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RESUMO

O feijoeiro comum é uma importante fonte de proteinas e fibras, sendo considerado o mais
importante legume de grdos para o consumo humano direto no mundo. Fatores como o
aumento da populacdo, mudancas climaticas globais, diminuicdo da disponibilidade de agua
para a agricultura e reducdo das areas cultivAveis tém causado grande preocupacdo quanto a
estabilidade e manutencdo da produgdo agricola em niveis que possam atender a demanda de
consumo do grdo. Diante disto, se torna fundamental a busca por alternativas que possam
incrementar a producéo, tais como o desenvolvimento de novas cultivares com caracteristicas
vantajosas e com maior potencial produtivo. O uso dos recursos genéticos presentes nos
bancos de germoplasma é uma importante estratégia para busca de novos alelos e
incorporacdo de variabilidade genética nos programas de melhoramento, permitindo o
desenvolvimento de cultivares com combinagdes alélicas novas e favoraveis. Entretanto, para
a conservacdo e uso eficiente destes recursos genéticos € necessdria uma adequada
caracterizacdo molecular e fenotipica. Atualmente, a caracterizacdo molecular de alta
densidade pode ser realizada a custos bastante reduzidos, gracas a utilizacdo da metodologia
de genotipagem por sequenciamento (GbS), a partir da qual milhares de polimorfismos de
base Unica (SNPs) sdo identificados e utilizados na genotipagem de acessos de bancos de
germoplasma. Associado a esse nivel de resolucdo de genoma, estdo disponiveis métodos de
mensuracdo, em larga escala, de fendtipos relacionados a caracteres de importancia
econdmica, como 0s componentes de produtividade em condicbes de seca. Através da
correlacdo entre os fenotipos e gendtipos € possivel explorar a associa¢do ndo aleatoria entre
alelos de diferentes locos, a determinado carater de interesse, através do estudo de associacao
gendmica ampla (GWAS). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar,
molecularmente, variedades de feijdo pertencentes a Colecdo Nuclear de Feijao da Embrapa
(CONFE) e identificar, através da analise de GWAS, regides do genoma potencialmente
associadas ao controle da toleréncia a seca em feijdo. No primeiro capitulo, um total de 6286
SNPs foram obtidos através da metodologia DArTseq, sendo utilizados para estimar a
diversidade (He = 0,442) e divergéncia genética (Fsr = 0,747) nos acessos da CONFE, o
decaimento do desequilibrio de ligacédo (88 kb, variando de ~ 395 kb no Andino a ~ 130 kb no
Mesoamericano), os locos que, possivelmente, estdo sob sele¢do devido aos processos de
domesticacdo e selecdo artificial (59 SNPs entre os pools génicos), além da selecdo de um
conjunto de 560 SNPs para compor um painel altamente informativo, para uso na
caracterizagdo do germoplasma de origens diversas (Andina e Mesoamericana). No segundo
capitulo, utilizando um conjunto de 8789 SNPs, derivados das metodologias DArTseq e
Capture-Seq, foram identificados, através de GWAS, 212 SNPs significativamente associados
aos componentes de produtividade coletados em ambientes com e sem deficiéncia hidrica.
Estes SNPs estdo dentro ou, em provavel, desequilibrio de ligagcdo com genes que codificam
proteinas putativas que participam dos processos moleculares relacionados a tolerancia a seca.
Adicionalmente, foram identificados gendtipos com desempenho superior em ambientes com
e sem déficit hidrico. Ao final destes estudos, foi possivel obter: 1) um painel de 560 SNPs
para caracterizar amplamente o germoplasma de feijoeiro; 2) um painel de 343 individuos
genotipados que podem ser utilizados em estudos de GWAS para caracteres de interesse dos
programas de melhoramento; 3) um conjunto de SNPs com potencial de uso na selecédo
assistida para tolerancia a seca.



ABSTRACT

The common bean is an important source of protein and fiber and it is considered the most
important grain legume for direct human consumption in the world. Factors such as
population growth, global climate change, scarcity water for agriculture and reduction of
arable land have caused great concern about the stability and maintenance of agricultural
production at levels that can meet the consumption demand of the grain. Because of this, the
search for alternatives that can increase production is fundamental, such as the development
of new cultivars with advantageous traits and with greater productive potential. The use of the
genetic resources present in germplasm banks is an important strategy to search for new
alleles and to incorporate genetic variability in breeding programs, allowing the development
of cultivars with new and favorable allelic combinations. However, for the conservation and
efficient use of these genetic resources an adequate molecular and phenotypic characterization
is necessary. Nowadays, the high-density molecular characterization can be realized at low
cost because of the use of genotyping by sequencing (GbS) methodology, from which
thousands of single nucleotide polymorphisms (SNPs) are identified and genotyped.
Associated with this level of genome resolution, methods for large-scale measurement of
phenotypes related to economically important traits are available, such as productivity
components under drought conditions. Through the correlation between phenotypes and
genotypes, it is possible to explore the non-random association between alleles of different
loci, to the trait of interest, through the genome-wide association studies (GWAS). In this
context, the aim of this work is to characterize molecularly bean varieties belonging to the
Core Collection of Beans (CONFE) of the Embrapa and to identify genome regions
potentially associated with drought tolerance in common bean through GWAS. In the first
chapter, a total of 6,286 SNPs were obtained from DArTseq methodology, being used to
estimate the diversity (He = 0.442) and genetic divergence (Fst = 0.747) in the CONFE
accessions, to determine the decay of the linkage disequilibrium (88 kb, ranging from ~ 395
kb in the Andean to ~ 130 kb in the Mesoamerican) and to detect the loci that are possibly
under selection due to the processes of domestication and artificial selection (59 SNPs
between the gene pools). Besides, it was selected a set of 560 SNPs to compose a highly
informative panel for use in the characterization of germplasm from diverse origins (Andean
and Mesoamerican). In the second chapter, using a set of 8,789 SNPs derived from the
DArTseq and Capture-Seq methodologies, 212 SNPs significantly associated with the
productivity components collected in environments with and without water deficiency were
identified through GWAS. These SNPs are within or likely in linkage disequilibrium with
genes encoding putative proteins that participate in molecular processes related to drought
tolerance. In addition, genotypes with superior performance were identified in environments
with and without water deficit. At the end of these studies it was possible to obtain: 1) a panel
of 560 SNPs to broadly characterize common bean germplasm; 2) a panel of 343 genotyped
individuals that can be used in GWAS for traits of interest to breeding programs; 3) a set of
SNPs with potential use in marker-assisted selection for drought tolerance.
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INTRODUCAO GERAL

O feijoeiro comum pertence a familia das leguminosas (Fabacea) e género
Phaseolus (Doyle e Luckow 2003). As leguminosas sdo plantas vitais na agricultura, pois
formam associacGes com bactérias fixadoras de nitrogénio, aumentando a fertilidade dos
solos. Esta é a principal razdo pela qual as leguminosas sdo mais ricas em proteinas do que
todas as outras plantas (Broughton et al. 2003). O género Phaseolus contém aproximadamente
70 espécies, das quais cinco sdo amplamente cultivadas: P. vulgaris L., P. lunatus L., P.
coccineus L., P. acutifolius A. Gray var. latifolius Freeman e P. polyanthus Greenman
(Freytag e Debouck 2002). Dentre essas espécies, 0 feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.)
destaca-se por ser a mais consumida, equivalendo a metade das leguminosas de graos
consumidas no mundo inteiro (Broughton et al. 2003). Esta espécie fornece até 15% do total
de calorias diarias e 36% de proteina total diaria para populacdes de regides da Africa e das
Américas (Schmutz et al 2014).

De acordo com as estatisticas da FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations), a producdo mundial de feijdo em 2014 foi de aproximadamente 26,5 milhdes
de toneladas, cultivada em 30,6 milhdes de hectares, sendo o Brasil considerado o terceiro
maior produtor mundial, com producéo de aproximadamente 3,3 milhdes de toneladas (FAO
2014). No Brasil, o feijoeiro comum ¢é cultivado em, praticamente, todos os estados
brasileiros, nas mais variadas condicdes edafoclimaticas e em diferentes épocas e sistemas de
cultivo (Carneiro 2002).

Origem, domesticacdo e melhoramento

O feijoeiro comum é originario das Américas e é organizado em dois pools
génicos (Mesoamericano e Andino) que divergiram de um ancestral silvestre em comum ha
mais de 100000 anos atras (Mamidi et al. 2013). Eventos de domesticacdo independentes
ocorreram dentro de cada pool génico, ha aproximadamente 8000 anos, provocando uma alta
diferenciacdo genética entre estes e grandes alteracbes morfoldgicas, incluindo o tamanho e
cores das sementes, tamanho das folhas e variagdes no habito de crescimento (Singh et al.
1991, McClean et al. 2002). Outra teoria sobre a historia evolutiva do feijoeiro comum sugere
que o pool génico Andino foiderivado de uma populacdo Mesoamericana silvestre, a partir de

uma populacdo de fundacdo de apenas alguns milhares de individuos, sofrendo, portanto, um
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gargalo genético que ocasionou a reducdo da diversidade genética neste pool génico em
comparacdo ao Mesoamericano (Bitocchi et al. 2012).

A domesticacdo em feijoeiro comum promoveu Varias alteracdes fisioldgicas e
morfoldgicas, como o habito de crescimento (determinado x indeterminado), dorméncia da
semente (presente x ausente), sensibilidade ao fotoperiodo, forma, cor e tamanho das
sementes. Todas essas modificacGes diferenciaram as plantas cultivadas de seus ancestrais
silvestres, tornando-as mais adaptadas as diferentes condi¢cdes edafoclimaticas (Gepts e Papa
2002). Os processos de domesticacdo em feijoeiro comum tém sido amplamente estudados e
0s principais genes associados tém sido mapeados e caracterizados (Koinange et al. 1996,
Repinski etal. 2012, Schmutz et al. 2014).

O Brasil é considerado um centro secundario de diversidade do feijoeiro comum,
devido a grande variabilidade genética existente dentro da espécie no pais (Burle et al. 2010).
Freitas et al. (2006), com base em dados de faseolina obtidos da analise de uma amostra
arqueoldgica de feijdo encontrada em uma caverna no Norte do estado de Minas Gerais
(datada de 1660 a 1738), provavelmente cultivada pelos indigenas, gerou evidéncia de maior
relacdo com as variedades de feijdo encontradas no Norte da América do Sul e México (pool
génico Mesoamericano). Burle et al. (2010), em um estudo de diversidade utilizando
marcadores microssatélites (Single Sequence Repeats, SSRs), concluiu que, apesar dos dois
pools génicos estarem presentes no Brasil, existe um forte predominio de variedades
tradicionais do germoplasma Mesoamericano.

No Brasil, os programas de melhoramento genético do feijoeiro comum sdo
focados, principalmente, no aumento da produtividade da cultura, resisténcia as principais
pragas, doencas e fatores abioticos, além dos esforgos para agregar valor de mercado as
cultivares, por meio do aumento de teores nutricionais de ferro e zinco no grdo (Perseguini
2013).

Germoplasma

Apesar da extensa variabilidade genética do conjunto de acessos de feijoeiro
comum armazenados em bancos de germoplasma no Brasil, as cultivares atuais apresentam
baixa variabilidade genética entre si, principalmente devido a pressdo do mercado por tipos
especificos de grdos, o que as tornam mais vulneraveis as pragas, doencas e a ocorréncia de
estresses abidticos, como a seca, que no conjunto resultam em menor produtividade de grdo

(Abdurakhmonov e Abdukarimov 2008). Isso demonstra a importancia de estudos e do uso
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dos recursos genéeticos disponiveis nos bancos de germoplasma para ampliagdo da
variabilidade genética disponivel aos programas de melhoramento, permitindo o surgimento
de combinacgdes alélicas novas, e com grande potencial de obtencdo de linhagens e cultivares
com maior capacidade adaptativa e maior estabilidade de producéo.

Os bancos de germoplasmas sdo reservatorios das variacbes genéticas de uma
espécie e englobam materiais silvestres, variedades crioulas, linhagens, hibridos e cultivares
comerciais. Para o enriquecimento dos bancos, sdo implementadas estratégias de intercambio
de germoplasma, que consiste na transferéncia de patriménio genético vegetal de um pais para
outro, consolidado no principio de reciprocidade e obedecendo a regras especificas, que
visam, além de preservar o patriménio genético de cada pais, atender as normas de seguranca
biologica e leis fitossanitarias, para evitar a introducdo de pragas no pais. Para isso, 0s
materiais introduzidos sdo submetidos a quarentena de poés-entrada, na qual eles séo
analisados para verificar se existe alguma praga que ainda ndo ocorra no pais (EMBRAPA
2016).

Para acessar a variabilidade genética existente nos bancos de germoplasma, é
necessaria sua caracterizacdo agromorfoldgica e molecular. Dependendo do tamanho do
banco de germoplasma, a caracterizacdo de todos 0s acessos se torna invidvel e, por isso, sdo
estabelecidas as cole¢bes, que sdo conjuntos de gendtipos representativos da variabilidade
genética da espécie e podem ser criadas para diferentes fins como, por exemplo, as colecdes
nucleares (Bespalhok et al. 2007). Estas cole¢cdes foram definidas por Frankel (1984), como
uma amostra com numero limitado de acessos que representam a maxima variabilidade
genética da espécie conservada, com um minimo de genotipos geneticamente semelhantes. As
colecBes nucleares ndo sdo estabelecidas com o objetivo de substituir a colecdo original de
germoplasma, mas sim para possibilitar que estudos de caracterizacdo de uma série de
variaveis sejam permitidos pelo menor nimero de acessos.

A Embrapa possui um banco de germoplasma de feijado com, aproximadamente,
17345 acessos, dos quais 600 acessos, representativos da variabilidade genética da colecdo
principal, foram selecionados para compor uma colecdo nuclear, denominada Colegdo
Nuclear de Feijao da Embrapa (CONFE), que ¢ formada por acessos pertencentes aos pools
génicos Andino e Mesoamericano e, estdo distribuidos em trés estratos: a) variedades
tradicionais do Brasil; b) linhagens/cultivares melhoradas do Brasil; e c¢) linhagens/cultivares
mtroduzidas (originarias de outros paises) (Rangel et al. 2013).

Estudos de diversidade genética em colecGes de germoplasma se fazem

necessarios para viabilizar a manutencdo da variabilidade disponivel por meio do


https://www.embrapa.br/recursos-geneticos-e-biotecnologia/pesquisa-e-desenvolvimento/intercambio-de-germoplasma
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conhecimento da extensdo dessa variabilidade, e possibilitando maior utilizacdo dos acessos
nos programas de melhoramento, principalmente nos casos em que se deseja combinar alelos
favoraveis em um dnico individuo (Nass et al. 2001). Os estudos de diversidade genética tém
sido realizados em germoplasmas de feijoeiro comum tanto com marcadores morfoldgicos
(Sharma et al. 2013, Kumar et al. 2014), quanto com marcadores moleculares (Khaidizar et al.
2012, Cardoso et al. 2013). Estes dltimos tém sido amplamente empregados em analises
genéticas devido ao maior poder informativo e estabilidade, ja que ndo sofrem influéncia do
meio ambiente, além da facilidade de manuseio, rapidez e reprodutibilidade (Kumar et al.
2009). Alémda caracterizacdo dos acessos do germoplasma, o uso de marcadores moleculares
na busca por alelos de interesse que contribuem para a expressao de caracteres de importancia
agrondmica também é relevante para a efetiva utilizacdo destes recursos genéticos nos

programas de melhoramento.

Genbmica e marcadores moleculares

O feijoeiro comum é uma planta autdgama, com taxa de fecundacdo cruzada
estimada entre 3 e 5% (Burle et al. 2010), possui genoma dipldide com 11 cromossomos (2n
= 22) e tamanho estimado de 588 Mbp (Bennett e Leitch 1995, 2012).

O desenvolvimento de técnicas moleculares para analises genéticas tem
proporcionado um grande avan¢o no conhecimento da genética e estrutura do genoma do
feijoeiro comum ao longo dos ultimos 20 anos (Ferreira et al. 2010, Hanai et al. 2010,
Perseguini et al. 2011, Cardoso et al. 2013). Dentre estas técnicas, destacam-se 0s marcadores
moleculares, os quais tém sido amplamente utilizados para monitorar as variagcbes genéticas
entre os individuos desta espécie. Estabelecendo uma linha do tempo, ja foram utilizados na
genotipagem do feijoeiro comum os marcadores RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Freyre et al. 1998), SSRs
(Grisi et al. 2007, Miller et al. 2014) e, mais recentemente, marcadores SNPs (Single
Nucleotide Polymorphisms) (Galeano et al. 2011, 2012; Midiller et al. 2015; Valdisser et al.
2016). Cada uma dessas tecnologias permitiu, a seu tempo, importantes avangos na
compreensdo da variabilidade genética e caracterizacdo de germoplasmas, identificacdo e
fingerprint de gendtipos, estimativas da distdncia genética entre 0s acessos, construcdo de
mapas de ligacdo e deteccdo de locos de caracteres quantitativos (Quantitative trait loci,
QTLs), selecdo assistida por marcadores, identificacdo de sequéncias de genes candidatos
importantes (Freyre et al. 1998, Mukeshimana et al. 2014, Zhang et al. 2015, Miiller et al.
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2015, Song et al. 2015, Valdisser et al. 2016). Atualmente, os SNPs sdo amplamente
empregados em analise genética, devido a maior abundancia no genoma (Brookes 1999),
além de serem adequados para o desenvolvimento de métodos de genotipagem de high
throughput com facilidade para automacgdo (Ding e Jin 2009).

Atualmente, a caracterizacdo molecular de alta densidade tem permitido a
identificacdo de milhares de marcadores moleculares a custos reduzidos como, por exemplo,
com a metodologia de genotipagem por sequenciamento (GbS), baseada no sequenciamento
de nova geracdo (Next Generation Sequencing, NGS). Como o custo do sequenciamento
reduziu consideravelmente, o NGS viabilizou o0 sequenciamento de grandes conjuntos de
gendtipos, abrindo novas oportunidades para explorar a diversidade genética existente nos
bancos de germoplasma e aumentando a chance de descoberta de genes pelo aumento da
densidade de marcadores e, consequentemente, a maior possibilidade de deteccdo de QTLs,
fornecendo a base para o estudo das relacdes complexas entre gendtipos e fendtipos em todo o
genoma. Essas tecnologias permitem o sequenciamento de milhares de bases nucleotidicas
utilizando plataformas automatizadas capazes de produzir centenas de gigabases de dados em
uma Unica corrida, em curto periodo de tempo e com baixo custo por base sequenciada
(Varshney et al. 2009). A analise dos dados gerados pelo NGS, através de métodos de
bioinformatica, permite a descoberta de novos genes, suas posicdes e sequéncias reguladoras,
aléem da disponibilizacdo de uma vasta quantidade de marcadores moleculares (Pérez-de-
Castro et al. 2012), que podem ser reunidos em painéis de genotipagem de marcadores SNPs
(chips), constituidos por SNPs génicos e ndo génicos bem distribuidos ao longo do genoma
(Song et al. 2015). Recentemente, diferentes abordagens de genotipagem por sequenciamento
em plantas estdo sendo disponibilizadas, tais como RADseq (Willing et al. 2011) e DArTseq
(Cruz et al. 2013).

A tecnologia DArTseq (Figura 1) consiste no principio de redugdo da
complexidade genomica das amostras de DNA total utilizando combinagdes especificas de
enzimas de restricdo, otimizadas para cada espécie. Apos a digestdo com enzima de restrigéo,
cada amostra recebe uma sequéncia adaptadora indexadora Unica (barcode) que permite,
posteriormente, rastrear as sequéncias geradas para cada amostra. Os fragmentos selecionados
resultantes sdo submetidos ao sequenciamento NGS para a geracdo de milhGes de sequéncias
curtas (em geral 150 bases). As sequéncias provenientes das diferentes amostras sé&o
alinhadas, permitindo a identificacdo dos SNPs entre as amostras para 0s mesmos fragmentos
de DNA (Sansaloni 2012). O meétodo DArT foi desenvolvido inicialmente em arroz (Jaccoud

et al. 2001) e, posteriormente, utilizado em dezenas de espécies de plantas, incluindo os
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legumes ervilha (Yang et al. 2011), grdo de bico (Thudi et al. 2011) e o feijoeiro comum
(Brinéz et al. 2012). A integracdo da tecnologia de DArT e GbS foi recentemente
desenvolvida na Austrdlia na empresa DArTPty, a qual combina 0 método de reducdo de
complexidade do genoma com o sequenciamento NGS. O sucesso do emprego dessa
estratégia foi demonstrado em eucalipto, no qual foram identificados milhares de marcadores
SNPs possibilitando uma ampla amostragem do genoma dessa espécie (Sansaloni 2012).

A metodologia Capture-Seq (Figura 2) consiste na identificacdo de polimorfismos
presentes em regiGes gendmicas especificas, geralmente contendo genes alvos, através da
hibridizacdo dessas regides com sondas de captura, seguida pelo NGS dos fragmentos
capturados (Neves et al. 2013). Resumidamente, a metodologia consiste na etapa inicial de
selecdo e desenho de sondas de captura, que sejam capazes de hibridizar em regides Unicas e
especificas de interesse, com base em um genoma de referéncia. Em seguida, as amostras de
DNA sdo fragmentadas mecanicamente e, os fragmentos gerados sdo ligados aos adaptadores
especificos, enriquecidos por PCR e hibridizados com as sondas, para posterior

sequenciamento NGS.
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Figura 1. Fluxograma da metodologia DArTseq.
Fonte: Sansaloni 2012.



Gene
—e—e—o—o=
1. Dasenho das sondas
complementares 205
l genesalvos
- 2 meacanicado DNA
l\ gendmico
o
(o e 3.Ligagioda
a0 e adaptadores 20s
Coe——— fragmentos
4. Sslegiodos
fragmentose EEEED
amplificagiovia
PCR

Figura 2. Fluxograma da metodologia Capture-Seq.

