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CONSTRUQAO DE UM MAPA GENETICO VISANDO O MAPEAMENTO DE
LOCOS LIGADOS A RESISTENCIA A Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli EM
FEIJOEIRO COMUM

RESUMO

A murcha-de-Fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), é uma
das principais doengas de solo que afetam a cultura do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Com a
intensificacdo do cultivo em sistemas irrigados e sucessivos, sua incidéncia tem aumentado, exigindo
estratégias eficientes de manejo genético. Este estudo teve como objetivo caracterizar a resisténcia a Fop
e mapear regifes gendmicas associadas ao controle dessa doenga, utilizando uma populacdo F»
provenientedo cruzamento entreos genitores contrastantes IAC Milénio (resistente) e A211 (suscetivel).
Foram utilizados SNPs obtidos com o chip BARCBean12K, submetidos a filtragem por segregacéao
mendeliana e organizados em um mapa genético. A fenotipagem foi realizada com base em trés
parametros: severidadeda doenca (nota 21DAI), &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
e avaliagdo do xilema, frente ao isolado Fop UFVO01. A analise estatistica indicou variabilidade
significativa na populacdo F23, que pdde ser classificada em trés grupos distintos de resisténcia. Os dados
obtidos subsidiaram a construcdo de um mapa genético, visando o mapeamento de regifes gendmicas
associadas a resisténcia a murcha-de-Fusarium. O estudo contribui para a compreensdo da genética da
resisténcia a doenca e fornece subsidios para aplicacdo futura da selecdo assistida por marcadores em
programas de melhoramento do feijoeiro comum.

Palavras-Chave: Phaseolus vulgaris L, Marcadores moleculares, mucha-de-Fusarium.
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ABSTRACT

Fusarium wilt, caused by the soilborne fungus Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), is one
of the main diseases affecting common bean (Phaseolus vulgaris L.). With the intensification of irrigated
and successive cropping systems, its incidence has increased, requiring efficient genetic management
strategies. This study aimed to characterize resistance to Fop and map genomic regions associated with
its control, using an F, population derived from a cross between contrasting parents, IAC Milénio
(resistant) and A211 (susceptible). SNP markers obtained with the BARCBean12K chip were filtered
for Mendelian segregation and organized into a geneticmap. Phenotyping was performed based on three
parameters: disease severity (21DAI score), area under the disease progress curve (AUDPC), and xylem
evaluation, using the Fop UFVO01 isolate. Statistical analysis indicated significant variability in the F23
population, which could be classified into three distinct resistance groups. The data obtained supported
the construction of a genetic map aimed at identifying genomic regions associated with Fusarium wilt
resistance. This study contributes to understanding the genetics of disease resistance and provides a basis
for future marker-assisted selection in common bean breeding programs.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Molecular markers, Fusarium wilt.
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1. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) pertencente a classe Dicotyledoneae, familia
Leguminosae e subfamilia Papilionoideae, sendo a principal espécie cultivada dentro do género
Phaseolus, que também inclui outras espécies como P. coccineus, P. acutifolius e P. lunatus.
Responsavel por aproximadamente 95% da producdo global de feijdes, o P. vulgaris é cultivado
em cerca de 100 paises, com destaque para india, Brasil, China, Estados Unidos e México.
Dentre esses, 0 Brasil ocupa a posicdo de maior produtor mundial, seguido pelo México
(YOKOYAMA, 2002).

Assim como algumas leguminosas, o feijdo é consumido em grande quantidade no
Brasil e no mundo, independente da classe social, considerado a principal fonte de proteinas,
minerais, vitaminas e fibras (DEL PINO e LAJOLO, 2003). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB, 2024), entre os principais estados produtores de feijao
no Brasil destacam-se Parand, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo e Bahia. Sdo Paulo ocupa a
terceira posigdo no ranking nacional da produgéo, ficando atrés de Minas Gerais e Bahia, que
lideram com os maiores volumes produzidos. Minas Gerais continua sendo o principal produtor
do pais, respondendo por cerca de 24% da producdo nacional, enquanto S&o Paulo representa
aproximadamente 15% do total.

De forma geral, a ocorréncia de doencas representa um dos principais fatores
responsaveis pela reducdo da produtividade agricola, especialmente na cultura do feijoeiro. No
caso do Brasil, por exemplo, ja foram registrados mais de 45 patdgenos que afetam essa cultura
(BOREM e MIRANDA, 2009).

As doencas de solo, devido a dificuldade de controle quimico, figuram entre os
principais fatores responsaveis pela reducdo da produtividade agricola, podendo até mesmo
inviabilizar o cultivo em determinadas regifes (PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2020).
Dentre essas doencas, destaca-se a murcha-de-Fusarium, uma enfermidade vascular causada
pelo fungo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder (Fop), agente
patogénico amplamente relatado em lavouras de feijoeiro (de TOLEDO-SOUZA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2013).

O uso de cultivares resistentes tem se tornado o método mais eficiente e econdmico
para o controle de fitopatdgenos (SINGH e SCHWARTZ, 2010), principalmente doencas de
solo como a murcha-de-Fusarium pois ndo se aplica os métodos de controle convencional.

O processo de infec¢do das plantas por Fusarium oxysporum é complexo e envolve
multiplas etapas na interacdo patdgeno-hospedeiro. Entre essas etapas, destacam-se 0
reconhecimento e adesdo as raizes da planta, a penetracdo das hifas nos diferentes tecidos
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radiculares, a colonizagdo e progressao pelo xilema, além da adaptacdo ao ambiente interno da
planta (ZVIRIN et al., 2010).

Uma das estratégias para compreender o controle genético de determinados caracteres é
a utilizacdo de delineamentos genéticos, como os cruzamentos dialélicos. Além de permitirem
avaliar a acdo génica envolvida em diferentes genotipos, esses cruzamentos sdo ferramentas
valiosas na identificagcdo dos genitores mais promissores e na sele¢do de populagdes segregantes
com potencial agronémico (CRUZ et al., 2012). Na cultura do feijoeiro, esse tipo de abordagem
tem sido amplamente empregado em estudos relacionados a diversos caracteres, incluindo
produtividade de gréos (PEREIRA et al., 2019), resisténcia ao mofo-branco (FERREIRA et al.,
2018), ao crestamento bacteriano comum (TRINDADE et al., 2015) e, mais recentemente, a
murcha-de-Fusarium (TORRES, 2020; PEREIRA et al., 2019; BATISTA et al., 2016).

No contexto do melhoramento genético, os marcadores moleculares desempenham um
papel fundamental ao possibilitar a identificacdo de genotipos portadores de alelos associados
a determinados fenotipos. A integracdo entre dados genotipicos e fenotipicos viabiliza a
localizagdo de regides cromossdmicas associadas a caracteristicas agronomicamente
importantes, por meio do mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci). Essa metodologia
utiliza marcadores moleculares para detectar segmentos do genoma que influenciam a
expressdo de caracteres de interesse (SILVA et al.,, 2018; COLLARD et al., 2005). Os
marcadores de DNA associados a esses genes podem ser incorporados como ferramentas na
selecdo assistida por marcadores (SAM), permitindo maior eficiéncia no processo de selecéo.
A identificacdo e validacdo desses marcadores possibilitam a selecdo precoce de genoétipos
superiores, a selecdo simultdnea para multiplos caracteres em uma Unica geracdo e a
piramidacdo de alelos de resisténcia a uma mesma doenca (VIEIRA et al., 2018).

Este estudo teve como objetivo principal a construcdo de um mapa de ligacdo em
feijoeiro comum por meio de uma populacéo segregante F2:3, visando a identificacdo de regifes
gendmicas associadas a resisténcia a murcha-de-Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli (Fop). Para isso, foi utilizada uma abordagem integrada de genotipagem por SNPs
com BeadChips e fenotipagem com o patégeno, com o intuito de contribuir para o avango do
melhoramento genético da cultura.

