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RESUMO GERAL

NASCIMENTO, Maria Laura Urbano; D.Sc.; Instituto Agronémico; 2026;
Mapeamento associativo da resisténcia na interacdao entre Meloidogyne
incognita e Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em feijoeiro comum;
Orientadora: Luciana Lasry Benchimol-Reis.

A murcha de Fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), e o
nematoide de galhas Meloidogyne incognita estdo entre os principais problemas
fitossanitarios nas lavouras de feijoeiro comum. Acredita-se que o nematoide intensifique a
severidade da murcha de Fusarium em feijoeiro e que existam regides genémicas envolvidas
na resisténcia/suscetibilidade nessa interagdo. Com o objetivo de elucidar os mecanismos
geneéticos envolvidos, foi realizada a avaliagao fenotipica em ensaios em casa de vegetacao,
seguida do mapeamento associativo através de abordagem GWAS (Genome Wide
Association Studies) para os carateres estudados. O material vegetal utilizado foi uma core
collection de 180 gendtipos de feijoeiro do painel de diversidade do IAC. A
suscetibilidade/resisténcia a Fop e M. incognita foram determinadas individualmente ou em
conjunto, onde o fungo foi inoculado 7 dias apds o nematoide. Aos 45 dias ap6és a inoculagao,
a severidade da murcha de Fusarium foi avaliada por meio de escala de notas em funcéo do
descoloramento do xilema, enquanto para o nematoide, foram quantificados os numeros de
galhas e massas de ovos. A partir dos dados fenotipicos, para o estudo da interagao, foi
realizado teste de agrupamento hierarquico em funcao da correlacido entre a severidade da
murcha de Fusarium e os numeros de galhas e massas de ovos quando ambos os agentes
patogénicos foram inoculados sequencialmente. O mapeamento associativo foi realizado
com base no modelo Bayesian-information and Linkage-disequilibrium lIteratively Nested
Keyway (BLINK) implementado no pacote GAPIT, por meio do software R. Com base no
agrupamento hierarquico, foi possivel distinguir 7 grupos distintos em funcao da correlagao
entre severidade da doenca e desenvolvimento do nematoide. Isso indica que diferentes
formas de interagdo podem ocorrer entre ambos os agentes patogénicos e que, além de
seus efeitos sobre a planta, podem interagir negativamente entre si. Com base na corregao
de Bonferroni, foi possivel detectar SNPs significativamente associados a resposta de
resisténcia/suscetibilidade quando M. incognita ou Fop foram inoculados individualmente.
No estudo da interacédo apenas nao foram detectados marcadores associados a severidade
da murcha de Fusarium. Diferentes regides gendmicas foram associadas ao mesmo carater
dependendo da interagdo. Para a resisténcia ao nematoide, SNPs nos cromossomos Pv04,
Pv07 e Pv10 foram associados a resisténcia, enquanto para Fop apenas o cromossomo
Pv07 foi significativo. Neste estudo, foram encontrados genes e regides genbémicas
potenciais a serem considerados para o melhoramento genético, incluindo regiées novas ou
menos caracterizadas que devem ser validadas em trabalhos futuros. De maneira geral, os
loci genbmicos e genes candidatos associados aos SNPs mapeados constituem uma
importante ferramenta para a introgressao de resisténcia ao complexo de doencgas através
da selegao assistida por marcadores em programas de melhoramento do feijoeiro.

Palavras-chave: Nematoides das galhas, murcha de Fusarium, Phaseolus vulgaris, GWAS,
BLINK, agrupamento hierarquico.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Maria Laura Urbano; D.Sc.; Instituto Agronémico; 2026; Associative
mapping of resistance in the interaction between Meloidogyne incognita and
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoliin common bean; Supervisor: Luciana Lasry
Benchimol-Reis.

Fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), and the root-knot
nematode Meloidogyne incognita (Mi) are among the main phytosanitary problems in
common bean. It is believed that the nematode intensifies the severity of fusarium wilt
in beans and that there are genomic regions involved in resistance/susceptibility in
this interaction. In order to elucidate the genetic mechanisms involved, phenotypic
evaluation was performed in greenhouse, followed by associative mapping through
GWAS (Genome Wide Association Studies) approach for the characters studied. The
plant material used was a core collection of 180 bean genotypes from the IAC
diversity panel. Susceptibility/resistance to Fop and M. incognita were determined
individually or together, where the fungus was inoculated 7 days after the nematode.
At 45 days after inoculation, the severity of Fusarium wilt was evaluated by means of
a scale based on xylem discoloration, while for the nematode, the numbers of galls
and egg masses were quantified. From phenotypic data, for the study of the
interaction, a hierarchical clustering test was performed as a function of the
correlation between the severity of fusarium wilt and the numbers of galls and egg
masses when both plant pathogens were inoculated sequentially. The associative
mapping was performed based on the Bayesian-information and Linkage-
disequilibrium Iteratively Nested Keyway (BLINK) model implemented in the GAPIT
package, through the R software. Based on the hierarchical grouping, it was possible
to distinguish 7 distinct groups according to the correlation between disease severity
and nematode development. This indicates that different forms of interaction can
occur between both pathogens and that, in addition to their effects on the plant, they
can interact negatively with each other. Based on the Bonferroni correction, it was
possible to detect SNPs significantly associated with resistance/susceptibility
response when Mi or Fop were inoculated individually. In the study of the interaction
only, no markers were detected associated with the severity of Fusarium wilt. Different
genomic regions were associated with the same character depending on the
interaction. For nematode resistance, SNPs in chromosomes Pv04, PvO07 and Pv10
were associated with resistance, while for Fop only the chromosome Pv07 was
significant. In this study, potential genes and genomic regions to be considered for
genetic improvement were found, including new or less characterized regions that
should be validated in future work. In general, the genomic /oci and candidate genes
associated with the mapped SNPs constitute an important tool for the introgression
of resistance to the disease complex through marker-assisted selection in bean
breeding programs.

Keywords: Gall nematodes, Fusarium wilt, Phaseolus vulgaris, GWAS, BLINK,
hierarchical grouping
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1. INTRODUGAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) € uma das leguminosas mais
importantes do mundo, desempenhando um papel crucial na seguranga alimentar de
milhées de pessoas. No entanto, sua produtividade € frequentemente limitada por
agentes patogénicos, como o nematoide de galhas Meloidogyne incognita (Mi) e o
fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), causador de murcha vascular. No
campo, a coinfecgédo por Fop e Mi € um problema devido ao impacto acentuado no
desenvolvimento vegetativo e na produgéo de graos (Kumar et al., 2017; Hua, Timper
& Li, 2019). O controle quimico, apesar de ser o método mais difundido e amplamente
utilizado, nem sempre é eficaz. Os nematicidas continuam sendo o principal método
para o controle de nematoides parasitas de plantas (Desaeger et al., 2020), mas seu
uso generalizado esta sendo cada vez mais restringido devido aos potenciais danos
aos animais e ao meio ambiente (Lilley et al., 2011). O uso de cultivares resistentes
representa uma alternativa sustentavel para o manejo integrado de doencas. Para
isso, na estratégia de melhoramento molecular, o primeiro passo é identificar os loci

gendmicos envolvidos em respostas de resisténcia parcial ou completa.

Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) tornaram-se uma
abordagem poderosa para dissecar a base genética da resisténcia a doengas em
plantas, permitindo a identificacdo de loci e genes candidatos associados a
caracteristicas complexas de defesa. Ao explorar a variacao alélica natural, o GWAS
revelou com sucesso regides gendmicas que controlam a resisténcia a diversos
patdgenos em importantes culturas, incluindo a podriddo da coroa por Fusarium no
trigo (Yang et al., 2019), a podridao por Fusarium no milho (Bian et al., 2020) e
doencas bacterianas e fungicas no feijoeiro comum (Monteiro et al., 2021; Ferreira et
al., 2022). Avangos semelhantes foram alcangados no arroz e na soja, revelando /loci-
chaves que conferem resisténcia a estria bacteriana da folha e a Fusarium oxysporum,
respectivamente (Zhu et al., 2023; Sang et al., 2023). Coletivamente, esses estudos
demonstram a versatilidade do GWAS como uma ferramenta gendmica para
identificar loci de resisténcia e acelerar o desenvolvimento de cultivares resistentes a

doencas por meio de selegdo gendmica e assistida por marcadores.
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A resisténcia a M. incognita e Fop em feijoeiro comum, geralmente é
controlada por alguns genes de heranca quantitativa e modulada por mecanismos
complexos, incluindo o reconhecimento do patdégeno, a transducdo de sinal via
proteinas kinases e a ativagao de genes de defesa, como NBS-LRRs, quitinases e
outras proteinas relacionadas a patogénese (PRs) (Santini et al. 2016, Chen et al.,
2019; Zhou & Zhang; Orsi et al., 2025). Além disso, a interagdo entre as vias de
sinalizagcdo hormonal - notadamente as do acido salicilico, jasmonato e etileno - e a
regulagcéo pos-transcricional desempenham um papel critico na resposta coordenada
aos estresses biodticos (Chen et al., 2014; Sun et al., 2018; Thilakarathne, Liu & Zhou,
2025). Estudos de GWAS revelaram regides genbmicas no feijao comum
individualmente associadas a resisténcia a Mi, especialmente nos cromossomos
Pv01, Pv02, Pv05, Pv06, Pv07, Pv08, Pv10 e Pv11 para Mi (Giordani et al., 2021), e
Pv01, Pv03, Pv04, Pv05, Pv07, Pv08, Pv10 e Pv11 para Fop (Leitdo et al., 2020,
Paulino et al., 2021), frequentemente préximas a genes candidatos envolvidos em
respostas a estresses bidticos. No entanto, ainda existem poucos estudos que

abordam simultaneamente a resposta a interagdo multipla usando essa abordagem.

A associacao de dados fenotipicos precisos e variagcbes genémicas pode
acelerar a identificacdo de QTLs com efeitos pleiotrdpicos e facilitar a piramidagéo de
genes por meio da selecdo assistida por marcadores. Além disso, as regides
genbmicas e os marcadores associados a resisténcia a nematoides e Fop
representam recursos importantes para o avango da nossa compreenséao das relacdes
patdgeno-hospedeiro neste complexo patossistema. O uso de GWAS em painéis de
diversidade de feijoeiro oferece uma maneira promissora de elucidar os mecanismos
genéticos subjacentes a resisténcia combinada a nematoides e fungos vasculares,
possibilitando avangos significativos no melhoramento genético para tolerancia

multipla.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi detectar loci e genes candidatos envolvidos nas
respostas de defesa do feijoeiro comum contra o importante patégeno vascular
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e o nematoide de galhas Meloidogyne incognita,

e elucidar como eles convergem na coinfecgéo.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar a influéncia da infecgdo por Meloidogyne incognita na suscetibilidade
de acessos de feijao comum ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
(Fop);

e Mapear regides gendmicas envolvidas na interagdo: M. incognita — Fop —
feijoeiro comum e identificar possiveis genes localizados nas regides

mapeadas;

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Feijoeiro comum

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) € a leguminosa mais importante
para consumo humano direto em escala global, exercendo papel central na seguranga
alimentar e nutricional, especialmente em paises em desenvolvimento. O feijao se
destaca pelo alto valor nutricional, constituindo fonte acessivel de proteinas, fibras e
micronutrientes, o que sustenta sua importancia econdmica e social de forma continua
(Uebersax et al.,, 2023). O Brasil permanece entre os principais produtores e
consumidores mundiais de feijao, com producédo anual que tem se mantido em torno
de 3,0 a 3,3 milhdes de toneladas, que representa autossuficiéncia no abastecimento
interno (CONAB, 2025). A produgéo esta concentrada principalmente nos estados do
Parana, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Bahia, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
e Sao Paulo, envolvendo tanto agricultura familiar quanto sistemas mais tecnificados
(Embrapa, 2023).
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Do ponto de vista evolutivo e genético, o feijoeiro comum é originario das
Américas e apresenta uma historia marcada por dois eventos independentes de
domesticagdo, que deram origem aos pools génicos Mesoamericano e Andino.
Estudos gendmicos demonstraram que esses pools divergiram a partir de populagdes
silvestres geneticamente distintas, resultando em diferengas consistentes em
arquitetura de planta, tamanho e coloragao de graos, ciclo e adaptacdo ambiental
(Schmutz et al., 2014). Essa historia evolutiva explica a ampla diversidade genética
observada na espécie, confirmada por analises morfolégicas e moleculares em
acessos tradicionais, com elevado potencial para uso em programas de melhoramento
genético (de Paula et al., 2024; Assefa et al., 2019).

