0,03 0,06 FAM
Painel 4
Igg\?;;él): gq%ﬁjl\; Volume d(eu ng reacao Concentragdo final (ul) Fluorescéncia
PV11 0,04 0,08 HEX
BM181 0,03 0,06 NED
BM183 0,04 0,08 FAM
PV163 0,1 0,2 FAM
BM201 0,08 0,16 NED
PV251 0,08 0,16 HEX
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Foram coletados discos de aproximadamente 5,0 mm de didmetro de folhas
jovens no estadio V3 das plantas F1 e RCyF1 e dos genitores, as quais foram armazenados
em microtubos de polietileno com tampa do tipo eppendorf de 1,5 ml e acondicionado
em freezer a -20°C. A extragdo de DNA foi realizada com base no protocolo CTAB,
adaptado de Brondani et al. (1998) para isolamento de DNA genémico de Phaseolus
vulgaris L. A concentragdo do DNA extraido foi estimada por espectrometria em
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®, Waltham/EUA) e a integridade verificada por
meio de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com Brometo de etidio a 10mg/mi
solugdo estoque. Solucdo de banho — 800ml de TBE 1x + 250ul de Brometo de etidio —
aproximadamente 3ug/ml. O resultado foi fotodocumentado por fotografia sob luz UV,
utilizando-se o equipamento transiluminador (Lpix EX da marca Loccus) e programa
computacional Lpix Image. As amostras foram diluidas em agua ultrapura e padronizadas
em 30 ng pL* para serem utilizadas nas reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction).

O preparo da reacdo de PCR foi realizado conforme Morais et al. (2016)
utilizando quatro painéis multiplex, contendo um conjunto de seis marcadores SSR cada
(Tabela 2.1). As condicbes da PCR foram as seguintes: uma desnaturacao inicial a 94°C
durante 15min., seguido por 40 ciclos a 94°C por 30s., 56°C por 1,5 min., 72°C por 1,5
min., e finalizado com uma extenséo final a 72°C por 10 min. Ao término foi adicionado
ao produto da PCR 50 ul de agua milli-Q autoclavada e armazenada em freezer a -20°.
Para a analise dos fragmentos, foi adicionado a uma placa de PCR, para cada reacdo: 0,5
ul da PCR diluida, 9,42 pl de Hi-Di"™ Formamide — Thermo Fisher Scientific. e 0,08 ul
do marcador interno GeneScan™ 500 ROXTM dve Size Standart. Em seguida a placa foi
centrifugada a 3000 rpm por 10s. e realizada uma desnaturacdo a 95°C por 5min. no
termociclador. Ao término a placa foi rapidamente colocada no gelo por no minimo 2min.
e colocada no sequenciador Applied Biosystems® 3500xL Genetic Analyzers. O software
para analise do tamanho dos fragmentos foi 0 Gene Mapper versdo 4.1 (Morais et al.,
2016). A agua foi utilizada como controle negativo da PCR e a cultivar BRS Estilo foi
utilizada como referéncia para o controle positivo da PCR e do tamanho para chamada
dos alelos.

A similaridade genética (SG) das plantas RCnF1 em relacdo ao genitor
recorrente BRS Estilo, em cada ciclo de retrocruzamento, foi estimada a partir das
informacdes dos marcadores SSR, os quais sdo co-dominantes e multialélicos, sendo

possivel identificar gendtipos heterozigotos e homozigotos, gerando mais informacdes
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em nivel genético. A similaridade genética entre o genitor recorrente BRS Estilo e cada
uma das plantas RCnF; testadas, foi quantificada pelo namero de alelos comuns que eles
compartilham, com base na distancia euclidiana para dados binarios pelo método do
vizinho mais proximo, realizada com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2013). Nas
etapas de retrocruzamento foram selecionadas as progénies que obtiveram maior
similaridade em relag&o ao genitor recorrente a fim de aumentar a eficiéncia dos ciclos
de retrocruzamento.

Para a geracdo F1, a analise com os marcadores moleculares foi realizada para
a confirmagdo da hibridagdo artificial, sendo selecionadas para o primeiro
retrocruzamento as plantas que possuiam em seus locus alelos herdados pelos dois

genitores.

2.2.2.2. Selecdo assistida dos alelos de resisténcia

O DNA gendmico dos genitores BRS Estilo, ZAA-12 e BelNeb-RR1 e das
plantas RCzF1, RC3F1, RC3F2 e RCaF2:3 foi extraido conforme descrito no item 2.2.2.1, e
acondicionado em freezer -20°C. Foi realizada a amplificacdo do DNA pela técnica de
PCR, utilizando os marcadores do tipo SCAR, para deteccao dos alelos de resisténcia. O
marcador SAE 15 detecta o alelo de resisténcia Pse-2 presente na linhagem ZAA-12 (A-
43) (Miklas et al., 2011) e o marcador SB10 detecta o alelo de resisténcia Pse-6, presente
na linhagem BelNeb-RR1 (Miklas et al., 2014).

Para 0 marcador SAE15 [(F) 5°- TGCCTGGACCCAAAAGCTATTCAC- 3’
e (R)5’- TGCCTGGACCACTCTTAACG- 3’], com designagdo para amplificar um
produto de 955 pb, o0 volume de cada reacdo foi de 10 uL, contendo: 1 uL da extracdo de
DNA a 30 ng.uL™, 5 pL de Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen®, EUA), 1 uL de Q-
Solution (Qiagen®, EUA), 0,4 uL de primer (foward e reverse) na concentragdo de 0,5
mM e 2,6 puL de H20 Milli-Q autoclavada. As condi¢des da PCR foram as seguintes: uma
desnaturacdo inicial a 95°C durante 15min., seguido por 35 ciclos a 95°C por 40s., 53°C
por 40s., 72°C por 1min., e finalizado com uma extensao final a 72°C por 10min (Miklas
etal., 2011).

Para 0 marcador SB10 [(F) 5’- CTGCTGGGACAATCACCAAGTC - 3’ ¢
(R) 5’- CTGCTGGGACTCTCTTAC- 3°], com designacdo para amplificar um produto
de 550 pb, o volume de cada reacéo foi de 10 pL, contendo: 1 uL da extragédo de DNA a
30 ng.uL, 5 uL de Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen®, EUA), 1 uL de Q-Solution
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(Qiagen®, EUA), 1 uL de primer (foward e reverse) na concentracdo de 0,5 mM e 2,0 uL
de H20 Milli-Q autoclavada. As condigdes da PCR foram as seguintes: uma desnaturagéo
inicial a 95°C durante 15 min., seguido por 40 ciclos a 95°C por 30s., 65°C por 1 min. e
30seg., 72°C por 1min. e 30s., e finalizado com uma extens&o final a 60°C por 10min.
(Miklas et al., 2014).

Os produtos amplificados foram visualizados sob luz UV ap06s eletroforese
em gel de agarose a 1,0% contendo brometo de etidio (0,2 ug.mL) imerso em Tampéao
TBE 1x (Miklas et al. 2014). A selecéo assistida dos alelos de resisténcia foi monitorada
nas geracdes RC2F1, RCsF1 e RC3F; e foram avancadas para as proximas geracoes apenas
as plantas com resultado positivo para a presenca dos alelos alvo, respectivamente. Para
a geracdo RCsF»:3 foi realizado teste de progénies, para selecdo de plantas em homozigose
para os locos de resisténcia.

Para o teste de progénie, as plantas RCsF> selecionadas foram colhidas
individualmente e suas sementes constituiram 15 progénies RCsF2:3 para cada uma das
populacdes. Para cada progénie foram avaliadas 15 plantas para a presenca dos alelos de
resisténcia, totalizando 225 plantas avaliadas por populacéo. Ao final foram selecionadas
as progénies consideradas homozigotas para os locos alvos, em que todas as plantas
RCsF2:3 apresentaram resultado positivo para a presenca dos alelos de resisténcia; Pse-2

ou Pse-6, para populacdo 1 e 2, respectivamente.

2.2.3 Avaliacdo da qualidade comercial dos gréaos

Para cultivar BRS Estilo e as progénies RCsF2:3 foram retiradas amostras de
300 g, que foram peneiradas em peneira de furos oblongos de 2,25mm (No. 12). Os gréos
retidos na peneira foram pesados e em seguida obteve-se a porcentagem de gréos retidos
na peneira (% de grdos de padrdo comercial — PGPC). Apds a pesagem, foi retirada

amostra para obtencdo da massa de 100 grdos (M100).

