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RESUMO GERAL

SILVA, R. S. Melhoramento Molecular do feijio-comum para resisténcia miltipla a
viroses. 2021. 100f. Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) - Escola de
Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2021 A

Dentre as doengas que acometem o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), as viroses
merecem destaque, uma vez que sdo de dificil controle e causam perdas parcial ou total de
produtividade e de qualidade dos graos. No Brasil, as principais viroses do feijdo sdo: o
mosaico comum, causado pelo Bean common mosaic virus (BCMV), o mosaico-dourado,
cujo agente causal € o Bean golden mosaic virus (BGMV) e o mosqueado-suave-do-caupi e
necrose da haste da soja, causado pelo Cowpea mild mottle virus (CPMMYV). Os sintomas
de CPMMYV emergiram no feijado-comum mais recentemente, em ensaios de campo com a
cultivar transgénica BRS FC401 RMD, que apresenta resisténcia efetiva ao BGMV (evento
Embrapa 5.1). Os sintomas de CPMMYV sao confundidos ou suplantados pelos sintomas mais
severos de BGMV, e ambas as viroses ocorrem simultaneamente em condi¢ao natural no
campo e sao transmitias pela mosca-branca (Bemisia tabaci), sobretudo na regido Central do
Brasil. Assim, dois estudos foram realizados com os seguintes objetivos: i) desenvolver,
avaliar e selecionar progénies transgénicas de feijdo-comum, de segunda geragdo, com graos
no padrdo comercial carioca, boa performance agrondmica e com resisténcia multipla as
viroses BCMV, BGMV e CPMMYV, e ii) investigar o controle genético da resisténcia ao
CPMMV e mapear loco(s) de resisténcia ao CPMMYV na cultivar de grios carioca BRS
Sublime. No primeiro estudo, progénies foram desenvolvidas do cruzamento das cultivares
BRS Estilo e BRS Sublime (resistentes ao CPMMV e ao BCMV), com a linhagem
transgénica CNFCT 16206 (evento Embrapa 5.1; resistente ao BGMV) e ao BCMV. A
recuperacdo de progénies elite com maior propor¢ao dos genitores foi realizada por meio da
analise de retrocruzamento assistido por marcadores SSR e SNP. As 39 progénies e as
testemunhas foram avaliadas em condi¢do de campo, nas aguas (2016) e seca (2017), e em
casa de vegetagao, livre de insetos. Foram avaliados os caracteres produtividade e massa de
100 graos, arquitetura e acamamento de planta (ARQ), aspecto visual de graos e severidade
de viroses (SV). As progénies elite e as testemunhas foram mecanicamente inoculadas aos
oito dias apds plantio com o isolado (CPMMV:BR:GO:14 — GenBank MK202583) e foram
avaliadas, aos 35 dias apos inoculagdo, para severidade de CPMMYV. Essas progénies ¢ as
testemunhas foram avaliadas, também, para a presenca do evento Embrapa 5.1 (marcador
Ahas) e gene I (marcador SCAR SWI13). O resultado da andlise conjunta mostrou
variabilidade entre progénies para todos os caracteres avaliados, sobretudo SV, exceto para
ARQ), considerando os dois ambientes, com interagao P x E (P < 0,01). Todas as progénies
elite apresentaram resisténcia ao BCMV e ao BGMV, com excecdo da progénie 336-3.1
(BGMV), sendo as testemunhas convencionais suscetiveis ao BGMV, e a testemunha
transgénica (cv. BRS FC401 RMD) e as progénies, suscetiveis ao CPMMV. Desse modo, a
severidade de CPMMYV foi avaliada nas progénies e testemunhas transgénicas. Doze
progénies elite apresentaram notas < 3,0 para SV. Dentre elas, as progénies 184-12.1, 356-
5.1, 398-3.1, 417-22.1 e 422-39.1 apresentaram resisténcia ao BCMV, ao BGMV e ao
CPMMV. Assim, o uso de estratégias de melhoramento convencional e a selecdo assistida

! Orientador: Dr. Thiago Livio Pessoa Oliveira de Souza. Embrapa Arroz e Feijdo.
Coorientador: Dr. Josias Correa de Faria. Embrapa Arroz e Feijao.



por marcadores (SAM), possibilitou o desenvolvimento e a selecdo de progénies
transgénicas elite de feijdo-comum, de segunda geracdo, com graos no padrdo comercial
carioca, porte ereto e adaptadas a colheita mecanizada, com resisténcia multipla as viroses e
com potencial de uso em futuras avaliagdo agronomicas. No segundo estudo, a genotipagem
de marcadores SNP e SilicoDArT foi realizada por meio da tecnologia DArTseq, em uma
populagdo de mapeamento na geragao F» obtida através do cruzamento entre a cultivar BRS
Sublime (resistente) e a linhagem transgénica CNFCT 16207 (suscetivel). A natureza hibrida
de F; foi confirmada por meio de marcador molecular ligado ao evento Embrapa 5.1. As
plantas foram conduzidas em casa de vegetagdo. Assim, um total de 180 plantas individuais
(F2) e 180 progénies F»3 (2160 plantas; 12 plantas/progénie), ¢ os genitores, foram
mecanicamente inoculadas aos oito dias apds plantio, com o mesmo isolado de CPMMYV.
Aos 35 dias apds inoculagdo, as plantas foram avaliadas para severidade de CPMMV. Os
dados fenotipicos foram submetidos ao teste de qui-quadrado (x?) (P < 0,05), considerando
a taxa de segregacao mendeliana esperada para cada geragdo. O mapa genético completo foi
obtido com 1.695 marcadores segregando conforme a frequéncia esperada e distribuidos nos
11 cromossomos do feijao, com comprimento total de 2.864 cM e distancia média entre
marcas de 1,8 cM. Os resultados indicaram que um tnico gene dominante controla a heranca
da resisténcia a0 CPMMYV na cultivar BRS Sublime. O QTL — Gene de efeito principal
(CPMMV. Pv08) foi identificado na regido final do cromossomo 8, associado a resisténcia
ao CPMMV e explicando ~77% da variacao fenotipica. Este € o primeiro trabalho de estudo
da herancga genética e de mapeamento do loco de resisténcia ao CPMMYV em BRS Sublime.
A construcao do mapa genético e a abordagem da analise de QTL, gera novas perspectivas
para os programas de melhoramento genético do feijoeiro, com o potencial de
desenvolvimento e a validagao de marcadores moleculares a serem utilizados por meio de
SAM para reacdo ao CPMMYV em gendtipos de feijao-comum.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., Embrapa 5.1, severidade de viroses, DArTseq,
marcadores SNP, Selecao assistida por marcadores.



GENERAL ABSTRACT

SILVA, R. S. Molecular breeding for the development of multiple resistance to viruses
in common bean. 2021. 100f. Thesis (Doctor of Science in Genetics and Plant Breeding) -
Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goiania, 2021.?

Among the diseases that affect the common bean (Phaseolus vulgaris L.), viruses deserve to
be highlighted, since they are difficult to control and cause partial or total yield and grain
quality losses. In Brazil, the main viruses of beans are: the common mosaic, caused by the
Bean common mosaic virus (BCMV), the golden mosaic, whose causal agent is the Bean
golden mosaic virus (BGMV) and the soybean stem necrosis disease, caused by Cowpea
mild mottle virus (CPMMYV). The symptoms of CPMMYV emerged in common beans more
recently in agronomic performance tests with the transgenic cultivar BRS FC 401 RMD,
which presents effective resistance to BGMV (event Embrapa 5.1). The symptoms of
CPMMYV were confused or hidden by the more severe symptoms of BGMV, and both viruses
occur simultaneously in the field and are transmitted by the whitefly (Bemisia tabaci),
mainly in Central region Brazil. Thus, two studies were carried out with the objectives of: 1)
develop, evaluate and select transgenic common bean progenies, second generation, with
carioca market class, good agronomic performance and with multiple resistance to viruses
BCMV, BGMV and CPMMYV, and ii) to investigate genetic inheritance of the CPMMYV and
to genetically map loci of resistance to CPMMYV in the carioca seeded cultivar BRS Sublime.
In the first study, elite progenies were developed from crosses using the carioca seeded
cultivars BRS Estilo and BRS Sublime (both showing resistance to CPMMYV and BCMV),
with the transgenic line CNFCT 16206 (event Embrapa 5.1; effective resistance to BGMYV)
and resistant to BCMV. The recovery of elite progenies with a greater proportion of parents
was performed through the analysis of backcrosses assisted by SSR and SNP markers. Thus,
39 elite progenies were evaluated in field condition, in the rainy (2016) and dry (2017)
growing seasons, and in an insect-proof screenhouse. The evaluated traits were the seed yield
and mass of 100 seeds, plant architecture and tolerance to lodging, seed appearance, and
virus disease severity (VS). The elite progenies in addition to the controls were mechanical
inoculated at eight days after planting with the strain (CPMMV: BR:GO:14 — GenBank
MK?202583), and were evaluated, at 35 days after inoculation, for severity of CPMMYV.
These progenies and the controls were also evaluated for the presence of the event Embrapa
5.1 (marker Ahas) and gene I (marker SCAR SW13). The result of the joint analysis showed
variability between the progenies for all characters evaluated, especially SV, except for
ARQ, considering the two environments, with P x E interaction (P < 0.01). All elite
progenies showed effective resistance to BCMV and BGMV, with the exception of progeny
336-3.1 (BGMV), whereas the conventional controls were susceptible to BGMV, and the
transgenic control (cv. BRS FC401 RMD,) and the progenies were susceptible to CPMMYV.
Thus, the severity of CPMMYV was assessed in progenies and transgenic controls. Twelve
elite progenies showed mean scores < 3.0 for VS. Of these, the progenies 184-12.1, 356-5.1,
398-3.1, 417-22.1 and 422-39.1 showed resistance to BCMV, BGMV and CPMMV.
Therefore, the use of conventional breeding strategies and marker-assisted selection (SAM)
enabled the development and selection of elite transgenic carioca-seeded cultivars, second-
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Co-Adyvisor: Dr. Josias Correa de Faria. Embrapa Arroz e Feijao.



generation, with carioca-seeded market class, better plant architecture and allowing direct
mechanical harvest, with multiple resistance to viruses and presenting potential to be
evaluated in agronomic performance tests. In the second study, the genotyping of SNP and
SilicoDArT markers was performed using the DArTseq technology, in a mapping population
in the F» generation obtained from the crossing between the cultivar BRS Sublime (resistant)
e transgenic line CNFCT 16207 (susceptible). All F; plants were tested with molecular
marker linked to the event Embrapa 5.1 to confirm the hybrid nature. The plants were
conducted in an insect-proof screenhouse. Thus, a total of 180 F» individual plants and 180
F2.3 progenies (2160 seedlings; 12 seedlings/progeny), in addition to the parents, were
mechanically inoculated with the same CPMMYV isolate, at eight days after planting. At 35
days after inoculation, the plants were evaluated for severity of CPMMYV. The phenotypic
data were subjected to the chi-square test (x*) (P < 0.05), considering the expected mendelian
segregation ratio for each generation. The complete genetic map was obtained with 1.695
markers segregated according to the expected frequency and distributed in the 11
chromosomes of the bean, with total length of 2.864 cM and average distance between marks
of 1.8 ¢cM. The results indicated that a single dominant gene controls the inheritance of
CPMMV resistance in the cultivar BRS Sublime. The QTL — single Gene (CPMMYV. Pv08)
was identified in the final region of chromosome 8, associated with resistance to CPMMV
and explaining ~ 77% of the phenotypic variation. This is the first report to study genetic
inheritance and genetically map locus to CPMMYV resistance in BRS Sublime. The
construction of the genetically map and the QTL analysis approach generates new
perspectives for common bean breeding programs, with the potential for development and
validation of molecular markers to be used through SAM for reaction to CPMMYV in
common bean genotypes.

Key words: Phaseolus vulgaris L., event Embrapa 5.1, virus disease severity, DArTseq, SNP
markers, Marker-assisted selection.



1 INTRODUCAO GERAL

O Feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) pertence a familia das leguminosas
(Fabaceae), tribo Phaseoleae, subfamilia Papilionoideae e género Phaseolus L., sendo uma
espécie predominantemente autégama e domesticada em dois centros de origem:
Mesoamericano, compreendendo a regido da América do Norte (México) e América Central,
e Andino (Norte da Argentina e sul do Peru). Dentro do género Phaseolus sao
aproximadamente 55 espécies, sendo o feijdo-comum a espécie mais importante (Schmutz
et al., 2014; Borém & Carneiro, 2015). Além disso, o feijdo-comum ¢ diploide (2n = 2x =
22 cromossomos), sendo o tamanho do genoma das variedades Mesoamericana de
aproximadamente 549,6 Mpb e das variedades Andinas (~537 Mpb) (Schmutz et al., 2014;
Vlasova et al., 2016; Lobaton et al., 2018).

A espécie apresenta relevancia social e econdmica no mundo, sendo amplamente
cultivada, sobretudo em paises pobres dos continentes Americano, Africano e Asiatico
(FAO, 2020). E alimento basico na dieta humana, sendo uma leguminosa reconhecida pelo
seu valor nutricional, com graos ricos em proteinas, carboidratos e minerais (Brigide et al.,
2014; Martins et al., 2016). No Brasil, o feijio-comum representa uma importante fonte de
proteina na dieta dos brasileiros, sendo cultivado praticamente em todos os estados ¢ em
diferentes niveis de tecnologia (Faria et al., 2013). Merece destaque, também, o feijdo-caupi
[Vigna unguiculata (L.) Walp; género Vignal], cultivado principalmente nas regides Norte e
Nordeste do pais (Borém & Carneiro, 2015).

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor de feijdo-comum no mundo. A
producdo brasileira, na safra 2019/20, foi de aproximadamente 2,51 milhdes de toneladas de
graos, em uma area plantada por volta de 1,61 milhdes de hectares € uma produtividade
média de 1.530 kg ha! (CONAB, 2021), sendo o consumo per capita de aproximadamente
17 kg/habitante/ano (Embrapa Arroz e feijao, 2019). A preferéncia do consumidor brasileiro
¢ por feijao de graos do tipo carioca, por volta de 70%, sendo 20% para o feijao preto e os
10% restantes para feijdo de outras classes comerciais. Sendo assim, apesar do progresso

genético obtido pelo melhoramento de plantas nas tltimas décadas, cerca de 17,4 kg ha!
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anual para o feijao carioca, a produtividade de graos ainda est4 abaixo do potencial produtivo
para a espécie (Faria et al., 2013; Souza et al., 2018).

Neste cendrio, varios sdo os fatores que contribuem para essa baixa
produtividade de graos na espécie, entre eles o grande nimero de doencas que acometem o
feijdo em praticamente todas as regides produtoras, principalmente as viroses. Entre as
doencas causadas por virus no feijoeiro, merecem destaque o mosaico comum, cujo agente
causal ¢ o Bean common mosaic virus (BCMV; familia Potyviridae; género Potyvirus), o
mosaico-dourado, causado pelo Bean golden mosaic virus (BGMV; familia Germiniviridae;
género Begomovirus) e o mosqueado-suave-do-caupi, sendo o agente causal o Cowpea mild
mottle virus (CPMMV; familia Betaflexiviridae; género Carlavirus) (Faria et al., 2016;
Meziadi et al., 2017; Souza et al., 2018).

E oportuno mencionar que BGMV ¢ CPMMV sio transmitidos com muita
eficiéncia pela mosca-branca (Bemisia tabaci), além da ocorréncia simultanea dessas viroses
no campo, sendo os sintomas de CPMMYV muitas vezes confundidos ou suplantados pelos
sintomas mais severos de BGMV. Atualmente, o0 mosaico-dourado ¢ a principal virose do
feijoeiro no pais, podendo ocasionar perdas total ou parcial de produtividade de graos (~40
a 100%); dependendo da cultivar, incidéncia da doenca e época de plantio. Adicionalmente,
além do feijao, CPMMYV também infecta naturalmente a soja, causando a doenga necrose da
haste em alguns genotipos da espécie. Vale pontuar que a soja ¢ uma excelente hospedeira
de B. tabaci e de CPMMYV, o que tem gerado preocupacdo de produtores e pesquisadores,
sobretudo na regido Central do pais (Paula et al., 2015; Faria et al., 2016; Cheruku et al.,
2017; Souza et al., 2018; Alves-Freitas et al., 2019).

Os sintomas de CPMMYV foram detectados de maneira conclusiva no feijao-
comum em ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) da cultivar transgénica BRS FC401
RMD, a qual apresenta resisténcia efetiva ao BGMV por meio do evento Embrapa 5.1
(Tecnologia RMD; prefixo referente a resisténcia ao mosaico-dourado) (Bonfim et al., 2007;
Dinon et al, 2012) e resisténcia natural ao BCMV (gene /) (Melotto et al., 1996; Pasev et al.,
2013), contudo ¢ suscetivel ao CPMMYV (Souza et at., 2018). Fontes de resisténcia natural
ao CPMMYV tém sido verificadas na cultivar de feijdo carioca BRS Sublime; ndao havendo,
até o momento, estudos publicados de heranga genética da resisténcia ao CPMMV em
genotipos de feijao (Souza, T. L. P. O, comunicagdo pessoal).

Vale frisar que os métodos de controle convencionais para virus sdo de dificil

adocdo e muitas vezes pouco eficientes. O uso indiscriminado de inseticidas para o controle
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de insetos vetores, a exemplo da mosca-branca, tem gerado o surgimento de gendtipos
resistentes as principais moléculas quimicas, além de poluir o ambiente. Assim, a resisténcia
genética demonstra ser a maneira mais eficiente, econdmica e de menor impacto ambiental
no controle de doengas (Gil et al., 2019), incluindo aquelas causadas por virus (Paula et al.,
2015; Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

A tecnologia RMD (evento Embrapa 5.1) tem se mostrado promissora no avango
e desenvolvimento de linhagens transgénicas de feijdo com graos tipo carioca com padrao
comercial, 6tima performance agronémica e com resisténcia as viroses BCMV ¢ BGMV
(Souza et al., 2018). Além disso, o evento apresenta potencial de uso na selecao e avango de
linhagens-elite RMD de feijao carioca de segunda geracao, com alto rendimento e sobretudo
resisténcia multipla as viroses BCMV, BGMV e CPMMYV; podendo ser uma ferramenta
eficiente no desenvolvimento de cultivares resistentes a viroses transmitidas pela mosca-
branca, integrando métodos convencionais de melhoramento e ferramentas biotecnologicas
(Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

Nesse ambito, os avangos na pesquisa gendmica nas Ultimas décadas tém
possibilitado o desenvolvimento e o uso de dezenas de milhares de marcadores moleculares
informativos em diversas culturas agronomicamente importantes e com diferentes objetivos,
como a construcao de mapas genéticos mais saturados, estudos de evolugdo e diversidade
genética, e a selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) (Mace et al., 2008; Heller-
Uszynska et al., 2011; Cheruku et al., 2017; Patroti et al., 2019), incluindo o feijao (Oblessuc
et al., 2013; Schmutz et al., 2014; Silva et al., 2018; Lobaton et al., 2018; Gil et al., 2019).
Os marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) sao muito utilizados, uma vez que
sdo abundantes no genoma das espécies, além de bastante informativos (codominantes)
(Lobaton et al., 2018), assim como os microssatélites (SSR; Simple Sequence Repeat), €
apresentam um custo relativamente mais acessivel. Ja os marcadores SilicoDArT (Diversity
Arrays Technology) (Kilian et al., 2012), apesar de menos informativos, uma vez que sao
dominantes, também tém sido utilizados em estudos de diversidade genética e na construgdo
de mapas genéticos, inclusive em estudos de associacdo de QTL (Quantitative trait locus)
para loco de resisténcia genética a doengas no feijado-comum (Oblessuc et al., 2013).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) desenvolver, avaliar e selecionar progénies
transgé€nicas de feijdo carioca com resisténcia multiplas as viroses BCMV, BGMV e

CPMMYV, e ii) investigar o controle genético quanto a resisténcia ao CPMMYV e mapear
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loco(s) de resisténcia ao CPMMYV, na cultivar BRS Sublime, por meio das populagdes

segregantes F» e F2.3 (BRS Sublime x CNFCT 16207).
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2 DESENVOLVIMENTO E SELECAO DE LINHAGENS TRANSGENICAS DE
FEIJAO CARIOCA COM RESISTENCIA MULTIPLA A VIROSES