O cultivo do feijoeiro comum € caracterizado por grande plasticidade, sendo
realizado em distintos sistemas de producdo, desde agricultura de subsisténcia até
sistemas altamente tecnificados com irrigagao e mecanizacao. No Brasil, a cultura é
conduzida em trés safras: primeira safra ou safra das aguas (agosto—novembro,
colheita novembro—fevereiro); segunda safra ou safrinha (janeiro—marco, colheita
abril-julho) e terceira safra ou safra de inverno (abril-julho, colheita julho—outubro).
Esta plasticidade da cultura beneficia-se de avangos no manejo do solo, na adubacao,
no uso de cultivares melhoradas e em sistemas de producéo integrada (Gonzaga,
2014; Barbosa et al., 2018; Melo, 2017). Apesar desses avancgos, a produtividade
média ainda permanece abaixo do potencial genético da cultura, em razdo de
limitagbes associadas a adocgdo parcial de tecnologias, variabilidade climatica,
ocorréncia de estresses abidticos e bidticos, que afetam especialmente as fases

reprodutivas.

Entre os fatores biéticos que limitam a produgao do feijoeiro, destacam-se as
doencas de solo, com énfase para a murcha de fusarium, causada por Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli, e os nematoides de galhas, principalmente Meloidogyne
incognita. Essas doengas apresentam ampla distribuigdo, elevada persisténcia no solo
e dificil controle quimico, sendo frequentemente responsaveis por perdas
significativas de rendimento (Assefa et al., 2019; Gonzaga, 2014). A murcha de

Fusarium compromete o sistema vascular das plantas, reduzindo o transporte de agua
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e nutrientes, enquanto os nematoides de galhas provocam deformagdes radiculares
que prejudicam o desenvolvimento e favorecem infec¢des secundarias. A ocorréncia
desses agentes patogénicos, isoladamente ou de forma combinada, reforca a
importancia do melhoramento genético e do uso de cultivares resistentes como
estratégia central para a sustentabilidade da cultura (Assefa et al., 2019; Uebersax et
al., 2023).

3.2. Murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli)

A murcha de Fusarium, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop), é reconhecida como uma das doencgas de solo mais importantes do
feijoeiro comum. O complexo Fusarium oxysporum figura entre os patdgenos vegetais
de maior relevancia econémica e cientifica, em razdo de sua ampla distribuicdo
geografica, persisténcia no solo e capacidade de causar perdas significativas (Gordon
& Martyn, 1997; Edel-Hermann & Lecomte, 2019; Jackson et al., 2024). Em campo, a
doenca é identificada principalmente por sintomas de amarelecimento progressivo das
folhas inferiores, murcha irreversivel, redugao do crescimento e morte prematura das
plantas. Internamente, observa-se descoloragdo vascular no caule e nas raizes,
geralmente de coloragdo marrom a castanha, que reflete a colonizagéo do xilema pelo

patogeno (Figura 1) (Pastor-Corrales & Abawi, 1987; Paulino et al., 2020).

Figura 1: Escurecimento vascular causado por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.
Secéao transversal do caule de feijoeiro sadio (A); Sec¢ao transversal do caule de
feijoeiro infectado (B). Fonte: Autor.
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A espécie F. oxysporum engloba fungos habitantes do solo, pertencente a um
complexo de espécies que inclui linhagens patogénicas e nao patogénicas,
morfologicamente indistinguiveis, mas funcionalmente distintas. As linhagens
patogénicas sdo classificadas em formae speciales com base na especificidade ao
hospedeiro, sendo F. oxysporum f. sp. phaseoli, o agente causal da murcha em
feijoeiro (Edel-Hermann & Lecomte, 2019; Paulino et al., 2022). O ciclo da doenca
inicia-se com a germinagao de clamidosporos no solo e a penetragédo do fungo pelas
raizes, frequentemente por regides de crescimento ativo, ferimentos ou aberturas
naturais. Apés a infeccao inicial, o patdégeno coloniza o cortex radicular e alcanga os
vasos do xilema, onde se multiplica e se dissemina sistemicamente, promovendo
obstru¢do vascular e comprometendo o transporte de agua e nutrientes, culminando

nos sintomas tipicos de murcha (Figura 2) (Gordon, 2017; Jackson et al., 2024).

Vasos do xilema em colapso resultam em
escurecimento do sistema vascular.

Micélio fungico de dispersa nos vasos do xilema.
Compostos antifungicos secretados pela planta e
micélio fungico entopem os vasos.

Xilema castanho-
avermelhado

Plantas infectadas apresentam
clorose generalizada e definhamento

Murcha e morte

da planta
C p
\ Microconidos
Macroconidos
B — A .
Clamidoésporos
Cortex
radicular Esporos assexuados sdo formados nos
Clamidésporos tecidos da planta morta. Os esporos
Micélio germinado permanecem no solo.

Clamidésporo germinado fungico

invade o cortex radicular
Germinagdo dos clamidésporos em resposta aos
exsudatos da planta e penetragdo direta na ponta da raiz.

Figura 2: Ciclo da doencga causada por Fusarium oxysporum. Adaptado de Jangir et
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al. (2021).

A interacao entre Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e o feijoeiro comum é
caracterizada por elevado grau de especificidade hospedeiro-patdégeno e envolve
respostas fisiologicas e moleculares complexas. Em genoétipos suscetiveis, essas
respostas sao tardias ou insuficientes para limitar a progressao do fungo, resultando
em intensa desordem fisioldgica, comprometimento do transporte de agua e nutrientes
e colapso funcional da planta (Pastor-Corrales & Abawi, 1987; Gordon, 2017). Em
contraste, gendtipos resistentes apresentam restricdo espacial da colonizagéo fungica
e respostas defensivas mais eficientes, associadas a modulagdo precoce de genes
relacionados a defesa, metabolismo energético, sinalizacdo redox e hormdnios
vegetais. Isso contribui para a contengdo do patégeno nos tecidos radiculares e

redugéo da invaséo vascular (Xue et al., 2015).

O controle da murcha de Fusarium é particularmente desafiador devido a
longevidade das estruturas de resisténcia do fungo no solo e a limitada eficacia de
medidas quimicas. O uso de cultivares resistentes constitui a principal estratégia de
manejo, complementada por praticas culturais como rotagédo de culturas, manejo
adequado da irrigacao e reducao de estresses abioticos (Paulino et al., 2020; Torres
et al., 2022). Estudos indicam que a resisténcia na cultura é predominantemente
quantitativa, envolvendo genes de maior efeito e mecanismos fisioldgicos que
reduzem a colonizacdo vascular e a severidade dos sintomas. Genétipos resistentes
tendem a apresentar menor intensidade de murcha e melhor manutengcédo do
crescimento e da produtividade sob condi¢cbes de infestagcdo, o que contribui para o
manejo duravel da doenca (Pastor-Corrales & Abawi, 1987; Assefa et al., 2019; Torres
et al., 2022).

3.3. Nematoides de galhas (Meloidogyne incognita)

O nematoide de galhas Meloidogyne incognita € considerado um dos
fitoparasitas de maior importancia econémica para a agricultura mundial, figurando

entre os principais limitantes da produtividade de culturas anuais e perenes, incluindo



17

o feijoeiro comum. Trata-se de uma espécie cosmopolita, com ampla distribuicdo em
regides tropicais e subtropicais, elevada gama de hospedeiros e grande capacidade
de adaptagao a diferentes sistemas de cultivo (Abad & Williamson, 2010; Castagnone-
Sereno et al., 2013; Saud et al., 2024). Em campo, a identificagdo da infestagdo por
M. incognita baseia-se principalmente na observacado de galhas caracteristicas no
sistema radicular (Figura 3), associadas a sintomas de parte aérea como crescimento
reduzido, clorose, murcha em periodos de estresse hidrico e queda de produtividade.
Esses sintomas refletem o comprometimento funcional das raizes, que dificulta a
absorgcao de agua e nutrientes e predispde as plantas a outros estresses bidticos e
abidticos (Przybylska & Obrepalska-Steplowska, 2020; Williamson & Kumar, 2006).

Figura 3: Galha contendo massas de ovos coradas em vermelho com Floxina B em

raiz de feijoeiro comum. Fonte: Autor.

O ciclo de vida de M. incognita é tipico de nematoides sedentarios
endoparasitas e esta intimamente associado a formacao de sitios de alimentacao
especializados no hospedeiro (Figura 4). O segundo estadio juvenil (J2) é a forma
infectiva, que penetra as raizes do feijoeiro na regido de alongamento e migra
intercelularmente até o cilindro vascular, onde induz a diferenciagcao de células do
hospedeiro em células gigantes multinucleadas (Abad & Williamson, 2010; Kyndt et
al., 2013). Essas células passam por intensas alteragdes morfolégicas, metabdlicas e

fisiologicas, tornando-se drenos de assimilados para sustentar o desenvolvimento do
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nematoide até a sua reproducao. O parasitismo é mediado pela secre¢ao de um amplo
repertério de efetores produzidos nas glandulas esofagianas subventrais e dorsais,
que atuam na penetragéo, supressao das defesas vegetais e manutengao do sitio de

alimentacao ao longo do ciclo (Haegeman et al., 2012; Rocha et al., 2023).

Larvas II estadio tardio

alimentam-se em células Larva Il Estadio
gigantes. A raiz comega

a formar galha.

Nematoéides adultos.
Macho deixa a raiz

Larvas II Estadio
invade a radicela-_
e causa formacao

- Galhas em varios

ASS AT 4 AR estagios de
\ Gy , ' desenvolvimento
A\ nas raizesda
Pequenas galhas surgem planta infectada
em raizes recem-infectadas / r ; )
Larvas emergentos II Estadio 2(O
infectam riovas radiculas Y oS

Fémea pde ovos
no saco de ovos

1’i muda

Ovo ‘ 3
Larva I
Estadlo ——
Larval

Estadio

Galhas antigas podem conter
mutas fémeas ovigeras
e novas infecgoes

Figura 4: Ciclo do parasitismo e formacdo de galhas radiculares causada por

nematoides do género Meloidogyne sp. Adaptado de Agrios (1998).

Durante o parasitismo de M. incognita, observa-se respostas fisioldgicas
complexas e altamente dependentes do gendtipo do hospedeiro. Em interagdes
suscetiveis, o nematoide consegue modular eficientemente vias hormonais e de
defesa da planta, incluindo auxina, citocinina, acido salicilico, jasmonato e etileno,
promovendo reprogramacao do desenvolvimento radicular e supressdo da imunidade
basal (Gheysen & Mitchum, 2019; Guarneri et al., 2024). Enquanto isso, os genétipos

resistentes ou parcialmente tolerantes apresentam respostas mais rapidas e
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localizadas, frequentemente associadas a restricdo da formagao ou funcionalidade
das células gigantes, alteragdes no balango redox, lignificacdo e, em alguns casos,
morte celular localizada no sitio de alimentagéo (Williamson & Kumar, 2006; Li et al.,
2021). Em feijoeiro, estudos recentes indicam que a resisténcia a M. incognita é
predominantemente quantitativa, envolvendo multiplos genes de pequeno a moderado
efeito e interagdes epistaticas, sem impedir completamente a infecgcao (Pesqueira et
al., 2025).