2.3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foram desenvolvidas progénies de feijdo-comum
carioca com resisténcia ao CBA. As plantas da geracdo F; das duas populacbes de
cruzamentos [BRS Estilo x ZAA-12 (Populacdo-1) e BRS Estilo x BelNeb-RR1

(Populagdo-2)] foram selecionadas com base na analise com os 24 marcadores SSR
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(Tabela 2.1), que permitiram a confirmacéo da hibridacdo artificial, evitando levar para
proxima geracdo plantas derivadas por autofecundacdo. Ou seja, 0s locos SSR
identificados como polimorficos entre os genitores de cada populagdo, foram
heterozigotos nas plantas da geracdo Fi, isso significa que para cada loco as plantas
continham dois alelos, cada um especifico de um dos parentais. Sendo que para Populagédo
1 os genitores BRS Estilo e ZAA-12 foram polimérficos para 20 locos e para Populagdo
2, 0s genitores BRS Estilo e BelNeb-RR1 foram polimérficos para 10 locos (Apéndice
A).

A anélise de similaridade genética (SG) possibilitou nas geracdes obtidas por
retrocruzamento selecionar as plantas mais similares ao genitor recorrente BRS Estilo,
enquanto a SAM permitiu nas geracdes 0 avanco de plantas com a presenca dos alelos
Pse-2 (Populacéo-1) e Pse-6 (Populagdo-2), com base na amplificacdo dos marcadores
SCAR SAE15 e SB10, respectivamente (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Eletroforese em gel de agarose a 1,0% dos produtos de PCR dos marcadores SCAR SAE 15 e
SB 10, que amplificam fragmentos de DNA de 955pb e 550 pb associados & presenca (+) ou auséncia (-)

dos alelos de resisténcia ao CBA Pse-2 e Pse-6, respectivamente.

Para geracdo RC:F; foi realizada na Populagdo 1 uma sele¢do de 80% das
plantas, com SG > 77% com BRS Estilo (Apéndice B) e na Populagdio 2 foram
selecionadas 84,4% das plantas, com SG > 78% com BRS Estilo (Apéndice C). Para
geracdo RCyF:1 de 34 plantas analisadas na Populagdo 1, cinco foram positivas para
presenca do alelo Pse-2, sendo as cinco selecionadas também pela analise de similaridade

genética por apresentarem SG >93% com BRS Estilo (Apéndice A). E para Populagado 2
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de 32 plantas analisadas, sete foram positivas para presenca do alelo Pse-6, sendo as sete
plantas selecionadas também pela andlise de similaridade genética por apresentarem SG
>93% com BRS Estilo (Apéndice B).

Para geracdo RCsF1 das 40 e 50 plantas analisadas nas Populacdes 1 e 2,
foram selecionas 13 e 14 plantas com a presenca dos alelos de resisténcia Pse-2 e Pse-6,
sendo selecionadas 8 (Populacéo 1) e 9 (Populagéo 2) plantas com SG=100% com BRS
Estilo, respectivamente (Apéndices B e C). Esse resultado evidencia a importancia da
analise de similaridade genética durante as etapas de retrocruzamento, que possibilita a
selecdo de progénies mais similares ao genitor recorrente, permitindo uma boa
recuperacdo genética.

Na geracdo RCsF2, 75% e 87% das plantas analisadas apresentaram os alelos
Pse-2 e Pse-6 na Populagdo 1 e 2 respectivamente, dentre essas, 15 plantas de cada
populacdo foram selecionadas e colhidas individualmente, derivando as progénies para a
realizacdo do teste de progénies (Apéndices B e C). Para cada uma das 15 progénies,
foram analisadas 15 plantas RCsF.:3, totalizando 225 plantas por populacdo, e
selecionadas as progénies que ndo apresentaram segregacdo para os alelos de interesse,
ou seja, plantas com locos de resisténcia ao CBA em homozigose. Nesse contexto, foram
selecionadas para Populacdo 1 as progénies 11.2 e 21.2, totalizando 30 plantas RCsF2:3
positivas para a presenca do alelo Pse-2 (Tabela 2.2), e para Populacéo 2 as progénies 6.6
e 2.74, totalizando 30 plantas RCsF2:3 positivas para a presenca do alelo Pse-6 (Tabela
2.3).

As progénies das duas populacGes apresentam graos tipo carioca com pelo
menos 92% de gréos padrdo comercial (PGPC) e M100(g) proxima a BRS Estilo (Tabela
2.4), sendo que para Populacdo 1 os grdos apresentaram rajas similares a cultivar BRS
Estilo, enquanto que para Populagdo 2 as sementes apresentaram um padrao diferente de
rajas (Figura 2.4).

O uso da SAM ¢ uma técnica que otimiza a selecdo de plantas resistentes aos
patdgenos, principalmente nas etapas iniciais. Em programas de melhoramento
preventivo, que ndo é possivel realizar a inoculacdo do patdégeno na regido que ocorre 0
avanco das geracOes, os marcadores também auxiliam na selecdo em etapas iniciais, na
selecdo de plantas ou mesmo progénies promissoras. No entanto, como 0s marcadores
utilizados para selecdo das progénies ndo estdo diretamente ligados aos alelos Pse-2 e
Pse-6 (Miklas et al., 2014; Miklas et al, 2011), as progénies das Populagbes 1 e 2
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selecionadas serdo submetidas a inoculacdo por meio de parcerias internacionais, onde o

patdgeno esta disseminado, para confirmacgdo da resisténcia das plantas ao CBA.

Tabela 2.2. Teste de progénies RCsF23a partir do marcador SCAR SAE 15 ligado ao alelo Pse-2 em plantas

de progénies RC3F,; a partir dos produtos amplificados de 955pb pela analise de PCR.

Progénies RCsF23
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+ + +
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+: Planta com resultado positivo para a presenca do alelo Pse-2; -: Planta com resultado negativo para a
presenca do alelo Pse-2; *: Progénies selecionadas.

Tabela 2.3. Teste de progénies RCsF»:3 a partir do marcador SCAR SB10 ligado ao alelo Pse-6 em plantas

de progénies RC3F23a partir dos produtos amplificados de 550pb pela anélise de PCR.

Progénies RCsF23

Marcador SCAR SB10
+ + + + + + + + + + + + +

+

+

+ 4+ + + + + + +

+

+ + + + o+

+ + +

+ 4+ + + + + + 4+ 4+

+

155 3.57 8.57 20.57 6.6*

+

+ 4+ + + + + A+ o+ 4+

=+

116 16.6 1.63 4.65 1.71 471 1571 2.74* 574 6.74
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+ + + + + + + + + + + + +

+

+
+

+ + + + + + + +

+

+
+

+ + + + + 4+ + + + +

+

+: Planta com resultado positivo para a presenca do alelo Pse-6; -: Planta com resultado negativo para a
presenca do alelo Pse-6; *: Progénies selecionadas.
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Tabela 2.4. Avaliacdo da Massa de 100 gréos (g), gréaos retidos na peneira de furos oblongos de 2,25mm e
a porcentagem de gréos de padrdo comercial (PGPC) para cultivar BRS Estilo e para progénies RCsF2:
selecionadas.

Identificacdo M100(g) Peneira(g) % PGPC
BRS Estilo 28,4 293 97,7
BRS Estilo/ZAA-12 - 11.2 30,0 287 95,7
BRS Estilo/ZAA-12 - 21.2 28,7 278 92,7
BRS Estilo/BelNeb-RR1 - 6.6 30,4 300 100,0
BRS Estilo/BelNeb-RR1 - 2.74 31,1 295 98,3

M100(g): Massa de 100 gréos; % PGPC: Porcentagem de gréos padrdo comercial.
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Figura 2.4. Sementes do genitor BRS Estilo e das progénies RCsF23 da Populacdo 1 - BRS Estilo/ZAA-12
(11.2 e 21.2) e da Populagdo 2 - BRS Estilo/BelNebRR-1 (6.6 e 2.74).

Como perspectivas futuras, uma potencial piramidacdo dos alelos Pse-2 e
Pse-6 em uma mesma cultivar podera protegé-la de oito racas (1, 2, 3, 4,5, 7, 8 e 9) das
nove ja conhecidas de Psp (Miklas et al., 2014; Miklas et al, 2011), com excec¢do apenas
da raca 6. No futuro, a piramidacdo do alelo de resisténcia a raga 6 juntamente com 0s
alelos Pse-2 e Pse-6 em uma mesma cultivar, permitira a obtencdo de uma cultivar com
ampla resisténcia ao CBA, sendo uma forma de obter resisténcia por longo periodo e
amplo espectro, com alelos piramidados por meio da utilizacdo de marcadores
moleculares ou via inoculagao.