Especificamente, o trabalho envolveu: (i) a obtencdo da populacdo Fze extracdo de DNA
das plantas; (ii) genotipagem com tecnologia de alta densidade; (iii) construcdo do mapa
genético; (iv) fenotipagem da populagdo F2:3frente a um isolado de F. oxysporum f. sp. phaseoli;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das principais leguminosas
cultivadas no mundo e possui origem na América Latina, com dois centros independentes de
domesticagdo reconhecidos: o0 Mesoamericano e o Andino. O primeiro se estende do México
até a Colémbia, enquanto o segundo abrange regides do Peru, Bolivia e noroeste da Argentina.
Estudos arqueoldgicos e gendmicos apontam que a domesticacdo ocorreu ha cerca de 7.000 a
8.000 anos, a partir de populagdes silvestres de Phaseolus, resultando em mudangas
morfoldgicas e genéticas importantes, como o aumento do tamanho das sementes, variacdo de
cores, ciclo de crescimento e adaptacdo a diferentes ambientes (GEPTS & BLISS, 1986;
SINGH et al., 1991; BITOCCHI et al., 2012; SCHMUTZ et al., 2014).

A domesticacdo nos dois centros gerou pools génicos distintos, que apresentam
diferencas em caracteristicas agronémicas e adaptacdo, mas que compartilnam a importancia
socioecondmica para 0S povos nativos da America. O pool génico Mesoamericano €
caracterizado por maior diversidade genética, enquanto o Andino sofreu um gargalo
populacional, apresentando menor variabilidade. Essas diferencas tém implicac6es diretas para
programas de melhoramento, especialmente em relacéo a resisténcia a doencas, como a murcha-
de-Fusarium, tema central deste trabalho (GEPTS et al., 2008; BITOCCHI et al., 2017).

A introducdo do feijoeiro comum no Brasil ocorreu por diferentes rotas, acompanhando
processos histdricos de colonizagdo e comércio. O pool génico Andino foi introduzido
principalmente pelo sul do pais, trazido por colonizadores espanhdis e portugueses, enquanto o
Mesoamericano foi difundido a partir do norte da América do Sul. Ao longo dos séculos,
cruzamentos naturais e artificiais entre materiais desses dois grupos, somados as condicdes
edafoclimaticas diversas, contribuiram para que o Brasil se consolidasse como um dos
principais centros de diversidade cultivada de feijoeiro comum, reunindo gendtipos de grande
importancia agronémica e cientifica (BITOCCHI et al., 2017).

2.1.1. Importancia econémica e nutricional

De acordo com os dados mais recentes da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2024), a producao mundial de feijdo esta concentrada em poucos paises, sendo que
aproximadamente 60% do volume global é produzido por seis nacdes: india, Myanmar, Brasil,
China, Estados Unidos e México. Entre eles, a india ocupa a primeira posicdo como maior

produtora, seguida por Myanmar e pelo Brasil, que se destaca como terceiro maior produtor
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mundial. Esses dados reforcam a importéncia estratégica do Brasil na oferta do gréo, tanto para
0 consumo interno quanto para 0 mercado externo.

No Brasil, o feijoeiro € cultivado em todas as regides do territdrio nacional, submetido
as mais variadas condicdes edafocliméticas e cultivado por grande parcela de pequenos
produtores, mas também pode ser encontrado em cultivos com alto nivel de tecnologia
(BARBOSAe GONZAGA, 2012). E uma cultura de grande importancia na economia brasileira,
pois a populacdo tem o habito de consumi-la diariamente em suas refei¢cdes, visto que é um
alimento rico em proteinas, fibras, minerais e vitaminas (SILVA, 2010).

O valor nutricional do feijdo e seus beneficios a salde explicam a relevancia dessa
leguminosa na dieta humana. Considerada uma fonte importante de carboidratos, fibras,
vitaminas e minerais (PIRES et al. 2005), além de compostos polifendlicos com propriedades
antioxidantes (POLYA, 2003). Outro aspecto relevante é que, por ser uma leguminosa, 0
feijoeiro estabelece simbioses com bactérias fixadoras de nitrogénio, o que eleva
significativamente seu teor proteico em comparacao a outras especies (BROUGHTON et al.
2003).

No Brasil, o cultivo do feijdo ocorre ao longo de todo o ano, distribuido em trés
principais épocas de semeadura. A primeira, conhecida como safra das aguas, € realizada
geralmente entre 0s meses de agosto e dezembro, com colheita entre novembro e marco. Essa
safra responde por cerca de 42% da producéo nacional, sendo predominante nas regides Sul e
Sudeste, além dos estados de Goias, Piaui e Bahia. A segunda época, denominada safra da seca,
ocorre entre janeiro e mar¢o, com colheita entre abril e junho, representando aproximadamente
37,03% da producao do pais. Nessa fase, o cultivo esta concentrado nas regibes Nordeste, Sul
e Sudeste, bem como nos estados de Mato Grosso e Goias. Por fim, a terceira safra, conhecida
como safra de outono-inverno ou safra irrigada, tem inicio com a semeadura em maio e colheita
entre agosto e outubro, sendo responsavel por 20,98% da producdo nacional. Os principais
estados produtores nesta época sdao Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Bahia, Para, Pernambuco e
Alagoas (BARBOSA e GONZAGA, 2012; CONAB, 2016).

Dentre ostipos de gréos cultivados, o feijao carioca representa o principal em consumo
e cultivo pela populacdo brasileira (TSUTSUMI et al., 2015), ocupando em torno de 70% do
mercado nacional de grdos (BARILI et al., 2016). Mesmo com tamanha importancia, as
cultivares de grdos carioca ainda sao insuficientes quanto aos caracteres arquitetura de plantas,
produtividade de grdos e resisténcia as doencas, considerados simultaneamente.
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Em vaérias nac¢des africanas e americanas, o feijao contribui de forma significativa para
a dieta, representando uma parcela importante da ingestdo calérica e proteica diaria
(BROUGHTON et al., 2003; HAYAT et al., 2014). Evidéncias cientificas sugerem que o
consumo desse alimento esta associado a reducgdo do risco de doengas crdnicas, como doengas
cardiovasculares, obesidade e diabetes (HAYAT et al., 2014).

2.1.2. Desafios na producéo

No Brasil, expansdo do cultivo em éreas irrigadas, aliada a pratica de plantios
sucessivos, tem favorecido o aumento da incidéncia de doencas na cultura do feijoeiro,
especialmente aquelas associadas ao solo, como a murcha-de-Fusarium (ABAWI & PASTOR
CORRALES, 1990; UENO & COSTA, 2018), especialmente na Regido Central, onde o cultivo
do feijoeiro é frequentemente realizado sob irrigacdo por pivod central e em sistemas de sucessao
com plantios continuos, condi¢bes que favorecem o desenvolvimento do patégeno (XUE et al.,
2015; BATISTA et al., 2017). O controle quimico por meio de fungicidas tem se mostrado
ineficaz, sobretudo devido ao fato de Fusarium oxysporum ser um patdgeno habitante do solo,
possuindo estruturas de resisténcia capazes de sobreviver por longos periodos no ambiente
(YADETA e THOMMA, 2013). Diante disso, a adocdo da resisténcia genética tem sido
apontada como uma estratégia promissora e sustentavel para o manejo da doenca.

Apesar desta reconhecida importancia social e econémica do feijao no Brasil, a
produtividade média de graos estd muito abaixo do potencial produtivo das cultivares. Essa
situacdo € justificada por diversos fatores, como o grande niumero de doencas e pragas que
acometem a cultura, algumas das quais causam altos danos (JUNAID et al., 2014). Estima-se
que cerca de 45 doencas podem afetar, de modo relevante, o feijoeiro comum no territério
brasileiro. Estas podem ser de origem bacteriana, virotica, fungica, além das incitadas por
nematoides (BOREM et al., 1998). Entre as principais doencas flingicas, tem-se a antracnose, a
mancha- angular, 0 mofo-branco e a murcha de Fusarium (PAULA JUNIOR e WENDLAND,
2012).