Os cultivos sucessivos do feijoeiro na mesma area aumentam o inéculo de M.
incognita, proporcionando niveis populacionais superiores aos limiares de dano
econbmico. Praticas culturais, como rotagdo de culturas, uso de plantas nao
hospedeiras, manejo adequado do solo e controle biolégico, podem reduzir as
populagdbes do nematoide, mas apresentam eficiéncia variavel (Forghani &
Hajihassani, 2020; Saud et al.,, 2024). Embora fontes de resisténcia ao género
Meloidogyne tenham sido identificadas na cultura, sua exploragao ainda é limitada,
principalmente em fungdo da arquitetura genética complexa e quantitativa da
resisténcia (Williamson & Kumar, 2006; Pesqueira et al., 2025; Przybylska &
Obrepalska-Steplowska, 2020).

3.4. Complexo Nematoide de galhas x Murcha de Fusarium em feijoeiro comum

A interacéo tripla entre o nematoide de galhas Meloidogyne incognita, o fungo
vascular Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) e o feijoeiro comum
frequentemente desencadeia perdas superiores aquelas causadas pelos agentes
patogénicos de forma isolada. Estudos em feijoeiro demonstram que a presencga de
M. incognita pode intensificar a severidade da murcha de Fusarium, antecipando o
aparecimento dos sintomas e aumentando a mortalidade das plantas, especialmente
em condi¢des de cultivo continuo e solos infestados (Carneiro et al., 2010; Pastor-
Corrales & Abawi, 1987). Quando se trata de estratégias de controle baseadas na
resisténcia a um unico agente patogénico, pode ocorrer perda na eficiéncia de

cultivares resistentes quando ambos coexistem na area.
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O parasitismo por M. incognita provoca profundas altera¢gdes no sistema
radicular do feijoeiro, o que resulta em estresse fisioldgico crénico da planta (Abad &
Williamson, 2010; Kyndt et al., 2013). Essas alteragbes criam um ambiente favoravel
a colonizagao por F. oxysporum, cuja infecgdo vascular agrava o comprometimento
do transporte hidrico e nutricional. A combinagao dos dois agentes patogénicos leva
a sintomas mais severos de murcha, clorose e reducao do crescimento, refletindo um
colapso fisiolégico mais rapido e intenso do hospedeiro quando comparado as

infeccdes simples (Magsood et al., 2020; Hua et al., 2019).

A relacao entre M. incognita e F. oxysporum & predominantemente sinérgica,
embora possa variar conforme o genaétipo do hospedeiro, a ordem de infecgédo e a
densidade dos agentes patogénicos. Evidéncias experimentais indicam que a infecgéo
prévia ou simultanea por M. incognita favorece a penetragao e o estabelecimento de
Fusarium ao causar ferimentos radiculares e suprimir mecanismos de defesa do
hospedeiro, resultando em maior severidade da murcha (Carneiro et al., 2010; Kumar
et al., 2017). Em contrapartida, ha relatos de que a colonizag&o fungica pode, em
alguns casos, reduzir parcialmente a reproduc¢ao do nematoide, sugerindo interacoes
antagonisticas pontuais. Contudo, esses efeitos ndo compensam o aumento geral dos

danos a planta observado na maioria dos sistemas agricolas (Magsood et al., 2020).

As bases da resisténcia do feijoeiro frente a interagao tripla sdo complexas e,
em geral, ndo coincidentes para os dois agentes patogénicos. Estudos classicos
demonstram que a resisténcia a M. incognita e a F. oxysporum f. sp. phaseoli &, em
grande parte, independente, com baixa correlagéo entre os niveis de resisténcia aos
dois organismos (Carneiro et al., 2010; Pastor-Corrales & Abawi, 1987). Assim,
genotipos resistentes a Fop podem ser suscetiveis ao nematoide e vice-versa, o que
explica a instabilidade da resisténcia em areas infestadas por ambos. A resisténcia
efetiva a interacao tripla tende a ser quantitativa e envolve a capacidade da planta de
manter a funcionalidade radicular e limitar a progressdo simultdnea dos agentes

patogénicos (Pesqueira et al., 2025; Torres et al., 2022).
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3.5. Resisténcia genética a Fusarium oxysporum e Meloidogyne incognita em
feijoeiro e implicagdes para o melhoramento genético

A resisténcia genética das plantas a doengas tem sido historicamente
interpretada a partir de dois grandes modelos conceituais: a resisténcia qualitativa,
frequentemente associada a genes de efeito maior e respostas rapidas e especificas;
e a resisténcia quantitativa, caracterizada por multiplos /loci de pequeno a moderado
efeito, com respostas graduais e maior estabilidade frente a variabilidade ambiental e
patogénica. Estudos realizados nas ultimas décadas indicam que redes de sinalizagao
envolvendo PRRs, NLRs, Ca?*, ROS, MAPKSs, ubiquitinacao e regulagao transcricional
atuam de forma coordenada para limitar a colonizagdo dos patégenos e preservar a
funcionalidade dos tecidos (Kushalappa et al., 2016; Lu & Tsuda, 2021; Zhou & Zhang,
2020; Bhar et al., 2023). Em culturas como o feijoeiro, a resisténcia duravel a
patdgenos de solo tem sido predominantemente quantitativa, refletindo a
complexidade das interagbes hospedeiro-patdbgeno e a necessidade de respostas

fisiologicas integradas (Rahmanzadeh et al., 2022).

Os primeiros esfor¢os de identificagdo de resisténcia a murcha de Fusarium
concentraram-se em genes de maior efeito, capazes de reduzir drasticamente a
severidade da doenga. No entanto, estudos classicos e contemporaneos
demonstraram que a resisténcia no feijoeiro €, em grande parte, patégeno-especifica
e quantitativa. O foco esta na reducgao da intensidade da murcha, e ndo na exclusao
completa do patégeno (Pastor-Corrales & Abawi, 1987; Gordon, 2017; Torres et al.,
2022). Gendtipos resistentes tendem a manter maior integridade funcional do xilema,
com menor bloqueio vascular e melhor desempenho fisioldgico sob infecgao,
enquanto gendtipos suscetiveis apresentam colapso progressivo (Mandal et al., 2008;
Xue et al., 2015). Ao longo do tempo, ficou evidente que mecanismos fisiolégicos
amplos, contribuem para conter o avango do fungo nos tecidos infectados
(Narasimhan et al., 2003; Saikia et al., 2004; Benchimol-Reis et al., 2023).

De forma analoga, a resisténcia ao nematoide de galhas também evoluiu
conceitualmente de uma busca por genes maiores para o reconhecimento de uma

arquitetura genética complexa e quantitativa. Nesse caso, a resisténcia esta



22

fortemente relacionada a capacidade da planta de interferir na formagdao e
funcionalidade dos sitios de alimentagcao induzidos pelo nematoide. Em interagdes
resistentes, observa-se falha parcial ou completa na diferenciagdo das células
gigantes, modulagdo hormonal e a ajustes no metabolismo e no balango redox (Kyndt
etal., 2012; Wang et al., 2018; Ren et al., 2024). Estudos recentes indicam que genes
NLR podem atuar de forma nao classica, regulando a imunidade basal e contribuindo
para resisténcia quantitativa, sem desencadear respostas hipersensiveis evidentes
(Warmerdam et al., 2020). Ainda, diferengas consistentes na regulacédo de ROS,
enzimas antioxidantes e lignificagao distinguem genotipos resistentes e suscetiveis,
reforcando a natureza integrada dessa resisténcia (Labudda, 2018; Yang et al., 2023;
Lietal., 2021).

Quando considerados em conjunto, F. oxysporum f. sp. phaseoli e M. incognita
formam um complexo patogénico que impde desafios adicionais a resisténcia
genética. A infeccao por M. incognita pode comprometer a eficiéncia da resisténcia ao
fungo ao causar ferimentos radiculares, alterar o balango hormonal e suprimir
respostas defensivas locais (Carneiro et al., 2010; Guarneri et al., 2024). Assim, a
resisténcia observada frente a interacao tripla raramente corresponde a simples soma
das resisténcias individuais (Magsood et al., 2020; Pesqueira et al., 2025). Essa
complexidade explica por que fontes de resisténcia eficazes em condi¢des de infecgao
simples nem sempre se mantém estaveis em areas infestadas por ambos os

patogenos.

Diante desse cenario, a descoberta e aplicacdo de fontes de resisténcia
genética evoluiram para abordagens integradas que combinam fenotipagem, estudos
de diversidade genética e ferramentas genémicas. A identificacdo de QTLs, meta-
QTLs e associagbes genOmicas tem revelado que a resisténcia sustentada por
multiplos loci de pequeno efeito conferem maior estabilidade e durabilidade (Korte &
Farlow, 2013; Rahmanzadeh et al., 2022). Estratégias modernas de melhoramento
para o feijoeiro devem priorizar a piramidacao de loci associados a resisténcia a

Fusarium e Meloidogyne, aliada a selegao assistida por marcadores.
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3.6. Estudos de associagao genémica como ferramenta no melhoramento
genético para resisténcia a doengas de plantas

Os estudos de associagdo gendmica ampla (Genome-Wide Association
Studies — GWAS) consolidaram-se como uma ferramenta central nos programas
modernos de melhoramento genético de plantas, especialmente para caracteres
complexos controlados por multiplos genes e fortemente influenciados pelo ambiente.
Diferentemente dos mapeamentos biparentais classicos, o GWAS explora a
recombinacao histoérica presente em painéis de diversidade. Isso permite maior
resolucdo no mapeamento de Joci associados a fendtipos de interesse e a
identificacdo de variantes genéticas relevantes (Gupta et al., 2014; Korte & Farlow,
2013). O uso de modelos mistos que incorporam estrutura populacional e parentesco
tornou o GWAS uma abordagem robusta para espécies autbgamas como o feijoeiro,
desde que o desenho populacional e a andlise estatistica sejam adequadamente

conduzidos (Perseguini et al., 2015; Leitdo et al., 2020).

No estudo e avaliacdo de resisténcia a doengas, o GWAS apresenta
vantagens particulares por permitir a dissecagado da resisténcia quantitativa, que é
predominante em muitas interagdes planta-patdgeno. Para doengas causadas por
patdogenos altamente variaveis, a resisténcia € mais frequentemente associada a
multiplos loci de pequeno a moderado efeito distribuidos pelo genoma (Korte & Farlow,
2013; Kaur et al., 2023). Nesse cenario, 0 GWAS possibilita a identificagdo SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms ou Polimorfismos de Nucleotideo Unico) e QTNs
(Quantitative Trait Nucleotides ou Nucleotideos de Caracteristicas Quantitativas) que
sao variacbes na sequéncia de DNA que envolvem a troca de uma unica base
nitrogenada (A, T, C ou G) em uma posi¢cao especifica do genoma associados a
diferentes componentes da resisténcia. A identificagdo desses loci fornece suporte a
selecao assistida por marcadores e a piramidacao de alelos favoraveis em programas
de melhoramento (Gupta et al., 2014; Rau et al., 2019).

Trabalhos aplicados indicam que o GWAS é capaz de identificar regides

gendmicas consistentes associadas a resisténcia parcial, mesmo quando os efeitos
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individuais sdo modestos (Kaur et al., 2023; Sang et al., 2023). Particularmente para
o nematoide de galhas, a abordagem GWAS tem se mostrado uma ferramenta
estratégica para elucidar a base genética de uma resisténcia reconhecidamente
complexa. Através do GWAS é possivel identificar associacbes estaveis com
caracteres como indice de galhas, numero de massas de ovos e parametros
fisiolégicos associados a resisténcia, ampliando as possibilidades de selegao indireta
e uso eficiente da variabilidade genética disponivel (Giordani, 2021; Perseguini et al.,
2016).

A resisténcia ao complexo nematoide de galhas e murcha de Fusarium €, em
grande parte, independente e quantitativa. E notério que a presenca do nematoide
pode reduzir a eficacia de fontes de resisténcia ao Fusarium quando avaliadas
isoladamente. Nesse contexto, o GWAS aplicado a fenétipos avaliados sob condigdes
de infeccdo simples e conjunta possibilita a identificacdo de loci associados a
tolerancia ou resisténcia frente a complexos de doengas, algo dificil de ser alcangado
por abordagens tradicionais (Giordani, 2021; Rahmanzadeh et al., 2022). O uso
integrado do GWAS em programas de melhoramento do feijoeiro oferece uma base
solida para a selegcao de gendtipos com resisténcia mais ampla e estavel onde

multiplos patégenos do solo coexistem.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material vegetal

A populacgéao de feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) utilizada neste trabalho
foi constituida por um painel de diversidade composto por 180 gendtipos,
selecionados a partir de um banco de germoplasma do IAC com aproximadamente
1.800 acessos (Figura 5). Esse painel incluiu linhagens melhoradas, cultivares
comerciais, variedades crioulas (landraces) e genitores de populagdes segregantes,

previamente descrito (Perseguini et al., 2016; Diniz et al., 2019).
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Figura 5: Diversidade de sementes do painel do IAC composto por 180 acessos de

feijoeiro comum (Diniz et al., 2019).