8. Resultados:
polimorfismos
identificados

7. Alinhamento
sobra 0 genomade
referéncia

6. Sequenciamento
NGS dos frazmentos
capturados

S— — 5. Captura:
A. \ — hzhidizzr;iodos
— fragmentos comas

— das
& /'\5% s

18



19

A disponibilidade de uma densidade maior de marcadores SNPs distribuidos ao
longo de todo o genoma, obtida pelas tecnologias derivadas de NGS, também torna possivel a
aplicacdo dos Estudos de Associacdo Gendmica Ampla (Genome-Wide Association Studies,
GWAS) com maior eficiéncia, facilitando o estudo do gendtipo e sua relacdo com o fenotipo.
Estes estudos utilizam grande quantidade de individuos fenotipados para caracteres de
interesse e genotipados para identificacdo de polimorfismos de DNA para posterior
estabelecimento de associagdes estatisticas, com o objetivo de correlacionar as variagdes do
DNA com as diferencas fenotipicas, visando identificar regies gendmicas onde 0s genes
responsaveis por caracteres de interesse estdo localizados (Pérez-de-Castro et al 2012).

Deficiéncia hidrica

As previsdes ambientais apontam para 0 aumento do aquecimento global nas
proximas décadas e, consequentemente, este fendmeno serd acompanhado por periodos de
seca mais intensos e abundantes (Lesk et al. 2016). Tal cenario tende ao agravamento devido
ao crescimento populacional e consequente demanda por mais alimentos, principalmente nos
paises em desenvolvimento (FAO 2016). Neste contexto, o desenvolvimento de cultivares
mais tolerantes aos periodos de deficiéncia hidrica, bem como o investimento em novas
tecnologias que auxiliem as plantas a superar periodos prolongados de seca, sera fundamental
na manutencdo da producdo agricola brasileira e mundial em niveis que possam atender uma
populacdo que esta em constante crescimento (Nepomuceno etal. 2001).

O feijoeiro comum é considerado uma planta sensivel & seca, principalmente
devido ao sistema radicular pouco desenvolvido e & baixa capacidade de recuperacdo apds
periodos de deficiéncia hidrica (Guimardes 1992). O déficit hidrico € o segundo maior
causador da queda de produtividade em feijoeiro comum, apds doencas (Singh 1995),
afetando cerca de 60% das areas de producdo e é resultante tanto de periodos de estiagem,
durante o ciclo de cultivo da espécie, quanto da irregularidade nas precipitaces (Graham e
Ranalli 1997, McClean et al. 2011). Quando submetido ao déficit hidrico, o feijoeiro comum
apresenta reducdo da area foliar e aumento da resisténcia estomatica (Didonet e Silva 2004),
sendo a fase reprodutiva a mais sensivel, com maior vulnerabilidade do inicio da floracdo até
o inicio da formacdo de vagens (Fageria etal. 1991).

A resisténcia a seca é fisiologicamente e geneticamente uma caracteristica
complexa, de natureza quantitativa e heranca poligénica, resultado da ag&o conjunta de muitos

genes cuja expressao esta sob forte influéncia ambiental (Miklas et al. 2006). Sob condicdes
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de déficit hidrico, as plantas sofrem grandes desordens fisiolgicas nas suas células, tecidos e
Orgdos e, como consequéncia, ocorre decréscimo das taxas de crescimento, produtividade e
qualidade de grdos (Rizhsky et al. 2004, Mittler 2006, Barnabas et al. 2008, Ribeiro et al.
2008, Prasad et al. 2008). Os danos causados pela seca podem ser reversiveis e/ou
irreversiveis, dependendo da eficiéncia dos mecanismos fisiologicos e/ou morfoldgicos da
planta (Ribeiro et al. 2004). Assim, diversas respostas fisiologicas como, distribuicdo dos
estdbmatos nas folhas, regulagcéo de trocas gasosas, reducdo de area foliar, arquitetura de raiz,
ajuste fenoldgico, status hidrico e ajuste osmoético representam mecanismos de adaptacdo aos
estresses abioticos em plantas de feijoeiro comum (Rosales et al. 2012, Omae et al. 2012,
Lanna et al. 2016, Polania et al. 2016).

A maior limitacdo para o melhoramento genético voltado para tolerancia a seca é
o conhecimento insuficiente sobre as bases fisioldgicas, moleculares e genéticas das respostas
das plantas submetidas ao déficit hidrico. Isso reforca a necessidade de um enfoque continuo
nos estudos de tolerdncia ao déficit hidrico, com maior énfase nas diferencas genéticas entre
0s gendtipos (Nepomuceno et al. 2001).

Devido a complexidade da resposta das plantas frente as condicBes de déficit
hidrico, 0 uso de tecnologias de genbmica avancada (NGS, GWAS) tem o potencial de
identificar, com maior eficiéncia e precisdo, as regides gendmicas e/ou genes responsaveis
pelos mecanismos de tolerancia a seca, além de fornecer ferramentas, como marcadores
moleculares, capazes de explorar a diversidade de genotipos de feijoeiro comum,
selecionando aqueles de desempenho superior, e viabilizando a incorporacdo dos alelos
vantajosos por meio da selecdo assistida por marcadores nos programas de melhoramento

genético.

Anélise de Associacdo Gendmica Ampla

Uma das estratégias utilizadas para identificar genes associados a fenotipos
especificos € o mapeamento de ligacdo para deteccdo de QTLS, o qual permite identificar as
regies genbmicas que conttm um ou mais genes responsaveis por parte da variagdo de
determinado carater quantitativo, através da associacdo entre o fendtipo e o gendtipo de
individuos de uma populagdo segregante. Para o feijdo, tém sido conduzidos estudos de
deteccdo de QTLs relacionados a caracteres diversos, tais como caracteristicas fenoldgicas,
tamanho e qualidade de sementes (Pérez-Vega et al. 2010), tempo de cozimento dos graos
(Garcia et al. 2012) e tolerancia a seca (Mukeshimana et al. 2014, Trapp et al. 2015, Villordo-
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Pineda et al. 2015). Porem, geralmente, a cobertura gendmica utilizada é reduzida, resultando
em pouca precisdo quanto ao posicionamento dos QTLs. Além disso, o intervalo de um QTL
pode ser grande e conter muitos genes, dificultando a identificacdo dos genes diretamente
associados ao carater avaliado (Alzate-Marin et al. 2005).

A analise de GWAS consegue superar algumas das limitacdes do mapeamento de
ligacdo, pois, ao utilizar populagdes naturais (colecdes de germoplasma), os eventos de
recombinagdo acumulados ao longo de inGmeras geracOes, reduzem o desequilibrio de
ligacdo, permitindo obter estimativas mais precisas da localizagdo dos genes de interesse (Zhu
et al. 2008). Diante disso, 0 mapeamento por associacdo tem, como vantagens, a possibilidade
de deteccdo de associa¢Oes genéticas validas para toda a populagdo e ndo somente para um
cruzamento, ampliando a variacdo alélica detectada e conferindo maior precisdo e resolucéo
na localizagdo dos QTLs (Flint-Garcia et al. 2003).

Os estudos de GWAS buscam estimar quantos e quais 0s QTLs responsaveis pela
variacdo nas caracteristicas fenotipicas, localizar sua posicdo no genoma e estimar seus
efeitos. A identificacdo destas regides gendmicas associadas a determinado fenotipo
possibilita 0 uso de estratégias para reduzir o tempo e recursos financeiros gastos no
desenvolvimento de novas cultivares, como a selecdo assistida por marcadores (SAM) e a
clonagem génica.

Recentemente, estudos de GWAS tém sido aplicados em feijoeiro comum,
utilizando milhares de SNPs para identificacdo de regides gendmicas relacionadas a diferentes
caracteres agrondmicos que afetam a producdo e a qualidade nutricional, tais como dias para
florescimento, habito de crescimento, altura da copa, acamamento e peso de sementes
(Schmutz et al. 2014, Moghaddam et al. 2016), tempo de cocgéo (Cichy et al. 2015), fixacdo
biologica de nitrogénio (Kamfwa et al. 2015), resisténcia a antracnose e mancha angular da
folha (Zuiderveen et al. 2016, Perseguini et al. 2016) e tolerancia a seca (Hoyos-Villegas et al.
2016).

OBJETIVO GERAL
Caracterizar molecularmente os acessos da CONFE atraves da metodologia de

genotipagem por sequenciamento e identificar marcadores SNPs associados a genes

relacionados a tolerancia a seca, por meio da analise de mapeamento associativo (GWAS).
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Objetivos especificos:

1)  Caracterizar um conjunto de 188 acessos (Andinos e Mesoamericanos) da CONFE,
por meio de marcadores SNPs gerados pela metodologia DArTseq.

2)  Avaliar um conjunto de 343 acessos Mesoamericanos, quanto aos componentes de
produtividade (massa de 100 grdos e produtividade) em ambientes com e sem deficiéncia
hidrica.

3) Identificar marcadores SNPs, associados aos genes relacionados a tolerancia a seca,
por meio da analise de mapeamento associativo, usando um conjunto de 8789 marcadores

SNPs gerados pelas tecnologias DArTseq e Capture-Seqg.
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RESUMO

A diversidade genética, estrutura populacional e as analises de desequilibrio de ligagdo (DL)
Sd0 essenciais para a caracterizacdo eficaz de uma colecdo nuclear de feijoeiro comum. Um
total de 6286 SNPs, derivados da metodologia DArTseq, forneceu uma plataforma robusta
com uma alta densidade de SNPs para genotipagem de feijoeiro comum (1 SNP / 86,5 kb).
Destes, 72,25% e 27,75% foram identificados em regies génicas e intergénicas,
respectivamente. Quanto aos efeitos putativos dos SNPs, foi previsto que 7% tem impacto
moderado e 0,05% impacto alto, estando relacionados com mecanismos de crescimento
celular e estresses diversos. A estruturagé@o por pool génico (K = 2) foi predominante, seguida
por outras subdivisdes (K = 3 e K =5), principalmente relacionada ao tipo de grdo comercial.
Um total de 83% e 91% de todos os SNPs foram polimorficos dentro dos pools génicos
Andino e Mesoamericano, respectivamente, e 26% diferenciaram os dois pools génicos. A
analise de diversidade genética revelou uma média de He de 0,442, com 0,102 para Andinos e
0,168 para Mesoamericanos (Fst = 0,747 entre os pools g@énicos); 0,440 para
cultivar/linhagem e 0,448 para variedades tradicionais (Fst = 0,002). SNPs sob selecdo foram
identificados dentro dos pools génicos entre os germoplasmas variedades tradicionais e
cultivar/linhagem (Andino: 18; Mesoamericano: 69) e entre os pools génicos (59 SNPs),
predominantemente nos cromossomos 1 e 9. O DL corrigido para estrutura populacional e
parentesco (r’sy) foi de aproximadamente 88 kb, variando de ~ 395 kb no Andino a ~ 130 kb
no Mesoamericano. Além disso, 82% dos SNPs foram capturados em blocos de haplétipos
cobrindo ~71% do genoma. Foi desenvolvido um painel de 560 SNPs em equilibrio de
ligacdo, capazes de capturar uma grande parte da diversidade dentro e entre 0s pools génicos
(He = 0,401; Fst = 0,411). As propriedades genéeticas dos SNPs identificados neste estudo séo

de grande relevancia para propdsitos de melhoramento genético do feijoeiro.
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ABSTRACT

Genetic diversity, population structure and linkage disequilibrium (LD) analyses are essential
for the effective characterization of core collections. DArTseq technology provides a robust
and high-density SNP genotyping platform for common bean genotyping (1 SNP/86.5 Kbp).
Using this technology, 6,286 SNPs were genotyped. Of these, 72.25% were identified in genic
and 27.75% in intergenic regions. Regarding their putative effects, 7% were predicted to have
moderate and 0.05% high impact on processes, related to cell growth mechanisms and stress
responses. The genetic subdivision associated to the common bean gene pool structure (K =
2) predominated, followed by other subdivisions that were mainly related to grain types (K =
3 and K= 5). A total of 83% and 91% of all SNPs were polymorphic within the Andean and
Mesoamerican gene pools, respectively, and 26% differentiated the gene pools. Genetic
diversity analysis revealed an average He of 0.442 for the whole collection, of 0.102 for
Andean and 0.168 for Mesoamerican gene pools (Fst = 0.747 between gene pools), of 0.440
for the group of cultivars and lines, and 0.448 for the group of landrace accessions (Fst =
0.002 between groups). SNPs outliers were identified within gene pools comparing landrace
and cultivar/line germplasm groups (Andean: 18; Mesoamerican: 69) and between the gene
pools (59 SNPs), predominantly on chromosomes 1 and 9. The LD extension estimate
corrected for population structure and relatedness (r’sy) was ~ 88 kbp, ranging from ~ 395
kbp inthe Andean to ~ 130 kbp in Mesoamerican gene pools. A fraction of 82% of SNPs was
captured in haplotype blocks covering ~ 71% of the genome. A panel of 560 SNPs in linkage
equilibrium, capturing a large portion of the intra and inter gene pools diversity (Hg = 0.401,
Fst=0.411), was developed. The SNPs identified in this study and their genetic properties are

of great relevance for breeding purposes.
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INTRODUCTION

It is estimated that approximately 150 plant species are grown directly for human
consumption or animal feed worldwide, and 30 of them contribute to 95% of the calories and
protein in the human diet (Flleky 2009). Legumes, along with grasses, are the main source of
human food. Among legumes with edible dry seeds (pulses), over 80 species are widely
cultivated, including the common bean (Phaseolus vulgaris L) (Tiwari et al. 2011). Common
bean is a very important crop for food security and sustainable agriculture. The species is
considered the most important grain legume available for human consumption (Broughton et
al. 2003), being cultivated in 126 countries with an annual planted area estimated to be 30.6
million hectares (FAO 2014) and representing 37% ofall legumes consumed in the world. To
ensure the preservation of the extensive genetic diversity of common bean, national and
international gene banks were created. The International Common Bean Gene Bank at CIAT
(International Center for Tropical Agriculture, Colombia) has more than 37,000 accessions, of
which approximately 90% are cultivated Phaseolus vulgaris varieties (CIAT 2014). In Brazil,
the gene bank at Embrapa Rice and Beans has ~17,345 accessions, of which approximately
3.5% (~600 accessions) were selected to compose the core collection (acronym CONFE),
which is made up of three strata: a) landraces from Brazil; b) cultivars/lines improved in
Brazil; and c¢) introduced cultivars/lines, all of Andean and Mesoamerican origin. The seed
samples are publicly available for research institutions in Brazil and abroad and are stored at
Global Seeds Banking of Svalbard, located in Longyearbyen, Norway.

There is consensus regarding the predominant genetic structure of common bean
in the Andean and Mesoamerican gene pools (Rossi et al. 2009; Mamidi et al. 2011), due to a
divergence estimated to have occurred since 165,000 years ago (Schmutz et al. 2014). Genes
related to agronomic traits of great interest to current breeding programs, such as flowering,
plant height, and nitrogen metabolism, were identified as being under selection during the
domestication process (Schmutz et al. 2014). The common bean landraces from Brazil, a
secondary center of domestication, are adapted to diverse soil and climate conditions and
present broad genetic diversity (Burle et al. 2010). It is expected that several adaptive
mechanisms selected over generations of domestication remain unknown (McCouch et al.
2013) and can be used as an important source of useful genes for breeding programs (Dwivedi
et al. 2016). A large proportion of plant genetic resources remains unexplored. This situation
is changing due to efforts in breeding programs to increase the available genetic diversity

among the set of genitors used in crosses (Blair and Lorigados 2016; Rodriguez et al. 2016).



35

Through pre-breeding programs, work to identify favorable alleles of genes related to
important agronomic traits in wild germplasm and landraces, with subsequent incorporation
into improved crops, has been reviewed (Porch et al. 2013). The availability of common bean
reference genomes (Schmutz et al. 2014; Vlasova et al. 2016), in addition to predicted
functions for thousands of genes, extends the possibilities for marker-assisted selection, and to
increase the efficiency of genetic breeding programs (Meziadi et al. 2016).

Molecular markers have been very helpful in efforts to detect gaps and
redundancies in germplasm collections (Cruz et al. 2013), to elucidate the genetic diversity in
both wild germplasm (Blair et al. 2012) and in landraces and cultivars/lines (Burle et al. 2010;
Cardoso et al. 2014), to explore the effects of selection in the domestication process and to
evaluate the dynamics of gene flow and genetic structure due to geographic distribution (Papa
and Gepts 2003; Papa et al. 2007). Many of these studies were conducted using SSR markers
(Blair etal. 2009; Gill-Langarica et al. 2011; Perseguini et al. 2011; Miller et al. 2014, 2015).
In recent years, SNP markers have been increasingly developed and applied in common bean
genetic analysis (Blair et al. 2013; Miller et al. 2015; Valdisser et al. 2016). Based on 131
SNPs, Rodriguez et al. (2016) analyzed a set of 577 wild and domesticated common bean
accessions and drew conclusions about the genetic structure along the domestication sites and
identified geographic regions that were hotspots of genetic diversity. More recently, a 6,000
SNP chip was developed (BARCBean6K_3) and successfully used in linkage and genome-
wide association mapping studies (Song et al. 2015; Cichy et al. 2015).

High-density genotyping, combining genome complexity reduction with next-
generation sequencing (NGS), allows the identification of an almost unlimited number of
SNPs for any species at low cost. The strategies of restriction site-associated DNA sequencing
(RADseq, Willing et al. 2011) and genotyping by DNA sequencing (GBS, Elshire et al. 2011)
allow researchers to identify and genotype thousands of SNPs in several plant species,
including common bean (Valdisser et al. 2016; Schroder et al. 2016). The Diversity Arrays
Technology (DArT), based on genome complexity reduction and SNP detection through
hybridization of PCR fragments (Jaccoud et al. 2001), has been used in the construction of
dense linkage maps, mapping quantitative trait loci (QTL), genome-wide association studies
(GWAS), and studies of genetic diversity and population structure (Raman et al. 2014; Hahn
and Wurschum 2014; Ren et al. 2015). In legumes, DArT markers were used to detect QTLs
associated with the genetic resistance to angular leaf spot (Brifiez et al. 2012 ; Oblessuc et al.

2013). In the last years, DArT technology was modified to incorporate the advantages of the
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genotyping by sequencing approach (DArTseq™; Cruz et al. 2013; Zou et al. 2014; Sanchez-
Sevilla et al. 2015).

In this study, DArTseq derived SNPs were used for the genetic analysis of a
common bean germplasm collection of Andean and Mesoamerican origins, being each origin
further stratified into cultivars/lines and landraces groups. This study also made advances in
the detection and characterization of genomic regions with signals of selection imposed by the
domestication and breeding of common bean in Brazil. In addition, a set of SNPs with high
discriminatory value between gene pools, as well as between groups (landraces and
cultivars/lines) within gene pools, was proposed for routine use for the characterization of

gene bank accessions and in breeding programs.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

A total of 188 common bean accessions, including 91 landraces and 97 Brazilian
and international cultivars/lines belonging to the Andean and Mesoamerican gene pools, were
used (Supplementary Material 1). The accessions were planted in a greenhouse and multiplied
via selfing in order to ensure homogeneity for genetic analysis. DNA from individual plants
was extracted using the Invisorb Spin Plant Mini Kit (Stratec Molecular, Berlin, Germany),
followed by shipment to a DArTseq analysis facility (DArT Pty Ltd., Bruce, Australia).

Genotyping using DArTseq

DArTseq™ represents a combination of DArT complexity reduction methods
based on methyl filtration and next-generation sequencing platforms (Kilian et al. 2012). The
technology was optimized for common bean considering both the size of the representation
and the fraction of the genome selected for analysis. The complexity reduction method was
based on Pstl-Msel. DN A samples were processed before and after sequencing as described
by Sanchez-Sevilla et al. (2015). The amplification products were sequenced on the IHlumina
Hiseq2000 platform. Approximately 2,000,000 sequences per barcode/sample were identified
and used in marker calling. Identical sequences were collapsed into fastgcall files. These files
were used in the secondary pipeline for DArT PL’s proprietary SNP-calling algorithms
(DArTsoft-seq).
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Structural and functional characterization of SNPs

Genomic regions flanking SNPs were aligned against the reference genome of P.
vulgaris v 1.0 (Schmutz et al. 2014) using BLASTN with an E-value < 1.0E-25 (Altschul et
al. 1997). Annotation and prediction of effect were performed using the SnpEff v 4.2
(Cingolani et al. 2012) based on the Phytozome database (Goodstein et al. 2012). SNPs with
putative effects predicted to be moderate or high were functionally annotated using the
Blast2GO tool v 3.2 (Conesa et al. 2005). The transcripts were characterized using Gene
Ontology terms (Ashburner et al. 2000; Consortium 2015) and the graphs of the terms were
filtered according to the node score (the node score is calculated for each GO term in the
graphs and takes into account the topology of the ontology and the number of sequences
belonging to a given node). KEGG (available in Blast2GO v 3.2) provided the Enzyme Code
(EC) for metabolic pathways.

Diversity analysis and genetic structure

The genetic structure, based on the Bayesian clustering approach, was
implemented by Structure v 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). This analysis was conducted using
SNPs in linkage equilibrium (LE; r? < 0.5) identified using SVS software (Golden Helix)
through the LD Prunning command. A population number (K) ranging from 1 to 20, with 20
interactions each, was assumed. The admixture model was applied using a 500,000 burn-in
periods followed by 1,000,000 MCMC replications. The most likely K was determined, as
proposed by Evanno et al. (2005) using Structure Harvester v 0.6.93 (Earl and Vonholdt
2012), followed by analysis with CLUMPP v 1.1.2 (Jakobsson and Rosenberg 2007). The
organization chart was generated in R v 3.1.3 (R Dewvelopment Core Team 2015).
Discriminant Analysis of Principal Components (DAPC, Jombart et al. 2010) was performed
using the Adegenet package (Jombart and Ahmed 2011) to provide further support for the
identified population groups. The dendrogram was constructed using the neighbor joining
(NJ) method implemented by Mega v5 (Tamura et al. 2011), based ona matrix calculated by
Simple Matching Dissimilarity with 1,000 bootstrap interactions (Darwin 6.0.10; Perrier and
Jacquemoud-Collet 2006). Analysis of genetic diversity was performed in GenAlex 6.501
(Peakall and Smouse 2012) using SNPs with a call rate >75% (5,531 SNPs).



