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RESUMO

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, janeiro de 2021. Selecdo de genitores e
mapeamento associativo da resisténcia fisiolégica ao mofo branco e da tolerancia ao
estresse hidrico em feijdo comum. Orientador: Thiago Alexandre Santana Gilio,
coorientadores: Leonarda Grillo Neves e Marco Antonio Aparecido Barelli.

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa cultivada mundialmente por
sua importancia econémica, social e alto valor nutricional. Porém, diversos fatores,
como o mofo branco [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary] e o estresse hidrico,
comprometem o desenvolvimento da cultura, reduzindo sua qualidade e producéo.
Desse modo a obtencao de plantas menos suscetiveis a esses fatores pode tornar-se
uma viavel e econbmica alternativa aos produtores. O objetivo deste trabalho foi
selecionar genitores para resisténcia fisiolégica a Sclerotinia sclerotiorum e para
tolerancia ao estresse hidrico em feijdo comum, e através de modelos GWAS multi-
locus (ML-GWAS) realizar o mapeamento associativo de regides associadas a essas
caracteristicas. A reacao de resisténcia fisiologica foi avaliada em painel composto por
114 acessos (BL) genotipados via GBS com 28.823 marcadores SNPs a partir do
método straw test e seedling straw test ao isolado de S. sclerotiorum Ss-493 sob o
delineamento de blocos ao acaso com trés repeticdes. Em painel de 121 acessos
(BGF), composto por 111 genotipados via lllumina BeadChip BARCBean6k_3 com
4632 SNPs, avaliou-se a tolerancia ao estresse hidrico, baseado em dois
experimentos — sem estresse (SE) e com estresse hidrico (CE) — em condicédo de
campo, sob o delineamento de latice triplo 11x11 em cada experimento. A realizacdo
do mapeamento associativo para resisténcia fisioldgica baseou-se em trés modelos
ML-GWAS= MLMM, FarmCPU e Blink, enquanto para tolerancia ao estresse hidrico
somente os modelos FarmCPU e Blink foram utilizados, adotando-se para os modelos
o limiar de significancia de Bonferroni a 0,05. O genoma de P. vulgaris G19833 v. 1.0
foi utilizada como genoma de referéncia para as analises GWAS e anotacao de
modelo génico. Baseado nas médias genotipicas obtidas via BLUP, selecionou-se 0s
gendtipos BL10, BL14, BL15, BL18 e BL95 para resisténcia fisiologica ao mofo branco
e 0s genotipos BGF5, BGF63, BGF65, BGF95, BGF107, BGF112, BGF115, F31, F32
e F34 para tolerancia ao estresse hidrico, permitindo, desse modo, utiliza-los como
fontes de recursos genéticos para tolerancia a estresse bibdtico e abidtico,
respectivamente. Os modelos ML-GWAS utilizados permitiram a identificacdo de 61

SNPs significativos para resisténcia fisiol6gica distribuidos nos cromossomos Pv02,

vii



Pv03, Pv09 e Pv10, enquanto para tolerancia ao estresse hidrico 48 SNPs foram
significativamente associados, distribuidos nos cromossomos Pv01 ao Pv11. Diversos
genes relacionados a estresses bioticos e abiodticos foram anotados, com destaque
para regides ndo reportadas no Pv02 e Pv03, e regides que indicam haplotipos para
0s QTLs WM2.2BV:R31 @ WM3.1ANXC.AP ng painel BL.

PALAVRAS-CHAVE: Phaseolus vulgaris L, Sclerotinia sclerotiorum Lib de Bary,
GWAS.
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ABSTRACT

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.S. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, January, 2021. Selection of genitors and associative
mapping of physiological resistance to white mold and tolerance to water stress in
common beans. Advisor: Thiago Alexandre Santana Gilio, Co - advisor: Leonarda
Grillo Neves and Marco Antonio Aparecido Barelli.

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a legume cultivated worldwide for its
economic and social importance and high nutritional value. However, several factors,
such as white mold [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary] and water stress,
compromise the development of the crop, reducing its quality and production. Thus,
obtaining plants less susceptible to these factors can become a viable and economical
alternative for producers. The objective of this work was to select genitors for
physiological resistance to Sclerotinia sclerotiorum and for tolerance to drought stress
in common bean, and through multi-locus GWAS (ML-GWAS) models to perform the
associative mapping of regions associated with these traits. Physiological resistance
reaction was evaluated in panel composed of 114 accessions (BL) genotyped via GBS
with 28,823 SNPs markers from straw test and seedling straw test method to S.
sclerotiorum isolate Ss-493 under randomized block design with three repetitions. In a
panel of 121 accessions (BGF), composed of 111 genotyped via lllumina BeadChip
BARCBean6k_3 with 4632 SNPs, water stress tolerance was evaluated based on two
experiments-without stress (SE) and with water stress (CE)-under field condition,
under 11x11 triple lattice design in each experiment. The associative mapping for
physiological resistance was based on three models ML-GWAS= MLMM, FarmCPU
and Blink, while for drought tolerance only the FarmCPU and Blink models were used,
adopting a Bonferroni significance threshold of 0.05. The P. vulgaris G19833 v. 1.0
genome was used as the reference genome for GWAS analyses and gene model
annotation. Based on the genotype means obtained via BLUP, genotypes BL10, BL14,
BL15, BL18 and BL95 were selected for physiological resistance to white mold and
genotypes BGF5, BGF63, BGF65, BGF95, BGF107, BGF112, BGF115, F31, F32 and
F34 for water stress tolerance, thus allowing them to be used as sources of genetic
resources for biotic and abiotic stress tolerance, respectively. The ML-GWAS models
used allowed the identification of 61 significant SNPs for physiological resistance
distributed on chromosomes Pv02, Pv03, Pv09 and Pv10, while for water stress

tolerance 48 SNPs were significantly associated, distributed on chromosomes Pv01 to



Pv1l. Several genes related to biotic and abiotic stresses were annotated, with
emphasis on regions not reported in Pv02 and Pv03, and regions indicating haplotypes

for the WM2.2BV,R31 and WM3.1AN,XC,AP QTLs in the BL panel.

KEY WORDS: Phaseolus vulgaris L, Sclerotinia sclerotiorum Lib de Bary, GWAS.



1. INTRODUCAO GERAL

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € cultivado em mais de 120 paises e
produzido em uma &rea superior a 35 milhdes de hectares (Faostat, 2018). E
atualmente a quinta cultura agricola mais cultivada no Brasil apds a soja, milho, arroz
e algodéao, sendo 1,67 milhdes de hectares destinados ao cultivo, com producéo de
2,4 milhdes de toneladas (CONAB, 2019).

Amplamente cultivado, o feijdo comum apresenta diversas limitagées, como a
suscetibilidade a incidéncia de pragas e doencas que podem comprometer de forma
expressiva seu rendimento. Assim, diversas doencas podem causar elevado prejuizo,
como a antracnose (Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Lams.-Scrib.),
murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli), mancha angular (Isariopsis
griseola Sacc.), ferrugem (Uromyces appendiculatus (Pers) Unger) e o mofo branco
(Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary), entre outras. Somado a isto, fatores abi6ticos
como a alta toxicidade de aluminio, solos arenosos pobres em nutrientes e 0 mais
limitante deles, a seca, sdo as causas principais de perdas em areas de cultivo de
feijao (Blair et al., 2013).

O mofo-branco é uma das principais doencas no cultivo de feijao comum
(Venegas e Saad, 2010; Machado et al., 2015) podendo causar perdas de 30 a 100%
na producdo quando ndo tomada qualquer alternativa de controle (Bianchini et al.
2005; Oliveira, 2005; Schwartz e Singh, 2013). Entretanto, sabe-se que h& defensivos
registrados para controle de algumas doengas, como o mofo branco para a cultura do
feijdo comum (Agrofit, 2020). Por outro lado, sabe-se do aumento gerado no custo de
producéo, além do risco ao homem e ao meio ambiente, quando considerado somente
o controle quimico.

De modo geral, a busca e utilizacéo de resisténcia a doencas encontradas em
fontes crioulas ou selvagens fazem parte do melhoramento de plantas, tornando o
controle genético uma alternativa eficaz, ambientalmente segura e econdmica.

Diante da suscetibilidade do feijdo comum ao mofo branco comumente
encontradas em cultivares comerciais, a resisténcia fisiol6gica relatada por diversos
autores (Abawi et al., 1978; Genchev e Kiryakov, 2002; Schwartz et al., 2006; Soule
et al., 2011; Vasconcellos et al., 2017) mesmo que considerada baixa ou intermediaria
pode tornar possivel a utilizacdo do controle genético para essa doenca. A dificuldade

€ dada pelo fato de a caracteristica ser poligénica, envolvendo escapes, ou seja,



caracteristicas que propiciam ou ndo a infeccdo e/ou desenvolvimento da doenca
(Antonio et al., 2008; Soule et al., 2011; Vasconcellos et al., 2017).

A adequada fenotipagem de gendtipos a partir de experimentos, e a
caracterizacdo detalhada com base em dados moleculares pode contribuir
estrategicamente para otimizar a utilizacdo do germoplasma disponivel. Parte desses
estudos tem utilizado a associacdo gendmica ampla (GWAS — Genome-wide
Association Studies) para mapeamento de loci quantitativos com base em
desequilibrio de ligacdo (LD) (Dhanapal et al., 2015) e se baseia nha associacdo de
marcadores a genes que controlam a caracteristica de interesse (Turchetto-Zolet et
al., 2017). Consequentemente, estudos desse tipo permitem a adocdo de outras
ferramentas, agilizando o processo de obtencdo de cultivares superiores.

O GWAS vem sendo utilizado em diferentes espécies, como eucalipto (Muller
et al., 2019), trigo (Kristensen et al.,, 2018), cevada (Lex et al., 2014), cenoura
(Grzebellus et al., 2014), cana-de-acucar (Aitken et al., 2014) e feijdo comum (Soule
et al., 2011; Kamfwa et al., 2015; McClean et al., 2018; Resende et al., 2018; Lopez e
Cortés, 2019), e tem se tornado o método mais popular para entender a base genética
de complexas caracteristicas das plantas, fornecendo ideias para explicacdes da
variancia genética, principalmente de caracteristicas quantitativas (Thorwarth et al.,
2017), além de possibilitar posteriores usos de procedimentos moleculares.

O foco na caracterizacdo genotipica e fenotipica € essencial para o uso de
germoplasma como um meio de dar resposta a uma lista cada vez maior de desafios
para a producdo de alimentos no proximo século (FAO, 2011). Outra questdo esta
relacionada a reducdo de custos. O uso de varios genétipos com caracteristicas
importantes tem sido usado para reduzir custos, levando a identificacdo de genes
candidatos baseados na estimativa de frequéncias alélicas (Gibson e Muse, 2009) e
sua caracterizacao (Ishida et al., 2018; McClean et al., 2018).

O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Feijao Comum do Nucleo de
Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) € constituido por 219 acessos de cultivares
tradicionais e silvestres, oriundos de diversas regides do pais e do exterior, além de
linhagens elites desenvolvidas pelo préprio programa, representando assim uma
importante fonte de recursos genéticos para uso no melhoramento do feijao comum
no Brasil.

Diante do exposto, este trabalho foi realizado com os objetivos de: 1)

selecionar gendtipos de feijdo comum com resisténcia ao mofo branco e ao estresse



hidrico, fornecendo acessos a serem adotados em programas de melhoramento; II)
identificar regides do genoma do feijdo comum associadas a essas caracteristicas,
entregando regides a serem validadas e possibilitar o uso de marcadores para selegcéo

assistida.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do feijao comum

O feijdao comum (Phaseolus vulgaris L.) € amplamente cultivado no mundo e
um importante alimento na dieta de grande parte da populacdo mundial,
principalmente em paises em desenvolvimento, sendo a india o maior produtor
mundial (6,39 milhdes de toneladas), seguido pelo Myanmar (5,46 milhGes de
toneladas) e o Brasil, ocupando a terceira posicdo com 3,0 milhdes de toneladas
(FAO, 2019). Na safra 2017/2018 o plantio de feijado comum ocupou no Brasil, cerca
de 3,17 milhdes de hectares e alcancou a quinta maior producao, com 3,12 milhdes
de toneladas, ficando atrds somente da soja, milho, arroz e algodédo (CONAB, 2019).
Além de ser um dos principais alimentos utilizados pela culinéria brasileira, é de
relevante importancia econémica e social, principalmente como fator de seguranca
alimentar (Richetti e Melo, 2014).

O género Phaseolus aproximadamente 75 espécies distribuidas por toda a
Ameérica, das quais cinco espécies se destacam pela importancia econémica, sendo,
P. vulgaris, P. lanatus, P. coccineus, P. acutifolius e P. polyanthus (Broughton et al.,
2003). Estudos que investigaram a constituicdo proteica de sementes (Gepts e Bliss,
1986), isoenzimas (Singh et al., 1991), caracteristicas morfolégicas (Duran et al.,
2005), marcadores moleculares e sequenciamento (Cortés et al., 2011; Bitocchi et al.,
2013; Schmutz et al., 2014), comprovam a existéncia de dois centros de diversidade
diferentes para o feijdao comum, sendo eles o Mesoamericano e o Andino (Gepts et
al., 1986; Schmutz et al., 2014). Esses dois pools génicos, ou conjunto génico isolados
geograficamente e geneticamente diferentes se divergiram de uma populacéo
ancestral comum ha aproximadamente 165 mil anos atras, continuado com a
domesticacdo independente (Schmutz et al., 2014; Kuzay et al., 2020).

A domesticacgao do feijdo comum ocorreu inicalmente, de forma independente
nas regides do Norte do México a Colémbia, (conjunto génico mesoamericano) e do
sul do Peru ao Noroeste da Argentina (conjunto génico andino) (Gepts et al.,1986;
Koenig e Gepts 1989; Khairallah et al., 1990, 1992; Koinange e Gepts, 1992; Freyre
et al., 1996; Schmutz et al., 2014).

O isolamento reprodutivo parcial entre o conjunto génico andino e

mesoamericano, tanto domesticados quanto selvagens sugerem que a espécie pode



estar em processo de especiacdo (Koinange e Gepts, 1992; Gepts e Bliss, 1985;
Schmutz et al., 2014). Permitindo desse modo, que cada grupo génico possa ser
distinguido pela morfologia da planta (Singh et al., 1991; Rana et al.,2015) e aspectos
moleculares (Bitocchi et al., 2013; Gaut, 2014). Plantas do conjunto mesoamericano
comumente apresentam sementes menores, enquanto andinas apresentam sementes
medianas a grande, com massa de 100 graos podendo superar 40 gramas (Singh et
al., 1991).

Passando por eventos de domesticacdo e adaptacdes locais, o P. vulgaris
pode ainda ser separado em racas dentro de cada conjunto genético com distintas
caracteristicas, processo identificado em poucas culturas modernas (Schmutz et al.,
2014). Como o andino separado em trés, sendo Nova Granada, Peru e Chile,
enquanto 0 mesoamericano € composto pelas racas Durango, Jalisco,
Mesoamericana e Guatemala, distinguindo-se por caracteristicas morfolégicas,
habitats e tipo de composicéo proteica, mais especificamente pelo tipo de faseolina
(Beebe et al., 2000; Beebe et al., 2001; Singh et al., 1991).

A base genética da maioria dos cultivares comerciais brasileiros € de origem
mesoamericana, assim como de suas linhagens crioulas (Blair et al., 2013; Burle et
al., 2010). Desse modo, é importante conhecer os genétipos que compdem o
germoplasma disponivel, uma vez que isso determinara os métodos a serem adotados
durante o processo de melhoramento da cultura, seja visando resisténcia a estresses
bidticos ou abidticos.

Entre os desafios fitossanitarios da cultura do feijao estéo diversas doencas,
como bacterioses, viroses e doencas fungicas, como a antracnose [Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. e Magn.) Lams.- Scrib.], mancha angular (Isariopsis griseola
Sacc.), ferrugem [Uromyces appendiculatus (Pers) Unger], mancha de Alternaria
(Alternaria spp.), o oidio (Oidium spp.) e o mofo branco [Sclerotinia sclerotiorum (Lib.)

de Bary], todas amplamente distribuidas nas regiées de cultivo.

2.2. O mofo branco

No Brasil, o primeiro relato de mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) ocorreu
em 1920, em plantas de batata (Solanum tuberosum L.) no estado de S&o Paulo
(Saccd, 1920). S. sclerotiorum é um fungo habitante do solo que infecta importantes

culturas agricolas e ja foi relacionada a mais de 400 espécies hospedeiras entre



plantas cultivadas, daninhas ou silvestres (Purdy, 1979; Boland e Hall, 1994). Quando
em crescimento, os micélios do fungo sdo bastante ramificados e cotonigeros na
superficie dos 6rgados vegetais atacados (Abawi e Grogan, 1979) havendo ainda a
formacdo de estruturas de resisténcia, denominadas esclerédios, que podem
permanecer viaveis por mais de oito anos no solo (Adams e Ayers, 1979), favorecendo
sua perpetuacdo nos sistemas de produgéo.

Consequentemente, com a expansao agricola para a regido dos cerrados, 0
cultivo de feijdo comum durante o outono-inverno se concentra em sistemas irrigados,
o mofo branco e outras doencas se destacam como consequéncia da temperatura
amena e alta umidade causados pela irrigacdo. Podendo causar até 100% de perda
na produgéo (Lobo Junior, 2002; Bianchini et al. 2005; Oliveira, 2005). E por se tratar
de um fungo de dificil controle quando instalado na area de cultivo, o controle do mofo
branco baseia-se em fornecer condi¢cdes desfavoraveis ao fungo e ao
desenvolvimento da doenca com préticas agronémicas, como a reducdo da densidade
de plantio e rotacdo de culturas (Workneh et al., 2000; Kurle et al., 2001; Peltier et al.,
2008) assim como aplicacdo de defensivos registrados (Agrofit, 2020).

Para controle efetivo da doenca, de modo econémico e ambientalmente
seguro, a possibilidade de adotar cultivares geneticamente resistentes aparece como
uma alternativa promissora. Sustentada por diversos relatos de resisténcia horizontal,
baseado na presenca de QTL (Quantitative Trait Loci) (Miklas et al.,2001;
Vasconcellos et al., 2017; Soule et al., 2011) e caracteristicas morfolégicas
relacionadas com a incidéncia da doenca (Miklas et al., 2001; Vasconcellos et al.,
2017) a resisténcia genética vem sendo considerada no controle do mofo branco, e
tem sido registrado linhagens com niveis de reacao de resisténcia fisiol6gica, também
denominado resisténcia parcial (Miklas et al., 2006, USPT-WM-1).

2.3. Resisténcia genética do feijdo comum ao mofo branco

Diversos trabalhos buscam identificar fontes de resisténcia a doencas no
feijdo comum e tém obtido em grande parte, resultados relevantes como a
identificacdo de acessos com nivel de resisténcia parcial ao patégeno causador do
mofo branco, como relatado por Abawi et al. (1978) em uma populacdo de hibrido
interespecifico P. vulgaris X P. coccineus. Sendo, entretanto, reportado em poucas

linhagens de conjunto génico mesoamericano, como ICA Bunsi, (Tu e Beversdorf,



1982; Miklas et al., 1992a; Grafton et al., 2002) e amplamente relatado em linhagens
Andinas, como, A 195, G 122, MO 162, PC 50, Red Kloud e VA 19 (Miklas et al., 1999,
Genchev e Kiryakov, 2002, Steadman et al., 2002).

Os cultivares de feijao comum que apresentam arquitetura ereta, poucas
ramificacfes, que permitem a aeracao do dossel, com baixo nivel de acamamento e
cultivos com populacgéo reduzida ou maior espagcamento entre linhas sao alternativas
que podem reduzir a ocorréncia de mofo branco em campo (Coyne et al., 1974,
Schwartz et al.,, 1978; Kolkman e Kelly, 2003; Miklas et al., 2001). Deste modo,
caracteres morfologicos e agrondémicos influenciam intensamente a severidade e
incidéncia deste patdégeno em condi¢cdes de campo, e até mesmo, em condi¢des
controladas (Perez-Vega et al., 2012).

Entretanto, o nivel de resisténcia a esse patégeno € considerado baixo em
cultivares comerciais de feijdo comum, especialmente 0s que possuem origem
mesoamericana (Schwartz e Singh, 2013). A dificuldade na obtencdo de cultivares
resistentes pode ser causada pela possibilidade de a caracteristica ser poligénica,
envolvendo principalmente resisténcia horizontal e mecanismos de escape (Kolkman
e Kelly, 2002; Ender e Kelly, 2005; Antonio et al., 2008; Soule et al., 2011; Miklas et
al., 2013). Diversos estudos tém sido conduzidos no Brasil a fim de identificar acessos
com reacdo de resisténcia fisiolégica, ou parcial a esse patégeno (Carvalho et al.,
2013; Souza et al., 2014; Lehner et al., 2015).

Os fatores genéticos envolvidos na resisténcia do feijado comum ao mofo
branco anteriormente eram relatados como uma caracteristica qualitativa, Genchev e
Kiryakov, (2002) reportaram como sendo uma caracteristica monogénica dominante
guando avaliado em condicdo de campo e identificado como recessiva quando em
casa de vegetacao na linhagem A 195. Abawi et al. (1978), Schwartz et al. (2006)
também reportaram um gene dominante controlando a resisténcia em uma populacéo
interespecifica P. vulgaris x P. coccineus. Atualmente sabe-se que a caracteristica é
poligénica e diversos loci de caracteristicas quantitativas (QTL) com menor ou maior
efeito para resisténcia fisiol6gica tem sido reportado em diversos cromossomos
(Tabela 1).

A dificuldade em discriminar os efeitos dessa caracteristica pode estar
relacionada a influéncia ambiental no gendtipo. Segundo Vencovsky e Barriga (1992)

guando a influéncia de fatores ambientais é pronunciada, torna-se mais complexo



adquirir evidéncias sobre a contribuicdo subjacente de fatores genéticos para a
caracteristica em consideracao.

Contudo, uma fenotipagem adequada possibilita discriminar de modo eficiente
e creditavel a reacdo entre acessos resistentes ou suscetiveis. Assim, a avaliacéo
realizada sob condi¢cdes minimamente controladas permitem que se sejam obtidos
resultados detalhados, contornando problemas de escapes, comumente reportados
(Nord e Lynch, 2009; Antonio et al., 2008; Soule et al., 2011; Miklas et al., 2013).



Tabela 1. QTLs identificados para resisténcia parcial a S. sclerotiorum em feijdo comum, cromossomos que estdo localizados,
codigo da populacdo de mapeamento (CPM), populacdo de mapeamento (PM), teste! adotado para identificacéo,
coeficiente de determinacdo do QTL (R?), intervalo e autor

QTL .
] QTL interval
Cromossomo CPM PM Teste! R2 interval Autor
(Mb)
(cM)

131,2-
AO A195/0SU6137 Field 20,1 149.7 46,99-50,22 Vasconcellos et al., 2017
083 Orion//Orion/R31-83 ST 19,3 28,9-30,4 49,94-50,30 Vasconcellos et al., 2017

108,9- )

PVO01 XC Xana/Cornell49242 ST 26,1 129 1 45,15-49,31 Pérez-Veja et al., 2012
GC G122/C0O72548 ST 20 0-13,1 -* Maxwell et al., 2007
012 Orion/USPT-WM-12 ST 9 21,4-25,1 37,65-40,83 Vasconcellos et al., 2017
AO A195/0SU6137 ST 13,7 69,4-79,1 13,73-17,31 Vasconcellos et al., 2017
PX PC-50/XAN-159 ST 7 - - Park et al. (2001).
BN Bunsi/Newport Field 12 - - Kolkman and Kelly, 2003
HN Huron/Newport Field 40 - - Kolkman and Kelly, 2003
BR Bunsi/Raven Field 9 - - Ender and Kelly, 2005
AN Aztec/ND88-106-04 Field 25 19,9-23,3 3,91-5,02 Miklas et al., 2007
BV Benton/VA19 Field, ST, NWT 13,35,36 32,0-45,0 12,54-23,21 Miklas et al., 2007
PV02
) Soule et al. 2011 and Vasconcellos et
R31 Raven/19365-31 Field 32 45,6-47,2 4,55-21,761
al., 2017
R31 Raven/19365-31 ST - - 3,54-4,5 Oladzad et al., 2019
Z0726-
9 PS02-029C-20/AN-37 ST - - 12,19-26,41 Oladzad et al., 2019
Continua...




Tabela 1. Cont...