Do total de gendtipos avaliados, 87 linhagens foram oriundas do programa de
melhoramento do Instituto Agronémico (IAC), 62 linhagens pertencem ao Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), 12 linhagens s&o provenientes da
Embrapa, além de 19 acessos oriundos de outras instituicbes de pesquisa e
variedades locais. O painel também incluiu 14 linhagens endogamicas recombinantes
(RILs) na geracao F,,, derivadas do cruzamento biparental entre os gendtipos ‘CAL
143’ (pool Andino) e ‘IAC UNA’ (pool Mesoamericano), representando material hibrido
(Perseguini et al., 2016; Diniz et al., 2019).
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Ainda no estudo de Diniz et al. (2019), os gendtipos foram classificados quanto
ao tipo de faseolina, tamanho de grao e grupo comercial. Em relagao a faseolina, 153
gendtipos apresentaram faseolina do tipo “S”, caracteristica do pool génico
Mesoamericano, enquanto 27 genotipos apresentaram faseolina do tipo “T7,
associada ao pool Andino. Quanto ao tamanho de gréo, a populagao foi composta por
42 genotipos de graos pequenos, 113 de graos meédios e 25 de grdos grandes,
abrangendo diferentes grupos comerciais, com predominancia dos grupos Carioca (80

genotipos) e Preto (45 gendtipos) (Anexo |).

4.2. Dados genotipicos

Os marcadores SNP foram selecionados a partir dos dados genémicos obtidos
por meio de genotipagem por sequenciamento (GBS) na Unidade de Diversidade
Gendmica do Instituto de Biotecnologia da Universidade de Cornell, conforme descrito
por Diniz et al. (2019).

Resumidamente, o DNA gendmico foi extraido de folhas jovens, digerido com
a enzima de restricado Ape Kl e ligado a adaptadores com codigo de barras, que foram
agrupados e amplificados por PCR conforme descrito por Elshire et al. (2011). O
sequenciamento de extremidade unica foi realizado usando a plataforma HiSeq 2500
(Nlumina, San Diego, CA, EUA). Leituras de sequéncia com ~100 pb de duas
bibliotecas de DNA estdo disponiveis no banco de dados GenBank, BioSample
SAMNO05513252 e SAMN05513251, ambos incluidos no BioProject PRINA336556.

A identificagado e selecao de SNPs foi realizada utilizando o software TASSEL
5 (Bradbury et al., 2007). As condi¢cbes estabelecidas foram: frequéncia do alelo
minoritario (MAF) = 0,05; coeficiente minimo de endogamia de 0,9 e taxa de
identificacdo < 0,9. Loci heterozigotos foram definidos como dados faltantes. Ao final,
um total de 10.362 SNPs foram identificados.

4.3. Dados fenotipicos

A avaliagao fenotipica da interacdo nematoide x Fop x feijoeiro comum foi

realizada em um delineamento de blocos casualizados, onde cada bloco constituiu
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uma repeticado, e 4 tratamentos: i) inoculacao de Fop; ii) inoculagado de M. incognita;
iii) coinfeccao de M. incognita e Fop; e iv) Controle (plantas inoculadas com agua
destilada estéril - ADE) (Figura 6).

5 “-"‘b EmEmE=

SERCRY, I

Figura 6: Experimento em casa de vegetagcdo. Trés blocos definidos como cada
compartimento da estufa (A, B e C) constituiram as repeticdes com cada um dos

quatro tratamentos distribuidos em quatro bancadas.

O isolado de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop UFVO01) foi obtido da
cultivar 'Meia Noite' em Coimbra, MG, Brasil (Pereira et al. 2013; Paulino et al. 2022).
A populagao de Meloidogyne incognita raga 3 recebida de Giordani et al. (2021) foi
originalmente coletada de um campo de algodao (Gossypium hirsutum L.) na regido
Centro-Oeste do Brasil (15°33'6" S, 55°10'0" O) e posteriormente multiplicada a partir
de uma unica massa de ovos nas raizes de uma linhagem de tomate suscetivel
(Solanum lycopersicum L. ‘Santa Clara VF5600°, Sakata Seed Sudamerica®). A
pureza do isolado foi confirmada de forma consistente com as caracteristicas da raga
3 de reprodugao em algodao, mas nao em tabaco (Taylor e Sasser, 1978).

Para preparar as mudas, as sementes de 180 acessos foram desinfetadas por

imersdo em uma solugao de hipoclorito de sodio a 2% por dois minutos, seguida de
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imersdo em agua destilada estéril. As sementes foram semeadas em bandejas de
mudas contendo substrato comercial (Biomix) previamente autoclavado duas vezes a
1 kgf/cm? por 1 h. As mudas com 10 dias de idade foram transplantadas para vasos
de 0,8 L contendo uma mistura autoclavada de solo, areia e substrato (3:1:1).

A inoculagdo do nematoide foi realizada em abril de 2023. Para preparar o
in6culo, os nematoides foram multiplicados em plantas de tomate suscetiveis
(Solanum lycopersicum - 'Santa Clara VF5600', Sakata Seed Sudamerica®) em casa
de vegetagao por 60 dias. Os ovos foram extraidos lavando-se, cortando e agitando-
se as raizes infectadas do tomateiro por 2 minutos em 500 mL de solugdo de NaOCI
a 2%. A suspensao obtida foi vertida sobre um conjunto de peneiras de 80, 400 e 500
pMm, onde os ovos foram retidos. A concentragéo foi ajustada para 5000 ovos/mL por
contagem em lamina de Peters sob microscopio éptico apds diluigdo com agua
destilada. Para o ensaio de infec¢ao simples (Mi) e coinfecgao (Mi + Fop), 1 mL da
suspensao de Mi foi vertido em dois orificios de 2 cm no solo, em direcdo ao sistema
radicular das mudas, utilizando uma pipeta.

Para o inéculo de Fop, o fungo foi multiplicado em placas de Petri contendo
meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar). As placas foram mantidas em camara
BOD por 14 dias a 26 °C sob fotoperiodo de 12 horas. A suspenséo foi preparada
adicionando-se ADE a cada placa, raspando-se com uma lamina de vidro e filtrando-
se através de uma dupla camada de gaze. A concentragdo foi ajustada para 1 x 10°
conidios.mL™ , de acordo com Pastor-Corrales & Abawi (1987). Para o ensaio de
coinfec¢do (Mi + Fop), uma semana apdés a inoculagdo com Mi, 1 mL da suspenséao
foi adicionado a dois orificios de 2 cm no solo, direcionados para o sistema radicular
das mudas, utilizando uma pipeta. Para o ensaio Fop, as plantas foram inoculadas
pelo método de “imerséo da raiz”, onde, antes do transplante das mudas de 10 dias,
suas raizes foram cortadas em cerca de 1/3 do seu comprimento e mergulhadas na

suspenséo do indculo por 5 minutos (Pastor-Corrales & Abawi, 1987) (Figura 7).
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Figura 7: Fluxograma experimental com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e

Meloidogyne incognita em feijoeiro comum.

O experimento foi avaliado 45 dias apds a inoculacdo do nematoide. Para
avaliar a suscetibilidade a Fop, foi realizado corte longitudinal do caule cada planta e
observado o sistema vascular sob microscopio estereoscopico (10x) em funcdo da
severidade da doenga (SEV). Foi utilizada uma escala de classificagdo adaptada de
Pastor-Corrales & Abawi (1987), onde: 1 - auséncia de sintomas e descoloracéo no
hipocdtilo; 3 - leve descoloragdo no hipocatilo; 5 - descoloragédo intermediaria no
hipocétilo; 7 - descoloracédo severa e necrose no hipocatilo; e 9 - morte da planta. A
reacdo do hospedeiro foi classificada como resistente quando SEV = 1 — 3;
intermediaria quando SEV = 3 — 6; e suscetivel quando SEV = 6 — 9 (Schoonhoven &
Pastor-Corrales 1987).

Para avaliagdo de suscetibilidade ao nematoide, as raizes foram lavadas e
imersas em uma solugao de Floxina B a 15 mg.L-1 por 15 minutos e enxaguadas em
agua corrente. A incidéncia de galhas e massas de ovos foi contada por todo o sistema
radicular sob um microscépio estereoscopico (10x). O grau de suscetibilidade de cada
gendtipo foi avaliado de acordo com a escala de indice de galhas/massas de ovos de
0 a 5 proposta por Taylor e Sasser (1978), na qual 0 = nenhuma galha ou massa de
ovos; 1 = 1-2 galhas ou massas de ovos; 2 = 3—10 galhas ou massas de ovos; 3 =
11-30 galhas ou massas de ovos; 4 = 31-100 galhas ou massas de ovos; e 5 = mais

CONTROLE
T4
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de 100 galhas ou massas de ovos. Com base no indice de galhas (IG) e no indice de
massa de ovos (IMO), a reagao do hospedeiro foi classificada da seguinte forma:
IG/IMO = 0, altamente resistente; IG/IMO = 1, resistente; IG/IMO = 2, moderadamente
resistente; IG/IMO = 3, moderadamente suscetivel; GI/EMI = 4, suscetivel; e GI/EMI =
5, altamente suscetivel.

As médias de cada caracteristica por individuo foram calculadas utilizando o

software JMP®, versao 14.3 (SAS Institute Inc., 2018), seguindo o modelo:
y =Z72g +Xr + e, (1)

onde y é o vetor de dados, g é o vetor de efeitos genotipicos (considerados aleatorios),
r € 0 vetor de efeitos de bloco (considerados fixos) adicionados a média geral e e € o
vetor de erros ou residuos (aleatorios).

Os componentes da variancia foram obtidos utilizando o procedimento REML
(Maxima Verossimilhanga Restrita), e a herdabilidade foi calculada via BLUPs (Melhor
Preditor Linear Nao Viesado). Além disso, o coeficiente de variagao genotipica (CVg)
foi calculado utilizando a equagao CVg = o1/X, onde oT € a raiz quadrada da variancia

genética estimada e X € a respectiva média da caracteristica avaliada.

4.4. Estudo da resposta conjunta na interagao tripla

A andlise de agrupamento hierarquico foi empregada com o objetivo de
classificar os genétipos de feijoeiro quanto ao padrao de resposta conjunta a interagcao
entre Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e Meloidogyne incognita, permitindo a
identificacdo de grupos fenotipicamente semelhantes em relacdo aos niveis de
severidade da murcha de Fusarium, numero de galhas e numero de massas de ovos.
Para essa finalidade, foram utilizados como variaveis de entrada os BLUEs (Best
Linear Unbiased Estimators) obtidos a partir dos modelos mistos ajustados para cada
carater, assegurando a comparagao dos genoétipos com base em estimativas
corrigidas para efeitos ambientais e desbalanceamentos experimentais.

O agrupamento foi conduzido no software JMP®, versdao 14.3 (SAS Institute
Inc., 2018), por meio da plataforma Hierarchical Clustering, utilizando-se o método

hierarquico aglomerativo com ligagdo de Ward, que minimiza a variancia intragrupo a
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cada etapa de fusdo, sendo particularmente adequado para dados quantitativos
multivariados. A definicdo do numero 6timo de clusters baseou-se na analise do R? da
proporgao de variancia explicada e absorvida pelos agrupamentos formados, avaliado
individualmente para cada variavel fenotipica, de modo a maximizar a discriminacao

entre grupos mantendo homogeneidade interna.