RESUMO

O feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.) é acometido por algumas viroses de importancia
econOmica, uma vez que comprometem a qualidade e a produtividade dos graos. No Brasil,
merecem destaque as viroses Bean common mosaic virus (BCMV), Bean Golden mosaic
virus (BGMV) e Cowpea mild mottle virus (CPMMYV), sendo as duas ultimas transmitidas
pela mosca-branca (Bemisia tabaci) e de ocorréncia simultinea em condi¢do natural de
campo. As viroses tém preocupado pesquisadores e produtores, sobretudo, na regido do
Cerrado brasileiro (Brasil Central), sendo constatadas maiores incidéncias na época de
plantio da seca, em decorréncia das condi¢des ambientais favoraveis e com o aumento
populacional da mosca-branca. O objetivo do trabalho foi desenvolver, avaliar e selecionar
progénies transgénicas de feijdo-comum, com graos no padrdo comercial carioca € com
resisténcia multipla as viroses BCMV, BGMV e CPMMYV, por meio de métodos
convencionais de melhoramento e o uso de ferramentas moleculares. Progénies foram
desenvolvidas a partir do cruzamento entre as cultivares BRS Estilo e BRS Sublime
(resistentes a0 CPMMYV e ao BCMV) e a linhagem transgénica CNFCT 16206, portadora do
evento Embrapa 5.1 (Tecnologia RMD) e resistente, também, ao BCMV. As progénies com
maior propor¢ao dos genitores foram recuperadas por meio da analise de retrocruzamento
assistido por marcadores SSR e SNP. As 39 progénies e as testemunhas foram avaliadas em
condi¢cdes de campo, nas aguas (2016) e seca (2017), e casa de vegetacdo, na Embrapa Arroz
e Feijao (Santo Antonio de Goias, Goias). Foram avaliados os caracteres produtividade e
massa de 100 graos, arquitetura e acamamento de planta, aspecto visual de graos e severidade
de viroses (SV). As progénies superiores € as testemunhas foram mecanicamente inoculadas
aos oito dias apds plantio com o isolado (CPMMV:BR:GO:14 — GenBank MK202583) e,
aos 35 dias apos inoculagdo, foram avaliadas para severidade de CPMMYV. Essas progénies
e as testemunhas foram avaliadas, também, com o marcador Ahas ligado ao evento Embrapa
5.1 e o marcador SCAR SW13 ligado ao gene /. Os resultados em condigdes de campo
indicaram adequada precisdo experimental, com valores de acurécia seletiva (AS) variando
de 0,50 para ARQ a 0,86 (M100), o que possibilitou discriminar as progé€nies para os
caracteres mensurados, sobretudo para SV (AS = ~0,80), e, assim, selecionar plantas mais
resistentes. Todas as progénies portadoras do evento Embrapa 5.1, com excecao da progénie
336-3.1, apresentaram resisténcia efetiva ao BGMYV, sendo todas resistentes ao BCMV.
Apenas as testemunhas convencionais foram suscetiveis ao BGMV. As testemunhas
transgénicas e as progénies apresentaram suscetibilidade ao CPMMV. Estas duas viroses
ocorrem simultaneamente no campo e os sintomas de CPMMYV sao suplantados pelos
sintomas de BGMV. Doze progénies elite apresentaram notas < 3,0 para SV e foram
selecionadas, e entre elas, as progénies 184-12.1, 356-5.1, 398-3.1, 417-22.1 e 422-39.1
apresentaram resisténcia ao BCMV, BGMV e CPMMYV, e porte ereto, com resisténcia ao
acamamento e graos no padrdo comercial carioca, apresentando potencial para serem
conduzidas em avalia¢des de campo. O uso de estratégias de melhoramento convencional e
ferramentas moleculares, possibilitou o desenvolvimento e a selecdo de progénies
transgénicas elite de feijdo-comum de segunda geragdo, com grios no padrdo comercial
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carioca, porte ereto e adaptadas a colheita mecanizada, com resisténcia multipla as viroses e
com potencial de uso em futuras avaliagcdo agronomicas.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris L., severidade de viroses, Tecnologia RMD,
DArTseq, marcadores SNP, Selecdo assistida por marcadores.

ABSTRACT

DEVELOPMENT AND SELECTION OF CARIOCA-SEEDED TRANSGENIC LINES
FOR MULTIPLE RESISTANCE TO VIRUSES

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is susceptible to some viruses of economic
importance, since they compromise the yield performance and reduce the commercial
quality of seeds. In Brazil, the viruses Bean common mosaic virus (BCMV), Bean Golden
mosaic virus (BGMV) and Cowpea mild mottle virus CPMMYV deserve mention, the last
two being transmitted by the whitefly and occurring simultaneously in natural field
conditions. The viruses have been of concern to researchers and producers, especially in the
Brazilian Cerrado region (Central Brazil), with greater incidences at the dry growing season,
due to favorable environmental conditions and the increase in whitefly population. The main
goal of the present work was to develop, evaluate and select common bean progenies,
genetically modified (GM), from the carioca market class and with multiple resistance to
BCMV, BGMYV and CPMMYV, through conventional methods and the use of biotechnology
tools. Progenies were developed from controlled crosses between the cultivars BRS Estilo
and BRS Sublime as parents, both showing resistance to CPMMYV, and the line CNFCT
16206, harboring the event Embrapa 5.1 (RMD technology) and resistant to BCMV. The
progenies with the highest proportion of parents were recovered through the backcrosses
analysis assisted by SSR and SNP markers. The 39 progenies and controls were evaluated
in field conditions, in the rainy (2016) and dry (2017) growing seasons, and in the insect-
proof screennet, carried out at Embrapa Arroz e Feijao (Santo Antonio de Goids, Goias). The
evaluated traits were the seed yield and mass of 100 seeds, plant architecture and tolerance
to lodging, seed appearance, and virus disease severity (VS). The elite progenies in addition
to the controls were mechanical inoculated at eight days after planting with the strain
(CPMMYV: BR:GO:14 — GenBank MK202583), and were evaluated, at 35 days after
inoculation, for severity of CPMMYV. These progenies and the controls were also evaluated
for the presence of the event Embrapa 5.1 (marker 44as) and gene I (marker SCAR SW13).
The results in field conditions indicated adequate experimental precision, which selective
accuracy (SA) values ranging from 0.50 for plant architecture to 0.86 for mass of 100 seeds,
which made it possible to discriminate the progenies for the characters measured, especially
for VS (SA = 0.80), and to select more resistant plants. All progenies harboring the event
Embrapa 5.1, with the exception of progeny 336-3.1, showed effective resistance to BGMV,
and all resistant to BCMV. Only the conventional controls were susceptible to BGMV. The
transgenic controls and progenies were susceptible to CPMMYV. These two viruses occur
simultaneously in the field and the symptoms of CPMMYV are confused or hidden by the
more severe symptoms of BGMV. Twelve elite progenies showed mean score < 3.0 for VS
and were selected, and of these, progenies 184-12.1, 356-5.1, 398-3.1, 417-22.1 and 422-
39.1 showed resistance to BCMV, BGMV and CPMMYV, besides better plant architecture to
allow for direct mechanical harvest and carioca market class, presenting potential to be tested
in future agronomic performance field trials. The use of conventional breeding strategies and
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molecular tools enabled the development and selection of carioca-seeded transgenic elite
progenies.

Key words: Phaseolus vulgaris L, virus disease severity, RMD technology, DArTseq,
markers SNP, Marker-assisted selection.

2.1 INTRODUCAO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ a leguminosa mais consumida
diretamente na dieta alimentar humana em todo o mundo. A espécie apresenta relevante
impacto social e econdmico, sendo o seu grao uma excelente fonte de proteinas, minerais,
fibras e vitaminas. Além disso, apresenta ampla distribui¢do geografica, sendo cultivada,
principalmente, em paises da América Latina, Africa e Asia (Brigide et al., 2014; Martins et
al., 2016; Yiet al., 2016).

No Brasil, o feijdo-comum ¢ cultivado em praticamente todos os estados, por
pequenos, médios e grandes produtores, que utilizam diferentes niveis tecnologicos (Faria
et al., 2013; Martins et al., 2016; Melo et al., 2017). O pais ¢ o maior produtor e o maior
consumidor mundial de feijao-comum (FAO, 2017). Na safra de 2019/20, a producao
brasileira foi de aproximadamente de 2,51 milhdes de toneladas em area plantada por volta
de 1,61 milhdes de hectares e uma produtividade média de 1.530 kg ha! (CONAB, 2021).
O consumo per capita ¢ de aproximadamente 17 kg/habitante/ano (Embrapa Arroz e Feijao,
2019), sendo a preferéncia nacional por feijao de graos carioca (cerca de 70% do consumo),
seguindo por feijao preto (20%), outras classes comercias (10%) e tipos de graos especiais
(Anderson et al., 2016; Barili et al., 2016; Barros & Prudencio, 2016; Faria et al., 2013; Faria
et al., 2014a).

Apesar do progresso genético obtido nos tiltimos anos, por volta de 17,4 kg ha™!
anual para feijao de graos carioca (Faria et al., 2013), o feijdo-comum ainda apresenta
produtividade de graos abaixo do seu potencial produtivo (Faria et al., 2013, 2014a). Um
dos fatores que compromete a qualidade e, sobretudo, a produtividade dos graos, ¢ o grande
numero de doencas que acometem a cultura (Miklas et al., 2006; Meziadi et al., 2016; Assefa
et al., 2019), com destaque para as viroses (Faria et al., 2016; Meziadi et al., 2017; Souza et
al., 2018; Alves-Freitas et al., 2019). Entre as viroses mais importantes, no Brasil,

encontram-se o0 Bean common mosaic virus (BCMV; familia Potyviridae; género Potyvirus)
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(Melotto et al., 1996; Meziadi et al., 2017), o Bean golden mosaic virus (BGMV; familia
Germiniviridae; género Begomovirus) (Bonfim et al., 2007; Faria et al., 2016; Souza et al.,
2018) e 0 Cowpea mild mottle virus (CPMMYV; familia Betaflexiviridae; género Carlavirus).
Estas duas ultimas viroses sao transmitidas pela mosca-branca (Bemisia tabaci; Hemiptera:
Aleyrodidae) (Costa et al., 1983; Marubayashi et al., 2010; Faria et al., 2016) e podem
ocorrer simultaneamente em uma mesma planta de feijao (Faria et al., 2016; Alves-Freitas
et al., 2019), sendo o CPMMYV transmitido, também, por meio de sementes (Faria et al.,
2016). Entre os virus transmitidos por B. tabaci, os Begomovirus se destacam, sendo os mais
amplamente disseminados e prejudiciais a agricultura, em virtude dos danos causados (Chen
etal., 2016).

O BGMYV ¢, atualmente, a principal virose que acomete o feijao no pais, podendo
causar perdas de producao de graos de até 100% (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). Uma
estimativa timida ¢ de que, aproximadamente, 200.000 ha sdo anualmente inviabilizados
para o cultivo de feijio-comum no Brasil em virtude da ocorréncia de BGMV (Souza et al.,
2018). Adicionalmente, o CPMMYV tem apresentado ampla incidéncia em soja e feijao
(Marubayashi et al., 2010; Faria et al., 2016). Apesar do virus ter sido descrito no pais
acometendo feijado-comum (cv. Jalo) j& em 1979 (Costa et al.,, 1983), a doenga foi
negligenciada por muitos anos, sendo seus sintomas detectados de forma conclusiva durante
os ensaios de Valor de Cultivo e Uso (VCU) que permitiram a avaliacdo agrondmica ¢ a
selecdo da cultivar BRS FC401 RMD. Esta cultivar apresenta resisténcia efetiva ao BGMV
por meio de transgenia (evento Embrapa 5.1; Tecnologia RMD; prefixo referente a
resisténcia ao mosaico-dourado) (Bonfim et al., 2007, Dinon et al., 2012) e resisténcia
natural ao BCMYV (gene /), contudo ¢ suscetivel ao CPMMYV, assim como os seus genitores
(Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

Os sintomas de CPMMV em feijao correspondem a um mosaico menos
acentuado, acompanhado ou ndo de deformacdo foliar, que podem evoluir para um
encarquilhamento mais proeminente nas folhas (Faria et al., 2016; Alves-Freitas et al., 2019).
Tais sintomas sao, quando da infec¢ao simultanea, suplantados pelos sintomas mais severos
de BGMYV (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). Vale mencionar que o CPMMYV ¢ o agente
causal da necrose da haste da soja (Marubayashi et al., 2010), sendo esta espécie, portanto,
a principal hospedeira, devido a sua ampla dispersdo no pais (Faria et al., 2016; Cheruku et
al.,, 2017). Assim, a alta incidéncia e distribuicdo de CPMMYV tem sido verificada em

importantes regides produtoras de feijao no Brasil (Faria et al., 2016), sobretudo no Brasil
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Central, o que tornou o CPMMYV um patogeno de importdncia econdmica para a cultura.
Fontes de resisténcia natural ou nativa ao CPMMYV foram identificadas em cultivares de
feijdo carioca em avaliacdes realizadas na Embrapa Arroz e Feijao (dados nao publicados).

Os avangos na pesquisa genOmica tém permitido o desenvolvimento de
marcadores moleculares informativos, agregando maior eficiéncia e celeridade aos
programas de melhoramento genético e tornando-os mais competitivos. Um dos recursos
mais amplamente utilizados para o desenvolvimento de variedades tem sido o
retrocruzamento assistido por marcadores, auxiliando na incorporagdo de alelos de interesse
em linhagens elite, reduzindo o nimero de geragdes e de genotipos ao longo dos ciclos
(Patroti et al., 2019). Para o feijao, o sequenciamento dos genomas Andino e Mesoamericano
(Schmutz et al., 2014; Vlasova et al., 2016), a identificacdo de milhares de marcadores SNP
(Lobaton et al., 2018; Valdisser et al., 2016) e o desenvolvimento de estudos de mapeamento
genético fino (Gil et al., 2019) tém contribuido para que intimeros recursos moleculares
sejam disponibilizados para a comunidade cientifica. Nesse cendrio, a selecdo assistida por
marcadores, de modo crescente, se torna viavel e acessivel, sendo integrada a rotina dos
programas de melhoramento do feijdo-comum (Souza et al., 2018; Assefa et al., 2019). O
objetivo deste trabalho foi desenvolver, avaliar e selecionar progénies transgénicas de feijao-

comum, com graos carioca e resisténcia multipla as viroses BCMV, BGMV e CPMMV.
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22  MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material Genético

Para o desenvolvimento de progénies elite de feijio-comum com resisténcia
multipla a viroses, as cultivares BRS Estilo ¢ BRS Sublime foram utilizadas como genitores
(Apéndices A e B). Essas cultivares pertencem a classe comercial carioca, com alto potencial
produtivo e graos no padrao e com alta qualidade comercial, bem como plantas de arquitetura
ereta e adaptadas a colheita mecénica direta, sendo BRS Estilo uma das cultivares mais
plantadas no Brasil em areas ndo irrigadas, segundo levantamentos periodicos realizados
pela Embrapa junto ao setor produtivo (dados nao publicados). Além disso, apresentam
resisténcia ao BCMV, porém sao suscetiveis ao BGMV (Melo et al., 2010; Wendland et al.,
2018). BRS Sublime apresenta resisténcia horizontal a mancha angular, que ¢ uma doenga
importante para a cultura, sobretudo na época de plantio da seca (segunda safra) (Wendland
et al., 2018). Ambas cultivares apresentam resisténcia moderada natural ou nativa ao
CPMMYV (dados nao publicados).

As linhagens de graos tipo carioca CNFCT 16206 ¢ CNFCT 16207 sao
portadoras do evento Embrapa 5.1 que confere imunidade ao BGMV (Tecnologia RMD;
prefixo referente a resisténcia ao mosaico-dourado), sendo também resistentes ao BCMV,
mas suscetiveis ao CPMMYV (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). CNFCT 16206 foi
utilizada como genitor doador do evento Embrapa 5.1 em todos os cruzamentos (Apéndices
A e B) e CNFCT 16207 para a multiplicagdo do isolado de CPMMYV utilizado neste trabalho
nas inoculagoes artificiais (strain CPMMV: BR:GO:14 — GenBank MK202583) (Souza et
al., 2018; Alves-Freitas et al., 2019). CNFCT 16207 também foi sempre utilizada como
testemunha suscetivel nos ensaios de avaliagdo para reagdo ao CPMMYV, em casa de
vegetacdo. Foram utilizadas também como testemunhas as cultivares BRS FC402, com alta
produtividade, resisténcia a murcha-de-fusario e a antracnose (Melo et al., 2017) e BRS
FC401 RMD, com resisténcia efetiva ao BGMV por ser portadora do evento Embrapa 5.1
(Souza et al., 2018). Ambas cultivares apresentam graos do tipo carioca no padrao comercial
e resisténcia ao BCMV, porém sdo suscetiveis ao CPMMYV, sendo utilizadas em ensaios de

campo e casa de vegetagao.
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2.2.2 Selecao assistida por marcadores (SAM)

O DNA genomico das plantas (parentais e progénies) foi extraido a partir de
amostras de tecido foliar utilizando o método CTAB (Doyle & Doyle, 1990), com
modificagdes. Para a identificagdo da presenca do transgene, evento Embrapa 5.1, foi
utilizando o marcador molecular associado ao gene Ahas (Dinon et al., 2012). A presenca
do gene 7, que confere resisténcia ao BCMV (Meziadi et al., 2017), foi identificada por meio
do marcador SCAR SW13 (Melotto et al., 1996). A amplifica¢do desses locos foi realizada
por meio de PCR loco-especifico utilizando sondas de hidrélise do tipo TagqMan
(ThermoFisher). As sondas foram desenhadas utilizando o software Primer Express (Life
Technologies Corporation, 2011)

A andlise de retrocruzamento assistido por marcadores, nas geragdes RC3Fj,
RCsF4) € RC3F5(m) (Apéndice A), foi realizada utilizando um conjunto de 24 marcadores
microssatélites (SSR), conforme descrito por Morais et al. (2016). Nas geragdes RCsFs.7 €
RC3Fs.s (Apéndice A), além das geragdes F3.7 e F4.7 (Apéndice B), a andlise de similaridade
genética seguida pela selecdo de plantas mais proximas do genitor recorrente foi realizada
utilizando 275 marcadores SNP genotipados na plataforma Sequenom Technology Core
(RAPiD Genomics, USA, 2021). A analise de similaridade genética, por meio da distancia
euclidiana média, foi conduzida utilizando o programa GENES (Cruz, 2013), a partir do qual

foram recuperadas as progénies com maior por¢do do genoma do parental recorrente.

2.2.3 Conducio dos cruzamentos e avaliacio das progénies

Cruzamentos artificiais foram realizados em casa de vegetacdo, na Embrapa
Arroz e Feijao, em Santo Antonio de Goias, Goids (Apéndices A e B). A linhagem CNFCT
16206 transgénica, RMD, foi utilizada como genitor masculino no cruzamento inicial.
Assim, BRS Estilo foi cruzada com CNFCT 16206 (Apéndice A). A natureza hibrida das
plantas F foi ‘checada’ por meio do marcador Ahas ligado ao evento Embrapa 5.1 (Bonfim
etal., 2007; Dinon et al., 2012). Por vez, os hibridos F; foram retrocruzados com BRS Estilo
(genitor recorrente), em quatro ciclos de retrocruzamentos (RC) consecutivos. Em todos os
ciclos de RC, a presenca do transgene foi verificada por PCR evento-especifico (marcador
Ahas). A similaridade genética das plantas RC3F; com o genitor recorrente foi determinada
por meio da analise de retrocruzamento assistido por marcador utilizando um conjunto de

24 marcadores SSR, conforme descrito por Morais et al. (2016). A partir das geracdes RC4F2
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e RC3F, as geragdes seguintes foram avancadas utilizando o método Descendente de Uma
Unica Semente (SSD) até as geragdes RCsF4 ¢ RC3Fs. Nessas geragdes, as plantas foram
colhidas individualmente e selecionadas via marcador 44as ligado ao evento Embrapa 5.1
(Bonfim et al., 2007; Dinon et al., 2012) e, também, pela maior similaridade genética com o
genitor recorrente (24 SSRs; Morais et al., 2016), até formarem as geragdes RCsFs5 e
RC;3Fs.6 (Apéndice A).

Os cruzamentos também foram realizados entre plantas da cultivar BRS Sublime
e plantas RC3F; (BRS Estilo x CNFCT 16206) (Apéndice B). A natureza hibrida das plantas
Fy foram avaliadas por meio do marcador Ahas ligado ao evento Embrapa 5.1 (Bonfim et
al., 2007; Dinon et al., 2012). A partir da geracdo F», as geracdes seguintes foram avangadas
por meio do método SSD até a geracao F3 e, em seguida, geracdo Fs. As plantas individuais
foram selecionadas (marcador Ahas; evento Embrapa 5.1), colhidas e conduzidas para
formarem as geragdes Fa:s e F3.5 (Apéndice B).