38

Genetic diversity and differentiation along the genome

The Fsrfor each window of the genome (Weir and Cockerham 1984), Tajima’s D
(Tajima 1989), diversity from Nei (w, average pairwise differences among individuals chosen
randomly from the sample population, Nei and Li 1979; Nei 1987), nucleotide diversity
within the population (Hudson et al. 1992; Wakeley 1996) and Watterson’s 6 (6w, estimation
of population mutation rate calculated on the basis of the number of segregating sites,
Watterson 1975) were estimated using non-overlapping 100 Kb sliding windows in
PopGenome package (Pfeifer et al. 2014).

In total, 5,273 SNPs with call rate > 75% and distributed in the 11 chromosomes
were used in 2,494 windows of 100 Kb. Finally, the Fst, Tajima’s D and Oy statistics were
calculated using loess smoothing of non-overlapping 100 Kb sliding windows, to visualize
patterns of variation across the two different gene pools in common bean (Andean Vs.

Mesoamerican) and also between Cultivars/Lines and Landraces in each gene pool.

SNPs outliers

The SNPs outliers were detected using two methods: 1) Method proposed by Foll
and Gaggiotti (2008) implemented in the BayeScan 2.0, which estimates the probability of
each locus to be under selection using MCMC. The analysis was performed using 20 pilot
runs with 5,000 interactions, burn-in of 100,000 followed by 100,000 interactions (“thinning
interval” equal to 20 and sample size of 5,000), with a probability > 1. The analysis was
performed three times to ensure robustness and only the outliers loci identified across all the
runs were considered. 2) Hierarchical method of Excoffier et al. (2009) implemented in
Arlequin v 3.5.2.2 (Excoffier and Lischer 2010), which identified outliers by comparing the
levels of genetic diversity and differentiation among populations. The hierarchical island
model was simulated with two groups (Andean and Mesoamerican), two demes per group
with 20,000 simulations to generate an Fsr joint distribution versus heterozygosity. Those loci

that fall outside the 95% confidence interval were considered outliers.

Linkage disequilibrium (LD) and haplotype blocks

LD was estimated using SNPs with MAF > 0.05 and the pairwise LD measures

were calculated by the usual method (r?) and corrected for bias due to population structure (K
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= 2) and relatedness (r’sy) using the LDcorSV R-package (Desrousseaux et al. 2013). The
Genetic Relationship Matrix (GRM) was estimated using the algorithm proposed by Yang et
al. (2010) using GCTA software (Yang et al. 2011). LD decay (half of the maximum value)
was explained by the nonlinear model proposed by Hill and Weir (1988) and adjusted to the
nls function in R (R Development Core Team 2015). Haplotypic blocks were identified using
Haploview 4.2 (Barrett et al. 2005) based on the confidence interval method described by
Gabriel et al. (2002): MAF > 0.05 and call rate > 75%. Heterozygous loci were considered

missing data.

Genetic diversity distribution based on temperature and rainfall maps

Genetic diversity of landraces heatmap: Spatial analysis of genetic diversity (Hg) was
performed applying an individual-centered approach as described by Manel et al. (2007) and
adapted from the Wombling method (Womble 1951). He estimates were obtained using a
hierarchical procedure, with a 150 km neighborhood grid used to avoid spatial autocorrelation
between groups. In cases in which only one accession was represented in a given region, He
represents diversity only for this accession. This analysis was performed using the "sHe"
function of the R package “biotools” (Silva 2016).

Georeferencing landraces in thematic maps of climate in Brazil: The Brazilian maps were
derived from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, Department of
Cartography, 2016). Data from rainfall and climate/temperature were obtained from the
Institute of Forest Research and Studies (IPEF). The software ArcGIS, based on Geographic
Information System (SIG), was used to define areas on the maps. Landraces were

geographically placed on the maps using the associated coordinate information.
RESULTS
Genotyping using DArTseq

The 188 beans analyzed by DArTseq comprised a mini core group derived from
the Brazilian common bean core collection (600 accessions) and are representative of the
most genetically diverse accessions identified by microsatellite markers analysis (data not

shown). For the SNP markers generated in DArTseq, robust parameters were implemented
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(Supplementary Material 2): (1) Call rate ranging from 0.50 to 1.00, with an average of 92%,
in other words, only ~8% missing data for each marker; and (2) high reproducibility, ranging
from 96.85 to 100%. The averages of homozygotes and heterozygotes were 0.88 and 0.04,
respectively. Polymorphism content (PIC) ranged from 0.23 to 0.5, with an average of 0.44,
and the minor-allele frequency (MAF) ranged from 0.13 to 0.5, with an average of 0.35. A
total of 6,286 SNPs were obtained from 181 accessions, of which only seven genotypes

(3.72%) failed to generate sequence information.

Structural and functional characterization of SNPs

From the 6,286 SNP-flanking regions, 5,961 (94.82%) showed alignment in the
genome, of which 5,311 (89.09%) aligned to a single region and 650 (10.90%) presented
multiple alignments (ranging from two to 88). The sequences aligned to the 11 chromosomes
and 12 scaffolds. The average number of SNPs per chromosome was 541, ranging from 389
on chromosome 4 to 792 on chromosome 2 (Table 1, Figure 1). Based on Phytozome
database, 15 SNPs aligned with 12 scaffolds and 325 SNPs did not align with the genome. An
average of one SNP every 86,503 base pairs was estimated. Regarding the polymorphism
types, transition (Ts) was the most abundant (3,299 events, 55.30%), being most frequently
cytosine to thymine (923), followed by transversions (Tv) with 2,655 events (44.70%). The
ratio of Ts/Tv was 1.24. Most SNPs were in genes (72.25%), including a window of 5 kb

upstream and downstream of the gene.



Table 1. SNPs-DArTseq distribution by common bean chromosomes.
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Chromosome Number of Chromosome Mean of SNPper ~ Number of
SNPs size (kbp)* Mbp genes**
1 533 52183.50 10.21 2694
2 792 49033.70 16.15 3338
3 623 52218.60 11.93 2973
4 389 45793.20 8.49 1789
5 431 40237.50 10.71 1863
6 532 31973.20 16.64 2221
7 537 51698.40 10.39 2812
8 656 59634.60 11.00 2932
9 523 37399.60 13.98 2633
10 401 43213.20 9.28 1659
11 529 50203.60 10.54 2168
Total 5946 513589.10 11.58 27352

* Schumtz et al. 2014
** P_vulgarisv 1.0 (Phytozome database)
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Figure 1. Distribution and positioning of the SNPs-DArTseq in P. vulgaris chromosomes.



43

Atotal of 12,217 effects were predicted for 5,954 SNPs, providing information on
the location of all isoforms, genic, and intergenic regions. The predicted effects were of
modifier type (77.8%), low impact (14.22%), moderate impact (7.92%), and high impact
(0.05%). Most SNPs with predicted effects were observed in genic regions (6,950), of which
20.82% and 17.30% were observed within exons and introns, respectively, with the remaining
in non-translated regions. In genic flanking sequences (5 kb window) 5,267 effects were
identified, of which 58.21% and 41.79% occurred in downstream and upstream regions,
respectively. SNP effects categorized as moderate and high, which are more likely to be under
strong selective pressure, were identified in 901 transcripts, of which 810 were mapped and
777 were fully noted (Supplementary Material 3). These genes were related to a variety of
mechanisms, such as plant development and multiple stress response pathways (Figure 2).
Among the 777 annotated sequences, 359 were identified as enzymes, mainly transferases
(129) and hydrolases (125; Supplementary Material 4). Genes involved in metabolic pathways

are described in Supplementary Material 5.
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score. The numbers represent the amount of transcripts related to each term.
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Germplasm genetic structure

Population structure analysis performed using 580 SNPs in LE revealed K = 2 as
the most likely, with the subdivision in Andean (64) and Mesoamerican (111) gene pools and
six genotypes (3.87%) as admixture (Figure 3A). Five of the genotypes with admixture
(ranging from 62 to 69%) were mainly from Andean origin: four cultivars/lines developed by
international institutions and one Brazilian landrace from Rio Grande do Sul state (white or
brindle grains). The genotype with a predominance of Mesoamerican germplasm (~ 65%) is a
cultivar/line with brindle grain type from Russia (CNF000784). For K = 3, the Mesoamerican
groups were fragmented in two (M1 and M2) in addition to 45 genotypes with admixture. The
M1 group was composed by 46 accessions (q > 0.7) of which 74% (34) were black grain
types from Brazilian and international cultivars/lines. M2 contained 20 Brazilian genotypes (q
> 0.7), 17 landraces and three cultivars/lines, without grain type prevalence. For K = 5, an
additional fragmentation within the Mesoamerican gene pool was observed (M1, M2, M3,
and M4). M1 was formed by 28 genotypes, 20 cultivars/lines and eight landraces, with a
predominance (82.14%) of the black grain type. M2 contained seven accessions from Brazil
(six landraces and one cultivar/line), of which 43% were of the yellow grain type. The M3
group was represented by six Brazilian genotypes (four landraces and two cultivars/lines)
with a carioca commercial grain type. Finally, M4, with eight genotypes (six landraces and
three cultivars/lines), had different types of grain (62.5% of brown and red type). The
dendrogram shows the same division found in Structure (K =2; Figure 3B).

The tools implemented in DAPC revealed a more complex population structure in

the Mesoamerican by landraces and lines/cultivars (Figure 4).
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Figure 3. Population structure. A) Population structure inferred by the Bayesian approach based on SNPs-DArTseq for K = 2, 3 and 5. Each
individual is represented by a vertical line that is divided into colored segments based on the proportion of the division identified for 2, 3 and 5
subpopulations. The groups include: Al (green): Andean; M1 (red): Mesoamerican with a prevalence of 82.14 % of the accessions with black
commercial grain; M2 (blue): seven accessions from Brazil (six landraces and one cultivar/line), of which 43% was of yellow grain type; M3
(pink): six Brazilian genotypes (four landraces and two cultivars/lines) with carioca commercial grain type; M4 (yellow): nine genotypes (six
landraces and three cultivars/lines) with different type of grain (62.5% of brown and red type). B) Dendrogram showing the division between the
two gene pools: Andean (green), Mesoamerican (red), and Admixture (blue).
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Figure 4. Population structure. A) DAPC using the set of 5531 SNPs, 1: Andean cultivars/lines (dark green); 2: Andean landraces (light green);
3: Mesoamerican cultivars/lines (red); 4: Mesoamerican landraces (yellow). B) DAPC showing the separation between Mesoamerican
cultivars/lines (red) and Mesoamerican landraces (yellow). C) Dendrogram showing the division between the two gene pools: Andean
cultivars/lines (dark green), Andean landraces (light green), admixture (blue), Mesoamerican cultivars/lines (red), and Mesoamerican landraces
(yellow).
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Diversity analysis

The analysis of genetic diversity (5,531 SNPs) revealed a total of 4,590 (82.99%)
and 5,020 (90.76%) polymorphic SNPs in the Andean and Mesoamerican groups,
respectively. The average estimates of He for the Andean and Mesoamerican were 0.102 and
0.168, respectively, and 0.442 for all samples (Table 2). Ho values were estimated to be 0.04
for the Andean, 0.035 for the Mesoamerican, and 0.037 for the entire set of samples. The
inbreeding coefficient (F) over the total accessions was 0.908 (Andean: 0.561; Mesoamerican:
0.652). A set of 1,452 SNPs (~26%) distinguished the Andean (511 unique alleles) to the
Mesoamerican (941 unique alleles) gene pools. The estimated power of exclusion was high,
approaching 100% (a set of only 28 SNPs differentiate all genotypes), and the combined PI
was estimated to be 0.00 (Table 2), with individual values ranging from 0.375 to 0.669. The
estimated overall Fstbetween Andean and Mesoamerican was 0.747 (p > 0.001).

High numbers of polymorphic SNPs were identified for Mesoamerican (87.51%)
and Andean (88.39%) cultivars/lines compared to the landraces (Mesoamerican = 90.78%.
Andean = 73.49%). The He values for the Mesoamerican group were 0.177 and 0.185 for
cultivars/lines and landraces, respectively, while for the Andean, the corresponding values
were 0.145 and 0.099. In both gene pools, the estimates of Fsr between cultivars/lines and
landraces were 0.031 (p > 0.001) and 0.012 (p > 0.002) for Mesoamerican and Andean,
respectively. Within the Andean gene pool, cultivars/lines presented 1,217 private alleles,

while in landraces it was 533 (Table 3).
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Table 2. Genetic diversity and divergence within Andean and Mesoamerican gene pools.

Group S P NAP Ho (SE) He (SE) F (SE) Fst(SE) Fis(SE) Fir (SE) PI PE
Andean 64  8299% 511 +06004002 3618022 056120006 00 ogrp  oogs  LOSE249 1
Mesoamerican 111 90.76% 941 0035 0168  o0s ggog *0001  +0.001  +0.0031 0 1

+0.001 +0.002

0.0373 0.4425
Total 175 100 - +0.001 +0.001 0.9082 +0.003 0 1

The sample size (S), percentage of polymorphic loci (P), number of private alleles (NAP), observed heterozygosity (Ho),gene diversity (Hg), inbreeding coefficient (F),
genetic differentiation (Fst), fixation index (Fs), total inbreeding (F7), probability of identity (PI), probability of exclusion (PE), and standard deviations (SE) are presented.



Table 3. Genetic diversity and divergence among cultivars/lines and landraces of the Andean and Mesoamerican gene pools.
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Group S P NAP Ho(SE) He(SE) F(SE) Fst(SE) Fis(SE) Fir (SE)
Cublies' 57 BT51% 48 Loon  uoo0s 0006 003l 083 0841
Mesoamerican Landraces 54 90.78% 627 J_rod_oo4001 106.108052 106.6(;1066 +0.001  +0.001  +0.001
Total 111 100.00% ; 106903091 iod }08052 106.605026
Cublines' 3L 883% 127 G oo Lo oo oms 0741
Andean Landraces 33 73.49% 533 106905002 10(5909092 106?07077 +0.002  +0.001  +0.001
Tol o4 100.00% ] 1069;082 iod .102032 iod?oﬁol7

The sample size (S), percentage of polymorphic loci (P), number of private alleles (NAP), observed heterozygosity (Ho),gene diversity (Hg), inbreeding coefficient (F),

genetic differentiation (Fst), fixationindex (Fs), total inbreeding (F,1), and standard deviations (SE) are presented.

@cult/Lines: cultivars/lines
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Diversity analysis and distribution of genetic differentiation in the genome

Fsr was high between the gene pools for the majority of the chromosomes, with
the highest level at chromosomes 1 and 9 (Figure 5A). The overall differentiation among
cultivars/lines and landraces was lower for the Andean germplasm (Fsr= 0.0082) compared to
the Mesoamerican (Fsr= 0.0218; Figure 6A). The average value of = over the whole
population, based on 5,241 SNPs, was 0.0171 (x0.001) and was greatly reduced for the
Andean (xr = 0.0017 £ 0.0002, 3,889 SNPs) and Mesoamerican (x = 0.0045 + 0.0006; 3,957
SNPs) groups (Table 4). These values were consistent with an MAF > 0.3 in the whole
population of 4,210 (80%) SNPs and an MAF < 0.1 for about half of SNPs into the Andean
and Mesoamerican groups. Considering the germplasm stratum, the m value was 0.0044 (=
0.0005) for the cultivars/lines and 0.0043 for the landraces of Mesoamerican origin, with a
similar distribution of SNPs into MAF classes (Figure 7B). Reduced values were observed for
the cultivars/lines (0.0022) and landraces (0.0013) of Andean origin, probably due to the
additional set of SNPs with MAF > 0.1 and < 0.2 (Figure 7B).

The Watterson’s Mean 0 (Ow) for all individuals was 0.00071 (+ 0.00001), with a
lower value estimated for the 33 Andean landraces (0.00058). The O, Tajima’s D, and Fsr
estimates were highly variable across the P. vulgaris genome (Figures 5 and 6) and regions
that displayed high values of Fsr also presented elevated LD (data not shown) and reduced 6w
and Tajima’s D (Figures 5A and 5B), mostly in centromeric regions. For the Andean
accessions, negative Tajima’s D values were observed for all chromosomes except for
chromosome 4 (Supplementary Material 6), which could indicate that positive selection in the
Andean group is driving divergence between the gene pools, as evidenced by the correlation
of centromeres and regions of elevated Fsr (Figure 5C). For the Mesoamerican group,
Tajima’s D values were variable across the genome and some regions, such as in the
chromosome 5 approximately 10-20 Mbp, presented high Tajima’s D values and low Fsr,
indicating balancing selection (Figures 5A and 5C). Conversely, in the same chromosome 5, a
region near 30 Mbp had a low Tajima’s D value and high Fsr, indicating possible positive
selection (Figures 5A and 5C).
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Figure 5. Genome-wide loess curves for genetic differentiation (Fsr) (A), Watterson’s 6 ()
(B), and Tajima’s D (C) for all 11 chromosomes in the P. vulgaris genome for each gene
pool. Fsr is given as an average across all pairwise comparison between Andean and
Mesoamerican. Results of Tajima’s D and 0w are given for each gene pool separately,
Mesoamerican (red) and Andean (green), and also estimate for the whole population (grey).
Fsr, Tajima’s D and 0w related summary statistics were calculated for each 100 kb non-

overlapping sliding window.
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Figure 6. Genome-wide loess curves for genetic differentiation (Fsr) (A), Watterson’s 6 (Ow)
(B), and Tajima’s D (C) for all 11 chromosomes in the P. vulgaris genome for each group.
Fsris givenas an average across all pairwise comparisons between Andean cultivars/lines and
landraces (green), and between Mesoamerican cultivars/lines and landraces (red). Results of
Tajima’s D and Oy are given for each group separately, Andean cultivars/lines (dark green)
and landraces (green), and Mesoamerican cultivars/lines (red) and landraces (yellow). Fsr,

Tajima’s D and Ow related summary statistics were calculated for each 100 kb non-
overlapping sliding window.
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Table 4. Summary of the P. vulgaris genome-wide diversity based on SNPs-DArTseq.
Gene Pool Group N S ew SE — 0w NDw  SE - NDw n SE-n P M

Cult/Lines* 31 3506 0.000777 0.000015 0.000554 0.000014 0.002171 0.000281 3858 1415
Andean Landraces 33 2647 0.000580 0.000013 0.000386 0.000011 0.001357 0.000228 3190 2083

Total 64 3889 0.000728 0.000013 0.000471 0.000012 0.001781 0.000266 4364 909

Cult/Lines* 57 3283 0.000641 0.000014 0.000665 0.000020 0.004386 0.000488 4177 1096
Mesoamerican Landraces 54 3460 0.000667 0.000014 0.000677 0.000019 0.004330 0.000566 4340 933

Total 111 3957 0.000667 0.000012 0.000685 0.000019 0.004541 0.000572 4778 495

Whole All 181 5241 0.000713 0.000010 0.002038 0.000029 0.017125 0.001540 5273 O

The number of samples (N), number of segregating sites (S), Watterson’s nucleotide diversity (6w ), nucleotide diversity within (NDw), diversity from Nei (x), number of
polymorphic SNPs (P), number of monomorphic SNPs (M), and standard deviations (SE) are presented.
@ Cult/Lines: cultivars/lines
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Distribution of number of SNPs into MAF classes
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Figure 7. Distribution of SNPs into minor-allele frequency (MAF) classes. (A) Distribution of the number of SNPs into MAF classes for the
whole population (grey), Andean (green), and Mesoamerican (red) genotypes. (B) Distribution of the number of SNPs into MAF classes for each
group separately: Andean cultivars/lines (dark green) and landraces (light green) and Mesoamerican cultivars/lines (red) and landraces (yellow).
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SNPs outliers

A total of 16 and 59 outlier SNP loci were identified based on BayeScan (g <
0.05) and Arlequin (p < 0.05), respectively, of which 16 loci were common to both analyses.
From the 59 SNPs, 54 aligned over the 11 chromosomes (with the highest abundance on
chromosomes 1 and 9), with an average of one SNP every 8.6 million bases. Across the
genome, ~83% of SNPs were identified in genic flanking regions (in a 5 kb window) or
within the genes (26.36% in the downstream region, 15.46% in the upstream region, 17.27%
in introns, 20.91% in exons, and 2.73% in the 5> UTR). The Ts/Tv rate of the outliers was of
2.18. A total of 110 putative effects were predicted for 54 outliers, of which 11% were low-
impact, 10% moderate and 79.09% modifier type. We identified 91 transcripts affected by 54
SNPs outliers, of which 82 presented homology to the nr (non-redundant) database and 71
were annotated (Supplementary Material 7). Based on GO, within the categories of “cellular
component,” "biological process,” and "molecular function,” most genes were assigned to
"integral component of membrane, plasma membrane, and cytoplasmic part,” "DNA binding,
ATP binding, and ligase activity,” and "DNA metabolic process, transmembrane transport,
and signal transduction,” respectively (Figure 8). Inaddition, 45 outliers SNP were identified
in metabolic pathways (Supplementary Material 8).

Within the Mesoamerican gene pools (comparing between landraces and
cultivars/lines), 15 outlier SNPs common to both analyses were identified distributed around
chromosomes 2, 7, 8, and 9. 131 transcripts were affected by these SNPs, and 116 of these
have been annotated (Supplementary Material 9). For the Andean group, a set of 18 outliers
SNP, mainly in chromosome 10, were associated with 42 transcripts, of which 35 were
annotated (Supplementary Material 10). Only one outlier loci (3381974 16 T C) was
common to both gene pools. The most abundant functional terms within one of the three GO

categories is described in figure 9.
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Figure 8. Functional annotation showing the most relevant GO terms for the outliers SNPs. The terms were filtered according to the node score.

The numbers represent the amount of transcripts related to each term.
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Figure 9. Functional annotation showing the most relevant GO terms for the outliers SNPs. The terms were filtered according to the node score.
The numbers represent the amount of transcripts related to each term. (A) Andean; (B) Mesoamerican.
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LD decay

The LD decay in the Andean gene pool (Figure 10A and 10D) was slower than in
the Mesoamerican gene pool (Figure 10B and 10E). For both groups, LD with correction for
relatedness and structure showed a faster rate of decay and dropped to half (> ~ 0.23) at a
distance of ~2055 kb and ~395 kb for r? and r’sy for Andean, respectively, while for the
Mesoamerican group, half decay was observed at distances of ~312 kb and 130 kb. For
accessions overall without correction (r?), no decay was observed within the 3000 kb window
(Figure 10C), while with correction (r?sy) LD decreased to half at 88 kb (Figure 10F). Within
the landraces, the r* was estimated to be 1722 kb and 389 kb, for the Andean and
Mesoamerican groups, respectively, and for the stratum cultivars/lines, it was 4040 kb and
428 kb.