4.5. Estudos de associacao genémica ampla

Para detectar SNPs associados as caracteristicas numero de massas de ovos,
numero de galhas e severidade da murcha de Fusarium, foi realizado um GWAS de
acordo com o modelo Bayesian-information and Linkage-disequilibrium lIteratively
Nested Keyway (BLINK - Huang et al., 2019) implementado no pacote GAPIT usando
o software R (Lipka et al., 2012).

O método BLINK utiliza dois modelos de efeitos fixos (MEF) e um processo de
filtragem que seleciona um conjunto de pseudo-QTNs que ndo estdo em desequilibrio
de ligacdo (LD) entre si como covariaveis. A sequéncia completa é executada
repetidamente até que todos os marcadores genéticos sejam testados e a selegao de
pseudo-QTNs seja otimizada. O primeiro MEF testa M marcadores genéticos, um de
cada vez. Os pseudo-QTNs sado incluidos como covariaveis para controlar
simultaneamente falsos positivos e reduzir falsos negativos. Especificamente, o

primeiro MEF pode ser escrito da seguinte forma:
yi = Sxilbl + S xi2b2+...+ S x ikbk + Sijdj + ei, (2)

onde yi é a observacao no i-ésimo individuo; Si1, Si2, ..., Sik sdo os gendtipos de k
pseudo QTNs, comegando como um conjunto vazio; b1, b2, ... , bk sdo os efeitos
correspondentes dos pseudo QTNSs; Sij € o gendtipo do i-ésimo individuo e do j-ésimo
marcador genético; dj é o efeito correspondente do j-ésimo marcador genético; e ei é
o residuo com uma distribuicdo com média zero e variancia de o 2e.

As associagdes foram testadas para os 10.362 marcadores SNP, e as médias
ajustadas de cada caracteristica foram obtidas de acordo com o modelo fenotipico
descrito acima, tratando o gendtipo como um efeito fixo para obter os melhores

estimadores lineares nao viesados (BLUEs) e evitar a dupla redug¢ado. O limiar para
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deteccdo de SNPs significativos foi determinado pela corre¢do de Bonferroni para
testes multiplos (p<4,82e-06) e por testes de permutagao utilizando 1.000 interagdes,

ambos com significancia global de 5% para erro tipo I.

4.6. Anadlise de enriquecimento de de ontologia génica e busca por genes
candidatos

O genoma de referéncia de P. Vulgaris versao 2.1 (Schmutz et al., 2014),
disponivel na plataforma Phytozome, foi utilizado para buscar genes candidatos
supostamente envolvidos na resposta as caracteristicas. Os intervalos de /oci
gendmicos em LD (desequilibrio de ligagdo) com os SNPs significativos de acordo
com os resultados do GWAS foram considerados. O LD para esta populagéo (r* = 1
Mbp) foi previamente calculado e descrito por Diniz et al. (2019).

Para inferir sobre os genes candidatos, contrastamos o conjunto de genes
encontrados em Joci gendmicos identificados por GWAS em nosso estudo com
aqueles descritos como diferencialmente expressos em 4 e 10 DPI por Santini et al.
(2016) em resposta a infeccao por Mi, e 24 HPI descritos por Chen et al. (2019) em

resposta a infeccéo por Fop.

5. RESULTADOS
5.1. Analises fenotipicas

Ap0Os 45 dias de inoculagdo com nematoides, foi possivel identificar gendtipos
com reagdes mais resistentes ou mais suscetiveis. Os valores variaram de 0 a 117
galhas, de 0 a 188 massas de ovos e de 1 a 9 na severidade da murcha de Fusarium.
As caracteristicas associadas a reproducdo dos nematoides apresentaram altos
coeficientes de variagdo genética e herdabilidade, especialmente o numero de galhas
(77,34% e 70,10%). No entanto, os menores coeficientes foram observados para a
resposta a murcha de Fusarium (39,81% e 29,06%). As estimativas de herdabilidade
também foram menores para murcha de Fusarium (52,61 e 21,97%), o que indica uma
maior influéncia de fatores ambientais sobre essa caracteristica no feijao comum
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo descritivo e estimativas dos componentes de varidncia para a contagem
de galhas, contagem de massas de ovos e severidade da murcha de Fusarium em um painel
de diversidade de feijao 45 dias apds a inoculagao com M. incognita e/ou F. oxysporum f. sp.

phaseoli (Fop).

Estimativas
dos componentes de
Variancia

Caracteristica Inéculo Amplitude CV4(%) Genotipo Residuo H?2(%)

. M. incognita 0-117 77,34 117,24 167,69 67,72
Numero de galhas

M. incognita + Fop 0-110 70,10 177,39 184,65 74,24

. M. incognita 0-188 49,46 205,72 527,33 53,92

Numero de massa de ovos

M. incognita + Fop 0-151 48,46 184,08 379,64 59,26

Severidade a Fop . Fop 1-9 39,81 0,91 2,47 52,61

M. incognita + Fop 1-9 29,06 0,41 4,35 21,97

1 CVg Coeficiente de variagdo genética; H2. = Herdabilidade no sentido amplo

De 175 acessos adequados para GWAS, 113 foram classificados como
resistentes e 62 apresentaram sensibilidade intermediaria ou suscetibilidade a Fop
quando o patégeno foi inoculado isoladamente, e 129 foram resistentes e 46
suscetiveis ou com sensibilidade intermediaria em coinfecgdo com Mi, considerando
a SEV. Em relagao aos indices de galhas e massas de ovos, respectivamente, 93 e
43 acessos foram considerados resistentes, 82 e 132 altamente, moderadamente ou
suscetiveis quando o nematoide foi inoculado isoladamente. Em coinfecgdo com Fop,
74 e 43 foram resistentes, enquanto 101 e 132 apresentaram suscetibilidade para os

indices de galhas e massas de ovos, respectivamente (Anexo I).

5.2. Estudo da resposta conjunta na interagao tripla

Por meio do agrupamento hierarquico, foi possivel distinguir a formagao de 10
principais grupos distintos em fungédo da associagado entre os numeros de galhas e
massas de ovos e a severidade da murcha de Fusarium quando Fop foi inoculado

sete dias apos o nematoide (Tabela 2).

Tabela 2. Agrupamento hierarquico de acessos de feijoeiro do painel de diversidade do IAC

em funcdo da associagao entre os numeros de galhas e massas de ovos e a severidade da
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murcha de Fusarium 45 dias apds inoculagcdo com Meloidogyne incognita e Fusarium

oxysporum f. sp. phaseoli

Grupo Individuos NG NMO SMF
1 32 3,421 5126 -0,959
2 14 5,201 2,563 0,77
3 23 -8,316 -5,398 -0,751
4 31 -14,085 -17,823 -1,04
5 9 -14,94 -21,311 3,153
6 5 0,677 -0,684 2,681
7 21 -13,244 -18,04 0,748
8 8 28,788 34,108 2,595
9 29 18,584 24,308 -0,428
10 3 51,342 49,016 -0,648

NG = Numero de Galhas; NMO = Numero de Massas de Ovos; SMF = Severidade da Murcha de Fusarium

A visualizacao da estrutura de agrupamento realizada por meio de um grafico

do tipo constelagao permitiu uma interpretagao integrada dos padrdes de similaridade

entre gendtipos, subsidiando a distingéo entre classes de resisténcia, suscetibilidade

e respostas intermediarias a interagdo patogénica frente ao complexo de doencgas

(Figura 8).
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Figura 8: Grafico constelagdo do agrupamento hierarquico de 176 gendtipos de feijoeiro do
painel do IAC quanto a reagdo de resisténcia/suscetibilidade a Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli e Meloidogyne incognita inoculados sequencialmente. Grupo 1 = Vermelho. Grupo 2
= Verde; Grupo 3 = Azul; Grupo 4 = Laranja; Grupo 5 = Esmeralda; Grupo 6 = Roxo; Grupo 7
= Dourado; Grupo 8 = Ciano; Grupo 9 = Violeta; Grupo 10 = Oliva.

A formacao de grupos distintos evidencia a complexidade da interagao tripla e
a nao existéncia de um unico padréo. Destes, o grupo 4 concentra os genétipos com
maior nivel de resisténcia a interagcdo, uma vez que apresentaram valores médios
mais baixos de severidade da murcha de Fusarium, bem como menores niveis
associados aos componentes relacionados ao nematoide. Destaca-se que os
gendtipos Tybata, Puebla e Pérola, previamente reportados na literatura como

portadores de resisténcia parcial ou tolerdncia a um ou mais componentes da
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interacdo, foram alocados nesses grupos, reforcando a consisténcia biolégica do
agrupamento obtido (Anexo ).

5.3. Estudos de associagao gendomica ampla

Com base na corregdo de Bonferroni, foi possivel detectar SNPs
significativamente associados as respostas de resisténcia/suscetibilidade quando Mi
ou Fop foram inoculados individualmente. Em relagdo a coinfecgdo, apenas
marcadores associados a gravidade da murcha de Fusarium nao foram detectados.
Mais de uma regido gendmica foi associada a mesma caracteristica e isso variou
dependendo do procedimento de inoculagdo — inoculagado unico (Mi ou Fop) ou
coinfecgao (Mi + Fop).

5.3.1. Namero de galhas

Em relagdo a numero de galhas, trés SNPs foram detectados quando Mi foi
inoculado sozinho nas plantas e quatro SNPs quando as plantas foram coinfectadas
com Fop. Além disso, quando o limiar foi definido de acordo com o teste de
permutacées, um SNP adicional foi encontrado quando Mi foi inoculado sozinho
(Figura 9).
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Figura 9: GWAS da contagem de galhas em um painel de diversidade de feijao 45 dias apds

a inoculagcdo com Meloidogyne incognita ou interacdo M. incognita mais Fusarium

oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

As regides genbmicas diferiram, exceto aquela no cromossomo Pv10. Em

plantas inoculadas com nematoides, SNPs foram detectados nos cromossomos Pv07,

Pv08 e Pv10. Em relagdo as plantas com nematdide + Fop, os SNPs significativos

foram localizados nos cromossomos Pv05, Pv06, P10 e Pv11 (Tabela 3).

Tabela 3. Marcadores SNP associados a contagem de galhas em um painel de diversidade
de feijao IAC 45 dias ap6s a inoculagao com Meloidogyne incognita ou interacdo M. incognita
mais Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

M. incognita

Posicao Referéncia Variante Efeito da
Marcador Chr p-valor MAF o - variante PVE(%)
(pb) alélica alélica -
alélica
S1_280033203  Pv07 7.745.264 1,10E-07 0,10 T G -7,66 29,04
S1_382509534 Pv08 58.462.973 8,95E-07 0,08 G A 5,83 11,34
S1_425273098 Pvi0  4.094.197 8,80E-10 0,29 A C 4,93 6,40
M. incognita + Fop
Posigao Referéncia Variante Efeito da
Marcador Chr p-valor MAF o~ 1 variante PVE(%)
(pb) alélica alélica alélica
S1_239851764 Pv05 40.360.567 2,43E-06 0,12 T C 6,08 7,83
S1_261533697 Pv06  21.223.114 1,78E-06 0,21 C G 5,82 7,20
S1_425679049 Pv10  4.500.148 4,48E-16 0,48 C T -7,79 13,40
S1_497893429 Pv011 33.439.277 3,05E-08 0,09 G A 8,78 16,48

' Chr: Cromossomo; MAF: Minor allele frequency, PVE: Proporgdo da variancia explicada pela

associagdo SNP—carater

5.3.2. Nimero de massas de ovos

Em relagcdo a numero de massas de ovos, trés SNPs foram encontrados

quando o nematoide foi inoculado sozinho e apenas dois quando coinoculado com

Fop. Nenhum SNP adicional foi detectado quando o limiar foi definido de acordo com

o teste de permutacdes (Figura 10).
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Figura 10: GWAS da contagem de massas de ovos no painel de diversidade de feijao

45 dias apods a inoculagdo com Meloidogyne incognita ou interagdo M. incognita mais

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

De forma semelhante a resposta do hospedeiro no niumero de galhas, as regides

gendmicas relacionadas a numero de massas de ovos divergiram dependendo do

in6culo Mi ou Mi + Fop. SNPs significativos foram detectados nos cromossomos Pv02,