Assim, as progénies pertencentes as geragdes RC4F45 ¢ RC3Fs.6; €, também, as
geragdes Fase Fz.5 (Apéndices A e B, respectivamente) foram avaliadas em ensaio no campo,
na época de plantio de inverno/2016, na Embrapa Arroz e Feijdo. Foram avaliados a reacao
ao CPMMV e outras doencas, além da qualidade das sementes e o padrao comercial dos
graos tipo carioca. As duas populacdes foram desenvolvidas em decorréncia da necessidade
de se obter um maior niimero de sementes (Apéndices A e B). Assim, no inverno (2016),
foram avaliadas 477 progénies e as testemunhas convencionais BRS FC402 ¢ BRS Estilo,
além da cultivar transgénica BRS FC401 RMD, em linhas de 2,0 m, densidade de 10
sementes/m e espacamento de 0,45 m. Avaliou-se uma linha de testemunha intercalada para
cada 10 linhas de progénies, sem repeti¢des, totalizando 525 parcelas, em que 48 foram
testemunhas. Na ocasido, ocorreu uma condi¢do atipica no campo, com uma maior
intensidade de viroses para a época de plantio, o que possibilitou uma maior intensidade de
selegdo.

Na avaliacdo da reacdo a doengas foi utilizada uma escala de notas de 1 a 9, em
que 1 ¢ a nota atribuida as parcelas resistentes e 9 as parcelas com plantas mortas ou
totalmente comprometidas pela doenca (Melo, 2009). A severidade de reacdo ao CPMMV
foi avaliada nas 477 progénies RMD e na testemunha transgénica. Logo, a severidade de
BGMV foi avaliada nas testemunhas convencionais, uma vez que os sintomas de CPMMV
sdao confundidos ou até mesmo suplantados pelos sintomas mais severos de BGMV. Desse

modo, a(s) progénie(s) de feijdo-comum com melhor desempenho quanto a reagdo de
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doengas, sobretudo severidade de CPMMYV, e com graos no padrao comercial carioca, foram
selecionadas para avaliacdes de desempenho agrondmico em condi¢gdes de campo, geracdes
RC4F4.6e RC3Fs.7 (Apéndice A) e, também, geracoes F4.6 € F3.6 (Apéndice B), além de ensaios
em casa de vegetacdo: geragdes RC4F47 ¢ RCsFss; Fsa7 € Fzz (Apéndices A e B,

respectivamente).

2.2.4 Avaliacdo de Desempenho Agronomico

Dois experimentos foram realizados na Embrapa Arroz e feijdo (Santo Antdnio
de Goias, Goias), nas épocas de plantio das dguas/2016 e seca/2017, para a avaliagdo de
desempenho agrondmico. Participaram das avaliagdes 39 progénies de feijao-comum
selecionadas na época de plantio de inverno/2016, e pertencentes as geracdes RCsF4:6 €
RCsFs:7 (Apéndice A), e geragdes Fa6 e F3.6 (Apéndice B), além de trés testemunhas (BRS
Estilo, BRS FC402 e BRS FC401 RMD). Os experimentos foram realizados utilizando o
delineamento de blocos ao acaso com trés repeti¢cdes, sendo cada parcela de 6m? e densidade
de 10-12 plantas/m. As parcelas foram conduzidas utilizando-se o manejo recomendado
para o cultivo do feijao (Arf et al., 2015), contudo, sem o controle de doengas e insetos-
praga.

Os caracteres avaliados foram: produtividade de graos (PROD), massa de 100
graos (M100), aspecto visual dos graos (AG), acamamento de planta (AP), arquitetura de
planta (ARQ) e severidade de viroses (SV). Para a avaliagdo de PROD, todas as plantas das
linhas da parcela experimental foram colhidas e trilhadas, e obteve-se o peso dos graos em
gramas (g) por parcela’! e, em seguida, os valores foram convertidos para kg ha™ (corrigidos
para 13% de umidade). Por sua vez, M100 foi determinada pela pesagem de uma amostra
aleatoria de 100 graos em cada parcela, em g. Ja AG foi mensurado por meio de uma amostra
aleatoria de 100 sementes em cada parcela e avaliado por meio de uma escala de notas de 1
a5, em que 1 = grdos com todos os atributos desejaveis para a classe de graos carioca (cor
bege, com rajas marrom-claro e brilho opaco) e 5 = graos totalmente fora do padrao carioca
(Ramalho et al., 1998; Barili et al., 2016).

As avaliagdes dos caracteres AP e ARQ foram realizadas no final do ciclo da
cultura e em todas as linhas da parcela experimental, sendo estimados por meio de uma
escala de notas de 1 a 9 (Melo, 2009), em que, para AP, nota 1 = parcelas com auséncia de
plantas acamadas e 9 = parcelas com 91 a 100% de plantas acamadas. Ja para ARQ,

considera-se o comprimento da guia, a altura da extremidade da vagem em relagdo ao solo
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e o angulo de inser¢do das ramificagdes primarias, sendo, portanto, a nota 1 = parcelas com
plantas com guias curtas, vagens altas e ramifica¢cdes muito fechadas e 9 = parcelas com tipo
de planta trepador. Por fim, SV foi avaliada em condi¢ao natural de infestacdo no campo
(final de ciclo), e em todas as linhas da parcela, sendo a reagdo ao BGMV avaliada nas
testemunhas convencionais (BRS Estilo e BRS FC402) e a reacdo ao CPMMYV nas progénies
RMD, bem como na cultivar transgénica (BRS FC401 RMD). As avaliagdes de severidade
de viroses (SV) foram baseadas em uma escala de notas, em que 1 = auséncia de sintomas e
9 = parcela com 80% a 100% de plantas doencas, ou 60% a 100% de tecidos infectados
(Melo, 2009).

2.2.4.1 Analises Genética e Estatistica

Andlises de variancias individuais e conjuntas foram estimadas para todos os
caracteres. Os efeitos de progénies e ambientes foram considerados fixos. As médias foram
comparadas por meio do teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade (Scott & Knott, 1974).
A precisdo experimental foi estimada, também, por meio da acurdcia de selecdo (AS),
proposta por Resende & Duarte (2007). As analises estatisticas foram realizadas com o

software estatistico GENES (Cruz, 2013).

2.2.5 Inoculagdo e avaliacdo de plantas em casa de vegetacio

Entre as 39 progénies avaliadas nos dois experimentos de campo, aguas/2016 e
seca/2017, nas geragcdes RC4F4.6 € RC3Fs.7; F3.6 € Fa6 (Apéndices A e B, respectivamente),
progénie(s) elite foram selecionadas com notas < 3,0 para severidade de viroses, ¢ foram
avaliadas em casa de vegetagdo para a caracteriza¢ao fenotipica a reagdo ao CPMMYV e para
a caracterizacdo molecular por meio da selecdo assistida por marcadores (SAM). Os
seguintes marcadores foram utilizados: SCAR SW13, ligado ao gene / (BCMV; Melotto et
al., 1996) e Ahas, ligado ao evento Embrapa 5.1 (BGMV; Dinon et al., 2012). Além disso,
realizou-se a analise de similaridade genética por meio de 275 locos SNP (Ver subitem
2.2.2).

Dessa maneira, a(s) progénie(s) elite foram colhidas individualmente, ¢ dois
ensaios em casa de vegetacao foram conduzidos na Embrapa Arroz e feijao. Considerou-se
20 plantas por familia nas geracdes RC4Fs7 ¢ RCsFss; Fi7 e Fa7 (Apéndices A e B,
respectivamente). Para a caracterizacdo molecular e andlise de similaridade genética,

amostras de tecido foliar individuais foram coletadas aos 20 dias ap6s plantio para a extracao
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de DNA e genotipagem (Ver subitem 2.2.2). As cultivares convencionais BRS Estilo e BRS
Sublime (Apéndices A e B), e a cultivar transgénica BRS FC401 RMD e a linhagem
transgénica CNFCT 16207, foram utilizadas como testemunhas.

No primeiro ensaio, plantas individuais na(s) progénie(s) elite foram avaliadas
para severidade de CPMMYV e aquelas geneticamente similares foram selecionadas para o
segundo ensaio, sendo realizadas, novamente, a analise molecular (SAM) e a reinoculagdo
para reagdo ao CPMMV.

As inoculagdes mecanicas ao CPMMYV foram realizadas nas plantulas aos oito
dias ap6s semeadura, com um substrato extraido de folhas de plantas sintomaticas da
linhagem CNFCT 16207 (Souza et al., 2018), previamente inoculadas com o isolado de
CPMMYV (strain CPMMV: BR:GO:14 — GenBank MK202583), em 0.1M de tampao fosfato
contendo sulfito de s6dio, adicionado de uma pitada de carborundum (Cheruku et al., 2017;
Alves-Freitas, 2019). Aos 35 dias apds inoculagdo, todas as plantas foram avaliadas
individualmente para a severidade de sintomas de CPMMYV, por meio de uma escala de notas
de 1 a9, sendo 1 = auséncia de sintomas e¢ 9 = plantas com sintomas severos de mosaico e,
ou, encarquilhamento das folhas. As plantas com auséncia de sintomas ou apresentando
mosaico leve ou, ainda, mosaico com deformagdes foliares leves foram consideradas
resistentes (notas 1, 2 e 3, respectivamente). Ja as plantas com mosaico severo, com ou sem
deformacdes foliares ou com mosaico e deformagdes foliares severos e, ainda, apresentando
encarquilhamento proeminente em praticamente todas as folhas, foram consideradas
suscetiveis (4 ou superior) (dados ndo publicados). Mais atualmente, primers especificos
para CPMMYV foram ‘desenhados’ para uso por meio de R7-PCR, sendo o primeiro isolado
de CPMMYV encontrado no Estado de Goids, com o genoma sequenciado, e que infecta
naturalmente feijdo-comum (Faria et al., 2016; Alves-Freitas et al., 2019), e utilizado no

presente estudo.
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23 RESULTADOS

Entre as 39 progénies, 10 foram derivadas do cruzamento BRS Estilo x CNFCT
16206, geracdes RC4F4.6 ¢ RC3Fs.7 (Apéndice A), e 29 do cruzamento BRS Sublime x RC3F;
(BRS Estilo x CNFCT 16206 RMD), geragdes Fa.s € F3.6 (Apéndice B). Adicionalmente, as
39 progénies e a testemunha transgénica apresentaram resisténcia efetiva ao BCMV e ao
BGMV. Como esperado, as testemunhas convencionais foram suscetiveis ao BGMV, com
médias de severidade de viroses (SV) de 5,8. As médias das progénies e testemunhas para
SV referente ao BGMV foram de 3,48 e 5,70, respectivamente (Tabela 2.1). Nao foi possivel
avaliar a severidade dos sintomas de CPMMYV nas testemunhas convencionais, uma vez que
os sintomas sdo totalmente confundidos ou suplantados pelos sintomas de BGMV (Faria et
al., 2016; Souza et al., 2018; Alves-Freitas et al., 2019). A severidade de CPMMYV foi
avaliada somente nas progénies e na testemunha transgénica, sendo que esta apresentou
média de 5,5 para SV. Assim, 69% das progénies avaliadas foram suscetiveis ao CPMMV,
com médias de SV variando de 3,6 a 4,3. Por sua vez, 31%, ou seja, 12 progénies elite
apresentaram as menores médias de notas para SV < 3,0 (Tabelas 2.1 e 2.4). No geral, as
notas médias de SV variaram de 2,3 a 5,8, confirmando a variabilidade genética para reagcdo
as viroses em condi¢des de campo (Tabelas 2.1, 2.2 e 2.3).

Considerando os dois experimentos em condigdes de campo, os coeficientes de
variagdo (CV%) variaram de 3,6 para massa de 100 graos (M100) a 28,1 para produtividade
de graos (PROD) (Tabela 2.2). As estimativas de acurécia seletiva (AS) de progénies foram
consideradas altas (0,71 < AS < 0,90) para PROD, M100, aspecto visual de graos (AG) e
SV; e moderadas (0,50 < AS < 0,70) para arquitetura de planta (ARQ) e acamamento de
planta (AP) (Tabela 2.2). Houve diferengas significativas para todos os caracteres
considerando os dois experimentos, indicando que ha variabilidade genética entre os
tratamentos. Neste contexto, também houve diferengas significativas entre as testemunhas
para PROD e AP. J& entre as progénies houve diferencas significativas para todos os
caracteres, exceto ARQ (4guas/2016 e seca/2017) e AP (seca/2017), indicando maior
variabilidade genética para os demais caracteres (Tabela 2.2).

Em relagdo a andlise conjunta, houve diferencas significativas entre tratamentos,
entre progénies e entre testemunhas, exceto para progénies ao considerar ARQ e testemunhas
(SV). Diferencas significativas também foram verificadas para a interagcdo progénies (P) vs

ambientes (E), exceto para os caracteres ARQ, AP e AG. Adicionalmente, a interacao
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testemunhas (Test) vs ambientes (E) apresentou efeito significativo apenas para AP (Tabela

2.3).

Tabela 2.1. Médias de severidade de viroses, caracteres agronomicos e de qualidade de
graos, avaliados em 39 progénies e trés cultivares testemunhas, em Santo

Antonio de Goias, Goias, nas épocas de plantio das aguas/2016 e seca/2017.

Identificacdo de progénie PROD®  M100 ARQY AP®  AG! Sve
356-27.1 1664a? 23,9a 4,3a 3,6a 2,1b 2,8a
477-4.1 1459a 23,1b 4,3a 36a 2,5b  3,8b
BRS FC401RMD 1387a 23,2b 6,6¢c 7,1c  23b 5,5
356-5.1 1359a 21,8¢c 4,3a 332 1,6a  2,5a
398-3.1 1357a 22,0c 4,8a 4,8b 2,6¢ 3,0a
184-16.1 1348a 23,1b 4,3a 4,0a 1,6a  3,0a
389-8.1 1335a 22,9b 4,1a 3,8a 2,0a  4,0b
356-3.1 1292a 23,2b 4,3a 3,6a 1,82  3,0a
211-1.1 1288a 23,8a 4,5a 4,0a 1,l1a  3,6b
195-10.1 1275a 22,3c 5,3b 51b 1,82  3,8b
398-14.1 1275a 24,3a 4,0a 4,0a 1,6a  3,0a
422-39.1 1220a 22,9b 4,8a 43a 1,54 28a
185-10.1 1217a 23,7a 4,5a 3,la. 2,0a  3,6b
336-3.1 1211a 21,5¢ 4,5a 4,0a 23b 28a
183-33.1 1183a 23,5b 4,6a 4,1a 1,8a  3,8b
336-14.1 1179a 21,2¢c 4,0a 4,1a 2,8c  4,0b
477-10.1 1165a 22,5¢ 5,0a 38a 2,1b  4,1b
198-29.1 1138b 23,9a 4,0a 33a 1,52 43b
295-10.1 1122b 22,0c 4,0a 38a 1,6a  3,6b
477-9.1 1093b 22,8b 4,0a 35 1,52 4,3b
201-16.1 1092b 23,9a 4,1a 4,1a 1,52  3,8b
367-8.1 1079b 22,8b 4,8a 43a 1,52  3,6b
184-12.1 1074b 22,7b 5,0a 4,6b 2,0a 28a
417-22.1 1072b 24,5a 4,1a 3,5 1,52  2,5a
520-17.1 1069b 24,5a 4,6a 4,0a  2,6c 3,6b
450-29.1 1058b 22,4¢c 4,5a 38a 2,3b  3,6b
224-24.1 1046b 23,6a 4,5a 4,1a 2,5b  4,1b
389-14.1 1023b 23,4b 4,1a 332 1,6a  3,6b
BRS Estilo 1022b 21,6¢ 5,3b 4,6b 1,6a  58c
554-27.1 1005b 22,8b 4,5a 3,52  3,0c 3,6b
362-15.1 984b 22,9b 4,6a 43a 2,6c 3,6b
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Tabela 2.1. Continuagao.

398-15.1 984b 23,0b 4,1a 3,5 1,5a 4,0b
554-19.1 956b 21,7¢ 4,8a 3,6a  3,0c 3,6b
184-7.1 943b 22,1c 4,5a 3,8a  1,8a 4,1b
477-3.1 916b 23.,4b 4,5a 3,6a 2,8c 4,1b
520-10.1 916b 22,6b 5,1b 4,0a 1,8a 3,6b
544-26.1 898b 21,9¢ 4,5a 3,5a 3,1c 3,8b
367-19.1 898b 23,9a 4,5a 4,0a 1,8a 3,6b
520-20.1 890b 23,1b 4,5a 3,8a  2,3b 3,6b
554-15.1 880b 22.7b 4,8a 3,52 2,3b 2,8a
554-23.1 857b 21,5¢ 4,5a 3,0a 2,1b 2,3a
BRS FC402 736b 22.0c 6,3¢c 53b  2,6¢ 5,8¢
Média geral 1118 22,90 4,58 396 2,04 3,64
Média de progénie 1123 22,95 4,46 3,83 2,03 3,48
Média de testemunha 1048 22,30 6,06 5,66 2,16 5,70

aMédias seguidas da mesma letra ndo diferem significamente pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade; ® PROD, produtividade de grios, em kg/ha'; © M100, massa de 100 grios, em gramas; ¢
ARQ, arquitetura de planta; © AP, acamamento de planta. Notas de 1 a 9: 1, plantas adaptadas a colheita
mecéanica e 9, plantas ndo adaptadas a colheita mecanizadas; " AG, aspecto visual de grios. Notas de 1 a 5:
1, graos no padrdo comercial do tipo carioca e 5, grdos fora do padrdo comercial para a classe carioca; &
SV, severidade as viroses (notas de 1 a 9): 1, plantas resistentes; 2-3, moderadamente resistentes; 4-9,
suscetiveis. BGMV — Bean Golden mosaic virus, avaliado nas testemunhas convencionais (BRS Estilo e
BRS FC402), e CPMMV — Cowpea mild motle virus, avaliado nas progénies elite e na testemunha
transgénica (cv. BRS FC401 RMD).

As médias obtidas por meio dos experimentos em condi¢des de campo foram
alocadas em dois e trés grupos (Tabela 2.1). A produtividade de grios (PROD, Kg ha')
variou de 736 a 1664 kg ha' e 41% das progénies avaliadas apresentaram médias de
produtividade de graos estatisticamente iguais a testemunha transgénica BRS FC401 RMD.
Para M100, os valores médios variaram de 21,2 a 24,5 g entre as progénies e 26% das
progénies apresentaram médias estatisticamente maiores do que a melhor testemunha
(RMD) (Tabela 2.1). J& para ARQ e AP, as médias de notas variaram de 4,0 a 6,6 ¢ 3,0 a
7,1, respectivamente. Adicionalmente, para ARQ, 95% das progénies ficaram alocadas no
grupo das melhores médias, superiores estatisticamente & melhor testemunha (BRS Estilo),
e AP, 92% das progénies apresentaram meédias estatisticamente superiores, também, em
relacdo as melhores testemunhas (BRS Estilo e BRS FC402). As médias de notas para AG
variaram de 1,1 a 3,1 e 56% das progénies apresentaram notas estatisticamente iguais a

testemunha BRS Estilo (Tabela 2.1).
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Tabela 2.2. Resumo da andlise de variancia individual para os caracteres produtividade de grios (PROD, kg ha!), massa de 100 graos (M100, g),

arquitetura de planta (ARQ), acamamento de planta (AP), aspecto visual de graos (AG) e severidade de viroses (SV), avaliados em

39 progénies e trés testemunhas, em Santo Antonio de Goids, Goids, nas épocas de plantio das aguas/2016 e seca/2017.