Through haplotype analysis, a set of 437 blocks representative of the 11
chromosomes, ranging from 31 (chromosome 1) to 62 (chromosome 8) were identified. A
total of 4354 SNPs (82.57%) were distributed in these blocks, with an average of ~10 SNPs
per block. Chromosomes 9 (90.12%) and 4 (71.77%) had the highest and lowest percentage of
SNPs within blocks, respectively. The average block size was 842.2 kb, and the largest block
was in chromosome 3, with 8634 kb and 21 SNPs. The maximum and minimum frequency of
haplotypes was 0.850 and 0.010, respectively, with the most common haplotype located on
chromosome 7. On average, 71.66% of the genome was covered by the blocks (Table 5). A
larger number of blocks were identified in the Mesoamerican group (248 blocks), compared
to the Andean group (98 blocks), comprising 798 (3.18 SNPs/block) and 592 (4.6
SNPs/block) SNPs, respectively. In both gene pools, chromosome 2 presented the highest
number of blocks (25 for Andean and 41 for Mesoamerican groups, Table 6).
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Figure 10. Linkage Disequilibrium decay without correction (r* , panels A, B and C) and corrected for relatedness and population structure (r?,
panels D, E and F) for the Mesoamerican (A and D), Andean (B and E) and the grouped accessions (C and F).



Table 5. Haplotype blocks identification based on genotyping of common bean germplasm using the SNPs-DArTseq.
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Total of Total Average SNPs/haplotype Blocks size Physical Block genome

Chromosomes ks SNPSb/Eiﬁ’(';’type SNPblock blocksp(fy?;p kb) € ”gth’dz’i'fbr)ﬂossomes cove ragge (%)
1 31 432 13.94 86.75 42497.69 52183.50 81.44
2 56 600 10.71 83.92 38734.17 49033.70 78.99
3 37 479 12.95 84.63 42067.03 52218.60 80.56
4 35 239 6.83 71.77 30826.24 45793.20 67.32
5 35 311 8.89 79.74 28497.35 40237.50 70.82
6 40 423 10.58 88.68 24709.16 31973.20 77.28
7 37 420 11.35 87.87 35632.69 51698.40 68.92
8 62 428 6.90 76.98 35786.86 59634.60 60.01
9 33 438 13.27 90.12 30338.75 37399.60 81.12
10 36 248 6.89 74.92 26847.85 43213.20 62.13
11 35 336 9.60 75.85 32104.09 50203.60 63.95
Total 437 4354 9.96 82.57 368041.88 513589.10 71.66"

a Schmutz et al. (2014)
b Average genome block coverage



Table 6. Haplotype blocks identification within Andean (AND) and Mesoamerican (MESO) gene pools.
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Average SNPs/haplotype .
Chromosome Total of blocks Total SNPs/blocks SNP /blgck blocksp(W?;p Blocks size (kb)
AND MESO AND MESO AND MESO AND MESO AND MESO
1 2 22 8 80 4.00 3.64 8.60 36.70 67.10 1831.76
2 25 41 204 44 8.16 1.07 43.59 14.10 22616.37 10256.22
3 5 20 11 84 2.20 4.20 10.09 38.71 28.27 6336.05
4 19 18 116 94 6.11 5.22 51.56 42.34 18181.43 20469.35
5 9 20 66 76 7.33 3.80 45.83 41.08 3365.23 10704.77
6 10 23 74 69 7.40 3.00 48.68 32.70 132885.33 1542.29
7 5 18 10 50 2.00 2.78 12.99 26.18 31.90 506.80
8 5 36 19 126 3.80 3.50 13.29 36.10 354.41 2954.98
9 4 16 18 58 4.50 3.63 22.22 35.15 1362.90 1922.26
10 6 17 33 52 5.50 3.06 28.45 30.06 1712.86 3235.07
11 8 17 33 56 4.13 3.29 21.85 27.18 659.16 2795.36
TOTAL 98 248 592 789 6.04 3.18 33.66 32.22 181264.96 62554.91
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Genetic analysis based on a low-density SNP panel

A total of 560 SNPs (Supplementary Material 12) were selected for the assessment of genetic
diversity in common bean. These SNPs were polymorphic in both gene pools, with MAF >
0.05, r*< 0.5, an average Hg = 0.401 and were distributed over the 11 chromosomes. The F-
values between the Andean and Mesoamerican groups were Fsr = 0.411 (x 0.001), Fis =
0.826 (+ 0.001), and F7 = 0.897 (x 0.001). DAPC revealed a structure similar to those
obtained for the whole set of SNPs (5,531) (Figure 11). Within the Andean gene pool, 88.57%
and 72.50% of SNPs were polymorphic for the landraces and cultivars/lines, respectively,
with Fsr estimated at 0.010 + 0.001. For the Mesoamerican accessions, ~97% of SNPs were
polymorphic in both strata, with an estimated Fsr of 0.034 £+ 0.001.
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Genetic diversity distribution based on temperature and rainfall maps

The highest estimates of Hg were observed in areas containing germplasm of
Andean and Mesoamerican origin, as well as accessions characterized as admixtures by
structure analysis (Figure 12). The Brazilian regions with the highest genetic diversity (Hg
>0.5) were in the states of Goias, Bahia, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina and Rio
Grande do Sul. The association of edaphoclimatic and genetic diversity maps provide a
baseline to establish areas for in situ conservation and targets of diversity for collecting
germplasm. In Bahia, which experiences annual average precipitation ranging from < 700 mm
to a maximum of 1,000 mm, seven accessions (five Mesoamerican and two Andean) were
collected (He > 0.1), and showed an average genetic distance of ~0.4483. Within gene pools,
the average genetic distance and He were estimated at 0.1414 and 0.185 for the Mesoamerican
and 0.054 and 0.099 for the Andean gene pools. Based on the Brazilian mean annual
temperature map, three accessions were from regions with > 26°C (two Mesoamerican -
CF200005, CF200003 - and one Andean - CF200002) and one was from regions ranging from
14 - 16°C (CF200070). The He among these four accessions was estimated at 0.411.
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DISCUSSION

Genotyping with DArTseq

The SNP markers derived using DArTseq demonstrated that this technology is an
efficient method of genotyping with broad genome coverage and can be useful for analyses of
genetic diversity in a common bean germplasm pool composed of landraces and cultivars.
The sequencing of two important varieties of common bean representative of the Andean and
Mesoamerican groups (Schmutz et al. 2014, Vlasova et al. 2016) has allowed the
identification and determination of genomic positions of SNPs with several scientific
implications. Among the 6,286 SNPs identified, 94.82% were placed on the P. vulgaris
genome, supporting the analysis of population structure, LD, and identification of genomic
regions under possible selection that have an impact on crop improvement research. The
average call rate was 92%, close to the value of 91.3% previously reported for watermelon
(Ren et al. 2015), and the scoring reproducibility of 99.44% was consistent with the value
described for wheat (98.5%; Li et al. 2015). A higher density of SNPs was obtained (SNP/86
kbp) compared to our previous report (SNP/500 kbp), which was based on RADseq
technology (Valdisser et al. 2016), increasing the genome resolution for subsequent analyses.
The combination of restriction enzymes used in DArTseq (Pstl-Msel) resulted in the more
frequent appearance of SNPs, as reported by Schroder et al. (2016). Within the Andean (83%)
and Mesoamerican (91%) gene pools, a larger proportion of polymorphisms were identified,
which was higher than previously reported using SNPs-RAD (Andean: 72.7% and
Mesoamerican 83.3%; Valdisser et al. 2016). The considerable level of SNP polymorphism
within gene pools, in addition to their wide genomic representativeness over the genome
(99.78%), is favorable to reduce the ascertainment bias given a more uniform and realistic

distribution of allelic frequency over the whole population.

Genetic Diversity

DArTseq also allowed the detection of SNPs with high diversity (n=175, Hg =
0.442), compared to the SNPs identified by RADseq (n = 95, Hg = 0.384) and SNPs derived
from the polymorphism between BAT93 and Jalo Epp558 (n = 88, He = 0.390), described by
Valdisser et al. (2016) and Mduller et al. (2015), respectively. For the Mesoamerican

germplasm, genetic diversity (He =0.168, n = 111) was close to values obtained by Rodriguez
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etal (2016) for domesticated bean accessions (Hg = 0.157, n=100); however, they are lower
compared to the studies of Cichy et al. (2015) (He = 0.233, n = 21), who characterized
accessions with different traits, such as geographic origin, breeding program, grain type, and
growth habit. The Andean group presented less diversity when compared to the
Mesoamerican (Hg = 0.102, n = 64, p < 0.05), which was expected due to the prevalence of
Mesoamerican introduction and domestication in Brazil (Burle et al. 2010, Cardoso et al.
2014), in addition to global historical events of domestication (Bitocchi et al. 2012). In the
present study, all landraces originated from Brazil and only the breeding germplasm included
introductions, whereas in the preceding studies (Cichy et al. 2015, Rodriguez et al. 2016)
there was a global representativeness in both strata of germplasms supporting the highest
estimates of diversity. From the 87 Brazilian landraces, lower estimates of Hg were reported
for the Andean (n = 33), compared to the Mesoamerican (n = 54) origin (1.9 x smaller) that
predominates in Brazil (Burle et al. 2010). Small farmers (largest supplier of landraces) have
a preference for common bean with small grain types. Moreover, the diversity of the Andean
Brazilian landraces (n = 33, He = 0.099) reduces only in the order of 1.3 x compared to the
diversity estimated by Cichy et al. (2015) which analyzed accessions representative of ~30
countries using the BARCBean6K _3 bead chip (n = 201 landraces, He = 0.128). Therefore,
there is a strong indication that Brazil holds a center of secondary domestication with high
diversity that deserves a deeper characterization of the accessions integrated into the Brazilian

core collection.

Genetic diversity and differentiation over the genome

The nucleotide diversity presented a reduction in the order of 60.8% for the
Andean (= = 0.001781), compared to the Mesoamerican (z = 0.004541) germplasm, as well as
a reduction in the proportion of polymorphic SNPs (8.6 %), in accordance with previously
reported values (Beebe et al. 2011, Cichy et al. 2015). Evolutionary events associated with the
genetic bottleneck phenomenon in Andean populations, dated 165,000 years ago, caused
widespread loss of genetic diversity, while the Mesoamerican germplasm was less affected
(Bitocchi et al. 2013, Rossi et al. 2013, Schmutz et al. 2014). Inter-gene pool hybridization
had a positive impact on Andean diversity (Gioia et al. 2013, Schmutz et al. 2014), whereas
the Mesoamerican group was exposed to more frequent events of recombination, generating
more diversity (Miklas et al. 2006). The Andean cultivars/lines (n = 31), representing 22

countries, produced an zc, estimate of (0.002171) almost half the value for the Mesoamerican
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group (n = 57, ncy = 0.004389), represented by 10 accessions of foreign origin and 49
Brazilian ones but were extensively submitted to breeding and directional selection for
agronomical traits (Cardoso et al. 2014). As previously described, analysis of structure
revealed the Mesoamerican accessions were grouped by grain type (K = 4; Miiller et al. 2015,
Valdisser et al. 2016), with a high proportion of admixture (55.85%) supported for long term
genetic improvement and relationships in the breeding germplasm. Regarding the spatial
distribution of the genetic diversity, no significant relationship between genetic and physical
distances was identified (data not shown). However, by overlapping the thematic and
diversity maps, target geographic areas were identified and important sites to collect
landraces, considering both genetic diversity and adaptability under hydric restriction and
high temperatures, were highlighted. This has important implications for conservation

purposes and is potentially useful for genetic breeding programs.

Loci under possible selection and annotation of the effects

The process of domestication and artificial selection imposed by agriculture
resulted in changes to allelic frequencies and allowed the identification of genomic regions
under adaptive evolution using high-density SNP genotyping (Stapley et al. 2010, Li et al.
2013, Schmutz et al. 2014). In this study, high-resolution genetic analysis and a diverse set of
domesticated accessions adapted to specific environments and subjected to natural and
artificial selection allowed the identification of SNPs potentially related to these adaptive
processes. SNP effects categorized as modifiers, where the prediction is difficult or does not
have an evident effect on biological impact, was more abundant (77.8%) as was expected
(Cingolani et al. 2012). The effect of SNPs on protein efficiency and loss-of-function under
strong selective pressure was reported in a smaller proportion (7.97%), as expected, since
these have a direct impact on gene function with adaptive interference during the course of
selection. These high impact SNP effects provide important clues about the selective forces
acting in germplasm adaptation. Alonso-Blanco et al. (2009) reported a loss of gene function
conferring an adaptive advantage under domestication for the processes of germination,
dormancy, and flowering. In addition, during the process of domestication, loss of function
can be considered an important factor for rapid evolution (Olson 1999).

Genomic regions under possible selection were not homogeneous in the present
study (predominant on chromossome 1, Fst = 0.86 and chromossome 9, Fsr = 0.87),

suggesting that distinct and broad genetic mechanisms were involved in the process of
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common bean domestication. Schmutz et al. (2014) reported a greater proportion of loci
under selection on chromosomes 1, 2, and 10 in the Andean group, and on chromosomes 2, 7,
and 9 in the Mesoamerican group, as well as slow sharing in the regions under domestication
(7.234 Mb), suggesting different genetic routes to domestication. Among the genes under
possible positive selection, we identified enrichment in terms related to cell membrane
transporters, receptors, sensors, gene recombination/mutation, and the complex network of
intra- and extracellular signaling that could be attributed to adaptive changes, providing the
ability to respond earlier to abiotic or biotic stimuli. Tolerance to multiple stresses is expected
since the plants suffer from several forms of stress during their life cycle, where a range of
molecular mechanisms act together through complex pathways with important mechanisms of
crosstalk among them (Atkinson and Urwin 2012). Among the landrace and cultivar/line
strata, a high number of outliers was reported in the accessions of Mesoamerican origin,
which is consistent with the predominance of this germplasm in Brazil (Burle et al. 2010,
Cardoso et al. 2014) and, consequently, the higher selective pressure imposed on this
germplasm. These genes are potential targets for plant breeders because of their roles in plant
adaptation under variable environmental conditions. The understanding the effect of these
genes on the phenotypes will have a positive impact on crop improvement (Huq et al. 2016)
Outliers SNP associated with the same GO terms were reported in both gene
pools. Among these, we highlighted integral components of membranes that could respond to
plant demand to be more efficient in the process of water and nutrient transport, as well as the
location of photoassimilates. Furthermore, several common transcripts related to the
development of morpho-anatomical structures were reported, corroborating previous studies
of QTLs involved in the domestication and diversification processes (Meyer and Purugganan
2013). Selective pressure on these genes is expected because in the process of domestication,
several traits were privileged, for example, the trend for increases in wheat grain mass, which
is strongly associated with endosperm development (Golan et al. 2015) and growth habit, as a
trait under strong selection in common bean domestication (Repinski et al. 2012). Selective
pressure on genes related to the redox status, plant development, and response to biotic and
abiotic stresses was preferably identified in the Mesoamerican group, while processes of
protein phosphorylation and ATP-binding predominated in the Andean germplasm. These
genes play a fundamental role in the stimuli and signal processing of multiple stress
responses, which are fundamental to plant adaptation in the evolution and domestication
(Chen et al. 2015). In addition, transcription factors and other genes related to the regulation

of gene expression were also under possible selection. Genes related to the same mechanisms
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and associated with QTLs controlling domestication-related traits were reported by Doebley
et al. (2006). Similar of those observed in maize (Rhode et al. 2011) and soybean (Li et al.
2013), transcription factors are abundant among genes under selection acting to regulate
several process, such as grown habit, flowering, grain size, dormancy, and others (Swinnen et
al. 2016). Lastly, genes related to secondary metabolites under selection that are known to
respond to plant interactions with environmental changes, such as drought, radiation intensity,

and pest attacks, were identified in this study (Kliebenstein 2009).
Linkage disequilibrium

A high proportion of alleles at low frequencies were observed within the gene
pools, whereas for the whole set of accessions, most SNPs were present at high frequencies (>
0.3), reflecting the presence of fixed loci for alternative alleles between the gene pools.
Without correcting for relatedness and structure, the LD presented elevate estimates of r?, and
after the correction, an increase in decay was observed, showing that the evolutionary and
breeding history strongly affect the association among markers (Rossi et al. 2009, Mamidi et
al. 2013). The LD decay observed in common bean extended over several bp (up to 88 kb),
compared to allogamous species, such as the Eucalyptus (Silva-Junior and Grattapaglia 2015)
and loblolly pine (Brown et al. 2004). This was expected due to the selfing nature of beans,
which leads to increased amounts of LD. LD has being studied in several autogamous species,
such as rice (r? values of ~123 kb and ~167 kb for Indica and Japonica, respectively; Huang
et al. 2012) and soybean (values of ~27 kb, ~83 kb and 133 kb for wild, landrace and
cultivars, respectively; Zhou et al. 2015). Compared to the above mentioned varieties,
common bean presented higher LD extension for the Andean (r>sy= ~395 kb) germplasm,
whereas for the Mesoamerican groups of germplasm, LD was similar to that of Indica rice
and cultivar of soybean (r’sy = ~130 kb). These close values of LD among different cultivated
species make sense because they are composed of groups of germplasm under more intense
breeding. Among groups of germplasm within each species, the LD variation is determined
by several factors, such as the demographic dynamics, recombination rates, and evolutionary
mechanisms (Slatkin et al. 2008).

In this study, the cultivars/lines (Andean LDc, = 4040 kbp, Meso LDcy = 428
kbp) presented slower LD decay compared to the landraces (Andean LD, = 1722 kbp, Meso
LD, = 389 kbp), consistent with previous studies (Valdisser et al. 2016). The more genetically

diverse the germplasm, the more rapid the expected decay, which provides more opportunity
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for selection, which is extremely important for common bean breeding (Li et al. 2011). The
reduced diversity in the cultivated germplasm in Brazil probably is associated with the low
maintenance and breeding base population size (Cardoso et al. 2014), in addition to the
amount of recombination accumulated over the course of selection after breeding programs
appeared in the 1930 (Cardoso et al. 2015), whereas the landraces have been disseminated by
Brazil and domesticated since the sixteenth century (Vieira 1988). Furthermore, the variation
in size of the haplotype blocks across the common bean genome (Table 5) revealed a
considerable degree of LD variation, becoming more complex with reliability studies of
association and genome selection for beans, as has also been reported for soybean (Hyten et
al. 2007). In this way, the adoption of a general LD value is not recommended, as
demonstrated for soybean (Zhou et al. 2015) and wheat (Wirschum et al. 2013). For common
bean, it is evident that the level of genetic diversity and LD decay are associated with the
germplasm origin and process of domestication, which must be considered to choose the most
appropriate strategy for analysis. The increase in SNP resolution, using an adequate effective
population size, and considering the process of germplasm domestication, is shown here to be
of great utility for association and genome selection studies in order to identify genes related

to complex traits.