2.2. Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
2.2.1. Caracteristicas bioldgicas do patégeno

A murcha de Fusarium cujo agente etioldgico é o fungo Fusarium oxysporum Schlecht.
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f. sp. phaseoli Kendrick & Snyder (Fop) (DE TOLEDO-SOUZA et al. 2012; PEREIRA et al.
2013) é uma das principais doengas de solo do feijoeiro comum no Brasil. As perdas causadas
por essa doenca tém sido crescentes, principalmente em reas sob plantios sucessivos e irrigados
(DE TOLEDO-SOUZA et al. 2012). Além da auséncia decontrole quimico, esse cenario é
agravado devido a producdo de clamiddsporos, estruturas de resisténcia produzidas pelo fungo,
que sobrevivem por varios anos no solo, mesmo naauséncia de hospedeiro. Paralelamente, a
questdo de aquecimento global pode estar aumentando a incidéncia da doenca, j& que plantas
fisiologicamente estressadas por aumento de seca e de altas temperaturas tendem a se tornar mais
suscetiveis a algumas doencas (GARRETTet al., 2011). Por todas essas razGes, a principal
alternativa de controle da doenca é a obtencdo de cultivares resistentes (CROSS et al., 2000).

Dentre o pequeno ndmero de racas fisioldgicas de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli,
aracga 2 é a Unica definida como brasileira (RIBEIRO e HAGEDORN, 1979).Mesmo assim, 0
patdgeno demonstra alta variabilidade (CRUZ et al., 2018), a qual podeser justificada por
mecanismos de transferéncia horizontal de genes e cromossomos entreisolados geneticamente
distintos (MA et al., 2010; VAN DAM e REP, 2017).

O perfil de expresséo de plantas de feijoeiro inoculadas com isolados com alta ebaixa
viruléncia foi comparada por NINO-SANCHEZ et al. (2015). Foram detectadas diferencas nos
mecanismos de resposta para o isolado com menor viruléncia comtranscricdo precoce do gene
da proteina PR1 (Proteinas-PR, pathogenesis-related proteins), relacionada ao processo de
resisténcia sistémica adquirida (VAN LOON, 1985). O isolado com maior viruléncia induziu
preferencialmente a expressdo do fator responsivo a etileno (ERF2), indicando dissimilaridades
quanto as respostas do feijoeiro comum a Fop de acordo com o nivel de viruléncia do isolado.

A avaliacdo da severidade da murcha de Fusarium em feijoeiro é geralmente realizada
com base em uma escala de notas como a desenvolvida por PASTOR- CORRALES e ABAWI
(1987) que tem como principal sintoma amurcha da parte aéreadaplanta. PAULINO et al. (2020)
avaliaram a resisténcia de trés genotipos de feijdo (BRSEstilo, A211 e Mortifio) ao Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli usando diferentesmétodos de inoculacdo (imersao da raiz, o palito
colonizado e a difusdo em disco a base de agar) e mostraram que a imersao da raiz foi 0 método
de inoculacdo mais eficaz. Quanto ao método de avaliacdo da severidade da doenca, 0s autores
evidenciaram que a escala de notas de PASTOR-CORRALES e ABAWI (1987) foi também a
mais eficiente para avaliar grandes quantidades de linhagens de feijdo em relacdo ao método de
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avaliagdo da medida do comprimento da descoloracdo do caule com régua milimetrada (cm).

2.2.2. Resisténcia Genética ao Fusarium oxysporum

A heranca genética e potenciais fontes de resisténcia de feijoeiro ao Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli tem sido demonstrada em diferentes estudos. RIBEIRO e
HAGEDORN (1979) demonstraram que as variedades Tenderette e Pintado sdo detentoras de
um Unico gene dominante que confere a resisténcia a raca 2 (brasileira) da doenga. Os autores
relataram que a variedade Preto Uberabinha apresenta um gene com dominancia incompleta
que confere resisténcia a raca americana. SALGADO et al. (1995), em avaliacdo a um isolado
originario do Colorado, relataram a acdo de um Unico gene dominante na cultivar Jamapa,
enquanto algumas linhagens e as cultivares HF 465-63-1 e Porrillo Sintetico demonstraram um
mecanismo mais complexo de resisténcia baseada em genes recessivos.

Avaliando progénies originarias de cultivares mesoamericanas resistentes esuscetiveis
a raca 4 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, CROSS et al. (2000) concluiram de maneira
semelhante a SALGADO et al. (1995) a acdo de um unico gene dominante relacionado a raga
Durango e evidéncias de heranca poligénica com herdabilidade moderada para a raca
Mesoamerica, ambas racas relativas ao pool génico mesoamericano.

A obtencéo de gendtipos mais resistentes a murcha-de-Fusarium depende, em grande
parte, da existéncia de variabilidade genética para a resposta a doenca, o que tem sido
demonstrado em diversos estudos (PEREIRA et al., 2011, 2016, 2019, 2020; BATISTA et al.,
2016). No entanto, a maioria das cultivares de feijdo do grupo comercial carioca atualmente
disponiveis no mercado ainda apresenta suscetibilidade, especialmente aquelas com habito de
crescimento mais ereto e graos de coloracdo mais clara. Diante disso, torna-se imprescindivel
0 desenvolvimento de novas cultivares que aliem resisténcia a murcha-de-Fusarium a outras
caracteristicas agronomicamente desejaveis. Entre essas, destacam-se o elevado potencial
produtivo e a conformidade dos grdos com os padrGes comerciais de tamanho e qualidade
(PEREIRA et al., 2019).

O primeiro trabalho com mapeamento genético de QTL foi realizado por FAL Let al.
(2001) para raca 4 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (SALGADO e SCHWARTZ, 1993)
em populacdes de RILs (Recombinant Inbred Lines). FALLet al. (2001), ao avaliar a resisténcia
a raca 4 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, identificaram um QTL que explicou 63,5% da

variacdo fenotipica, sugerindo ainda a participacdo de genes adicionais de menor efeito e/ou
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interacOes genéticas aditivas, 0 que evidencia uma heranca, no minimo, oligogénica. Em outro
estudo, os mesmos autores relataram que apenas o marcador BARC-PV-0003450 foi altamente
significativo em dois ensaios — conduzidos em ambiente controlado (p < 0,001) e na safra de
inverno (p < 0,01) — explicando até 21,5% da variancia fenotipica.

VALDO (2017) mapeou QTLs ligados a resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli com marcadores SSRs (Simple Sequence Repeats) e SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) ligados em 92 RILs derivadas do cruzamento Ouro Branco x CNFP10132 e
reportou diferencas significativas para safras e para ensaios de ambiente controlado, indicativo
de que o ambiente influencia diretamente na severidade da doenca.

O isolado Fop UFV46 foi avaliado em familias F2:3, em casa de vegetacdo, dos
cruzamentos Milionario 1732 x Macanudo e FT-Tarumi x Macanudo por CANDIDA etal.
(2009) e foi sugerido a acdo de um gene maior com efeito de dominancia incompleta, além da
acdo de genes menores controlando a resisténcia. BATISTA et al. (2016), estudando
cruzamentos dialélicos com oito genotipos para o isolado Fop UFV01, demonstraram que a
heranca da resisténcia a Fop deve ser atribuida a genes com efeitos de dominancia e efeitos
aditivos.

Genes reguladores foram identificados por XUE et al. (2015) na interacdo Fop-

P. vulgaris. Genes relacionados a sintese, processamento e transporte de proteinas, bem como
genes com atuacdo em diferentes processos (desenvolvimento e organizacdo do citoesqueleto,
reacdes redox, respostas de defesa a estresses e sintese de hormdnios) foram identificados em
expressdo diferencial.

A ocorréncia de varios eventos moleculares orquestrados é determinante nas interacées
entre feijdo comum e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (CHEN et al., 2019)tais como alta
expressao de genes associados a via de biossintese de flavonoides, atuacdode horménios (acido
salicilico, jasmonato e etileno) com importante funcdo nas vias de sinalizacdo em resposta a
infeccdo por Fop (BENCHIMOL-REIS et al., 2023).