Aguas/2016
Fonte de variagdo ~ GL* PROD. M100 ARQS. APY AG® Svf
QM®° P-valor QM P-valor QM  P-valor QM P-valor QM P-valor QM  P-valor
Tratamentos (T) 41 313346 0,001 2,42 0,001 1,79 0,001 2,04 0,001 1,14 0,001 2,51 0,001
Progénies (P) 38 301774 0,001 2,49 0,001 0,58 0,170 0,86 0,040 1,13 0,001 0,90 0,006
Testemunhas (Test.) 2 410146 0,032 1,13 0,170 3,00 0,002 8,11 0,001 1,33 0,007 1,00 0,124
P vs Test. 559489 0,029 2,40 0,053 45,16 0,001 34,87 0,001 1,12 0,039 66,48 0,001
Residuos 82 114605 - 0,62 - 0,45 - 0,54 - 0,25 - 0,46 -
Média geral - - 1287 - 2193 - 3,84 - 3,21 - 1,99 - 3,38
Média progénies - - 1306 - 21,97 - 3,67 - 3,06 - 1,96 - 3,17
Média testemunhas - - 1047 - 2143 - 6,00 - 5,11 - 2,33 - 6,00
CV (%) - - 26,28 - 3,60 - 17,58 - 2291 - 2548 - 20,22
ASh - - 0,78 - 0,86 - 0,50 - 0,61 - 0,87 - 0,70
Seca/2017
. PROD. M100 ARQ. AP AG SV
Fonte de variacdo ~ GL
QM P-valor QM P-valor QM  P-valor QM P-valor QM P-valor QM  P-valor

Tratamentos (T) 41 148084 0,002 3,82 0,001 0,71 0,007 1,88 0,007 0,67 0,008 2,38 0,001
Progénies (P) 38 142904 0,004 3,78 0,001 0,55 0,082 1,19 0,081 0,69 0,006 2,02 0,002
Testemunhas (Test.) 2 270676 0,026 4,00 0,020 0,77 0,135 4,33 0,007 0,44 0,294 0,11 1,000
P vs Test. 1 99718 0,240 495 0,026 6,98 0,001 23,21 0,001 0,02 1,000 20,44 0,001
Residuos 82 71401 - 0,97 - 0,38 - 0,82 - 0,35 - 0,68 -
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Tabela 2.2. Continuagao.

Média geral - - 948,7 - 23,87 - 5,37 - 4,78 - 2,16 - 3,99
Média progénies - - 940,9 - 23,93 - 5,30 - 4,66 - 2,17 - 3,88
Média testemunhas - - 1051 - 23,16 - 6,20 - 6,33 - 2,11 - 5,44
CV(%) - - 28,16 - 4,13 - 11,47 - 18,94 - 27,62 - 20,80
AS - - 0,70 - 0,86 - 0,54 - 0,60 - 0,70 - 0,81

2GL, grau de liberdade; ® QM, quadadros médios; ¢ ARQ, arquitetura de planta e ¢ AP, acamamento de planta. Notas de 1 a 9: 1, plantas adaptadas a colheita mecénica e 9, plantas
ndo adaptadas a colheita mecanizadas; © AG, aspecto visual de graos. Notas de 1 a 5: 1, grdos no padrdo comercial do tipo carioca e 5, graos fora do padrao comercial para a classe
carioca; f SV, severidade as viroses (notas de 1 a 9): 1, plantas resistentes; 2-3, moderadamente resistentes; 4-9, suscetiveis. BGMV — Bean Golden mosaic virus, avaliado nas
testemunhas convencionais (BRS Estilo e BRS FC402), e CPMMYV — Cowpea mild motle virus, avaliado nas progénies elite e na testemunha transgénica (cv. BRS FC401 RMD);
2CV (%), coeficiente de variagdo e " AS, acurécia seletiva de progénies
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Tabela 2.3. Resumo da andlise de variancia conjunta para os caracteres produtividade de
grios (PROD, kg ha'!), Massa de 100 grios (M100, g), arquitetura (ARQ),
acamamento de planta (AP), aspecto visual de graos (AG) e severidade de
viroses (SV), avaliados em 39 progénies e trés testemunhas em Santo

Antonio de Goias, Goias, nas épocas de plantio das 4guas/2016 e seca/2017.

Fonte de variagio ~ GL? PROD. M100 ARQ-
QMP P-valor QM P-valor QM P-valor
Tratamentos (T) 41 218862 0,001 4,42 0,001 1,82 0,001
Progénies (P) 38 200082 0,001 4,37 0,001 0,66 0,060

Testemunhas (Test.) 2 638407 0,002 3,95 0,001 2,88 0,002
T vs Ambientes (E) 41 242568 0,001 1,82 0,013 0,68 0,043

P vsE 38 244596 0,001 1,89 0,010 0,47 0,439
Test. vs E 2 42415 1,000 1,18 0,233 0,88 0,148
Residuo 168 95341 - 0,80 - 0,46 -
Meédia geral - - 1118 - 22,90 - 4,60
Média progénies - - 1123 - 22,95 - 4,49
Média testemunhas - - 1048 - 22,30 - 6,11
Fonte de variacao GL APY AG sV!
QM P-valor QM P-valor QM P-valor
Tratamentos (T) 41 2,99 0,001 1,56 0,001 3,63 0,001
Progénies (P) 38 1,18 0,014 1,59 0,001 1,79 0,001

Testemunhas (Test.) 2 10,05 0,001 1,55 0,009 0,22 1,000
T vs Ambientes (E) 41 0,93 0,114 0,25 1,000 1,25 0,001

P vsE 38 0,86 0,193 0,24 1,000 1,13 0,002
Test. vs E 2 2,38 0,003 0,22 1,000 0,88 0,220
Residuo 168 0,71 - 0,32 - 0,58 -
Média geral - - 4,00 - 2,07 - 3,68
M¢dia progénies - - 3,86 - 2,06 - 3,52
Média testemunhas - - 5,72 - 2,22 - 5,72

2GL, grau de liberdade; ® QM, quadadros médios; ¢ ARQ., arquitetura de planta e ¢ AP, acamamento de planta.
Notas de 1 a 9: 1, plantas adaptadas a colheita mecanica e 9, plantas ndo adaptadas a colheita mecanizadas;
¢ AG, aspecto visual de graos. Notas de 1 a 5: 1, grdos no padrao comercial do tipo carioca e 5, graos fora do
padrdo comercial para a classe carioca; 'SV, severidade as viroses (notas de 1 a 9): 1, plantas resistentes; 2-
3, moderadamente resistentes; 4-9, suscetiveis. BGMV — Bean Golden mosaic virus, avaliado nas
testemunhas convencionais (BRS Estilo e BRS FC402), e CPMMYV — Cowpea mild motle virus, avaliado nas
progénies elite e na testemunha transgénica (cv. BRS FC401 RMD).
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Oito, entre as 12 progénies elite selecionadas como mais tolerantes ao CPMMV
(SV <3,0), apresentaram valores alocados no grupo das maiores médias para PROD (Tabelas
2.1 e 2.4). Para M100, trés das 12 progénies elite selecionadas foram, em média, superiores
estatisticamente a testemunha transgénica (RMD) (Tabelas 2.1 e 2.4). Vale destacar,
também, que as 12 progénies elite apresentaram médias de ARQ estatisticamente maiores
do que a testemunha convencional BRS Estilo (Apéndice A), e, sobretudo, em relagdo a
testemunha transgénica, a qual apresenta limitagdo quanto a colheita mecanizada (Tabelas
2.1 e 2.4). Resultado similar foi evidenciado para AP, sendo que 10 entre as 12 progénies
elite, apresentaram médias estatisticamente maiores em relacdo as testemunhas
convencionais e transgénica (Tabelas 2.1 e 2.4). Para AG, sete das 12 progénies elite
selecionadas alocaram no grupo das maiores médias, sendo, estatisticamente, 0 mesmo
grupo da testemunha BRS Estilo. As demais progénies nao diferiram a partir da média da
testemunha transgénica, que, também, pertence ao grupo de graos do tipo carioca (Tabelas
2.1e24).

As 12 progénies elite que apresentaram as menores médias de nota para SV (<
3,0) (Tabelas 2.1 e 2.4) foram inoculadas mecanicamente com o isolado de CPMMV,
descrito por Alves-Freitas et al. (2019), e avaliadas em casa de vegetagdo (Tabela 2.4). Além
disso, todas as progénies elite selecionadas foram avaliadas, também, quanto a presenca do
gene [ (marcador SCAR SW13; Melotto et al., 1996) e a presenca do evento Embrapa 5.1
(marcador Ahas; Dinon et al., 2012) (Tabela 2.4). Foi evidenciado a presenca do Gene /, que
confere resisténcia ao BCMV, em 12 progénies elite e nas testemunhas. Quanto ao transgene
(evento Embrapa 5.1), 11 das 12 progénies elite apresentaram o evento Embrapa 5.1, que
confere resisténcia efetiva ao BGMV, com exceg¢do, portanto, da progénie 336-3.1 (Tabela
2.4).

Ademais, a resisténcia ao CPMMYV, por meio da inoculagdo artificial, foi
evidenciada nas testemunhas convencionais, assim como a suscetibilidade nas testemunhas
transgénicas (Tabela 2.4). Adicionalmente, 41% das progénies elite selecionadas (cinco
entre as 12) foram consideradas resistentes e, ou, tolerantes ao CPMMYV, sendo todas as
cinco resistentes, também, ao BGMV e ao BCMV (Tabela 2.4). Desse modo, as progénies
184-12.1,356-5.1,398-3.1,417-22.1 e 422-39.1 apresentaram resisténcia multipla as viroses
BCMV, BGMV e CPMMV, além de outras caracteristicas agrondmicas desejaveis, como
porte ereto, resisténcia ao acamamento e graos no padrao comercial carioca (Tabelas 2.1 e

2.4). Das cinco progénies resistentes ao CPMMYV, apenas a progénie 184-12.1 ¢ derivada
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do cruzamento entre a cultivar BRS Estilo e a linhagem CNFCT 16206. As demais sdo
oriundas do cruzamento (BRS Sublime x BRS Estilo GM) (Apéndices A e B; Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Caracterizacao fenotipica e molecular de progénies elite e testemunhas, avaliadas

em casa de vegetacdo em Santo Antonio de Goias, Goids®.

.. Geragiode Identificagiode = CPMMV® BGMV* BCMV!
Sequéncia . o .
progénie progéniea (Fenotipagem) (Gene Ahas) (Gene I)
1 GII° 184-12.1 RR RR RR
2 GII 184-16.1 Het RR RR
3 GIII 336-3.1 Het Het RR
4 GIII 356-3.1 Het RR RR
5 GIII 356-5.1 RR RR RR
6 GIII 356-27.1 Het RR RR
7 GIII 398-3.1 RR RR RR
8 GIII 398-14.1 Het RR RR
9 GIII 417-22.1 RR RR RR
10 GIII 422-39.1 RR RR RR
11 GIII 554-15.1 Het RR RR
12 GIII 554-23.1 Het RR RR
1 - CNFCT 16207°  SS RR RR
2 - BRS FC401RMD SS RR RR
3 - BRS Sublime# RR SS RR
4 - BRS Estilo RR SS RR

2 Casa de vegetagdo, ‘screning’: RR, homozigoto resistente; Het, Heterozigoto; SS, homozigoto suscetivel;
®Inoculagdo mecanica utilizando isolados de CPMMYV (Alves-Freitas et al., 2019); ¢ Selecio assistida por meio do
marcador Ahas (Bonfim et al., 2007; Dinon et al., 2012); ¢ Sele¢io assistida por meio do marcador SCAR SW13
ligado ao gene I (Melotto et al., 1996); ¢ GII e GIII, geragdes RC4F4.7 e RC3Fs:5 a partir do cruzamento entre BRS
Estilo x CNFCT 16206; geracdes Fs.7 e Fi.7 a partir do cruzamento entre (BRS Sublime x BRS Estilo GM),
respectivamente; f CNFCT 16207, linhagem geneticamente modificada GM de feijio comum, resistente ao
mosaico-dourado (Evento Embrapa 5.1; Tecnologia RMD) (Souza et al., 2018); £ BRS, cultivares convencionais
de feijao-comum desenvolvidas pela Embrapa.
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24 DISCUSSAO

Um dos maiores problemas fitossanitarios da cultura do feijao € a alta incidéncia
de doengas virais, entre elas o mosaico-dourado do feijoeiro, causado pelo Bean golden
mosaic virus (BGMV), um Begomovirus da familia Geminiviridae; o mosqueado-suave-do-
caupi, causado pelo Cowpea mild mottle virus (CPMMYV), um Carlavirus da familia
Betaflexiviridae € o Bean golden common virus (BCMV), um Potyvirus da familia
Potyviridae. O mosaico-dourado do feijoeiro ¢ atualmente a principal virose da cultura no
Brasil, responsavel por perdas de rendimento entre 40 e 100%, dependendo da incidéncia,
da época de semeadura e da cultivar utilizada. A época de maior ocorréncia do BGMV ¢ no
plantio da seca (de janeiro a mar¢o), que coincide com as altas populagdes do inseto vetor,
a mosca-branca (Bemisia tabaci), neste periodo do ano. Os sintomas do mosaico-dourado
sdo amarelecimento das folhas, nanismo das plantas, deformag¢do das vagens e graos, além
do abortamento das flores (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

O mosqueado-suave-do-caupi apresenta sintomas semelhantes aos do
mosaico-dourado, porém menos severos, incluindo o encarquilhamento ou enrugamento das
folhas associado a necrose das nervuras, clorose ou mosaico leve (mosqueado),
principalmente em folhas jovens, menor desenvolvimento das plantas e potencial reducdo
da produtividade, dependendo do nivel de resisténcia da cultivar adotada (Marubayashi et
al., 2010; Faria et al., 2016). Embora ja descrito no Brasil como patogénico ao feijao desde
1980, os sintomas do CPMMYV vinham sendo confundidos, ou até mesmo suprimidos, em
campo, pelos sintomas do mosaico-dourado, os quais sdo muito mais agressivos. Ja o
mosaico comum, responsavel por perdas de até¢ 98% da produgdo de feijao no passado, ¢
uma doenga que tem sido erradicada no Brasil, uma vez que todas as linhagens de feijao
desenvolvidas pela Embrapa possuem o gene / de resisténcia a este complexo de virus (Singh
& Schwartz, 2010).

Assim, o manejo do mosaico comum tem sido realizado de forma efetiva pela
obtencdo de cultivares comerciais resistentes ao virus. No entanto, o manejo do
mosaico-dourado e do mosqueado-suave-do-caupi ainda ¢ realizado majoritariamente pela
aplicacdo de inseticidas para o controle das populagdes do inseto vetor, a mosca-branca. Em
algumas regides sdo realizadas até 15 pulverizagdes de inseticidas por safra, o que pode

ocasionar sérios danos ambientais, como contamina¢do de mananciais e do solo, efeitos
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letais na fauna, incluindo polinizadores, bem como efeitos nocivos a saiide humana (Paula
et al., 2015).

Por essa razao, em um esforco de mais de 20 anos de pesquisa, a Embrapa
desenvolveu a primeira cultivar de feijado-comum geneticamente modificada (GM) do
mundo, resistente ao mosaico-dourado (RMD), originada do evento Embrapa 5.1. Essa
cultivar, registrada como BRS FC401 RMD, ¢ imune ao BGMV e apresenta diversas outras
caracteristicas agrondmicas desejaveis, como graos tipo carioca com padrdo comercial, alta
produtividade e resisténcia ao mosaico comum do feijoeiro, além de resisténcia moderada a
antracnose, a ferrugem e ao crestamento bacteriano comum (Souza et al., 2018). No entanto,
nas avaliagdes finais de campo para a liberagdo comercial dessa cultivar, foram observados
sintomas severos de outra doenca viral, o mosqueado-suave-do-caupi, cujos sintomas
vinham sendo confundidos ou suplantados pelos sintomas de BGMV. Atualmente,
potenciais surtos de CPMMYV s3o uma ameaga a produtividade do feijoeiro (Faria et al.,
2016).

Como as duas viroses ocorrem simultaneamente no campo, os produtores tém
buscado compensar as redu¢des de rendimento de graos na época de plantio da seca, por
meio de maiores producdes e produtividade na época de plantio de inverno. Contudo, langa-
se mao de maiores quantidades de insumos, além depender de sistemas de irrigagdo (Faria
et al., 2016). Dessa forma, o desenvolvimento de linhagens que apresentem resisténcia ao
BGMYV e ao CPMMYV simultaneamente, representa significativo ganho para a producao de
feijdo-comum no Brasil.

No presente trabalho, foram desenvolvidas e selecionadas 12 linhagens
transgénicas elite de grao do tipo carioca com padrdo comercial e com resisténcia as trés
viroses BCMV, BGMV e¢ CPMMYV por meio do uso de métodos convencionais de
melhoramento e ferramentas moleculares (Tabela 2.4). Assim, a incorporagdo de alelos de
resisténcia por meio da técnica de hibridizagdo, juntamente com a selecdo assistida por
marcadores moleculares (SAM) (Miklas et al., 2006; Assefa et al., 2019; Souza et al., 2018;
Patroti et al., 2019), tem se mostrado um método viavel e sustentavel quando se busca o
desenvolvimento de cultivares com resisténcia genética, sobretudo para doencgas de heranga
monogénica (Souza et al., 2013, 2018; Meziadi et al., 2017). Vale mencionar que varios
estudos tém identificado, também, marcadores moleculares ligados a locos de resisténcia a
doencas de heranca quantitativa (QTL) (Baumgartner et al., 2015; Pilet-Nayel et al., 2017;

Assefa et al., 2019), inclusive QTLs ligados a resisténcia a viroses (Maule et al., 2007).
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E oportuno mencionar que a resisténcia quantitativa tende a ser mais douradora
que a resisténcia qualitativa (Wendland et al., 2018), porém os estudos de genes de efeito
maior para resisténcia a patdgenos em programas de melhoramento sdo mais frequentes
(Meziadi et al., 2017). Além disso, a resisténcia quantitativa ¢ mais dificil de ser explorada
e tem um custo fisiolégico maior para a planta (Pilet-Nayel et al., 2017). Nesse contexto,
Faria et al. (2014b) observaram segregacdo Mendeliana de 3:1 (plantas transgénicas e nao
transgénicas) em plantas de feijdo transgénicas e encontraram heranca monogénica, com
relagdo intra-alélica de dominancia completa para o transgene (Evento Embrapa 5.1) e para
a reagdo ao BGMV. Resultado semelhante tem sido confirmado quanto a resisténcia ao
CPMMV na cultivar BRS Sublime (dados nao publicados).

Vale mencionar que locos de resisténcia ao CPMMYV estdo em fase de
caracterizacdo (Souza, T. L. P. O., comunicacdo pessoal, dados nao publicados).
Adicionalmente, Arias et al. (2015) identificaram dois genes de efeitos maiores
determinando a tolerdncia ao CPMMYV em soja, com predominancia de efeitos aditivos e
herdabilidade “adequada” para a sele¢dao. Adicionalmente, Cheruku et al. (2017) estudaram
o controle da heranca de reagdo ao CPMMYV, também em soja, e evidenciaram heranca
monogénica com efeito intra-alélico de dominancia completa. Nos ultimos anos, portanto,
tem aumentando a compreensdo da natureza molecular e dos mecanismos associados a genes
de resisténcia a virus (Meziadi et al., 2016; 2017). Genes de efeitos dominante e recessivo
tém sido caracterizados em nivel molecular, em vérias culturas como arroz, tomate, soja,
tabaco, batata e inclusive em feijdo, o que tem propiciado entender melhor os principios
relacionados & imunidade a virus e a busca por estratégias para o desenvolvimento de
cultivares com resisténcia genética, lancando mao de métodos convencionais de
melhoramento e ferramentas biotecnoldgicas (Bonfim et al., 2007; Maule et al., 2007; Singh
& Schwartz, 2010; Faria et al., 2016; Meziadi et al., 2017; Souza et al., 2018).

A técnica de piramidacdo de alelos tem sido uma dessas estratégias, sobretudo,
visando conferir maior durabilidade de resisténcia. A principal abordagem dessa técnica ¢
introgredir alelos de resisténcia funcionalmente diferentes contra o mesmo patogeno (Patroti
et al.,2019) e, assim, aumentar a durabilidade da resisténcia, ja que possibilita a expressao
de genes (R) de resisténcia que atuam contra varios componentes do ciclo de infec¢do. Para
viroses, por exemplo, com a incorporagao de alelos diferentes contra mais de uma estirpe do
mesmo virus, varias mutacdes simultaneas tendem a ser necessarias em inimeros genes de

aviruléncia (avr) antes que a resisténcia seja quebrada (Maule et al., 2007).
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Outra abordagem importante visando resisténcia genética ¢ a resisténcia multipla
a doengas. Dessa maneira, a introgressdo de alelos de resisténcia contra mais patdgenos
visando este tipo de resisténcia, pode ser uma maneira, também, de aumentar a durabilidade
da resisténcia no campo, além de ser um método sustentavel para o controle de doencas que
ocorrem simultaneamente em condi¢des de campo (Baumgartner et al., 2015; Faria et al.,
2016; Souza et al., 2018). Para as viroses, a durabilidade da resisténcia em relacdo a
plasticidade genética do virus ¢ um fator importante para o melhoramento de espécies de
importancia agricola (Maule et al., 2007; Baumgartner et al., 2015).