Pv04 e Pv05 no primeiro caso e nos cromossomos P10 e Pv11 no segundo (Tabela

4).
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Tabela 4. Marcadores SNP associados a contagem de massas de ovos em um painel de
diversidade de feijao IAC 45 dias apds a inoculagdo com Meloidogyne incognita ou interacao
M. incognita mais Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

M. incognita

Marcador Chr Posicao -valor MAF Referéncia Variante E?riitaonf: PVE(%)
(pb) P alélica alélica 'a °
alélica
S1_54653145 Pv02 2,447,514 1,63E-06 0,16 A T 9,94 9,45
S1.198946725  Pv04 45,415,647 9,13E-14 0,11 T C -29,34 60,16
S1.209837980 Pv05 10,346,783 6,87E-07 0,26 T A 6,26 3,71
M. incognita + Fop
Posicao Referéncia Variante Efeito da
Marcador Chr p-valor MAF - . variante PVE(%)
(pb) alélica alélica -
alélica
S1_425572697  Pv10 4.393.796 2,16E-06 0,49 A T -6,28 11,84
S1.507205534  Pv11  42.751.382 1,78E-07 0,09 G A 12,06 34,36

1 Chr: Cromossomo; MAF: Minor allele frequency; PVE: Proporgdo da variancia explicada pela
associacao SNP—carater

5.3.3. Severidade da Murcha de Fusarium

Trés SNPs foram detectados em plantas inoculadas com Fop. No entanto, em

plantas inoculadas com M. incognita mais Fop, nao foi possivel detectar nenhum

marcador associado a caracteristica (Figura 11).
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Figura 11: GWAS da severidade da murcha de Fusarium em um painel de diversidade de

feijao IAC 45 dias ap6s a inoculagdo com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop).

Foram detectados trés SNPs associados a murcha de Fusarium, sendo dois no

cromossomo Pv07 e um no Pv08. A regido associada a essa caracteristica no Pv08
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esta proxima daquela correspondente a numero de galhas no mesmo cromossomo
(Tabela 5).

Tabela 5. Marcadores SNP associados a severidade da murcha de Fusarium em um painel
de diversidade de feijao IAC 45 dias apods a inoculacéo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

(Fop).

Posicéao Referéncia Variante Efeito da
Marcador Chr p-valor MAF f . variante PVE(%)
(pb) alélica alélica -
alélica
S1_282967214 Pv07 10.679.275 9,89E-07 0,44 G T -0,47 7,08
S1_310700629 Pv07 38.412.690 1,74E-09 0,40 C T -0,58 11,39
S1_381064496 Pv08 57.017.935 1,05E-06 0,11 A G 0,60 11,65

' Chr: Cromossomo; MAF: Minor allele frequency, PVE: Propor¢cdo da variancia explicada pela
associacao SNP—carater

5.4. Analise de enriquecimento de ontologia génica

Os genes localizados a até 1 Mbp dos SNPs identificados por GWAS foram
investigados de acordo com o banco de dados Phytozome (Schmutz et al., 2014).
Com base nas analises de enriquecimento de ontologia génica (GO), a resposta da
planta hospedeira em relagdo a numero de galhas e a numero de massas de ovos
diferiu quando as plantas foram inoculadas com Mi ou Mi + Fop. Os resultados da
analise mostraram preferencialmente componentes envolvidos no reconhecimento de

sinais, sinalizagéo e vias de defesa (Figura 12).
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Figura 12: Analise de enriquecimento GO para contagem de galhas (a), contagem de massas
de ovos (b) e severidade da murcha de Fusarium (c) no painel de diversidade de feijao comum
45 dias apds a inoculagdo com Meloidogyne incognita (Mi), Fusarium oxysporum f. sp.

phaseoli (Fop) ou com M. incognita mais Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Mi + Fop).

Nas regides associadas a numero de galhas, os termos GO para processos
bioldgicos foram transdugéo de sinal (22% Mi e 14% Mi + Fop), protedlise (12% Mi e
5% Mi + Fop), fosforilagdo de proteinas (11% Mi e 7% Mi + Fop) e processo de
oxirreducédo (8% Mi e 5% Mi + Fop). Em plantas coinfectadas com Mi e Fop, a
regulacao da transcricdo mediada por DNA (10%) foi outro processo bioldgico
importante, além das funcbes de transporte e processos metabdlicos. As funcdes
moleculares mais enriquecidas para essa caracteristica foram ligagdo a proteinas
(18% Mi e 17% Mi + Fop), ligagédo a ADP (21% Mi e 9% Mi + Fop) e ATP (7% Mie 7%
Mi + Fop) e atividade de proteina quinase (7% Mi e 4% Mi + Fop). O componente
celular mais relevante foi a membrana (18% Mi e 22% Mi + Fop).

Para a numero de regides associadas as massas de ovos, o0 processo bioldgico
mais enriquecido em comum para Mi e Mi + Fop foi a fosforilagéo de proteinas (15%
Mi e 19% Mi + Fop). Para a coinfecgao, a transdugao de sinal foi o processo mais
enriquecido (37%), seguida pelo reconhecimento de pdlen (13%). O transporte
transmembrana, os processos de oxirredugao e a regulagdo da transcricdo mediada
por DNA foram importantes apenas quando Mi foi inoculado isoladamente. As fungcdes
moleculares mais enriquecidas para essa caracteristica foram a ligacdo a proteinas
(8% Mi e 29% Mi + Fop) e a atividade de proteina quinase (8% Mi e 12% Mi + Fop),
em comum. A ligagao a ATP (6% Mi) foi importante para Mi, enquanto a ligagdo a ADP
(x%) foi importante para Mi + Fop. Os componentes celulares mais enriquecidos foram
a membrana (33%) e o nucleo (17%), apenas quando as plantas foram inoculadas

somente com Mi.

5.5. Busca por genes candidatos

Considerando os genes descritos como diferencialmente expressos no feijao

comum apos infecgado por Mi (Santini et al., 2016) e Fop (Chen et al., 2019), um total
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de 24 RGAs foram identificados nos cromossomos Pv02, Pv06, Pv07, Pv08 e Pv10 —
4 associados a Mi, 6 associados a Fop e 14 com coinfecg¢do. Esses genes candidatos
contém dominios conservados conhecidos por desempenharem papéis fundamentais

nos mecanismos de defesa e vias de sinalizagdo das plantas (Tabela 6).
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Tabela 6. Genes candidatos identificados pelas regides genémicas associadas ao GWAS dentro dos intervalos em desequilibrio de
ligacao com os marcadores SNP identificados e diferencialmente expressos em raizes de feijao comum 24 horas apods a inoculagao (HPI)
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Chen et al., 2019), 4 e/ou 10 dias apos a inoculagao (DPI) com Meloidogyne incognita (Santini

et al., 2016).
Carater x:;ccﬂggg Gene Anotagéo Funcional 4DPI 10DPI  24HPI
M. incognita

CG S1_382509534 Phvul.008G235100 Signaling calcium -1.06 - -

CEM S1 54653145 Phvul.002G017500 Secondary metabolism phenylpropanoids.lignin biosynthesis CCoAOMT 1.88 - -

S1 54653145 Phvul.002G033300 Secondary metabolism.flavonoids isoflavones isoflavone reductase 1.57 - -

Fop
S1_282967214 Phvul.007G095000 Auxin response factor - - -3.00
S1_310700629 Phvul.007G254200 Disease resistance protein (NB-ARC domain-containing) - - 3.06
S1._310700629 Phvul.007G254501 Disease resistance protein (NB-ARC domain-containing) - - -3.20
FWS S1.310700629 Phvul.007G254700 Disease resistance protein (NB-ARC domain-containing) - - -7.57
S1.310700629 Phvul.007G257800 Calcium-dependent lipid-binding (CaLB domain) plant phosphoribosyltransferase family protein - - -8.39
S1 381064496 Phvul.008G213200 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein - - 2.95
M. incognita + Fop

CG/FWS S1 261533697 Phvul.006G094500 Redox ascorbate and glutathione glutathione - 1.07 -2.92
CG/FWS S1_261533697 Phvul.006G109000 Stress biotic PR-proteins - -3.87 -3.39

CG S1 261533697 Phvul.006G101300 Hormone metabolism auxin induced-regulated-responsive-activated 1.00 - -



FWS

S1_261533697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697
S1_425572697

Phvul.006G101600
Phvul.010G025400
Phvul.010G025500
Phvul.010G026400
Phvul.010G027500
Phvul.010G027801
Phvul.010G028700
Phvul.010G028800
Phvul.010G029000
Phvul.010G029100
Phvul.010G029700

Redox ascorbate and glutathione glutathione GME
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family

Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family

-4.39
-3.06
-2.12
-3.16
-4.78
-5.26
-2.59
-2.76
-4.11
-3.14

4DPI = 4 dias po6s inoculagao; 6DPI = 6 dias pds inoculagéo; 24HPI = 24 horas p6s inoculagado; CG = contagem de galhas; CEM = contagem de massa

de ovos; FWS = Severidade de murcha de Fusarium.

* The expression values refer to those reported by Santini et al. (2016) according to log2 fold-change (FC) 21.0 and false discovery rate <0.05 and **by

Chen et al. (2019) according to log2 fold-change (FC) 22.0
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Particularmente para coinfecgao, os genes identificados no cromossomo
Pv06 que codificam ascorbato redox e glutationa (Phvul.006G094500) e as
proteinas PR relacionadas a patogénese (Phvul.006G109000) foram as unicas
que apresentaram sobreposigao na expressao diferencial em feijao comum apos
infeccdo por Mi (log2FC = 1,07 e -3,87; Santini et al., 2016) ou Fop (log2FC = -
2,92 e -3,39; Chen et al., 2019), indicando o envolvimento desses genes no
controle das respostas de defesa para ambos os agentes patogénicos.

Os Jloci nos cromossomos Pv10 identificados para ambas as
caracteristicas, numero de galhas e massas de ovos, na coinfec¢gao Mi + Fop,
incluem genes que codificam proteinas de resisténcia a doengas putativas
previamente descritas por Chen et al. (2019) como diferencialmente expressas
em feijdo comum 24 horas apods a inoculagdo com Fop. O agrupamento de dez
genes da classe TIR-NBS-LRR no cromossomo Pv10 sdo um importante alvo
candidato para ambos os agentes patogénicos e podem desempenhar um papel

crucial como regulador chave na coinfecgao por Mi e Fop em feijoeiro comum.

6. DISCUSSAO

A estratégia mais eficaz e sustentavel para o controle de doencas de
plantas € o desenvolvimento de cultivares resistentes. Para que isso seja
possivel, ao utilizar estratégias de melhoramento molecular, o primeiro passo &
identificar os loci genémicos envolvidos em respostas de resisténcia parcial ou
completa. Por meio de estudos de associacdo genbmica ampla (GWAS), é
possivel direcionar a busca por marcadores SNPs ligados a esses importantes
loci genbémicos para facilitar a selegcdo assistida por marcadores. Estudos
recentes de mapeamento revelaram que a resisténcia do feijado comum é
controlada por multiplas regides gendmicas, com Joci distintos associados a

diferentes caracteristicas de resisténcia.

Neste estudo , foi possivel inferir a magnitude da variabilidade genética
na populacao estudada e, como se trata de um painel de diversidade, esses
resultados eram esperados. A numero de galhas apresentou estimativas de

herdabilidade moderadas (Mi = 0,68 e Mi + fop = 0,74), seguida pelo numero de
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massas de ovos (Mi = 0,54 e Mi + fop = 0,59). Esses resultados corroboram o
estudo anterior realizado por Giordani et al. (2021), no qual os autores
encontraram estimativas de herdabilidade de 0,55 e 0,49 para o indice de galhas
€ a numero de massas de ovos, respectivamente, para a mesma populacao
utilizada neste estudo. Em uma perspectiva mais ampla, a heranga dessas
caracteristicas varia na populacéo estudada e pode ser controlada por um gene
dominante principal ou por um efeito aditivo, dependendo do contexto genético
(Pesqueira et al., 2025; Ferreira et al., 2012).