083 Orion//Orion/R31-83 ST 34,7 17,4-18,7 3,11-3,57 Vasconcellos et al., 2017
BR Bunsi/Raven Field 10 - - Ender and Kelly, 2005
PVO02 GC G122/CO72548 ST 15 - - Maxwell et al., 2007
™ Tacana x Pl 318695 ST 14,3 82,5-89,1 - Mkwaila et al., 2011
AN Aztec/ND88-106-04 Field, DA 16, 36 47,7-52,1 36,10-38,27 Miklas et al., 2007
XC Xana/Cornell49242 ST 16,7 69,3-102,9 39,43-48,32 Pérez-Veja et al., 2012
PV03 AP AN-37/P02630 Field 25,3 65,9-137,6 34,33-47,81 Hoyos-Villegas et al., 2015
AO A195/0SU6137 Field 21,3 20,9-22,3 2,35-2,37 Vasconcellos et al., 2017
™ Tacana x Pl 318695 ST 13,2 106-111,3 - Mkwaila et al., 2011
PVO4 PX PC-50/XAN-159 ST, Field 55 - - Park et al. (2001
R31 Raven/I9365-31 Field 14 - - Soule et al. 2011
PX PC-50/XAN-159 ST 11 - - Park et al., 2001
BR Bunsi/Raven Field 11 - - Ender and Kelly, 2005
R31 Raven/I9365-31 Field, DA 21,14 - - Soule et al. 2011
PVO5 R31 Raven/19365-31 ST, Field 8,5 51,1-51,9 33,02-34,63 Soule et al. 2011
M25 Montrose/19365-25 ST, Field 311 47,1-48,3 30,66-34,65 Vasconcellos et al., 2017
u25 U1537-19365-25 ST 19,9 6,4-14,6 30,98-36,20 Vasconcellos et al., 2017
AO A195/0SU6137 ST 14,7 1122‘:; 39,83-40,01 Vasconcellos et al., 2017
B60 Benton/NY6020-4 ST, Field 12,10 - - Miklas et al., 2003
PV06
Continua ...
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R31 Raven/I9365-31 Field 12 1,951 22,04-23,56 Soule et al. 2011

CR CNFC 9506/RP-2 ST - - - Lara et al. 2014

083 Orion//Orion/R31-83 ST 9 - - Oraguzie, 2015

XC Xana/Cornell49242 ST 13 1123(;11 28,28-31,74 Pérez-Veja et al., 2012

u25 UI537-19365-25 ST 19,8 33,1-34,8 28,90-29,06 Vasconcellos et al., 2017

AG A55/G122 ST, Field 38, 26 - - Miklas et al., 2001

PX PC-50/XAN-159 ST, Field 09, 16 - - (Park et al., 2001

PS02-
011 PS02-011*4/G122 ST 33,5 17,5-28,0 4,97-5,63 Mamidi et al., 2016
Z0725 PS02-011/PS02-29C ST 37,4 4,5-8,0 4,97-5,63 Mamidi et al., 2016

XC Xana/Cornell49242 ST 25,1 1?352 6,38-7,74 Pérez-Veja et al., 2012

M25 Montrose/19365-25 Field 13,8 36,1-50,1 4,62-15,77 Vasconcellos et al., 2017
PVO7 BN Bunsi/Newport DSI, OT 17,16 - - Kolkman and Kelly, 2003

BR Bunsi/Raven Field 14 - - Ender and Kelly, 2005

R31 Raven/I9365-31 ST, NWT 51, 22 - - Soule et al. 2011

012 Orion/USPT-W-12 ST 23,2 15,5-16,3 36,47-37,15 Vasconcellos et al., 2017

AO A195/0SU6137 ST 13,7 94,0-96,7 41,80-42,41 Vasconcellos et al., 2017

XC Xana/Cornell49242 ST 25,16,9 70,7-91,2 39,3-44,95 Perez-Veja etal, 2012, Vasconcellos

et al 2017
M25 Montrose/19365-25 ST, Field 10,8 21,4-27,2 1,81-2,67 Vasconcellos et al., 2017

11
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Miklas et al., 2007/ Vasconcellos et al

AN Aztec/ND88-106-04 Field 13,3 8,7-12,2 2,67-3,64
2017
51, 36,4, Soule et al., 2011/ Vasconcellos et al
R31 Raven/19365-31 ST, NWT 30,2-35,5 2,67-4,62
22 2017
TL Tacana x P1 313850 ST 32,8 4,3-5,4 - Mkwaila et al., 2011
) . Oraguzie, 2015; Vasconcellos et al.,
083 Orion//Orion/R31-83 ST 10, 26,1 51,6-53,1 9,33-11,94 2017
PX PC-50/XAN-159 Field, DA, ST 9,15, 24 - - Park et al., 2001
GC G122/C0O72548 Field 12 - - Maxwell et al., 2007
GW G122/WMG904-20-3 ST 19,3 5,6-8,7 0,73-0,93 Vasconcellos et al., 2017
PX PC-50/XAN-159 ST 12 - - Park et al., 2001
) Miklas et al., 2003 and Soule et al.,
BV Benton/VA19 Field 11 8,0-15,0 39,43-43,44
2011
PS02-
029C PS02-029C*4/NY6020-4 ST 27,6 8,5-14,0 4,97-46,71 Mamidi et al., 2016
20725 PS02-011/PS02-29C ST 23,8 16,0-17,0 13,36-46,71 Mamidi et al., 2016
PV08 , . Miklas and Delorme 2003;
B60 Bunsi/NY6020-4 Field, ST 26, 38 - -
Vasconcellos et al. 2017
GC G122/C0O72548 ST 7 - - Maxwell et al., 2007
Miklas et al., 2003; Soule et al., 2011;
BV Benton/VA19 Field 11 - -
Vasconcellos et al. 2017
BR Bunsi/Raven Field 9 - - Ender and Kelly, 2005
GC G122/C0O72548 ST 11 - - Maxwell et al., 2007
CR CNFC 9506/RP-2 ST 1 - - Lara et al. 2014
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R31 Raven/I9365-31 NWT 8 - - Soule et al., 2011
GC G122/CO72548 ST 13 - - Maxwell et al., 2007
CR CNFC 9506/RP-2 ST -- - - Lara et al. 2014
PV09 W Tacana/P1318695 ST 18,15,7 96,4-107-9 - Terpstraand Kelly 2006 Miwaa et
al., 2011
AO A195/0SU6137 Field 17,4 17,0-20,6 9,97-11,51 Vasconcellos et al., 2017
012 Orion/USPT-WM-12 Field 7.9 17,3-18,0 13,09-13,27 Vasconcellos et al., 2017
PX PC50/XAN-159 Field 3 - - Park et al. 2001
PV TL Tacana x Pl 313850 ST 15,4 25,4-26 - Mkwaila et al., 2011

1ST= Straw test (Teste do canudo); NWT= Non wounding Test (outro teste); Field (Avaliacdo de campo) and DA = Disease

avoidance (escape);

*= Unreported (Nao reportado).
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2.4. Métodos de avaliacdo da reacado do feijdo comum ao mofo branco

A alta variabilidade do patdbgeno e 0os mecanismos de escape, como porte da
planta, dossel, habito de crescimento e espacamento dificultam a identificacdo de
fontes de resisténcia fisiologica em campo. As avaliagbes em campo, baseiam-se na
incidéncia e severidade da doenc¢a na maturidade fisiologica, como descrito por Miklas
et al., (2001), com notas de 1 a 9, onde 1 = plantas sem sintomas até alcancar nota
maxima de 9, representando 80 a 100% das plantas com a doenca e/ou 60 a 100%
de tecido infectado.

As avaliacdes de reagédo ao mofo branco a campo séo limitadas pela méao-de-
obra e &rea disponivel, quantidade de gendtipos a serem avaliados e uniformidade de
irrigacdo. Além de ser uma atividade bastante laboriosa, a suscetibilidade dos
genotipos avaliados pode sofrer influéncia da acuidade visual dos avaliadores na
determinacdo das notas. Desse modo, diferentes métodos de inoculacdo tém sido
relatados, objetivando maior eficacia em menor tempo na avaliacdo de reacdo de
genatipos de feijdo comum.

Diversos pesquisadores tém descrito métodos de inoculacédo para avaliar a
reacado do feijdo comum submetidos ao indculo: por meio de cotilédones com micélios
(Grau e Bissonnette, 1974; Kim et al., 2000; Kull et al., 2003), corte do peciolo (del Rio
et al., 2000), straw test (del Rio et al., 2000; Petzoldt e Dickson, 1996; Teran et al.,
2006; Vuong et al., 2004), inoculacdo por semente no caule (Adams et al., 1973;
Teran e Singh, 2009), raiz de aipo infectado por micélios para inocula¢ao no caule do
feijdo comum (Hunter et al., 1981; Pennypacker e Hatley, 1995), cenoura com micélios
para inoculacdo em caule (Steadman et al., 2001), inoculacdo de micélios nas folhas
(Wegulo et al., 1998), flores com micélio para inocula¢do no caule (Schwartz et al.,
1978; Teran e Singh, 2009) e inoculacdo de plantas em florescimento por meio de
ascésporos (Abawi et al., 1978; Cline e Jacobsen, 1983; Schwartz et al., 1978).

Inoculacdes realizadas diretamente em 6rgdos das plantas destacados
também foram realizados, em que foi utilizado suspensdes de esporos ou micélios em
folhas, flores e hastes que foram removidas (Chun et al., 1987; Leone e Tonneijck,
1990; Miklas et al., 1992a; Olivier et al., 2008; Steadman et al., 1997), inoculagdo em
flores utilizando suspensédo de ascosporos e inoculacdo na haste utilizando palito
colonizado pelo fungo também ja foi relatado por Toledo-Souza e Costa (2003). Ha

ainda os métodos indiretos, que incluem o uso de solucdes obtidas a partir da filtragem
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do patégeno para detectar a resisténcia fisiologica (Miklas et al., 1992), e o uso de
acido oxalico (H2C204) (Tu, 1985), sendo métodos pouco utilizados.

Diante de diversos métodos, a baixa repetibilidade ou reduzida relagdo com a
reacao observada em condi¢cdes de campo, o método chamado de teste do canudo
ou straw test, descrito por Petzoldt e Dickson (1996) fornece consisténcia nos dados
coletados, com maior repetibilidade e uniformidade quando comparado a outros
métodos (Hall e Phillips, 1997; Park et al., 2001) e apresenta também, correlacdo
significativa com a severidade do mofo branco em plantas infectadas naturalmente
(Hall e Phillips, 1997; Park et al., 2001).

O teste do canudo (Petzoldt e Dickson, 1996) foi adaptado por Teran (2006)
que discriminou as reacfes do gendtipo submetido ao inéculo, distinguindo entre
resistente, intermediario e suscetivel, para as notas de 0-3, 4-6 e 7-9,
respectivamente. Arkwazee e Myers (2017) buscando otimizar o0 método descrito
inicialmente, descreve o seedling straw test, baseado em inocular as plantas com
aproximadamente 1 dias, agilizando ainda mais o procedimento.

Os métodos adaptados por Teran et al. (2006), Arkwazee e Myers (2017) a
partir do straw test (Petzoldt e Dickson, 1996) sdo amplamente adotados no
mapeamento genético (Hoyos-Villegas et al., 2015; Vasconcellos et al.,, 2017;
Oladzad et al., 2019; Campa et al., 2020) demonstrando resultados satisfatérios,
eficacia, facilidade e repetibilidade na fenotipagem quanto a resisténcia fisioldgica e

mapeamento geneético.

2.5. Estresse hidrico e o feijdo comum

As mudancas climaticas causam efeitos adversos sobre a producdo e a
qualidade dos alimentos. Além de seus efeitos na biodiversidade (Archaux e Wolters,
2006), perdas na economia também podem ser atribuidas as mudancgas climaticas
(Frame et al., 2020).

Dentre os efeitos, o0 aumento da frequéncia esperada ou provavel de alguns
estresses abioticos e do aumento da frequéncia de estresses bidticos, podem ser
potencializados com as mudancas climaticas. Assim, a incidéncia e duracdo de
veranico nas principais regides agricolas (Africa, Brasil, México e Estados Unidos da

América), tendem a aumentar devido as mudancas climaticas, afetando
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negativamente na producdo mundial de feijdo comum e a seguranca alimentar em
nivel global (Beebe, 2012; Blair et al., 2012).

Temperaturas altas e periodos de secas estdo frequentes e presentes em
diversas regides do Brasil (Centro Nacional de Monitoramento e Alertas de Desastres
Naturais, 2020), justificando desse modo, programas de melhoramento que buscam a
obtencdo de cultivares adaptados a condicdo de estresse abidtico, como alta
temperatura e estresse hidrico.

A tolerancia ao estresse de um genétipo de planta € um produto de muitos
caracteres fisioldgicos e morfologicos para os quais critérios de selecéo eficazes estédo
sendo amplamente estudados (Tardieu et al., 2018) e varios mecanismos de
tolerancia ao estresse hidrico tém sido identificados, entre estes, estdo o escape da
seca por meio de fenologia apropriada (Nord e Lynch, 2009), caracteristicas da raiz
(Passioura, 1983; Lynch, 2018; Tardieu et al., 2018), prevencdo de desidratacao
especifica (Mujdeci et al., 2007), menor temperatura foliar, potencial de agua nas
folhas e pressao de vapor de agua (Tardieu et al., 2018).

No contexto agricola, uma planta tolerante a seca é aquela que mantém a
producdo durante déficits de agua do solo (ou periodos de seca) graduais ou
moderados (Tardieu, 2012). Desse modo, o rendimento de gréos e seus componentes
continuam sendo os principais critérios de sele¢cdo para uma melhor adaptacdo aos
estresses ambientais em muitos programas de melhoramento (Ozkan et al., 1998) em
diversas culturas (Carvalho et al., 2016; Simtowe et al., 2019; Comas et al., 2013) e
no feijao comum (Gongalves et al., 2019).

Embora a qualidade e a produtividade do feijdo comum serem afetadas
negativamente por breves periodos de escassez de agua (Halterlein, 1983; Wallace,
1980). No feijdo comum a disponibilidade hidrica é especialmente determinante para
o rendimento durante o periodo de floracdo e na fase inicial de formacdo da vagem
(Stoker, 1974; Samarah et al., 2009; Liu et al., 2004; Vadez et al., 2012).

O efeito da seca é complexo em seu modo de acao e a resposta da planta é
altamente variavel, podendo ser acentuada por fatores de interacdo. Segundo Hall
(1993) a tolerancia a seca pode ser definida como o rendimento relativo de um
genotipo em comparacdo com outros genotipos submetidos ao mesmo estresse
hidrico.

Por outro lado, a selecdo baseada apenas na produtividade sob estresse

extremo pode ser considerada pouco efetiva, uma vez que a resisténcia ao estresse
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severo pode estar associada a producdo reduzida em ambientes sem estresse
(Rosielle e Hamblin, 1981). Apesar dessas limitagcfes, as estimativas de herdabilidade
para a producédo de feijao comum cultivado com e sem estresse foram geralmente
semelhantes (Schneider et al., 1997; Singh, 1995; White et al., 1994), o que sugere
gue a selecao deve ser igualmente eficaz sob diferentes niveis de estresse.

O desenvolvimento de cultivares de feijao tolerantes ao estresse hidrico € uma
abordagem prética e econdmica para diminuir os efeitos negativos da seca sobre a

produtividade da cultura.

2.6. Identificac&o de genitores para tolerancia ao estresse hidrico

Para a identificacdo de gendtipos superiores, é necessério a adequada
caracterizacdo do ambiente. Existem diversos métodos para caracterizar o ambiente.
Muguling et al., 1982 e O’'Toole et al., 1983 tem identificado variaveis criticas, como a
profundidade da &gua livre. Entretanto, caracterizacdes desse tipo € demorada e um
método de classificacdo de ambientes de seca é com base na duracdo da estacao
chuvosa, e isso tem sido alcancado com sucesso para o arroz (Huke,1982), trigo
(Bahar e Yildirim, 2010) e feijdo comum (Ramirez-Vallejo e Kelly, 1998) por exemplo.

Os efeitos da escassez de agua no feijao variam muito, dependendo da
duracdo da exposicao, da intensidade do estresse, das caracteristicas da variedade
utilizada e da capacidade das plantas de se adaptarem a esta condicdo adversa
(Rosales et al., 2012; Emam et al., 2010).

A seca terminal, ocorrida no final do ciclo da cultura reduz substancialmente
a produtividade do feijdo comum, inibindo o desenvolvimento reprodutivo e
florescimento (Samarah et al., 2009), aumentando a esterilidade de graos de polén
(Al-Ghzawi et al., 2009) e reduzindo o desenvolvimento e tamanho de graos (Croser
et al. 2003, Liu et al. 2004, Vadez et al. 2012).

Identificado o periodo critico para o rendimento do feijdo comum e
determinado o periodo para a submissao dos genétipos a condicdo de estresse, a
adocdo de um método para detec¢cdo dos genotipos promissores torna-se necessario,
obviamente, considerando as condi¢cdes experimentais e analiticas possiveis. Afim de
facilitar a selecdo de individuos superiores para tolerancia ao estresse hidrico
metodologias baseadas em indices tém sido relatadas (Fischer e Maurer, 1978;
Rosielle e Hamblin, 1981; Blum, 1984; Lan, 1990; Fernandez, 1992; Jafari et al., 2009;
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Gavuzzi et al.,, 1997; Bauslmaa e Schapaugh, 1984). Contudo, metodologias que
consideram a interacdo genoétipo x ambiente tém sido utilizadas atualmente com
resultados promissores (Camara et al., 2007; Dias et al., 2018; Thungo et al., 2019).

Dentre as metodologias gendtipo x ambiente (G x E), o método realizado a
partir da aplicacdo de modelos mistos, descrito como média harménica da
performance relativa dos valores genéticos (MHPRVG) relatado por Resende (2014)
permite a selegdo simultdnea da produtividade, estabilidade e adaptabilidade no
contexto genotipico. Os efeitos de interacdo GXE sdo previstos com maior precisdo
do que outros métodos porque todo o conjunto de dados é usado e os ruidos de
interacdo sao eliminados quando as melhores previsbes lineares nao aviesadas
(BLUPs — Best Linear Unbiased Prediction) séo obtidas (Resende, 2007).

2.7. Estudo de associacdo genémica ampla

Os estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) também chamado de
mapeamento genético associativo € um dos meios de identificar e mapear QTLs e
genes associados a caracteristicas fenotipicas de interesse com base no desequilibrio
de ligacdo (LD) (Jannink et al., 2001; Dhanapal et al., 2015). Para fazer uso dessa
poderosa ferramenta em um painel, é necessario que os marcadores estejam
amplamente distribuidos no genoma (Tsunoda at al., 2019) em um painel grande o
suficiente, composto por individuos coletados em popula¢des naturais ou de acessos
de bancos de germoplasma e equivalentemente fenotipados.

Dentre os marcadores utilizados, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
se destacam, pois, 0s métodos para sua deteccdo aumentaram de maneira
econbmica na era poés-gendémica (Morgil et al., 2020). Descobertos primeiramente no
genoma humano, os SNPs podem ter associacdo com doencgas complexas (Turchetto-
Zolet, et al., 2017). E vem sendo utilizados como marcadores moleculares para
estudos filogenéticos, mapeamento genético, diagnosticos genéticos e andlises de
diversidade genética (Morgil et al, 2020; Freudenthal et al., 2019).

Para diversos pesquisadores Ozaki et al. (2002) relatou o primeiro GWAS,
realizado na area da saude, identificou genes associados a suscetibilidade ao infarto
de miocéardio (Thomas et al., 2005; Morris; Cardon, 2007; Tsunoda et al., 2019) e
iniciou a progressédo de sucessivos modelos com essa finalidade na area. Tornou-se,

assim, bem estabelecido na genética humana ap6s uma década de grande esforco
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(Huang; Han, 2014) e mantem-se principalmente na identificacdo de genes
relacionados a doencgas humanas (Altshuler; Daly; Lander, 2008; GWAS Catalog,
2020).

O desenvolvimento de tecnologias na area da saude para 0 sequenciamento
potencializou procedimentos e ferramentas para obtencdo de SNPs e estudos
genéticos de fendtipos clinicos, possibilitou comparar sequencias de DNA entre
diferentes individuos, baseado no desequilibrio de ligacdo (LD) (Linkage
desequilibrium) (Lander et al., 2001; International HapMap Consortium, 2005).
Pavimentando assim, o caminho para a realizacdo do GWAS, levando-o a tornar-se
uma poderosa ferramenta na deteccao de variagfes genéticas para o entendimento
de caracteristicas complexas em diversas espécies, vindo a ser adotado na area
vegetal (Rafalski, 2010; Abdel-Ghani et al., 2013; Pace et al., 2015).

Com os avancos da tecnologia computacional, a metodologia GWAS tem sido
constantemente modificada e os modelos apresentam grande poder estatistico sob
diferentes métodos computacionais, permitindo estudar bases genéticas complexas,
como os efeitos epistaticos e efeitos de dominancia (Wen et al., 2015).

Dentre os modelos utilizados, o modelo linear generalizado (General Linear
Model — GLM) ou Q-model (Price et al., 2006) em que a estrutura da populacédo (Q) é
adotada como efeito fixo € comumente utilizado para locus Unico em GWAS.
Entretanto, o modelo linear misto (Mixed Linear Model — MLM) tem sido o mais
popular, considerando a estrutura de populacéo (Q) e Kinship (K) para controlar falso-
positivos, também comumente utilizado para locus Unico (Zhang et al., 2005; Yu et al.,
2006).

Modelos baseados no MLM (Yu et al., 2006), como o CMLM (Zhang et al.,
2010), ECMLM (Lietal., 2014) e FaST-LMM (Lippert et al., 2011) foram desenvolvidos
para melhorar a eficiéncia computacional. Wang et al. (2012) prop6s o modelo
SUPER, mantendo a vantagem computacional do FaST-LMM e aumentando
notavelmente o poder estatistico. Entretanto, esses modelos incluindo o EMMAX
(Kang et al., 2010) e o GEMMA (Zhou e Stephens, 2012) fazem a varredura genémica
de modo unidimensional e assim, precisam de correcdes para reduzir a taxa de falso
positivo (FPR — False Positive Rate) ou erros do tipo I. Frequentemente para reduzir
o FPR nesses modelos de locus Unico (SL-GWAS), adota-se um limiar de P-valor
considerando a correcdo de Bonferroni modificada, dada por P < 0,05/m (m € o

namero de marcadores) (Wang et al., 2016; Guan et al. 2019).
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O limiar dado pela correcdo de Bonferroni para controlar falso-positivos em
GWAS de locus-Unico é considerado restringente no estudo de caracteristicas
complexas, pois segundo Wen et al. (2018) o seu uso minimiza a probabilidade de
detectar loci de efeitos menores. Assim, para caracteristicas de natureza poligénica
outros modelos, chamados de GWAS para multi-locus (ML-GWAS), assim o modelo
MLMM (Multi-Locus Mixed-Model) (Segura et al.,, 2012) foi proposto para testar
simultaneamente varios marcadores, outros com 0sS mesmos propoésitos foram
surgindo, como mrMLM (Wang et al., 2016), FarmCPU (Liu et al., 2016), LASSO (Xu
et al., 2017), pLARmMEB (Zhang et al., 2017), ISIS-EM-BLASSO (Tamba et al., 2017),
FASTmrEMMA (Wen et al., 2017) e FASTmrMLM (Tamba, 2017), pKWmEB (Ren et
al., 2018) e recentemente BLINK (Huang et al., 2019) sdo comumente utilizados por
possuirem maior poder estatistico e acuracia na detec¢do de QTNs (Segura et al.,
2012; Moser et al., 2015).

Em uma comparacdo entre os métodos mrMLM, pLARmMEB, ISIS-EM-
BLASSO e FASTmrEMMA, Zhang et al. (2018) identificou que o ISIS-EM-BLASSO foi
o método mais poderoso na identificacdo de QTNSs para caracteristicas de resisténcia
do caule do milho.

Em estudos genéticos de culturas agricolas, diversos pesquisadores tém
utilizado em GWAS limiares de significAncia menos restritivos e obtido resultados
satisfatorios. Misra et al. (2018) avaliando um painel de acessos de arroz utilizou o
limiar de 10° para o método SL-GWAS EMMAX (Kang et a., 2010) e comparou 0s
SNPs significativos com quatro métodos ML-GWAS com o limiar de LOD = 3,0.
Encontrou desse modo, 224 QTNSs significativos pelo SL-GWAS e desses, 97 foram
validados por pelo menos dois dos quatro métodos ML-GWAS.

Chang et al. (2018) avaliando um painel composto por 368 linhagens de soja
adotou o limiar de 10 para identificacdo de QTNs significativos no modelo SL-GWAS
CMLM, encontrando 24 QTNs, enquanto para o modelo ML-GWAS mrMLM adotando
o limiar de LOD = 3,0 encontrou 64 QTNs significativos. Vale salientar que somente
dois QTNs nao representaram um loci reportado em estudos anteriores.

Desse modo, para diminuir o FPR, Chang et al. (2018), Misra et al. (2018) e
He et al. (2019) recomendam a combinacdo de métodos SL-GWAS e ML-GWAS para
melhorar a robustez e poder de deteccao de SNPs significativos no GWAS em estudos

prévios.
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Zhang et al. (2019) comparando diversos trabalhos GWAS consideram que a
correcao de Bonferroni em métodos ML-GWAS pode ser muito restringente e propéem
utilizar para esses modelos LOD = 3,0 (ou P=0,0002) como um limiar para balancear
0 poder de deteccéo e reduzir o FPR na deteccao de QTNSs.