Assim, para a avaliacdo de severidade de viroses (SV), sobretudo BGMV e
CPMMYV, dois experimentos de campo foram conduzidos na Embrapa Arroz e feijao, em
Santo Antonio de Goias, Goias. Os valores de coeficiente de variagao (CV) estimados para
as 39 progénies e as testemunhas, indicaram boa precisdo experimental, considerando que
os experimentos foram conduzidos em campo (Tabela 2.2). Resultados similares de CV
foram encontrados por Pereira et al. (2019) para reagdo a murcha de fusario, em campo.
Adicionalmente, as estimativas de acuracia seletiva (AS) foram consideradas de moderada
a alta, indicando boa qualidade experimental (Tabela 2.2). De acordo com Resende & Duarte
(2007), AS representa o melhor pardmetro para estimar a precisdo experimental quando se
avalia linhagens e, ou, cultivares, e reflete, também, as variacdes ambientais e genéticas
(Ramalho et al., 2012). Souza et al. (2018) encontraram valores de AS de 0,97 e 0,89 para
severidade de BGMV e severidade de CPMMYV, respectivamente, quando avaliaram
linhagens GM elite de feijao-comum, também em condigdes de campo. A adequada precisao
experimental possibilitou discriminar as 39 progénies avaliadas para produtividade de graos
(PROD, em kg ha!), massa de 100 grios (M100, em g), arquitetura de planta (ARQ),
acamamento de planta (AP), aspecto visual de graos (AG) e, sobretudo, SV, em condi¢des
de campo (Tabelas 2.1, 2.2 e 2.3), o que permitiu selecionar plantas mais resistentes as
viroses (Tabelas 2.1 e 2.4).

A resposta diferencial das progénies sob condi¢des de campo ja era esperada, e
pode ser explicada pelas diferengas climaticas entre as épocas de plantio (Pereira et al., 2019)
e, consequentemente, da pressao diferenciada de viroses, com maior intensidade de viroses
na época de plantio da seca (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). A superioridade das
progénies, juntamente com a testemunha transgénica, em relagdo as testemunhas
convencionais (Tabela 2.1), corrobora os resultados encontrados por Souza et al. (2018),

indicando que a presenga do transgene (evento Embrapa 5.1) aumentou a estabilidade de
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produtividade de graos em linhagens GM elite de feijdo-comum. Entre as linhagens GM
avaliadas pelos autores acima, com maiores estabilidades de produtividade, estdo as linhas:
CNFCT 16205 (cv. BRS FC401 RMD; prefixo referente a resisténcia ao mosaico-dourado),
CNFCT 16206 (RMD; alto padrao comercial de grao tipo carioca, sendo utilizada como
genitor masculino; Apéndices A e B), além da linhagem CNFCT 16207 (RMD; utilizada
como fonte de propagacdo de indculo de CPMMV) (Souza et al., 2018; Alves-Freitas et al.,
2019). A variagao evidenciada para PROD por meio da interacdo significativa entre progénie
(P) vs ambientes (E), representa um potencial de sele¢do continuada para as progénies elite
184-12.1, 356-5.1, 398-3.1, 417-22.1 e 422-39.1 (Tabelas 2.1, 2.3 ¢ 2.4) em ensaios
agrondmicos futuros, visando a estimacao de estabilidade e adaptabilidade.

Futuros experimentos de performance agrondmica das progénies elite de
segunda geragdo, portadoras do evento transgénico Embrapa 5.1 (Tabela 2.4), tem o
potencial de continuar os estudos sobre a severidade dos sintomas de CPMMYV em condigdes
de campo, bem como a estimativa das perdas de produtividade e de qualidade de graos com
a doenga. Estudos iniciais, apds avaliagdes de campo com a cultivar transgénica BRS FC401
RMD, tém evidenciado, em linhagens GM de feijao, perdas de produtividade estimadas em
17 a 69%, devido a incidéncia de CPMMYV (Faria et al., 2016). Assim, a identificacao dos
sintomas de CPMMYV ¢ importante para entender o patossistema da doenga (Faria et al.,
2016; Souza et al., 2018). Adicionalmente, o evento Embrapa 5.1 aportado em feijdo-comum
de graos carioca, se apresenta, atualmente, como a maneira mais sustentavel de controle ao
BGMYV e ao BCMYV. Portanto, o uso integrado da tecnologia RMD com produtos quimicos
direcionados ao controle da mosca-branca (Bemisia tabaci), tende a possibilitar um uso mais
racional ¢ em menor escala de inseticidas. E importante destacar os efeitos do uso
indiscriminado de inseticidas para o manejo de B. tabaci e das viroses transmitidas por este
inseto vetor, em varias culturas de importancia agricola. Tal situacao tem contribuido para o
surgimento de populagdes de mosca-branca resistentes aos principais inseticidas, além de
apresentar eficiéncia parcial e efeitos negativos ao ambiente (Bonfim et al., 2007; Paula et
al., 2015; Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

A efetiva resisténcia ao BGMV pode ser refletida por meio dos resultados
encontrados para PROD, sendo confirmado por meio do valor médio da testemunha
transgénica (Tabela 2.1), semelhante aos resultados encontrados por Souza et al. (2018). O
sucesso da transferéncia do evento Embrapa 5.1 para as 11 progénies elite selecionadas,

consideradas resistentes ao BGMV (Tabela 2.4), corrobora os estudos realizados quanto a
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caracterizagdo agrondmica e molecular do transgene (Aragdo et al., 2013; Faria et al.,
2014b). De acordo com Souza et al. (2018), o evento 5.1 foi alocado no cromossomo 8 do
genoma do feijado-comum (Schmutz et al., 2014; Vlasova et al., 2016). Outros genes
importantes como Co-4, Phg-2 e Ur-13, que conferem resisténcia a antracnose, a mancha-
angular e a ferrugem, respectivamente, também estdo alocados no cromossomo 8 do genoma
da espécie (Meziadi et al., 2016; Souza et al., 2018).

Adicionalmente, as avaliagdes fenotipicas, por meio da inoculacdo artificial de
CPMMYV, em ambiente controlado, e molecular, possibilitaram discriminar as progénies
elite selecionadas (Tabela 2.4). Todas as 12 progénies elite foram resistentes efetivamente
ao BCMV, uma vez que a linhagem CNFCT 16206 apresentou reagao de hipersensibilidade
ao bean comom mosaic necrosis virus (BCMNV), indicando a presenca do gene / para a
resisténcia ao BCMV, de acordo com Souza et al. (2018). Além disso, o sucesso da
transferéncia da resisténcia e, ou, tolerancia ao CPMMYV também foi confirmada com cinco
das 12 progénies elite (Tabela 2.4). Vale frisar que ambas as cultivares BRS Estilo (Melo et
al., 2010) e BRS Sublime (Wendland et al., 2018), utilizadas como genitoras (Apéndices A
e B), apresentaram fontes de resisténcia e, ou, tolerancia ao CPMMV (dados nao
publicados). Apesar da pressio de CPMMYV nas plantas por meio da inoculagdo mecanica
realizada em ambiente controlado, as demais progé€nies que apresentaram segregacao ao
CPMMV (Tabela 2.4) podem ser reinoculadas com o mesmo inoculo viral (Alves-Freitas et
al., 2019).

Os caracteres ARQ, AP, M100 e AG sao importantes agronomicamente € estao
associados a qualidade de grdo, indicando valor comercial (Melo et al., 2017). A
transferéncia dos caracteres ARQ e AP ocorreu com sucesso entre as 12 progénies elite
(Tabelas 2.1 e 2.4). Estes caracteres estdo presentes em ambos os genitores (Melo et al.,
2010; Wendland et al., 2018) utilizados nos cruzamentos (Apéndices A e B), e evidenciam
importantes demandas pelos programas de melhoramento do feijoeiro. O progresso genético
para ARQ e AP ¢ confirmado por meio do desenvolvimento de cultivares modernas pelos
programas de melhoramento do feijoeiro da Embrapa (Faria et al., 2013). Plantas eretas sdao
preferidas pelos produtores, uma vez que possibilitam a colheita mecanizada no campo.
Além disso, o porte ereto representa reducdo de perdas de grdos no campo, bem como
diminui a incidéncia de doengas e melhora a qualidade dos graos (Faria et al., 2013; Barili

et al., 2016). Vale ressaltar que apesar de o feijoeiro ser cultivado no Brasil principalmente
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por pequenos produtores, uma parte da producdo nacional ¢ realizada de maneira mais
tecnificada, por médios e grandes produtores (Faria et al., 2013; Melo et al., 2017).

Os caracteres envolvendo qualidade de grao sao importantes e demandados nao
somente por agricultores e melhoristas, mas sobretudo pelo consumidor (Souza et al., 2018).
O feijao de grao carioca ¢ o mais consumido no Brasil, representando cerca de 70% do
mercado interno (Faria et al., 2013; Barili et al., 2016; Souza et al., 2018). A resisténcia
efetiva ao BGMYV tem propiciado estabilidade de produtividade e qualidade de grao, o que
pode ser evidenciado pelos resultados médios de M100 da testemunha transgénica em
relag@o as convencionais (Tabela 2.1). O carater M100 ¢ um indicador importante quanto ao
valor de padrdo comercial para graos do tipo carioca, sendo que héd preferéncia dos
consumidores por graos maiores no mercado brasileiro (Faria et al., 2013; Melo et al., 2017).
No presente estudo, os valores médios de M100 variaram de 21,5 a 24,5 g entre as progénies
elite (Tabelas 2.1 e 2.4), estando dentro da faixa normalmente obtida em outros estudos,
como, por exemplo, para as cultivares BRS FC401 RMD, BRS FC402, BRS Estilo ¢ BRS
Sulime, em condi¢des de campo e sem o controle de doengas ou insetos-praga (Melo et al.,
2017; Souza et. al., 2018; Wendland et al., 2018).

As progénies transgénicas elite selecionadas (evento Embrapa 5.1) (Tabela 2.4),
apresentam potencial de selecdo em futuras avaliagdes de campo, com ampla performance
agronOmica. Assim sendo, a introgressao de combinagdes de genes de resisténcia para trés
importantes viroses do feijoeiro, sendo BCMV, BGMV e CPMMYV, potencializa o
desenvolvimento de cultivares de feijdo-comum com resisténcia multipla a viroses e graos
do tipo carioca no padrdo comercial, bem como potencialmente produtivas e adaptadas a
colheita mecanizada. A tecnologia RMD passa a ser uma ferramenta de transferéncia de
tecnologia nos programas de melhoramento do feijoeiro, langando mao da biotecnologia e
dos métodos convencionais (Meziadi et al., 2016; 2017; Souza et al., 2018). Nesse cendrio,
a tecnologia RMD gera novas possibilidade praticas para o fortalecimento de um sistema
mais sustentavel da cadeia produtiva do feijdo no Brasil, além de garantir a seguranca
alimentar, por meio do desenvolvimento de novas cultivares transgénicas de feijao carioca
com resisténcia multipla a viroses, sobretudo aquelas transmitidas pela mosca-branca (Faria

et al., 2016; Souza et al., 2018).
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2.5 CONCLUSOES

1. Ha variabilidade genética para todos os caracteres avaliados entre as

progénies em condi¢do natural de campo e casa de vegetacao;

2. Foi possivel a introgressao de combinagdes de genes para as viroses BCMV,
BGMV e CPMMV por meio de métodos convencionais de melhoramento e o uso de

ferramentas biotecnoldgicas;

3. Progénies transgénicas elite de segunda geracdo foram desenvolvidas e
selecionadas, e apresentaram resisténcia multipla a viroses, graos do tipo carioca no padrao
comercial, porte ereto e resisténcia ao acamamento, e boa performance agronémica; com

potencial para serem avaliadas em futuros ensaios agronémicos.
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Apéndice A. Diagrama representativo da estratégia de melhoramento utilizada para
desenvolver progénies de feijdo-comum geneticamente modificado
resistentes a viroses, por meio do cruzamento entre a cultivar BRS Estilo e a

linhagem transgénica CNFCT 16206 (evento Embrapa 5.1).
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Apéndice B. Diagrama representativo da estratégia de melhoramento utilizada no
desenvolvimento de progénies de feijado-comum geneticamente modificado resistentes a
viroses, por meio do cruzamento entre a cultivar BRS Sublime com plantas RC3F; do

cruzamento BRS Estilo x CNFCT 16206 (evento Embrapa 5.1).
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3 HERANCA E MAPEAMENTO GENETICO DO LOCO DE RESISTENCIA AO
COWPEA MILD MOTTLE VIRUS (CPMMV) NA CULTIVAR DE FEIJAO BRS
SUBLIME

RESUMO

No Brasil, Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) foi relatado infectando feijado-comum em
1980, em Campinas, Sao Paulo. Contudo, os seus sintomas emergiram no feijdo-comum em
ensaios de performance agronomica com a cultivar BRS FC401 RMD, que apresenta
resisténcia efetiva ao Bean golden mosaic virus (BGMV; evento Embrapa 5.1; Tecnologia
RMD), porém ¢ suscetivel ao CPMMV. Ambas as viroses ocorrem simultaneamente em
condi¢do natural de campo e sdo transmitidas pela mosca-branca (Bemisia tabaci). Fontes
de resisténcia ao CPMMYV tém sido identificadas em ensaios em condigdes de casa de
vegetacao ¢ de campo na Embrapa Arroz e Feijao. Os objetivos desse trabalho foram:
investigar o controle genético quanto a resisténcia ao CPMMYV e mapear o(s) loco(s) de
resisténcia ao CPMMYV, na cultivar de feijdo carioca BRS Sublime. Foram utilizadas 180
progénies obtidas através da populacio BRS Sublime (genitora resistente) % linhagem
transgénica CNFCT 16207 (genitor suscetivel). CNFCT 16207 também foi sempre utilizada
como testemunha suscetivel. Todas as plantas F; foram avaliadas com marcador molecular
ligado ao evento Embrapa 5.1 para confirmar a natureza hibrida, e os hibridos utilizados para
a obtencdo das geracdes F» e F2:3. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao, livres
de insetos. Um total de 180 plantas individuais (F2) e 180 progénies Fao3 (12
plantas/progénie), além dos genitores, foram mecanicamente inoculadas com o isolado
(CPMMYV: BR:GO:14 — GenBank MK202583), aos oito dias apds plantio. Aos 35 dias apos
inoculagdo, as plantas foram avaliadas para reacdo ao CPMMYV por meio de uma escala de
notas, em que 1 (auséncia de sintomas e sinais do patdégeno) e 9 (80% a 100% de severidade
da doenca ou plantas mortas). As plantas com notas 1 a 3 foram consideradas resistentes e
notas > 4, suscetiveis. Os dados de fenotipagem foram submetidos ao teste de qui-quadrado
(x>) (P < 0,05), considerando a taxa de segrega¢io mendeliana esperada para cada geragio.
A genotipagem de marcadores SNP e SilicoDArT foi realizada na geragdo F» por meio da
tecnologia DArTseq. O mapa foi gerado inicialmente com alto suporte estatistico (‘safe’),
seguido pela incorporagdo de marcas com menor rigor estatistico para ampliar a cobertura
gendmica. Assim, foi obtido um mapa genético com 1.695 marcadores segregando conforme
a frequéncia esperada e distribuidos nos 11 cromossomos do feijao, com comprimento total
de 2.864 cM e distancia média entre marcas de 1,8 cM. A fenotipagem dos sintomas indicou
que um unico gene dominante controla a heranga da resisténcia ao CPMMYV na cultivar BRS
Sublime. O QTL — Gene de efeito principal (CPMMYV. Pv08) foi identificado na regido final
do cromossomo 8, associado a resisténcia ao CPMMYV e explicando ~77% da variagdo,
reverberando que a heranca da resisténcia ao CPMMYV ¢ monogénica. Este ¢ o primeiro
trabalho de estudo da heranca e de mapeamento genético do loco de resisténcia ao CPMMV
na cultivar de feijao carioca BRS Sublime, com potencial de desenvolvimento de linhagens
transgénicas elite de feijao carioca, com alto rendimento e resisténcia multipla as viroses
BCMV e BGMYV, agregando também resisténcia ao CPMMYV; sendo uma importante
ferramenta para o manejo integrado de viroses, sobretudo aquelas transmitidas pela mosca-
branca no Brasil.
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Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris L., viroses, mosca-branca, DArTSeq, heranga
monogénica, marcadores SNP.

ABSTRACT

INHERITANCE AND GENETIC MAPPING OF THE LOCUS OF RESISTANCE
TO COWPEA MILD MOTTLE VIRUS (CPMMV) IN THE BEAN CULTIVAR
BRS SUBLIME

In Brazil, the Cowpea mild mottle virus (CPMMYV) was reported infecting common beans
in the 1980’s, in Campinas, Sdo Paulo. However, its symptoms emerged in common beans
in agronomic performance tests with the cultivar BRS FC 401 RMD, that presents effective
resistance to Bean golden mosaic virus (BGMV; event Embrapa 5.1; RMD technology), but
it is susceptible to CPMMYV. Both viruses occur simultaneously in the natural condition of
the field and are transmitted by whitefly (Bemisia tabaci). Sources of resistance to CPMMV
have been identified through greenhouse and field screenings carried out at Embrapa Arroz
e Feijao. The main goal of the present work was to elucidate the genetic inheritance of the
CPMMY and to genetically map loci of resistance to CPMMYV in the carioca seeded cultivar
BRS Sublime. Thus, 180 progenies obtained from the population BRS Sublime (resistant) x
transgenic line CNFCT 16207 (susceptible) were analyzed. CNFCT 16207 was also always
used as a susceptible control. All F; plants were tested with a molecular marker linked to the
event Embrapa 5.1 to confirm the hybrid nature, and the hybrids were advanced up to
generations F2 and F:3. Plants were maintained in the insect-proof screenhouse. A total of
180 F> individual plants and 180 F».3 progenies (12 seedlings/progeny), in addition to the
parents, were mechanically inoculated with the virus isolate (CPMMV: BR:GO:14 —
GenBank MK202583), at eight days after planting. At 35 days after inoculation, the plants
were scored for CPMMYV severity, using a scoring scale from 1 (absence of disease
symptoms and signs of pathogens) to 9 (80-100% disease severity or plants death). Plants
showing score 1-to-3 were considered resistant and those scoring > 4 were considered as
susceptible. The phenotypic data were subjected to the chi-square (x2) test (P < 0.05),
considering the theoretically expected Mendelian segregation ratio for each generation. The
genotyping of SNP and SilicoDArT markers was performed in the F> generation through
DATrTseq technology. The map was initially generated with high statistical support ('safe'),
followed by the incorporation of marks with less statistical rigor to expand genomic
coverage. Thus, a genetic map was obtained with 1.695 markers segregating according to
the expected frequency and distributed in the 11 chromosomes of the bean, with a total length
of 2.864 cM and average distance between marks of 1.8 cM. The phenotyping of the
symptoms indicated that a single dominant gene controls the inheritance of CPMMV
resistance in the cultivar BRS Sublime. The QTL - single Gene (CPMMYV. Pv08) was
identified in the final region of chromosome 8, associated with the resistance to CPMMV
and explaining ~77% of the variation, revealing that the inheritance of CPMMYV resistance
1s monogenic. This is the first report of a genetic inheritance study and genetic map resistance
to CPMMYV locus in the carioca seeded cultivar BRS Sublime, with the potential to develop
RMD carioca-seeded elite line, with high yield and multiple resistance to viruses BCMV
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and BGMYV, also adding resistance to CPMMYV; being an important tool for the integrated
management of viruses, especially those transmitted by the whitefly in Brazil.

Key words: Phaseolus vulgaris L., viruses, whitefly, DArTSeq, monogenic inheritance, SNP
markers.