A aplicacdo da SAM ocasionou um progresso no melhoramento de feijdo-
comum, sendo amplamente utilizada em programas cujos 0s objetivos incluem resisténcia
de plantas a doengas (Singh & Schwartz, 2010; Pasev et al., 2013; Bello et al., 2014;
Souza et al., 2018), e permite a continuidade e avaliacdo de organismos quarentenarios e
emergentes em Programas de Melhoramento Preventivo. Um dos recursos mais
amplamente utilizados para o0 desenvolvimento de variedades tem sido o0s
retrocruzamentos assistidos por marcadores moleculares, auxiliando na incorporagdo de

alelos de interesse em linhagens elite (Patroti et al., 2019).
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Outros trabalhos relacionados ao Melhoramento Preventivo para pragas e
doengas de alto risco também estdo em desenvolvimento, como de linhagens com
resisténcia as pragas quarentenarias Xanthomonas oryzae pv. oryzae e Burkholderia
glumae, que sdo grandes ameacas a cultura do arroz no mundo (Ferreira & Rangel, 2018;
Martin Neto et al., 2016), o fungo Guignardia bidwelli, responsavel pela doenca
conhecida como podriddao negra da videira (blackrot) (Martin Neto et al., 2016) e o
Fusarium oxysporum f.sp. lentis que causa a murcha do fusarium, uma das
principais doencas fungicas que incidem sobre a cultura da lentilha (Cardoso,
2021).

Trabalhar preventivamente diminui o0s riscos e aumenta a eficiéncia do
processo de obtencdo das medidas de controle. Pensando nisso, portanto, nesse trabalho
foram obtidas para Populac¢do 1 (BRS Estilo/ ZAA-12), com o0 auxilio do marcador SAE
15, duas progénies RCsF2:3 (920 g de sementes) contendo o alelo Pse-2 em homozigose,
que confere resisténcia as racas 2, 3, 4, 5, 7, 8 e 9 de Psp. Para Populacédo 2 (BRS Estilo/
BelNeb-RR1), com o auxilio do marcador molecular SB 10, foram obtidas duas progénies
RCsF23 (1025 g de sementes) contendo o alelo Pse-6 em homozigose, que confere

resisténcia as racas 1, 5, 7 e 9 de Psp.

2.4. CONCLUSOES

Foram obtidas progénies de feijao-comum RCsF.:3 da classe comercial
carioca resistentes ao CBA por meio de retrocruzamentos com a cultivar BRS Estilo
assistidos por marcadores moleculares. As progénies da Populacéo 1 (BRS Estilo/ ZAA-
12) possuem o alelo Pse-2, que confere resisténcia as ragas 2, 3,4, 5,7, 8 e 9 de Psp. E
as progénies da Populacdo 2 (BRS Estilo/ BelNeb-RR1) possuem o alelo Pse-6, que

confere resisténcia as racas 1, 5, 7 e 9 de Psp.
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Apéndice A. Anélise do nimero de pares de bases (pb) amplificados por 24 marcadores moleculares

microssatélites para os genitores BRS Estilo, ZAA-12 e BelNeb-RR1, a partir do software

Gene Mapper versao 4. Cada nimero de pb amplificado especificado a um marcador, refere-

se a um alelo diferente.

Marcador molecular

NUmero de pares de bases amplificados

BRS Estilo ZAA- 12 (A43) BelNeb-RR1

BM 114 247 235 247

BM 138 201 201 197

BM 143 111 163 127

BM 164 145 185 145

PV 25 161 153 163

PV169 203 205 203

BM 155 111 111 111

BM 189 103 109 103

BM 202 152 132 150

BM 210 178 170 178

PV 35 214 248 208

PV 5 177 169 177

BM187 na na na

BM 113 91 99 91

BM 154 250 216 216

PV 13 179 173 179

PV 272 85 109 111

PV 87 160 184 174

BM 181 182 186 182

BM 183 146 150 144

BM 201 98 100 108

PV 11 184 184 184

PV 163 230 306 230

PV 251 204 204 204

Apéndice B. Similaridade genética entre as plantas da Populagdo 1 (BRS Estilo/ ZAA-12) nas geragdes
RCiF1, RC2F1 e RCsF1, e 0 genitor BRS Estilo quantificada pelo nimero de alelos comuns
que eles compartilnam, com base na distancia euclidiana para dados binarios pelo método do
vizinho mais proximo, e andlise da presenca ou auséncia do alelo Pse-2 em plantas das
geragBes RC,F1, RC3F1 e RCsF;a partir dos produtos amplificados de 955pb pela anélise de
PCR com a utilizagdo do marcador SAE 15.
Populacdo 1 (BRS Estilo/ZAA-12)
RC1F1 RC;F; RCsF; RCsF
ID. SG%| ID. Pse-2 SG%| ID. Pse-2 SG%| ID. Pse-2 ID. Pse-2 ID. Pse-2

rcl.l 0.70 | rc2.1 - na | rc3.l - na | 1.2* + 8.22 + 8.28 +

rcl.2 0.80 | rc2.2 - na | rc3.2 + 1,00 | 2.2* + 9.22 - 9.28 +

rcl.3 0.80 | rc2.3 - na | rc3.3 - na 3.2 + 10.22 + 10.28 +

rcl4 0.80 | rc2.4 - na | rc3.4 + 0,96 | 4.2 + 11.22 + 11.28 +

rcl5 0.68 | rc2.5 - na | rcads5 + 1,00 | 5.2 - 1222+ 12.28 +

rcl6 0.82 | rc2.6 - na | rc3.6 - na | 6.2* + 13.22 - 13.28* +

rcl.7 0.67 | rc2.7 - na | rc3.7 - na 7.2 + 14.22 + 14.28 +

rcl.8 0.95 | rc2.8 - na | rc3.8 - na 8.2 + 15.22 + 15.28 +
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rcl.9 0.80 | rc2.9 - na | rc3.9 - na 9.2 + 16.22 - 16.28 +
rcl.10 0.95 |rc2.10 - na |rc3.10 - na | 10.2 +  17.22* + 17.28 +
rcl.11 0.82 |rc2.11 - na |[rc3.11 + 0,96 [11.2* + 18.22* + 18.28 -
rcl.12 0.86 |rc2.12 - na |re3.l12 - na | 12.2 + 19.22* + 19.28* +
rcl1.13 0.88 [rc2.13 - na |rc3.1l3 - na |[13.2* + 20.22 - 20.28 -
rcl.14 0.82 [rc2.14 - na |rc3.14 + 1,00 | 14.2 - 1.25 + 21.28 -
rcl.15 0.80 |rc2.15 + 0,93 | rc3.15 - na | 15.2 - 2.25 + 22.28 -
rcl.16 na |rc2.16 - na |rc3.16 - na | 16.2 + 3.25 + 23.28 +
rcl.l7 0.77 |rc2.17 + 0,96 |rc3.17 - na | 17.2 + 4.25* +  24.28* +
rcl.18 0.73 |rc2.18 + 0,98 [rc3.18 - na | 18.2 + 5.25 +  25.28* +
rct19 095 rc219 + 0,96 [rc3.19 - na | 192 + 625 - 137 +
rc120 070 |rc2.20 - na |rc3.20 - na | 202 + 7.25 - 2.37 +
rcl.2l 077 |rc221 - na |[re3.21 - na |21.2* + 8.25 - 4.37 +

rcl22 na |rc222 + 0,98 |rc3.22 + 1,00 | 15 - 9.25 +

rcl.23 0.85 |rc2.23 - na |rc3.23 + 0,96 | 25 - 10.25 +

rcl.24 0.83 [rc2.24 - na |rc3.24 - na 35 + 11.25 +

rcl.25 0.68 |rc2.25 - na |rc3.2s + 1,00 | 45 - 12.25 +

rcl.26 0.82 |rc2.26 - na |rc3.26 - na 55 + 13.25 +

rcl.27 0.68 |rc2.27 - na |rc3.27 - na 6.5 + 14.25 -

rcl.28 0.86 |rc2.28 - na |rc3.28 + 1,00 | 7.5 + 15.25 +

rcl.29 0.95 | rc2.29 - na |rc3.29 - na 8.5 - 16.25 -

rcl.30 0.80 |rc2.30 - na |rc3.30 - na 9.5 + 17.25 -

rcl.31 0.79 |rc2.31 - na |rc3.31 - na | 10.5 + 18.25 -

rc2.32 - na |rc3.32 - na | 11.5 + 19.25 +

rc2.33 - na |rc3.33 - na | 12.5 - 20.25 +

rc2.34 - na |rc3.34 - na | 1.22 - 1.28 +

rcd.35 + 1,00 | 2.22 - 2.28 +

rc3.36 + 0,96 | 3.22 + 3.28 +

rc3.37 + 1,00 | 4.22 + 4.28* +

rc3.38 - na | 5.22 + 5.28 +

rc3.39 + 0,96 | 6.22 + 6.28 +

rc3.40 - na | 7.22 + 7.28 +

ID.: Codigo de identificacdo da planta; SG%: Similaridade genética com a cultivar BRS Estilo; +: Planta com resultado
positivo para a presenca do alelo Pse-2; -: Planta com resultado negativo para a presenca do alelo Pse-2; Destaques em
negrito indicam as plantas selecionadas para a proxima geragéo; *: Plantas selecionadas e colhidas individualmente para a
formac&o das progénies; na: Analise ndo realizada.