SNP Panel

DArTseq analysis over a diverse group of common bean germplasm allowed the
identification of a panel composed of 560 SNPs, selected from the whole set of 6,286, with
nearly 90% genome coverage. For breeding purposes, this panel of SNP, which allows
identification of genetic intervals at low to moderate resolution, would be readily incorporated
to routine genetic analysis of breeding programs. The benefits of marker-assisted breeding
using this panel over a large set of SNPs are due to the increase in the efficiency of genome
sampling at a lower cost. This panel certainly will be of great utility for germplasm
characterization, linkage mapping, and assisted backcrossing, reaching the research demands

with high technological impact for this crop.
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CAPITULO 1I

Anélise de associacdo genbmica ampla (GWAS) para caracteres de tolerancia a secaem

feijoeiro comum

Genome-wide association study (GWAS) for drought tolerance in common bean
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RESUMO

A seca € um dos mais importantes estresses abidticos que afetam o desenvolvimento das
plantas e reduzem a produtividade agricola em todo o mundo. O déficit hidrico € o segundo
maior causador da queda de produtividade em feijoeiro comum, afetando cerca de 60% das
areas de producdo do grdo, demandando grandes esforcos para desenvolver cultivares com
maior tolerancia a esse estresse. A tolerdncia a seca é um carater complexo que envolve Vvarias
modificacbes fisioldgicas, bioquimicas, celulares e moleculares nas plantas. A analise de
associacdo gendmica ampla (GWAS) é um método que viabiliza identificar regides
gendmicas associadas a caracteres de interesse, através da associacdo estatistica entre 0s
marcadores moleculares e o fenotipo. O objetivo deste estudo foi realizar GWAS para a
identificacdo de locos associados a caracteres relacionados a produtividade de grdo em
condicOes de seca. Para isso, um conjunto de 343 acessos de feijoeiro comum de origem
Mesoamericana foram genotipados utilizando 8789 SNPs derivados das tecnologias DArTseq
e Capture-Seq. Esses mesmos acessos foram avaliados em campo, em ambientes com e sem
deficiéncia hidrica, para os caracteres massa de 100 grdos e produtividade, por trés anos
consecutivos. As analises de associacdo foram realizadas usando o modelo linear misto
implementado no software Tassel resultando na identificagdo de 93 e 139 SNPs associados
com os caracteres avaliados, nas analises individuais e conjuntas, respectivamente. Para
massa de 100 grdos foram identificados 213 SNP associados, enquanto para produtividade
foram 19 SNPs. A variancia fenotipica, explicada por cada SNP, variou de 4,46 a 10,25%
para massa de 100 grdos e de 8 a 14,39% para produtividade. Através da anotacdo génica
foram identificados SNPs associados a genes com efeitos putativos como resposta a
deficiéncia hidrica, tais como fatores de transcricdo (MYB e bZIP), proteinas associadas ao
metabolismo e transporte de membrana de acido abscissico (ABA). Quanto ao impacto
predito para os efeitos dos SNPs, 80,13% foram do tipo modificador, 10,8% foram
considerados de baixo impacto, 8% de impacto moderado e 1,08% de alto impacto. Os
resultados obtidos revelaram genes com fungdes bioldgicas relacionadas ao processo de
tolerdncia a seca sugerindo a identificacdo de importantes SNPs candidatos que poderdo ser
submetidos a um processo de validacdo e, posteriormente, implementados na Selecdo
Assistida por Marcadores (SAM). Adicionalmente, nesse estudo € disponibilizado um painel
de associacdo que poderd ser utilizado para analise de outros caracteres de interesse para 0
melhoramento genético do feijoeiro comum.
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ABSTRACT

Drought is one of the most important abiotic stresses that affect plant development and reduce
agricultural productivity worldwide. Water stress is the second major cause of the fall in
productivity in common bean, affecting about 60% of the grain production areas, demanding
great efforts to produce cultivars with greater tolerance to this abiotic stress. Drought
tolerance is a complex trait involving various physiological, biochemical, cellular and
molecular changes in plants. The genome-wide association studies (GWAS) is a method that
makes it possible to identify genomic regions associated with the trait of interest, through the
statistical association between the molecular markers and the phenotype. The objective of this
study was to perform GWAS for the identification of loci associated to productivity traits in
drought conditions. For this, a set of 343 common bean accessions of Mesoamerican origin
were genotyped using 8,789 SNPs derived from DArTseq and Capture-Seq technologies.
These same accessions were evaluated in the field, in environments with and without water
deficiency, for the traits of 100-seed weight and yield, for three consecutive years. The
association analyzes were performed using the mixed linear model implemented in the Tassel
software and resulted in the identification of 93 and 139 SNPs associated with the evaluated
traits in the individual and joint analyzes, respectively. For 100-seed weight, 213 SNPs were
identified, while for yield, 19 SNPs were identified. The phenotypic variance, explained by
each SNP, ranged from 4.46 to 10.25% for 100-seed weight and from 8.00 to 14.39% for
yield. Through gene annotation, SNPs associated with genes with putative effects in response
to water deficiency, such as transcription factors (MYB and bZIP), proteins associated with
metabolism and membrane transport of abscisic acid (ABA) were identified. Regarding the
impact predicted for the effects of SNPs, 80.13% were of the modifier type, 10.8% were
considered low impact, 8% moderate impact and 1.08% with high impact. The results
obtained revealed genes with biological functions related to the drought tolerance process
suggesting important candidate SNPs that could be submitted to a validation process and,
later, implementation in marker-assisted selection (MAS). Additionally, in this study an
association panel is available that can be used to analyze different traits in common bean.
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INTRODUCAO

A seca € um dos mais importantes estresses abidticos que afetam o
desenvolvimento das plantas e reduzem a produtividade agricola em todo o mundo (Shao et al
2009). Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations;
2015), atualmente, cerca de 40% das perdas de producdo sdo causadas pela seca. Ha previsdes
de que, devido as mudancas climaticas, ocorra 0 aumento da incidéncia e duracdo da seca nas
principais areas agricolas, afetando negativamente os rendimentos das culturas e a seguranca
alimentar (McClean et al. 2011, Lauer et al. 2012, Lesk et al. 2016). Esse fato se torna ainda
mais preocupante diante da previsdo de escassez de chuva, principalmente nas regides
tropicais, onde estdo localizados paises em desenvolvimento com atuais niveis criticos de
pobreza e desnutricdo (Cavalieri et al. 2011). Diferentemente dos paises desenvolvidos, 0s
quais tem capital para investir em sistemas de irrigacdo para mitigar os estresses abioticos, 0s
paises em desenvolvimento carecem de infraestrutura adequada para minimizar os efeitos das
alteracGes climéticas e os danos podem resultar em graves riscos para a seguranca alimentar
(McClean et al. 2011).

Dentre as leguminosas, o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) destaca-se
como um alimento de alto valor nutritivo e de grande importancia econémica e social. Além
de ser uma fonte rica em proteinas e fibras, sendo considerado o mais importante legume de
grdos para o consumo humano direto no mundo (Broughton et al. 2003), o feijoeiro comum é
uma cultura com alta capacidade de fixacdo biolégica de nitrogénio, contribuindo para o
aumento da sustentabilidade ambiental dos sistemas de cultivo (FAO 2016a). Trata-se de um
alimento presente na dieta de mais de meio bilhdo de pessoas na América Latina e na Africa,
fornecendo até 15% do total de calorias diarias e 36% do total de proteinas diarias (Schmutz
et al. 2014), sendo cultivado em 126 paises, com uma é&rea plantada anual de
aproximadamente 30,6 milhdes de hectares (FAO 2016b). Aproximadamente, 15% dessas
areas estdo localizadas em regifes onde a seca é severa, como no Brasil, no litoral peruano, no
norte do México e em regides secas da Africa (Singh 2005). Para o feijoeiro comum, as
doencas representam a maior causa de queda de produtividade sendo seguida pelo estresse
hidrico (Singh 1995), o qual afeta cerca de 60% das areas de plantio e é resultante tanto de
periodos de estiagem, durante o ciclo de cultivo da cultura, quanto da irregularidade em
precipitagdes (Graham e Ranalli 1997, McClean et al. 2011). O aumento da vulnerabilidade
dessa cultura & seca também pode ser atribuido a presenca de um sistema radicular superficial

(Ramirez-Vallejo e Kelly 1998), no qual 50% das raizes sdo encontradas nos 30 cm de
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profundidade do solo e menos de 10% atingem profundidade de 46 cm (Halterlein 1983),
limitando a absor¢do de agua contida nas camadas mais profundas do solo.

As plantas utilizam diferentes estratégias adaptativas frente ao estresse de déficit
hidrico, tais como o0 escape ou ativacdo de mecanismos de tolerancia e recuperacdo (Levitt
1972). Em feijoeiro comum, Vérias caracteristicas associadas & tolerncia a seca ja foram
identificadas em algumas variedades, incluindo o desenvolvimento de sistema radicular mais
extenso possibilitando extrair &gua das camadas mais profundas do solo (Sponchiado et al.
1989, Frahm et al. 2004); (b) o acumulo de biomassa e translocacdo de biomassa armazenada
para a semente (Ramirez-Vallejo e Kelly 1998, Rao et al. 2004, Polania et al. 2016); (c) o
ajuste de caracteristicas fenoldgicas, como numero de dias para florescimento e uso eficiente
da agua disponivel para fotossintese, crescimento e desenvolvimento (Acosta-Gallegos e
Shibata 1989, Acosta-Gallegos e Adams 1991, Acosta-Gallegos e White 1995, Rosales-Serna
etal. 2004); (d) e o ajuste de mecanismos fisiologicos relacionados a condutancia estomatica,
area foliar e ajustamento osmotico (Beebe etal. 2010, Lanna et al. 2016).

A tolerdncia a seca é uma caracteristica de heranca complexa e de baixa
herdabilidade (Schneider et al. 1997, Blair et al. 2012). Em termos praticos, a sele¢do para a
tolerancia a seca é complicada porque ela se manifesta de formas diferentes devido a duracéo
e intensidade do estresse hidrico e pode ser potencializada por outros fatores, tais como baixa
fertilidade e acidez do solo, doencas e altas temperaturas (Blum 2011). Fontes de alelos
favoraveis para tolerancia a seca podem estar disponiveis nas colegdes silvestres e variedades
tradicionais de feijoeiro comum presentes nos bancos de germoplasma, devido a sua alta
diversidade genética e variabilidade fenotipica (Gepts et al. 2008, Vermeulen et al. 2012).
Para resolver os problemas de seca intermitente e terminal, os programas de melhoramento
estdo aumentando os esforcos para aprimorar 0s ganhos geneticos do feijoeiro comum em
condigdes limitantes de agua (Beebe et al. 2010). Embora linhagens/cultivares tolerantes a
seca tenham sido desenvolvidas através de metodos tradicionais de melhoramento (Singh et
al. 2001, 2007; Brick et al. 2008), existe um grande potencial para o desenvolvimento de
novas cultivares através da selecéo assistida por marcadores para acelerar o melhoramento
para tolerancia a este estresse (Frahm et al. 2004, Mufioz-Perea et al. 2006).

Nao obstante os esforcos mundiais para reduzir o efeito da seca na produtividade
das espécies cultivadas, a precisa correlagdo entre 0s genes e a tolerdncia a seca permanece
por ser demonstrada. Os marcadores moleculares sdo fortes aliados para analisar o controle
genético de caracteristicas complexas, como a tolerancia a seca (Blair et al. 2012). Na maioria

dos estudos, 0s mapas genéticos derivados de populacdes biparentais fornecem a base para o
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mapeamento de locos de caracteres quantitativos (Quantitative Trait Loci, QTLs). Os
primeiros mapas genéticos utilizados na identificacdo de caracteres associados a tolerancia a
seca em feijoeiro comum eram baseados em marcadores moleculares do tipo RAPD, AFLP,
SSR (Scheineder et al. 1997, Blair et al. 2012, Asfaw e Blair 2012). Mais recentemente,
utilizando-se de marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), mapas genéticos com
maior resolucdo estdo sendo desenvolvidos e tém possibilitado a identificacdo de QTLs em
condi¢cBes de seca com maior resolucdo (Mukeshimana et al. 2014, Trapp et al. 2015,
Villordo-Pineda et al. 2015).
Atualmente, o emprego de tecnologias de sequenciamento de nova geracao
(Next Generation Sequencing, NGS), aliado a métodos de reducdo de complexidade do
genoma, tem possibilitado a identificacdo de milhares de SNPs amplamente distribuidos ao
longo do genoma (Varshney et al. 2014). Recentemente, diferentes abordagens de
genotipagem por sequenciamento em plantas estdo sendo disponibilizadas, tais como RADseq
(Willing et al. 2011), GbS (Elshire et al. 2011) e DArTseq (Cruzetal. 2013). A abordagem de
reducdo da complexidade do genoma consiste no uso de enzimas de restricdo e selecdo dos
fragmentos para o desenvolvimento das bibliotecas genGmicas, seguido por NGS.
Posteriormente, as sequéncias sdo alinhadas permitindo a identificacdo dos SNPs entre as
amostras. A metodologia de DArTseq se diferencia das demais por utilizar duas enzimas de
restricdo, uma de corte frequente e outra de corte raro e sensivel a metilacdo, fragmentando,
preferencialmente, regibes hipometiladas que, geralmente, sdo enriquecidas de genes
(Rabinowicz et al. 2005). Também aliada a tecnologia de NGS, a analise de sequenciamento
de regides gendmicas alvo permite a identificacdo simultanea de milhares de SNPs presentes
em genes alvos através da analise de captura, denominada de Capture-Seq (Neves et al. 2013).
O acesso crescente as diversas tecnologias de genotipagem em larga escala tém
resultado em um grande volume de estudos focados na anélise de associacdo genémica ampla
(Genome-Wide Association Studies, GWAS). Os metodos estatisticos utilizados na anélise de
mapeamento associativo estimam a forca de associa¢do entre um marcador e a caracteristica
alvo mensurada. A relacdo € detectada quando um QTL, que esta associado a caracteristica
em estudo, estda em desequilibrio de ligagdo com o loco do marcador. Em plantas, a
metodologia usual envolve o uso de individuos de populagdes naturais ou colecdes de
germoplasmas que apresentam uma ampla variagdo fenotipica para a caracteristica alvo
(Abdurakhmonov e Abdukarimov 2008). Portanto, GWAS considera mais eventos de

recombinacdo ao usar um painel de individuos com histérias de recombinag@es Unicas, com
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blocos de desequilibrio de ligacdo (DL) menores do que os de uma populacdo biparental,
proporcionando um mapa com maior resolu¢cdo (Moghaddam et al. 2016).

A metodologia de GWAS pode ser aplicada de modo efetivo no feijéo por ser uma
espécie autbgama, possuir um genoma de referéncia de qualidade (Schmutz et al. 2014,
Vlasova et al. 2016) e uma grande variabilidade genética armazenada em bancos de
germoplasma. Recentemente, estudos de GWAS tém sido aplicados em feijoeiro comum e,
devido a forte estruturacdo genética em dois pools génicos, Andino e Mesoamericano
(Mamidi et al. 2013, Schmutz et al. 2014), os estudos vém sendo conduzidos,
preferencialmente, dentro de cada pool génico, separadamente. Estudos de associacdo para
produtividade em feijdo foram realizados por Schmutz et al. (2014) utilizando um painel de
271 cultivares Mesoamericanas avaliadas com 34799 SNPs; e por Moghaddam et al. (2016)
usando um painel de 280 acessos Mesoamericanos e mais de 150000 SNPs. Nessas analises
foram identificados QTLs associados a diversos caracteres agrondémicos que afetam a
produgdo em feijdo, tais como dias para florescimento, dias para maturidade, habito de
crescimento, altura da copa, acamamento e peso de sementes. Outros estudos de GWAS
utilizaram acessos de origem Andina e possibilitaram a identificacdo de regides gendmicas
associadas ao tempo de cocgdo (Cichy et al. 2015), fixacdo bioldgica de nitrogénio (Kamfwa
et al. 2015) e resisténcia a antracnose (Zuiderveen etal. 2016).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) identificar SNPs polimdrficos e com elevada
representatividade do genoma de feijao através das tecnologias de DArTseq e Capture-Seq; 2)
estimar os parametros e estrutura genética do germoplasma; 3) realizar a analise dos dados
fenotipicos dos experimentos conduzidos na presenca e auséncia de deficiéncia hidrica; 4)
realizar uma analise de associagdo gendmica ampla (GWAS) para a identificacdo de locos
associados a produtividade em condicGes de seca; 5) caracterizar oS genes que estejam co-

segregando significativamente com os SNPs associados a produtividade.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

O material vegetal consistiu num total de 343 acessos de feijoeiro comum,
pertencentes ao pool génico Mesoamericano e que integram a Colecdo Nuclear de Feijdo
(CONFE) da Embrapa. Desses, 227 sdo variedades tradicionais brasileiras e 116 sdo

cultivares/linhagens desenvolvidas por instituicGes de pesquisa do Brasil e exterior (Material
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Suplementar 1). Os acessos da CONFE foram plantados em casa de vegetagdo e amostras de
tecido vegetal foram coletadas a partir de plantas individuais. O DNA genémico total foi
obtido utilizando o produto comercial Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Stratec, Berlim),
seguindo as orientacbes do fabricante. Amostras de DNA foram avaliadas quanto a
integridade e quantificadas utilizando gel de agarose 1%. Posteriormente as amostras,
incluindo duas replicatas técnicas, foram enviadas para genotipagem utilizando as tecnologias

DArTseq e Capture-Seq.

Genotipagem e Imputacéo

Genotipagem DArTseq: A metodologia de genotipagem baseada na tecnologia DArT
(DArTseq) foi desenvolvida pela empresa Australiana DArT Pty Ltd (Bruce, Austrdlia). Para
o desenvolvimento dos marcadores DArTseq foi construida uma biblioteca de fragmentos de
DNA a partir de 340 acessos Mesoamericanos, conforme detalhado por Sanchez-Sevilla et al.
(2015). O método baseou-se na reducdo da complexidade do genoma utilizando as enzimas de
restricdo Pstl-Msel. As amostras digeridas foram ligadas a adaptadores especificos aos
primers da etapa de enriquecimento por PCR (reacdo em cadeia da polimerase), a Illumina
flowcell e com barcodes para identificacdo posterior de cada amostra. Os fragmentos foram
sequenciados em Illumina Hiseq2000. As sequéncias foram processadas usando o pipeline de
propriedade da empresa DArT Pty Ltd. Os arquivos fastgcall resultantes foram usados em um
pipeline secundario, também de propriedade da DArT Pty Ltd (DArTsoft-seq) contendo

algoritmos para chamada dos SNPs.

Genotipagem Capture-Seq: A metodologia de captura de alvos especificos (Capture-Seq)
seguida por NGS foi conduzida na empresa RAPID Genomics (Gainesville, FL, EUA). Um
conjunto de 5293 transcritos diferencialmente expressos, sob estresse de seca (Pereira et al.,
em elaboracdo), foi alvo de sequenciamento para uma amostra composta de 175 acessos
Mesoamericanos de feijoeiro comum, selecionados como os mais divergentes geneticamente,
a partir de andlise com microssatélites (SSR, Simple Sequence Repeats) (Cascao et al. 2014).
Para capturar estas regides, as sondas foram desenhadas utilizando um genoma de referéncia
de P. vulgaris ("Pvulgaris_218 v1.0.fasta"). As etapas iniciais de desenvolvimento das
sondas foram realizadas de maneira a selecionar aquelas que ndo se sobrepdem e que passam
pela filtragem em nivel de sequéncias tais como, o contetido de GC (guanina/citosina) e o teor

de homopolimero. Estas sondas foram ainda alinhadas contra o genoma de referéncia do
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feijoeiro comum para verificar o seu estado de singularidade (hit) e remover as sondas que
mapearam em genomas de organelas ou em elementos repetitivos. Para 4766 genes, houve
uma ou mais sondas com um Unico hit no genoma e, uma sonda foi escolhida aleatoriamente
entre essas. Para o restante dos genes, foram escolhidas sondas com dois ou, no maximo, trés
hits para certificar-se de que, para todos os genes havia, pelo menos, uma sonda desenhada.
Finalmente, apenas uma sonda por gene foi selecionada, aleatoriamente, resultando em 5050
sondas em 5050 genes. Apds o enriquecimento e NGS, os dados foram alinhados ao genoma
de referéncia utilizado para o desenho das sondas e os SNPs foram identificados e
genotipados com base nos resultados do alinhamento (Neves et al. 2013). Os dados brutos
consistiram de sequéncias brutas e arquivos de dados filtrados pelos pardmetros de qualidade

da empresa RAPID Genomics.

Imputacdo: A imputacdo dos SNPs foi realizada através do software NGSEP v 3.0.1
(Duitama et al. 2014) usando o parametro ¢ = 0,003 (estimativa do nimero médio de
centiMorgans por kpb na regides eucromaticas do genoma) e numero de clusters igual a 20
(nimero maximo de grupos nos quais 0s haplétipos locais serdo agrupados). A analise de
imputacdo baseou-se no modelo HMM (Hidden Markov Model; Scheet e Stephens 2006),
usando o desequilibrio de ligacdo entre os SNPs em um haplétipo. Este software é indicado
para populacbes endogamicas em que a heterozigosidade é baixa. Para avaliar a acuracia do
processo de imputacdo, 10% dos gendtipos foram mascarados, aleatoriamente, e nova
imputacdo foi realizada para posterior comparacdo entre 0s gendtipos estimados com 0s

genotipos atuais mascarados.

Distribuicdo gendmica dos SNPs

As regibes gendmicas que flanqueiam os SNPs identificados foram alinhadas
contra o genoma de P. vulgaris v. 1.0 (Schmutz et al. 2014), usando o BLASTN com E-value
< 1,0E-25 (Altschul et al. 1997), para identificar as posi¢cdes dos SNPs no genoma de
referéncia. Para 0s SNPs que alinharam em mais de uma regido no genoma, a posicdo do hit
com menor e-value e maior porcentagem de identidade foram usados nas analises posteriores.
Uma figura de distribuicio dos SNPs ao longo do genoma foi gerada usando scripts

especificos no programa R v 3.0.1 (R Core Team 2015).

Avaliacdo dos componentes de produtividade
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Os experimentos de campo para avaliacdo dos componentes de produtividade, em
ambientes com e sem deficiéncia hidrica, foram conduzidos no Sitio de Fenotipagem para
Tolerancia & Deficiéncia Hidrica situado na Estacdo Experimental da EMATER, localizada no
municipio de Porangatu (49°06°W, 13°18’S, 396 m de altitude), estado de Goias. Os
experimentos foram conduzidos em trés anos consecutivos (2014, 2015 e 2016), no periodo
de entressafras (maio-agosto), quando a precipitacdo pluviométrica é praticamente nula
permitindo total controle da agua no solo.

Em 2014, foram avaliados 580 acessos e quatro testemunhas (BRS Estilo, BRS
Esplendor, BRS Embaixador e Jalo Precoce) com delineamento de blocos aumentados de
Federer (BAF) composto por 20 blocos (29 tratamentos e quatro testemunhas por bloco). Em
2015 e 2016 foram avaliados 324 acessos e quatro testemunhas (mesmas do ensaio de 2014)
comdelineamento de latice quadrado com duas repeticdes, sendo cada experimento composto
por 18 blocos com 18 tratamentos. Todos os experimentos foram semeados em parcelas de
uma linha de trés metros de comprimento e espacadas de 40 cm. A densidade de semeadura
foi de 15 a 18 sementes por metro. A demanda das plantas por nitrogénio, fésforo e potassio
foi suprida com a aplicacéo de 16, 120 e 64 kg ha* de N, P,Os e K50, respectivamente. A
adubacdo de cobertura foi efetuada com 30 kg ha™ de N, aos 20 dias ap6s a emergéncia. O
controle de plantas daninhas foi efetuado com 250 g ha' de fomesafen e 187 g ha™ de
fluazifop-p-butyl, apds a emergéncia.

Em cada ano, os experimentos foram conduzidos na presenca e auséncia de deficit
hidrico. Os experimentos sem deficiéncia hidrica foram adequadamente irrigados durante todo
o0 desenvolvimento da planta. Os periodos de irrigacdo foram controlados através do uso de
tensiometros e, ldAminas de agua de aproximadamente 25 mm, foram aplicadas quando o
potencial da agua no solo a 0,15 m de profundidade atingia - 0,035 Mpa (Silveira e Stone
1994). Para os experimentos com deficiéncia hidrica, a irrigacdo foi mantida em condicdes
adequadas de agua no solo até os 20 dias ap6s a emergéncia da planta. A partir desse periodo,
até o momento da colheita, foi imposto o déficit hidrico aplicando-se laminas de agua de
aproximadamente 25 mm quando o potencial da dgua no solo a 0,15 m de profundidade
atingia — 0,07 MPa.