3.1 INTRODUCAO

Um amplo nimero de virus acomete o feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.)
causando redugdes significativas de rendimento e qualidade dos graos, nas principais regides
produtoras no mundo (Meziadi et al., 2017; Zanardo & Carvalho, 2017; Zhao et al., 2017).
Entre as mais importantes viroses que causam sérios danos ao feijoeiro, no Brasil, destacam-
se 0 mosaico comum, sendo o agente causal, o Bean common mosaic virus (BCMV)
(Melotto et al., 1996; Elsharkawy & El-Sawy, 2015; Meziadi et al., 2017) e o mosaico-
dourado, cujo agente causal é o Bean golden mosaic virus (BGMV), sendo o BGMV a
principal virose da cultura no pais. As perdas de graos com o mosaico-dourado podem variar
de 40% a 100% e dependem da incidéncia da doenca no campo, época de plantio e cultivar
utilizada (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

Nos ultimos anos, uma virose emergiu na cultura do feijado-comum, conhecida
como mosqueado-suave-do-caupi, sendo seu agente causal o Cowpea mild mottle virus
(CPMMV) (familia Betaflexiviridae; género Carlavirus) (Marubayashi et al., 2010; King et
al., 2012; Faria et al., 2016; Zarnado & Carvalho, 2017; Alves-Freitas et al., 2019), que foi
originalmente descrito causando sintomas em feijao-caupi (Vigna unguiculata). Este virus &
0 mesmo agente causal da necrose da haste em alguns genétipos de soja. No Brasil, foi
descrito em 1983 acometendo feijao-comum, cv. Jalo (Costa et al., 1983; Zarnado &
Carvalho, 2017). Os seus sintomas emergiram no feijdo recentemente em ensaios de
avaliagdo agrondmica da cultivar BRS FC401 RMD, nas regides Centro-Oeste e Sudeste do
pais. A cultivar transgénica apresenta resisténcia efetiva ao BGMV por meio do evento
Embrapa 5.1 (Tecnologia RMD, prefixo referente a resisténcia ao mosaico-dourado),
contudo ¢ suscetivel a0 CPMMV. Normalmente os sintomas de CPMMYV sdo confundidos
ou suplantados pelos sintomas mais severos de BGMV, o que ndo ocorreu no caso da cv.
BRS FC401 RMD. Ambas as doengas ocorrem simultaneamente no campo, bem como sao

transmitidas pela mosca-branca (Bemisia tabaci) (Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).
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Os sintomas de CPMMYV observados no feijao-comum variam de um mosaico
leve, com nenhum ou pequeno efeito no desenvolvimento da planta, evoluindo para um
mosaico e deformacao foliar mais severos, at¢ a um encarquilhamento muito proeminente
nas folhas. A vagem também tende a apresentar deformagao e manchas verdes escuras, € as
plantas podem apresentar redu¢do no desenvolvimento (Marubayashi et al., 2010; Faria et
al., 2016). Em estudos preliminares, a infec¢do natural de CPMMYV, no campo, pode causar
perdas de produgdo de graos na ordem de 17% a 69% (Faria et al., 2016).

O virus CPMMYV apresenta particula filamentosa de 610 a 700 nm de
comprimento e 13 nm de didmetro, sendo flexivel e fragil. O genoma ¢é constituido de cadeia
simples de RNA, com 8200 nucleotideos e uma sequéncia polipeptidica (32 — 36 KDa) (King
etal., 2012; Zanardo et al., 2014; CABI, 2020), sendo transmitido naturalmente por meio do
inseto vetor B. tabaci de maneira ndo-persistente, bem como por meio de sementes e,
também, inocula¢dao mecanica. Além do feijdo, o virus acomete outras espécies de Fabaceae,
como a soja, além de Solanaceae e Lamiaceae, em diversas regides no mundo. Ha, portanto,
uma ampla gama de hospedeiros e sintomas variados, incluindo infec¢des assintomaticas em
soja (Marubayashi et al., 2010; King et al., 2012; Faria et al., 2016; Zanardo & Carvalho,
2017; Alves-Freitas et al., 2019; Thekke-Veetil et al., 2021).

A transmissdo de CPMMYV por meio de sementes tem sido verificada em soja,
feijdo-caupi e feijdo-comum. Neste caso, contudo, em menor frequéncia e sem relatos de
isolados transmitidos no Brasil. No entanto, uma tnica mosca-branca pode transmitir o virus
em soja ou feijdo com uma eficiéncia de aproximadamente 11,7%, sendo de
aproximadamente 88%, com 20 insetos por planta (Marubayashi et al., 2010; Faria et al.,
2016; Zanardo & Carvalho, 2017). A soja ¢ uma excelente hospedeira de B. tabaci, o que
tem contribuido para a alta incidéncia e ampla distribuicdo de BGMV ¢ CPMMYV no feijao,
especialmente nas regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil, em importantes areas
produtoras de soja. Desse modo, o mosqueado-suave-do-caupi tem despertado a atengdo dos
pesquisadores nos ultimos anos (Faria et al., 2016; Zanardo & Carvalho, 2017; Souza et al.,
2018; Alves-Freitas et al., 2019; Thekke-Veetil et al., 2021). Fontes de resisténcia tém sido
identificadas no feijdo-comum em avaliagdes realizadas na Embrapa Arroz e Feijao,
incluindo a cultivar de feijao carioca desenvolvida pela Embrapa BRS Sublime, sendo esta
uma das fontes de resisténcia ao CPMMYV mais promissoras identificadas até o momento

(Dr. J. C. Faria, comunicagdo pessoal).
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Vale mencionar que a resisténcia genética representa a estratégia mais efetiva,
confiavel e sustentdvel para reduzir os danos causados pelas doencas em culturas
economicamente importantes, sobretudo as viroses (Agrios, 2004; Faria et al., 2016; Gil et
al., 2019). Os programas de melhoramento do feijoeiro no Brasil, cujos objetivos incluem a
resisténcia a viroses, também tém langado mao da sele¢do fenotipica e da selecdo assistida
por meio de marcadores moleculares (SAM) para o desenvolvimento de cultivares
resistentes (Singh & Schwartz, 2010; Pasev et al., 2013; Bello et al., 2014; Souza et al.,
2018). Adicionalmente, o evento Embrapa 5.1 vem se concretizando como uma importante
ferramenta para o controle integrado de viroses na cultura do feijdo, o qual esta sendo
utilizado pela Embrapa no desenvolvimento de cultivares RMD de segunda geragdo, com
graos tipo carioca no padrdo comercial e resisténcia multipla a viroses, principalmente
viroses transmitidas pela mosca-branca; integrando, assim, métodos convencionais de
melhoramento e ferramentas biotecnologicas (Dinon et al., 2012; Faria et al., 2016; Souza
et al., 2018).

Iniimeros marcadores moleculares tém sido utilizados em estudos de resisténcia
genética para doencas importantes no feijao (Souza et al., 2013, 2014; Oblessuc et al.,2013,
2015; Keller et al., 2015; Gil et al., 2019), inclusive para viroses (Miklas et al., 2009; Pasev
et al., 2013; Bello et al., 2014; Souza et a., 2018). Os marcadores SNP (Single nucleotide
polymorphism) sao bastante utilizados, uma vez que sdo abundantes no genoma e bastante
informativos, além de possibilitarem a genotipagem de um grande nimero de genotipos de
maneira relativamente rapida e a um custo razoavel e justificavel (Cortés et al., 2011; Souza
et al., 2012; Borém & Caixeta, 2016; Valdisser et al., 2016; Lobaton et al., 2018).
Adicionalmente, os marcadores SilicoDArT (Diversity Array Technology), apesar de serem
menos informativos quando comparados a outros marcadores codominantes, a exemplo dos
SNPs e microssatélites (Brifiez et al., 2017), tém se mostrado potencialmente uteis para
estudos de diversidade genética e construcdo de mapas de ligacdo em inimeras espécies,
incluindo estudos de associacdo de QTLs (Quantitative trait locus) com locos de resisténcia
em feijao-comum (Oblessuc et al., 2013). A plataforma DArTseq (Kilian et al., 2012) tem
fornecido milhares de SilicoDArTs para essas finalidades (Wenzl et al., 2004; Mace et al.,
2008; Sansaloni et al., 2010; Heller-Uszynska et al., 2011; Brifiez et al., 2012; Oblessuc et
al., 2013), inclusive na andlise direcionada de SNPs, por meio de ensaios especificos de
genotipagem (Valdisser et al., 2016), DArTseq, dentre outros, para uso rotineiro na selecao

assistida de alelos de interesse.
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Assim, os principais objetivos do presente trabalho foram: i) investigar o
controle genético da resisténcia ao CPMMYV e ii) mapear o(s) loco(s) de resisténcia ao
CPMMYV, na cultivar de feijao carioca BRS Sublime, utilizando as populagdes segregantes

F> e F2.3 (BRS Sublime X linhagem suscetivel CNFCT 16207).
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Material Genético

A populacdo de mapeamento foi desenvolvida por meio do cruzamento entre a
cultivar BRS Sublime (Wendland et al., 2018), utilizada como fonte de resisténcia, ¢ a
linhagem transgénica CNFCT 16207, portadora do evento Embrapa 5.1 (Tecnologia RMD;
resisténcia ao mosaico-dourado; BGMYV - Bean Golden mosaic virus), porém suscetivel ao
CPMMV (Cowpea mild mottle virus) (Souza et al., 2018). Ambos os genitores pertencem
ao pool génico Mesoamericano e sdo do grupo de grios carioca. A natureza hibrida das
sementes Fi foi verificada por meio do marcador dominante 44as ligado ao evento Embrapa
5.1 (Dinon et al., 2012) e presente no genitor masculino (CNFCT 16207). Os hibridos foram

utilizados para a obten¢do das geragdes de mapeamento F» e F»3.

3.2.2 Inoculacio mecénica e avaliacio fenotipica

As plantas das geragdes F» e F».3 foram conduzidas em ambiente controlado
livres de mosca-branca (Bemisia Tabaci) ¢ mecanicamente inoculadas com CPMMV
(Cheruku et al., 2017; Alves-Freiras et al., 2019) na Embrapa Arroz e Feijdo, em Santo
Antonio de Goias, Goias. As plantas foram semeadas em vasos de 7.0 kg preenchidos com
substrato apropriado e adubados com N-P>0s-K,0 na formulagdo 5-30-15, na proporg¢ado de
15 gramas por vaso. A irrigagdo foi realizada via sistema por aspersdo. Na geracdo F».3 foram
avaliadas e inoculadas 12 plantas por progénies.

O virus foi mantido em plantas da linhagem CNFCT 16207 (Souza et al., 2018),
também em ambiente controlado e livres de insetos. As folhas infectadas com o virus foram
coletadas e mantidas a -20 °C no Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao.
Aos oito dias apds semeadura, 180 plantulas F2 e 2160 plantulas F2:3 (180 progénies; 12
plantas por progénies), além dos genitores (BRS Sublime e linhagem CNFCT 16207), foram
mecanicamente inoculados com o isolado de CPMMYV (BR: GO: 14; GenBank MK202583)
(Alves-Freitas et al., 2019). Assim, para a inocula¢ao, folhas de plantas suscetiveis de feijao
com sintomas tipicos da virose foram maceradas em tampao fosfato, na propor¢do de 1,0 g
de tecido/ml, contendo bissulfito de s6dio e uma pequena por¢ao de Carborundum 500 mesh.
O inoculo foi friccionado nas folhas unifolioladas das plantulas, com o auxilio de gazes

(Cheruku et al., 2017).
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Aos 35 dias ap6s inoculagdo, todas as plantas foram avaliadas individualmente
quanto a severidade de sintomas de CPMMYV, por meio de uma escala de notas de 1 a 9,
sendo 1 - auséncia de sintomas e 9 - plantas com sintomas severos de mosaico e, ou,
encarquilhamento das folhas. As plantas com notas 1, 2 e 3 foram consideradas resistentes e
as plantas com notas > 4 foram caracterizadas como suscetiveis (Melo, 2009; Dr. J. C. de

Faria, comunicacao pessoal).

3.2.2.1 Analise estatistica — fenotipica

As plantas das geracdes F» e F2;3 foram avaliadas quanto a resisténcia e a
suscetibilidade a0 CPMMYV e os dados foram submetidos ao teste de qui-quadrado (x*) para
aferir, a 5% de probabilidade, os desvios das frequéncias observadas e esperadas; utilizando
o programa GENES (Cruz, 2013). Considerou-se as hipoteses de segregacao mendeliana
esperada para cada geracdo, sendo para F> (3R: 1S) e para F23 (1R: 2Segregando: 1S).
Assim, a resisténcia e a suscetibilidade avaliadas em F»:; foram testadas por meio das médias

das progénies (Cheruku et al., 2017).

3.2.3 Analise Genomica
3.2.3.1 Genotipagem por DArTseq

O DNA genomico foi extraido a partir de amostras de tecido foliar da populacdo
de mapeamento, geracdo F», por meio do método CTAB (Doyle & Doyle, 1990), com
adaptagdes. Assim, as amostras de DNA de 180 plantas F> e genitores foram avaliadas
quanto a qualidade e a quantidade, e enviadas para a empresa Diversity Arrays Technology
Pty. Ltd Yarralumia ACT. Canberra, Australia; sendo genotipadas por meio da tecnologia

DArTseq, conforme descrito por Kilian et al. (2012).
3.2.3.2 Teste de segregacio e mapa de ligacao

O teste de qui-quadrado (¥°) para os marcadores SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) e SilicoDArT (Diversity Arrays Technology), além do loco de resisténcia ao
CPMMYV, foi realizado referente as populagdes F2 e Fa:3, respectivamente. Testou-se, a 5%
de probabilidade, a propor¢ao de segregacdo para cada loco, sendo 1R: 1Segregando: 1S
para os SNPs e o loco de resisténcia, e 3R:1S para os silicoDArTs. O método ‘FDR’ (false
discovery rate) foi aplicado (Benjamin & Hocheberg, 1995). O teste de segregacao e a

construcdo do mapa de ligacdo foram realizados por meio do software R versdo 3.6.1 (R
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Core Team, 2019). A funcdo ‘converte’ foi utilizada para a codificacdo dos marcadores.
Assim, o arquivo de saida, com os locos e as médias fenotipicas para severidade de CPMMYV,
foi organizado por meio do formato ‘MapMarker’.

A distancia entre os pares de marcadores foi calculada por meio do método da
maxima verossimilhanca (Lynch & Walsh, 1998) e o mapa genético foi gerado utilizando
LOD-score de 5.0 e maxima frequéncia de recombinacao de 30%. A fungdo de Komsabi foi
utilizada para converter a frequéncia de recombinagdo para a distancia genética em (cM)
(Kosambi, 1943). Utilizou-se a funcao ‘make.seq’ para organizar os marcadores dentro de
cada grupo. Ademais, por meio do método ‘rcd’ (rapid chain delineation) e o comando
‘safe’, as marcas foram ordenadas com maior precisdo utilizando suporte estatistico de alta
verossimilhanca. Nesta etapa adotou-se um LOD — score de 2.0, e os marcadores
completamente ligados (co-segregacao) foram considerados para cada loco (Silva et al.,
2018). Além disso, marcadores segregantes adicionais foram incorporados ao mapa de
ligagdo, com menor rigor estatistico, para gerar um mapa contendo um maior nimero de
marcadores. Utilizaram-se os comandos ‘Try.seq’ € ‘make.seq’. Desse modo, o mapa foi

construido utilizando o pacote ‘R - onemap’ (Margarido et al., 2007; R Core Team, 2019).

3.2.3.3 Detecgao de QTL e anotacao génica

As médias fenotipicas de severidade de CPMMV na populagdo Fz.3 foram
utilizadas para a deteccdo de QTL (Quantitative trait locus) por meio do software
WinQTLCart 2.5. Assim, a analise de QTL foi realizada através do Método de Intervalo
Composto (CIM), modelo 6 - JZmapqtl (Wang et al., 2012). Considerou-se o intervalo de
distancia de 1 cM, sendo a posi¢ao do QTL estimada por meio do LOD-score de 17,91,
definido através do método de permutacao, considerando 1000 permutagdes para o nivel de
significancia de 5% (Doerge & Churchill, 1996). A janela considerada foi de 10,0 cM
(window size). Além disso, a estimativa da proporcdo da variabilidade do QTL foi
determinada por meio do valor do coeficiente de determinagio (R?), baseado em modelo de
regressao multipla. O intervalo de localizagdo do QTL foi determinado por meio da
metodologia de intervalo de suporte de LOD, usando como critério o LOD maximo menos
uma unidade (Broman & Sen, 2009).

Os dados fenotipicos quanto a resisténcia e a suscetibilidade ao CPMMYV,
obtidos aos 35 dias apds inoculagdo na populagdo segregante F».3, foram correlacionados

com os resultados do(s) marcador(es) molecular(es) mais proximo(s). Para isso, foram
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utilizados o indice de coincidéncia (IC) calculado de acordo com a razdo do nimero de
genotipos que apresentaram o mesmo fendtipo e genotipo esperado (NG) pelo niimero total
de genotipos avaliados (Total), sendo IC = [(NG)/Total] (Souza et al., 2009) e, também, o
grafico Boxplot. Neste caso, a um nivel de significincia de 5%, e com o auxilio do software
R versdo 3.6.1 (R Core Team, 2019).

Por sua vez, a anotacdo génica foi realizada no(s) intervalo(s) do(s) QTL(s)
utilizando a plataforma ‘ Phytozome’ (http://www.phytozome.net/) e o genoma de Phaseolus
vulgaris, variedade Andina (Schmutz et al. 2014). Considerou-se os genes envolvidos em
mecanismos de resisténcia a doengas, ricos em repeti¢des de Leucina (LRR) e codificadores

de proteinas Kinases (Pkinases), como genes candidatos.
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33 RESULTADOS

3.3.1 Estudo da heranca

Das 180 plantas inoculadas na geragdo F2 (BRS Sublime x CNFCT 16207), 128
apresentaram resisténcia e 52 foram suscetiveis (Tabela 3.1). Desse modo, a segregacao para
a reacdo de resisténcia ao CPMMYV apresentou propor¢do mendeliana de trés plantas
resistentes para uma suscetivel (3R:1S; p > 0,05; x> = 1,45). A interacdo intra-alélica de
dominancia completa foi confirmada por meio da geragao F3 derivada de plantas individuais
da geracdo F», ou seja, na populagdo F23. A partir das médias das 180 familias/progénies
(F2:3), 45 progénies foram consideras resistentes, 88 apresentaram segregacdo e 47
suscetiveis. As progénies F».3 apresentaram segregacdo mendeliana na propor¢do de 1:2:1

: 2Segregando: 1S; p > 0,05; x°=0, abelas 3.1).
IR: 2S do: 1S 0,05; x*= 0,13) (Tabelas 3.1

Tabela 3.1. Heranga da resisténcia a severidade de CPMMYV nas populagdes F» e F».3 derivadas
do cruzamento entre BRS Sublime e a linhagem transgénica CNFCT 16207, e

avaliadas aos 35 dias apds a inoculagao.

Numero de Planta/progénies
v*(3R:18) e (1R:

Geracao  Total Resistente Segregando Suscetivel 2segregando:1S) P-valor
BRS

Sublime 12 12 0 0 ] ]
CNFCT

16207 12 0 0 12 - -

F> 180 128 0 52 1,45 22,82%
Fa3 180 45 88 47 0,13 93,55%

3.3.2 Genotipagem de marcadores SNP e SilicoDArT

Um total de 26.462 marcadores SNP e 26.692 SilicoDArT foram identificados
por meio da genotipagem de 180 plantas F»> oriundas do cruzamento BRS Sublime x CNFCT
16207. Um conjunto de 6.096 SNPs (~23,03%) foram polimorficos (Tabela 3.2), com
callrate variando de 0,20 a 1,00, com média de 0,70 (dados ndo apresentados). Para os
SilicoDArTs, 4.788 foram polimérficos (~17,93%), conforme apresentado na Tabela 3.2,

com valores de callrate variando de 0,76 a 1,00 e média de 0,92 (dados ndo apresentados).
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Tabela 3.2. Numero de marcadores SNP e SilicoDArT genotipados na populacdo F> do
cruzamento BRS Sublime x CNFCT 16207.

Distor¢ao Distor¢ao
SNPs DArTs
Cr? SNPs DArTs® SNPs DArTs SNPs DArTs S¢ C207 S  C207
Pv01 1938 1730 1653 1507 285 223 74 88 30 59
Pv02 2425 2213 2028 1900 397 313 99 113 48 67
Pv03 2261 2127 1817 1746 444 381 123 136 67 66
Pv04 1801 1590 1288 1285 513 305 169 177 48 40
PvO05 1491 1304 1213 1132 278 172 82 97 27 38
Pv06 1768 1502 1376 1243 392 259 114 135 16 33
Pv07 1941 1767 1448 1374 493 393 148 141 39 51
Pv08 2568 2312 1774 1741 794 571 267 258 122 76
Pv09 1851 1702 1625 1544 226 158 75 75 43 41
Pv10 1693 1439 1301 1165 392 274 140 145 31 38
Pvll 2588 1911 1906 1485 682 426 315 231 64 96
Scaff 742 371 590 322 152 49 60 76 10 08
Contig 3395 6724 2347 5460 1048 1264 360 328 140 291
Total 26462 26692 20366 21904 6096 4788 2026 2000 685 904

Média 2035 2053 1566 1684 468 368 155 153 52 69

*Cromossomo referente a espécie Phaseolus vulgaris L.; * SilicoDArTs; ¢ Genitores BRS Sublime (S) e CNFCT
16207 (C207).