Varios estudos de mapeamento por associacdo tém sido relatados em feijao
comum, associado ao desempenho agronémico (Kamfwa, et al., 2015; Moghaddam,
et al., 2016), fixacdo biolégica de nitrogénio (Kamfwa, et al., 2015), arquitetura de
planta (Resende, et al., 2018), resisténcia a doencas (Perseguini, et al., 2016;
Zuiderveen, et al., 2016) e estresses abidticos (Soltani, et al., 2017; Soltani, et al.,
2018). Nao somente caracterizando o painel estudado, mas também mapeando os
genes e/ou QTLs de interesse. Assim, 0s avancos na genética e as aplicacées das
tecnologias moleculares, juntamente com a caracterizacado detalhada dos gendtipos
contribui estrategicamente na utilizacdo do germoplasma em programas de
melhoramento de plantas (Morgil et a., 2020; Migicovsky et al., 2019; Reynolds, et al.,
2020) e exclui a necessidade de avaliacfes fenotipicas constantes (Bernardo et al.,
2007).
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4. CAPITULOS
4.1 CAPITULO 1 — SELECAO DE GENITORES E MAPEAMENTO
ASSOCIATIVO DA RESISTENCIA FISIOLOGICA DO FEIJAO COMUM AO
MOFO BRANCO

RESUMO

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, janeiro de 2021. Selecdo de genitores e
mapeamento associativo da resisténcia fisiologica do feijdo comum ao mofo branco.
Orientador: Thiago Alexandre Santana Gilio, coorientadores: Leonarda Grillo Neves e
Marco Antonio Aparecido Barelli.

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € cultivado mundialmente e um dos problemas
fitossanitarios que comprometem a qualidade dos grédos e a produtividade € o
patégeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, fungo causador do mofo branco. O
objetivo do trabalho foi selecionar genétipos de feijdao comum que apresentam reacao
de resisténcia fisioldgica ao patégeno causador do mofo branco, encontrando acessos
gue permitam serem adotados no programa de melhoramento e identificar regides
gendmicas associadas a essa caracteristica, afim de possibilitar o uso de ferramentas
moleculares para sele¢ao assistida. Para a selecao de genitores, avaliou-se a reacao
a doenca em painel composto por 114 acessos através do método de inoculacédo teste
do canudo (TC) e teste do canudo em plantula (TCP) conduzido em casa de vegetacdo
e condicdo de laboratério em delineamento de blocos ao acaso, as avaliacdes de
notas ocorreram no 3° dia apés inoculagéo (DAI), 5° e 7° DAI para TCP e 5°, 7° e 9°
DAl para TC, transformando-as em indice de McKinney, considerou-se também a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Os componentes de variancias
(REML) foram estimados e os valores genotipicos preditos (BLUP) obtidos a partir das
notas e AACPD. Os gendétipos foram genotipados via GBS e obtidos, ap6s MAF de
0,05, 28.823 SNPs de alta qualidade, utilizando-os para mapeamento associativo
através dos modelos MLMM, FarmCPU e BLINK. As caracteristicas avaliadas foram
significativas (LRT = 6,63), possibilitando a selecdo de gendétipos superiores. Dado a
natureza complexa da resisténcia fisiologica, selecionou-se os acessos BL10, BL14,
BL15, BL18, BL67 e BL98 apresentando assim, genitores para utilizacdo em
programas de melhoramento de feifjdo comum. Os SNPs associados
significativamente com a caracteristica de resisténcia fisiolégica indicaram regides nos

cromossomos Pv02, Pv03, Pv09 e Pv10, sugerindo a presenca de haplotipos dos
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QTLs ja reportados WM2.2 BY: R31 @ WM3.1AN. XC, AP 3lém da anotagdo dos genes
relacionados a resisténcia a estresses bioticos Phvul.002G023400 no Pv02,
Phvul.009G230200 e Phvul_009G232100 ambos localizados no Pv09, em regibes
significativamente associdas antes nao reportadas. Desse modo, obteve-se acessos
com alto nivel de resisténcia fisioldgica, além de providenciar regides gendmicas
significativas a serem validadas e utilizadas em rotinas do programa de melhoramento

de feijdo comum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
GWAS.
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ABSTRACT

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.S. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, January, 2021. Selection of genitors and associative
mapping of physiological resistance to white mold in common beans. Advisor: Thiago
Alexandre Santana Gilio, Co - advisor: Leonarda Grillo Neves and Marco Antonio
Aparecido Barelli.

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is cultivated worldwide and one of the
phytosanitary problems that compromise the quality of grains and productivity is the
pathogen Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, fungus causing white mold. The
objective of this work was to select common bean genotypes that show physiological
resistance reaction to the pathogen that causes white mold, finding accessions that
allow their adoption in the breeding program and identify genomic regions associated
with this trait, in order to enable the use of molecular tools for assisted selection. For
the selection of genitors, the reaction to disease was evaluated in a panel consisting
of 114 accessions through the method of inoculation straw test (TC) and seedling
straw test (TCP) conducted in the greenhouse and laboratory conditions in
randomized block design. The evaluation of scores occurred on the 3rd day after
inoculation (DAI), 5th and 7th DAI for PCT and 5th, 7th and 9th DAI for ST. The
variance components (REML) were estimated and the predicted genotypic values
(BLUP) obtained from the scores and AACPD. Genotypes were genotyped via GBS
and 28,823 high quality SNPs were obtained after MAF of 0.05, using them for
associative mapping via MLMM, FarmCPU and BLINK models. The traits evaluated
were significant (LRT = 6.63), enabling the selection of superior genotypes. Given the
complex nature of physiological resistance, accessions BL10, BL14, BL15, BL18,
BL67 and BL98 were selected, thus presenting genitors for use in common bean
breeding programs. The SNPs significantly associated with the physiological
resistance trait indicated regions on chromosomes Pv02, Pv03, Pv09 and Pv10,
suggesting the presence of haplotypes of the already reported QTLs WM2.2 BV, R31
and WM3.1AN, XC, AP besides the annotation of the genes related to resistance to
biotic stresses Phvul.002 G023400 in Pv02, Phvul.009G230200 and
Phvul_009G232100 both located in Pv09, in significantly associated regions
previously unreported. Thus, we obtained accessions with high level of physiological
resistance, besides providing significant genomic regions to be validated and used in
routines of the common bean improvement program.

Key words: Phaseolus vulgaris L., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, GWAS.
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4.1.2 INTRODUCAO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das culturas mais importantes do
mundo, servindo como uma fonte de nutrientes essenciais para milhdes de pessoas
nos continentes Africano e Sul-americano (Petry et al., 2015; Heredia-Rodriguez et
al., 2016), cultivado em mais de 120 paises e produzido em uma area superior a 35
milhdes de hectares (Faostat, 2018). Além de possuir alto valor nutricional possui
grande importancia econdmica e social, principalmente como fator de seguranca
alimentar (Richetti e Melo, 2014).

Atualmente bastante compreendido, os dois pools génicos de P. vulgaris,
confirmados através de investigacdes sobre a constituicdo proteica dos graos (Gepts
e Bliss, 1986), isoenzimas (Singh et al., 1991), caracteristicas morfologicas (Duran et
al., 2005), marcadores moleculares e sequenciamento (Cortés et al., 2011; Bitocchi et
al., 2013; Schmutz et al., 2014), comprovam a existéncia dos centros de diversidade
Andino e Mesoamericano. Permitindo desse modo, que cada grupo génico possa ser
distinguido pela morfologia da planta (Singh et al., 1991; Rana et al.,2015) e aspectos
moleculares (Bitocchi et al., 2013; Gaut, 2014).

Apesar da ampla diversidade genética dentro da espécie P. vulgaris, a substituicdo
de variedades tradicionais por cultivares modernos propicia a erosdo genética.
Especificamente, Srinivasan et al. (2003), investigando a substituicdo de racas
tradicionais de trigo por cultivares modernas no Reino Unido, demonstrou uma
reducdo acentuada na diversidade genética geral. Desse modo, as variedades
tradicionais cultivadas através de meios simples, adaptadas localmente aos sistemas
agricolas tradicionais (Camacho et al.,, 2006), tornam-se preciosas fontes
mantenedoras de diversidade fenotipica e genética. Com diversos pesquisadores
fazendo uso dessa diversidade para obtencéo de fontes para resisténcia a estresses
abidticos e doencas (Miklas et al., 2006; Beaver et al., 2003; Teran e Singh, 2002;
Vidigal Filho et al., 2020).

Dentre as resisténcias a doencas, a do mofo branco, causado pelo fitopatégeno
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, é considerado baixo em cultivares comerciais
de feijdo comum, especialmente os que possuem origem mesoamericana (Schwartz
e Singh, 2013), principal pool génico cultivado no Brasil pela melhor adaptacédo no
clima brasileiro.

O mofo branco pode causar até 100% de perda na producgéo de seus hospedeiros

se ndo tomado nenhuma alternativa de controle (Lobo Junior, 2002; Bianchini et al.
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2005; Oliveira, 2005) e ja foi relacionada a mais de 400 espécies hospedeiras entre
plantas cultivadas, daninhas ou silvestres (Purdy, 1979; Boland e Hall, 1994). Quando
em crescimento, os micélios do fungo sdo bastante ramificados na superficie dos
orgaos vegetais atacados (Abawi e Grogan, 1979) havendo ainda a formacéao de
estruturas de resisténcia, denominadas esclerodios que podem permanecer viaveis
por mais de oito anos no solo (Adams e Ayers, 1979), favorecendo sua perpetuagao
nos sistemas de producao.

A dificuldade na obtencdo de cultivares resistentes é causada pelo fato de a
caracteristica ser poligénica, envolvendo principalmente resisténcia horizontal e
mecanismos de escape (Kolkman e Kelly, 2002; Ender e Kelly, 2005; Antonio et al.,
2008; Soule et al., 2011; Miklas et al., 2013). Por outro lado, diversos estudos tém sido
conduzidos no Brasil a fim de identificar acessos com reacao de resisténcia fisioldgica,
ou parcial a S. sclerotiorum (Carvalho et al., 2013; Souza et al., 2014; Lehner et al.,
2015).

O GWAS (Genome-wide Association Studies) tem sido amplamente utilizado para
o estudo de diversas caracteristicas complexas em diferentes culturas, como a
capacidade de regeneracdo embriogénica a partir de calos em milho (Ma et al., 2018),
qualidade de fibra de algodao (Su et al., 2018), altura de plantas e numero de nédulos
em raizes de soja (Chang et al., 2018), tempo de florescimento em feijdo comum
(Raggi et al., 2019), caracteristicas de producdo sob estresse abiético em feijao
comum (Oladzad et al., 2019), reacdo de resisténcia a antrachose e mancha angular
em feijdo comum (Perseguini et al., 2016; Fritsche-Neto et al., 2019), assim como
recentes estudos de resisténcia fisiolégica ao mofo branco em soja (Wei, et al., 2017;
Sun et al., 2020) e feijao comum (Campa et al., 2020).

O foco na caracterizacdo genotipica e fenotipica € essencial para o uso de
germoplasma como um meio de dar resposta a uma lista cada vez maior de desafios
para a producdo de alimentos no proximo século (FAO, 2011). Outra questdo esta
relacionada a reducao de custos. O uso de gendtipos com caracteristicas importantes
tem sido utilizado para reduzir custos, levando a identificacdo de genes candidatos e
sua caracterizagao (Ishida et al., 2018; McClean et al., 2018).

O painel de estudo advindo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Feijao
Comum do Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) € constituido por 114
acessos de cultivares tradicionais e silvestres, oriundos de diversas regides do pais e

do exterior, além de linhagens elites desenvolvidas pelo proprio programa,
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representando assim uma importante fonte de recursos genéticos para uso no
melhoramento do feijdo comum no Brasil.

Desse modo, o objetivo desse estudo € selecionar genitores e indicar regides do
genoma do feijdo comum associadas a caracteristicas de resisténcia fisioldgica ao
mofo branco. Providenciando acessos que possam ser adotados na rotina de
programas de melhoramento e regifes possiveis de serem utilizadas para selecéo
assistida.
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4.1.3 MATERIAL E METODOS

4.1.3.1 Material vegetal

Para este estudo avaliou-se 114 acessos de feijado comum (Tabela 2) cedidos
pelo Nucleo de Pesquisa Aplicada a Agricultura — Nupagri. Essa colecao é constituida
por acessos tradicionais e silvestres, oriundos dos Estados de Mato Grosso, Paran4,

Santa Catarina, Pernambuco, Sergipe e Paraiba.

Tabela 2. Identificacdo dos acessos avaliados nesse estudo.

Cadigo Nome Estado Cidade Latitude Longitude Altitude Grupq FZO.OI
comum (m) comercial génico
BL1 Brigida PE Recife -8.058880 -34.880833 4 Carioca M
BL2 Cocéao PE Recife -8.058880 -34.880833 4 Outros A
BL3 Bagajo SE Pogo Verde -10.707777 -38.182777 268 Outros A
BL4 Favita PE Guaranhuns A
BL5 Canarinho PE Lajedo -8.663888 -36.336666 661 Outros A
BL6 Rosinha Claro PE Calcado -8.741944 -36.333888 643 Rosinha M
BL7 Chita fina PE Sé&o Jodo -8.875833 -36.366944 716 Outros A
BL8 Jaula PE Séo Jodo -8.890277 -36.492770 842 Outros A
BL9 Pintado PE Ibimirim -8.540555 -37.690277 401 Outros A
BL10 Bolinha PE Lajeado -8.540555 -36.320000 532 Mulatinho M
BL11 Praia SE Poco Verde -8.053888 -34.880833 268 Outros A
BL12 Camardo PE Calcado -8.741944 -36.333888 643 Outros A
BL13 BSF-1 Creme PE Belém do Sdo -8.753888 -38.963888 305 QOutros A
Francisco
BL14 BSF-2 Pingo PE Belém do Sao -8.053888 -34.880830 305 Carioca M
de Ouro Francisco
BL15 BSF-3 Fogo na PE Belém do Séo -8.053888 -34.880830 305 Outros A
serra Francisco
BL16 Brilhoso PE S&o Jodo -8.875833 -36.366944 716 Mulatinho M
Mulatinho
BL1S Africano 4 PE Recife A
BLlg [PAl PE Recife -8.058880 -34.880833 4 Mulatinho M
Mulatinho
IPA7 — PE Recife Mulatinho M
BL20 Mulatinho
BL24 Mulatinho de PB Arara -6.827777 -35.757777 467 Mulatinho M
Cacho
BL25 Mulatinho PE Jucati -8.705833 -36.488888 820 Mulatinho M
BL26 Tachina PB Arara Mualtinho M
Mulatinho
BL27 Mulatido PE Bezerros -8.889999 -36.492777 470 Mulatinho A
BL28 Bairasa 2 PE Lajedo M
BL29 Milagre de Sto PB Arara M
Antonio
BL30 Flor Azul PE Aguas Belas -9.110833 -37.122777 376 Mulatinho M
BL31 Bico de ouro PE Aguas Belas -9.110833 -37.122777 376 Mulatinho M
BL33 Feijao PE Caruaru Mulatinho M
Mulatinho
BL34 Feijao Laje PB Sé&o Miguel de -7.250000 -35.210000 45 Mulatinho M
Itaipu
BL35 Caiaminha PE Calcado -8.741944 -36.333888 643 Rosinha M
BL41 CLPE7 PE Sé&o Jodo M
BL50 CLPE17 PE Lajedo -8.663888 -36.336666 661 Preto M
BL57 Feijao Preto PE Lajedo Preto M
BL64 Feijao Colorido PE Arcoverde A
BL65 Feijao Preto PE Jucati Preto M
BL66 Feijdo Carioca PE Caruaru -8.282777 -35.975833 554 Carioca M
BL67 Feijao Carioca PE Sta Maria do -7.840000 -35.901944 494 Carioca M
Cambucéa
BL68 Feijao PE Jupi Mulatinho M
Mulatinho

Continua...
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BL69 Feijao
Mulatinho

BL70 Feijdo Carioca

BL71 Feijao
Mulatinho

BL72 Feijdo Colorido
BL73 Feijao Colorido

BL74 Favita

BL75 Favita

BL76 Feijdo Carioca

BL77 Enxofre

BL78 Favita

BL79 Favita

BL80 Feijao Preto

BL81 Feijdo Preto

BL82 Feijdo Carioca

BL83 Feijdo Preto

BL84 Feijdo Preto

BL85 Feijdo Carioca

BL86 Feijdo Preto

BL87 Feijdo Carioca

BL88 Feijao
Mulatinho

BL89 Feijdo Branco

BL90 Feijdo Preto
BL91 Feijdo Preto

BL92 Feijao
Mulatinho

BL93 Feijdo Colorido

BL94 Favita

BL95 Feijao Preto

BL96 Feijao
Mulatinho

BL97 Feijdo Preto
BL98 Feijao Colorido
BL99 Feijdo Preto

BL100 Feijao
Mulatinho
BL101 Feijao
Mulatinho
BL102 Feijdo Preto
BL103 Feijao Preto
BL104 Feijédo Colorido
BL105 Feijao
Mulatinho
BL106 BG-4
BL107 BG-9

BL108 BG-13
BL109 BG-17
BL110 BG-18
BL111 BG-23

BL165  Pitanga
BL166  Corinthiano
BL167 Perla
BL168  JaloVermelho
BL170  JaloListras
Pretas
BL172 BGF20
BL174  Juriti
BL177 Awauna UEM
BL181  MT 50G2
BL183 MT55
BL184  MT57G1

PE

PE
PE

PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE
PE

PE
PE
PE
PE

PE
PE
PE
PE

PE
PE
PE
PE

PE

PE
PE
PE
PE

MT
MT

MT
MT
MT
MT
PR
PR

PR

PR

PR
PR

PR
MT

MT
MT

Arcoverde

Vertentes
Arcoverde

Arcoverde
Arcoverde
S&o Jodo
S&o Jodo
Sao Jodo
S&o Jodo
S&o Jodo
Sao Jodo
S&o Jodo
S&o Jodo
Sao Jodo
Lajedo
Jucati
Jucati
Jupi
Arcoverde
Sé&o Jodo

Jupi

Sé&o Jodo
S&o Jodo
Arcoverde

Casinha
Lajedo

Calcado
Caruaru

Sé&o Caetano
Caruaru
Caruaru
Calcado

Riacho das
Almas
Sé&o Caetano

Sé&o Caetano
Surubim
Sta Maria do

Cambuca
Céceres

Mirassol do
Oeste
Céceres

Céaceres
Céaceres
Céaceres
Pitanga
Loanda

Capitéo
Lednidas
Marques
Nova Santa
Rosa

Terra Rica
Londrina
Maringa
Mirassol do
Oeste
Mirassol do
Oeste
Mirassol do
Oeste

-8.420833

-7.902777
-8.420833

-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.875833
-8.663888
-8.705833
-8.705833
-8.711944
-8.420833
-8.875833

-8.875833
-8.875833
-8.420833

-7.741111
-8.663888
-8.741944
-8.282777

-8.282777
-8.741944

-8.325833
-8.325833
-7.831944
-7.840000

-15.799572
-15.583333

-15.731691
-16.261083
-16.251022
-15.998333
-24.729000
-22.971027

-25.484708

-24.428666

-22.688794
-23.354722
-23.435833
-15.496902

-15.505158
-15.521236
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-37.061388

-35.987777
-37.061388

-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.366944
-36.336666
-36.488888
-36.488888
-36.415000
-37.061388
-36.366944

-36.366944
-36.366944
-37.061388

-35.721111
-36.336666
-36.333888
-35.975833

-35.975833
-36.333888

-36.142777
-36.142777
-35.755833
-35.901944

-57.385088
-57.979166

-57.351783
-58.292461
-58.294869
-57.481666
-51.721425
-53.106013

-53.583041

-53.971819

-52.61755

-51.16472

-51.89472
-58.044955

-58.059069
-58.049863

663

401
663

716
716
716
716
716
716
716
716
716
661
820
820
782
663
716

716
716
663

390
661
643
554

554
643

552
552
394
494

180
285

151
202
186
311
829
344

380

480

381
573
565
169

172
184

Mulatinho

Carioca
Mulatinho

Outros
Outros
Carioca
Enxofre
Outros
Outros
Preto
Preto
Carioca
Preto
Preto
Carioca
Preto
Carioca
Mulatinho

Outros
Preto
Preto

Mulatinho

Outros
Outros
Preto
Mulatinho

Preto
Outros
Preto
Mulatinho

Mulatinho

Preto
Preto
Outros
Mulatinho

Mulatinho
Mulatinho

Mulatinho
Mulatinho
Mulatinho
Mulatinho
Outros
Outros
Outros
Outros

Outros

Outros
Carioca

Preto
Rosinha

Rosinha

Continua ...
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BL186 MT 62 MT Mirassol do -15.505158 -58.059069 172 M
Oeste
BL187 MT 73G1 MT Mirassol do -15.538369 -58.047044 186 Rosinha M
Oeste
BL189 MT 79 MT Mirassol do -15.538369 -58.047044 186 M
Oeste
BL194 MT 92 MT Mirassol do M
Oeste
BL199 Enxofre PE Lajedo -8.663888 -36.336666 661 Enxofre A
BL215  Favita PE Arcoverde A
BL216 Feijao Carioca PE Santa Maria do -7.840000 -35.901944 494 Carioca M
Cambucéa
BL220 Jalo Pintado 2 PR Capitao -25.484708 -53.583041 380 Outros A
Lednidas
Marques
BL221 AND277 Outros A
BL222  Gordo PE Lajedo A
BL223  Feijdo PE Aguas Belas Mulatinho M
Mulatinho
BL224 Feijao PE Séao Jodo Mulatinho M
Mulatinho i
BL225 Sempre Assim PE Aguas Belas -0.110833 -37.122777 376 Branco M
Branco
BL226 CLPE3 PE Sdo Jodo -8.875833 -36.366944 716 Preto M
BL227 CLPE4 PE Séo Jodo -8.875833 -36.366944 716 Preto M
BL228 CLPE8 PE S&o Jodo -8.875833 -36.366944 716 Preto M
BL229 CLPE10 PE Caetés -8.772777 -36.622777 849 Preto M
BL230 CLPE11 PE Jucati -8.705833 -36.488888 820 Preto M
BL231 CLPE12 PE S&o Jodo M
BL232 CLPE14 PE Sé&o Jodo M
BL233 CLPE15 PE Caetés M
BL234 FeijaoPreto PE Calcado -8.741944 -36.333888 643 Preto M

A = andino; M = mesoamericano

4.1.3.2 Extracdo de DNA e genotipagem

Seguindo a descricdo de Ariani et al., (2016), o DNA foi extraido de folhas
jovens liofilizadas de feijdo comum cultivadas em casa de vegetacao utilizando o
protocolo de extracdo de DNA modificado de Pallotta et al. (2003) com um passo extra,
consistindo em re-suspensdo com 4 pl de RNAse e incubacdo de 30 minutos a 37°C.
A qualidade do DNA foi verificada no espectrofotbmetro UV NanoDrop Lite (Thermo
Fisher Scientific) e por gel de agarose a 1% em eletroforese. A qualidade do DNA com
uma razdo de absorbancia (A260/A280) >1.7 e sem degradacao visivel no gel de
agarose foi utilizado para a preparacao da biblioteca.

Os adaptadores gendmicos de DNA e a biblioteca foram quantificados com o
kit de ensaio QUBIT dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific/Invitrogen, Gran Island, NY).
As bibliotecas de GBS e os adaptadores foram preparados seguindo o protocolo de
Elshire at al., (2011), usando a enzima CviAll (New England Biolabs, Ipswitch, MA)
para a digestdo do DNA e uma diluicdo 1:4 de mistura de adaptador (adaptador
comum e codificado em barcode) com uma concentragédo final de 4,5 ng por reagao.

Na etapa de ligacao, foi reduzida a concentracdo do tampéao de ligacéao para 0,6X por
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reacdo, uma vez sugerido 1x. Durante a etapa de enriquecimento dos fragmentos,
foram realizadas quatro amplificagcbes de PCR separadas e as diferentes reacdes
foram reunidas para purificagdo. A presenca de adaptadores dimeros nas bibliotecas
de sequenciamento foi verificada com o kit de analises de DNA Experionn (Biorad,
Berkeley, CA). As bibliotecas gendmicas foram sequenciadas em uma unica linha de
célula de fluxo llumina HiSeq 4000, usando o protocolo de ciclo de 50pb, no QB3
Vincent J. Coates Genomics Sequencing Laboratory na Universidade da Califérnia,
Berkley, CA.

O Next Generation Sequencing Eclipse Plugin (NGSEP) (Perea et al., 2016)
foi usado neste estudo, o qual € um algoritmo apenas para analise de big data de
GBS. Utilizando-o para encontrar o niumero maximo de SNPs em um conjunto de
dados de altamente multiplexados, para gerar fragmentos de sequenciamentos em
locais previsiveis e reprodutiveis (Perea et al., 2016). Devido ao conjunto de dados
conter muitas linhas (acessos) de alta cobertura, optou-se por uma pipeline diferente,
mas potente e aceita para andlise de bioinformética utilizando SAMtools para os SNPs
ligados (variantes de ligacdo) (Altmann et al., 2012), pois diferentes estudos
evidenciam que é mais conservador na variante de ligacdo em comparacdo com
outros algoritmos (Altmann et al., 2012; Perea et al., 2016).