Mapeamento associativo para a raca 6 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, em um
painel de 133 acessos de feijao portugués foi realizado por LEITAO et al. (2020) que
observaram nove SNPs associados com o controle da resisténcia a murcha de
Fusarium nos cromossomos Pv04, Pv05, PvO7 e Pv08. Os autores sugeriram uma heranca
poligénica, com genes com pequenos efeitos associados as caracteristicas fenotipicas avaliadas.
Ressaltaram genes candidatos relacionados a biossintese de fitoalexinas, a resposta de
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hipersensibilidade, e ao metabolismo primério do feijoeiro.

Mapeamento associativo (GWAS) para resisténcia a Fop foi realizado por PAULINO
et al. (2021) utilizando os isolados Fop UFV01 e Fop IAC18001, e 2.001 SNPs significativos
num painel de 205 acessos mesoamericanos, avaliando os parametros severidade (SEV) e curva
de progresso da doenca (AACPD). Os autores utilizaram os sintomas de clorose, murcha da
planta e descoloragdo vascular do hipocétilo paraavaliacdo do efeito reverso da doenga. Onze
SNPs significativos foram evidenciados noscromossomos Pv01, Pv03, Pv04, Pv05, Pv07, Pv10
e Pvll. Paraaisolado Fop UFV01, um importante cluster de 20 genes candidatos relacionados
a transcricdo de proteinas relacionadas a mecanismos de resisténcia (proteinas PR), contendo
os dominios LRR (Leucine-rich repeats) e NB-ARC, foi localizado pr6ximo ao marcador
§s715648096 posicionado a 51,50 Mb no cromossomo Pv11.

2.3 Mapeamento genético

No mapeamento genético de uma espécie as populactes que podem ser utilizadas sé@o
populacdes F2, populacdes derivadas por autofecundacéo a partir da geracdo F», RILS, duplo
haploides e populaces geradas por retrocruzamentos (VIEIRA et al., 2006). E necessario que
seja estabelecida uma populacdo segregante para o loco de interesse, cruzando-se genitores
fenotipicamente contrastantes, e que possua desequilibrio de ligacdo com o0s marcadores
moleculares (RAMALHO et al., 2012).

A selecdo da populacgdo para a construcdo de um mapa genético é uma etapa fundamental
para 0 sucesso da analise (GONZALEZ et al. 2017; STAUB et al. 1996), sendo superada em
importancia apenas pela escolha dos genitores. Um fator importante a ser levado em conta é a
divergéncia genética entre 0s genitores que comporao a populacdo segregante. Quanto menor
for essa divergéncia, mais dificil sera obter polimorfismos e menor sera o contraste para as
caracteristicas fenotipicas, o que dificulta a criacdo de mapas saturados e a deteccdo de QTLS
(BHATIA, 2020; BONIERBALE et al. 1988; CARNEIRO e VIEIRA, 2002).

A construcdo de um mapa genético estimula a aquisi¢do de informacdes importantes
para o melhoramento genético de uma espécie. Tais informagdes variam desde a associacdo de
marcadores com caracteres qualitativos e localizacdo dos mesmos nos grupos de ligacdo, até a
identificacdo de regides gendmicas associadas a caracteres quantitativos (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998).

O controle genético da variacdo quantitativa envolve muitos loci, 0s quais possuem
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efeitos variados sobre a caracteristica controlada. MATHER (1941) utilizou o termo poligenes
para definir genes de pequeno efeito ou “genes menores”, e o termo oligogenes para 0s genes
de grande efeito ou “genes maiores”. Porém, independente da magnitude de seu efeito,
GELDERMANN (1975) sugeriu o termo QTL (Quantitative Trait Loci) para designar loci
controladores de caracteristicas quantitativas.

2.3.1. Marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

A utilizacdo de marcadores moleculares € fundamental para a deteccdo e analise da
variabilidade genética. Esses marcadores apresentam a vantagem de serem independentes das
condicdes ambientais, podendo ser aplicados em qualquer fase do desenvolvimento vegetal.
Isso facilita a selecdo precoce de caracteristicas complexas, que nao seriam facilmente
identificadas por meio de avaliacGes fenotipicas (GUPTA et al. 1999; SCHUSTER 2011). Dessa
maneira, 0s marcadores sdo essenciais para o sucesso de programas de melhoramento, uma vez
que esses programas dependem, principalmente, da escolha correta dos genitores e do
entendimento das caracteristicas selecionadas (BERED et al. 1997; TURCHETTO-ZOLET et
al. 2017).

Entre os diversos tipos de marcadores moleculares, os marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) correspondem a polimorfismos de base Unica e destacam-se dos
demais por apresentarem ampla distribuicdo no genoma (HWANG et al.,, 2016). Esses
marcadores sdo classificados como bialélicos, devido a alteracdo da base nucleotidica (A, C, T
ou G), pois permitem a identificacdo de apenas dois alelos, e sdo codominantes, por
discriminarem os individuos heterozigotos. SNPs sdo mutacdes de ponto que devem ocorrer no
genoma em frequéncia minima de 1% (LIAO e LEE, 2010). GUPTA et al.(2001) relataram que
a abundancia de SNPs em genomas de plantas € cerca de 1 SNP a cada 100-300 pb.

A utilizacdo dos SNPs em estudos de mapeamento genético esteve limitada porum certo
tempo devido as restricGes tecnologicas para a deteccdo do polimorfismo, entretanto, as
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) mudaram esse quadro (CAETANO et
al., 2009). Nos ultimos dez anos, vem crescendo o niumero de SNPs desenvolvidos para o
feijoeiro comum, bem como as analises realizadas (VALDISSER et al., 2016). As tecnologias
de sequenciamento estdo criando oportunidades para o desenvolvimento de ferramentas mais
confiaveis e eficientes paraa analise genética (HWANG et al., 2016). Deste modo, esses avangos

tecnoldgicos diminuiram os custos e o tempo da genotipagem (METZKER, 2010). Esses
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marcadores podem ser identificados de diferentes formas, como hibridizagéo, sequenciamento
direto com comparacdo de fragmentos das moléculas de DNA e via PCR (PolymeraseChain
Reaction) (BARROS e SOUZA, 2012).

O NGS possibilita o sequenciamento de milhares de pares de bases nucleotidicas
utilizando plataformas automatizadas, que conseguem produzir centenas de gigabases de dados
em uma Unica execucdo, de maneira agil e com um custo por base significativamente reduzido
(VARSHNEY et al. 2009).
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
O projeto objetivou a construgcdo de uma populagdo de mapeamento detentora de
desequilibrio de ligacdo visando a construcdo de um mapa genético a fim de identificar regides
gendmicas associadas a resisténcia & murcha de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em
feijoeiro comum.

3.2 Especificos

a) Obtencdo de uma populagéo F2; extracdo de DNA de cada planta F2 e envio dos DNAs para
analises com BeadChips;

b) Fenotipagem da populacéo F2:3para resisténcia e suscetibilidade & Fusarium oxysporum f. sp.
Phaseoli (isolado Fop UFV 01);

c) Genotipagem da populagéo por meio de marcadores SNPs
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Construcéo de populagéo Fz:3

Uma populacéo F2 foi obtida para fins de mapeamento de QTLs cruzando-se a cultivar
IAC Milénio (carioca, resistente, PAULINO et al.,, 2021) com o genétipo A211 (preto,
suscetivel, PAULINO etal., 2021), escolhidos devido ao contraste fenotipico para Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. A cultivar IAC Milénio pode ser considerada uma importante fonte
de resisténcia a Fop por apresentar resisténcia ao isolado Fop UFV01 (média de notas 1,67,
segundo PAULINO et al., 2021).

As hibridacdes foram realizadas em casa de vegetacdo para um melhor controle e
manuseio da operacdo de emasculacdo e polinizacdo. A técnica adotada para a hibridacdo
artificial foi como descrita por PATERNELLI e BOREM (1999).