Numero total Monomorfico Polimoérfico

Os numeros de marcadores SNP e SilicoDArT polimorficos variaram de 226
(Pv09) a 682 (Pvl1) e 158 (Pv09) a 571 (Pv08), com médias de 468 ¢ 368 marcadores por
cromossomo (Pv), respectivamente. Os grupos (Pvs) sdo representativos dos cromossomos
da espécie (Liu, 1997; Balding et al., 2007; Vlasova et al., 2016) (Tabela 3.2). De acordo
com o teste de segregacdo, entre os 6.096 SNPs polimorficos, (~72,8%; 4.440) ndo
segregaram na propor¢cdo mendeliana esperada: 1R: 2Segregando: 1S. Destes, 2.026
marcadores SNP distorceram para o genitor BRS Sublime e 2.000 para o genitor (CNFCT
16207) (Tabela 3.2), sendo que para 414 SNPs ndo foi possivel identificar a dire¢do da
distor¢@o (dados ndo apresentados).

Os cromossomos Pv07, Pv0O8 e Pvl1 apresentaram predominancia de distor¢ao
dos alelos para o genitor BRS Sublime; ja PvO1l, Pv02, Pv03, Pv04, Pv05, Pv06 e Pv10
apresentaram predominancia de distor¢ao alélica para CNFCT 16207 (Tabela 3.2). Entre os
4.788 SilicoDArTs polimérficos, 1.832 (~38,1%) ndo segregaram na propor¢ao mendeliana

esperada (3R: 1S). Destes, 685 marcadores apresentaram distor¢do alélica na direcdo do
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genitor BRS Sublime e 904 para o genitor CNFCT 16207 (Tabela 3.2), com 234 marcadores
sem apresentar predominancia de distor¢do para os genitores (dados ndo apresentados). Os
cromossomos Pv03, Pv04, Pv08 e Pv09 apresentaram predominancia de distor¢ao dos alelos
para BRS Sublime e Pvl, Pv2, Pv5, Pv6, Pv7, Pvl0 e Pvl1, predominancia de distor¢ao
alélica para CNFCT 16207 (Tabela 3.2).

Um total de 4.621 marcadores, sendo 1.656 SNPs e 2.965 SilicoDArTs,
passaram pelo teste de segregacdo e foram entdo utilizados na analise de ligacao (LOD —
score = 5.0 e r = 0.3). Os marcadores foram alocados em cromossomos individuais,
totalizando, portanto, 11 cromossomos (Schmutz et al., 2014; Vlasova et al., 2016). O
cromossomo PvO01 foi formado por trés grupos de ligacao, com 1.276 marcadores (~28,0%

do total de marcadores), sendo 524 SNPs e 752 SilicoDArTs (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Distribuicdo de 4.621 marcadores SNP e SilicoDArT utilizados para o
mapeamento da populagdo F» do cruzamento BRS Sublime x CNFCT 16207.

Numero de Numero i Numero de
Numero de marcadores
Cr? marcadores de grupo ligados por grupo marcrcldores
Segregation ratio de ligacao nao ligados
- SNPs DArTsP SNPs & - SNPs DArTs DATrTs
DArTs
Pv01 524 752 1276 03 89;190;245 124,279,349 01
Pv02 150 179 329 01 150 179 01
Pv03 141 236 377 01 141 236 04
Pv04 214 353 543 02 87,127 97,256 -
Pv05 116 203 319 01 116 203 -
Pv06 09 06 15 01 09 06 01
Pv07 134 147 281 01 134 147 01
Pv08 55 70 125 01 55 70 -
Pv09 104 194 298 01 104 194 02
Pv10 - 02 02 02 - 01;01 03
Pvll - 02 02 01 - 02 01
Scaff 14 27 - - - - -
Contig 195 776 - - - - 04
Total 1656 2947 15 - - 18

Média  127,3  226,6 - - - -

# Cromossomo referente a espécie Phaseolus vulgaris L.; ® SilicoDArTs.
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Adicionalmente, Pv04 e Pv10 foram formados por dois grupos de liga¢do. Os
outros cromossomos foram formados por apenas um grupo de ligacdo cada, conforme
esperado. Dezoito marcadores SilicoDArT ndo se ligaram a nenhum dos grupos formados.
Além disso, quatro SilicoDArTs (ndo ligados) ndo apresentaram posicao fisica (contig)
(Tabela 3.3). Logo, os marcadores ligados (4.603; SNPs e SilicoDArTs) foram
reorganizados por meio da posi¢do fisica de acordo com o genoma de referéncia para
Phaseolus vulgaris (Schmutz et al., 2014) e utilizados para as analises na construcao do

mapa de ligagcdo (comando ‘safe’; LOD — score = 2.0) (Tabela 3.4).
3.3.3 Mapa de ligacio

O mapa de ligacao foi construido utilizando 1.695 marcadores ndo distorcidos e
segregando conforme a frequéncia esperada para cada tipo de marca, sendo 967 SNPs e 728
SilicoDArTs, ordenados em 11 grupos de ligagdo, ou seja, 11 cromossomos (Pvs) (Tabela
3.4). Utilizou-se o comando de mapeamento ‘safe’ do pacote ‘R - onemap’ (Margarido et
al.,, 2007; R Core Team, 2019), além da adi¢ao de marcadores segregantes (Tabela 3.3)
adicionais, com a geracdo do mapa mais completo (111 SNPs e 421 SilicoDArTs). O mapa
completo apresentou tamanho de 2.864 cM e média final de 260,4 cM (Tabela 3.4).

O ntimero de marcadores em cada cromossomo variou de 56 (~3,30%; Pv09) a
249 (~14,6%; Pv03). A média foi de 87,9 marcadores SNPs e 66,2 SilicoDArTs, com a média
de marcadores total por cromossomo de 154,1 (Tabela 3.4). Cinco cromossomos (PvO0l1,
Pv05, Pv09, Pv10 e Pv11) apresentaram nlimero de marcadores menor do que a média para
todos os cromossomos (154,1; 9,08% dos 1695) (Tabela 3.4).

A variag¢do do tamanho dos cromossomos foi de 137,4 ¢cM (Pv05) a 353,8 cM
(Pv07). Seis cromossomos (Pv02, Pv04, Pv05, Pv09, Pv10 e Pvl1) foram mais curtos do
que o comprimento médio para todos os cromossomos (260,4 cM; ~9,07% de 2.864 cM)
(Tabela 3.4). A maior distancia entre dois marcadores adjacentes variou de 10,2 cM (Pv05)
a 31,1 cM (Pv08), e a distancia média entre dois marcadores variou de 1,0 cM (Pv03; Pv04
e Pv05) a 2,9 cM (Pv09), com média de todos os cromossomos de 1,8 cM. A porcentagem
de distancias menores ou iguais a 5,0 cM variou de ~81,1% (Pv01) a ~96,0% (Pv03 e Pv04).
Para todos os cromossomos a média das distancias adjacentes menor ou igual a 5,0 cM foi

de ~90,1% (Tabela 3.4).
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Tabela 3.4. Distribui¢do de 1.695 marcadores SNP e SilicoDArT por meio do mapa genético
de ligag¢ao construido utilizando a populaciao F> do cruzamento BRS Sublime

x CNFCT 16207.

Numero de marcadores

Maior Média D<

Cromossomo® SNPs  DArTs® Total Tamanho distancia distancia  5°¢
R R C O CY
PvO1 65 57 122 312,0 18,7 2,5 81,1
Pv02 98 107 205 2528 13,4 1,3 95,6
Pv03 126 123 249 267,7 14,0 1,0 96,0
Pv04 90 132 222 2393 31,0 1,0 96,0
Pv05 77 53 130 137,4 10,2 1,0 95,0
Pv06 106 61 167 326,2 10,5 1,9 90,0
Pv07 113 44 157 353,8 17,0 2,2 86,0
Pv08 119 49 168 327,0 31,1 1,9 93,0
Pv09 30 26 56 160,8 27,2 2,9 82,1
Pv10 70 36 106 2374 14,7 2,2 87,7
Pvll 73 40 113 250,1 13,7 2,2 88,4
Total 967 728 1695 2864 - - -
Média 87,9 66,2 154,1 260,4 18,3 1,82 90,1

& Cromossomo referente a espécie Phaseolus vulgaris L.; ° SilicoDArTs; ¢ Porcentagem de distancias menores
ou iguais a 5,0 cM

3.3.4 Analise de QTL e anotagao génica

Um total de 1.695 marcadores SNP e SilicoDArT polimérficos para os genitores
da populagdo de mapeamento F> (BRS Sublime x CNFCT 16207) foram mapeados e
utilizados para a anélise de QTL. A analise por meio do mapa de ligagao indicou que a regido
de resisténcia ao CPMMYV estd no cromossomo Pv0O8 (Tabela 3.5 e Figura 3.1B). A
localizag¢ao do QTL foi determinada por meio da analise de Intervalo Composto (CIM), com
um LOD limite de 3.9 (Figura 3.1B). Assim, um QTL - Gene de efeito principal
(CPMMV.Pv08) foi detectado para o carater severidade de CPMMYV, que foi avaliado nas
populagdes F> e Fa.3 (BRS Sublime x CNFCT 16207, genitores resistente e suscetivel,
respectivamente) (Tabela 3.1). O loco de resisténcia foi detectado na extremidade final do
cromossomo 8, explicando a cerca de 77% da variagdo fenotipica, ¢ com a marca
SNP Ch 8 62396711 contida no inicio da regido de resisténcia, na posi¢ao de 62.39 Mpb e
a uma distancia por volta de 30 ¢cM do loco (Tabela 3.5 e Figura 3.1B).
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Por meio do grafico boxplot, observou-se variagdes das médias de nota nos
gendtipos para o marcador mais proéximo, SNP Ch 8 6239671, que flanqueia o QTL
(CPMMV.Pv08) (Figura 3.1AB). O alelo A ¢ proveniente do genitor resistente BRS
Sublime, sendo as médias de reagdo ao CPMMYV, portanto, com valores inferiores e
representativas dos individuos com os genotipos homozigotos para a resisténcia a doenca
(RR), e o alelo B ¢ oriundo do genitor suscetivel, sendo a linhagem CNFCT 16207, com
notas de reagdo superiores, ou seja, genotipos homozigotos suscetiveis a doenga (rr). Por
fim, o alelo H, sendo representativo dos individuos com gendtipos heterozigotos para o loco

de resisténcia (Rr) (Figura 3.1A).

Tabela 3.5. Resumo da andlise de QTL estimada por meio do Método de Intervalo
Composto (CIM) para severidade de CPMMYV, avaliada em 180 progénies
(F2:3; BRS Sublime x CNFCT 16207) aos 35 dias apds inoculagdo, e o

marcador mais préximo.

Loco Cromossomo?® Marcador LOD  RX (%)

CPMMV.Pv08 Pv08 SNP_Ch 8 62396711° 66,8 77,0

2 Phaseolus vulgaris L.; * R? - Taxa de variagdo fenotipica explicada pelo loco; ¢ Sequéncia do marcador:
5’ - TGCAGTTTTCCTTCTATTTTCTTGAAGAAAATAAATATTGAAATGTCACTGTTGCAACCTAGGTCAACC -3’

No total foram identificados 21 transcritos dentro do intervalo de confianga de
0,94 Mpb (61.30 - 62.24 Mpb) no cromossomo Pv08 flanqueando o gene de efeito principal
CPMMYV Pv08 (Apéndice A), os quais estdo envolvidos em mecanismos de defesa a doengas
em planta (Agrios, 2004; Keller et al., 2015; Andersen et al., 2018; Gil et al., 2019). Do total
de transcritos, 16 genes apresentam dominio de sequéncias ricas em repeticdo de Leucina,
classe LRR (Nucleotide Binding Site — Leucine Rich Repeats), sendo os demais genes
codificadores de proteinas ricas em receptores quinases (Pkinases). Merecem destaques trés
genes: Phvul.008G281000, Phvul.008G281100 (ambos, LRR) e Phvul.008G281500
(Pkinase), identificados dentro do intervalo de confianga de 0,04 Mpb (62.20 - 62.24 Mpb;
Pv08) (Apéndice A). Desse modo, o marcador SNP_Ch 8 62396711 (R? = ~77%; 62.39
Mpb) associado ao loco CPMMV.Pv08 no final de Pv08 (Tabela 3.5 e Figura 3.1B), estd a
uma distancia de ~186 kpb dos genes LRR (Phvul.008G281000: 62,210,835 pb e
Phvul.008G281100: 62,211,626 pb). Adicionalmente, o SNP acima estd a uma distancia de
~153 kpb do gene Pkinase (Phvul.008G281500; 62.24 Mpb).
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Marcador:SNP_Ch 8 62396711 CPMMV.Pv08: Cromossomo 8 (cM)
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Figura 3.1. Resisténcia ao CPMMYV na populagdo composta por 180 familias Fa:3
(BRS Sublime x CNFCT 16207) inoculada com CPMMYV; isolado BR:
GO:14 (Coédigo GenBank MK202583) (Alves-Freitas et al., 2019). A) Box
plot das médias de nota de severidade das progénies para o marcador
identificado na andlise de QTL. Pontos em vermelho referem-se as médias
de notas de severidade (sobrescrito). A e B sdo alelos em homozigose
provenientes dos parentais BRS Sublime (resistente) ¢ CNFCT 16207
(suscetivel), respectivamente. H: individuos heterozigotos. B) Analise de
QTL realizada usando o software QTL Cartographer, pelo método de
mapeamento por intervalo composto (CIM). O maior pico observado no
grafico indica o loco de resisténcia (CPMMV.Pv08) ao CPMMV. Ademais,
o marcador SNP_Ch 8 62396711 flanqueando a regido de resisténcia a uma

distancia de cerca de 30 ¢cM do loco de resisténcia.

Por meio dos resultados fenotipicos para resisténcia e suscetibilidade ao
CPMMYV, os 180 individuos genotipados (populagdes segregantes F» e F» 3, respectivamente;
Tabela 3.1), foram avaliados com o marcador SNP_Ch 8 62396711 identificado por volta
de 30 cM do QTL — Gene de efeito principal (Tabela 3.5; Figura 1B). Assim, foi estimado o
indice de coincidéncia (IC), para verificar a eficiéncia da sele¢ao utilizando o marcador
molecular acima. O célculo foi feito considerando todos os genotipos. Logo, a coincidéncia
entre a marca SNP_Ch_8 6239671 e os 180 gendtipos avaliados foi de 62,2% (dado ndo

apresentado).
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34  DISCUSSAO

Baseado na fenotipagem dos sintomas para severidade ao CPMMYV nas geracgoes
F> e F2.3 (BRS Sublime x CNFCT 16207), observou-se segregacao mendeliana para cada
geracdo. Assim, os resultados de ambas as geracdes indicaram que um gene dominante
controla a heranca da resisténcia ao CPMMYV na cultivar de feijao carioca BRS Sublime
(Tabela 3.1 e Figura 3.1B). Esse ¢ o primeiro relato da heranga da resisténcia ao CPMMV
na cultivar de feijdo-comum BRS sublime. Resultado semelhante foi evidenciado por
Cheruku et al. (2017), ao estudarem a heranga genética para severidade de CPMMYV em soja.
Adicionalmente, Arias et al. (2015) evidenciaram dois genes de efeito principal, com
predominancia de efeitos aditivos, controlando tolerancia ao CPMMYV, também em soja.
CPMMYV causa a doenga necrose da haste da soja (Marubayashi et al., 2010; Cheruku et al.,
2017; Thekke-Veetil et al., 2021). Vale mencionar que a resisténcia a virus ¢ governada,
sobretudo, por genes R de efeitos maiores com interagdo intra-alélica de dominancia,
inclusive em feijao (Larsen & Miklas, 2004; Singh & Schwartz, 2010; Hart & Griffiths,
2015; Meziadi et al., 2016; 2017) (Tabela 3.1).

Neste estudo, ~23,0% (6.096) dos SNPs e ~17,9% (4.788) dos SilicoDArTs
observados entre os parentais BRS Sublime e CNFCT 16207, utilizados para gerar a
populacdo de mapeamento F», foram polimorficos (Tabela 3.2) e com médias de call rate
‘adequadas’ para a utilizagdo dos marcadores (Wenzl et al., 2004; Brifiez et al., 2012; Platten
et al.,, 2019). As porcentagens mais reduzidas de marcadores polimorficos (Tabela 3.2)
refletem os gendtipos dos parentais acima, ambos pertencentes ao mesmo pool génico
Mesoamericano e graos no padrdo comercial carioca (Souza et al., 2018; Wendland et al.,
2018). Yuste-Lisbona et al. (2012) encontraram taxa de 92,8% de SNPs monomorficos ao
mapearem uma populacdo de linhagens endogdmicas recombinantes (RILs) de feijdo-
comum, sendo derivada do cruzamento entre parentais pertencentes a0 mesmo pool génico
Andino. Entretanto, valores de porcentagens maiores de SNPs polimorficos, por exemplo,
tém sido verificados para populagdes de mapeamento derivadas de genitores pertencentes a
poolgene diferentes (Silva et al., 2018).

E oportuno mencionar que os marcadores SilicoDArT mesmo sendo menos
informativos (heranca dominante) em relagdo aos marcadores codominantes como os SNPs
(Brinez et al., 2017; Lobaton et al., 2018), sdo potencialmente eficientes em estudos de

diversidade genética e na construgdo de mapas de ligacdao, em varias espécies de plantas,
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sobretudo se for possivel identificar uma quantidade grande desses marcadores (Kilian et al.,
2012). Sao varios os trabalhos de diversidade genética e de mapa de ligagdo utilizando
marcadores SilicoDArT em espécies agronomicamente importantes, entre elas arroz
(Jaccound et al., 2001), mandioca (Xia et al., 2005), cevada (Wenzl et al., 2004), sorgo (Mace
et al., 2008), eucalipto (Sansaloni et al., 2010), cana-de-agticar (Heller Uszynska et al.,
2011), Lolium-Festuca (Tomaszewski et al., 2011) e feijdo-comum (Brifiez et al., 2012;
Oblessuc et al., 2013).

Brifiez et al. (2012) avaliaram 89 acessos pertencentes ao pool génico
Mesoamericano ¢ Andino de paises do continente Americano e identificaram 2.501
marcadores SilicoDArT polimorficos (31%) e as marcas foram potencialmente Uteis em
discriminar os acessos para os dois pool génicos da espécie. Adicionalmente, marcadores
SilicoDArT também tém sido utilizados para detectar QTLs associados a locos de resisténcia
a doencas (Tomaszewski et al., 2011), inclusive em feijdo (Oblessuc et al., 2013), além da
abordagem da sele¢do gendmica ampla para identificar genotipos resistentes (Santos et al.,
2016).

O numero de marcadores considerados polimoérficos e que apresentaram
distor¢do alélica foi alto neste estudo, sobretudo para os SNPs (Tabela 3.2). Silva et al.
(2018) encontraram percentual de distor¢ao alélica para os SNPs de ~33,3%. Resultado
similar ao dos autores acima foi evidenciado por Passos (2016), ao selecionar SNPs com
elevada eficiéncia para o mapeamento ¢ a selecdo de marcadores associados a reacdo ao
crestamento bacteriano comum (CBC) no feijoeiro. A distor¢do alélica pode ser reflexo do
tamanho da populacdo, com um nimero menor de individuos amostrados, de problemas
amostrais na populacdo Fi, ou, ainda, resultante de fatores genéticos que afetam a heranca
dos marcadores (Nodari et al., 1993).

Ademais, o padrao de agrupamento foi representativo dos 11 cromossomos;
condicdo haploide da espécie P. vulgaris (Schumrtz et al., 2014; Vlasova et al., 2016), com
um numero baixo de marcadores segregantes nao ligados a nenhum dos grupos,
evidenciando a qualidade dos marcadores polimorficos entre os parentais, gerados pela
tecnologia de genotipagem (Tabela 3.3) (Kilian et al., 2012; Schuster & Cruz, 2013). Dos
marcadores polimorficos segregantes (Tabela 3.3), 1.695 (967 SNPs e 728 SilicoDArTs)
foram utilizados para a construgdo do mapa de ligacdo (Tabela 3.4). Isso representa uma
reducdo por volta de 84% e 85% dos SNPs e SilicoDArTs considerados polimorficos,

respectivamente (Tabelas 3.2 e 3.4). E oportuno destacar que no presente trabalho, os
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marcadores foram posicionados no mapa por meio do comando ‘safe’, pacote ‘R — onemap’
(Margarido et al., 2007; R Core Team, 2019). O comando ‘safe’ gera um mapa com elevado
suporte estatistico, porém tende a remover muitas marcas informativas (Passos, 2016). Logo,
marcadores segregantes (Tabela 3.3) adicionais foram incorporados ao mapa de ligagdo com
menor rigor para proporcionar um maior nimero de marcadores no mapa (sendo 111 SNPs
e 421 SilicoDArTs, adicionais). A tentativa em gerar um mapa completo pode possibilitar
uma maior cobertura de marcadores, sendo uma abordagem adequada para a analise de QTL
(Oblessuc et al., 2013; Borém & Caixeta, 2016; Gil et al., 2019), sobretudo neste estudo, em
que os genitores apresentam similaridade genética, com maior propor¢cdo de locos
monomorficos (Borém & Caixeta, 2016) (Tabela 3.2).