As leituras foram cortadas com qualidade 4’-final de usando o programa
NGSEPcore_3.0.1.jar (https://sourceforge.net/projects/ngsep/), mantendo apenas
leitura com ndo mais de 2 Ns e um comprimento minimo ap6s o corte de 30 pb. Em
seguida, as leituras que recriaram o local de corte com a CviAll (possiveis quimeras,
digestdo parcial ou erros de sequenciamento) ou que continham a sequéncia de
adaptador comum (fragmentos curtos) foram cortados e apenas aquelas lidas maiores
gue 30 pb apdés esta segunda etapa de corte que foram mantidas. A Ultima etapa de
fitragem manteve apenas leituras que continham, apds a sequéncia do cédigo de
barras, a sequéncia de sobreposicdo da digestdo com CviAll (ex. ATC). As leituras
resultantes foram entao des-multiplexadas usando GBSprep
(https://github.com/aariani/GBSprep) permitindo uma incompatibilidade para cada
barcode.

A leitura de alinhamento foi realizada na sequéncia de genoma néo
mascarado (Schmutz et al.,, 2014) usando BWA (Li e Durbin, 2009). Apés o
alinhamento, apenas as leituras com uma qualidade minima de 10 foram

selecionadas. A recalibracdo da chamada basica foi realizada com o pacote R (www.r-
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project.org) ReQON (Cabanski et al., 2012). Apés a recalibracdo dos escore de
qualidade, as variantes foram identificadas pelo programa VCFtools, considerando
apenas o loci coberto por mais de 30% das linhas analisadas. As variantes resultantes
foram filtradas com VCFtools (Danecek et al., 2011); apenas aqueles com uma
frequéncia do menor alelos (MAF) superior a 0,05, uma qualidade minima superior a
10 e uma profundidade de leitura média em todas as linhas de 5 a 1000 (-maf 0.05 -

minQ 10 -min-meanDP 5 -max-meanDP 1000) foram considerados para analise.

4.1.3.3 Fenotipagem

Para avaliar a reacdo dos gendtipos submetidos a inoculacdo de S.
sclerotiorum adotou-se dois métodos: I) o teste do canudo em plantulas (TCP)
(seedling straw test; Petzoldt e Dickson, 1996 adaptado por Arkwazee e Myers, 2017)
e Il) teste do canudo (TC) (straw test; Petzoldt e Dickson, 1996 adaptado por Teran,
2006). Os métodos consistem em retirar discos de micélios do fungo das placas de
Petri com o auxilio de ponteiras de 200 ul e coloca-las sobre o corte realizado na haste
principal das plantas e avaliadas conforme as Tabelas 3 e 4.

Para cada método de inoculacao as 114 linhagens crioulas de feijdo comum
(Tabela 2) foram semeadas em trés copos descartaveis com 400 cm3 de substrato
para hortalicas PlantMax®, com trés sementes. As plantas foram mantidas em casa
de vegetacao até o momento da inoculacéo, realizada com o patégeno S. sclerotiorum
no Laborato6rio de Recursos Genético e Biotecnologia.

O isolado UFVSs-493 do fungo S. sclerotiorum foi utilizado para inoculacéo,
sendo considerado um isolado com elevada patogenicidade em testes anteriores. A
preparacao do inéculo foi realizada conforme a metodologia de Arkwazee e Myers
(2017).

Quando as plantas foram inoculadas — aproximadamente 10 dias apés
germinacao para TCP e 20 dias para TC — foram transferidas para camara umida a
95% de umidade, temperatura de 23+2°C e fotoperiodo de 12 h de luz sob o
delineamento de blocos ao acaso, acondicionando cada copo em camaras distintas.

Apos o periodo de 48 horas em camara umida as plantas foram retiradas e
mantidas em laboratério sob temperatura ambiente (25 ° C) e o mesmo fotoperiodo.

As avaliacOes de severidade da doenca para o TCP foram realizadas ao 3°

dia apo6s inoculacéo (DAI), 5° DAI e 7° DAI, utilizando a escala de notas que variam
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de 1 a9, proposta por Aekwazee e Myers (2017), em que a nota 1 é atribuida a planta

sem sintoma até a nota 9, quando a planta se encontra em total colapso (Tabela 3).

Tabela 3. Escala de notas para avaliacdo do teste do canudo em plantulas (TCP) de

feijdo comum proposta por Arkwazee e Myers (2017).

Nota Reacdo do gendtipo

1 Sem sintomas além da area do corte;

2 Lesao entre o corte e a folha primaria;

3 A leséo alcanca o n6 das folhas primarias;

4 A leséo ultrapassa o0 n6 primario (apresenta um quarto de distancia entre o n6
primario e o n6 cotiledonar);

5 A leséo alcanga a metade do internddio entra a folha priméria e o n6 cotiledonar;

6 A leséo ultrapassa a metade do internddio entre a folha primaria e 0 né
cotiledonar;

7 A lesao alcanga o no cotiledonar;

8 A leséo ultrapassa o no cotiledonar e alcanca a metade da haste entre o
cotilédone e a superficie do solo;

9 A plantula se encontra colapsada e morre.

Para o TC as avaliagbes de severidade da doenca foram realizadas aos 5°, 7°

e 9° DAI, utilizando a escala de notas que variam de 1 a 9, proposta por Teran et al.,

(2006), em que a nota 1 € atribuida a planta sem sintoma até alcancar a nota 9,

considerado quando a planta estd em colapso (Tabela 4).

Tabela 4. Escala de notas para avaliacdo do teste do canudo (TC) proposta por

Teran et al., 2006.

Nota Reacdo do gendtipo submetido a inoculacéo de S. sclerotiorum

1

2
3
4
5

Sem sinais de infeccdo na haste quando a ponteira é retirada para verificacao;
Haste infectada, mas a infeccdo no primeiro internddio € menor que 2,5 cm;
A infecg&o no primeiro internédio € maior que 2,5 cm, mas nao alcanga o 1 no.

A infecdo alcanca o primeiro n6, mas néo o ultrapassa;

A infecdo passa o primeiro n6, mas a infeccdo no segundo internodio € menor que
2,5cm;

A infeccdo alcanca o segundo internédio, é maior que 2,5 cm, mas ndo alcanga o
segundo né.

A infecdo alcanca o segundo ng, mas néo o ultrapassa,;

A infecc@o ultrapassa o segundo n6, mas a infecao no terceiro internédio é menor
que 2,5 cm;

A infeccao no terceiro internddio é superior a 2,5 cm, causando a morte da planta.
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As notas obtidas pelas escalas de notas em TCP e TC foram transformadas

para indice de McKinney (1923), identificado por MCK, conforme a férmula:

Y1) FieXk

MCK3,5,7... = n. Xg

Onde:

MCKa357 ...= indice McKinney aos 3° DAI, 5°DAI, 7°DAI, sucessivamente;

Fk= Numero de individuo da amostra com nivel de infeccdo Xk, k=1, ..., K na
parcela

n = numero total de plantas avaliadas por repeticao;

Xk = grau maximo de infecc¢ao (nota).

A altura da planta e o comprimento da lesdao foram mensurados para
estimativa da area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), dado pela

formula:

yi+y2

22) (2 — t1)]

Onde y1 e y2 séo duas avaliagdes consecutivas realizadas nos tempos tl e

AACPD = ¥ [(

t2, respectivamente.

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software SELEGEN-
REML/BLUP (Resende, 2014), de acordo com o modelo 17:

y=Xr+Zg+Wb+e

Onde, y = vetor de dados, r = vetor dos efeitos de repeti¢cdo (assumidos como
fixos) somados a média geral, g = vetor dos efeitos genotipicos (assumidos como
aleatorios), b = vetor dos efeitos de blocos (assumidos como aleat6rios), e = vetor de
erros ou residuos (aleatorios). As letras mailsculas representam as matrizes de
incidéncia para os referidos efeitos.

A significancia dos efeitos aleatdrios do modelo foi estimada pela analise de
Deviance (ANADEV). A qualidade do ajuste foi obtida com base em andlises com e
sem efeitos genotipicos. Para definir diferencas entre modelos completos com e sem
os efeitos estudados, foi realizada uma comparacdo do valor do qui-quadrado com
grau de liberdade com 1 e 5% de probabilidade, como segue (Resende e Duarte
(2007):

Likelihood-Ratio Test (LRT) = (-2LogL)p-1-(-2LogL)p
Quando significativo (< 5%) estimou-se o BLUP de cada individuo para cada

caracteristica.
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Desse modo, os valores genotipicos medios foram utilizados como matriz para
os dados fenotipicos. Sendo que as plantas com médias inferiores ou igual a 3,0 foram
consideradas como resistentes, entre 4,0 e 6,0 como tolerantes e superiores a 6,0

como suscetiveis, conforme Singh et al. (2014).

4.1.3.4 Desequilibrio de ligacéao (LD)

O desequilibrio de ligacdo (LD) refere-se a associacdo entre alelos de
diferentes loci. Foi calculado par a par entre dois SNPs utilizando-se uma janela de
20kb. O LD de cada regido com SNPs significativos foi calculado utilizando a
estatistica de r 2 (Hill; Robertson, 1968) para representar o LD dos genes. O r2
representa o quadrado do coeficiente da correlacdo entre os alelos de dois loci,
mensurado através da seguinte equacao:

2 (PaX Pab - Pap X Pap)*
(pAXPaXpeXpp)
Em que, pa, pas pseppr sdo as frequéncias dos alelos A, a, B e b,

respectivamente e, Pag, Pab, Pab € Pag sé@0 as frequéncias dos haplétipos AB, ab, Ab
e aB, na populacao, respectivamente.

Para as analises de LD utilizou-se o pacote estatistico LDheatmap (Shin et al.,
2006) implementado no software R (R Core Team, 2014).

4.1.3.5 Analises de associacdo gendmica ampla

Um total de 28,823 SNPs ap6s menor frequéncia alélica (MAF) de 0,05 foi
utilizado para associacdo gendmica ampla (GWAS) para a caracteristica do nivel de
resisténcia. O GWAS foi efetuado utilizando os algoritmos FarmCPU (Liu et al., 2016)
(modelo fixo e aleatério de unificacéo de probabilidade circulante), MLMM (Segura et
al, 2012) (modelo linear misto para varios loci) e BLINK (Huang et al, 2019) (modelo
com informacgdes Bayesianas e desequilibrio de ligacdo) implementados no pacote
GAPIT verséo 3 (Lipka et al., 2012) no software R para verificar associa¢cdes entre 0s
SNPs e os valores genotipicos. A matriz de parentesco (K) foi construida com o
método de descendéncia idéntica de VanRaden (2008) e para definir o limiar de
significancia do p-valor de cada SNP, a corre¢do de Bonferroni foi considerada, em

que p <0,05/ n, sendo n = nimero total de SNP.
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O grau de adequacao de cada modelo foi avaliado a partir das plotagens Q-Q
plot construidas através da plotagem da distribuicdo quantil observada —log10 (p) no
eixo y versus a distribuicao esperada quantil —log10 (p) no eixo X.

As regifes gendmicas contendo os SNPs significativos foram alinhadas contra
o genoma de referéncia P. vulgaris v1.0 (genétipo G19833; Schmutz et al. 2014)
disponivel no NCBI (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) a janela de varredura para anotacado foi de 20kb
possuindo como centro o0 SNP significativos. As anotacfes funcionais dos genes
candidatos foram realizadas utilizando o banco de dados Phytozome

(https://phytozome.jgi.doe.gov) e UniProt (https://uniprot.org/).
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4.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.4.1 Valores genotipicos e selecdo de genitores resistentes a S. sclerotiorum

Nesse estudo os coeficientes de variacdo experimental (CVe) foram de 10,61
a 19,91% no método de inoculacdo TCP e 17,14 a 39,45% no TC (Tabela 5).

Tabela 5. Estimativas de componentes de variancia genotipica (Vg) e residual (Ve);
variancia fenotipica individual (Vf); herdabilidade + desvio-padrdo da
herdabilidade (h%gts(h?)); acuracia da selecdo das linhagens (Aclin);
coeficiente de variacéo genética (CVQ); coeficiente de variacdo ambiental
(CVe); coeficiente de variacéo relativa (CVr = CVg/CVe) de 114 linhagens
de feijao comum em teste do canudo em plantulas (TCP) e teste do canudo
(TO).

Exp. Caract. Vg Ve Vf h%ts(h%) Aclin CVg% CVe% CVr
MCK_3 32,86 57,03 97,01 0,34 + 0,08 0,92 14,01 18,45 0,76
MCK_5 89,19 155,05 263,62 0,34 0,08 0,92 12,97 17,10 0,76
MCK_7 27,26 102,34 142,39 0,19 0,06 0,85 5,47 10,61 0,52
AACPD 20,02 30,80 54,67 0,37 0,08 0,93 16,05 19,91 0,81
MCK_5 150,19 227,01 405,59 0,37 0,08 0,91 17,01 20,92 0,81
TC MCK_7 123,12 253,33 408,11 0,30 0,08 0,88 12,99 18,63 0,70
MCK_ 9 93,25 224,81 346,15 0,27 0,07 0,86 11,04 17,14 0,64
AACPD 106,28 460,39 624,22 0,17 0,06 0,79 18,95 39,45 0,48

I+

TCP

I+

I+

+ + 1+

I+

Comparativamente os valores de CVe obtidos alcancaram uma amplitude
semelhantes ao encontrado por Carneiro (2009), que observou um CVe de cerca de
16%, Kull et al. (2003) com CVe de 16,7%, Porto et al. (2019) com 14,16% e Souza e
Costa (2003) que observaram um CVe de 42,4%. Valores assim podem retratar a
precisdo do experimento, uma vez que se considera a interacdo de dois fatores
biolégicos. Essa amplitude pode ser explicada pelo fato do coeficiente de variacédo
estar sujeito a grande variabilidade, em virtude da influéncia de varios fatores, como
a suscetibilidade dos gendétipos avaliados, a influéncia da acuidade visual dos
avaliadores na determinacdo das notas e o0 numero de repeticdes utilizadas
(Pimentel-Gomes, 1991).

Busca-se altos valores para o coeficiente de variacdo genética (CVg%), pois
expressa a magnitude da variagdo genética em relagdo a média do carater, permitindo
inferir sobre a variabilidade presente na populacédo (Resende, 2002). Os valores
encontrados variam de 5,47 a 16,05% para TCP e 11,04 a 18,95% para TC.
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Percebe-se a reducéo dos valores de CVg conforme o progresso da doenca
na haste das plantas, dificultando, desse modo, a discriminagao entre plantas com
reacdo de resisténcia. Essa mesma observacao é sugerida pela acuracia seletiva
(Aclin) e herdabilidade (h2).

A acuréacia de selecdo é um parametro estatistico importante na avaliacao
genotipica, sendo considerada alta quanto menores forem os desvios entre os valores
genéticos paramétricos e os valores genéticos estimados ou preditos (Henderson,
1984; Resende e Duarte, 2007). A acuracia na selecéo de linhagens (Aclin) estimada
de 0,79 a 0,93 esta classificada como alta a muito alta de acordo com Resende e
Duarte (2007), propondo valores de 0,70 a 0,85 e 0,90 a 0,99 como acurécia seletiva
alta e muito alta, respectivamente.

A herdabilidade da caracteristica determinard os procedimentos e as
estratégias que serdo adotadas em cada etapa no programa de melhoramento
(Lombardi et al., 2015). Segundo Falconer e Mackay (1996) a herdabilidade pode
indicar o quanto os efeitos genéticos estdo presentes no fenotipo do individuo, pois
€ o valor genotipico que interessa e influenciara a proxima geracdo. Nota-se o
coeficiente de herdabilidade (h2g) comparativamente elevado para algumas
caracteristicas (MCK_3, MCK_5 e AACPD no TCP, MCK_5 e MCK_7 no TC) (Tabela
5).

Os efeitos de gendtipos pelo teste da razao da verossimilhanca — LRT foram
significativos (LRT = 6.63) e consequentemente 0s respectivos componentes de
variancia (Vg) sao significativamente diferentes de zero (Tabela 5). Indicando desse
modo, a possibilidade de sele¢cdo de acessos superiores para cada caracteristica
avaliada tanto no método TC quanto no TCP.

Conforme a Tabela 6, realizou-se o ordenamento dos acessos considerando o
valor genotipico predito, uma vez que é preferivel para selecdo, sendo a partir da
obtencéo, ordenados para que haja a selecdo dos melhores individuos (Corréa et al.,
2016; Carvalho et al., 2016). Destaca-se que para as caracteristicas avaliadas, quanto

menores 0s valores, maior o nivel de resisténcia do acesso ao patégeno.
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Tabela 6. Ordenamento (Ord.) dos gendtipos (Gen.) e seus respectivos valores
genotipicos médios (0 + §) de quatro caracteristicas! para reacdo ao
mofo branco em feijdo comum através do teste do canudo em plantulas
(TCP) e teste do canudo (TC).

MCK_3** MCK_5** MCK_7** AACPD**

Ord. = —— B —

Gen. 0+§ Gen. 0+9§ Gen. a+g Gen. ua+g

1 BL15 29,2 BL10 455 BL18 74.4 BL15 16.4

2 BL18 31,2 BL15 46,3 BL98 83.3 BL98 17.1

3 BL10O 31,7 BL18 52,1 BL10 86.7 BL18 184

TCP 4 BL98 32,8 BL98 55,4 BL15 86.8 BL10 20.8

5 BL31 33,0 BL9O 62,0 BL95 87.1 BL93 21.8

114 BL65 50,5 BL101 87,5 BL50 99 BL183 37.1
Media 40,9 72,8 95,4 27,9

geral
MCK_5** MCK_7** MCK_9** AACPD**

Ord. = = = —

Gen. 0+§ Gen. 0+§ Gen. a+g Gen. a+g

1 BL14 47,0 BL18 61,1 BL14 62.1 BL67 35.5

2 BL15 47,9 BL14 62,1 BL67 68.7 BL18 37.0

3 BL18 52,0 BL67 66,6 BL96 68.7 BL71 42.6

TC 4 BL86 52,1 BL220 68,4 BL74 70.4 BL227  43.2

5 BL220 53,8 BL10 69,1 BL95 71.3 BL14 43.8

114 BL103 94,8 BL234 96,8 BL234 95.1 BLO3 81.3
Media 54,4 85,4 87,5 54,4

geral

IMCK_3, 5, 7 e 9 = indice de McKinney aos 3, 5, 7 e 9 dias apés inoculagéao,
respectivamente; AACPD = &rea abaixo da curva de progresso da doenca.

** = significativo a 1% de probabilidade de erro pelo teste da razéo de verossimilhanca
(LRT=6.63)

Os valores genotipicos preditos (0 + §) das cinco linhagens com as maiores
reacoes de resisténcia sdo mostrados na Tabela 6. Observa-se que os ordenamentos
das linhagens pouco se modificam em cada caracteristica quando considerado o
mesmo método de inoculacdo, entretanto, percebe-se que os gendtipos ranqueados
com o teste TCP ndo seguem o mesmo ordenamento que o teste TC. Resultado
esperado, pois comparativamente os estadios vegetativos nos métodos de inoculacdo
e as respectivas atribuicdes de notas sao distintos.

Destaca-se o0 acesso BL18 ranqueado entre os cinco melhores valores
genotipicos em ambos os métodos considerados, indicando assim, elevado nivel de
reacdo de resisténcia fisiologica a S. sclerotiorum independente do método avaliado.

Os acessos BL10, BL15, BL18 e BL98 sédo ranqueados em todas as
caracteristicas do TCP, enquanto os acessos BL14, BL18 e BL67 predominam no

ranqueamento do TC. A reduzida repetibilidade dos acessos nos ranqueamentos dos
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meétodos pode indicar auséncia de correlacdo entre os métodos TCP e TC, para essa
verificacdo estimou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson entre os métodos
utilizados (Tabela7).

Tabela 7. Coeficiente de correlagdo de Pearson entre valores genotipicos das
caracteristicas consideradas: indice de McKinney aos 3, 5 e 7 dias apés
inoculacdo (MCK_3, 5 e 7), area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) no teste do canudo em plantulas (TCP), indice McKinney aos 5,
7 e 9 dias apos inoculacdo (MCK_5, 7 e 9), area abaixo da curva de
progresso da doengca (AACPD) no teste do canudo em plantas em
estadio V4 (TC).

TCP TC

MCK_3 MCK_5 MCK_7 AACPD  MCK_ 5 MCK_7 MCK_9 AACPD
MCK_ 3 -  0,70% 0,58*  0,32% 0,25 0,12" 0,06™ 0,02
MCK_5 - 0,78  0,46% 0,23* 0,20+ 0,12  0,23*
MCK_7 - 0,51% 0,28* 0,25* 0,13  0,23*
AACPD - -0,02" -0,09" -0,19"  0,06"
MCK_5 - 0,85 0,74  0,32*
MCK_7 - 0,90% 0,62
MCK_9 - 0,56**

AACPD -

"S = néo significativo; **, * = Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste T,
respectivamente

Os coeficientes de correlacdo entre as caracteristicas dos métodos utilizados
foram reduzidos, entretanto significantes e positivos para a maioria, exceto para as
correlacdes consideradas para AACPD do TCP. Por outro lado, Arkwazee et al. (2017)
encontrou correlacéo de 0, 55, quando comparado as médias de ambos os métodos.
Entretanto, conforme o mesmo autor, o TCP tende a mostrar as diferencas entre os
acessos suscetiveis e resistentes de forma mais aparentes que o TC.

A coeficiente entre AACPD e MCK_7 do TCP apresentou correlagéo positiva
significativa, assim como os valores entre MCK_7 e MCK_9 para TC. De modo geral,
os coeficientes de correlacdo entre os valores genotipicos dentro de cada teste foram
positivos e significativos. Assim, selecdes para indice de McKinney ao 3 DAI (MCK_3)
em TCP indica uma selecao indireta para MCK_5, MCK_7 e AACPD, repectivamente.
Isso pode ser identificado em ambos os métodos de inoculagéo, onde no TC selecdes
realizadas para MCK_5 é correlacionada significamente com MCK 7, MCK_9 e
AACPD.
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Os valores reduzidos de correlacao entre os métodos justificam as diferentes
regides gendmicas significativas exclusivas para cada método, identificadas
posteriormente no nas analises GWAS.

4.1.4.2 Estrutura da populacao

Com a estrutura de populacéo do painel ja conhecida, determinado por Elias
(2017). De acordo com a funcao K de cross-entropy a analise indicou a formacéo de
trés subpopulacdes (K=3) que melhor definem o conjunto de acessos (Figura 1) onde
agrupou os acessos de origem andina (grupo 1) e duas subpopulagbes
mesoamericanas (grupo 2 e 3).

Corroborando com os resultados obtidos por Elias (2017), a analise de
VanRaden (2008) realizada a partir do desequilibrio de ligacdo, foi utilizada para
obtencdo da matriz de parentesco gendmica (K) e assim como 0s componentes
principais (Figura 2) apontam para o grupo andino e dois subgrupos mesoamericanos.
O painel nesse estudo apresentou desse modo, uma populagcéo andina, composta por
34 gendtipos e uma populacdo mesoamericana, composta por 80 gendtipos (Figura
1, Figura 2).

W=z

Ancesy coeffcierts

Samoled mdimduals

Arcesty cooficients

Samgied individual ™

Figura 1. Estrutura em barra de coeficientes de associacdo para 0s acessos
de feijdo comum, as amostras deste estudo estdo em ordem,
classificadas de acordo com valores K grupos selecionados
sucessivos variando de 2 a 10. Os grupos identificados foram K=2 e
K=3. Elias (2017).
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Figura 2. Estrutura populacional do painel composto por 114 gendtipos de feijao
comum indicando o agrupamento dos genotipos de composicoes
genotipicas andinas e mesoamericanas. a) Andlise de componentes
principais (PCA) com a plotagem do PC1 com o PC2 e b) Heat map da
andlise de matriz de parentesco (K).

De modo geral, a analise filogenética dos SNPs obtidos via GBS identificaram
corretamente a diversidade genética do painel estudado, assim como 0s grupos
génicos com base em estudos anteriores sobre a diversidade genética do feijao
comum (Bitocchi et al., 2012; Kwak et al., 2012; Schmutz et al., 2014).

O valor de K = 2 corrobora com afirmacdes anteriores sobre a divisdo do pool
génico de P. vulgaris em dois grandes pools génicos, andino e mesoamericano,
consequentemente (Debouck et al., 1993; Freyre et al., 1996; Kwak e Gepts, 2009;
Desiderio et al., 2012; Porch et al., 2013; Schmutz et al., 2014). Por outro lado, quando
adotado K = 3, identifica-se duas subdivisbes no grupo mesoamericano, indicando
mistura entre os dois pool génicos. Resultados semelhantes foram encontrados por
Perseguini et al. (2016) ao considerar K = 3. Desse modo, para reduzir a influéncia da
estrutura populacional considerou-se k = 3 para o estudo de associacdo gendmica
ampla.

4.1.4.3 Associacdes dos SNPs com as caracteristicas fenotipicas

Para identificacdo de associacdes dos marcadores SNP com as variaveis
avaliadas, utilizou-se os valores genotipicos obtido via BLUP do indice de McKinney
aos 3 (MCK_3), 5 (MCK_5), 7 (MCK_7) e 9 (MCK_9) dias apdés inoculagado, assim
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como da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) dos testes TCP e
TC para GWAS através dos modelos MLMM, FarmCPU e BLINK executados no
software R.