Apds a obtencdo das sementes F1, estas foram germinadas, sendo irrigadas diariamente,
e apos 20 dias foi realizada a adubacdo de cobertura. Os tratos culturais e manejo da cultura
foram realizados de acordo com as exigéncias das plantas no decorrer do ciclo. As plantas F2
foram obtidas (Figura 1) e foram elencados os gen6tipos com nimero igual ou superior a 15
sementes por planta para o experimento com as progénies F2:3 no qual foi feita a fenotipagem
com um isolado de Fusarium oxysporum f. sp. Phaseoli. O tamanho amostral da F2 ficou em
156 gendtipos que foram sequenciados.

Figura 1. Produgdo da populagdo F,em casa de vegetacao.
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4.2 Genotipagem

O DNA gendmico total de cada planta da populacdo de mapeamento em F2 além dos
genitores foram extraidos de folhas jovens usando o DNEASY 96 PLANT KIT (QIAGEN,
EUA). A qualidade do DNA foi confirmada por eletroforese em agarose 1% e quantificada pelo
fluorimetro Qubit (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA, Figura 2). Todas as amostras foram
diluidas para uma concentracdo de 50 ng/uL. A genotipagem foi realizada usando a tecnologia
Beadchip com BARCBean12K (Illumina, San Diego, CA, EUA) com 12 mil SNPs.

=
Figura 2. DNAs das plantas F, em gel de agarose 1% para confirmagdo da qualidade da
extracao.

4.3 Fenotipagem

Um isolado de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli foi utilizado na fenotipagem dos
genétipos da populagdo de mapeamento Fz3, de seus genitores, e dos padrbes
suscetibilidade/tolerancia. O isolado (Fop UFV01) foi coletado da cultivar Meia Noite em
Coimbra, Minas Gerais, Brasil (PEREIRA et al., 2013). O isolado foi purificado através de
cultura monospédrica e confirmado como sendo do género F. oxysporum e patogénico ao
feijoeiro comum e identificado como uma nova raca do fungo (PAULINO et al., 2020;
PAULINO et al., 2021).

O experimento foi composto por 156 familias F2:3 cada uma integrada por cinco
gendtipos, e trés blocos casualizados. Além disso, tem-se duas testemunhas por bloco. 1sso deu
um total de 2.340 vasos com substrato que foram autoclavados por duas horas na autoclave da
nematologia da Fazenda Santa Elisa (Figura 3).
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Figura 3. Vasos com substrato Biomix autoclavado preparados para 0 experimento de
fenotipagem com as Fa3 .

4.4 Producao de in6culo

O protocolo comumente realizado no Programa do Feijdo IAC é o cultivo através de
meio Batata-Dextrose Agar (BDA, solido), porém, devido ao grande nimero de genétipos a
serem inoculados na fenotipagem, foi decidido que o protocolo para cultivo da Fop neste projeto
ocorresse por meio do cultivo do fungo em meio liquido, em agitador orbital.

Portanto, foram testados dois tipos de meios de cultura para o cultivo do fungo: Caldo
liquido de Batata-Dextrose (BD) e Extrato de Malte (EM). Inicialmente, foram inoculados dois
Erlenmeyers contendo 300 mL de meio BD autoclavado com trés discos do isolado UFVOL.
Ap0s isso, os frascos ficaram sob agitacdo de shaker orbital durante 22 dias com luminosidade

e temperatura ambiente (Figura 4).
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Figura 4. Meios de cultura batata dextrose e extrato de malte em shaker inoculados com
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (UFVO01).

As analises dos testes foram feitas apos este periodo, retirando uma pequena aliquota
de ambos Erlenmeyers e realizando contagem da suspensdo de esporos do fungo em
microscopio Optico com auxilio de Camara de Neubauer.

45  Germinagao

A germinacao das sementes das familias F-:s foi realizada por meio da técnica do papel
de germinacdo embebido com agua destilada, conforme metodologia descrita por BRASIL
(2009), colocando os rolos com as sementes em estufa BOD a 25°C com fotoperiodo de 12
horas por 3 dias.

As sementes pré-germinadas de cada gendtipo foram plantadas em vasos pote 15
contendo substrato para plantas Classe A indicado para o plantio em recipientes e covas
Composicdo: - PO de coco, Vermiculita, Casca de arroz Carbonizada, Turfa e PO de rocha,
autoclavado (2 vezes a 120°C por 1 hora) e tudo mantido em casa de vegetacdo por 10 dias, até

0 estagio fenoldgico V3 (Figura 5).
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Figura 5. Plantas dos genétipos das familias F2:3 em sementeiras no estadio V3.

4.6 Inoculacdo do fungo e avaliacdo da doenca

Apbds 10 dias de germinacgdo, 10 ml de uma suspensdo de esporos do fungo (1x106
conidios/mL) foi inoculada em cada gendtipo. O método utilizado foi 0 mesmo descrito por
PAULINO et al. (2020), que consiste em remover as plantas das células das bandejas, lavar o
sistema radicular em agua corrente, cortar 1/3 do sistema radicular e mergulhar as raizes na
suspensdo de esporos por 10 minutos (Figura 6). Em seguida, as plantas inoculadas sao
replantadas em vasos (1.020 mL) contendo substrato autoclavado. A avaliacdo da severidade da
murcha de Fusarium em feijoeiro foi realizada com base em uma escala de notas como a
desenvolvida por Pastor-Corrales & Abawi (1987, Figura 7) que tem como principal sintoma a
murcha da parte aérea da planta.
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Figura 6. Técnica de inoculacdo do tipo “Root-deep”, na qual a extremidade da raiz principal
das plantulas de feijoeiro é cortada e imediatamente imersa em uma suspensdo de esporos de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), permitindo contato direto do patégeno com os tecidos radiculares.

ALK

Figura 7. Aseveridade da doenga na populagdo das familias F: foi avaliada de acordo com uma
escala adaptada (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987), com valores variando de 1 a 9.

9

Os dados de severidade da doenca para todas as avaliacdes para cada genotipo da
populacdo de mapeamento bem como genitores foram utilizados para calcular a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) de acordo com a seguinte férmula (SHANER &
FINNEY, 1997):

Onde:
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1 fi. Y
AACPD s Z +1 + [ (T’_r] + Tl)
i=1

Yi = severidade de Fop na iésima observacao,
Ti=tempo (DAI) na iésima observacao e

n = namero total de avaliacOes.

4.7 Analise estatistica

As anélises dos dados fenotipicos (severidade, AACPD e xilema) foram analisadas via
estimativas REML BLUP y = Xr + Zg + e, em que y € 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
(aleatorios), e e é o vetor de residuos (aleatdrios).

A qualidade do ajuste foi obtida com base em analises com e sem efeitos genotipicos.
Para definir diferengas entre modelos completos com e sem os efeitos estudados, foi realizada
uma comparacao do valor do qui-quadrado com grau de liberdade com 1 e 5% de probabilidade,
pelo método da razdo da verossimilhanca (LRT).

A segregacéo de cada loco SNP foi avaliada quanto aos desvios da segregacao esperada
para a populacéo de F2:3(1:2:1) por meio do teste Qui-quadrado (p<0,01). As analises de ligacédo
foram realizadas com LOD > 3,0 e frequéncia de recombinagdo menor que 0,4; utilizando
software OneMap (MARGARIDO et al., 2007). As distancias em centiMorgans (cM) foram
estimadas pela funcdo de Kosambi (KOSAMBI, 1943). O ordenamento foifeito pela abordagem
multiponto de cadeias de Markov ocultas e a obtencédo gréafica do mapa foi gerada pelo software
MapChart (VOORRIPS, 2002).

A severidade da murcha-de-Fusarium foi avaliada utilizando a escala de notas no 21°
dia apos a inoculacdo (21DAI — days after inoculation), parametro amplamente adotado em
estudos de resisténcia a patdgenos em feijdo-comum. Essa avaliacdo representa um ponto em
que os sintomas estdo bem estabelecidos, permitindo discriminar de forma mais clara os
diferentes niveis de suscetibilidade e resisténcia entre os genoétipos. A utilizacdo do 21DAI
como referéncia padroniza as analises, possibilitando comparagdes entre experimentos e maior

consisténcia nos resultados fenotipicos.