As estimativas de herdabilidade para a severidade da murcha de
Fusarium apresentaram valores moderados a baixos (Fop = 0,52 e Mi + Fop =
0,22). Paulino et al. (2021) encontraram resultados muito proximos em relagédo a
resisténcia a Fop expressa na taxa de severidade da doenca (TSD), ao
estudarem uma populagdo similar e o0 mesmo isolado de Fop (h* = 0,63). A
resisténcia a murcha de Fusarium em feijdo comum demonstrou o envolvimento
de diversos genes, contribuindo com um efeito pequeno a moderado no nivel de
resisténcia (Torres et al., 2022; Leitdao et al., 2020). Particularmente quando
precedida pela inoculagdo com nematoides, a menor estimativa de herdabilidade
indica um controle ainda mais complexo da caracteristica, sugerindo que a
resisténcia a Fop isoladamente n&o explica o comportamento de acessos de

feijao diante do complexo da doenga.

Quando agrupados os gendtipos em fungdo da resposta frente a
interacao, a inclusdo dos genotipos Puebla, Tybata e Pérola, é consistente com
relatos prévios de resisténcia parcial ou desempenho superior frente ao
parasitismo por Mi, conforme descrito por Giordani et al. (2021), Orsi et al.
(2025), Floriani et al. (2025), conferindo sustentac&o biolégica aos padrdes
observados. A recorréncia desses genétipos em classes fenotipicas associadas
a resisténcia justifica sua consideracdo prioritaria em programas de
melhoramento genético, seja como genitores em cruzamentos ou como
materiais de referéncia para estudos genéticos e moleculares da resisténcia a

interacao.
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A formagéo de galhas por nematoides das galhas em plantas reflete o
sucesso inicial da infeccao e a reprogramacao celular da planta. Nesse cenario,
a resisténcia é frequentemente fortemente influenciada por genes de
reconhecimento/defesa da planta, como os genes R e as vias de sinalizagao
(Abad & Williamson, 2010; Kyndt et al., 2013). Por outro lado, a formacao de
massas de ovos integra ndo apenas a infecgdo, mas também o desenvolvimento
do nematoide, a fecundidade e a tolerancia da planta, que sao afetados pela
fisiologia do hospedeiro, pelo ambiente e pela alocagado de recursos da planta.
Nesse caso, essa caracteristica € mais provavelmente poligénica e sensivel ao

ambiente, levando a uma menor herdabilidade.

O GWAS revelou oito regides envolvidas nas respostas das plantas a
infeccdo pelo nematoide das galhas M. incognita. Regides nos cromossomos
Pv02, Pv04 e Pv05 foram detectadas como envolvidas no niumero de massas de
ovos em plantas inoculadas apenas com o nematoide, enquanto na coinfecgao,
regides nos cromossomos Pv10 e Pv11 foram detectadas. Em relagdo ao
numero de galhas, os cromossomos Pv07, Pv08 e Pv10 apresentaram regides
detectadas como envolvidas na resisténcia a M. incognita isoladamente, e
regides nos cromossomos Pv05, Pv06, Pv10 e Pv11 na coinfec¢do com Fop.

Giordani et al. (2021), em estudos anteriores de associagdo gendmica
ampla e mapeamento de QTL, utilizando a mesma populagao, identificaram
intervalos nos cromossomos Pv06, Pv07, PvO8 e Pv11 associados a produgao
de massa de ovos, enquanto o indice de galhas foi associado principalmente a
loci nos cromossomos Pv01, Pv02, Pv05 e Pv10. No presente estudo, /oci no
cromossomo Pv10 foram consistentemente detectados, destacando esta regiao
como um ponto critico gendmico robusto para resisténcia a Mi. Os outros loci
relatados anteriormente ndao foram confirmados nas presentes condigdes
experimentais e abordagem analitica.

Floriani et al. (2025) também mapearam QTLs no Pv10 usando uma
populagdo segregante desenvolvida a partir do cruzamento entre os genétipos
'lAC-Tybatad' e 'Branquinho’, estabelecendo a arquitetura genética do indice de

galhas radiculares para resisténcia a nematoides como poligénica. O QTL
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localizado no Pv10 abrange uma regidao de 102 genes, dos quais 23 também
foram estudados por Orsi et al. (2025), indicando um papel importante dos loci
no cromossomo Pv10 no controle genético da resisténcia a nematoides. Em
conjunto, esses achados apontam para uma arquitetura de resisténcia poligénica
e dependente do fendtipo, com fendtipos de galhas e massas de ovos
governados por regides gendmicas parcialmente distintas, mas sobrepostas.
Além disso, estudos de meta-QTL e GWAS para resisténcia a doencas
em feijdo comum indicaram que regides subteloméricas, particularmente em
Pv07, atuam como pontos criticos para loci relacionados a defesa (Barbosa et
al., 2022; Rahmanzadeh et al., 2022), sugerindo convergéncia entre resisténcia
a nematoides e regides de resisténcia a doengcas em geral. Em nosso estudo, o
GWAS também revelou duas regides que conferem resisténcia a Fop no
cromossomo Pv07, considerando a severidade da doenca, além de uma em
Pv08. Esse resultado corrobora estudos anteriores, nos quais genes
relacionados a defesa do feijdo comum contra Fop foram encontrados no
cromossomo Pv07 por Leitédo et al. (2020) e Paulino et al. (2021), sugerindo que

essa € uma regiao importante no controle da murcha de Fusarium.

Os principais processos biologicos associados a todas as caracteristicas
neste estudo incluiram transdugéo de sinal, protedlise, fosforilagdo de proteinas
e processos de oxidagao-reducao. Juntamente com as funcgdes de ligacédo
molecular e a membrana como principal componente celular, esses processos
atuam nas respostas das plantas a estimulos bidticos, como nematoides e
efetores Fop, e ativam uma rede de respostas celulares rigorosamente
coordenada (Shukla et al., 2018).

Apos a percepcao do efetor pelos receptores da membrana plasmatica,
cascatas de fosforilagcdo envolvendo MAPKs e quinases dependentes de calcio
ativam rapidamente fatores de transcricdo como WRKY e ERF, levando a
reprogramacao da expressao de genes de defesa (Meng & Zhang, 2013; Lu &
Tsuda, 2021; Shukla et al., 2018; Nahar et al., 2011). Os eventos de fosforilagéo
também ativam NADPH oxidases, resultando em uma explosdo de espécies

reativas de oxigénio (ROS), que funcionam tanto como agentes antimicrobianos
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quanto como moléculas de sinalizagdo em vias relacionadas a defesa (Kimura
et al., 2020). A modulagdo dessa onda de ROS depende de enzimas de
oxidacao-reducao, incluindo peroxidases, superdxido dismutases e catalases,
que mantém a homeostase celular enquanto reforgcam as paredes celulares nos
locais de tentativa de alimentagdo. Estudos recentes mostraram papéis
importantes da modulagdao de ROS na resposta de resisténcia contra Mi, Fop e
coinfeccao (Chen et al., 2014; Przybylska & Obrepalska-Steplowska, 2020;
Warmerdam et al., 2020; Giordani et al., 2021; Li et al., 2021; Luo et al., 2024).

Por fim, a protedlise, particularmente através do sistema ubiquitina-
proteossoma, regula a estabilidade de proteinas de defesa essenciais,
degradando seletivamente repressores de vias de sinalizagdo ou modulando a
sinalizagao hormonal, como o acido salicilico (SA), o acido jasmonico (JA) e o
etileno (ET). Essa modulagao orquestra o equilibrio entre a resisténcia localizada
e a resisténcia sistémica adquirida (SAR) (Marino et al., 2012; Verma et al., 2016;
Thilakarathne, Liu & Zhou, 2025). Os principais processos associados as
caracteristicas estudadas sugerem fortemente que as respostas do feijao
comum ao Mi e ao Fop envolvem uma interagdo complexa entre vias de

sinalizagao, regulagcdo hormonal, equilibrio redox e vias de transdugao de sinal.

Nos loci no Pv08, associados a numero de galhas, e no Pv07, associados
a severidade da murcha de Fusarium, encontramos genes diferencialmente
expressos envolvidos na ligagcdo e sinalizagcdo do calcio. Estudos
transcriptdmicos revelaram que a sinalizagédo do calcio na imunidade vegetal
desempenha um papel crucial na mediacdo das respostas de defesa contra
patdgenos, desencadeando picos caracteristicos de Ca?" (assinaturas) que
levam a producao de ROS, defesas da parede celular e ativacdo de genes de
defesa (Lu et al., 2021; Bhar, Chakraborty & Roy, 2023; Li et al., 2020; Molinari
& Leonetti, 2024). Especialmente em casos de coinfecgao, a ativagao simultanea
dessas vias gera um ambiente hormonal e oxidativo complexo, no qual as ROS
atuam tanto como sinais de defesa quanto como estressores (Luo et al., 2024).

Também foi constatado que os fatores responsivos a auxina se

sobrepbem as respostas da planta contra Fop e Mi, localizados em Joci nos
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cromossomos Pv07 e Pv06, respectivamente. Em especial, a regido em Pv06,
relacionada a numero de galhas na coinfecg¢ao, sugere a grande importancia do
gene Phvul.006G101300 para o complexo da doenga Mi-Fop. No inicio da
infeccdo, o nematoide induz localmente a biossintese de auxina, levando a
expansdo de células gigantes e a formacédo de raizes laterais (Gheysen &
Mitchum, 2019; Kyndt et al., 2016; Kyndt et al., 2013; Wang et al., 2018 ; Ren et
al., 2024 ). Quando as plantas sao coinfectadas com Fop, esse acumulo inicial
de auxina promove um estado de suscetibilidade que o fungo pode explorar
posteriormente. Em estagios posteriores da infecgdo, a auxina interage com
outros horménios, SA e JA, moldando o equilibrio entre crescimento e defesa
(Kidd et al., 2011; Xue et al., 2015). Dessa forma, ela pode atuar como um
regulador temporal da suscetibilidade e da resisténcia, com sua ativagao inicial
favorecendo a suscetibilidade e sua posterior regulagcdo negativa levando a

resisténcia da planta .

No cromossomo Pv02, genes relacionados ao metabolismo secundario
foram identificados como candidatos associados a numero de massas de ovos.
A inducgao coordenada do metabolismo secundario também leva a uma defesa
oxidativa e estrutural robusta, integrando o acumulo de compostos fendlicos e o
reforco de polimeros da parede celular para limitar a infecgdo por patégenos
(Upadhyay et al., 2024; Yang et al., 2023). A biossintese aprimorada de lignina
contribui para o fortalecimento da parede celular, formando uma barreira fisica
que restringe a migragdo de nematoides e a expansdo de seus locais de
alimentacdo. Da mesma forma, os genes da via dos flavonoides desempenham
papéis importantes na transdugao de sinal, na homeostase redox e na defesa

contra infec¢des por nematoides e Fop (Shukla et al., 2017; Chen et al., 2019).

Ao analisar o ensaio de coinfecgao, foi interessante observar que dois
genes relacionados ao sistema ascorbato-glutationa (AsA-GSH) foram
encontrados em Pv06, sendo que Phvul.006G109000 apresentou expressao
diferencial tanto em infecgdes por Fop quanto por Mi. As vias de AsA-GSH
constituem um médulo regulatério redox critico na defesa vegetal, mantendo a

homeostase redox celular, apoiando a sinalizagdo de espécies reativas de
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oxigénio (ROS) para ativacao da defesa e limitando o dano oxidativo durante o
estresse bidtico (Labudda, 2018). Molinari, Farano & Lionetti (2024)
demonstraram que a infecgdo precoce por Mi em tomateiros suprime as
respostas imunes, mas ativa fortemente o sistema antioxidante nas plantas. De
forma semelhante, Mandal et al. (2008) relataram que a infecgdo de tomateiros
por Fusarium oxysporum ativa enzimas antioxidantes, incluindo glutationa e
peroxidases relacionadas ao ascorbato. Isso destaca o papel crucial dos
antioxidantes no sistema regulatério redox nas respostas iniciais de defesa
contra nematoides e F. oxysporum, o que torna o gene Phvul.006G109000
possivelmente um gene importante na regulacdo do complexo da doenga Mi-
Fop.