Considerando todas as variaveis no GWAS, apenas a variavel MCK_7 do TCP
e AACPD do TC apresentaram associa¢fes marcador-caracteristica significativas (p
< 1,73 x 10), totalizando 62 marcas significativas distintas entre os modelos,
distribuidas nos cromossomos Pv02, Pv03, Pv09 e Pv10. O SNP com maior
significancia (S02_14770767, p = 5,84 x 10''1) foi localizado no cromossomo Pv02
pelo modelo MLMM, com a minima frequéncia alélica (MAF) de 0,28, enquanto o
marcador SNP com menor significancia (S10 34916666, P = 1,69 x 10%) esta
localizado no Pv10 e MAF de 0,29, indicado igualmente pelos modelos BLINK e
FarmCPU.

4.1.4.3.1 Teste do canudo em plantulas - TCP

Duas associacbes marcador-caracteristica foram identificadas no Pv02
através do modelo estatistico MLMM altamente significativas para MCK_07 no TCP,
apresentando p-valor de 1,84 x 108 (S02_2509080) e 5,84 x 101! (S02_14770767),
localizadas nas posi¢des 2,51 e 14,77 Mb, respectivamente (Figura 3A, Tabela 8).

Tabela 8. P-valores dos SNPs significativos (P < 1.73 x 109¢) associados com o
valor genotipico do indice de McKinney aos 7 dias apds inoculagéo e as respectivas
posicdes (Mb) nos cromossomos (Chr), e minima frequéncia alélica (MAF)
identificados pelos modelos estatisticos MLMM, BLINK e FarmCPU.

Modelo SNP Chr Posicdo SNP (Mb) MAF p-valor
MLMM S02_14770767 2 14.770.767 T(0,28) 5,84E-11
S02_2509080 2 2.509.080 A (0,28) 1,84E-08
BLINK S02_2509080 2 2.509.080 A (0,28) 1,69E-06
S02_2533993 2 2.533.993 T(0,28) 1,69E-06
S02_2580500 2 2.580.500 T(0,28) 1,69E-06
S02_2582044 2 2.582.044 T(0,28) 1,69E-06
S03_ 40531547 3 40.531.547 C(0,29) 2,54E-10
FarmCPU  S02_2509080 2 2.509.080 A (0,28) 1,69E-06
S02_2533993 2 2.533.993 T(0,28) 1,69E-06
S02_2580500 2 2.580.500 T(0,28) 1,69E-06
S02_2582044 2 2.582.044 T(0,28) 1,69E-06
S03_ 40531547 3 40.531.547 C(0,29) 2,54E-10
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O SNP S02_14770767 localizado a 14.770.767 Mb no Pv02, indica a posicao
do QTL WM2.2BV (12,54 — 23,21 Mb), ja reportado, e identificado por Miklas et al.,
(2007) a partir de uma populacdo obtida dos parentais Benton (suscetivel) x VA19
(resistente), com coeficiente de correlacdo de 35%, indicado pelo mesmo autor.

Conforme a Tabela 8, 0 SNP S02_14770767 localizado a 14,7 Mb no Pv02
significativo pelo modelo MLMM n&o indica nenhum gene ao considerar a janela de
varredura de 20 Kb, entretanto, indica a regido correspondente ao QTL ja reportado
WM2.28V:R31 relatado por Miklas et al. (2007), Soule et al. (2011) e Vansconcello et al.
(2017), indicando a presenca de loci relacionados a resisténcia fisiolégica no painel

avaliado nesse estudo.
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Figura 3. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de andlise GWAS para os valores
genotipicos do indice de McKinney ao 7° dia apds a inoculagdo (MCK_7) em
plantulas de feijdo comum obtidos através dos modelos MLMM, BLINK e FarmCPU
mostrados em a, b e c, respectivamente. Os SNPs associados foram indicados
pelas marcas vermelhas nos Manhattan plots, com significancia pelo limiar de
Bonferroni a 5 (linha azul) e 1% (linha vermelha) de significancia. Os LD Heatmap
da regido dos genes candidatos estdo indicados a partir dos Manhattan plots de
cada cromossomo com a localizacdo dos SNPs significativos (indicados pelos
asteriscos) e o0s genes candidatos, considerando a janela de varredura de 20 Kb
com o SNP como centro. Os LD Heatmap séo coloridos de acordo com o r2.
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Segundo Yu et al., (2006) para reduzir erros do tipo |, os p-valores quando
analisado no Q-Q plots devem estar distribuidos uniformemente na diagonal.
Percebe-se que o modelo que melhor se adequa ao mapeamento associativo €
indicado pela andlise de Q-Q plot realizada pelo MLMM, mostrando graficamente a
pouca inflagdo dos p-valores nas extremidades quando comparado aos modelos
BLINK e FarmCPU (Figura 3).

Segundo Liu et al. (2016), o modelo FarmCPU foi desenvolvido de modo a
otimizar o modelo existente MLMM (Segura et al., 2012), dividindo-o em um modelo
de efeito fixo (FEM) e um modelo de efeitos aleatérios (REM) e os usando
iterativamente e suas vantagens sao o poder estatistico aprimorado e a reducao da
confusao entre estrutura populacional, parentesco e QTN. Entretanto, como pode ser
notado, o Q-Q plot do modelo MLMM indica uma maior adequacdo do modelo dada a
complexidade da caracteristica avaliada. Por outro lado, Zhang et al. (2019)
analisando diversos trabalhos propde que seja considerado testar diferentes modelos
de GWAS, comparando-os para que se possa reduzir o FDR.

A sequéncia de SNPs S02_ 2509080, S02 2533993, S02_ 2580500 e
S02_ 2582044 podem indicar, pela proximidade um bloco génico apesar de apresentar
genes com pouca relacéo a resisténcia vegetal a estresse biotico.

Considerando as marcas significativas indicadas através dos modelos BLINK
e FarmCPU para MCK_7 no TCP, nota-se que o SNP S03_ 40531547 localizado a
40,53 Mb no Pv03 apresenta elevado nivel de significancia (2.54 x 1019 e localiza-se
no intervalo do QTL WM3.1AN. XC, AP (34 33 a 48,32 Mb) reportado por Miklas et
a.(2007), Pérez-Veja et al. (2012) e Hoyos-Villegas et al. (2015), sugerindo a

existéncia de loci para essa mesma regiao na populacédo avaliada nesse estudo.

4.1.4.3.2 Teste do canudo -TC

Para o método de inoculacdo TC considerado com a planta em estadio V4,
nao houve associacdes significativas de marcadores SNPs através do modelo MLMM.

Os modelos estatisticos BLINK e FarmCPU indicaram 0s mesmos
marcadores SNPs significativos, indicando nos cromossomos Pv03, Pv09 e Pv10
(Tabela 9).
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Tabela 9. P-valores dos SNP's significativos (P < 1.73 x 10-%) associados com a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e as respectivas
posi¢cdes (Mb) nos cromossomos (Chr), e minima frequéncia alélica
(MAF) identificados pelos modelos estatisticos BLINK e FarmCPU.

SNP Chr  Posicao SNP (Mb) MAF p-valor
S03_8067045 3 8.067.045 0,29 9,44E-07
S03_8074018 3 8.074.018 0,29 9,44E-07
S03_8080214 3 8.080.214 0,29 9,44E-07
S03_8086673 3 8.086.673 0,29 9,44E-07

S09 18577864 9 18.577.864 0,28 6,08E-07
S09 33585327 9 33.585.327 0,30 5,54E-07
S09 33605175 9 33.605.175 0,30 5,54E-07
S09 33621312 9 33.621.312 0,29 9,44E-07
S09 33643069 9 33.643.069 0,29 9,44E-07
S09 33650981 9 33.650.981 0,29 9,44E-07
S09 33678450 9 33.678.450 0,28 9,44E-07
S09 33684409 9 33.684.409 0,27 6,23E-07
S09 33687840 9 33.687.840 0,28 9,44E-07
S09 33690010 9 33.690.010 0,27 6,23E-07
S09 33718258 9 33.718.258 0,27 6,23E-07
S09 33735270 9 33.735.270 0,29 5,54E-07
S09 33760417 9 33.760.417 0,27 6,23E-07
S09 33766786 9 33.766.786 0,27 6,23E-07
S09 33775347 9 33.775.347 0,27 6,23E-07
S09 33864179 9 33.864.179 0,27 6,23E-07
S09 33871361 9 33.871.361 0,29 9,44E-07
S09 33879965 9 33.879.965 0,27 6,23E-07
S09 33900748 9 33.900.748 0,28 9,44E-07
S09 33908235 9 33.908.235 0,28 9,44E-07
S09 33913413 9 33.913.413 0,28 9,44E-07
S09 33920156 9 33.920.156 0,27 6,23E-07
S09 33925670 9 33.925.670 0,27 6,23E-07
S09 33960824 9 33.960.824 0,28 9,44E-07
S09 33963070 9 33.963.070 0,28 9,44E-07
S09 33965685 9 33.965.685 0,28 9,44E-07
S09 33966059 9 33.966.059 0,28 9,44E-07
S09 33966871 9 33.966.871 0,27 6,23E-07
S09 33969710 9 33.969.710 0,28 9,44E-07
S09 33979593 9 33.979.593 0,27 6,23E-07
S09 33980413 9 33.980.413 0,27 6,23E-07
S09 33982737 9 33.982.737 0,28 9,44E-07
S09 33996147 9 33.996.147 0,27 9,44E-07
S09 34087230 9 34.087.230 0,27 9,44E-07
S09 34112620 9 34.112.620 0,27 9,44E-07
S09 34115399 9 34.115.399 0,27 9,44E-07
S09 34117233 9 34.117.233 0,27 9,44E-07
S09 34139401 9 34.139.401 0,27 9,44E-07
Continua ...

60



Cont. Tabela 9 ...

S09_34142166 9 34.142.166 0,28 9,44E-07
S09_34144425 9 34.144.425 0,27 9,44E-07
S09_34148699 9 34.148.699 0,27 9,44E-07
S09_34149221 9 34.149.221 0,27 9,44E-07
S09_34156534 9 34.156.534 0,27 9,44E-07
S09_34205357 9 34.205.357 0,28 9,44E-07
S09_34218062 9 34.218.062 0,28 9,44E-07
S09_34238240 9 34.238.240 0,28 9,44E-07
S09_34250578 9 34.250.578 0,28 9,44E-07
S09_34262719 9 34.262.719 0,28 9,44E-07
S09_34265454 9 34.265.454 0,28 9,44E-07
S09_34268365 9 34.268.365 0,28 9,44E-07
S10_34916666 10 34.916.666 0,29 9,44E-07

Os SNPs S09 18577864 (p = 6,08 x 10°7) e S09_34268365 (p = 9,44 x 107)
no Pv09 estdo localizados a 18,577 e 34,268 Mb, respectivamente e com 48 SNPs
significativos nesse intervalo, a MAF encontrada varia de 27 a 30%. Entretanto, nesse
intervalo ndo ha qualquer QTL mapeado. Entretanto, identifica-se que houve SNPs
significativos através dos modelos BLINK e FarmCPU (Figura 4).

Os marcadores SNPs significativos no Pv03, S03_ 8067045, S03 8074018,
S03 8080214 e S03 8086673, assim como o S10 34916666, localizado no Pv10
apesar de apresentarem p-valor de 9,44 x 10%7 ndo indicam a posicdo de nenhum
QTL ja mapeado.

61



>

-log10{p)

o

-log10{p)

798.2kb

F -\.
. // B Color Key
n! 02 04 0B 08

Figura 4. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de analise GWAS para
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) aos 7
dias ap0s inoculacdo em plantas de feijdo comum obtidos através
dos modelos BLINK e FarmCPU mostrados em a e b,
respectivamente. Os SNPs associados foram indicados pelas
marcas vermelhas nos Manhattan plots, com significancia pelo
limiar de Bonferroni a 5 (linha azul) e 1% (linha vermelha) de
significancia. Os LD Heatmap da regido dos genes candidatos
estdo indicados a partir dos Manhattan plots de cada cromossomo
com a localizacdo dos SNPs significativos (indicados pelos
asteriscos) e 0s genes candidatos, considerando a janela de
varredura de 20 Kb com o SNP como centro. Os LD Heatmap séo
coloridos de acordo com o r2.
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A regiado indicada pelos SNPs S09 18577864 e S09 34268365 € extensa
guando comparado a outras regides em que houve poucos SNPs, deve-se considerar
que a indicacao da presenca de QTL indicara consequentemente um bloco génico,
muitas vezes extenso. A validacdo dessa regido pode confirmar a extensdo desses

possiveis QTLs no painel avaliado.

4.1.4.4 Anotagéao funcional

As marcas significativas, indicam, segundo os genes anotados no genoma de
referéncia v.1.0, 50 genes, sendo 23 relacionados a fatores de transcricdo génica, 21
genes que codificam para proteinas conhecidas ou caracterizadas e seis genes que
codificam para proteinas nao caracterizada ou fungcéo desconhecida.

A importancia da identificacdo dos fatores de transcricdo da-se pelo fato de
gue sédo proteinas que se ligam ao DNA de células eucarioticas permitindo que haja
uma ligacdo entre a enzima RNA-polimerase e o DNA, propiciando, desse modo a
capacidade de controlar a expressao génica sob diferentes estimulos metabdlicos ou
condi¢cbes de crescimento (Liu et al., 1999). Todos os genes anotados ao considerar

a janela de 20 kb estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. SNPs significativos, posicéo fisica da regido candidata e anotacao funcional dos genes candidatos para a reacao de
resisténcia fisioldica a S. sclerotiorum em feijdo comum.

Caract. SNP Gene candidato Posigo do Anotacao funcional
gene (Mb)
S02 14770767 Non previosly reported i i
- ene(s)
2.498.853 - WALL-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE-LIKE 14-
Phvul.002023400 2.503.451 RELATED
2.504.519 - Trancription factor - THIOREDOXIN-LIKE PROTEIN
Phvul.002023500 2.506.392 HCF164, CHLOROPLASTIC
2.509.413 - . . .
Phvul.002023600 5 510.270 Trancription factor - Uncharacterized protein
S02_2509080 5 5 10 4 96
Phvul.002023700 5 513 652 Uncharacterized protein
2.514.739 - . .
MCK_7 in Phvul.002023800 5 515 807 Uncharacterized protein
TCP
2.518.313 - -
Phvul.002023900 5501 217 NPH3 family (NPH3)
2.528.657 - : :
Phvul.002024000 5 530 267 photosystem Il oxygen-evolving enhancer protein 1 (psbO)
2.532.105 - .
S02_2533993 Phvul.002024100 5534108 PPR repeat (PPR) // PPR repeat family (PPR_2)
2.540.604 - : :
Phvul.002024200 > 541 424 Domain of unknown function (DUF4228) (DUF4228)
S02_2580500
Phvul.002024600 2.579.797 - HISTONE-LYSINE N-METHYLTRANSFERASE SUVR5
S02_2582044 2.594.279
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S03_8067045

Transctional factor related - short chain dehydrogenase

AACPDin  S03 8074018 Phvul.003060100 3 %%%%Lg% (adh_short) // Enoyl-(Acyl carrier protein) reductase
TC (adh_short_C2)
214 - . .
282:2822 673 Phvul.003060200 3 %%%%i?g transctional Factor Related - Cysteine Synthase
. Phvul.003192900 40.530.932 - Transcription factor HEX, contains HOX and HALZ domains
MCK_7 in 40.532.793
TCP S03_40531547 3 40.541.308
Phvul.003193000 40 543 509 Trancription factor - HPP family (HPP)
18.576.069- . . .
S09_18577864 Phvul.009125200 9 18.580.983 Filament-Like Plant Protein 1-Related
33.585.499- : , .
S09_33585327 Phvul.0092270001 9 33 585 551 Transctional Factor Related - Hypothetical Protein
33.603.270- .
S09_33605175 Phvul.009227100 9 33 606.712 Cathepsin H (CTSH)
33.615.907- Transctional factor related - K16609 - tubulin--tyrosine
S09_33621312  Phvul.009227300 9 33621723 ligase-like protein 12 (TTLL12)
33.642.021-  Transctional factor related - SF23 - MOB1/Phocein Family
AACPD in S09_33643069 Phvul.009227700 9 33 645.633 Protein
TC 33.650.737- Transctional factor related - GERMIN-LIKE PROTEIN
S09_ 33650981 Phvul.009227800 9 33 651.892 SUBEAMILY 3 MEMBER 3
S09_33678450
S09_33684409 33.677.411-
S09_33687840 Phvul.009227900 9 33.689.149 DENN (AEX-3) DOMAIN-CONTAINING PROTEIN
S09_ 33690010
33.702.500- K15176 - RNA polymerase-associated protein CTR9
S09_ 33718258 Phvul.009228100 9 33.715.146 (CTR9)

Continua...
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S09_33735270

Phvul.009228200

33.726.547-
33.729.388

Transctional factor related - MYB-Like DNA-Bindin Protein
MYB

S09_33760417

Phvul.009228400

33.759.155-
33.761.041

Protein ELF4-Like 2-Related

S09_33766786

Phvul.009228500

33.770.173-
33.772.847

REPLICATION PROTEIN A 70 KDA DNA-BINDING
SUBUNIT A

S09_33775347

Phvul.009228600

33.773.101-
33.773.947

Transctional factor related - SF1 — Expressed Protein

S09_33864179
S09_ 33871361

Phvul.009229200

33.867.236-
33.875.242

PHD FINGER PROTEIN ALFIN-LIKE 5

S09_33879965

Phvul.009229300

33.876.951-
33.881.454

Transctional factor related - LysM domain (LysM) // N-
terminal C2 in EEIG1 and EHBP1 proteins (NT-C2)

S09_33900748

Phvul.009229500

33.897.268-
33.898.980

Transctional factor related - Cotton Fibre expressed protein
(DUF761)

S09_33908235
S09_33913413

Phvul.009229600

33.906.809-
33.909.798

Transctional Factor Related - 60S Ribosomal Protein L18A

S09_33920156
S09_33925670

Phvul.009229700

33.922.325-
33.924.732

PRE-MRNA CLEAVAGE FACTOR IM, 25KD SUBUNIT

S09_33960824
S09_33963070
S09_33965685
S09_33966059
S09_ 33966871
S09 33969710

Phvul.009230000

33.947.863-
33.958.663

Transctional Factor Related - SF3 - Expressed Protein

S09_ 33979593
S09_ 33980413
S09_33982737

Phvul.009230200

33.980.431-
33.988.533

AGC (CAMP-DEPENDENT, CGMP-DEPENDENT AND
PROTEIN KINASE C) KINASE FAMILY PROTEIN

Continua ...
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S09 33996147 Phvul.0092303000 9 33?4)1%%%?1%2 Transctional Factor Related - Hypothetical Protein
34.088.976- , : .
S09 34087230 Phvul.009230900 9 34091 591 Transctional Factor Related - Hypothetical Protein
34.110.573- , : :
S09_ 34112620 Phvul.009231100 9 34.112.499 Transctional Factor Related - Hypothetical Protein
S09_34115399 34.114.754- Transctional Factor Related - 03787 - 5'-nucleotidase
S09 34117233 ' nvul:009231200 9 34117.757 (SUrE)
S09_34139401 34.138.375- K11279 - Nucleosome Assembly Protein 1-like 1 (NAP1L1,
s09 34142166 | vul-009231400 9 34.141.719 NRP)
209_34144425 34.143.604 MITOCHONDRIAL DNA REPAIR PROTEIN RECA
S09_34148699 Phvul.009231500 9 34'. 149'.542 HOMOLOG
S09 34149221
34.153.499- Transctional factor related - SF180 - STEROL
S09_34156534 Phvul.009231600 9 34.157.460 REGULATORY ELEMENT-BINDING PROTEIN
S09_34205357 34.223.306- :
S09_34218062 Phvul.009231800 9 34929 917 SF14 - Gulonolactone Oxidase
34.241.962- . .
S09 34238240 Phvul.009231900 9 34,245 492 PTHR12789 - Density-Reulated Protein Homolog
34.246.699- Transctional Factor Related - Cotton fibre expressed
S09_34250578 Phvul.009232000 9 34248 131 protein (DUF761)
S09_ 34262719
. 34.266.522- o : .
S09 34265454 Phvul.009232100 9 34277 495 SF26 - Protein Kinase Family Protein
S09 34268365 T
34.907.944- HRAS-LIKE SUPPRESSOR - RELATED // SUBFAMILY
Phvul.010G096000 34.916.846 NOT NAMED
S10_34916666 10 34.922 569
Phuvl.010G096100 34' 926. 467- DOWNSTREAM TARGET OF AGL 15-4
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4.1.4.4.1 Cromossomo Pv02
Apesar de dificil a identificacdo da localizagdo exata dos QTLs ja reportados

(Tabela 1) os SNPs significativos no Pv02 parecem né&o indicar qualquer um deles.
Localizado a 5,62 Kb do SNP S02_2509080 o gene Phvul.002G023400 codifica para
Wall-Associated receptor Kinase-like 14, esse gene em Arabidopsis thaliana (WAKL14)
€ uma proteina de fosforalizacdo, atuando como via de sinalizacdo de receptores da
superficie celular (Gaudet et al., 2011).

Desde reportado em A. thaliana (He et al., 1998), as contribuicdes dos estudos
sobre as proteinas WAKs (Wall-Associated receptor Kinase) e WAKLs (Wall-Associated
receptor Kinase-like), importantes funcdes imunes vegetais tem sido relatadas, como o
gene SIWAK1 na resisténcia a P. syringae pathovar tomato no tomate (Rosli et al.,
2013), ZmWAKSs na resisténcia do milho a ferrugem da folha e & doenca do smut (Hurni
et al., 2015; Zhang et al., 2017; Yang et al., 2018), e TaWAKL4 na resisténcia do trigo
a Zymoseptoria tritici (Saintenac et al., 2018). Desse modo, o gene Phvul.002G023400
€ um oOtimo candidato a ser testado para a resisténcia do feijao comum a S.
sclerotiorum.

O SNP S02_ 14770767 localizado a 14,7 Mb né&o indica nenhum gene ao
considerar a janela de varredura de 20 Kb (Tabela 10), entretanto, indica a regiao
correspondente ao QTL ja reportado WM2.2BV:R31 (12,54 - 23.21 Mb) relatado por Miklas
et al. (2007), Soule et al. (2011) e Vansconcello et al. (2017), indicando a presenca de
um haplétipo distinto para 0 mesmo bloco génico relacionado a resisténcia fisioldgica

nesse estudo.

4.1.4.4.2 Cromossomo Pv03
N&o foram encontrados genes anotados no genoma de referéncia (G19833;

Schumtz et al.,, 2014) relacionados a resisténcia bidtica. Entretanto, o SNP
S03 40531547, indicado pelo GWAS realizado para TCP localiza-se no intervalo do
QTL WM3.1AN- XC, AP (34 33 a 48,32 Mb) reportado por Miklas et a. (2007), Pérez-Veja
et al. (2012) e Hoyos-Villegas et al. (2015) (Tabela 1), e sugere a presenca de um

haplétipo para esse loci.

4.1.4.4.3 Cromossomo Pv09
Os SNPs significativos concentram-se entre a posicao 33.585.327 a 34.268.365

mb indicado pelos SNPs S09 33585327 e S09_ 34268365 respectivamente.
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Através da extensa regido dos SNPs significativos, indicou-se regides de genes
diversos, apontados e anotados de acordo com os reportes no Phytozome (The Plant
Genomic Resource; https://phytozome.jgi.doe.gov/) e UniProt (Universal Protein
Resource; https://www.uniprot.org/).

Genes relacionados a proteina quinase também foram anotados, como o
Phvul.009G230200 (Kinase Family protein), indicado pelos SNPs S09 33979593,
S09_33980413 e S09_ 33982737 localizados em regido intergénica.

O gene Phvul_009G232100 (Kinase Family protein) indicado por
S09 34262719, S09 34265454 e S09 34268365 também foram anotados, localizados
em regido intergénica. As proteinas quinases sao enzimas que catalisam a fosforilacédo
de proteinas através da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em casos
excepcionais, de GTP, para treonina, serina quinase especifica para Ser/Thr) ou
residuos de tirosina (quinase especifica para Tyr) (Bridges, 2001). Desse modo a
fosforilacdo destes residuos € responsavel por estimulos extracelulares e
intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para o controle da
atividade de proteinas, sendo um dos principais mecanismos de controle do
funcionamento celular em resposta a sinais externos (Bartels e Sunkar, 2005).

Assim, proteinas do tipo Kinase possuem importancia na reacao de resisténcia
a estresse abidticos e bidticos (Fu, et al., 2009, Yang, et al., 2010), como o gene
Phvul_009G231800, indicado pelos SNPs S09 34205357 e S09 34218062,
relacionado a proteina Gulonolactone Oxidase, enzima que produz vitamina C,
importante na regulacdo morfolégica da planta, na estrutura celular e desenvolvimento,
foi claramente estabelecido através da caracterizacdo de mutantes com baixo teor de
vitamina C de tabaco (Jain e Nessler, 2000), batata (Hemavathi et al., 2010), tomate
(Lim et al., 2012) e A. thaliana (Lisko et al., 2013). Possuindo influéncia no aumento da
biomassa e tolerancia a estresses abibéticos em A. thaliana (Radzio et al., 2003; Lisko
et al., 2013).