31



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo fenotipica da populacéo de familias F2:
5.1.1 Preparacéo do indculo

Durante a etapa de preparacdo do indculo do isolado Fop UFV01 de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli, diferentes condicbes de cultivo foram testadas para viabilizar a
multiplicacdo eficiente do patégeno. A primeira tentativa, utilizando condi¢des padréo, resultou
em uma concentracdo de aproximadamente 1 x 102 esporos/mL, valor insuficiente para a
realizacdo do experimento de fenotipagem. Diante disso, foram realizadas novas estratégias de
cultivo, avaliando os meios BD e Extrato de Malte, combinados a diferentes regimes de
luminosidade.

Na segunda rodada de testes, os frascos contendo os meios foram autoclavados,
inoculados com trés discos de colbnia fungica e incubados sob agitacdo orbital com rotacédo
entre 100 e 120 rpm. Entre os tratamentos, destacou-se o cultivo no meio BD com 11 dias sob
luminosidade seguidos por 11 dias no escuro, que proporcionou uma concentragdo de 1 x 107
esporos/mL. Em comparagdo, o mesmo meio sob luminosidade continua gerou 1 x 10*
esporos/mL, enquanto o meio de Extrato de Malte resultou em apenas 1 x 10% esporos/mL.
Esses dados evidenciam que o meio BD, aliado ao controle de luminosidade, favoreceu

significativamente a esporulacdo do isolado.

Figura 8. Hifas e macroconideos do isolado Fop UFV01 observados no meio BD ap6s
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21 dias de incubacdo em shaker.

Diante desses resultados, foi adotado como protocolo padrao para a producgéo do indculo
o0 cultivo em meio BD com restricdo de luminosidade por 22 dias, condi¢do que gerou esporos em

quantidade suficiente e de boa qualidade para a inoculagdo da populagdo F2:3. A viabilidade das
estruturas fungicas foi confirmada por observacdes morfolégicas, incluindo a presenca de hifas e
macroconideos bem desenvolvidos, como ilustrado na Figura 8.

5.1.2 Avaliagéo da resisténcia
A resisténcia ao isolado Fop UFV01 de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli foi avaliada

em uma populacdo F2:3 composta por 156 familias derivadas do cruzamento entre a cultivar
resistente 1AC Milénio e o genitor suscetivel A211.

A variavel Nota 21DAI apresentou distribuicdo continua de escores entre 0s genotipos
da populacéo F2:3, variando de 1,0 a 8,87. A média geral foi de 3,20, com desvio padrédo de 2,11,
indicando a presenca de ampla variabilidade fenotipica em resposta a inoculagdo com o isolado
Fop UFVOL.

A amplitude dos escores observados reflete a segregacéo esperada para uma populagédo
derivada de genitores contrastantes quanto a resisténcia, reforcando a hipotese de controle
genético quantitativo da caracteristica. Com base nos critérios estabelecidos, os individuos
foram distribuidos nas trés categorias fenotipicas (resistentes, moderadamente resistentes e
suscetiveis), permitindo uma analise mais precisa do comportamento da populacéo.

As variaveis AACPD (Figura 9) e a avaliagdo morfoldgica do xilema apresentaram
comportamento concordante com os escores da Nota 21DAI, validando os resultados

observados.
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Figura 9. Distribui¢ao dos genétipos F2:3 quanto a severidade da murcha-de-Fusarium, avaliada por

meio da Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca (AACPD). O eixo X representa os genétipos

avaliados (n = 156), ordenados de forma crescente segundo os valores de AACPD. O eixo Y representa

os valores da AACPD, indicando o grau de severidade da doenga ao longo do tempo.

De acordo com a classificacdo de resisténcia ao fungo, 105 familias foram consideradas
resistentes e 49 suscetiveis, o que corresponde a 68,2% de resisténcia na populacao (Figura 10).
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Figura 10. Distribuicdo de resisténcia e suscetibilidade dos gendtipos da populagdo F2:3
avaliados frente ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (UFV 01) aos 21 dias apds a
inoculacao.

A AACPD, que integra os escores de severidade ao longo do tempo, apresentou ampla
dispersdo, com valores variando de 14,00 a 86,33. A média geral da AACPD foi de 35,00, com
variacao expressiva entre 0s genotipos. Essa variavel se correlacionou significativamente com
a Nota 21DAI, reforcando sua utilidade como indice complementar para a caracterizacéo da
resisténcia & murcha-de-Fusarium.

A avaliacdo da descoloracdo do xilema causada pelo fungo na populacdo F2:3 permitiu
separar 0S materiais de acordo com o0 seguinte parametro: 73 familias classificadas como
resistentes apresentaram critério de descoloracédo do tipo 1 (pouca ou nenhuma colonizacao) e
81 familias foram suscetiveis e, portanto, apresentaram descoloracdo vascular do tipo 2
(colonizacdo visivel e intensa) (Figura 11). A relacdo entre as variaveis foi estatisticamente
significativa conforme o teste do qui-quadrado (y?), com p-valor = 2,59 x 10~'%, evidenciando
associacgdo robusta entre o padrdo morfologico e a resposta fenotipica.
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XILEMA

Figura 11. Descoloracdo vascular no xilema da populagéo F,.3 causada por Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli (UFV 01) e classificacdo desta descoloracdo quanto a resisténcia (1) e suscetibilidade (2)
ao fungo.

A analise estatistica da distribuicdo entre classes fenotipicas (resistentes vs. suscetiveis)
para a variavel Nota 21DAI indicou uma diferenca marginalmente significativa (p = 0,0507).
Além da analise de frequéncias, os dados de Nota 21DAI, AACPD e XILEMA foram
organizados em uma matriz consolidada, destacando as familias mais resistentes e mais
suscetiveis.

A presenca de variabilidade expressiva entre genotipos, a consisténcia entre 0s critérios
de avaliacdo e os testes estatisticos de associacdo confirmam que a fenotipagem foi eficaz e
informativa. Tais resultados conferem robustez a base fenotipica a ser utilizada para o
mapeamento genético e reforcam o potencial da populacdo para a identificacdo de QTLs de

resisténcia a murcha-de-Fusarium.

5.2 Avaliacao da variabilidade genética e herdabilidade
A andlise dos dados fenotipicos da populagdo F2:3 foi realizada utilizando o modelo

linear misto REML/BLUP, sem transformacdo da variavel, considerando como resposta 0s
escores médios de severidade da doenca causados pelo isolado Fop UFVO01 de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. A analise de variancia revelou efeitos significativos entre os
gendtipos (Fc = 14,02; p < 0,0001), indicando a existéncia de variabilidade genética na
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populacdo quanto a resisténcia a doenga.

A variancia genética (o g 2 o g 2) estimada foi de 67,06, enquanto a variancia residual
(ce2oe?2)foide 4,78, totalizando uma variancia fenotipica de aproximadamente 71,84. Com
base nesses valores, a herdabilidade no sentido amplo (H?) foi estimada em:

Calculo de herdabilidade na populag&o:

2 _  67.06 _67.06 _
H* = 67.06 +4.78 ~ 71.84 0.933

A média geral da populacdo foi de 3,20, e o coeficiente de variacdo (CV%) foi de
68,31%, valor alto, porém esperado em avaliacGes de doencas com alta variabilidade fenotipica
e resposta quantitativa. A ampla variabilidade entre os gendtipos, associada a herdabilidade
elevada, demonstra o potencial dessa populacdo para a identificagdo de loci de resisténcia por
meio de mapeamento genético.