Passos (2016) evidenciou redugdo de ~60% de SNPs ao mapear uma populacio
RILs de feijao-comum a partir do cruzamento entre Ruda x AND 277 (Mesoamericano ¢
Andino, respectivamente), para a analise de locos de resisténcia ao CBC; considerando as
marcas com segregacdo esperada, sem distor¢do alélica e distribuidas nos 11 grupos
representativos da espécie (2.041 SNPs). Adicionalmente, Wenzl et al. (2004) evidenciaram
uma reducdo também de ~60% dos SilicoDArTs considerados polimorficos, na construgdo
do mapa genético através da populagdo de mapeamento de Duplo-Haploides (DH; cvs.
Steptoe X Morex; cevada), para verificar a segregacdo dos marcadores. Redugdes menores
foram evidenciadas por Brifiez et al. (2017), ~25% de marcadores SNPs e SSRs
polimorficos, ao mapearem QTLs associadas a tolerancia a seca, em uma populacao de RILs
de feijao-comum (SEA-5 x AND 277; Mesoamericano ¢ Andino, respectivamente). Por
outro lado, Langat et al. (2019) evidenciaram uma reducdo de ~80% de SNPs polimorficos,
ao mapearem QTLs associadas a tolerancia a seca, por meio de uma populagao F» de feijao-
comum a partir do cruzamento entre genitores contrastantes para varios caracteres. As
populacdes de mapeamento RILs e DH tendem a possibilitar o mapeamento de um maior
numero de marcas quando comparadas com a utilizacao de geracao F» (Borém & Caixeta,
2016).

Os 1.695 marcadores foram distribuidos nos 11 grupos (cromossomos) € com o
tamanho do mapa completo de 2.864 cM (Tabela 3.4). Os tamanhos dos mapas genéticos
em feijao tém variado com média de 754 cM a 3.702 cM (Galeno et al., 2012; Passos, 2016;
Brifiez et al., 2017; Silva et al., 2018; Langat et al., 2019). Vale ressaltar que as distancias
entre os marcadores variaram de 10,2 ¢cM (Pv05) a 31,1 cM (Pv08), sendo considerada alta,

contudo a variacao da distdncia média entre os marcadores foi menor, sendo de 1,0 cM
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(Pv03, Pv04 e Pv05) a 2,5 cM (Pv 01), com destaque para Pv03 que apresentou a melhor
saturacao de marcadores entre os cromossomos (Tabela 3.4). Adicionalmente, a média de
distancia entre as marcas com valores iguais ou menores que 5,0 cM foi de 90,1, indicando
uma boa saturagao do mapa construido (Tabela 3.4), mesmo amostrado um niimero menor
do que 200 individuos através da populacdo de mapeamento F» e da similaridade genética
dos genitores (Tabela 3.1) (Borém & Caixeta, 2016). Resultados semelhantes foram
evidenciados por Brifiez et al. (2017) e Langat et al. (2019).

Neste contexto, o tamanho final do mapa pode ter sido em decorréncia do
tamanho da populacdo amostrada neste estudo, além da similaridade genética entre os
genitores (Wendland et al., 2018; Souza et al., 2018), sendo os dois genitores considerados
genotipos elite (Tabela 3.4). O desenvolvimento de populagdes de mapeamento por meio de
materiais-elite tende a contribuir para o aumento no tamanho final do mapa genético. Assim,
as maiores distancias adjacentes entre os marcadores dentro do grupo, pode ser devido a um
maior ajustamento no pareamento dos cromossomos durante a meiose entre genitores elite,
promovendo um maior nimero de recombinag¢des (Tabela 3.4; Figura 3.1B) (Borém &
Caixeta, 2016; Passos, 2016). Logo, a dissimilaridade genética entre os genitores influéncia
na cobertura gendmica e eficiéncia no mapeamento e analise de gene, sobretudo devido a
maior propor¢ao de marcadores polimoérficos.

Por meio da analise de QTL por intervalo composto (CIM), identificou-se no
cromossomo Pv8, cujo tamanho do cromossomo ¢ de ~62.36 Mpb, o marcador
SNP_ 62396711 flanqueando o QTL - Gene de efeito principal (CPMMV.Pv08; R? = ~77%)
a uma distancia por volta de 30 cM (Tabela 3.5 e Figura 3.1B). Esta distancia observada ¢
um indicativo de fraca associagdo entre a marca e 0 QTL, uma vez que hd maior chance de
ocorréncia de eventos de recombinacao nessa regiao de Pv08 (Figura 3.1B) (Balding et al.,
2007; Gil et al., 2019; Platten et al., 2019).

Assim, mesmo por meio da abordagem da geracdo do mapa completo (Tabela
3.4), ndo foi possivel saturar a regido através de marcadores segregantes (Tabela 3.3; Figura
3.1B). A amostragem menor na populagdo pode ter corroborado com este resultado (Tabela
3.1), sendo justificavel uma populagdo de mapeamento maior para uma adequada
amostragem de gametas recombinantes e, com isso, a geracdo de um mapa mais saturado
(Liu, 1997; Borém & Caixeta, 2016). Vale lembrar que houve correlacdo de magnitude
moderada da marca SNP 62396711 com os genétipos avaliados (62,2%; dado ndo

apresentado), sendo possivel, ainda assim, discriminar os genétipos resistentes € o0s
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suscetiveis, com inconclusdo para alguns genotipos, sobretudo heterozigoto (Figura 3.1A).
A correlagdo, mesmo que moderada, evidencia a atividade do QTL — Gene de efeito principal
na regido (Figura 3.1AB) (Liu, 1997; Balding et al., 2007; Platten et al., 2019).

Os autores Cheruku et al. (2017) mapearam o loco de resisténcia ao CPMMYV na
soja, localizado no cromossomo 12 da espécie. Dois marcadores SSR (Satt635 ¢ Uo8405)
foram identificados altamente ligados ao loco de resisténcia (< 5 ¢cM de distancia) e a marca
Satt293 a uma distancia de 43,5 cM. O cromossomo 12 em soja ¢ caracterizado por dois
‘clusters’ de genes R, localizados nas extremidades do cromossomo (Schmutz et al., 2010;
Nepal & Benson, 2015), o qual parece ser sinténico ao cromossomo 8 em feijao-comum. Ha,
assim, relevantes ‘clusters’ identificados nas extremidades dos cromossomos referentes ao
genoma de P. vulgaris (Schumtz et al., 2014), com destaque para os cromossomos PvOl,
Pv02, Pv03, Pv04, Pv08, Pv10 e Pvl1 (Meziadi et al., 2016, 2017), com genes governando
resisténcia e, ou, tolerdncia a importantes doengas no feijoeiro, como: Antracnose (Oblessuc
et al., 2015), ferrugem (Mienie et al., 2005; Souza et al., 2013; 2014) e mancha angular
(Oblessuc et al., 2013; Keller et al., 2015; Gil et al., 2019).

Adicionalmente, existe um importante cluster de genes de resisténcia na
extremidade final do cromossomo 8 da espécie de feijdo-comum (Mienie et al., 2005;
Meziadi et al., 2016; Gil et al., 2019). Os autores Gil et al. (2019) anotaram 18 genes
possivelmente associados ao loco Phg-2 que confere resisténcia a mancha angular na regido
final do cromossomo 8 do feijao (Apéndice A), sendo esses genes pertencentes a classe NBS
LRR (Nucleotide Binding Site — Leucine Rich Repeats) e a proteinas ricas em repeticoes
quinases (Pkinases), envolvidos na defesa da planta contra patogenos (Agrios, 2004; Keller
et al., 2015; Andersen et al., 2018).

Trés genes anotados neste estudo, compreendendo a regido 62.20 a 62.24 Mpb
(Pv8), sendo Phvul.008G281000, Phvul.008G281100 (ambos, LRR) e Phvul.008G281500
(Pkinase) (Apéndice A), podem estar associados ao loco CPMMV.Pv08, que confere
resisténcia ao Carlavirus. Adicionalmente, o loco Phg-2 para mancha angular estd inserido
numa regido de 259 kpb de Pv08, no intervalo entre 61.87 a 62.14 Mpb (Lobaton et al., 2018;
Gil et al., 2019), o que pode ser um indicativo de ligacdo com o loco de resisténcia ao
CPMMV, como ja evidenciado para outros locos de resisténcia (Blair et al., 2007). A etapa
posterior de mapeamento genético fino (Gil et al., 2019) e a integragdo de mapas pode ser
uma tentativa para confirmar essas associacdes. Cruzamentos entre o genitor resistente BRS

Sublime pode ser realizado com outros genotipos para confirmar uma possivel associagao
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do marcador SNP_Ch 8 62396711, ou de outros marcadores, com o loco de resisténcia,
com o aumento da populagdo de mapeamento (Liu, 1997; Balding et al., 2007). Além disso,
pode-se tentar, também, validar a marca encontrada e testar o seu potencial para ser
incorporada a selecdo assistida por marcadores (SAM), nos programas de melhoramento
genético do feijao para viroses.

Nessa realidade, a abordagem da introgressdao de alelos contra mais de um
patogeno (resisténcia multipla), assistida por meio de SAM (Faria et al., 2016; Souza et al.,
2018), pode vir a ser uma realidade promissora no desenvolvimento e no avango de
linhagens-elite transgénicas de feijdo-comum de segunda geragdo, com graos no padrdo
comercial carioca, resisténcia multipla as viroses BCMV, BGMV ¢ CPMMYV e 6tima
performance agrondémica, langando mao do uso integrado da tecnologia RMD (evento
Embrapa 5.1) (Dinon et al., 2012; Faria et al., 2016; Souza et al., 2018). Vale destacar que
os genitores utilizados no presente estudo apresentam tolerdncia a mancha angular
(Pseudocercospora griseola) e resisténcia ao CPMMYV (BRS Sublime), além de resisténcia
efetiva ao BGMV (evento Embrapa 5.1) e suscetibilidade ao CPMMV (CNFCT 16207),
sendo que ambos apresentam resisténcia ao BCMV (Souza et al., 2018; Wendland et al.,
2018). BGMV e CPMMYV ocorrem simultaneamente no campo e sdo transmitidos de
maneira muito eficiente pela mosca-branca, o que tem aumentado a preocupagdo de
pesquisadores e produtores de feijao, principalmente na regido Central do Brasil. Essa ¢ uma
importante regido produtora de soja, sendo a espécie uma excelente hospedeira de mosca-
branca e, também, de CPMMYV (Paula et al., 2015; Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

Adicionalmente, o isolado CPMMV:BR:GO:14, utilizado neste estudo, é o
primeiro isolado de CPMMYV com o genoma sequenciado, que infecta naturalmente feijao-
comum, sendo encontrado no estado de Goias. Outros cincos isolados de CPMMYV foram
identificados e sequenciados acometendo soja, também em importantes regides produtoras
de graos no Brasil (Alves-Freitas et al., 2019), com um novo membro do género Carlavirus
sendo descoberto recentemente infectando naturalmente soja nos Estados Unidos (Thekke-
Veetil et al., 2021). Além disso, um novo rabdovirus (género Cyftorhabdovirus; familia
Rhabdoviridae) foi identificado na cultivar transgénica BRS FC401 RMD (Souza et al.,
2018), sendo o primeiro rabdovirus infectando feijao (Alves-Freitas et al., 2019).

Assim, ¢ oportuno reverberar que a piramidacdo de alelos visando resisténcia a
mais de uma raga patogénica (Souza et al., 2014; Patroti et al., 2019) ou a alelos de

resisténcia contra mais de um patdgeno por meio da resisténcia multipla (Faria et al., 2016;
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Souza et al., 2018), se mostram estratégias viaveis para ampliar o espectro de resisténcia e a
durabilidade da resisténcia na condicdo de ambiente natural, uma vez que a evolugdo do
patdgeno ¢ um processo rapido e continuo, sobretudo para resisténcia qualitativa, ja que este
tipo de resisténcia tende a ser menos douradora do que a resisténcia quantitativa (Agrios,
2004; Souza et al., 2014; Corwin & Kliebenstein, 2017; Wendland et al., 2018; Gil et al.,
2019). Por outro lado, genes de efeito maior governando resisténcia a doengas t€ém sido mais
amplamente estudados, a exemplo de genes R mapeados no feijdo-comum e relacionados a
doengas importantes causadas por virus (Blair et al., 2007; Pasev et al., 2013; Hart &
Griffiths, 2015; Meziadi et al., 2016; 2017).

Nesse contexto, o desenvolvimento de uma cultivar de feijado RMD de segunda
geragdo, com graos carioca atendendo ao padrdao de qualidade comercial exigido pelo
mercado consumidor brasileiro, alto potencial produtivo e estabilidade de producao, além de
adaptag@o a colheita mecanica direta e resisténcia multipla as viroses BCMV e BGMV,
agregando, também, a resisténcia ao CPMMYV, representard uma importante ferramenta para
0 manejo integrado das viroses transmitidas pela mosca-branca na cultura do feijao. O uso
indiscriminado de inseticidas para o controle da mosca-branca tem propiciado o surgimento
de gendtipos resistentes as principais moléculas no mercado, além da polui¢do ao ambiente;
0 que reverbera a importancia da resisténcia genética como método de controle mais

sustentavel (Paula et al., 2015; Faria et al., 2016; Souza et al., 2018).

80



3.5 CONCLUSOES

1. A genotipagem usando a tecnologia DArTseq gerou marcadores SNP e
SilicoDArTs polimorficos entre os parentais com qualidade para serem utilizados na

constru¢do do mapa genético nas populagdes segregantes F» e Fa.3;

2. O mapa genético gerado apresentou uma boa saturagdo de marcas, mesmo

com a similaridade genética identificada entre os genitores (~80%);

3. Um unico gene dominante controla a heranca genética para resisténcia ao

CPMMYV na cultivar de feijao carioca BRS Sublime;

4. A abordagem da Analise de QTL por meio da constru¢do do mapa genético
utilizando marcadores SNP e SilicoDATrT, possibilitou o0 mapeamento do loco de resisténcia

ao CPMMV localizado na regiao final do cromossomo 8 de BRS Sublime.
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Apéndice A. Genes candidatos para o loco CPMMV.Pv08?*

ID / Gene

Inicio (pb)

Fim

Descri¢ao

Phvul.008G273600

Phvul.008G273700

Phvul.008G273801

Phvul.008G273900

Phvul.008G274000

Phvul.008G274100

Phvul.008G275000

Phvul.008G275100

Phvul.008G276100

Phvul.008G276300

Phvul.008G276400

Phvul.008G276600

Phvul.008G277000

Phvul.008G277184
Phvul.008G277226

Phvul.008G277268

Phvul.008G277310

Phvul.008G277352
Phvul.008G281000

61,735,20°

61,741,746

61,749,035

61,755,148

61,776,591

61,783,591
61,853,078
61,858,296
61,925,250
61,935,298
61,938,810

61,943,471

61,955,233

61,961,555

61,962,868
61,968,905
61,969,927

61,987,965
62,209,834

61,737,956

61,747,280

61,750,088

61,758,150

61,779,650

61,786,602

61,855,595

61,860,853

61,926,777

61,935,870

61,940,687

61,943,797

61,956,464

61,962,863

61,964,475

61,969,916

61,971,992

61,990,190
62,210,835

Leucine-rich repeat (LRR_1)//Leucine-rich
repeat N-terminal domain

(LRRNT 2)//Leucine

Leucine-rich Repeat (LRR _1)//Leucine-
rich repeat (LRR_8)

Leucine-rich repeat (LRR) protein
associated with apoptosis in muscle tissue
Leucine-rich repeat (LRR_1)//Leucine-rich
repeat N-terminal domain (LRRNT 2)
//Leucine-rich repeat (LRR_8)
Leucine-rich repeat (LRR_1)//Leucine-rich
repeat N-terminal domain (LRRNT 2)
//Leucine-rich repeat (LRR_8)
Leucine-rich repeat N-terminal domain
(LRRNT 2)//Leucine-rich repeat (LRR_8)
Protein kinase domain (Pkinase)//Leucine-
rich repeat (LRR_8)
SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE
WNKI11-RELATED

Ras-suppressor protein (contains leucine-
rich repeats)

Leucine-rich repeat N-terminal domain
(LRRNT 2)

Non-specific serine/threonine protein
kinase/threonine-specific protein kinase
Non-specific serine/threonine protein
kinase/ Threonine-specific protein kinase
Leucine-rich repeat (LRR 1) // Leucine-
rich repeat N-terminal domain (LRRNT 2)
//Leucine-rich repeat (LRR_8)
Leucine-rich repeat (LRR_8)
Leucine-rich repeat N-terminal domain
(LRRNT 2)

Leucine-rich repeat N-terminal domain
(LRRNT 2)

Ras-suppressor protein (contains leucine-
rich repeats)

Ras-suppressor protein (contains leucine-
rich repeats)

Leucine Rich Repeat (LRR 1)
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Apéndice A. Continuacdo.

Phvul.008G281100 62,210,955 62,211,626 Leucine rich repeat (LRR-8)
Protein kinase domain (Pkinase)// Leucine
Phvul.008G281500 62,239,170 62,243,094 Rich Repeat (LRR 1)//Leucine rich repeat
(LRR 8)

2Regido do cromossomo - Pv8 (espécie Phaseolus vulgaris);® Gil et al. (2019).
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4 PERSPECTIVAS

A resisténcia efetiva ao mosaico-dourado conferida por meio da Tecnologia
RMD, evento Embrapa 5.1 (cv. BRS FC401 RMD), representa um avango importante para
o melhoramento genético do feijoeiro, bem como para o sistema produtivo da cultura no
Brasil, com a disponibilidade de uma tecnologia que confere resisténcia genética a duas
importantes viroses que acometem o feijdo, o0 mosaico comum (Bean common mosaic virus
- BCMV) e o mosaico-dourado (Bean Golden mosaic virus - BGMV), além de resisténcia
moderada a outras doengas.

Nao obstante a isso, este trabalho gera novas perspectivas para o
desenvolvimento de cultivares transgénicas de feijdo de segunda geracdo, com graos tipo
carioca e com padrao comercial, plantas com porte ereto e adaptadas a colheita mecanizada
e resistentes as viroses BCMV e BGMV, além de integrar, também, resisténcia a outra
importante virose para o feijdo, o mosqueado-suave-do-caupi, causado pelo Cowpea mild
mottle virus (CPMMYV). Potenciais surtos de CPMMYV representam uma ameaga a
produtividade de feijdo-comum, sobretudo na regido Central do Brasil, e tem preocupando
os pesquisadores nos ultimos anos. CPMMYV causa, também, a doenga necrose da haste da
soja, sendo a soja uma excelente hospedeira de mosca-branca (Bemisia tabaci), o que tem
contribuido para a alta incidéncia e distribui¢do de BGMV ¢ CPMMYV. Ambas viroses sao
transmitidas com muita eficiéncia pela mosca-branca e ocorrem simultaneamente em uma
mesma planta de feijao.

Adicionalmente, a validagdo de marcadores moleculares ligados ao loco de
resisténcia ao CPMMYV se mostra viavel por meio dos resultados evidenciados, sendo este o
primeiro relato de estudo da heranca da resisténcia ao CPMMYV na cultivar de feijdo carioca
BRS Sublime (fonte de resisténcia mais promissora, at¢ o momento). Além disso, as
abordagens de mapeamento genético fino e a integracao de mapas genéticos podem conferir
marca(s) molecular(es) mais proxima(s) ao loco de resisténcia ao CPMMYV, aumentando a
eficiéncia da selegdo.

Logo, a estratégia de resisténcia multipla, com a incorporacdo de alelos de
interesse por meio do uso de métodos convencionais de melhoramento e de ferramentas
biotecnoldgicas, potencializa um cendrio promissor para o desenvolvimento de novas
cultivares de feijdo carioca com resisténcia genética a importantes viroses, além de

proporcionar novos estudos visando compreender melhor a natureza molecular e os
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mecanismos associados a genes de resisténcia a virus no feijao, sobretudo para as viroses
transmitidas pela mosca-branca e de ocorréncia simultdnea no campo, além de estudos de
manejo de B. tabaci. Nesse contexto, ha a possibilidade de desenvolver um sistema de
producdo mais sustentavel para o feijao no Brasil, além de garantir a seguranca alimentar,
uma vez que o grao de feijdo representa uma importante fonte de proteina, principalmente

para a populagdo mais pobre.
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