4.1.4.4.4 Cromossomo Pv10
Genes associados a resisténcia a estresse bidticos ndo foram identificados

para as regides significativas nesse cromossomo.
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4.1.5 CONCLUSOES

Os acessos BL10, BL14, BL15, BL18, BL67 e BL98 foram selecionados como
genitores para resisténcia fisiologica ao mofo branco.

A partir de GWAS, regides gendmicas associadas significativamente com a
caracteristica de resisténcia localizadas no cromossomo Pv02, Pv03, Pv09 e Pv10.

SNPs significativos indicam a presenca dos QTLs mapeados WM2.2BVR3L e
WMS3.1ANXCAP ng painel avaliado.

Os genes Phvul.002G023400, Phvul.009G230200 e Phvul_009G232100 foram
anotados e sdo relacionados a reacdo de resisténcia a estresses bidticos,
providenciando importantes genes candidatos para estudos de validagao.

De modo geral, os acessos selecionados podem ser utilizados na rotina dos
programas de melhoramento da cultura do feijdo comum e SNPs indicam regides
associadas a caracteristica de resisténcia fisioldgica, fornecendo assim, marcadores

para estudos de validacao e utilizagdo em selecéo assistida, respectivamente.
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4.2 CAPITULO 2 — SELECAO DE GENITORES E MAPEAMENTO GENETICO
ASSOCIATIVO DA TOLERANCIA AO ESTRESSE HIDRICO EM FEIJAO
COMUM

RESUMO

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, janeiro de 2021. Selecdo de genitores e mapeamento
associativo da tolerancia ao estresse hidrico em feijdo comum. Orientador: Thiago
Alexandre Santana Gilio, coorientadores: Leonarda Grillo Neves e Marco Antonio
Aparecido Barelli.

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma leguminosa cultivada mundialmente por
sua importancia econdmica, social e alto valor nutricional. Porém, fatores abiéticos,
como o estresse hidrico, podem comprometer o desenvolvimento da cultura e reduzir
sua producado. Com estudos que indicam mudancas climaticas globais, trabalhos que
visam mitigar os efeitos adversos do clima sobre a producdo agricola tém sido
realizados e a obtencédo de plantas menos suscetiveis a reducéo da produtividade pode
tornar-se uma alternativa econémica e viavel. O objetivo desse estudo foi selecionar
genitores promissores a tolerancia ao estresse hidrico e realizar o mapeamento
associativo das regifes associadas a essa caracteristica. Para a fenotipagem dos
acessos dois experimentos — com estresse hidrico (CE) e sem estresse (SE) — foram
conduzidos em campo irrigado, em delineamento latice quadrado 11x11, com a
suspensdo da irrigacdo no experimento CE quando as plantas alcancaram o
florescimento. Avaliou-se 10 variaveis fisoldgicas coletadas com o equipamento portatil
MultispeQ v.2.0 e nove variaveis agrondmicas. Para o mapeamento associativo utilizou-
se 111 dos 121 acessos do painel que foram genotipados através do Illumina BeadChip
BARCBean6k_3, e ap0ds filtragens obteve-se 4.632 SNPs de alta qualidade. Com a
selecdo simultanea por estabilidade, adaptabilidade e produtividade (MHPRVG)
selecionaram-se 0s genotipos BGF5, BGF63, BGF65, BGF95, BGF107, BGF112,
BGF115, F31, F32 e F34. Com as 19 caracteristicas avaliadas nos experimentos CE e
SE somente 10 apresentaram marcadores SNPs significativos. Os modelos estatisticos
FarmCPU e Blink indicaram 48 marcadores SNPs significativamente associados as
caracteristicas analisadas sendo seis exclusivos para o experimento SE, 19 para o
experimento CE e 23 em comum em ambos experimentos. Os acessos selecionados
providenciam recursos genéticos importantes para o melhoramento do feijdo comum.

As regides foram distribuidas nos cromossomos Pv0Ol ao Pvll, fornecendo assim,
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marcadores para posteriores estudos de validacdo e utilizacdo na rotina de

melhoramento da cultura.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., seca, GWAS.
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ABSTRACT

SILVA, GIVANILDO RODRIGUES. M.S. Universidade do Estado de Mato Grosso
Carlos Alberto Reyes Maldonado, January, 2021. Selection of genitors and associative
mapping of tolerance to water stress in common beans. Advisor: Thiago Alexandre
Santana Gilio, Co - advisor: Leonarda Grillo Neves and Marco Antonio Aparecido
Barelli.

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a legume cultivated worldwide for its
economic and social importance and high nutritional value. However, abiotic factors,
such as water stress, can compromise the development of the crop and reduce its
production. With studies indicating global climate change, studies aiming to mitigate the
adverse effects of climate on agricultural production have been carried out and obtaining
plants less susceptible to yield reduction may become an economical and viable
alternative. The objective of this study was to select genitors promising water stress
tolerance and to perform the associative mapping of the regions associated with this
trait. For the phenotyping of the accessions two experiments - with (CE) and without
(SE) water stress - were conducted in irrigated field, in 11x11 grid layout, with the
suspension of irrigation in the CE experiment when the plants reached flowering. We
evaluated 10 physiological variables collected with the portable MultispeQ v.2.0
equipment and nine agronomic variables. For the associative mapping we used 111 of
the 121 accessions of the panel that were genotyped through the lllumina BeadChip
BARCBean6k 3, and after filtering we obtained 4,632 high quality SNPs. With
simultaneous selection for stability, adaptability and productivity (MHPRVG) the
genotypes BGF5, BGF63, BGF65, BGF95, BGF107, BGF112, BGF115, F31, F32 and
F34 were selected. With the 19 traits evaluated in the CE and SE experiments only 10
showed significant SNPs markers. The FarmCPU and Blink statistical models indicated
48 SNPs markers significantly associated with the analyzed traits being six unique to
the SE experiment, 19 to the CE experiment and 23 in common in both experiments.
The selected accessions provide important genetic resources for common bean
improvement. The regions were distributed in chromosomes Pv01 to Pv11, thus

providing markers for further validation studies and use in routine crop improvement.

KEY WORDS: Phaseolus vulgaris L., Drought, GWAS.
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4.2.1 INTRODUCAO

O estresse hidrico é o fator mais limitante na producdo para a maioria das
culturas agricolas no mundo e dentre os esforcos no melhoramento de plantas, a
obtencdo de cultivares com elevado nivel de tolerancia ao estresse hidrico tém se
tornado cada vez mais importante, uma vez que o regime de chuvas comumente sofre
alteracdes de um ano a outro (INMET, 2020). Ainda, frente a estudos que indicam
mudancas climaticas e com efeito em todo o planeta, vindo a prejudicar a
biodiversidade, assim como, a producdo agricola (Adedeji et al., 2014; Mbow et al,
2017).

As mudancas climaticas poderdo alterar a distribuicdo e a intensidade das
restricbes biodticas e abidticas, afetando importantes regides de producao de feijao
comum (Phaseolus vulgaris L.), como a América latina, o leste e sul da Africa (Beebe,
et al., 2012), paises que o cultivam pela grande importancia econémica, social (Cabral
et al., 2011; Embrapa, 2003) e alto valor nutricional dessa cultura (USDA, 2015).

A tolerancia ao estresse abibtico é complexa fisiologicamente e tem sido
estudada em diversas culturas, como no trigo (Sher, et al.,, 2017), batata-doce
(Andrade, et al., 2016), milho (Sabagh, et al., 2018) e feijao comum (Teran, et al., 2019)
para selecdo de genitores ou indicagdes de cultivo.

A interacdo entre genoétipo e ambiente (GXE) pode afetar o ganho com a
selecdo, assim como a recomendacdo de cultivo, tornando necesséario estimar a
magnitude dessa interacdo. Essas estimativas permitem que o impacto real da selecéo
seja avaliado e fornecem um alto grau de confiabilidade na recomendacao de genétipos
para um determinado local ou grupo de ambientes (Rosado et al., 2012). No entanto,
apesar de sua importancia, a analise simples das interacdes GxE n&o fornecem
informacdes completas sobre o comportamento de cada gendtipo em diferentes
condicdes ambientais. Analises de adaptabilidade e estabilidade fenotipica séo
necessarias para identificar genétipos com comportamento previsivel, sensivel as
mudancas ambientais, sob condi¢des especificas ou amplas (Cruz et al., 2014).

Andlises da interagdo GxE tem sido realizada em diversos temas de
melhoramento de plantas anuais, sob a aplicacdo de modelos mistos (Torres Filho et
al., 2017; Pereira et al., 2012). Nesse contexto, uma alternativa ao estudo da

adaptabilidade e estabilidade genotipica € o método da média harménica da
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performance relativa dos valores genotipicos (MHPRVG), recomendado por Resende
(2004).

O método MHPRVG permite a selecdo simultdnea da produtividade,
estabilidade e adaptabilidade no contexto genotipico. Os efeitos de interacdo GXE sao
previstos com maior precisdo porque todo o conjunto de dados € usado e os ruidos de
interacdo sao eliminados quando as melhores previsbes lineares n&do aviesadas
(BLUPSs) séo obtidas (RESENDE, 2007).

Dado a importancia do feijdo comum e frente a limitacdes edafoclimaticas, o
melhoramento genético visando resisténcia as principais restricdes biodticas e abidticas
terdo um impacto significativo no rendimento dessa cultura. Desse modo, 0s
reservatérios génicos do feijdo comum que cobrem uma variedade de ambientes, serdo
recursos importantes para o melhoramento genético visando a obtencéo de cultivares
tolerantes a estresses climaticos (Pathania, et al., 2014; Beebe, et al., 2012).

Os estudos de associacdo genbmica ampla (GWAS) tem se tornado uma
poderosa ferramenta na identificacdo de regides candidatas para caracteristicas
guantitativas. Esses estudos tém sido utilizados no mapeamento de regides associadas
a resisténcia ao mofo branco (Campa et al., 2020), produtividade (Resende et al., 2018),
estresse bidtico (Perseguini et al., 2016) e abidticos (Villordo-Pineda et al., 2015;
Hoyos-Villegas et al., 2017; Oladzad et al., 2020).

O foco na caracterizacdo genotipica e fenotipica de germoplasma é essencial
na utilizacdo de germoplasma como um meio de dar resposta a uma lista cada vez maior
de desafios para a producdo de alimentos no préximo século (FAO, 2011). Outra
guestdo esta relacionada a reducdo de custos. Onde o uso de gendtipos com
caracteristicas importantes tem sido usado para reduzir custos e levando ainda a
identificacdo de genes candidatos (Gibson e Muse, 2009; Ishida et al., 2018; McClean
et al., 2018). O Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Feijao Comum do Nucleo de
Pesquisa Aplicada a Agricultura (Nupagri) € constituido de 219 acessos de cultivares
tradicionais e silvestres, oriundos de diversas regides do pais e do exterior, além de
linhagens elites desenvolvidas pelo préprio programa.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivos: |) selecionar acessos com
caracteristicas promissoras para tolerancia ao estresse hidrico e Il) identificar, atraves
de GWAS regides associadas, permitindo assim, seu uso na selecao assistida e rotina

no melhoramento da cultura.
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4.2.2 MATERIAL E METODOS

4.2.2.1 Material vegetal, local e delineamento

O Banco de Germoplasma de Feijao Comum do Nucleo de Pesquisa Aplicada
a Agricultura (Nupagri) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parand, dispbe
atualmente de 219 acessos que incluem linhagens locais coletadas junto a agricultores
dos estados do Parana, Santa Catarina e Mato Grosso, além de linhagens provenientes
de programas de melhoramento genético de Instituicbes de pesquisa nacionais e
internacionais.

Para esse estudo foram avaliados 121 acessos de feijao comum fornecidos

pela Nupagri, o painel avaliado é apresentado na Tabela 11.

Tabela 11. Identificacdo dos acessos de feijdo comum utilizados nesse estudo.

ID Nome comum Estado E)O.Ol
génico

BGF1 Rosinha PR PR M
BGF3 Preto Andino PR A
BGF4 Preto PR A
BGF5 Rosinha PR I PR M
BGF6 Rajado PR A
BGF9 Corintiano PR A
BGF11 Manteigdo Rajado PR A
BGF12 Mesclado PR M
BGF13 Pixirum PR M
BGF15 Pitanga PR A
BGF20 Beija-Flor PR A
BGF22 Carioca ll PR M
BGF23 Carioca lll PR M
BGF24 Carioca IV PR M
BGF25 Carioca V PR M
BGF26 Carioca VI PR M
BGF27 Carioca Claro PR M
BGF28 Carioca Pintado | PR M
BGF29 Carioca Pintado Il PR M
BGF30 Carioca Pitoko PR M
BGF32 Preto | PR M
BGF33 Preto Il PR M
BGF34 Preto Il PR M
BGF35 Preto IV PR M
BGF36 Rosinha Parana PR M
BGF37 Roxinho Parana PR A

Continua ...
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BGF38
BGF39
BGF40
BGF41
BGF42
BGF43
BGF44
BGF45
BGF46
BGF47
BGF49
BGF52
BGF56
BGF57
BGF58
BGF59
BGF60
BGF62
BGF63
BGF64
BGF65
BGF66
BGF67
BGF69
BGF70
BGF71
BGF72
BGF73
BGF74
BGF75
BGF82
BGF83
BGF85
BGF89
BGF91
BGF92
BGF93
BGF94
BGF95
BGF97
BGF98
BGF99
BGF100
BGF102
BGF104
BGF105

Jalo Listra Pretas
Jalo Pardo

Jalo Pintado |

Jalo Paintado Il
Jalo Mulato
Bolinha

Rosinha Opaco
Rosinha A
Rosinha B
Rosinha C
Roxinho A
Mulatdo Lustroso
Mulatinho Vagem Roxa B
Carioca Vagem Rosada
Rosinha
Manteiguinha
Uberabinha Preto
Jalo sem Cip6
Carioca sem Cip6
Bodoquena

Chita Bonita
Rosinha sem cip6
Manteiga sem cipé
Carioca com Cip6
Bolinha

Roxinho Mineiro
Preto Guamirim
Manteigéo
Rosinha Guaicucos
Cara Suja
Carnaval 1 SC
Carnaval 2 SC
Preto SC

Carnaval Mix SC
Preto Brilhoso Achatado
Preto Cunha Pora
Crioulo Manteiga
Crioulo Brilhoso
Crioulo 159

FC 2016

FC 2001

FC 2045

Crioulo Brilhoso Ponte Serrada

FC 2010

Preto Redondo CN 694 FC 1212

FC 117
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PR
PR
PR
PR
PR
PR
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
MS
SC
SC
SC
SC
SC
MS
SC
MS
MS
SC
SC
SC
SC
SC
SC
MS
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BGF107
BGF110
BGF111
BGF112
BGF113
BGF114
BGF115
BGF117
BGF119
BGF121
BGF128
BGF138
BGF139
BGF144
BGF153
BGF154
BGF155
BGF156
BGF161
BGF162
BGF163
BGF164
BGF165
BGF168
BGF169
BGF170
BGF172
BGF174
BGF175
BGF188
BGF191
BGF194
BGF197
BGF199
BGF200
BGF201
BGF203
BGF204
BGF205

FO08
F15
F20
F31
F32
F34
F48

Preto Chatinho
Azuldo ponte Serrada
Azuldo Ab. Luz
Porto Real

Safira

Amendoim Cavalo
Vermelho Tozzo
SC1

Jalo Listras Vermelhas
Guarumbé

Jalo Precoce
Princesa

Jalo Vermelho
BAT 93

Maezinha

Bolinha Rajado
Roxinho SC
Carioca Novo
Bolinha Vermelho
Bolinha amendoim
Branco PR

Roxo Mineiro

Jalo B

Preto Argentino
Roxinho PR
Uberabinha PR
Carnaval 1 PR
Bolinha 1 PR
Bolinha 2 PR

Jalo A

Jalo BR

Jalo

Jalo EEP558
Feijao Cara Suja
Feijdo Rosinha
Feijdo Moro
Feijao Enxofre
Feijdo Rosinha
Rosa
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SC
SC
SC
MS
MS
SC
SC
SC
PR
PR
PR
GO
PR
MG
SC
PR
SC
SC
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
MG
PR
PR
PR
PR
PR
PR
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
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F49 - MT M
F52 - MT M
F71 - MT A

M= mesoamericano e A= andino

O experimento foi conduzido entre os meses de julho a outubro de 2019, em
campo irrigado na area experimental do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia de Mato Grosso — IFMT, Campus Céaceres. De acordo com a classificagéo
de Koppen (1948) o clima da regido é caracterizado como tropical (Aw) com estacdes
seca nos meses de junho a agosto e de chuva de setembro a maio (INMET, 2020).

Dois experimentos (CE = com as plantas submetidas ao estresse hidrico e SE
= ausente de estresse hidrico) foram montados distanciados 16,5m, em latice simples
11 x 11 (k = 121) com trés repeticdes e bordadura de quatro linhas de feijdo comum
carioca comercial em ambos. As parcelas foram constituidas por uma linha de 1,5 m de
comprimento, 0,45 m entre linhas e 0,5 m entre parcelas.

Para ambos os experimentos se realizou irrigacdo por aspersao convencional.
Para submissdo das plantas do experimento CE ao déficit hidrico a irrigacdo foi
suspensa pelo periodo de dez dias em pleno florescimento (R5), sendo apos esse
periodo, retomada e mantida até o final do ciclo da cultura.

A adubacdo de 60 Kg/ha de P20s foi realizada no sulco de semeadura e a
adubacao de cobertura constituida por 80 Kg de N/ha e 60Kg/ha de K20 divididos em
duas aplicacbes, aos 10 e 20 dias apdés a emergéncia, utilizando como fonte
superfosfato simples, ureia e cloreto de potassio, respectivamente. Os tratos culturais
como capina, aplicacdo de herbicida, inseticida e fungicida foram realizados quando
necessario e em area total. A colheita foi realizada de acordo com a maturacdo de cada

parcela.

4.2.2.2 Genotipagem

Dos 121 gendtipos avaliados nesse estudo, 111 — identificados com o prenome
“‘BGF” — foram genotipados através do lllumina BeadChip BARCBean6K 3, constituido
de 5.399 SNPs conforme Song et al. (2015). Filtragens foram realizadas a uma minima
frequéncia alélica (MAF) de 5 %, visando filtrar os loci de baixa qualidade ou
monomorficos, restando 4.632 SNPs polimorficos e de alta qualidade. Os gendtipos

com prenomes “F” apesar de nao genotipados foram semeados para otimizar o
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delineamento latice, possibilitando realiza-lo de modo completo, e permitir a reducéo

de residuo experimental.

4.2.2.3 Caracteristicas avaliadas

Para avaliar a resposta da planta ao estresse hidrico nove variaveis
agrondémicas foram coletadas:

ALT — altura da planta, determinada em cm, adotando-se como critério, a
distancia entre o solo e a extremidade das folhas do dossel na parcela, considerada em
estadio de maturacao fisiolégica das vagens;

NVP — numero de vagens por planta, todas as vagens da parcela foram
contadas e divididas pelo niumero de plantas da parcela;

NGV — numero de grdos por vagem, contado em dez vagens colhidas
aleatoriamente na parcela;

REND - rendimento de graos, considerado para cada parcela e estimado para
Kg.ha't;

RPD - rendimento por dia, refere-se ao peso total das sementes da parcela/
nimero de dias até a maturidade fisiol6gica, estimada em g m;

P100 - massa em gramas de uma amostra de 100 graos de cada parcela;

NDF — namero de dias até o florescimento, dias entre a emergéncia até a
floracdo, quando 50% das plantas das parcelas continham pelo menos uma flor;

NDM — numero de dias até a maturidade fisiol6gica, dias entre a emergéncia
até quando 90% das vagens perderam sua cor verde e comecgarem a secar;

NDE — numero de dias para enchimento de graos, considerando os dias entre
a floracdo e a maturacéo fisioldgica,

Além das caracteristicas de producdo, utilizando o equipamento MultpeQ
versao 2.0 foram avaliadas:

PSII(10%) — intervalo de 0 a 0,82, representa a fracdo de energia da luz
capturada pelo Fotossistema Il que é direcionada para ATP e NADPH e, finalmente,
acucar para o desenvolvimento da planta;

PhiNO - intervalo de 0,15 a 0,55, representa a fracdo da energia da luz
capturada pelo Fotossistema Il que é perdida para processos ndo regulados e que

podem danificar o processo fotoquimico da célula;
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PhiNPQ —intervalo de 0 a 0,85, representa a fracao da energia da luz capturada
pelo Fotossistema Il, que é direcionada para a témpera ndo fotoquimica (NPQT) e é
dissipada como calor dentro da folha;

gH+ — o inverso da vida util da decadéncia rapida de ECS, (tECS) apods desligar
rapidamente a luz actinica do estado estacionario. Proporcional a condutividade
agregada (ou permeabilidade) da membrana tilacoide aos prétons, predominantemente
determinada pela atividade da ATP sintase;

DT - diferencial de temperatura, dado pela diferenca entre temperatura
ambiental menos a temperatura foliar, determinado em ° C;

TF — temperatura foliar, determinado em ° C, obtida pela média de duas folhas
por parcela em duas plantas;

LEF — linear eléctron flux (fluxo eletro linear), considera o fluxo total de elétrons
dos complexos antenas (onde a luz é capturada) para o fotossistema Il, levando em
consideracao a absortividade das folhas. Calculado como LEF = Phi2 x PAR x 0,45;

NPQt — Non-Photochemical Quenching ‘theoretical’, estimativa de extingdo nao
fotoquimica. A quantidade de luz que entra, que é regulada pelos processos
fotossintéticos a fim de reduzir os danos a planta.

CRC - conteudo relativo de clorofila no tecido foliar, intervalo varia de 0 a 80,
por ser um valor relativo, ndo possui unidade;

vH+ — condutividade de prétons da ATP sintase no cloroplasto;

Para verificar a qualidade das variaveis coletadas, a temperatura ambiental
(TEMP), umidade relativa do ar (UR) e radiacdo ativa ou qualidade da luz (PAR)
também foram obtidas pelo aparelho portatil MultispeQ versao 2.0 (Kuhlgert et al.,
2016).

4.2.2.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica da interacdo genétipo x ambiente (interacdo GE) foi
realizada utilizando o software SELEGEN-REML/BLUP (Resende, 2014), de acordo
com o modelo 52:

Y=Xr+Zg+Wb+Ti+e

Onde, Y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos

como fixos) somados a média geral, g € o vetor dos efeitos genotipicos (assumidos
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como aleatérios), b é o vetor dos efeitos de blocos (assumidos como aleatdrios), i é
vetor dos efeitos da interacdo genoétipo x ambiente (aleatorios), e é o vetor de erros ou
residuos (aleatérios). As letras mailusculas representam as matrizes de incidéncia para
os referidos efeitos.

A significancia dos efeitos aleatorios do modelo foi estimada pela anélise de
Deviance (ANADEV). A qualidade do ajuste foi obtida com base em andlises com e sem
efeitos genotipicos. Para definir diferencas entre modelos completos com e sem 0s
efeitos estudados, foi realizada uma comparacao do valor do qui-quadrado com grau

de liberdade com 1 e 5% de probabilidade, como segue Resende e Duarte (2007):

Likelihood-Ratio Test (LRT)= (-2LogL)p-1-(-2LogL)p

Quando significativo (< 5%) estimou-se o BLUP de cada individuo para cada
caracteristica. Desse modo, os valores genotipicos preditos foram utilizados como
matriz.

Para a selecdo de genitores para produtividade, estabilidade e adaptabilidade,
utilizou-se o método de obtencédo da média harmoénica dos valores genotipicos (MHVG),
performance relativa dos valores genéticos (PRVG) e média harménica da performance
relativa dos valores genotipicos (MHPRVG), conforme Resende (2002; 2004):

MHVG corresponde a estabilidade genotipica dos gendtipos avaliados. No
contexto dos modelos mistos, este € um método para ordenamento de gendtipos
simultaneamente por seus valores genéticos (produtividade) e estabilidade e refere-se
a um procedimento BLUP sob médias harménicas. Quanto menor for o desvio padréo
do comportamento genotipico através dos locais, maior sera a média harmonica de
seus valores genotipicos através dos locais. Assim, a selecdo pelos maiores valores de
MHVG implica simultaneamente na sele¢cédo para produtividade e estabilidade. Obtido

pela formula:

MHVG =

n 1
) VGI]

Onde:
n é o numero de ambientes onde o genotipo i foi avaliado e VGij é o valor
genotipico do gendtipo i no ambiente j.
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A performance relativa dos valores genéticos preditos (PRVG) atraves dos
ambientes. Neste caso, 0s valores genotipicos preditos sdo expressos como proporgcao
da média geral de cada local e, posteriormente, obtém-se o valor médio desta
proporcao através dos locais. A quantidade PRVG*MG refere-se a performance
genotipica relativa média multiplicada pela média geral de todos os locais. Fornece,

portanto, o valor genotipico médio, capitalizando a adaptabilidade:

1 VG;;
PRVG = —z
n .
]

m;
Onde:

n é o numero de ambientes onde o genadtipo i foi avaliado e VGij é o valor

genotipico do gendtipo i no ambiente j e m a média genotipica geral.