De forma semelhante ao que foi relatado por VALDO (2017), que obteve valores de
herdabilidade superiores a 93% em experimentos com feijoeiro comum, os resultados obtidos
neste trabalho confirmam o forte controle genético da resisténcia a murcha-de-Fusarium. A
estimativa de herdabilidade obtida (H2 = 93,3%) indica que a maior parte da variacdo fenotipica
observada pode ser atribuida a constituicdo genética dos gendtipos avaliados. Segundo
RESENDE & DUARTE (2007), herdabilidades elevadas refletem maior precisdo experimental
e ampliam a confiabilidade na selecdo de individuos superiores.

Ainda segundo a VALDO (2017), foram mapeados 104 QTLs relacionados a resisténcia
a murcha-de-Fusarium, com destaque para o marcador BARC-PV-0003450, que explicou mais
de 20% da variancia. O autor identificou regifes associadas com a resisténcia a Fop nos
cromossomos Pv01, Pv04, Pv07 e Pv11.

A analise visual da colonizacdo vascular pelo fungo complementou as avaliagdes
quantitativas de severidade e curva de progresso da doenca. Tal abordagem ja havia sido
aplicada por VALDO (2017), permitindo a deteccdo de resisténcia associada a restricdo
anatdmica a colonizacdo do xilema. No presente estudo, os escores morfologicos contribuiram
para distinguir gendtipos com resisténcia aparente, mas com colonizacgdo interna significativa,
evidenciando a importancia da integracdo entre métodos fenotipicos.
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Estudos anteriores relataram herdabilidades moderadas a altas para resisténcia a F.
oxysporum em feijoeiro. BATISTA et al. (2016), em cruzamentos dialélicos, observaram
herdabilidades entre 0,55 e 0,70, enquanto PAULINO et al. (2021), ao avaliar o mesmo isolado
Fop UFVO01, também relatou forte efeito genético, consistente com os achados do presente
trabalho.

Os resultados obtidos neste estudo sdo compativeis com aqueles relatados por
Cavalheiro (2021), que também encontrou elevadas estimativas de herdabilidade para
resisténcia & murcha-de- Fusarium em populacGes de feijdo carioca, com valores superiores a
90% em alguns casos. Essa consisténcia nas estimativas reforca a forte base genética da
resisténcia ao patégeno Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e aponta para a viabilidade da
selecdo eficiente em fases iniciais do melhoramento. A autora destaca, ainda, ganhos genéticos
relevantes na selegdo simultdnea para resisténcia, produtividade e qualidade de graos,
corroborando o potencial de uso integrado de dados fenotipicos e moleculares.

Assim, os resultados obtidos confirmam que os dados fenotipicos possuem alta acuracia
e sdo adequados para analises posteriores de mapeamento de QTLS, que permitirdo a
identificacdo de regides gendmicas associadas a resisténcia a murcha-de-Fusarium e a aplicacéo
de SAM em programas de melhoramento do feijoeiro.

5.3 Analise da segregacdo dos SNPs e distor¢des genéticas
A analise da segregacdo dos marcadores moleculares é uma etapa critica na construcao

de mapas geneticos confiaveis. Em populac6es derivadas de cruzamentos biparentais, como F»
ou F2:3, espera-se que 0s marcadores codominantes apresentem segregagdo segundo a proporcao
mendeliana de 1:2:1 (AA:AB:BB). No entanto, diversos fatores podem interferir nesse padrao,
resultando em distor¢cdes de segregacdo, as quais devem ser detectadas e cuidadosamente
interpretadas.

Neste trabalho, foram inicialmente considerados 11.261 SNPs polimérficos obtidos via
genotipagem com o chip BARCBeanl12K, que oferece cobertura gendmica ampla para o
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.). Para avaliar a conformidade dos dados com as
expectativas mendelianas, foi realizado o teste do qui-quadrado (y?) para cada marcador. Os
valores de p obtidos foram transformados em escala —logio(p), € a significancia foi avaliada
considerando o limiar de Bonferroni, ajustado para multiplas comparacoes.
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O limiar critico para significancia foi definido em aproximadamente —logio(p) =4, 0 que
corresponde a p = 0,0001. Com base nesse critério, verificou-se que aproximadamente 94% dos
SNPs apresentaram distor¢do de segregacédo significativa, 0 que representa uma proporgao
elevada. Esse padrdo foi visualizado no grafico de disperséo (Figura 12), no qual a maioria dos
pontos se encontra acima da linha de corte, evidenciando a distor¢do. Os marcadores
significativamente distorcidos foram indicados em vermelho, enquanto os ndo distorcidos
aparecem em azul. O percentual exato de distor¢cdo foi expressado na legenda da figura como
“Bonferroni (94% distorted)”.

Bonferroni
(94% distorted)

# non sign.

Marker

*  sign.
* NA

' '
0 25 50 75 100
—logso(p—value)

Figura 12. Distribuicao dos valores —logio(p) dos testes de segregacdo dos SNPs. Em vermelho,
0s SNPs com segregacdo distorcida segundo o limiar de Bonferroni (p < 0,0001).
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Figura 13. Distribuicdo dos valores —logio(p) dos testes de segregacdo dos SNPs. Em azul, os
SNPs sem segregacdo distorcida segundo o limiar de Bonferroni (p < 0,0001).

A ocorréncia de distorcdo de segregacdo em mapas genéticos é amplamente
documentada na literatura. Segundo XU (2008), esses desvios podem refletir desde fenémenos
biologicos reais, como selecdo gamética, inviabilidade de zigotos, transposons, ou acdo de
genes letais, até artefatos técnicos, como erros de genotipagem, amostragem e desequilibrios
experimentais. Em feijoeiro, distor¢des de segregacao ja foram relatadas em varios estudos.
BLAIR et al. (2003) e VALDISSER et al. (2017) identificaram regifes com alta frequéncia de
distorcBes em cromossomos especificos, associando-as a presenca de genes de resisténcia ou
loci de fertilidade.

Apesar de sua potencial relevancia bioldgica, a inclusdo de marcadores distorcidos na
construcdo do mapa pode introduzir viés e comprometer a acuracia das estimativas de distancia
genética, além de dificultar o agrupamento correto dos marcadores. Dessa forma, optou-se neste
estudo por adotar uma abordagem conservadora: foram utilizados apenas 0os SNPs que nédo

apresentaram distorcéo significativa, ou seja, aqueles com p > 0,0001 ap0s ajuste de Bonferroni.
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Figura 14. Matrizes de genotipagem dos individuos da populacdo F3: dados brutos antes da

filtragem por segregacdo mendeliana.
A matriz de genotipagem completa (pré-filtragem), ilustrada na Figura 14. A figura

mostra um padrdo heterogéneo, com grande frequéncia de genotipos heterozigotos (AB) e

marcadores com padrées desbalanceados entre alelos parentais.
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Figura 15. Matrizes de genotipagem dos individuos da populagdo F»3: dados apos filtragem,
contendo apenas SNPs com segregacdo 1:2:1.
Ja a matriz filtrada (Figura 15) revela um conjunto muito mais coeso de marcadores,

com propor¢des proximas de 1:2:1 entre AA, AB e BB, além de menor incidéncia de dados
ausentes. Essa limpeza foi crucial para garantir a integridade dos dados utilizados na construcéao
do mapa de ligacdo e para o futuro mapeamento de QTLS.

A andlise e filtragem dos dados foram conduzidas com o software OneMap
(MARGARIDO et al.,, 2007), que foi desenvolvido especificamente para 0 mapeamento
genético. O OneMap implementa algoritmos robustos para estimativa de recombinacdo e
verificacdo da qualidade dos dados, além de oferecer ferramentas para remocdo automatica de
marcadores com distor¢do de segregacao, genotipos ausentes excessivos e baixa informacao.

Estudos recentes reforcam que, embora a distorcdo de segregacdo possa conter
informacdo bioldgica atil, o uso exclusivo de marcadores que seguem a segregacao esperada
resulta em mapas genéticos mais estaveis e precisos, sobretudo quando o objetivo principal é
identificar QTLs de efeito moderado ou pequeno. Essa estratégia foi adotada com sucesso por
PAULINO et al. (2021) em painel de diversidade de feijao comum, permitindo a identificacéo
de loci robustos associados a resisténcia a murcha-de-Fusarium.