Foram avaliados os seguintes caracteres nos ensaios de campo: a) Produtividade
de grdo (Prod) obtida através do peso de gréos por parcela, posteriormente transformados para
kg ha’; b) Massa de 100 grdos que correspondeu & determinacdo do peso de 100 grdos, em

gramas.
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Analise estatistica dos dados fenotipicos

Para obtencdo de componentes de varidncia e médias ajustadas, foram realizadas
analises individuais, por ambiente, e conjunta, envolvendo os ambientes para cada condicéo
hidrica, para o conjunto de dados fenotipicos. Para analise individual, considerando o modelo
geral com efeitos de repeticdo e bloco dentro de repeticdo, foi ajustado o seguinte modelo
linear misto:

Yijgm = 0+ 1; + bk/j + Oim + &

emque y; € o efeito do gendtipo i na repeticdo j e no bloco k, sendo o gendtipo pertencente
ao grupo m; p €a média geral; r; € o efeito aleatorio da repeticdo j; b, ;, € o efeito aleatorio
do bloco k dentro da repeticdo j; g, € o efeito do gendtipo i (acesso, como de efeito

aleatdrio, ou cultivar testemunha, como de efeito fixo), dentro do grupo m, de efeito fixo; e
g € 0 erro experimental associado a observagdo ijkm.

Para anélise conjunta foi ajustado o seguinte modelo linear misto:
Yijgm = 1 + I+ lin =+ bk/j/l + Oi/m +g|il+8ijk

emque y;, € o efeito do genotipo i na repeticdo j no bloco k no ambiente I, sendo o genotipo
pertencente ao grupo m; p € a média geral; I, € o efeito fixo do local I; r;,, € o efeito
aleatério da repeticdo j dentro do ambiente I; b,,;,, € o efeito aleatério do bloco k dentro da
repeticdo j no ambiente I; g;,
cultivar testemunha, como de efeito fixo), dentro do grupo m, de efeito fixo; gl, é o efeito do

genotipo ie o ambiente I; e g € o erro experimental associado a observagdo ijkim.
As estimativas de componentes de variancia foram obtidas pelo método REML

, € 0 efeito do gendtipo i (acesso, como de efeito aleatorio, ou

(Restricted Maximum Likelihood), segundo Patterson e Thompson (1971), e a predicdo dos
valores genéticos de cada acesso baseou-se no procedimento BLUP (Best Linear Unbiased
Prediction), segundo Henderson (1984). De posse das estimativas de componentes de
varidncia fenotipica, genética e residual, foi calculada a estimativa de herdabilidade, no
sentido amplo, em nivel de médias de acessos. Também foi calculada a estimativa de acurécia
da selecdo (rg,), correspondente a raiz quadrada da estimativa de herdabilidade, segundo
Resende e Duarte (2007).

As analises para ajuste do modelo linear misto foi realizada com uso do pacote

Ime4 da plataforma R (R Core Team 2015). As médias ajustadas, valores BLUP, de acessos,



94

para os caracteres produtividade e massa de 100 grdos, foram utilizados como valores
fenotipicos no estudo de GWAS. A partir dos dados médios obtidos, foi calculado o indice de
susceptibilidade a seca (ISS), conforme proposto por Fischer e Maurer (1978), através da

seguinte formula:
ISS = [1-(Ycel/Yse)] /[1-(Mce/Mse)],

em que, Yce = produtividade com estresse hidrico, Yse = produtividade sem estresse hidrico,
Mce = media de todos 0s gendtipos com estresse hidrico, Mse = média de todos 0s genotipos
sem estresse hidrico.

Com base nas médias preditas de massa de 100 grdos e produtividade, foram
feitos graficos do tipo Boxplot para os ambientes com e sem deficiéncia nos trés anos
avaliados, através do software R v 3.0.1 (R Core Team 2015).

Estimativas de desequilibrio de ligacédo (DL)

As estimativas de DL par-a-par foram calculadas pela medida classica da
correlacdo ao quadrado das frequéncias alklicas de locos bialélicos (r?), e corrigidas pelo viés
devido ao parentesco e estrutura populacional (r’sv) utilizando o pacote LDcorSV
(Desrousseaux et al. 2013). A matriz de parentesco (Genetic Relationship Matrix, GRM) foi
estimada pelo software GCTA (Yangetal. 2011) usando o algoritmo proposto por Yang et al.
(2010). O decaimento do DL para metade do valor maximo (r?> ~ 0,23) foi explicado pelo
modelo ndo linear proposto por Hill e Weir (1988), ajustado com a funcéo nls do software R v
3.0.1 (R Core Team 2015).

Diversidade e estruturacdo genética

Os parametros de heterozigosidade observada e esperada (diversidade genética de
Nei) foram estimados através da funcdo bootstrapHet do pacote PopGenKit v 1.0 (Paquette
2012) do software R. A estruturacdo genética foi determinada utilizando o método Bayesiano,
implementado no software Structure versdo 2.3.4 (Pritchard et al. 2000), usando apenas 0s
SNPs que ndo estdo em desequilibrio de ligacdo (r?> < 0,5), os quais foram selecionados
através do comando LD Prunning no software Plink v 1.07 (Purcell et al. 2007). O Structure

foi executado de acordo com o modelo admixture usando 100000 interacbes MCMC (Markov
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Chain Monte Carlo), ap6s um periodo de burn-in de 100000 intera¢Ges, com um numero de
populacdo (K) variando de 1 a 10, com 20 interacdes cada. A estatistica DeltaK, proposta por
Evanno et al. (2005), foi usada para determinar o valor mais provavel para K no programa
Structure Harvester v 0.6.93 (Earl e vonHoldt 2012). Um heatmap mostrando o parentesco
entre 0s gendtipos foi gerado usando o algoritmo VanRaden implementado no software
GAPIT (Lipka etal. 2012).

GWAS

A analise de GWAS foi realizada pelo programa Tassel versdo 5.2.31 (Bradbury
et al. 2007), por meio do médulo Mixed Linear Model (MLM), considerando os SNPs e a
estrutura populacional como fatores de efeito fixo, enquanto a matriz de parentesco foi
considerada como fator de efeito aleatdrio. A matriz de parentesco (matriz K ou kinship) foi
calculada através do algoritmo Identity by State (IBS) no software Tassel e a matriz de
estrutura populacional (matriz Q) pelo Structure. Para a confirmacdo da significAncia das
associacdes entre marcadores SNPs e caracteres fenotipicos foi utilizado o método FDR (false
discovery rate), através do software Qvalue versao 1.0 (Storey 2002) do software R v3.0.1 (R
Core Team 2015). Um grafico de Manhattan foi gerado para os p-valores atraveés do pacote
ggman v 0.1.2 (Turner 2014) no programa R v 3.0.1 (R Core Team 2015).

Anotacao génica dos SNPs significativos

A anotagdo funcional dos genes putativos afetados pelos SNPs significativamente
associados a tolerancia a seca, detectados nas analises GWAS, foi feita atraves da ferramenta
Blast2GO v.3.2 (Conesa et al. 2005). Os transcritos identificados foram caracterizados
utilizando-se os termos do Gene Ontology Consortium (Ashburner et al. 2000; Consortium
2015). A anotacdo dos efeitos preditos pelos SNPs significativos foi realizada através do
software SnpEff v 4.2 (Cingolani et al. 2012) baseado no banco de dados Phytozome
(Goodstein et al. 2012).

RESULTADQOS

Genotipagem
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Um total de 14407 marcadores SNPs foram obtidos a partir da genotipagem de
340 genotipos Mesoamericanos via DArTseq. As médias de homozigotos, heterozigotos e
contetdo de polimorfismo (PIC) foram de 0,98, 0,01 e 0,24, respectivamente. As médias de
dados perdidos e frequéncia alélica minima (MAF) foram de 7% e 16,23%, respectivamente.
A reprodutibilidade dos dados foi elevada, com valores variando de 94,2 a 100%, com média
de 99,80%.

Através da tecnologia de Capture-Seq foram avaliados 175 gendtipos
Mesoamericanos, gerando um conjunto de 10670 SNPs em 3304 sondas, com uma média de
3,2 SNPs por sonda. Utilizando uma analise mais rigorosa, foram declarados 3716 SNPs
(34,8%) a partir de 1701 sondas (51,5%), com os parametros de qualidade: (1) valor minimo
de 10 para qualidade na escala phred; (2) profundidade média de leitura minima de 15 X e
maxima de 750 X; (3) profundidade de leitura dos genotipos para cada marcador maior que
trés; (4) MAF > 5% e (5) dados faltantes menor que 40%.

A taxa de erro de genotipagem entre as replicatas técnicas, desconsiderando 0s
dados faltantes, foi de 0,43% e 2,81%, para as tecnologias DArTseq e Capture-Seq,
respectivamente. Ao todo foram gerados 18123 SNPs, dos quais 15694 SNPs (11989 SNPs-
DArTseq e 3705 SNPs-Capture-Seq) foram imputados para 343 genotipos. Destes, 14322
apresentaram MAF > 0,01 e 8789 com MAF > 0,05. Para as analises subsequentes, foram
considerados somente os SNPs com MAF > 0,05. A acurécia da imputagdo foi estimada em
93%.

Caracterizagdo estrutural dos SNPs

As sequéncias gendmicas que flanqueiam os SNPs, obtidos por ambas as
tecnologias, foram alinhadas no genoma de P. vulgaris. Do total de 14407 SNPs obtidos por
DArTseq, 12639 (87,73%) apresentaram alinhamento no genoma, sendo 11371 (89,97%) com
alinhamento Unico e 1267 (10,03%) com alinhamento multiplo, variando de 2 a 188
alinhamentos, com 69 SNPs alinhados em scaffolds. J& os SNPs derivados de Capture-Seq
(3716) foram todos alinhados no genoma, com 3705 alinhados nos 11 cromossomos de P.
vulgaris e 11 alinhados em scaffolds. O nimero médio de SNPs por cromossomo (derivados
de ambas as tecnologias DArTseq e Capture-Seq) foi de aproximadamente 1480, variando de
1163 no cromossomo 5 a 2003 no cromossomo 8 (Figura 1). Estimou-se, em média, um SNP

a cada 31403 pb. Considerando-se somente os SNPs imputados ¢ com MAF > 0,05 (8789
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SNPs), todos foram alinhados nos 11 cromossomos de feijoeiro comum, com uma média de
799 SNPs por cromossomo e um SNP a cada 58824 pb (Tabela 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos 16355 SNPs, identificados pelas metodologias DArTseq e Capture-Seq, ao longo dos 11 cromossomos de P. vulgaris.



Tabela 1. Distribuicdo dos SNPsnos 11 cromossomos de P. vulgaris

- Quantidade de SNPs pds- Médiade Meédiade SNP
rormossom Quantidade de SNPs total imputacio com MAF > 0,05 I?(mig;% rgg SNP (ps-imputacio
(kpb)* (total) por com MAF >
Mpb 0,05) por Mpb
DArTseq Cag;tare- Total DArTseq Capture-Seq Total
1 1149 334 1483 533 292 825 52183,5 28,42 15,81
2 1505 360 1865 637 287 924 49033,7 38,04 18,84
3 1311 269 1580 571 243 814 52218,6 30,26 15,59
4 885 377 1262 508 306 814 45793,2 27,56 17,78
5 954 209 1163 406 172 578 40237,5 28,9 14,36
6 1015 270 1285 467 193 660 31973,2 40,19 20,64
7 1175 336 1511 478 271 749 51698,4 29,23 14,49
8 1371 632 2003 852 562 1414 59634,6 33,59 23,71
9 1100 249 1349 360 178 538 37399,6 36,07 14,39
10 891 307 1198 388 246 634 43213,2 27,72 14,67
11 1215 362 1577 519 320 839 50203,6 31,41 16,71
Scaffolds 68 11 79 - - - - - -
Total 12639 3716 16355 5719 3070 8789  513589,1 31,84 17,11

* Schumtz et al. 2014
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Dados fenotipicos

Os dados fenotipicos foram coletados em cinco ambientes, pois ndo houve
producdo de grdo no experimento submetido a deficiéncia hidrica no ano de 2015, devido ao
déficit hidrico excessivo e abortamento floral de todos os genotipos avaliados. Nas analises
individuais, a produtividade média do experimento sem deficiéncia hidrica (SDH) em 2015
(1187 kg ha*) foi a menor quando comparada com os anos de 2014 (2391 kg ha) e 2016
(1947 kg ha'). Nos experimentos com deficiéncia hidrica, a produtividade média em 2016
(798,8 kg ha™) foi superior a de 2014 (517,4 kg ha!). O experimento SDH de 2014 foi o que
apresentou a maior média fenotipica, tanto para produtividade (2391 kg ha) quanto para
massa de 100 grdos (26,81 g), enquanto o experimento com deficiéncia hidrica (CDH) em
2014 foi 0 que apresentou médias fenotipicas menores, com produtividade média de 517,4 kg
ha't e massa de 100 grdos de 20,6 gramas (Figura 2). A herdabilidade (h?) para massa de 100
grdos variou de 0,85 (CDH-2014) a 0,98 (SDH-2016), j& para produtividade houve variacéo
de 0,37 (CDH-2014) a 0,59 (SDH-2015). Portanto, o experimento CDH de 2014 apresentou
as menores estimativas de herdabilidade para ambos os caracteres. As acuracias seletivas
foram semelhantes entre todos os ambientes, para ambos os caracteres, apresentando altos
valores para massa de 100 gréos (variando de 0,93 nos ambientes CDH-2014 e CDH-2016 a
0,99 no ambiente SDH-2016) e valores moderados para produtividade (variando de 0,71 no
ambiente CDH-2016 a 0,76 no ambiente SDH-2015).

Na analise conjunta, as estimativas de produtividade média dos trés anos de
conducdo dos experimentos foram de 705,2 e 1870 kg ha, nos ambientes com e sem
deficiéncia hidrica, respectivamente. Portanto, os gendtipos sofreram uma reducdo média de
produtividade de 62,29%. Para massa de 100 grdos, os valores foram de 23,23 e 27,78 nos
ambientes com e sem deficiéncia hidrica, respectivamente, com reducdo media de 16,38%.
Informacdes sobre as produtividades médias e parametros genéticos de todos 0s experimentos

estdo descritos na Tabela 2.



101

Produtividade Massa de 100 graos
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Figura 2. Boxplot das produtividades e massa de 100 grdos nos cinco experimentos conduzidos em Porangatu.



Tabela 2. Estimativas dos parametros genéticos nas andlises fenotipicas individuais e conjuntas.
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Ambiente Caracteristicas N° de acessos Media geral Minimo Maximo h? Iyg Ccv
SDH-2014 Produtividade 533 2391 1638 4025 0,41 0,72 31,11
Massa de 100 gréos 537 26,81 16,44 56,80 0,95 0,97 7,27
CDH-2014 Produtividade 533 517,4 372 986 0,37 0,72 42,16
Massa de 100 graos 539 20,6 13,59 42,67 0,85 0,93 11,50
SDH-2015 Produtividade 298 1187 557 2148 0,59 0,76 40,68
Massa de 100 grdos 298 22,24 13,79 48,06 0,93 0,96 12,89
SDH-2016 Produtividade 253 1947 999,64 3130 0,58 0,74 33,07
Massa de 100 graos 253 26,77 15,68 50,67 0,98 0,99 6,84
CDH-2016 Produtividade 252 798,8 421,48 1575 0,57 0,71 42,37
Massa de 100 gréos 254 21,31 6,63 37,99 0,91 0,93 11,38
SDH conj Produtividade~ 531 1870 1528 2371 0,57 0,82 31,94
Massa de 100 graos 531 27,78 13,92 51,51 0,99 0,98 9,80
. Produtividade 527 705,2 537 973 0,57 0,70 47,53
CDH con Massa de 100 grios 528 2323 8,44 4058 097 0,95 11,34

SDH: sem deficiéncia hidrica; CDH: com deficiéncia hidrica; conj: conjunta; N° de acessos:ndmero de acessos; h?: herdabilidade; fgg: acuracia seletiva; CV: coeficiente de

variagdo.
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De acordo com a andlise conjunta dos valores médios das produtividades
observadas em cada ambiente, nos trés anos de conducdo dos experimentos, 0s gendtipos
foram classificados em quatro grupos (Tabela 3). Em condicéo de irrigagdo adequada, 0 grupo
mais produtivo foi constituido por trés cultivares/linhagens e sete variedades tradicionais, que
no total produziram, em média, 2258 kg ha™. Sob essa mesma condicdo, o0 grupo menos
produtivo foi composto por seis variedades tradicionais e quatro cultivares/linhagens, que
produziram em média 1564 kg ha™, ou seja, 30,74% inferior a0 do grupo anterior. Em
condicdo de deficiéncia hidrica o grupo menos produtivo foi composto por seis variedades
tradicionais e quatro cultivares/linhagens, que produziram em média 570 kg ha™. Sob essa
mesma condicdo, 0 grupo mais produtivo compreendeu quatro cultivares/linhagens e seis
variedades tradicionais, que produziram em média 893 kg ha™, ou seja, 63,8% superior & do
grupo com menor produtividade. Trés gen6tipos (Ouro Negro, CF200012 e CF800113) foram
classificados no grupo mais produtivo dos tratamentos com e sem deficiéncia hidrica, com
produgdo de 973, 873 e 871 kg ha™, respectivamente, no ambiente com deficiéncia hidrica e

2314, 2239 e 2262 kg ha™*, respectivamente, no ambiente com irrigagdo adequada.



Tabela 3. Lista dos 10 gen6tipos com maior (10+) e menor (10-) produtividade, nas analises conjuntas, nos

experimentos com e sem deficiéncia hidrica.

Sem deficiéncia hidrica (SDH)

Com deficiéncia hidrica (CDH)

Grupos Genotipo Produtividade Gendtipo Produtividade

CNF008845 2371,059 Ouro Negro* 973,0416

Ouro Negro* 2314,025 BRS Pontal 905,3641

CF240056 2286,841 CF871226 898,7706

CNF011036 2275,622 CNF007143 894,4164

10 + CF800113* 2262,226 CF250002 889,3753
CF200012* 2239,854 CNF007050 885,7935

CF840600 222591 CF890223 880,9021

CF200048 2216,657 CF200012* 873,2352

CF870030 2208,872 CF800113* 871,1584

CF800110 2201,706 CF860105 862,5147

CNF001611 1501,282 CF840275 537,4872

CF200075 1528,191 CNFO007770 555,8042

CF840747 1545,479 CF840650 556,6695

CNF006978 1555,991 CNF007646 559,1432

CNFO007770 1561,009 CNF005887 561,7531

10- CF840275 1561,393 CF890110 564,0479
CF840543 1561,518 CF240032 567,7409

CF810080 1564,472 CF240016 573,9301

CNF004121 1570,709 CNF005482 575,1972

CF841226 1577,941 CF800049 575,2152

* Gendtipos que foram mais produtivos nos ambientes com e sem deficiéncia hidrica.

104



105

Desequilibrio de ligagédo (DL)

Um total de 8789 SNPs, com uma média de 799 SNPs por cromossomo, com
distincias em pares de bases de até 59 Mb, foram utilizados nos calculos de DL, resultando
em cerca de 345 mil estimativas de r? par-a-par por cromossomo e mais de 3,78 milhdes na
escala gendmica. O r*> médio para cada cromossomo variou de 0,5043 (cromossomo 3) &
0,7874 (cromossomo 4), enquanto o r%, variou de 0,4687 (cromossomo 3) a 0,7676
(cromossomo 4) (Tabela 4).

O padrédo de decaimento do desequilibrio de ligagcdo, em relacdo a distancia entre
os marcadores, foi investigado para cada um dos 11 cromossomos de P. vulgaris e, no geral, a
distribuicdo do r> mostrou um réapido decaimento do DL conforme o aumento da distancia
fisica, com marcadores apresentando alto DL até a distancia aproximada de 250 kb (Figura 3),
variando de 163,39 kb no cromossomo 5 a 413,18 kb no cromossomo 3. Com a corre¢do para
estrutura e parentesco, a distdncia de decaimento do DL variou de 32,49 kb a 145,25 kb nos
cromossomos 8 e 9, respectivamente. Para se estimar o tamanho médio dos blocos de ligagéo,
considerou-se a distancia fisica em que ocorreu o cruzamento da linha de regresséo
logaritmica na metade do valor méaximo (r*> ~ 0,23). Portanto, considerando todos 0s
cromossomos, o tamanho dos blocos haplotipicos para o painel de associacdo deste estudo
atingiu uma distancia de 246,12 kb e 65,74 kb, sem e com correcdo para estrutura e

parentesco, respectivamente.
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Tabela 4. Desequilibrio de ligacdo (DL) em cada um dos 11 cromossomos de P. vulgaris

Cromossomo  r* médio dist. r** r’sv médio dist. r’sv*
1 0.61 306,27 0,55 89,89
2 0.57 349,22 0,60 104,15
3 0.50 413,18 0,47 127,84
4 0.79 188,55 0,77 48,67
5 0.72 163,39 0,68 59,49
6 0.60 275,93 0,52 100,68
7 0.62 264,06 0,49 92,65
8 0.67 195,18 0,62 32,49
9 0.57 367,61 0,53 145,25
10 0.56 246,02 0,57 54,87
11 0.66 172,95 0,62 42,00

Total 0.64 246,12 0,61 65,74

* Distancia fisica, em kb, na qual o DL é aproximadamente igual a metade do valor méaximo (r* ~ 0,23).
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Figura 3. Padrdo do decaimento do DL em relacdo a distancia entre os marcadores SNPs até 5 Mb, considerando todos os cromossomos de P.
vulgaris. (A) Curva de decaimento sem corregdo para estrutura e parentesco; (B) Curva de decaimento com corre¢do para estrutura e parentesco.
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Diversidade e estruturacdo genética

As estimativas médias de Ho e Hg para o conjunto total de amostras foram de
0,022 (+0,002) e 0,285 (+0,010), respectivamente. A analise de estruturacdo mostrou que o K
= 3 foi 0 mais provavel pela estatistica deltakK (Evanno et al 2005) (Figura 4), subdividindo os
genotipos em trés grupos: M1, M2 e M3. O grupo M1 consistiu no agrupamento de 87
acessos, sendo que 60% foram cultivares/linhagens e 64% dos grdos foram do tipo comercial
preto. O grupo M2 foi 0 menor, com apenas nove acessos, sem predominio por tipo de grdo
comercial, porém, a maioria (67%) apresentou tamanho de grdo grande. O grupo M3 foi
composto por 108 acessos, dos quais 95% foram variedades tradicionais e com ampla
variacdo de tipos de graos comerciais, com predominio de grdos mulatinho e carioca (39%).
Um total de 139 acessos (57%) foi considerado como contendo ancestria mdaltipla
(admixture), com valor de g < 0,07. A matriz de parentesco (kinship) representada na Figura 5
mostra que a maioria dos gendtipos tem distancia genética alta entre eles, com excecéo para
alguns pontos, como por exemplo, no canto inferior esquerdo (vermelho), que tem um grupo
comalta similaridade genética entre 0s acessos. Os genotipos pertencentes a este conjunto sdo

0S mesmos que compdem o agrupamento M2 identificado na analise do Structure.
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Figura 4. Estruturacdo genética dos 343 acessos Mesoamericanos: A) valores de delta K para analise do Structure; B) Divisdo dos gendtipos em
trés grupos. Os grupos incluem: M1 (vermelho): 87 acessos, sendo 64% dos grdos do tipo comercial preto; M2 (verde): nove acessos, sem

predominio por tipo de grdo comercial, mas com 67% dos acessos com tamanho de grdo grande; M3 (azul): 108 acessos, dos quais 95% foram
variedades tradicionais, com predominio de grdos mulatinho e carioca (39%).
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Figura 5. Heatmap das distancias genéticas par-a-par entre 0s genotipos de acordo com o método de VanRaden. A legenda de cor no canto
superior esquerdo mostra a coloragdo de acordo com os valores de distancia par-a-par. O dendrograma e 0 parentesco sdo mostrados na parte
superior e esquerda da figura.
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GWAS

Nas analises individuais, ap6s a correcdo dos p-valores para multiplos testes de
hipoteses (FDR), do total de 8789 SNPs, 93 SNPs foram significativamente associados a um
dos caracteres em, pelo menos, um dos ambientes, sendo 59 e 34 SNPs gerados pelas
tecnologias DArTseq e Capture-Seq, respectivamente (Tabela 5). Para o carater massa de 100
grdos, foram detectados 74 e 6 SNPs significativamente associados nos experimentos SDH-
2014 e CDH-2014, respectivamente. Estes marcadores estavam distribuidos em quase todos
0S Cromossomos, com excec¢do dos cromossomos 9 e 11. Os SNPs detectados no ambiente
SDH-2014 (Figura 6) presentes nos cromossomos 2 e 4 estdo contidos em blocos
haplotipicos, com tamanhos de 157 kb e 30 kb, respectivamente (dados ndo mostrados). Para
o carater produtividade foram detectados SNPs significativos nos ambientes com deficiéncia
hidrica, sendo 12 SNPs significativos no ambiente CDH-2016 e um no ambiente CDH-2014,
presentes nos cromossomos 1, 4, 7, 8 e 11. Ndo houve a identificagcdo de SNPs significativos
relacionados ao ISS em nenhum dos ambientes. Para o carater massa de 100 grdos, dois SNPs
foram detectados em dois ambientes simultaneamente: SDH-2014 e CDH-2014. A variancia
fenotipica, explicada por cada SNP, variou de 4,46 a 10,25% para massa de 100 grdos e de
8,00 a 14,39% para produtividade (Tabela 6). Os graficos de Manhattan plot para
produtividade nos ambientes CDH-16 e CDH-14 estdo representados nas figuras 7A e 8A,
respectivamente.