A medida simultanea da produtividade, estabilidade e adaptabilidade pelo
método da média harménica da performance relativa dos valores genotipicos
(MHPRVG) é similar ao método de Linn e Binns (1988), porém no contexto genotipico
e ndo no contexto fenotipico (Resende, 2002; 2004). A quantidade MHPRVG*MG
refere-se a MGPRVG multiplicada pela média geral de todos os locais. Fornece,
portanto, o valor genotipico médio penalizado pela instabilidade e capitalizado pela
adaptabilidade.

Obtido pela formula:

MHPRVG = 1

p
i PRVGy;
Onde:
n é o numero de ambientes onde o gendtipo i foi avaliado e PRVGj é a

performance relativa do valor genotipico do gendtipo i no ambiente j.

4.2.2.5 Desequilibrio de ligacéo (LD)

O desequilibrio de ligacdo (LD) refere-se a associacdo entre alelos de
diferentes loci. Foi calculado par a par entre dois SNPs utilizando-se uma janela de
40kb. O LD de cada regido com SNPs significativos foi calculado utilizando a estatistica

de r 2 (Hill; Robertson, 1968) para representar o LD dos genes. O r?, representa o
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guadrado do coeficiente da correlacdo entre os alelos de dois loci, mensurado atravées
da seguinte equacéao:
2 (PapX Pab - Pap X Pap)*
~ (PaXpaXpsXpp)

Em que, pa, pa, ppe pp S0 as frequéncias dos alelos A, a, B e b,
respectivamente e, Pas, Pas, Pab € Pas s&0 as frequéncias dos haplotipos AB, ab, Ab e
aB, na populacao, respectivamente.

Para as analises de LD utilizou-se o pacote estatistico LDheatmap (Shin et al.,

2006) implementado no software R (R Core Team, 2014).

4.2.2.6 Analise de associacdo genémica ampla e anotacdo de modelos génicos

Um total de 4.632 SNPs com menor frequéncia alélica (MAF) de 0,05 foi
utilizado para associacdo genémica ampla (GWAS) para as caracteristicas avaliadas
nos experimentos CE e SE. O GWAS foi efetuado utilizando os algoritmos FarmCPU
(Liu et al., 2016) (modelo fixo e aleatdrio de unificacdo de probabilidade circulante), e
BLINK (Huang et al, 2019) (modelo com informa¢fes Bayesianas e desequilibrio de
ligagao) implementados no pacote GAPIT verséo 3 (Lipka et al., 2012) no software R
para verificar associagfes entre os SNPs e os valores genotipicos. A matriz de
parentesco (K) foi construida com o método de descendéncia idéntica de VanRaden
(2008) e para definir o limiar de significancia do p-valor de cada SNP, a correcéo de
Bonferroni, em que p < 0,05/ n, sendo n = numero total de SNP foi considerado.

Para examinar o grau de adequacgédo de cada modelo, as plotagens Q-Q plot
foram construidas através da plotagem da distribuicdo quantil observada —log'° (p) no
eixo y versus a distribuicdo esperada quantil —log!° (p) no eixo x.

Para identificar e analisar genes candidatos, utilizou-se o genoma de referéncia
da montagem gendmica da linhagem crioula G19833 versao 1.0, estabelecida como
genoma de referéncia (Schmutz et al., 2014). Apos a delimitacdo da regido a ser
considerada, foram apontados 0s possiveis genes candidatos que flanqueiam o
marcador em questdo e suas funcdes preditas. As anotacOes funcionais dos genes
candidatos foram realizadas utilizando o banco de dados Phytozome

(https://Iphytozome.jgi.doe.gov).
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4.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.3.1 Desvios e valores genotipicos

De acordo com a analise de Deviance (ANADEV) para as variaveis avaliadas,
verifica-se que as varidveis ambientais — umidade relativa (UR), temperatura ambiental
(TEMP) e radiacao ativa (PAR) — obtidas pelo equipamento MultispeQ 2.0, mostraram
nao serem significativas estatisticamente entre genotipos e para interacdo GXxE,
indicando a homogeneidade dessas variaveis durante as avaliacfes. A significancia
apresentada para o efeito de blocos é esperada, justificado pelo delineamento
experimental adotado (Tabela 12).

Com excecdao do conteudo relativo de clorofila (CRC) as outras caracteristicas
avaliadas ndo apresentaram significancia estatistica (P<0,05). O efeito genético
significativo de genoétipos pode ser interpretado como sendo uma caracteristica
determinada pela constituicdo genética do painel quando sob as condi¢cdes em que
foram submetidos, justificado através do efeito ndo significativo para o efeito da
interacdo GxE. O resultado desse tipo para essa caracteristica corrobora para a
interpretacdo de que o CRC é determinado pelo tipo de clorofila e cloroplastos herdados
exclusivamente de um dos progenitores. Nas angiospermas, a heranca materna é
predominante: estudos citolégicos sugerem que aproximadamente 80% de todas as
espécies apresentam heranca materna e que as espécies restantes apresentam
heranca biparental (Corriveau e Coleman, 1988; Zhang et al., 2003).

Diferentemente de outras caracteristicas o CRC foi pouco influenciado em
ambos ambientes, ndo havendo significancia para a interacdo GxE. Permite desse
modo, a selecdo de individuos com os maiores niveis de CRC dado cada ambiente,
com correlacdo positiva com o rendimento, entretanto, muito reduzida.

As plantas possuem mecanismos para regulacao da luz captada, balanceando
a luz absorvida e o uso da energia luminosa, minimizando o potencial de dano
fotoxidativo. Essa minimizacdo se concentra em mecanismos de protecdo nao
fotoquimica, extinguindo clorofilas excitadas e dissipando o excesso de energia como
calor. Esses processos de extingdo nao fotoquimica (NPQ) ocorre nas membranas
fotossintéticas de plantas, algas e cianobactérias (Demmig-Adams et al., 2014) e
ajudam a regular e proteger a fotossintese em ambientes nos quais a absorcdo de

energia luminosa excede a capacidade de utilizacdo da luz, evitando o acumulo
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intermediarios reativos (Foyer e Harbinson, 1999; Demmig-Adams e Adams 1992;
Muller et al. 2001).

Tabela 12. Andlise de Deviance (ANADEV) das caracteristicas?® fisioloégicas e
ambientais em diferentes ambientes obtidas pelo equipamento portatil

MultispeQ 2.0.

UR PAR
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Gendtipo 3196,58 0,01 ns Gendtipo 8904,89 0,01 ns
Bloco 3382,76 186,19 Bloco 8970,79 65,91 ~
Int. GXE 3196,62 0,05 ™ Int. GXE 8904,93 0,05 ns
Modelo 3196,57 Modelo 8904,88
completo completo

TEMP NPQt
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Gendtipo 2980,67 0,57 ™  Gendtipo 532,23 6,76
Bloco 3166,17 186,07 ™ Bloco 541,24 15,77 *
Interacéo i s Interacéo ns
GXE 2980,03 0,07 GXE 525,48 0,01
Modelo 2980.1 Modelo 525 47
completo completo

vH+ PSill
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Gendtipo -1155,87 0 ™  Gendtipo -2948,55 0,08 ns
Bloco -1110,11 4576 Bloco -2892,53 56,1 ©
Interacao s Interagéo ns
GXE -1154,89 0,98 GXE -2948,51 0,12
Modelo -1155.87 Modelo -2048.63
completo completo

gH+ PhiNO
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 7572,4 -0,04 ™ Gendtipo -3448,94 1,47 "
Bloco 7608,88 36,44 ™ Bloco -3426,33 24,08 ™
Interagéo s Interacéo i ns
GXE 7573,71 1,27 GXE 3449,19 1,22
Modelo Modelo
completo 757244 completo -3450,41

DT PhiNPQ
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 1830,18 3,07 ™ Gendtipo -2857,16 0,18 ns
Bloco 1881,7 5459 ™ Bloco -2803,92 53,42 *
Interacéo s Interagéo ns
GXE 1827,22 0,11 GXE -2857,34 0
Modelo 182711 Modelo -2857.34
completo completo

Continua ...
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TF CRC
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 2857,11 0,1 "™  Genétipo 3672,97 10,91 *
Bloco 3015,21 158,2 ” Bloco 3754,3 92,24
Interacao s Interacao ns
GXE 2857,04 0,03 GXE 3663,19 1,13
Modelo 2857.01 Modelo 3662,06
completo completo

LEF
Efeito Deviance LRT
Genotipo 6261,11 0,06 "
Bloco 6332,97 71,92 *
Interagéo ns
GXE 6261,25 0,2
Modelo
completo 6261.05

1UR = Umidade relativa ambiental; TEMP_AMB = temperatura ambiental; gH+ = condutividade
da membrana tilacéide aos prétons; DIF_TEMP = diferencial de temperatura entre a superficie
foliar e ambiental; LEF = fluxo de elétrons no tecido foliar; PAR = radiag&o fotossinteticamente
ativa; NPQt = tamponamento ndo-fotoquimico; PhiNO = fragcao da energia da luz capturada pelo
Fotossistema Il perdida para processos ndo regulados; PhiNPQ = fracdo da energia da luz
capturada pelo Fotossistema Il direcionada para a témpera nao fotoquimica; CRC = contetdo
relativo de clorofila; vH+ = condutividade de protons.

*,” significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste LRT, respectivamente.

S ndo significativo pelo teste LRT (p<0,05);

As estimativas de NPQ e seus componentes individuais requerem medicoes
complexas, a partir de medi¢des de modulacéo de amplitude de pulso, apés um extenso
periodo de auséncia de luz seguida de iluminacédo (Krause e Jahns 2004; Schreiber
2004; Baker et al. 2007; Schreiber 2004; Papageorgiou e Govindjee 2004). Esta
abordagem impede que sejam alcancados altos rendimentos, principalmente sua
aplicacdo em condicdo de campo. E importante ressaltar que o NPQt (Non-
Photochemical Quenching ‘theoretical’) obtido pelo equipamento MultispeQ v2.0 ndo
necessita que a planta passe por uma adaptacao ao escuro, podendo assim, ser obtido
rapidamente em condi¢cfes de campo (Tietz et al., 2017).

De modo geral, a extincdo nao fotoquimica (NPQt) indica o quanto da luz esta
sendo dissipada como calor. Teoricamente, a relacdo entre NPQt e REND deveria
existir, uma vez que quanto maior o valor de energia dissipada como calor, maior a
temperatura foliar (TF), maior seriam os danos causados pela temperatura e
consequentemente menor o rendimento (REND). Entretanto, os valores de correlagéao

encontrados entre essas caracteristicas sdo despreziveis quando notado no
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experimento CE (Tabela 13). Por outro lado, quando notado no experimento SE a
correlacdo entre o diferencial de temperatura (DT) e o conteudo relativo de clorofila
(CRC) apresenta correlagao positiva maiores do que quando considerado somente o
experimento CE. Segundo Ribeiro et al. (2006), a atividade fotossintética é estimulada
com o aumento da temperatura. Justificando a alta correlacdo entre NPQt e TF
visualizado no experimento CE.

Pesquisadores tém reportado que as interacdes gendtipoxambiente (GXE) e
gendtipoxambientexano (GXEXY) sdo comparativamente mais importantes que
interacdes genodtipoxano (GXY) para avaliagdo da produtividade em diferentes culturas,
como o feijdo mungo (Ullah et al., 2011), trigo (Shah et al., 2009; Mohammad, 2017) e
soja (Toledo et al., 2006). Ou seja, o0 sucesso de um cultivar ndo depende apenas de
seu alto desempenho, mas também de sua capacidade de produzir consistentemente
guando submetido a mudangas ambientais.

Além disso, os componentes de producdo sofrem constante interacdo do
ambiente, influenciando diretamente no rendimento da cultura. Neste estudo, somente
namero de dias para maturagdo (NDM) nédo foi influenciado significativamente pela
interacdo GXE (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise de Deviance (ANADEV) das caracteristicas! de produgdo em
diferentes ambientes.

ALT P100
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genétipo 3532,31 8,46 ™ Genétipo 2984,48 24,43
Bloco 3523,9 0,05 "  Bloco 2965,04 4,99 °
Interacdo GE  3581,09 57,24 ™ Interacdo GE  3240,55 280,5 ™
Modelo Modelo
Completo 3523,85 Completo 2960,05

NVP NDF
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 3507,08 -0,01 " Gendtipo -3188,34 665,34
Bloco 3507,66 0,57 "  Bloco -3727,26 126,42
Interacdo GE  3953,08 445,99 Interacdo GE 2022,24 5875,92 ”
Modelo Modelo
Completo 3507,09 Completo -3853,68

Continua...
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Cont. Tabela 12 ...

NGV NDM
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 2177,64 0,18 " Gendtipo 2870,38 20,67 ™
Bloco 2177,47 0,01 s Bloco 2851,62 1,91 s
Interacdo GE  2402,67 22521 ™ Interacdo GE 2849,77 0,06 "s
Modelo Modelo
Completo 2177,46 Completo 2849,71

REND NDE
Efeito Deviance LRT Efeito Deviance LRT
Genotipo 9634,5 1,68 "™  Genétipo 2971,6 12,88 ™
Bloco 9635,43 2,61 ns Bloco 2958,81 0,09 ms
Interacdo GE  10404,38 771,56 ™ Interagdo GE 2974 15,28 *
Modelo Modelo
Completo 9632,82 Completo 2958,72

RPD
Efeito Deviance LRT
Gendtipo 81,22 3,02 ns
Bloco 82,72 452 °
Interacdo GE 662,85 584,65 ™
Modelo
Completo 78,2

L ALT = altura da planta; NVP = nimero de vagens por planta; NGV = nilimero de grdos por
vagem; REND = rendimento; RPD = rendimento por dia; P100 = massa de 100 graos; NDF =
namero de dias até o florescimento; NDM = nimero de dias até a maturidade fisiolégica; NDE
= numero de dias para enchimento de graos.

*,” significativo a 5 e 1% de probabilidade pelo teste LRT, respectivamente.

S ndo significativo pelo teste LRT (p<0,05);

Apesar de haver efeito significativo da interacdo GxE para ALT, NVP, NGV,
RPD, P100, NFD, NDE a interacdo GXE foi desdobrada somente para a caracteristica
REND através das analises de PRVG, MHPR e MHPRVG. Metodologia semelhante a
utilizada por Fischer e Maurer (1978), Fischer e Wood (1981) os quais consideraram
dados de produtividade para as elaboracdes das metodologias DSI — Drought
Susceptibility Index e DTE — Drought Tolerance Efficiency para identificacdo dos
genotipos mais promissores.

Considerando a produtividade ser uma caracteristica poligénica, os diversos
genes e outras caracteristicas, sejam correlacionadas positivamente ou nao,
influenciardo no desempenho do cultivar no ambiente, e consequentemente em seu
rendimento. Preconizar o rendimento pode ser um critério de selecdo importante ao

consideramos a sele¢do, uma vez que o torna resultado de toda a interacéo génica da
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planta sob as condicbes em que foi submetida. Desse modo, o desdobramento da
interacdo GXE podera explicar as intera¢des ocorridas entre gendétipo e ambientes.

A relacdo entre as caracteristicas de interesse econdémico é importante no
melhoramento genético, principalmente no estudo de respostas correlacionadas, pois
pode permitir a identificacdo de mudancas ocorridas em uma determinada
caracteristica em decorréncia de sele¢céo praticada em outra (Cruz e Regazzi, 1997).

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi estimado entre as variaveis
fisioldgicas e os componentes de producdo e percebe-se uma baixa correlacdo entre
esses tipos de caracteristicas (>0,5), justificando as diferentes regides gendmicas
candidatas identificadas pelo GWAS e exclusiva para cada conjunto de caracteristica

fisiologicas e de producao (Tabela 13).

93



Tabela 13. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre valores genotipicos para permeabilidade da membrana tilacéide aos prétons (gH+),
diferencial de temperatura foliar comparada a ambiental (DT), fluxo de elétrons no tecido foliar (LEF), extingdo nao-fotoquimica (NPQt), fracdo de
energia capturada pelo Fotossistema Il (Phi2), fracdo da energia capturada perdida para processos ndo regulados (PhiNO), fracdo de energia
capturada direcionada para a témpera nao fotoquimica (PhiNPQ), conteddo relativo de clorofila (CRC), condutividade de prétons (vH+), altura de
planta (ALT), nimero de vagens por planta (NVP), nimero de sementes por vagem (NSV), rendimento por hectare (REND), rendimento por dia (RPD),
massa de 100 graos (P100), nimero de dias até o florescimento (NDF) e nimero de dias até a maturacdo (NDM) avaliados em condicéo de estresse
hidrico em feijdo comum.
gH+ DT TF LEF PAR NPQt Phi2 PhiINO PhiNPQ CRC vH+ ALT NVP NSV REND RPD P100 NDF NDM NDE

gH+ - 005 023 039 043 011 000 011 0.17v -0.15 088 -0.03 -009 -003 009 010 0.15 -0.08 -0.06 0.11
DT -0.01 - -0.09 011 001 -055 0.38 0.66 -040 053 -0.01 -0.03 003 0.03 0.19 017 -016 015 0.16 -0.05
TF 0.35 0.05 - 028 034 050 037 -002 064 022 022 -017 -006 0.15 -0.07 -0.08 0.12 -0.15 0.07 0.20
LEF 049 020 0.52 - 090 010 -0.08 0.07 033 023 060 0.09 011 -003 0.18 0.18 0.05 -0.05 -0.04 0.05
PAR 051 010 0.50 0.89 - 024 -0.36 0.02 054 019 068 0.06 007 006 012 012 -0.03 0.00 0.02 0.04
NPQt 025 -047 041 014 0.21 - -0.25 -0.74 0.88 -0.27 0.18 -0.14 -0.08 -0.03 -0.08 -0.07 044 -0.32 -0.20 0.23
Phi2 020 053 061 033 0.05 -0.02 - 0.32 -0.34 029 -0.21 -0.05 -0.04 -0.02 -0.02 -0.03 0.03 -0.05 0.08 0.06
PhiNO 001 069 034 029 027 -052 045 - -055 045 001 0.08 002 006 006 0.04 -040 031 032 -014
PhiNPQ 0.33 -025 064 040 059 0.79 0.02 -0.19 - -0.08 033 -0.16 -0.02 0.0/ -0.05 -0.05 0.27 -0.24 -0.11 0.21
CRC -007 059 032 023 015 -0.22 050 053 0.01 - -0.17 0.14 006 021 013 010 -0.18 021 042 0.00
VH+ 089 -015 030 055 066 034 -004 -0.11 047 -0.23 - -0.05 -0.03 0.00 0.10 0.0 0O.11 -0.10 -0.09 0.13
ALT -0.03 -0.18 -0.20 0.00 0.05 -0.11 -032 -011 -0.10 -0.17 0.03 - 0.05 0.17 014 014 -024 028 016 -0.24
NvP  -0.14 036 -0.09 000 -0.01 -0.22 0.10 0.20 -0.12 0.26 -0.14 0.06 - -0.16 039 038 -0.02 -0.10 -0.14 -0.02
NSy -011 0.12 0.09 002 004 -012 0.09 0.9 0.01 019 -014 0.06 0.10 - -0.06 -0.08 -0.18 0.14 0.28 0.06
REND -0.19 040 -0.16 0.01 -0.01 -0.14 0.07 0.21 -0.07 026 -0.21 0.05 044 0.25 - 1.00 0.11 -0.21 -0.28 0.01
RPD -0.18 040 -0.16 0.02 000 -014 0.07 0.21 -0.06 024 -020 0.05 043 024 100 - 0.12 -0.23 -0.34 -0.02
pP100 0.17 0.16 011 023 014 027 017 -0.01 020 011 o0.08 -0.18 -0.04 0.02 0.28 0.31 - -0.48 -0.27 0.39
NDF -024 021 -0.11 -0.11 -0.05 -0.41 -0.04 0.27 -0.21 028 -021 019 024 023 016 0.13 -053 - 053 -0.71
NDM -0.09 0.13 0.07 -0.05 -0.03 -0.18 0.08 0.20 -005 034 -010 008 016 0.27 0.07 0.02 -033 0.37 - 0.15

NDE 025 -020 022 010 002 039 016 -0.23 022 -006 019 -0.22 -0.21 -0.12 -022 -0.22 0.37 -0.77 -0.05 -

Valores abaixo da diagonal séo os coeficientes de correlacao entre caracteristicas em experimento sem estresse (SE); valores acima da diagonal
sdo os coeficientes de correlag@o entre as caracteristicas sob a condigéo de estresse (CE).
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O teor de clorofila pode indicar o contetdo de N na planta, sendo essa
mensuragao amplamente utilizada para manejo de N em soja, milho, tomate e feijao
comum (Yokoyama et al., 2018; Godoy et al., 2007; Ferreira et al., 2006; Silveira et al.,
2003; Sant’Ana et al., 2010). Nota-se que a correlacdo entre conteudo relativo de
clorofila (CRC) e rendimento (REND) é positiva, indicando sua importancia no
rendimento da cultura em ambos os experimentos. Com destaque para o experimento
SE, onde a correlacao entre essas caracteristicas é elevada (0,40).

O conteudo de clorofila correlaciona-se com a concentragdo de N na planta e,
também, com a produtividade das culturas (Lima et al. 2001, Silveira et al. 2003). Além
disso, estudos tém mostrado que os carotendides sdo muito importantes na protecéo
do aparato de fotossintese contra o fotodano, por interconversées entre as moléculas
de xantofila (Young et al., 1997; Ort, 2001). No ciclo da xantofila, a violaxantina passa
pela des-epoxidacdo para dar origem a anteroxantina e, finalmente, a zeaxantina
(Havaux, 1988). A zeaxantina participa intensamente da regulacdo da dissipacao de
calor da energia do PSII, quando esta apresenta uma sobrecarga energética (Ramalho
et al., 2000; Ort, 2001). A correlacédo de Pearson identificada em CRC x PSII (0,29),
assim como CRC x DT (0,53) (Tabela 3) corroboram com as informacdes dadas pelos
autores. Indicando, assim, ser uma caracteristica a ser considerada sob condicao de

estresse hidrico na sele¢cdo de plantas superiores.

4.2.3.2 Interagdo genoétipo x ambiente e sele¢cdo de genitores

A interacdo entre gendtipos e ambientes se deve a variacdo na acao dos
gendtipos em diferentes ambientes, ou seja, reflete as diferentes sensibilidades dos
genadtipos as mudancas ambientais e pode ser baseada na avaliacdo da adaptabilidade
e estabilidade fenotipica. A selecdo baseada no componente de interacdo gendtipo x
ambiente pode eliminar constituicdes genéticas altamente adaptadas a ambientes
especificos. Segundo Cruz et al. (2004), adaptabilidade pode ser definido como a
capacidade de o genotipo responder a melhoria do ambiente e o termo estabilidade
como a previsibilidade do comportamento em diferentes ambientes.

Seguindo esses critérios 0os 10 genotipos que melhor associam estabilidade de
rendimento considerando os dois ambientes (MHVG) é mostrado na Tabela 14, assim
como 0s mais responsivos a melhoria do ambiente (PRVG) e adaptaveis e estaveis
produtivamente (MHPRVG).
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Tabela 14. Ordenamento da estabilidade de valores genéticos (MHVG), adaptabilidade de valores genéticos (PRVG), valores
genotipicos médios capitalizados pela interacdo (PRVG*MG), estabilidade e adaptabilidade dos valores genotipicos
simultaneamente (MHPRVG) e valores genotipicos médios nos locais (MHPRVG*MG) para o carater rendimento (Kg.ha-1) para
genatipos de feijdo comum cultivados sem estresse hidrico e submetido ao estresse hidrico em estadio R5 na safra 2019.