Apéndice C. Similaridade genética entre as plantas da Populagdo 2 (BRS Estilo/ BelNeb-RR1) e o genitor
BRS Estilo quantificada pelo nimero de alelos comuns que eles compartilham, com base na
distancia euclidiana para dados binarios pelo método do vizinho mais proximo, e analise da
presenca ou auséncia do alelo Pse-6 a partir dos produtos amplificados (550pb) pela anélise
de PCR com o marcador SB 10.

Populacéo 2 (BRS Estilo/BelNebRR1)

RCiF RC.F RCsF; RCsF;

ID. SG % ID. Pse-6 SG % ID. Pse-6 SG % ID. Pse-6 ID. Pse-6
rcl1.33 0.81 | rc2.38 - na rc3.41 - na 1.55% + 3.63 +
rcl.34 0.84 | rc2.39 - na rc3.42 - na 3.55 - 4.63 +
rcl.35 0.84 | rc2.40 - na rc3.43 - na 4.55 - 5.63 +
rcl.36 1.00 | rc2.41 - na rc3.44 - na 5.55 - 2.65 +
rcl.37 0.81 | rc2.42 - na rc3.45 - na 6.55 - 3.65 +
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rcl.38
rcl.39
rcl.40
rcl.41
rcl.42
rcl.43
rcl.44
rcl.45
rcl.46
rcl.47
rcl.48
rcl.49
rc1.50
rcl.51
rcl.52
rcl.53
rcl.54
rcl.55
rcl.56
rcl.57
rcl.58
rc1.59
rc1.60
rcl.61
rcl.62
rcl.63
rcl.64

0.91
0.91
0.84
0.88
1.00
0.84
0.88
0.81
0.88
0.81
0.81
0.84
1.00
0.91
0.75
0.94
1.00
0.78
0.81
0.94
0.91
0.75
0.72
0.75
0.72
0.78
0.63

rc2.43
rc2.44
rc2.45
rc2.46
rc2.47
rc2.48
rc2.49
rc2.50
rc2.51
rc2.52
rc2.53
rc2.54
rc2.55
rc2.56
rc2.57
rc2.58
rc2.59
rc2.60
rc2.61
rc2.62
rc2.63
rc2.64
rc2.65
rc2.66
rc2.67
rc2.68
rc2.69

na
0,93
na
na
na
na
na
na
na
0,93
na
0,93
na
na

na
na

0,97
na
na
na
na
na
na

na

rc3.46
rc3.47
rc3.48
rc3.49
rc3.50
rc3.51
rc3.52
rc3.53
rc3.54
rc3.55
rc3.56
rc3.57
rc3.58
rc3.59
rc3.60
rc3.61
rc3.62
rc3.63
rc3.64
rc3.65
rc3.66
rc3.67
rc3.68
rc3.69
rc3.70
rc3.71
rc3.72
rc3.73
rc3.74
rc3.75
rc3.76
rc3.77
rc3.78
rc3.79
rc3.80
rc3.81
rc3.82
rc3.83
rc3.84
rc3.85
rc3.86
rc3.87
rc3.88
rc3.89
rc3.90

na
0,96

na
0,93
0,96

8.55
10.55
12.55
13.55

1.57

2.57
3.57*
4.57

5.57

6.57

7.57
8.57*

9.57
10.57
11.57
12.57
13.57
14.57
15.57
16.57
17.57
18.57
19.57

20.57*
21.57
23.57

1.59

3.59

4.59

5.59

6.59

2.6
3.6
4.6
5.6
6.6*
7.6
9.6

10.6
11.6*

15.6
16.6*

18.6
1.63*

2.63

+ 4+ + + F + + + + F F+ + + + +

+ 4+ 4+

+ 4+ + + F + + + + A+ A+ o+ + A+ +

+

4.65*
5.65
6.65
7.65
8.65
9.65
11.65
12.65
1.71*
2.71
3.71

4.71*
571
6.71
7.71
8.71
9.71
10.71
11.71
12.71
13.71
14.71

15.71*
17.71
18.71
21.71
1.74
2.74*

5.74*
6.74*
7.74
9.74
10.74
11.74

+

+ + + + 4+ ++++++ A+ + o+

ID.: Cddigo de identificagdo da planta; SG%: Similaridade genética com a cultivar BRS Estilo; +: Planta com
resultado positivo para a presenca do alelo Pse-6; -: Planta com resultado negativo para a presenca do alelo Pse-6;
Destaques em negrito indicam as plantas selecionadas para a proxima geracdo; *: Plantas selecionadas e colhidas
individualmente para a formagdo das progénies; na: Analise ndo realizada.
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CAPITULO 2

3. VALIDACAO DE MARCADOR SNP ASSOCIADO A
RESISTENCIA AO CRESTAMENTO BACTERIANO COMUM DO
FEIJAO (Phaseolus vulgaris L.)

40



RESUMO. O crestamento bacteriano comum (CBC), causado pelos patdgenos
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap) e Xanthomonas citri pv. fuscans, é a principal
bacteriose que afeta a cultura do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil, sendo a
utilizacdo de cultivares resistentes um dos metodos mais eficientes de controle da doenca. A
selecdo assistida por marcadores moleculares (SAMM) é uma ferramenta genética com
grande potencial para acelerar e reduzir os custos no desenvolvimento de variedades em
programas de melhoramento. Assim, esse trabalho objetivou caracterizar e validar o
marcador snpPV0039, associado ao QTL-SU91 de resisténcia ao CBC, no germoplama elite
do programa de melhoramento de feijdo da Embrapa, com a finalidade de incorpora-lo na
rotina de SAMM. Foi realizada a genotipagem de 376 genitores-elite de feijdo-comum com
marcador snpPV0039. Para a validacdo do marcador SNP, foi utilizada uma populacéo
segregante F, derivada do cruzamento entre a linhagem resistente ‘CB 911921 (QTLSU91)
e uma linhagem suscetivel (G1, ‘Genitor 1”), inoculada com o isolado da raca Xp CNF19 de
Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli. Os dados de fenotipagem com Xap realizado em
condicdo controlada e genotipagem com marcador snpPV0039 na geracdo F, foram
submetidos ao teste de Qui-quadrado (%) com auxilio do software R. A analise do marcador
snpPV0039 evidenciou o seu potencial de aplicagdo. Entre as 218 plantas F> fenotipadas
para reacdo a Xap, 159 foram caracterizadas como resistentes e 59 como suscetiveis,
ajustando a proporcéo esperada de 3R_:1rr (% = 0.49; p = 0.48). A segregacéo de snpP\V0039
nesta mesa populacéo se ajustou a proporc¢do de 1RR:2Rr:1rr (y = 1.5; p = 0.47), segregando
conforme o esperado para marcadores codominantes. Quanto a analise de ligacdo génica, o
marcador snpPV0039 esta ligado ao alelo QTLSU91 a aproximadamente 10 cM. O marcador
snpPV0039 apresentou eficiéncia de selecdo de 96% na identificacdo de plantas com o alelo
QTLSU91 de resisténcia a CBC, para as em 218 plantas da populacdo F. (Genitor 1 x CB
911921). Esse resultado significa que hd uma correlacdo positiva entre os dados de
fenotipagem de reacdo ao CBC e a presenca do alelo QTLSU91 identificado pelo
snpPV0039.
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3.2.  INTRODUCAO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das principais fontes
de proteina vegetal, consumido na maioria dos paises da
América Latina e da Africa e em distintas regides e estacdes do ano (Sherasia et al., 2017;
Yang et al., 2011). Devida a grande importancia socioecondmica da cultura no Brasil, o
cultivo em trés safras ao longo do ano e niveis variados de tecnificacdo de cultivo, os
programas de melhoramento tém trabalhado continuamente para fornecerem aos agricultores
cultivares que atendam as diferentes regionalidades (Silva & Wander, 2013). Um dos
grandes desafios desses programas é o elevado nimero de doengas que afetam a cultura
durante todo o seu ciclo de cultivo, sendo que o crestamento bacteriano comum (CBC) se
destaca por ser uma doenca devastadora, causando sérias perdas de produg¢do em todo mundo
(Paiva et al., 2022; Singh & Schwartz, 2010).

O CBC é ocasionado pela Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli (Xap) e (Vauterin
et al., 1995) e sua variante, X. citri pv. fuscans (Schaad et al., 2006). Os sintomas comuns da
doenca consistem, principalmente, de pequenas areas de encharcamento nas folhas e no
caule, evoluindo para necrose e imperfei¢cbes nas sementes, como descoloracdo do hilo,
manchas amarelas e enrugamento do tegumento da semente, o que pode reduzir
significativamente a producéo (Singh & Miklas, 2015). Para o controle eficaz da doenca €
recomendada a utilizacdo de métodos de controle preventivos, como sementes certificadas,
uso adequado de irrigacdo, cultivo em solos ndo infestados, rotacdo de culturas e o uso de
cultivares resistentes ao patdgeno, que € o método ambientalmente mais seguro (Singh &
Miklas, 2015; Akhavan et al., 2013; Maringoni & Lauretti, 1999).