E relevante destacar que Cavalheiro (2021) identificou trés QTLs relacionados a
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resisténcia a murcha-de-Fusarium, todos localizados no cromossomo Pv07, com variagdo
explicada entre 25,1% e 50,4%, utilizando a cultivar BRS Notavel como genitor resistente.
Esses achados sugerem que regides especificas do genoma, especialmente no Pv07, possam
estar consistentemente associadas ao controle genético da resisténcia a Fop.

Em resumo, a anélise da segregacdo dos SNPs demonstrou que, embora a maioria dos
marcadores exibisse distorcao significativa, o subconjunto remanescente de SNPs informativos
foi suficiente para a construcéo de um mapa de ligacdo confiavel, embora com alguns gaps. O
controle rigoroso da qualidade genotipica, aliado a fundamentacdo estatistica, fornece base
solida para as andlises de ligacdo descritas na proxima secéo.

5.4 Construgdo do mapa de ligacgéo
Com os dados genotipicos filtrados e os marcadores com segregacdo mendeliana

confirmada, procedeu-se a construgdo do mapa de ligacdo da populagcdo F2. Essa etapa foi
realizada no software OneMap (MARGARIDO et al., 2007), considerando um valor de LOD
minimo de 3,0 e frequéncia de recombinacdo maxima de 0,35, parametros que garantiram a
formacdo de agrupamentos estaveis.

Dos 11.261 SNPs, apenas 589 seguiram a segregacdo 1:2:1 esperada e 382 foram os
mais informativos tendo sido utilizados para elaboracdo do mapa genético composto de 11
grupos de ligacdo (correspondentes aos 11 cromossomos do feijoeiro comum, Figura 20).

A distribuicdo dos marcadores variou entre os grupos. No GL1 (Pv01), por exemplo,
foram alocados 177 SNPs representativos, enquanto 21 marcadores inicialmente mapeados
nesse grupo apresentaram distorcdo e foram descartados. Os demais GLs também foram
formados com base na frequéncia de recombinacao, respeitando a colinearidade com o genoma
de referéncia.

A representacdo grafica dos grupos de ligacdo foi realizada por meio de heatmaps, que
permitem visualizar a organizacdo dos marcadores com base na frequéncia de recombinacao
entre pares. As Figuras 16 a 20 apresentam os heatmaps dos LGs Pv0l a Pv11, permitindo
observar a distribuicdo dos marcadores, blocos de ligacdo e possiveis regides com maior ou
menor recombinacéo.

43



Pv 02
Pv 01

® 2 % ¥ ® 8 ¥ g B 8T & T T § B L

-

13 3597

Figura 16. Heatmaps dos grupos de ligacdo Pv0Ol e Pv02 representando a frequéncia de

recombinagdo entre marcadores SNPs na populacdo F2:3 de feijoeiro comum. As tonalidades mais
escuras indicam maior associacdo entre os marcadores, sugerindo menor taxa de recombinacéo.
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Figura 17. Heatmaps dos grupos de ligacdo Pv04 e PvO5 representando a consisténcia na
ordenacédo dos SNPs e a intensidade de recombinagdo na populagdo F2:s. Regides mais escuras indicam
alta confiabilidade no agrupamento dos marcadores.
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Figura 18. Heatmaps dos grupos de ligacdo Pv07 e Pv09 com base nos marcadores SNPs
filtrados por segregacdo mendeliana. A coloragdo revela padrdes de recombinacgdo, sendo 0s segmentos
escuros indicativos de forte ligacdo entre os marcadores. O cromossomo Pv09 esta com problema pois

sO ligaram poucos marcadores.

Pv 10

Figura 19. Heatmap do grupo de ligacdo Pv10 mostrando os padrfes de recombinacdo entre
SNPs no respectivo cromossomo. Apesar da menor densidade de marcadores neste grupo de ligagéo,

observa-se a formagdo de blocos com ligacdo consistente.
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Figura 20. Heatmap do grupo de ligacdo Pv11l mostrando os padrdes de recombinagdo entre
SNPs no respectivo cromossomo. Apesar da menor densidade de marcadores neste grupo de ligacao,
observa-se a formacdo de blocos com ligacdo consistente.

O mapa genético construido neste trabalho tem alguns gaps como nos cromossomos
Pv3, Pv6 e 0 Pv9 onde ligaram um niimero pequeno de marcadores (Figuras 18 e 21). Talvez
nao haja segregacao nos parentais nestes cromossomos ou ainda eles possam ter tido um nimero
de SNPs com maior distor¢do de segregacdo e estes foram retirados da analise. A préxima etapa
é tentar ligar marcadores mesmo com distor¢cdo nestes cromossomos a fim de que o mapa tenha
boa cobertura e possa ser utilizado para 0 mapeamento de QTLs de resisténcia a murcha-de-
Fusarium.

A extensdo total do mapa genético construido foi de 1.187,3 cM, considerando a soma
das distancias genéticas dos 11 cromossomos (Pv0l a Pv1l), com base em 382 marcadores
SNPs néo distorcidos utilizados. A densidade média do mapa foi satisfatoria, com intervalo
médio inferior a 2,0 cM entre marcadores, 0 que assegura boa cobertura genémica com exce¢ado
dos cromossomos Pv03, Pv06 e Pv09. A extensdo obtida esta em concordancia com mapas

genéticos previamente publicados para o feijoeiro comum. Por exemplo, BATISTAet al. (2016)

relataram um mapa com 733 SNPs e extensdo de 1.120 cM, enquanto VALDISSER et al. (2017)
relataram um mapa com 843 marcadores cobrindo cerca de 1.310 cM. Dessa forma, o mapa
construido neste trabalho apresenta qualidade comparavel, com cobertura suficiente para
analises de mapeamento e detec¢do de loci associados a resisténcia a murcha-de-Fusarium.
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Nos cromossomos Pv04, Pv08 e Pv11 observou-se a maior concentracdo de marcadores
ndo distorcidos, sendo estes 0s cromossomos com maior nimero de marcadores polimérficos
(Figura 21).

Esses resultados reforgam o potencial da populacdo avaliada para estudos de resisténcia
genética ao Fop e aplicacdo futura em programas de melhoramento, especialmente com o uso
de estratégias de selecdo assistida por marcadores. A arquitetura genética do resisténcia a
murcha-de-Fusarium serd analisada com base no mapa genético contendo os cromossomos Pv3,
Pv6 e Pv9 saturados com mais marcadores.
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Figura 21. Mapa genético doscromossomos da populagéo F2:s de feijoeiro comum. Distancias entre
0s marcadores expressas em centiMorgans (cM).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam a robustez da populagado Fa:s, gerada a
partir do cruzamento entre os genitores IAC Milénio (resistente) e A211 (suscetivel), para
estudos genéticos voltados & resisténcia @ murcha-de-Fusarium, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli. A ampla variabilidade fenotipica observada na variavel de severidade
(Nota 21DAI), associada & alta herdabilidade estimada (H? = 93,3%), demonstram um forte
componente genético na expressdo do carater, justificando a utilizacdo dessa populacdo para
estudos de mapeamento genético.

A filtragem rigorosa dos dados genotipicos resultou na selecdo de 382 marcadores SNPs
ndo distorcidos, a partir de um total inicial de 11.261, o que possibilitou a construcdo de um

mapa genético composto por 11 cromossomos (Pv0l a Pv11). A estrutura dos cromossomos
demonstrou boa cobertura gendmica com exce¢do dos cromossomos Pv03, Pv06 e Pv09.

A qualidade do mapa genético indica que a populagdo Fz:s pode ser empregada no
mapeamento de locos de resisténcia a murcha-de-Fusarium em feijoeiro, ampliando o
entendimento da arquitetura genética deste patossistema. Além de gerar informacdes préaticas
aplicaveis ao melhoramento de cultivares dos grupos carioca e preto, este estudo também
contribui para a compreensao da base genética da resisténcia a isolados especificos de Fop.
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