Ranking (Posicéo) Estabilidade Adaptabilidade Estabilidade e Adaptabilidade
Genotipo MHVG Genotipo PRVG PRVG*MG Genotipo MHPRVG MHPRVG*MG
1 BGF107 3043,63 BGF107 3,16 3929,02 BGF107 2,47 3074,84
2 BGF65 2058,23 F31 2,44 3034,25 BGF65 2,23 2780,65
3 BGF5 1993,30 F34 2,34 2913,06 BGF115 2,02 2511,56
4 F71 1900,20 BGF65 2,25 2796,55 F34 2,02 2511,31
5 BGF115 1825,36 BGF63 2,06 2558,55 F32 1,87 2331,38
6 BGF32 1797,12 BGF115 2,05 2545,25 F31 1,86 2315,21
7 BGF112 1773,78 BGF5 1,96 244481 BGF95 1,86 2310,82
8 BGF39 1763,87 F32 1,94 2420,04 BGF5 1,78 2208,75
9 BGF95 1710,20 F71 1,94 2408,13 BGF63 1,73 2158,22
10 F49 1707,73 BGF156 1,90 2359,32 BGF112 1,70 2118,14
11 F32 1637,25 BGF95 1,87 2324,15 BGF39 1,67 2082,52
12 F34 1633,74 BGF45 1,84 2289,75 BGF33 1,60 1992,01
14 BGF175 1501,77 BGF32 1,82 2259,08 F71 1,58 1963,26
15 BGF199 1493,95 BGF112 1,76 2184,22 BGF56 1,56 1945,37
16 BGF33 1468,68 BGF39 1,74 2165,17 BGF175 1,55 1925,46
17 BGF155 1448,17 BGF56 1,64 2044,48 BGF156 1,54 1918,20
18 F31 1438,22 BGF64 1,63 2022,18 BGF32 1,51 1878,86
19 BGF113 1417,83 BGF33 1,61 2006,13 BGF64 1,51 1873,86
21 BGF36 1400,02 BGF191 1,55 1928,68 BGF111 1,43 1781,66
22 BGF63 1390,26 BGF175 1,55 1927,70 BGF26 1,43 1781,56
121 BGF25 66,21 BGF58 0,06 75,72 BGF58 0,06 75,72
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Os valores da média harménica dos valores genotipicos (MHVG) avaliados sao
0s proprios valores da produtividade penalizados pela instabilidade considerando os
dois ambientes. Esta média indica a previsibilidade, isto é, a manutencdo da
produtividade, frente a ambientes diversos. Assim, a selecdo baseada neste critério
contempla os dois atributos simultaneamente, gendtipos produtivos e estaveis
(Resende, 2004). Seguindo esse critério os 10 gendtipos que melhor associam essas
duas caracteristicas sao indicados em ordem decrescente, com 50% dos genétipos
pertencentes ao pool génico andino (BGF39, BGF65, BGF107, BGF115 e F71) e o
restante mesoamericano (BGF5, BGF32, BGF95, BGF112 e F49).

A adaptabilidade é a capacidade de o gendtipo responder vantajosamente a
melhoria do ambiente (Cruz et al., 2004). O desempenho relativo dos valores
genotipicos (PRVG) capitaliza a responsividade de cada gendtipo a melhoria do
ambiente, os genadtipos superiores foram indicados na Tabela 14, onde somente 0s
acessos BGF65, BGF107, BGF115 e F71 pertencem ao pool génico andino dentre os
10 melhores ranqueados.

O método MHPRVG é baseado nos valores genotipicos predito pelo modelo
misto considerando adaptabilidade, estabilidade e produtividade. Facilitando, desse
modo, a selecdo de gendtipos superiores. Dentre os 10 gendétipos selecionados
somente os gendtipos BGF65, BGF107 e BGF115 sao pertencentes ao pool génico
andino.

Buscar por estabilidade e adaptabilidade das culturas anuais permite que a
producdo seja mais estavel a cada ano, com oscilagbes menos abruptas frente a
condi¢gbes desfavoraveis de um ano a outro. Assim, 0os genoétipos mais produtivos
selecionados baseados nos dois ambientes contrastantes — CE e SE — podem ser
utilizados em programas de melhoramento que visem o aumento da produtividade de

feijdo comum.

4.2.3.3 AssociacOes dos SNPs com as caracteristicas avaliadas

Os valores genotipicos de cada caracteristica dos experimentos SE e CE
foram utilizados para realizar o GWAS, através dos modelos FarmCPU e BLINK
executados no software R.

Considerando as 21 caracteristicas avaliadas em cada experimento, as
caracteristicas ALT, CRC, DT, ECSt, NDE, NDF, NDM, NGV, TF e PSIl apresentaram
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associacfes marcador-caracteristica significativas no experimento CE, enquanto
somente NGV e NVP apresentaram significancia no experimento SE.

As marcas significativas ficaram distribuidas nos cromossomos Pv01 ao Pv11.
O SNP ss715647642 apresentou a maior significancia (p-valor = 3,41 x 10°19),
localizado no cromossomo Pv06, identificado pelo modelo BLINK para a variavel NGV
no experimento CE, e MAF de 0,43. Enquanto o ss715649475 apresentou a menor
significancia (p-valor = 7,29 x 10 ), localizado no Pv09 com MAF de 0,13, indicado
pelo modelo BLINK para ALT também no experimento CE. Nao foram encontrados
marcadores significantes para a caracteristica rendimento em nenhum dos

experimentos.

4.2.3.3.1 Altura de planta (ALT), conteudo relativo de clorofila (CRC) e
diferencial de temperatura (DT)

Marcas significativas exclusivas para ALT, CRC e DT foram identificadas
somente pelo modelo BLINK no ambiente CE. Para a caracteristica ALT os SNPs
$s715645596 (4,8 Mb; Pv01), ss715649073 (48,3 Mb; Pv07), ss715649475 (14,9 Mb;
Pv09) apresentaram MAF de 0,45; 0,13 e 0,13, respectivamente na populacao (Tabela
15).

Tabela 15. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico do
altura (ALT), conteudo relativo de clorofila (CRC), diferencial de
temperaturada folha comparado a ambiental (DT) e as respectivas
posicbes (Mb) nos cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica
(MAF) identificados pelo modelo estatistico BLINK.

Modelo Caract. SNP Chr Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
$s715645596 1 4.829.868 0,45 2,12E-07
ALT ss715649073 7 65350.144 0,13 1,66E-06
Blink $5715649475 9 14.943.840 0,13 7,29E-06
CRC ss715644429 2 17.959.594 0,26 2,14E-06
DT $5715644253 11 17.254.797 0,46 6,33E-06

Genes relacionados ao habito de crescimento em feijdo comum ja foram
reportado por Kwak et al. (2008), localizados em grupos de ligacdo da populacdo de
mapeamento BAT93 (pool génico mesoamericano) x Jalo EEP 558 (pool genico
andino, cultivar brasileiro) e Midas (andino domesticado) x G12873 (mesoamericano
selvagem), indicando estarem localizados nos cromossomos Pv0l1l, Pv04 e PvO7.

Entretanto, dado que ainda n&o havia o genoma de referéncia para indicar a posicéo
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dessas marcas, ndo ha conhecimento se as marcas significativas indicadas pelo
GWAS correspondem as regides ja reportadas.

Considerando a caracteristica CRC, o SNP ss715644429 localizado a 17,9
Mb no cromossomo Pv02 apresentou MAF de 0,26. Entretanto, ndo indicou a posicéo
de nenhum gene reportado para essa regido no genoma de referéncia, assim como
para a caracteristica DT indicado pelo SNP ss715644253, localizado no Pv11.

O diferencial de temperatura (DT) considera as plantas com menor
temperatura foliar quando comparado a temperatura ambiental, caracteristica
intimamente relacionada a transpiracéo. A transpiracéo serve para resfriar as folhas
expostas a altas temperaturas do ar, baixas pressées atmosféricas de vapor d'agua
ou ao efeito de aguecimento da luz (Radin et al., 1994). Temperaturas amenas do
dossel também ja foram correlacionadas positivamente com o rendimento de
sementes, o0 crescimento da cultura, e a extracdo de agua do solo (Sponchiado et al.,
1989; Perera et al., 2020).

Para DT a regido localizada a 17,25 Mb no Pvl1l apresentou um SNP
significativo, com p-valor elevado (Tabela 15, Figura 5)
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Figura 5. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de andlise GWAS através do
modelo BLINK para os valores genotipicos da altura de planta (ALT)
(a), conteudo relativo de clorofila (CRC) (b) e diferencial de
temperatura (DT) (c).
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Apesar de somente o modelo Blink indicar SNPs significativos para ALT, CRC
e DT, o modelo e sua boa adequacédo para essas caracteristicas podem ser notadas
pelos Q-Q plots (Figura 5). Providenciando assim, regides promissoras para estudos

de validacao.

4.2.3.3.2 Numero de dias para enchimento dos grédos (NDE)

Quatro SNPs foram significantemente associados com NDE (Tabela 16). Sendo
um SNP a 12,3 Mb no Pv03, onde o0 ss715647578 apresenta a menor significancia e
indicado pelo modelo FarmCPU, e no Pv05 localizado a 4,4 Mb foi identificado o SNP
ss715646739 através do modelo BLINK.

Por outro lado, os SNPs significativos ss715641982 e ss715644574 a 20,1 Mb
e 19,3 Mb no Pv10 apresentaram os maiores p-valores para associacéo, sendo 5,05
x 10712 (BLINK) e 3,51 x 10%(FarmCPU), respectivamente. Associando-se
significativamente com a caracteristica (Tabela 16).

Tabela 16. P-valores dos SNPs significativos (P < 1,08 x 10-%°) associados com o
valor genotipico de dias para enchimento de grdos (NDE) e as
respectivas posi¢cées (Mb) nos cromossomos (Chr) e minima frequéncia
alélica (MAF) identificados pelos modelos estatisticos BLINK e

FarmCPU.
Modelo  Caract. SNP Chr  Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
Blink ss715641982 10 20.160.657 0,46 5,05E-12
NDE ss715646739 5 40.494.687 0,48 3,41E-07
FarmCPU ss715644574 10 19.359.830 0,46 3,51E-09
ss715647578 3 12.384.518 0,15 6,49E-07

Somente o ss715647578, localizado a 12,38 Mb no Pv03 apresentou-se
exclusivo para o modelo FarmCPU, e também para nimero de dias para enchimento.
Com todos os demais também significativos para a caracteristica numero de dias para

maturacdao fisiolégica (NDM).
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Figura 6. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de analise GWAS através do
modelo BLINK (a) e FarmCPU (b) para os valores genotipicos de dias
para enchimento de graos (NDE).

Conforme Yu et al. (2006), afim de se reduzir erros do tipo I, os quantis
mostrados no Q-Q plots preferencialmente devem apresentar o menor nivel de
inflacdo nas extremidades, com os valores ficando dispostos na diagonal. Como pode
ser visualizado, os dois modelos apresentaram boa adequacéao. Justificando o uso dos
modelos utilizados.

4.2.3.3.3 Numero de dias para florescimento (NDF)

O mesmo SNP ss715641982 localizado no Pv10, identificado para NDE
apresentou significancia para NDF, e foi indicado por todos os modelos adotados na
analise GWAS para essa caracteristica (Tabela 17). Também houve associacao
significativa para o marcador SNP ss715647887 e ss715646739, localizados a 35,03
Mb no Pv02 e 40,49Mb no Pv05, respectivamente. Houve ainda, significancia para o

s$s715645886 localizado a 49,30 no Pv01 e indicado somente pelo modelo FarmCPU.
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Tabela 17. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico de
dias para florescimento (NDF) e as respectivas posicoes (Mb) nos
cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF) identificados
pelos modelos estatisticos BLINK e FarmCPU.

Modelo  Caract. SNP Chr  Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
Blink $s715641982 10 20.160.657 0,46 3,22E-09
$5715647887 2 35.039.316 0,12 1,08E-06

NDF ss715641982 10 20.160.657 0,46 1,35E-08

FarmCPU s$s715647887 2 35.039.316 0,12 1,25E-06
$5715645886 1 49.303.661 0,05 6,00E-06

A associacao indicada pelo ss745645886 localizado a 49,30 Mb no Pv01,
corrobora com outros pesquisadores, como Raggi et al. (2019) que relatam, a partir
de GWAS realizado em painel com 192 gendétipos homozigotos uma associacdo
significativa, localizada a 49.657.488 Mb no Pv01. Sugerindo desse modo, de que haja
genes relacionados a dias para florescimento localizado no Pv01, carecendo apenas
de estudos de validacdo para as regides relatadas (Tabela 17, Figura 6). Kamfwa et
al. (2015) também relatam uma associacgéo significativa de uma regido localizada a
48.34 Mb no Pv01, sendo também a mesma regido em comum com dias para

maturacao fisiologica.
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Figura 7. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de anélise GWAS através do
modelo BLINK (a) e FarmCPU (b) para os valores genotipicos de dias
para florescimento (NDF).

102



Conforme mostrado na Tabela 17, ambos os modelos adotados apresentaram
dois SNPs em comum, localizados no Pv02 e Pv10, com o modelo Blink ajustando os
valores dos p-valores observados e esperados de maneira mais adequada que o

modelo FarmCPU, notados na Figura 7.

4.2.3.3.4 Numero de dias para maturacao fisiologica (NDM)

Para NDM cinco marcas foram significativas, havendo um SNPs indicado
pelos modelos BLINK e FarmCPU. Todos os SNPs significativos estéo localizados nos
cromossomos Pv01, Pv02, Pv04 e Pv10 (Tabela 18). Também pode ser notado a boa
adequacao dos modelos, representado pelos respectivos Q-Q plots (Figura 4).

Tabela 18. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico de
dias para maturacao fisiolégica (NDM) e as respectivas posi¢cdes (Mb)
nos cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF) identificados
pelos modelos estatisticos BLINK e FarmCPU.

Modelo  Caract. SNP Chr  Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
$s715641982 10 20.160.657 0,46 1,35E-14

Blink $s715646229 4 2.426.195 0,09 4,66E-06
NDM ss715647887 2 35.039.316 0,12 4,73E-06
$s715641982 10 20.160.657 0,46 7,91E-10

FarmCPU ss715643401 2 7.779.331 0,14 6,70E-07
$s5715645886 1 49.303.661 0,05 3,36E-06

Assim como Kamfwa et al. (2015) encontrou um SNP significativo para NDM e
NDF localizado a 48.34 Mb no Pv01, nesse estudo também se encontrou um SNP
(ss715645886) para ambas caracteristicas localizado a 49.30 mb no Pv01. Indicando
uma regido candidata promissora, assim como o SNP ss715641982, indicado para

ambas caracteristicas localizada a 20.16 Mb no Pv10.
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Figura 8. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de analise GWAS
através do modelo BLINK (a) e FarmCPU (b) para os valores

genotipicos de dias para a maturacgao fisioldgica (NDM).

O SNP ss715641982 indicado com a maior associacao significante por ambos

os modelos pode indicar uma regido importante para a determinacéo da caracteristica

estudada.

4.2.3.3.5 Nimero graos por vagens (NGV)

O SNP ss715647642 localizado a 19,31 Mb no PvO6 e o ss715647887

localizado a 35,03 Mb no Pv02 foram em comum para os modelos. Com destaque

para 0 ss715647642 que apresentou elevado nivel de significancia em todos os

modelos tanto no ambiente CE quanto no SE (Tabela 19).

Tabela 19. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico de
dias para numero de graos por vagem (NGV) e as respectivas posicoes
(Mb) nos cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF)
identificados pelos modelos estatisticos BLINK e FarmCPU no
experimento com estresse (CE) e sem estresse hidrico (SE)

Modelo Caract. SNP Chr  Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
Blink Ss715647642 6 19.318.348 0,43 3,41E-16
NGV CE $5715647887 2 35.039.316 0,12 1,31E-07

FarmCPU - ss715647642 6 19.318.348 0,43 2,86E-15
$s715647887 2 35.039.316 0,12 4,35E-08

Ss715647642 6 19.318.348 0,43 1,01E-12

Blink ss715647203 10 38.795.027 0,45 2,31E-06
NGV SE $5715646990 9 15.678.709 0,08 5,14E-06

- ss715647642 6 19.318.348 0,43 2,23E-11

FarmCPU S$s715646990 9 15.678.709 0,08 3,12E-06
$5715647203 10 38.795.027 0,45 4,24E-06
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Figura 9. Manhattan plots e os respectivos Q-Q plots resultantes de analise GWAS através
do modelo BLINK no ambiente SE (A1) e CE (Az2), e FarmCPU no ambiente SE (B1)
e CE (B2) para os valores genotipicos de nimero de gréaos por vagem (NGV).

4.2.3.3.6 Temperatura foliar (TF)

Seis SNPs exclusivos foram identificados para TF, com uma marca
significativa no Pv02 e quatro localizadas no Pv04. Todos os SNPs associados
significativamente a caracteristica sédo igualmente indicados pelos modelos BLINK e
FarmCPU (Tabela 20).
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Tabela 20. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico de
dias para temperatura foliar (TF) e as respectivas posi¢coes (Mb) nos
cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF) identificados
pelos modelos estatisticos BLINK e FarmCPU.

Modelo Caract. SNP Chr Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
715641420 2 10.911.543 0,48 1,69E-08
715639837 4 12.372.185 0,48 5,57E-06
Blink 715644915 4 11.907.429 0,48 5,57E-06
715639612 4 11.694.798 0,48 5,57E-06
715640742 4 12.087.888 0,48 5,57E-06
TE 715644824 4 12.609.219 0,48 5,57E-06
715641420 2 10.911.543 0,48 5,03E-09
715639612 4 11.694.798 0,48 6,87E-06
FarmCPU 715640742 4 12.087.888 0,48 6,87E-06
715644824 4 12.609.219 0,48 6,87E-06
715639837 4 12.372.185 0,48 6,87E-06
715644915 4 11.907.429 0,48 6,87E-06
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Figura 10. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de analise GWAS através do modelo

BLINK (a) e FarmCPU (b) para os valores genotipicos da temperatura foliar
(TF).

4.2.3.3.7 Fotossistema Il (PSII)

Dois SNPs foram associados significativamente somente pelo modelo
FarmCPU, o0 ss715648542 localizado a 12,27 Mb no Pv08 e ss715646164 localizado
a 45,82 Mb no Pv02 (Figura 11, Tabela 21).
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Tabela 21. P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico da
eficiéncia fotossintética (PSIl) e as respectivas posi¢coes (Mb) nos
cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF) identificados pelo
modelo estatistico FarmCPU.

Modelo  Caract. SNP Chr  Posicdo SNP (Mb) MAF  P.value
ss715648542 8 12.274.560 0,47 8,18E-12

S$s715646164 2 45.822.854 0,29 2,62E-06

FarmCPU PSiIl

Conforme pode ser notado o modelo FarmCPU apresentou uma adequacéo
satisfatoria, indicando, entretanto, apenas dois SNPs significativamente associados a

eficiéncia fotossintética.
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Figura 11. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de andlise GWAS através do modelo
FarmCPU (a) e MLMM (b) para os valores genotipicos da eficiéncia do
Fotossistema Il.

A auséncia de trabalhos que consideram a eficiéncia fotossintética para a
identificacdo de regifes associadas a essa caracteristica em condi¢cdo de campo com
ou sem estresse hidrico impede que as regides identificadas no Pv02 e Pv08 sejam
comparadas. Cabendo ainda a validacdo dessas regifes, anterioremente nao

reportadas.

4.2.3.3.8 Namero de vagens por planta (NVP)

Somente no ambiente SE houve indicagdo de SNPs significativamente
associados a caracteristica NVP. Os SNPs significativos estédo apresentados na tabela
22, se concentrando nos Pv01, Pv02, Pv03, Pv04, Pv06, Pv07, Pv08, Pv09 e Pvll,
totalizando 41 SNPs significativos. Entretanto, consideram-se somente os SNPs em

comum e 0 ss715646835 dado o elevado p-valor indicado pelo modelo Blink.
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Tabela 22.

P-valores dos SNPs significativos associados com o valor genotipico para
namero de vagens por planta (NVP) e as respectivas posicées (Mb) nos
cromossomos (Chr) e minima frequéncia alélica (MAF) identificados pelos
modelos estatisticos BLINK e FarmCPU em experimento sem estresse hidrico

(SE).
Modelo Caract. SNP Chr Posicdo SNP (Mb) MAF P.value
$s715646835 2 26.748.985 0,46 5,13E-09

Blink $s715650350 11 5.355.059 0,21  4,45E-07
$s715648787 9 20.309.120 0,47  4,13E-06
$s715647002 9 20.618.346 0,47  4,13E-06
$s715648787 9 20.309.120 0,47 8,52E-13
$s715639864 3 34.860.382 0,46  1,89E-08
$s715639229 6 28.567.679 0,46  1,89E-08
$s715639606 3 33.910.281 0,46  1,89E-08
$s715640515 7 22.930.917 0,46  1,89E-08
$s715646428 6 25.050.918 0,17  6,33E-08
$s715639296 8 52.035.759 0,47  1,55E-07
$s715639729 2 41.385.254 0,47  1,55E-07
ss715646796 4 3.768.718 0,47  1,55E-07
ss715647286 4 3.199.273 0,47  1,55E-07
ss715647294 4 3.143.476 0,47  1,55E-07
$s715649002 4 2.966.427 0,47  1,55E-07
$s715649006 4 3.054.966 0,47  1,55E-07
$s715639727 2 41.527.787 0,47  1,55E-07
ss715646201 4 2.894.249 0,47  1,55E-07
$s715646213 4 2.886.459 0,47  1,55E-07

NVP ss715646807 4 3.575.468 0,47  1,55E-07
ss715647287 4 3.085.453 0,47  1,55E-07

FarmCPU ss715647293 4 3.135.346 0,47  1,55E-07
$s715649005 4 3.715.072 0,47  1,55E-07
$s715649007 4 3.041.884 0,47  1,55E-07
$s715649010 4 3.006.244 0,47  1,55E-07
$s715639541 2 39.594.405 0,46  1,79E-07
ss715640411 11 19.112.420 0,46  1,79E-07
$s715640772 3 13.926.843 0,46  1,79E-07
$s715643615 1 30.376.784 0,46  1,79E-07
$s715639559 2 38.911.144 0,46  1,79E-07
$s715640284 2 39.240.134 0,46  1,79E-07
$s715642223 2 48.703.645 0,46  1,79E-07
$s715642683 3 25.682.095 0,46  1,79E-07
$s715644513 1 25.386.090 0,46  1,79E-07
$s715644929 1 22.342.616 0,46  1,79E-07
$s715645023 2 39.531.924 0,46  1,79E-07
$s715646880 8 1.210.512 0,46  1,79E-07
ss715647150 9 23.633.349 0,46  1,79E-07
$s715647225 2 2.270.492 0,46  1,79E-07
$s715650350 11 5.355.059 0,21  4,46E-07

108



Apesar de haver uma grande quantidade de SNPs significativos (quatro pelo
BLINK e 37 pelo FarmCPU), Zhang et al. (2019) recomendam comparar diferentes
modelos para consequentemente determinar as regides significativas. Ainda, segundo
Yu et al. (2006) os p-valores quando anotados no Q-Q plot e apresentam pouca
inflacdo mostra adequacéo para o modelo ao considerar os parametros utilizados,
assim como a caracteristica. Ao considerar essas observacdes, somente quatro
regides indicadas pelos SNPs ss715646835 (Pv02), ss715650350 (Pv11l),
$s715648787 (Pv09) e ss715647002 (Pv09) foram consideradas significativas para a
anotacdao funcional, assim como sera para posteriores estudos de validacao.

Somente o0 ss7156546835 com significancia de 5.13x10°%° é indicado
exclusivamente pelo modelo Blink, enquanto os demais sdo também indicados pelo
modelo FarmCPU.
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Figura 12. Manhattan plots e Q-Q plots resultantes de andlise GWAS
através do modelo BLINK (a) e FarmCPU (b) para os valores
genotipicos do nimero de vagens por planta (NVP).

Resende et al. (2018) através do mapeamento pela herdabilidade regional
(RHM - regional heritability mapping) identificou um QTL associado a arquitetura da
planta, com o intervalo 20,54 a 22,34 Mb localizado no Pv09. Coincidentemente o SNP
s$s715647002 apresentou significancia no mesmo intervalo (20,61 Mb) no Pv09,
entretanto para a caracteristica numero de vagens por planta (NVP). Podendo essa
regido corresponder a um QTL correlacionado a outras caracteristicas importantes no

feijdo comum.
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5. CONCLUSOES

Os acessos BGF5, BGF63, BGF65, BGF95, BGF107, BGF115, F31, F32 e
F34 foram selecionados por apresentarem os maiores niveis de tolerancia ao estresse
hidrico, quando considerado adaptabilidade e estabilidade produtiva.

A partir de GWAS, regides gendGmicas associadas significativamente com a
caracteristica de tolerancia ao estresse hidrico foram localizadas distribuidas nos
cromossomos Pv01 ao Pv11.

De modo geral, os acessos selecionados podem ser utilizados na rotina dos
programas de melhoramento da cultura do feijdo comum e SNPs indicam regides
associadas a caracteristica de resisténcia fisiologica, fornecendo assim, marcadores

para estudos de validacao e utilizacdo em selecdo assistida, respectivamente.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os acessos BL10, BL14, BL15, BL18, BL67 e BL98 foram selecionados para
resisténcia fisiolégica ao mofo branco e os acessos BGF5, BGF63, BGF65, BGF95,
BGF107, BGF112, BGF115, F31, F32 e F34 foram selecionados para tolerancia ao
estresse hidrico.

Os modelos estatisticos utilizados para mapeamento associativo permitiram a
identificacdo de regifes indicadas por 61 SNPs significativos para resisténcia
fisioldgica distribuidos nos cromossomos Pv02, Pv03, Pv09 e Pv10, e para tolerancia
ao estresse hidrico 48 SNPs foram significativamente associados, distribuidos nos
cromossomos Pv01 ao Pv1l.

Diversos genes relacionados a estresses bibticos e abidticos foram anotados,
com destaque para regides nao reportadas no Pv02 e Pv03, e regides que indicam
haplétipos para os QTLs WM2.2BV:R31 g WM3.1ANXCAP,

Conclui-se assim, que ha fontes de recursos genéticos para resisténcia a
estresses bidticos e abioticos, providenciou-se regifes a serem validadas afim de
permitir sua utilizacdo na rotina do melhoramento da cultura a partir da selecéo

assistida por marcadores, de modo a agilizar o processo de obtencéo de cultivares.
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