Com os avangos da genbmica e sua incorporacdo nos programas de
melhoramento, novas ferramentas moleculares estdo sendo desenvolvidas e efetivamente
utilizadas para selecdo assistida por marcadores (SAM). Esses marcadores genéticos, uma
vez validados, apresentam grande potencial de aplicacdo na sele¢éo precoce de alelos-alvo,
proporcionando um aumento na eficiéncia e reduzindo tempo e custos das etapas de sele¢éo
de gendtipos superiores pelos programas de melhoramento (Lobaton et al., 2018; Wu et al.,
2017; Perry et al., 2013). Varios marcadores associados a caracteristicas governadas por um
anico gene, ja foram validados e podem ser utilizados com sucesso na SAM (Gomes-Messias
et al., 2022; Lema et al., 2021; 'Singh & Schwartz, 2010).
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J& foram descritos varios locos associados a resisténcia a CBC, 0s quais estdo
distribuidos nos 11 cromossomos do feijdo-comum (Singh & Miklas, 2015; Viteri et al.,
2014; Kelly et al., 2003). Entre os locos descritos como associado a resisténcia & CBC, 0s
locos SAP 6 e SU91, mapeados nos cromossomos Pv10 e Pv08, respectivamente, em
populacbes descendentes de P. acutifolius, sdo 0s mais estaveis e que conferem resisténcia
efetiva entre diferentes populacdes de melhoramento, sendo assim um dos mais utilizados
no desenvolvimento de cultivares resistentes (Perry et al., 2013, Tryphone et al., 2012).

Esse estudo objetivou avaliar o marcador snpPV0039, previamente identificado
por Lobaton et al. (2018) como associado ao QTLSU91de resisténcia ao CBC, em um painel
diverso de genitores de feijdo-comum, incluindo importantes fontes de resisténcia do
programa de melhoramento de feijao-comum da Embrapa, e validar esse marcador em uma
populacdo F segregante para resisténcia ao CBC, visando estimar sua eficiéncia de selecéo
e potencial de ser incorporado a rotina da SAM.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.2.  Material Genético

Foram utilizados 376 genotipos de feijdo-comum de diversos programas de
melhoramento nacionais e internacionais que apresentam respostas contrastantes de
resisténcia ao CBC, incluindo cultivares, linhagens elite e fontes de resisténcia. Informacdes
sobre a instituicdo de origem, pool génico, tipo de grao e reacdo ao CBC sdo apresentado no
Apéndice A.

As informacdes fenotipicas sobre a reacdo a doenca (resistente, moderadamente
resistente e suscetivel), foram obtidas para 69 dos 376 genotipos deste estudo (Apéndice A).
Dez sementes de cada genotipos foram depositadas em folhas de papel germitest,
umedecidas com agua destilada autoclavada e colocadas em germinador (Mangelsdorf) em
temperatura constante de 25°C e 27% de umidade por sete dias. Dois discos de folhas obtidos
das folhas priméarias com um perfurador foram coletadas individualmente e transferidas para
96 placas de pocos profundos estéreis. As placas foram armazenadas em congelador a -80°C
por 24 horas e, em seguida, submetidos a liofilizacdo por seis horas em liofilizador (Liotop®
modelo L101). Por fim as placas foram enviadas para a Intertek Agritech (Suécia) para

genotipagem, que realiza analise com marcadores KASP (Rasheed et al. 2016).
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Foi utilizada uma populacdo segregante F. derivada do cruzamento entre a
linhagem resistente ‘CB 911921 (Rava et al., 1996) e uma linhagem suscetivel ndo
identificada que denominamos nesse trabalho como Gl (‘Genitor 1°). Quando do seu
desenvolvimento, os cruzamentos controlados foram realizados em casa de vegetagdo com
sistema de climatizacdo por nebuliza¢do, na Embrapa Arroz e Feijao, localizada em Santo
Antbnio de Goias - GO. As plantas F1 obtidas foram colhidas apés um ciclo de
autofecundacdo, o que resultou na populacdo F utilizada na analise de segregacdo e ligacdo
do marcador snpPV0039.

3.2.2. Andlise genético-estatistica do marcador snpPV0039

O marcador snpPV0039 associado ao alelo QTLSU91 que confere a resisténcia
ao CBC (Lobaton et al., 2018) foi selecionado a partir do portfolio disponibilizado pelo
projeto “High Through-Put Genotyping (HTPG)” (Bohar et al., 2020).

Adicionalmente, o snpPV0039 foi avaliado através experimentos com uma
sonda de hidrolise TagMan® (ThermoFisher) (Shen et al. 2009; Applied Biosystems 2021)
realizados no Laboratorio de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao, conforme descrito
no item 3.2.4.

Uma analise de regressdo linear simples entre os genotipos do marcador
snpPV0039 e os dados fenotipicos com nota de reacdo ao CBC para os 30 genotipos que
apresentam a média das reacdes (Apéndice A) foi realizada utilizando o software R, versao

4.0.5 (R Core Team, 2021), com significancia nivel de p < 0,05.

3.2.3. Desenvolvimento do ensaio de genotipagem TagMan® SNP

A partir do marcador snpPV0039
(ACTTCTTGATACCAT[T/A]TTGCGCATTAACATCACT) foi desenvolvida a sonda de
hidrdlise TagMan®, tendo como alvo o alelo associado a0 QTLSU91. A regi&o no genoma,
contendo o SNP-alvo foi submetida a busca por similaridade utilizando BLAST e quanto a
presenca de elementos repetitivos utilizando o RepeatMasker, ambos recursos de analise
disponiveis na plataforma Phytozome. A partir dessas informacdes foi desenvolvida uma

sonda de hidrdlise do tipo TagMan® associada ao snpPV0039 (ThermoFisher).
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3.2.4. Validag&o do marcador TagMan® snpPV0039

O marcador TagMan® snpPV0039 associados a0 CBC (QTLSU91) foi validado
usando a populacdo F» (G1/CB911921), que foi fenotipado para a reacdo a X. phaseoli pv.
phaseoli.

3.2.4.1. Preparo dos inoculos de X. phaseoli pv. phaseoli, inoculacdo e avaliacdo da doenca

O indculo do isolado da raca Xp CNF19 foi preparado com 48 h de crescimento
em 4agar nutriente a 24°C. O in6culo consistiu de uma suspensdo bacteriana em agua
destilada estéril, cuja concentracdo foi ajustada em espectrofotdmetro (A445 = 1,0), que
corresponde a 108 UFC mL (Costaet al., 2009).

Para avaliacdo da reacdo a CBC, sementes da geracdo F.> (G1/CB911921), da
linhagem CB911921(testemunha resistente) e das testemunhas suscetiveis BRS Esteio,
FP403 e Rosinha foram semeadas em vasos de polietileno com capacidade para 180 mL
contendo substrato comercial (Plantmax®). Aos 10 dias ap6s a semeadura (DAS) foi
realizada a inoculacéo, conforme a metodologia de incisao das folhas primarias, descrita por
Rava (1984). Foram inoculadas 218 plantas da populacéo F: e seis plantas de cada uma das
quatro testemunhas, totalizando 242 plantas (Figura 3.1). A avaliacdo dos sintomas foi
realizada aos 11 dias apés a inoculacdo (DAI), utilizando uma escala com 7 graus de reacao
a doenca (graus 0 a 6), descrita por Rava (1984) (Tabela 3.1; Figura 3.2). As notas foram
atribuidas a cada uma das plantas, e posteriormente foi realizada a media das notas atribuidas
aos genitores. As plantas com nota de 0 a 3 foram consideradas resistentes e as plantas com

nota igual ou maior que 4 foram consideradas suscetiveis.

Tabela 3.1. Escala de notas para avalia¢o da reacéo de feijdio-comum (Phaseolus vulgaris L.) & Xanthomonas

campestres pv. phaseoli. Rava (1984).

Grau Descricéo dos sintomas
0  Auséncia de sintomas.
1 Clorose descontinua nos cortes.
2 Clorose continua nos cortes.
3 Clorose nos cortes e murcha na borda da folha compreendida entre os cortes, sem, no entanto,
ultrapassar a nervura lateral.
Clorose e murcha que ultrapassam a nervura lateral.
Clorose e murcha até o nivel interno dos cortes.
6 Clorose avancando em torno de 1 ¢cm no interior da folha e murcha de toda a area.