Ainda no cromossomo Pv06, o gene Phvul.006G109000, com anotagao
funcional para proteina relacionada a patogénese (PR), apresentou expressao
diferencial em ambas as infec¢des, por Mi e Fop. Isso sugere que ele pode
desempenhar um papel na resposta do feijao a coinfecgéo. As proteinas PR séo
um grupo que inclui enzimas como quitinases e glucanases, envolvidas na
degradagao das paredes celulares do patdégeno, proteinas que fortalecem as
paredes celulares da planta e promovem a lignificacdo (Ebrahim et al., 2011).
Normalmente, as plantas contém baixos niveis constitutivos dessas duas
enzimas, que aumentam em resposta ao estresse bidtico. Oliveira et al. (2012)
demonstraram que a infeccao das raizes do feijao-caupi por Mi levou ao aumento
da atividade da quitinase e da [B-1,3-glucanase em uma cultivar altamente
resistente. Alguns estudos também demonstram que a atividade antimicrobiana
das proteinas PR limita a colonizagao de plantas hospedeiras por F. oxysporum
(Narasinham et al., 2003; Saikia et al., 2004). No entanto, pouco se sabe sobre

como essas respostas de defesa convergem na coinfecgao.

Curiosamente, as respostas a infecgao por Fop estiveram principalmente
relacionadas as proteinas de resisténcia (R) da familia NB-ARC-LRR. Trés
genes das familias NB-ARC e LRR apresentaram expressao diferencial sob
infeccéo por Fop em uma regidao do cromossomo Pv07, detectada em inoculagao

unica. Em coinfeccdo, um agrupamento com dez genes da classe TIR foi
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encontrado em Pv10. Sabe-se que esse grupo de genes R detecta efetores do
patdgeno e ativa a sinalizagdo imune. O dominio NB-ARC controla a ativagao
por meio de motivos conservados, enquanto o dominio LRR medeia o
reconhecimento do efetor. Dependendo de sua regido N-terminal, os dominios
TIR ou CC desencadeiam respostas de defesa subsequentes e morte celular por
hipersensibilidade (Dangl & Jones, 2001; Zhou & Zhang, 2020).

As proteinas da familia NB-ARC-LRR s&o expressas de forma constitutiva
e ubiqua na planta, mas o nivel de expressdo € tipicamente baixo. Essa
expressao constitutiva é consistente com a hipotese de que os genes R
codificam proteinas de vigilancia que detectam moléculas efetoras de patdogenos
direta ou indiretamente e iniciam uma resposta de defesa eficaz (Williamson &
Kumar, 2006). Estudos de perfil de expressao e transcriptoma mostraram a
regulacao positiva desses genes na reacao de resisténcia de diferentes culturas,
sugerindo seu envolvimento na sinalizagdo imune inicial e na ativagao da defesa
contra um amplo espectro de agentes patogénicos, incluindo Mi e Fop (Santini
et al., 2016; Wen et al., 2017; Chen et al., 2019; Goyal et al., 2019; Warmerdam
et al., 2020; Alekcevetch et al., 2021). Assim, esse conjunto de genes também
pode ser considerado candidato para genaétipos resistentes a coinfecgéo e deve

ser validado.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Com base no agrupamento hierarquico fica evidente a inexisténcia de
uma unica resposta do feijoeiro frente ao complexo de doengas. A variabilidade
genética do hospedeiro, além de aspectos ambientais, pode levar a diferentes
formas de interagdo, com maior ou menor suscetibilidade do feijoeiro a Mi, Fop

ou ambos.

Neste estudo, foram propostas hipéteses sobre um subconjunto de
respostas genéticas associadas a resisténcia do feijoeiro a Meloidogyne
incognita, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli e a coinfeccdo, a partir da
identificacdo de regides gendmicas associadas e de evidéncias previamente
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descritas de expresséo génica diferencial sob as infecgdes isoladas. Entre essas
respostas, destacam-se a percepg¢ao mediada por genes com dominios NB-
ARC/LRR, a mobilizagao de proteinas PR como efetores diretos e a atuagéo do
sistema ascorbato—glutationa, juntamente com outros componentes na
regulagcédo do balango redox. A atuacao destes mecanismos de forma integrada
indica uma resposta de defesa comum e coordenada, evidenciando uma
convergéncia funcional das redes imunes do hospedeiro, especialmente nos
processos de percepc¢ao, sinalizagdo redox e execucdo da resposta. Estes
achados fornecem subsidios relevantes para estratégias de melhoramento
genético da cultura.

Aprimorar nossa compreensao dos mecanismos de resisténcia e
identificar novos genes R é fundamental para estabelecer uma selec¢ao assistida
por marcadores, visando selecionar cultivares com resisténcia duradoura ao
complexo de doengas estudado. A validagdo funcional dos genes
potencialmente associados deve ser realizada em estudos futuros para confirmar
0s mecanismos moleculares potencialmente envolvidos nesse complexo de
doencas. A validagao dos genes de resisténcia representara um grande avango
para o melhoramento do feijdo comum, pois possibilitara a introdu¢do dessa

resisténcia em cultivares de elite.
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Anexo | — Descricdo do material vegetal que compdem o painel de diversidade
utilizado no estudo (Diniz et al., 2019).

Acesso Instituicao Faseolina Gzz?c:o T::\gag;o Grupo comercial
29/24-6-1-1 IAC S M Pequeno Preto
A 0774 CIAT S M Médio Creme
A-449 CIAT S M Médio Carioca
Aleméao IAC S M Pequeno Preto
AND-277 CIAT T A Grande Pintado
AND-279 CIAT S M Pequeno Preto
Antioquia 8 CIAT T A Grande Pintado
Apetito Blanco CIAT S M Grande Mulatinho
Aporé Embrapa S M Médio Carioca
ARA -1 CIAT S M Médio Carioca
ARC-3 CIAT S M Pequeno Preto
ARC-4 CIAT S M Médio Preto
Baetao (30273) CIAT S M Médio Pintado
Bagajo CIAT T A Médio Amendoim
Barbunya CIAT S M Médio Branco
BAT 447 CIAT S M Pequeno Creme
Batista Brilhante (CB) IAC S M Pequeno Mulatinho
Branco Argentino CIAT T A Grande Branco
Branquinho Landrace S M Médio Carioca
Brasil 2 Landrace S M Pequeno Creme
BRS - Cometa Embrapa S M Médio Carioca
BRS - Horizonte Embrapa S M Médio Carioca
BRS - Pontal Embrapa S M Médio Carioca
BRS - Requinte Embrapa S M Médio Carioca
BRS Pitanga Embrapa S M Pequeno Vermelho
BRS Vereda Embrapa S M Pequeno Rosa
BRSMG-Talisma Embrapa S M Médio Carioca
CxU-1.19 IAC S M Grande Carioca
CxU-1.5 IAC T A Grande Preto
CxU-17 IAC T A Grande Mulatinho
CxU-2.11 IAC T A Médio Mulatinho
CxU-2.16 IAC S M Médio Pintado
CxU-7.8 IAC S M Médio Preto
CAL-143 CIAT T A Grande Pintado
Campeao Il Landrace S M Médio Carioca
Caneludo Landrace S M Pequeno Carioca
Carioca Comum IAC S M Médio Carioca
Carioca Lustroso Landrace S M Médio Carioca
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CHC 98-42
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CNFC 10762
DOR-390
DOR-476
E/20-2-1
ECU-311
EMP-407
EMP-81
FEB 179
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FEB-176
FEB-177
Feijao Suigo
Flor de Mayo
Frijol Negro
FT 08-47
FT 08-75
G2333
Garbancillo
Gen 41/35-3-2/2
Gen 45/57-4-2-1/4
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Gen 45/57-7-3-1/4
Gen 49/61-1/2
Gen 87/73-5-3/1
Gen C 10-2-16/8
Gen C 10-2-4/41
Gen FAP-F3-2
Gen FAP - F3 RC2-2
Gen P10-1-9/38
Gen05C1-3-2-1-1
Gen05C1-3-3-1-1
Gen05C2-1-1-1-1
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Anexo Il — Reagao de hospedeiro de 175 gendtipos de feijao utilizados em estudos de associagdo genémica ampla (GWAS)
para resisténcia a Meloidogyne incognita (Mi) e/ou Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop). Valores médios de Severidade
da Doenca (SEV) para Fop (Pastor-Corrales & Abawi, 1987), indice de Galhas (IG) e indice de Massa de Ovos (IMO) para Mi
(Taylor & Sasser, 1978), para ensaios com Mi e Fop inoculados individualmente ou em coinfecgdo; Classificagdo do
agrupamento hierarquico em resposta a interagao e alelos correspondentes para cada /oci dos marcadores associados a genes

candidatos encontrados via GWAS.

Severidade da Murcha

de Fusarium indice de Galhas indice de Massas de Ovos § § uga E § § §

opp £ 2 B 2 8 & 0§

Acesso SEV* Reagio® IG* Reagéo® IMO® Reacdo” nteracio § § S & 9 &3 &

Mi + Mi+| ... Mi+ . Mi+| ... Mi+ .. Mi+ oo o N T T

Fop Fop Fop Fop Mi Fop Mi Fop Mi Fop Mi Fop @ @ @ @ @ @

Baetao_30273 50 1.0 I R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G C A T C G T
Honduras_32 3.0 1.0 I R 3 4 MS S 3 4 MS S 1 G G A T C A A
Jamapa_CNF_1671 8.0 1.7 S R 4 3 S MS 4 3 S MS 1 T C A G C A A
Mulatinho_VP_102 43 1.0 I R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G G A G C G A
Preto_do_Procone 23 1.0 R R 2 3 MR MS 3 4 MS S 1 G G A T C G A
Perry Marron 1.7 1.7 R R 1 3 R MS 3 4 MS S 1 G G A T C G T
IAC_Maravilha 23 1.0 R R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G C A T C A T
LP_90_91_R_Bac 1.0 1.0 R R 3 3 MS MS 3 4 MS S 1 G C A G C A A
EMP_407 6.0 1.0 S R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G C A G C G A
Pinto_114 3.0 1.0 I R 2 3 MR MS 3 3 MS MS 1 G G A G C A A
Caneludo 1.7 1.0 R R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G C A T T A T
Carioca_Lustroso 3.0 1.0 I R 3 3 MS MS 4 4 S S 1 G C A T C A T
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1.7
1.0
1.7

1.0
1.7
2.3
4.3
2.0

Carioca_Precoce

IAC_Ybata

IAPAR_81
Gen05C2.1 6.1 1

Gen05C2_1.111

2.3
3.7

Gen05C3 241 1

Gen05C4.3.1.12

1.7
1.0
1.7
1.0
1.7
1.0

4.0

Gen05C5_.1.2 2 2

UxC_ 1.5

1.7
1.0
1.0
1.7
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.0
1.7
1.0

CxU_2_11

A_0774

CxU_7.8

Sanilac
161531

1.7
1.0
1.0
3.7
2.3
1.0

3.0

X29.24 611

TU
Serro_Azul_Fosco
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Antioquia_8

FT_08_75

Bagajo
Jalo_110

3.0
3.7
3.7
3.7
3.0
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1.7
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1.7
1.0
1.0

3.0
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Jalo_110
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H96A31_P2_ 1.1 1 1
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BRS_Pontal 3.0
CAL_143 1.0
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a A classe de reacao foi baseada na escala SEV de Schoonhoven e Pastor-Corrales (1987), onde 1-3 = resistente (R), 3,1 — 6 = intermediario (I) e 6,1

— 9 = suscetivel (S).

b A classe de reagao foi baseada na escala de indice de galhas/massas de ovos de 0 a 5 proposta por Taylor e Sasser (1978), onde 0 = altamente
resistente; 1 = resistente; 2 = moderadamente resistente; 3 = moderadamente suscetivel; 4 = suscetivel e 5 = altamente suscetivel.
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