Utilizando as médias preditas pela analise conjunta, ou seja, a que considera a
interacdo genotipo x ambiente, houve deteccdo de 133 SNPs significativos para massa de 100
grdos nos ambientes irrigados, sendo que 18 SNPs foram comuns aos detectados nas analises
individuais, com dois SNPs comuns detectados em ambos os experimentos de 2014 (SDH-
2014 e CDH-2014), 14 detectados somente no ambiente SDH-2014 e dois identificados
somente no ambiente CDH-2014. Para produtividade foram detectados cinco SNPs
significativos em ambiente com deficiéncia hidrica, sendo que um destes SNPs também foi
detectado na analise individual no ambiente CDH-2016. A variancia fenotipica, explicada por
um Unico SNP, variou de 3,17 a 7,91% para massa de 100 grdos e de 5,62 a 7,29% para
produtividade (Tabela 6).
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Tabela 5. Total de SNPs significativos detectados nas andlises individuais e conjunta

Experimento SNP DArTseq SNP Capture-Seq Total
Massa_SDH 2014 47 27 74
Massa_CDH_2014 3 3 6
Prod_CDH_2014 1 0 1
Prod CDH 2016 8 4 12
Massa_SDH_conjunta 12 61 133
Prod_CDH_conjunta 3 2 5

Massa: massa de 100 grédos; Prod: produtividade; SDH: sem deficiéncia hidrica; CDH: com deficiéncia hidrica.
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Figura 6. GWAS para o carater massa de 100 grdos no experimento sem deficiéncia hidrica em 2014 (SDH-2014). (A) Manhattan plot
mostrando os SNPs significativos (p-valor < 3,95E-04); (B) Bloco haplotipico contendo os SNPs significativos detectados no Cromossomo 2 de
P. vulgaris (47,98 a 48,10 Mb).



Tabela 6. Resultados da Analise de Associacdo Genbmica Ampla (GWAS)
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Pos.

Caract/Ambiente Marcador Crm. (Mb) Metodologia p-valor  Efeito Alelos TVFE (%)
S0L_1681129* 1 168 CaptureSeq 682E06 -8437 A/G 6,63
3383831 F 08 CT 2 431  DArTseq 329E05 5205 C/T 5,62
P_CDH_conj S02 4341198 2 434  Capture-Seq 3,29E-05 5205 GI/T 5,62
3384331 F 044 T A 6 226  DArTseq 273E-06 -4661 AT 7,22
8196854 F 058 AG 6 227  DArTseq 327E-06 -4623 A/G 7,29
P CDH_2014 8212543 F 0.56 C A 7 4827  DArTseq 174E-06 -11585 AIC 9,44
3372117 F 049 T C 1 110  DArTseq 109E05 28055 C/T 9,81
S01_1681129* 1 168  Capture-Seq 1,26E-07 -36268 A/G 14,39
3383663 F 034 AG 4 811  DArTseq 537E-05 23925 A/G 8,26
3370657 F 063 CT 4 811  DArTseq 537E-05 -239.25 C/T 8,26
S04_39340571 4 3934 Capture-Seq 1,30E-05 -24143 CIT 9,58
P CDH 2016 3366987 F 0 6L.T C 4 3995 DArTseq 598E-06 -217.30 C/T 10,47
- 3378663 F 0.27 G.C 4 3995 DArTseq 158E-05 -207.65 CIG 9,39
8206842 F 019 G A 8 456  DArTseq 632E-05 24829 A/G 8,01
S11_3061868 11 306  Capture-Seq 4,64E-05 -280.01 CIT 8,32
3371634 F 019 AT 11 310  DArTseq 464E-05 -280.01 A/T 8,32
S11_3134976 11 313  Capture-Seq 421E-05 28529 A/G 8,41
3366930 F 0 66 G T 11 4397  DArTseq 371E-05 -277.01 GIT 8,54
8196517 F 0.39 C. T 1 1693  DArTseq 198E04 351 CIT 3,92
0116989210 1 1699 Capture-Seq 1,98E-04 351  CIT 3,92
3377080 F 023 C.T 1 1948  DArTseq 2,02E-04 350 CIT 3,91
0119539286 1 1954 Capture-Seq 1,98E-04 351 CIT 3,92
3378493 F 034 AC 1 1998  DArTseq 198E-04 351 AIC 3,92
3365450 F 014 AT 2 311  DArTseq 391E-04 -293 AT 3,58
3380754 F 038 AG 2 3281  DArTseq 323E-04 218 A/G 3,65
3379613 F 047 C.G 2 3283  DArTseq 36lE-04 218 C/G 3,59
S02_36557526 > 3656 Capture-Seq 2,72E-04 -311 A/G 3,74
3377490 F 018 G A 2 4157  DArTseq 396E-04 220 A/G 3,54
338192 F 052G C 3 664  DArTseq 720E-06 297 C/G 5,75
3384231 F 060 C G 3 667  DArTseq 158E-05 -281 C/G 5,32
M SDH_conj. 3378482 F 061 T G 3 669  DArTseq 374E-05 263 G/T 4,83
16649566 F 05 GLA 3 670  DArTseq 343E-05 265 A/G 4,89
S03_6773516 3 677 CaptureSeq 352E-04 215 CIG 3,60
S03_6773523 3 677 CaptureSeq 352E-04 -2.15 CIT 3,60
S03_6773550 3 677 CaptureSeq 35204 215 CIG 3,60
S03_6773555 3 677 CaptureSeq 352E-04 215 A/G 3,60
S03_6773572 3 677 CaptureSeq 352E-04 215 A/G 3,60
S03_6773574 3 677 CaptureSeq 352E-04 215 AIC 3,60
3368460 F 068 CT 3 691  DArTseq 443E05 259 CIT 4,74
3381777 F 0.15CT 3 696  DArTseq 444E-05 -259 C/T 4,73
3378068 F 0.5.C G 3 696  DArTseq 409E-04 -211 C/G 3,52
3378952 F 062 C A 3 705  DArTseq 444E-05 259 A/C 4,73
S03_7065160 3 707 CaptureSeq 4,44E-05 259  AIC 4,73
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Caract/Ambiente Marcador Crm. (T\;I)f).) Metodologia p-valor  Efeito Alelos TVFE (%)
S03_7065209 3 7,07 Capture-Seq 4,44E-05 -259 CIT 4,73
S03_7065258 3 7,07 Capture-Seq 4,44E-05  2.59 AlC 4,73

3384344 F_ 048 A_G 3 7,14 DArTseq  7,32E-05 2.54 AlG 4,63
S03_7455661 3 7,46 Capture-Seq 2,77E-04  2.14 AlG 3,73
S03_7455669 3 7,46 Capture-Seq 3,48E-05 -256 AT 4,87
S03_7676384 3 7,68 Capture-Seq 2,77E-04 -2.14 CIT 3,73
S03_7676396 3 7,68 Capture-Seq 2,77E-04 -2.14 CIT 3,73
S03_7676472 3 7,68 Capture-Seq 2,77E-04 -2.14 AlG 3,73
S03_7676473 3 7,68 Capture-Seq 2,77E-04 -2.14 AIC 3,73

3377699_F 0 28 C_T 3 7,75 DArTseq  7,27E-04 -2.00 C/T 3,29

8208053 F_0.34 C_T 3 7,76 DArTseq  3,95E-05 255 CIT 4,80

3384124 F 019 C_T 3 7,82 DArTseq 1,80E-04 -222 C/T 3,98

3369267_F_0_57_G_A 3 7,90 DArTseq  4,55E-04 270 AlG 3,47

3381467_F 0 42 A_G 3 7,90 DArTseq 347E-05 -337 AlG 4,87

3370408 F_0_67_C_A 3 8,03 DArTseq 493E-06 -3.68 A/C 5,96
S03 9172353 3 9,17 Capture-Seq  7,03E-04 -1.98 AT 3,23

8668166_F_0_42_A_G 3 9,94 DArTseq  3,12E-04 -283 A/G 3,70

S03_44903283 3 4490  Capture-Seq 3,73E-05 -431 AT 4,83
S03_44903298 3 4490  Capture-Seq 3,73E-05  4.31 AlG 4,83
3370726_F_0_18 C_T 3 44,91 DArTseq  3,73E-05 431 CIT 4,83
3366011 F 0 17 C_T 3 44,95 DArTseq  3,15E-07 -571 C/T 7,91

) 3383946_F 026 G_A 3 44,96 DArTseq  6,90E-05  4.11 AlG 4,59

MSDH_CON]  aa77445 F 049 A G 3 4541  DArTseq 456E-07 -584 A/G 7,33

3384388 F 054 T C 3 45,62 DArTseq  4,44E-06 547 CIT 6,26

S03_45676416 3 45,68  Capture-Seq 5,71E-05 -438 CI/G 4,60

8207877_F_0_16_G_A 3 46,78 DArTseq  4,92E-05 -3.73 A/G 4,68

3379142 F 0.15 G_T 3 46,81 DArTseq  4,92E-05 3.73 GIT 4,68

3381778 F_0_44 C_A 3 46,82 DArTseq 553E-05 3.80 AlC 4,61

3383288 F_0.47_C_T 3 46,82 DArTseq 525E-05 -385 C/T 4,64

S04_2116015* 4 2,12 Capture-Seq 1,50E-04 -2.39 A/C 4,07
S04_2116041* 4 2,12 Capture-Seq 1,50E-04  2.39 AlG 4,07

16649093 F 0 15 G_.C 4 43,33 DArTseq 597E-05 -193 C/G 4,59

3380531_F_0.38 C_T 4 44,45 DArTseq 537E-04 261 CIT 3,38

3366948 F 0. 39. T C* 6 19,26 DArTseq  6,23E-04 2.94 CIT 3,30

8198088_F_0_66_C_G 6 19,38 DArTseq 524E-04 -3.10 C/G 3,39

S06_19412197 6 19,41  Capture-Seq 5,24E-04 -3.10 A/G 3,39
S06_19412202 6 19,41  Capture-Seq 5,24E-04 -3.10 C/T 3,39
S06_19412224 6 19,41  Capture-Seq 5,24E-04  3.10 CIG 3,39
S06_19412227 6 19,41  Capture-Seq 5,24E-04  3.10 CIT 3,39
S06_19412240 6 19,41  Capture-Seq 5,24E-04  3.10 CIT 3,39
3380824 F 0. 8 T_A* 6 19,60 DArTseq  3,81E-04 156 AIT 3,57
3366197_F 0 7 _G_C* 6 19,73 DArTseq  2,86E-04  1.66 CIG 3,71
3377397_F 011 A T* 6 19,73 DArTseq  2,86E-04 -1.66 A/T 3,73
S06_27506464 6 27,51  Capture-Seq 114E-04 -3.75 AT 4,22
S06_27506487 6 2751  Capture-Seq 1,14E-04 -3.75 A/G 4,22
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S06_27506498 6 27,51  Capture-Seq 114E-04 -3.75 CIT 4,22
S07_506504 7 0,51 Capture-Seq 2,43E-04  2.32 AlG 3,80
S07_506512 7 0,51 Capture-Seq 2,43E-04  2.32 AIT 3,80
S07_506516 7 0,51 Capture-Seq 2,43E-04 -2.32 AT 3,80
S07_506518 7 0,51 Capture-Seq 2,43E-04  2.32 GIT 3,80
S07_506526 7 0,51 Capture-Seq 2,43E-04 -2.32 AlG 3,80
8214713 F 0.5 C_A 7 0,51 DArTseq  2,43E-04 -232 AIC 3,80
S07_1121648* 7 1,12 Capture-Seq 2,59E-06  3.44 CIG 6,33
S07_1121680* 7 1,12 Capture-Seq 2,59E-06  3.44 CIT 6,33
S07_1139917 7 1,14 Capture-Seq 1,37E-06 -3.34 CIT 6,69
8195516 F_ 0.29 C_T 7 1,16 DArTseq 1,37E-06 3.34 CIT 6,69
3382397_F 0 28 A_C 7 1,18 DArTseq  2,87E-05  2.99 AlC 4,98
3380111 F 0 61 A_C 7 1,21 DArTseq  2,36E-05 3.04 AlC 5,09
3378610_F 036 G_A 7 1,21 DArTseq 2,87E-05 -299 A/G 4,98
3380418 F_ 0 33 C_T 8 1,05 DArTseq  4,02E-04  3.13 CIT 3,58
8216048 F 0 53 G_T 8 1,08 DArTseq  7,16E-04 -355 G/T 3,87
S08_1138073 8 1,14 Capture-Seq 5,55E-04  2.24 AT 3,36
S08_1138136 8 1,14 Capture-Seq 5,55E-04  2.24 AlG 3,36
3381234 F_0 53 G_A 8 1,23 DArTseq  2,05E-04 1.84 AlG 3,91
S08_1400776 8 1,40 Capture-Seq 2,23E-04 -295 GI/T 3,85
S08_1478954 8 1,48 Capture-Seq 2,41E-04  2.90 AlG 3,83
S08_1478991 8 1,48 Capture-Seq 2,46E-04 -290 CIT 3,80
M_SDH_conj 3382122 F 0 48T C 8 1,57 DArTseq 3,77E-04 -2.72 CIT 3,59
S08_1744472 8 1,74 Capture-Seq 9,01E-05  2.97 GIT 4,34
3381158 F 0 52 G_A 8 1,88 DArTseq 5,06E-04 -272 AIG 3,41
S08_1886060 8 1,89 Capture-Seq 5,42E-04  2.70 AlG 3,37
3381059_F 050 G_A 8 2,57 DArTseq  6,89E-04  1.74 AlG 3,25
3381821 F 0 62 C_T 8 4,35 DArTseq  540E-04  3.36 CIT 3,38
3384309_F 037 G_A 8 4,37 DArTseq  2,06E-04 -353 A/G 3,89
3368476_F 0 44 A_C 8 4,41 DArTseq  2,05E-04 -353 A/C 3,90
3381402 _F 0 44 AT 8 4,42 DArTseq  1,24E-06  4.05 AIT 6,75
3381889 F 0 17 T _G 8 48,57 DArTseq  2,28E-04  2.86 GIT 3,97
S08_48616865 8 48,62  Capture-Seq 6,55E-04 -2.61 A/G 3,27
S09_8696600 9 8,70 Capture-Seq 6,91E-04 -3.74 CIT 3,24
S09_8764673 9 8,76 Capture-Seq 6,90E-04  3.74 AlG 3,24
S09_8895621 9 8,90 Capture-Seq 6,90E-04  3.74 GIT 3,24
3379011 F 0 24 C_T 9 35,21 DArTseq  4,42E-04 -234 CIT 3,50
3377566_F 0 61 A_T 9 35,26 DArTseq  6,53E-05 -2.64 A/T 4,55
3381021 F 0 34 C_A* 10 39,95 DArTseq 2,08E-06  3.59 AlC 6,45
3379372_F_ 0 50 G_T* 10 39,96 DArTseq  6,75E-05 -3.04 G/T 4,50
S10_39972372* 10 39,97  Capture-Seq 3,91E-04  2.27 CIT 3,55
S10_39972399* 10 39,97  Capture-Seq 4,99E-05 -2.72 CIT 4,67
3382850 _F 0 52 A_G* 10 40,09 DArTseq  4,82E-05 -3.19 A/G 4,70
3377812 F 0. 9 T_A* 10 40,17 DArTseq  3,61E-05 3.11 AIT 4,87
3377213 F 0.23 T_C* 10 40,32 DArTseq  4,34E-04  2.77 CIT 3,50
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S10_40547057* 10 4055  Capture-Seq 5,11E-05  3.32 AIT 4,66
3379386 _F 0. 66 T_A 10 41,03 DArTseq  1,79E-04  3.05 AIT 3,97
S10_41183075 10 41,18  Capture-Seq 5,19E-04  1.49 AlG 3,40
S10_41183110 10 41,18  Capture-Seq 5,13E-04 -150 C/T 3,40
S10_41183114 10 41,18  Capture-Seq 5,19E-04 -149 A/G 3,39
S10_41183115 10 41,18  Capture-Seq 5,19E-04 -149 A/G 3,39
S10_41183129 10 41,18  Capture-Seq 5,19E-04  1.49 AlG 3,40
S10 41183134 10 41,18  Capture-Seq 5,13E-04 -150 C/G 3,40
M_SDH_conj S10_41183147 10 41,18  Capture-Seq 5,13E-04 -150 CIT 3,40
8212518 F 0.5 G_C 11 1,44 DArTseq 9,50E-05 -2.83 CIG 4,32
8207515 F 0 37.T_ G 11 1,50 DArTseq  1,74E-04  2.10 GIT 3,98
3365978_F_ 016 G_.C 11 1,51 DArTseq  1,11E-04 -216 C/G 4,23
3381765 F_ 0 66_ T_C 11 1,53 DArTseq  568E-05  3.37 CIT 4,62
3377359 F 050 G_.A 11 1,56 DArTseq  3,19E-04 293 AlG 3,66
3378511 F 0 64 C_A 11 1,66 DArTseq  7,85E-04 255 AlC 3,17
3382969 F 0. 65 A_C 11 1,67 DArTseq  7,85E-04 -255 A/C 3,17
3368731 F 0 17 A G 11 1,70 DArTseq 6,41E-04 -249 A/G 3,28
3380677_F 0 38 AT 11 46,66 DArTseq  6,34E-04 -161 A/T 3,30
3381496_F_0_66_A_G 1 1,10 DArTseq 591E-05 -385 A/G 5,77
3383779_F_0_47_T_A 1 1,14 DArTseq  2,80E-04  3.06 AIT 4,70
8206455 F 0 42 G A 1 45,48 DArTseq 2, 72E-04 -3.77 AlG 4,79
3368286_F 0 32 A T 1 48,97 DArTseq  1,81E-04  2.46 AIT 5,00
8208534 F_ 0 58 C_T 1 48,98 DArTseq  2,67E-04 -244 CIT 4,79
3367520_F 0 5 T_C 2 47,95 DArTseq  3,92E-04 -349 C/T 4,47
3370252_F_0.27.T_C 2 47,98 DArTseq  7,55E-05  4.00 CIT 5,73
S02_47987001 2 47,99  Capture-Seq 7,50E-05  4.00 CIT 5,60
S02_48029543 2 48,03  Capture-Seq 7,77E-05 -3.99 G/T 5,58
S02_48031979 2 48,03  Capture-Seq 7,77E-05 -3.99 GI/T 5,58
S02_48031991 2 48,03  Capture-Seq 7,77E-05 -3.99 AT 5,58
S02_48032024 2 48,03  Capture-Seq 7,77E-05 -3.99 C/T 5,58
M_SDH_2014 3384410 F_ 0 57 A T 2 48,04 DArTseq  1,71E-04  3.56 AIT 5,03
3384410 F 0 63 G_C 2 48,04 DArTseq 7,77E-05 -399 C/G 5,58
S02_48040509 2 48,04  Capture-Seq 7,77E-05  3.99 CIT 5,58
S02_48040542 2 48,04  Capture-Seq 7,77E-05  3.99 AIT 5,58
3381090_F 0 42 T_G 2 48,06 DArTseq 1,88E-05 -436 G/T 6,59
3382109 _F 0.29 G_A 2 48,10 DArTseq  8,36E-05 -398 A/G 5,54
3379952 F 0 34 A_G 2 48,22 DArTseq  1,38E-05  4.89 AlG 7,61
3375189 _F_0.26_A_G 2 48,29 DArTseq  453E-05 -443 A/G 5,96
3378476_F_0_13 G_A 2 48,31 DArTseq  9,80E-06 -494 A/G 7,17
3381963 F_ 0 12.T_C 2 48,31 DArTseq  3,75E-04 -3.74 CIT 4,52
S02_48376751 2 48,38  Capture-Seq 4,53E-05  4.43 GIT 5,96
3377152_F_0_36_G_A 3 9,85 DArTseq  2,45E-04 3.24 AlG 4,82
S04_1964918 4 1,96 Capture-Seq 3,95E-04  4.55 AIT 4,46
3377630_F_0_63 T_A 4 2,03 DArTseq  1,83E-04 4.23 AIT 5,00
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3372264 F_ 014 T C 4 2,07 DArTseq  3,71E-07  3.59 CIT 9,58
S04_2116015 4 2,12 Capture-Seq 3,50E-05 -3.38 A/C 6,14
S04_2116041 4 2,12 Capture-Seq 3,50E-05  3.38 AlG 6,14
S04_2119449 4 2,12 Capture-Seq 6,96E-05 -2.88 CI/T 5,66
S04_2290298 4 2,29 Capture-Seq 2,20E-05  2.80 GIT 6,47
S04_2297372 4 2,30 Capture-Seq 3,06E-06  3.24 AlG 7,87
S04_2297375 4 2,30 Capture-Seq 3,06E-06  3.24 CIT 7,87
S04_2297390 4 2,30 Capture-Seq 3,06E-06  3.24 AlG 7,87
S04_2297405 4 2,30 Capture-Seq 3,06E-06  3.24 GIT 7,87
S04_2297457 4 2,30 Capture-Seq 3,06E-06  3.24 AlG 7,87
3369473 F 019 G_A 4 2,30 DArTseq 1,21E-06 3.35 AlG 8,55
8668701_F_0 48 T_C 4 2,38 DArTseq  1,03E-04  2.92 CIT 5,49
3383197_F 0.7.G_T 5 25,16 DArTseq  2,11E-04 -343 G/T 4,89
3370982_F 0 64 A_G 5 25,93 DArTseq  1,94E-04  3.46 AlG 5,03
S05_26033353 5 26,03  Capture-Seq 2,11E-04 -343 A/G 4,89
3381117 F 020 G_A 5 35,18 DArTseq 2,53E-04 -518 A/G 4,77
3378505 F 019 C_T 6 19,24 DArTseq  3,57E-04 -459 C/T 4,55
3366948 F 039 T_C 6 19,26 DArTseq  2,77E-04  4.66 CIT 4,70
3377542_F_ 0 21 T_A 6 19,56 DArTseq  2,86E-04  2.37 AIT 4,77
3380824 F 0.8 T_A 6 19,60 DArTseq  2,59E-05  2.79 AIT 6,37
S06_19606501 6 19,61  Capture-Seq 1,38E-04 -255 A/C 5,18
S06_19609666 6 19,61  Capture-Seq 1,38E-04 255 CIT 5,18
M_SDH 2014 366197 F07GC 6 1973  DArTseq 370E-04 247  CIG 4,51
3377397_F 0 11 A T 6 19,73 DArTseq  3,67E-04 -248 AT 4,51
3381348 F 0 51. T_C 6 23,76 DArTseq 1,87E-04 2.98 CIT 4,98
3372209_F_0 35 G_A 6 28,87 DArTseq  2,18E-04  4.50 AlG 4,87
3376862_F 0. 7. T_A 6 29,62 DArTseq  197E-04 -413 AT 4,94
S06_30279544 6 30,28  Capture-Seq 3,11E-04 -290 A/C 4,62
3369518 F_ 0. 54 C_T 6 30,41 DArTseq 1,35E-04 -313 C/T 5,20
3378457_F 047 G_A 6 30,43 DArTseq  1,38E-04  3.23 AlG 5,18
3381811 F 0 43 AT 8 3,16 DArTseq  3,30E-04  4.46 AIT 4,66
3377179 _F 035 G_A 8 5,17 DArTseq  3,63E-04  3.12 AlG 4,54
S08_57021618 8 57,02  Capture-Seq 3,15E-04  5.70 GIT 4,62
3380693 F 0 23 A G 8 57,02 DArTseq 3,13E-04 -571 A/G 4,63
S08_57026206 8 57,03  Capture-Seq 3,15E-04 -5.70 C/G 4,62
3382224 F 0. 48 G_T 8 57,31 DArTseq  345E-04 -593 G/T 4,55
3377156_F_0 20 T_G 8 57,40 DArTseq  3,77E-04  5.88 GIT 4,49
3381999 F 019 C_T 8 57,41 DArTseq  345E-04 -593 C/T 4,55
8207393 F 059 C_.T 10 1,33 DArTseq  3,64E-04 -451 C/T 5,53
3381021 F 034 C_A* 10 39,95 DArTseq  151E-07 5097 AlC 10,10
3379372 F 050 G_. T 10 39,96 DArTseq 1,22E-07 -6.20 G/T 10,25
S10_39972372 10 39,97  Capture-Seq 4,07E-05  3.98 CIT 6,04
S10_39972399 10 39,97  Capture-Seq 2,01E-04 -382 CIT 4,93
3381321 F 0 53 G_A 10 40,00 DArTseq  3,75E-04  3.40 AlG 4,50
3382850 F 0. 52 A_G 10 40,09 DArTseq 2,50E-05 -510 A/G 6,40
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3377812 F 0.9 T A* 10 4017  DArTseq 344E-06 518 AT 7,82
MSDH 2014 5377513 F 023 T C 10 4032  DArTseq 277E-05 494  CIT 6,31
S10_40547057 10 4055 Capture-Seq 2,20E-05 521  A/T 6,48
3378581 F 036 C A 6 2060  DArTseq 129E-05 386 AIC 7,51
S06_29713507 6 2971 Capture-Seq 3,50E-06 -429  C/T 8,57
M CDH 2014 S07_1121648 7 1,12 CaptureSeq 7,20E-07 421  CIG 9,79
I S07_1121680 7 112  CaptureSeq 7,907 421  CIT 9,79
3381021 F 034 C A 10 3995 DArTseq 166E-05 363 A/C 7,33
3377812 F 0.9 T A* 10 4017  DArTseq 187E-05 345 AT 7,23