[S2 -8
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Figura 3.1. llustracdo das etapas da metodologia de inoculacéo por incisao de folha primaria do feijao-comum
para avaliar sua reacdo a X. phaseoli pv. phaseoli, proposta por Rava (1984). A- Tesoura mergulhada no inéculo
do patogeno. B- Realizacdo dos dois cortes na folha, de forma continua. C- Setas em vermelho indicam os
locais dos cortes, o primeiro (superior) e o segundo (inferior) corte devem passar um pouco a segunda e a

terceira nervura secundaria da folha, respectivamente.

Figura 3.2. Sintomas de crestamento bacteriano comum (CBC) apresentado por plantas de feijdo-comum aos
onze dias ap6s a inoculacdo (DAL), as quais ilustram cada um dos sete graus de reacdo a doenga que compdem
a escala de avaliacao proposta por Rava (1984), com notas de 0 a 6 para o grau de reagéo & doenca, considerando

como plantas resistentes as que receberam notas entre 0 e 3, e suscetiveis as com notas de 4 a 6.
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3.2.4.2. Analise molecular do marcador TagMan® snpP\V0039

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir de amostras de tecido foliar
do genitor resistente CB911921, das testemunhas susceptiveis (BRS Esteio, FP403 e
Rosinha G2) e das plantas F> (G1 x CB 911921), de acordo com o0 método descrito por
Brondani et al. (1998). A concentracdao do DNA extraido foi estimada por gel de agarose a
1,0 %. As amostras foram diluidas para a concentragdo de 30 ng pL™.

A amplificacio da sonda TagMan® snpPV0039 foi realizada por PCR utilizando
0 reagente Tagman® GTXpress™ (Life Technologies), conforme orientagdes do fabricante.
A amplificacdo foi conduzida no equipamento QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems)
nas seguintes condigdes: 60°C por 30s., 95°C por 20s., seguido por 50 ciclos de 95°C por 3
s. e 60°C por 30s., e extensdo final de 60°C por 30s. Ao final, a analise dos alelos foi
realizada utilizando o programa Genotyping Analysis Module, V.3.7.

3.2.5. Analise genético-estatistica

Os dados de fenotipagem com X. phaseoli pv. phaseoli e genotipagem com
marcador snpPV0039 na geracéo F. (G1 x CB 911921) foram submetidos ao teste de Qui-
quadrado (y?) para testar as hipoteses de segregacdo 3R:1rr e 1IRR:2Rr:1rr, respectivamente.
Esta analise foi realizada adotando o nivel de significancia a=5%, com auxilio do software
R (R Development Core Team 2021).

Um grafico de boxplot foi gerado para avaliar a dispersdo dos dados fenotipicos
em relacdo ao SNP-alvo e a significAncia avaliada por meio do teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon (1945).

A analise de ligacdo entre o marcador snpPV0039 e o loco QTLSU91 foi
realizada com o auxilio do pacote OneMap do software R (Margarido et al., 2007). As duas
classes (resistente e suscetivel), definidas a partir da avaliacdo dos sintomas, foram
codificadas como um marcador dominante. O objetivo foi estimar a fragdo de recombinacéo
entre 0 marcador snpPV0039 e o alelo QTLSU91, sendo, posteriormente, convertida em
distancia genética (cM).

A eficiéncia de selecdo (ES%) para o marcador SNP na populacdo segregante
F», foi estimada conforme metodologia descrita por Liu (1998), com o seguinte estimador:

ES (%) = (1 — 4rf?) x 100, em que rf equivale a fracdo de recombinagdo.
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3.4. RESULTADOS E DISCUSAO

No presente estudo, entre os 376 genitores-elite, 0 snpPV0039 (T:A) amplificou

o alelo “A” em 15 gendtipos, desses a variedade G 2333 é a Unica pertencente a classe de

feijdo roxo, e todos 0s outros gendtipos sdo pertencentes a classe de feijdo preto (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Amplificagdo do marcador snpPV0039 (QTLSU91) em gendtipos de feijao-comum e

caracterizacdo fenotipica destes quanto a reagdo ao crestamento bacteriano comum (CBC).

Gendtipo snp(I_DI_VAOS 3 Genealogia Alelo  Fenotipo  Referéncia*
CB 911921 AA P. vulgaris / P. acutifolius Sg?& R Embrapa**
CNFP . SU91-
10120 AA CB911846 / AN9123293 oTL R Embrapa
CNFP . SU91-
10138 AA - oTL R Embrapa
BRS AA CB911863/AN9123293 MR Embrapa
Esplendor
CNFP AA BRS ESPLENDOR / )
16324 ' LM203200468
e AA BRS CAMPEIRO / CNFP7994 :
CNFP . BRS ESPLENDOR / BRS
16379 AA CAMPEIRO MR Embrapa
CNFP . BRS ESPLENDOR / BRS
16383 AA CAMPEIRO MR Embrapa
CNFP AA BRS ESPLENDOR / BRS )
16387 ’ CAMPEIRO
CNFP AA BRS ESPLENDOR / TB97-13 -
16402 '
fGI\IA,';z AA CNFP7994 / BRS ESPLENDOR -
CNFP AA LM203200468 / BRS SUPREMO // )
17435 ' LM203200468
CNFP AA LM203200468 / BRS CAMPEIRO // )
17441 ' LM203200468
CNFP 7994 AA CB911863 / AN9123293 -
G 2333 AA - -

. (G 3709/ G1320) / (G3645 / Lobaton et al.
BAT 93 TT G5478) S (2018)
BRS Vereda T H1822510 / CB733743 // LM30013 / S Embrapa

ROSINHA G2

R: Resistente (< 3,0); MR: Moderadamente resistente (3,0 < MR < 6,0); S: Suscetivel (nota 6,1 < 9,0);
snpPV0039 (A:A = QTLSU91); *Referéncia do fenotipo; **AvaliacBes realizadas na Embrapa Arroz e Feijao;
“Informacao indisponivel.

A variedade G 2333 foi originalmente coletada no Sul do México, tem varias

caracteristicas desfavoraveis, como habito de crescimento 1V e sensibilidade ao fotoperiodo.
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No entanto, é uma importante fonte de resisténcia a diferentes racas de Colletotrichum
lindemuthianum, agente causal da antracnose do feijao-comum (Vieira et al. 2018; Young et
al., 1998) e, neste estudo, também apresentou o alelo marcador associado ao QTLSU91 para
resisténcia ao CBC, evidenciando um potencial para incorporacdo em programas de
melhoramento para resisténcia a diferentes patdgenos que acometem a cultura do feijao-
comum.

Embora ndo tenhamos disponivel os dados de fenotipagem quanto a
resisténcia/suscetibilidade de nove genitores-elite que apresentaram o alelo SU91, a
genealogia desses materiais indica a presenca do hapl6tipo oriundo de P. acutifolius
associado a resisténcia. O gendtipo CB 911921 foi selecionado a partir do cruzamento
interespecifico entre P. vulgaris e P. acutifolius, sendo, portanto, doador do alelo SU91
(Rava et al., 1996). A linhagem CNFP 7994 e a cultivar BRS Esplendor foram obtidas do
cruzamento CB 911863 x AN 9123293, em que CB 911863 foi selecionada a partir do
mesmo grupo de cruzamentos que a linhagem CB 911921 (Rava et al., 1996). Além disso,
a cultivar BRS Esplendor é genitora das linhagens CNFP 16324, CNFP 16387, CNFP 16402
e CNFP 16438, e a linhagem CNFP 16369 derivada de cruzamentos com CNFP 7994
(Tabela 3.2). As linhagens CNFP 10120 e CNFP 10138 séo derivadas de cruzamentos com
CB911846, e as linhagens CNFP 17435 e CNFP 17441 tem como genitor LM203200468.
Todos esses gendtipos pertencem a classe de feijao preto e possuem na sua genealogia algum
parental portador do alelo SU91, oriundo de P. acutifolius (Rava et al., 1996).

Além da cultivar BRS Esplendor apresentar o alelo de resisténcia ao CBC
‘OTLSU9I’, essa cultivar tem um grande potencial como genitora para transferéncia de alelos
de resisténcia a diferentes doencas, pois também apresenta alta resisténcia a murcha-de-
fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli) (Torres et al., 2021; Pereira et al., 2019).
Pesquisadores vinculados a Embrapa Arroz e Feijdo estdo desenvolvendo um trabalho que
visa o mapeamento de QTL’s de resisténcia da cultivar BRS Esplendor a murcha-de-
fusarium, que facilitara ainda mais a selecao de gendtipos com multiplos alelos de resisténcia
a diferentes doencas (Torres, 2021).

A partir dos resultados de genotipagem gerados na empresa Intertek-AgriTech
com marcadores KASP (Rasheed et al. 2016), o snpPV0039 apresentou um perfil de
polimorfismo adequado a genotipagem, com um bom potencial para sele¢do de gendtipos de
feijdo-comum contendo o alelo QTLSU91 e, portanto, foi submetido a analise de regressédo

linear simples (R? = 0.94; P = 0.01), que indicou que 94% da variabilidade dos dados é
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explicada pelo polimorfismo identificado nas analises com o snpPV0039 (Tabela 3.3). Esse
resultado significa que ha uma correlacdo positiva entre os dados de fenotipagem de reagéo
ao CBC e a presenga do alelo QTLSU91 identificado pelo snpP\V0039.

Tabela 3.3. Analise de regressdo linear simples a partir das informages de amplificacdo do marcador
snpPV0039 (QTLSU91) em gendtipos de feijdo-comum e caracterizagdo fenotipica destes quanto a reacdo ao

crestamento bacteriano comum (CBC).

F.V. G.L. SQ QM F p-valor R?
AxXT® 1 19.8 19.8 93.4 < 0,001 0.94
Residuo 6 1.3 0.2

Total 7 21.12 20.06

O alelo em negrito esta associados a resisténcia a CBC; (1) Contraste considerado na analise de regressao entre
0 alelo QTLSU91 associado ao marcador snpPV0039 e a severidade da infec¢do por CBC.

Na etapa de validacdo do marcador snpPV0039 via genotipagem com sonda
Tagman®, das 218 plantas F, fenotipadas para reacdo a X. phaseoli pv. phaseoli, 159 foram
caracterizadas como resistentes e 59 como suscetiveis, revelando ajuste a proporcao
esperada de 3R_:1rr (x* = 0.49; p = 0.48). Os dados de genotipagem do marcador snpPV0039
se ajustaram a proporcdo de 1RR:2Rr:1rr (x* = 1.5; p = 0.47), segregando conforme o

esperado para marcadores codominantes (Tabela 3.4 e Figura 3.3).

Tabela 3.4. Segregacéo genotipica e fenotipica da Populagdo F, (G1 x CB 911921; QTLSU91), avaliado para
reacdo a X. phaseoli pv. phaseoli, agente causal do crestamento bacteriano comum (CBC).

Genétipo/Fendtipo  Observacdo Expectativa Hipotese 32 p-valor  rf  Distancia  ES
AA 52 45
TA 84 90 1:2:1 15 047 0100 10cM  96%
TT 47 45
Classificacao
Resistente (0-3) 159 163

i 31 049 048 ; ; ;
Suscetivel (4-6) 59 55

O alelo em negrito esta associado a resisténcia ao CBC; y 2 qui-quadrado; rf: fracdo de recombinagéo; ES:
eficiéncia de sele¢do; p-valor: associado a hipotese nula ndo rejeitada (1:2:1 para os dados do marcador
snpPV0039 e 3:1 para os dados de reagdo ao CBC).

O grafico de boxplot (Figura 3.4) ilustra a reducdo na média fenotipica das
plantas da populagéo F2 (Genitor 1/ CB911921) portadoras do alelo de resisténcia (“A”) em
homozigose associado ao QTLSU91, quando comparado as médias fenotipicas dos genotipos

heterozigotos “TA” e homozigotos para o alelo “T” que indica suscetibilidade ao CBC.
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Figura 3.3. Analise dos alelos (Alelo 1 e Alelo 2) em 218 plantas da populacdo F, (Genitor 1 x CB 911921)
utilizando o programa Genotyping Analysis Module, V.3.7, com base no padrdo de genotipagem gerado no
QuantStudio 7 Flex (Applied Biosystems). O alelo 1 representa a presenca do nucleotideo ‘T’, indicando
susceptibilidade ao CBC e o alelo 2 indica a presenca do nucleotideo ‘A’ e, consequentemente, a identificagdo
do alelo dominante de resisténcia ‘QTLSU91’. Foram observadas 52 plantas homozigotas para o alelo 1, 84
plantas heterozigotas, 47 plantas homozigotas para o alelo 2 e em 35 plantas ndo houve a amplificacdo da
sonda.
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Figura 3.4. Diferenca na média fenotipica para reacdo ao Crestamento Bacteriano Comum (CBC) em relagdo
ao polimorfismo apresentado pelo marcador snpPV0039 (A/T). O teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (1945)
foi realizado considerando as plantas da populagéo F2 (Genitor 1/ CB 911921). A presenca do nucleotideo ‘A’
indica a presenca do alelo SU91 de resisténcia ao CBC, enquanto o nucleotideo ‘T’ indica suscetibilidade ao

CBC. As notas de severidade a doenca obedecem a uma escala de 0 a 6, conforme Rava (1984).
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Quanto a anélise de ligacdo génica, o marcador snpPV0039 utilizado na
genotipagem da populacdo F> (Genitor 1 x CB 911921) esté ligado ao alelo QTLSU91, com
fracdo de recombinacdo de aproximadamente 0.1 (10 cM) (Figura 3.5). O marcador
snpPV0039 apresentou eficiéncia de selecdo da ordem de 96%, para as em 218 plantas da
populacdo F» (Genitor 1 x CB 911921), evidenciando a importancia da utilizacdo de
marcadores moleculares em forte desequilibrio de ligacdo com o alelo QTLSU91 de
resisténcia a CBC presente em CB 911921.
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Figura 3.5. Anélise de ligagdo entre o marcador snpPV0039 e o loco QTLSU91 de resisténcia ao crestamento
bacteriano comum (CBC), realizada utilizando o pacote OneMap do software R (Margarido et al., 2007),

indicando fracio de recombinacéo (8) de aproximadamente 0,1 (10 cM).

O nivel intermediario de resisténcia ao CBC no pool génico Andino e
Mesoamericano do feijdo-comum, ou a ndo identificacdo de resisténcia efetiva, foi
determinante para que houvesse a busca por fontes de resisténcia em pools génicos
secundarios e terciarios de Phaseolus (Lobaton et al., 2018; Singh & Miklas, 2015). Estes
pools génicos acomodam espécies silvestres de feijdo que, normalmente, apresentam algum
nivel de incompatibilidade com P. vulgaris, o que dificulta, mas ndo impossibilita, o
processo de hibridacdo artificial para introgresséo de alelos-alvo no germoplasma elite dos

programas de melhoramento (Singh, 2001).
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A espécie P. acutifolius, para a qual foi identificado 0 QTLSU91, apresenta alto
nivel de resisténcia ao CBC tanto na parte aérea quanto nas vagens (Singh & Miklas, 2015;
Perry et al., 2013). O marcador snpPV0039, posicionado no cromossomo 8 (59475020pb) e
explicando 0,62 (P=0,01) da proporcdo fenotipica da resisténcia, foi identificado em
linhagens do pool génico mesoamericano (VAX 3, 4, 5 e 6) (Lobaton et al., 2018), que
possuem o haplétipo oriundo de P. acutifolius, que confere a resisténcia ao CBC (Perry et
al., 2013).

De forma complementar, a anotacdo génica revelou que o snpPV0039
(QTLSU91) esta posicionado dentro do transcrito Phvul.008G292200.1 (posicéo
62951940pb) que codifica para a proteina Glutamate Receptor 3.1-Related (GLR3.1), com
alta expressao em folhas e trifolios jovens. A GLR3.1 esté relacionada com o fluxo de calcio
através da membrana plasmatica, atuando na ativacéo de sinais relacionados a defesa (Forde
& Roberts, 2014), como por exemplo, na resisténcia contra Hyaloperonospora arabidopsidis
em Arabidopsis thaliana (Manzoor et al., 2013).

A possibilidade de monitorar, via marcadores moleculares, a introgressédo do
alelo de resisténcia SU91, derivado de P. acutifolius em linhagens-elite desenvolvidas por
programas de melhoramento de feijdo-comum, sobretudo para classes comerciais diferentes
de preto, como a carioca por exemplo, é de extrema relevancia para obter melhores niveis
de resisténcia a CBC (Singh & Miklas, 2015). A exemplo do “Programa de Selecdo
Recorrente para resisténcia a CBC” desenvolvido pela Embrapa Arroz e Feijao (Melo et al.,
2019), em que a sonda sonda TagMan®- snpPV0039 podera auxiliar ao longo dos ciclos, na
selecdo de plantas com a presenca do alelo QTLSU91, e na fixacdo desse alelo de na
populacéo.

O desenvolvimento da sonda TagMan®- snpPV0039 permitiu identificar a
presenca do alelo QTLSU91 com uma boa eficiéncia e vai ajudar na introgressdo deste loco
de resisténcia em projetos futuros com foco no desenvolvimentos de variedades com
resisténcia ao CBC. Esses dados corroboram com a identificacdo desse mesmo alelo nas
linhagens VAX 4, VAX 5 e VAX 6 por Lobaton et al. (2018).

Esse marcador apresenta um grande potencial de aplicacdo na SAM, podendo
aumentar a eficiéncia das etapas do melhoramento de feijao-comum, e reduzir o tempo e 0s
custos da genotipagem. Além disso, esse marcador pode ser incorporado a outro sistema de
genotipagem multiplex, que possibilitam a analise de varios locos associados a caracteres

agrondmicos de interesse em uma Unica analise, aumentando a eficiéncia na sele¢do de
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plantas portadoras de alelos-especificos. Trata-se de uma ferramenta eficaz para a selecéo

de plantas em programas de melhoramento de feijdo-comum.

3.5. CONCLUSOES

O marcador snpPV0039, diretamente associado ao alelo QTLSU91 de resisténcia
ao CBC apresentou potencial para uso rotineiro no SAM da Embrapa Arroz e Feijao, sendo
indicado para monitorar a presenca do alelo alvo em cruzamentos envolvendo linhagens
parentais bem caracterizadas, como CB 911921 (QTLSU91).

O marcador Tagman®-snpPV0039 desenvolvido nesse estudo permitiu a
amplificacdo especifica do alelo alvo e, portanto, € indicado para aplicacdo da SAM.
Ademais, apresentou uma eficiéncia de selecdo de 96% para o alelo QTLSU91 e pode ser
usado na identificacdo de gendtipos superiores em programas de melhoramento de feijao-

comum.
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Apéndice A. Genitores de feijdo-comum (376 gendétipos) caracterizados com o marcador
molecular snpPV0039 associado ao alelo QTLSU91 de resisténcia crestamento
bacteriano comum.

Reacdo a
Genétipo Classificagdo Instituicdo Pool génico Grao CBC
AB 136 c CIAT M Vermelho -
Amendoim ? CIAT A Vermelho -
AND 277 L CIAT A Manteigdo -
ANFC9 C AgroNorte M Carioca -
Aporé C EMBRAPA M Carioca MR
BAT 332 C CIAT M ? -
BAT 93 CIAT M ? -
BGF 19461 EMBRAPA M Carioca -
BRS Agreste Cc EMBRAPA M Mulatinho -
BRS Ametista- 1 C EMBRAPA M Carioca -
BRS Ametista- 2 L EMBRAPA M Carioca -
BRS Artico) C EMBRAPA A Branco S
BRS Campeiro Cc EMBRAPA M Preto R[2.7]
BRS Cometa C EMBRAPA M Carioca MR [5.4]
BRS Embaixador C EMBRAPA A Dark Red Kidney S
BRS Esplendor Cc EMBRAPA M Preto MR [3.4]
BRS Esteio C EMBRAPA M Preto -
BRS Estilo C EMBRAPA M Carioca MR [4.6]
BRS Executivo C EMBRAPA A Cranberry MR [4.0]
BRS EXPEDITO C EMBRAPA M Preto -
BRS FC 104 L EMBRAPA M Carioca S
BRS FC 416 L EMBRAPA M Carioca R
BRS FC104 C EMBRAPA M Carioca -
BRS FC402 Cc EMBRAPA M Carioca -
BRS FC406 L EMBRAPA M Carioca
BRS FC415 L EMBRAPA M Carioca S
BRS FP403 C EMBRAPA M Preto -
BRS FS305 (CAL 96) C EMBRAPA A Calima -
BRS Horizonte C EMBRAPA M Carioca S[6.0]
BRS Madrepérola C EMBRAPA M Carioca -
BRS Marfim C EMBRAPA M Mulatinho -
BRS Notavel C EMBRAPA M Carioca R[2.3]
BRS Pérola C EMBRAPA M Carioca MR [3.1]
BRS Pitanga C EMBRAPA A Roxo -
BRS Pontal C EMBRAPA M Carioca MR [4.3]
BRS Preto Uberabinha C EMBRAPA M Preto -
BRS Radiante C EMBRAPA A Rajado MR [5.0]
BRS Requinte C EMBRAPA M Carioca S
BRS Sublime C EMBRAPA M Carioca MR [5.0]
BRS Supremo C EMBRAPA M Preto MR [5.5]
BRS Vereda C EMBRAPA M Rosinha S
BRS Xamego C EMBRAPA M Preto S[6.2]
BRSMG Realce C EMBRAPA A Rajado -
BRSMG Uai C EMBRAPA M Carioca -
BRSMG Unido C EMBRAPA A Jalo -
BRSMG Utopia C EMBRAPA M Carioca -
CAL 143 L CIAT A Calima -
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CNFP 8096
Corinthiano
Cornell 49-242
Crioulo 159
DM 103

DM 108

Don Timoteo
Flor de mayo
G 2333

G 2858

G 5686

Gol - 87

HI

IAC Akytd
IAC Alvorada
IAC Curi6

IAC Diplomata
IAC Formoso
IAC Imperador
IAC Milénio
IAPAR 81

IPA 09

IPR 139

IPR Andorinha
IPR Bem-te-vi
IPR Campos Gerais
IPR Eldorado
IPR Garca

IPR Juriti

IPR Quero Quero
IPR Tangara
IPR Tuiuiu

IPR Uirapuru
Jalo Listras Pretas
Jalo Precoce
K-10

K-13

Kaboon

MAIII 16.159
Mexico 222
Mexico 54

Michelite
Michigan Dark Red
Kidney

Ouro Negro
Ouro Vermelho
PAN 72

Perry Marrow

P1 207262
PROG. REALCE
PT 65

Ruda = A-195
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Preto
Preto e Branco
Preto
Preto
Carioca
Carioca

Carioca
?
Carioca
Carioca
Carioca
Preto
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Mulatinho
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
Carioca
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Carioca
Carioca
Carioca
Preto
Preto
Jalo
Manteigdo
Carioca
Carioca
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?
Branco
?

Branco

Vermelho
Preto
Vermelho
?
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?
Carioca
Mulatinho
Carioca
Preto

MR [5.1]

S[6.8]

S
R[2.7]

MR [3.6]

MR [3.3]

MR [5.0]
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SEL1308 CIAT M ?
SEL1360 CIAT M ?
TAA Bola Cheia C TAA M Carioca
TAA Dama C TAA M Carioca
TAA Gol C TAA M Carioca
TL 006 L UFV M Carioca
TL 032 L UFV M Carioca
TO CIAT M Carioca
TU CIAT M Preto
US Pinto 111 ? M Pinto beans
VC-17 L UFV M Carioca
Widusa CIAT A Branco

C: Cultivar: L: Linhagem; CIAT: International Center for Tropical Agriculture; EMBRAPA: Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria; EPAGRI: Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensao Rural de Santa
Catarina; IAC: Instituto Agrondmico de Campinas; IAPAR: Instituto Agrondmico do Parand; IPA: Instituto
Agrondmico de Pernambuco; TAA: Terra Alta; UEM: Universidade Estadual de Maringa; UFLA:
Universidade Federal de Lavras ; UFV: Universidade Federal de Vigosa; M: Mesoamericano; A: Andino; CBC:
crestamento bacteriano comum R: Resistente [nota 1 — 3]; MR: Moderadamente resistente [nota 3,1 — 6]; S:
Suscetivel [nota 6,1 — 9]; - Informacdo indisponivel.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

i) Foram obtidas progénies RCsF2:3 de feijdo-comum tipo carioca quase-isogénicas a
cultivar BRS Estilo, contendo individualmente os alelos de resisténcia a Psp em homozigose,
Pse-2 e Pse-6, que conferem, resisténcia a sete (2, 3, 4,5, 7,8 e 9) e quatro (1, 5, 7 e 9) ragas
de Psp, respectivamente.

i) A selecédo assistida com os marcadores moleculares SAE 15 e SB 10 permitiu a
selecdo de progénies contendo os alelos de resisténcia a Psp, Pse-2 e Pse-6, no Brasil, onde
0 CBA é considerada uma doenca emergente e nao é possivel a realizagdo da inoculacdo do
patogeno, permitindo o avango do Programa de Melhoramento Genético Preventivo.

iii) Foi detectada a presenca do QTLSU91 de resisténcia ao CBC, a partir da genotipagem
com o snpPV0039, em 15 genitores-elite do Programa de Melhoramento de Feijao da
Embrapa Arroz e Feijdo, sendo 14 linhagens e a cultivar BRS Esplendor.

iv) O polimorfismo detectado pelo marcador Tagman®-snpPV0039, associado ao
QTLSU91, co-segrega com a regido gendmica que confere resisténcia ao CBC.

V) Ha uma correlacdo positiva entre os dados de fenotipagem de reacdo ao CBC e a
presenca do alelo QTLSU91 identificado pelo marcador Tagman®-snpPV0039, com
eficiéncia de selecdo de 96%, evidenciando a importancia da utilizacdo de marcadores
moleculares em forte desequilibrio de ligacdo com o alelo QTLSU91 de resisténcia a CBC
presente em CB911921.

vi) O marcador Tagman®-snpPV0039 sera integrado a atividade de selegdo assistida por
marcadores moleculares junto ao programa de melhoramento genético de feijao-comum da

Embrapa Arroz e Feijdo.
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