* SNPs identificados em mais de um ambiente

Caract: caracteristica; Crm: cromossomo; Pos.: posi¢do; TVFE: total da variancia fenotipica explicada pelo marcador; P:
produtividade; M: massa de 100 grdos; SDH: sem deficiéncia hidrica; CDH: com deficiéncia hidrica; conj: anlise conjunta
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Anotacao génica

Considerando as analises individuais e conjuntas, 231 SNPs significativos foram
identificados para massa de 100 gréos e produtividade. Desses, 17 SNPs foram detectados em
mais de um ambiente e 195 foram identificados apenas em um ambiente, totalizando 212
SNPs para a anotacdo funcional. Dos 212 SNPs, 180 estdo dentro de genes e 32 estdo
préximos a genes, com distancias variando de 0,15 a 21,29 kb. Um total de 158 transcritos
codificados por 156 genes foram anotados, dos quais, a grande maioria codifica para proteinas
putativas que estdo presentes em componentes integrais de membrana, sistema
endomembranoso e membrana plasmética. Quanto & funcdo celular, a maioria tem atividades
de hidrolase, oxirredutase e ligacdo a DNA, participando, principalmente, dos processos de
transporte de transmembrana, 6xido-reducéo e organizacdo de organela.

A anotagdo génica permitiu a identificacdo de marcadores SNPs dentro ou
proximos de importantes genes com efeitos putativos associados as respostas a deficiéncia
hidrica, para os quais, 0s acessos que apresentaram determinado alelo foram,
significativamente, mais produtivos. Por exemplo, um dos SNPs identificados para
produtividade no ambiente CDH-2016 (3366987 F 0 61 T C) estd dentro do gene
Phvul004G124700. Este gene codifica uma proteina putativa “cytochrome P450 704C1-like”,
a qual tem papel crucial no metabolismo do hormdnio acido abscisico (ABA), o qual, por sua
vez, esta envolvido em varios processos criticos no crescimento e no desenvolvimento normal
da planta, bem como em respostas adaptativas a estresses ambientais (Saito et al. 2004). Os
acessos com alelo T foram, significativamente (p-valor = 4,603E-04), mais produtivos do que
os que tinhamo alelo C (Figura 7B). No mesmo ambiente, também foram detectados os SNPs
3371634 F 0 19 A T e S11 3061868, ambos no cromossomo 11. O primeiro esta
localizado a 150 pb do gene Phvul.011G035200, que esta associado com a proteina putativa
“E3 ubiquitin-ligase UPL3”. Esta proteina esta envolvida nos processos de ubiquitinagao, que
consiste na degradacdo eficiente de proteinas anormais resultantes, dentre outros fatores, de
estresses ou danos oxidativos e atua como regulador positivo nas respostas a seca ABA-
dependente (Ryu et al. 2010, Lee e Kim 2011). Os acessos que possuem o alelo T foram, em
média, significativamente (p = 1,015E-02) mais produtivos do que os individuos que possuem
0 alelo A (Figura 7C). J& o segundo SNP, o qual esta localizado dentro do gene
Phvul.011G034900, codifica para a proteina putativa “myb-related 308”. Os acessos que
possuem o alelo T foram, em média, significativamente (p = 1,01E-02), mais produtivos do

que os individuos que possuem o alelo C (Figura 7D). Esta proteina tem papel essencial no
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crescimento, desenvolvimento e resposta a estresses ambientais regulando a sintese de ABA
(Xiong et al. 2014). Estes dois ultimos SNPs estdo a uma distancia de 40 kpb e apresentam o
mesmo padréo de variagdo de produtividade representado nos boxplots, sugerindo que eles
estejam em desequilibrio de ligacdo e que ambos podem estar contribuindo para o aumento da
tolerdncia a seca.

O “SNP 8212543 F 0 56 C_A”, o Unico significativamente relacionado a
produtividade no ambiente CDH-2014, esta localizado dentro do gene Phvul.007G243200,
que codifica o transcrito Phvul.007G243200.1, o qual est& associado com a proteina putativa
“ABC transporter G family member 24-like”. Os acessos que possuem o alelo C foram, em
média, significativamente (p = 3,95E-05) mais produtivos do que os individuos que possuem
0 alelo A (Figura 8). Esta proteina atua no transporte de ABA e estd envolvida na via de
sinalizagdo de ABA intercelular (Kuromori e Shinozaki 2010).
ambientes SDH-14 e CDH-14 e na analise conjunta dos experimentos irrigados. Este SNP
possui dois efeitos preditos no intron e dois efeitos no sitio aceptor de splicing do gene
Phvul.010G131400, o qual codifica para o fator de transcrigdo “MYB” relacionado ao
subgrupo “TRF-like6”. Os genes TRF-like sdo expressos em maior abundancia nas sementes
(Du et al. 2013). Os individuos que possuem o alelo A apresentaram, significativamente,
maior peso para 100 grdos do que os que possuem o alelo T (p = 1,911E-06) (Figura 9).



122

A)

Produtividade_CDH_2016

1000 1200 1400 1600

~loga(p)
iy
|
Produtividade

800
|

600
|

H
'
'
'
'
'
'
'
'
'
—_— '
i '
I '
I '
I '
I I
‘ -
I
I
I
I
I
- I
'
'
'
v '
I '
I '
R E— '
'
'
'

R S—

400
L

C T

3366987_F_0_61_T_C - alelos

Chromosome B) —————
Produtividade_CDH_2016 )
3
© o Produtividade_CDH_2016
o
8 T @
g @
i o -
g | | Sl |
~ | R 1
3 | o :
: ¢ i - N | e
= o L)) A '
= O © '
3 - @ '
g ; s 84 -
o 1 5 2
g i E :
R T o5 H
1 o — H
o H @ |
o - H R S
w 1 ]
! - i
2 7 '
1 o 1
o - !
g |
~ 1 |
o _—
g J
A T ~ r 1
c T
3371634 F 0 19 A T-alelos
C) $11_3061868 - alelos

Figura 7. GWAS para produtividade no experimento com deficiéncia hidrica em 2016 (CDH-
2016). A) Manhattan plot mostrando os SNPs significativos (p-valor < 6,32E-05); B) Boxplot
para o SNP “3366987 F 0 61 T C”, mostrando que os acessos com alelo T tiveram
produtividade, significativamente, maior do que os que possuem o alelo C, pelo teste de
Wilcoxon (p = 4,603E-04); C) Boxplot para o SNP 3371634 F 0 19 A T”, mostrando que
0s acessos com alelo T tiveram, em média, produtividade, significativamente, maior do que 0s
que possuem o alelo A (p = 1,015E-02); D) Boxplot para o SNP “S11 3061868, mostrando
gue os acessos com alelo T tiveram, em média, produtividade, significativamente, maior do
que os que possuem o alelo C (p = 1,01E-02).
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Figura 8. GWAS para produtividade no experimento com deficiéncia hidrica (CDH-2014). A) Manhattan plot (p-valor < 1,74E-06); B) Posi¢do
do marcador 8212543 F 0 56 C_A (seta azul), detectado pelo GWAS no cromossomo 07, localizado no intron do transcrito Phvul.007 G243200
.1; C) Boxplot para massa de 100 grdos com base nos alelos do marcador 8212543 F 0 56 _C_A. A diferenca entre 0s grupos que contém cada a
lelo foi analisada pelo teste de Wilcoxon (p = 1,911E-06).
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Figura 9. GWAS para massa de 100 graos nos experimentos com deficiéncia hidrica (2014). A) Manhattan plot mostrando os SNPs significativo

pelo teste de Wilcoxon (p = 1,911E-06).
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Considerando somente os experimentos com deficiéncia hidrica, foram detectados
24 SNPs significativos, dos quais um foi detectado em mais de um ambiente. Destes, 18 estdo
dentro de genes e cinco estdo préximos, com distancia variando entre 150 a 1885 pb (Tabela
7). Estes genes codificam para proteinas putativas com importancia na tolerancia a seca, tais
como transportadores de membrana (sec6l), enzimas com funcdo de Oxido-reducdo
(dihydroflavonol-4-reductase DFR1, cytochrome P450 704C1-like), fatores de transcrigcéo de
ligacdo ao DNA (polyadenylate-binding RBP47C-like, pre-rRNA-processing ESF2, myb
transcription fator, bZIP transcription factor), metabolismo de carboidratos (glucan endo-
1,3-beta-glucosidase 9), canal de transporte de ions (mechanosensitive ion channel 6-like),
transportador de ABA (ABC transporter G family member 24-like) e processo de
ubitiquinacdo (E3 ubiquitin- ligase UPL3).

Foram preditos 463 efeitos para os 212 SNPs significativos através da analise no
SnpEff. Quanto ao impacto predito para esses efeitos, 371 (80,13%) foram do tipo
modificador, 50 (10,8%) foram considerados de baixo impacto, 37 (8%) de impacto moderado
e cinco (1,08%) com alto impacto. Os efeitos foram observados, predominantemente, em
sequéncias flanqueadoras de genes (5 kb) ou dentro de genes (93,09%), dos quais 18,58%

foram observados dentro de exons e 18,14% dentro de regibes intrénicas (Figura 10).
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Tabela 7. Anotagdo génica dos SNPs significativos detectados nos ambientes com deficiéncia

Gene

Transcrito anotado

Descricao

hidrica

. Dist.
Caract/Ambiente Marcador Crom. (kb)
3378581 F 0 36 CA 6 1885

S06_29713507 6 0
S07_1121648 7 1498

Massa/CDH-

2014 S07_1121680 7 1466

3381020 F0O 34 CA 10 0

3377812 FO9 T A 10 0

Phvul.006G188800

Phvul.006G189000

Phvul.007G016600

Phvul.007G016600

Phvul.010G129500

Phvul.010G131400

Phvul.006G188800.1

Phvul.006G0189000.1

Phvul.007G016600.1

Phvul.007G016600.1

Phvul.010G129500.1

Phvul.010G131400.1

TMV resistance
N-like

enoyl- delta
isomerase
peroxisomal-like

mechanosensitive
ion channel 6-like

mechanosensitive
ion channel 6-like

mitochondrial
intermembrane
space import and

assembly 40

mybtranscription
factor [Medicago
truncatula]

S01_1681129* 1 0

338383LF08 CT 2 0

Prod/CDH-conj $02_4341198 2 0

338433LF 044 TA 6 217

8196854 F 0 58 AG 6 0

Phvul.001G019600

Phvul.002G046700

Phvul.002G046900

Phvul.006G005800

Phvul.006G005900

Phvul.001G019600.1

Phvul.002G046700.1

Phvul.002G046900.1

Phvul.006G005800.1

Phvul.006G005900.1

polyadenylate-
binding RBP47C-
like

vacuole
membrane KMSL-
like

plastocyanin-like
domain
[Medicago
truncatula]

Breas cancer
susceptibility 2
homolog B-like

isoform X2

breast cancer type
2 susceptibility
[Medicago
truncatula)

Prod/C DH-2014
8212543 F 0 56 CA 7 0

Phvul.007G243200

Phvul.007G243200.1

ABC transporter
G family member
24-like
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Caract/Ambiente Marcador Crom. ?Ilf); Gene Transcrito anotado Descricao
dihydroflavonol-
4-reductase
DFR1 [Glycine
3372117 F 049 T C 1 0  Phvul.001G012800 Phvul.001G012800.1 max]
polyadeny late-
binding
S01_1681129* 1 0  Phvul.001G019600 Phvul.001G019600.1  RBP47C-like
pre-rRNA-
3383663 F 0 34 A processing ESF2
G 4 0  Phvul.004G060300 Phvul.004G060300.1 [Vigna angularis]
Pentatricopeptide
repeat-containing
3370657_F 0 63 C_T 4 0  Phvul.004G060400 Phvul.004G060400.1  mitochondrial
hypothetical
protein
PHAVU_004G1
221009
[Phaseolus
S04_39340571 4 0  Phvul.004G122100 Phvul.004G122100.1 vulgaris]
Prod/CDH-2016
cytochrome P450
3366987_F_0 61_T_C 4 0  Phvul.004G124700 Phvul.004G124700.1 704C1-like
cytochrome P450
3378663 F 0 27 G_C 4 0  Phvul.004G124700 Phvul.004G124700.1 704C1-like
8206842 F 0 19 G_ sister chromatid
A 8 0  Phvul.008G051500 Phvul.008G051500.1 cohesion 1 4
S11_3061868 11 0  Phvul.011G034900 Phvul.011G034900.1 myb-related 308
E3 ubiquitin-
3371634 F 019 AT 11 150 Phvul.011G035200 Phvul.011G035200.1 ligase UPL3
bzIP
transcription
factor bZI1P121
isoform X1
S11_3134976 11 0  Phvul.011G035700 Phvul.011G035700.1  [Glycine max]
transport Sec61l
3366930_F_ 0 66_G_T 11 0  Phvul.011G169200 Phvul.011G169200.1 subunit beta-like

*SNPs detectados em mais de um ambiente

Caract: caracteristica; Dist. (kb): distancia do SNP em relacdo ao gene em kb
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Figura 10. Numero de efeitos dos SNPs por regides no genoma
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DISCUSSAO

O melhoramento para tolerancia a seca € um grande desafio devido as variacoes
na intensidade e duragdo dos episddios de seca, além da natureza quantitativa e baixa
herdabilidade do carater (Schneider et al. 1997, Blum 2011, Blair etal. 2012).

Os estudos de GWAS representam uma abordagem com grande potencial para a
caracterizacdo da arquitetura de caracteristicas complexas e dependem, basicamente, de
marcadores moleculares abundantes e distribuidos em todo genoma, um tamanho de amostra
populacional suficientemente grande e geneticamente diverso para detectar um maior nimero
de associagdes, cujos fendtipos sejam bem definidos e confidveis. Nesse estudo, para detectar
regides gendmicas associadas a tolerancia a seca em feijoeiro comum, foi utilizado um
conjunto de 343 acessos da CONFE, todos pertencentes ao pool génico Mesoamericano,
representado por germoplasma tradicional e cultivado, com grandes variacbes nas cores,
tamanho e forma dos grdos (Rangel et al. 2013), além de serem diversos geneticamente
(Cascéo etal. 2014).

O ambiente e a época escolhidos para instalagdo dos experimentos de campo se
mostraram adequados para avaliacdo dos caracteres associados a tolerancia das plantas a
deficiéncia hidrica, pois segundo Heinemann et al. (2007), a precipitacdo pluvial em
Porangatu/GO no periodo de maio a agosto apresenta uma variacdo de 0 a 13 mm ao més,
com temperaturas maximas variando de 35,4 a 37,5 °C. Portanto, nesta época de plantio, as
plantas sdo submetidas ao estresse de alta temperatura e escasse z de chuvas, 0 que permitiu o
controle preciso da disponibilidade de agua, através da irrigacdo nos momentos indicados
pelas leituras no tensibmetro. Os dois caracteres fenotipicos avaliados nesse estudo, massa de
100 gréos e produtividade, apresentam alta e baixa herdabilidade, respectivamente. Segundo
Rezende & Duarte (2007), para os caracteres de produtividade, em geral com alta influéncia
ambiental e baixo coeficiente de determinacdo genética, 0s numeros de repeticdes usualmente
empregados (entre dois e quatro) ndo permitem atingir a meta de 90% para acuracia seletiva,
mesmo que avaliados em diferentes locais e anos e com baixos coeficientes de variacdo. Por
ISSo, 0S autores recomendam, ao menos, seis repeticGes para avaliacdo destes caracteres.
Apesar dos experimentos apresentarem somente duas repeticdes, valores de acuracia acima de
70% foram obtidos, o qual é considerado alto segundo Rezende e Duarte (2007), o que indica
alta precisdo experimental para avaliacdo dos caracteres agronémicos.

Os marcadores SNPs obtidos pelas tecnologias DArTseq e Capture-Seq se

mostraram adequados para explorar o desequilibrio de ligacdo ao longo do genoma de
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feijoeiro comum e possibilitaram a identificacdo de SNPs tanto em DL, quanto diretamente
associados aos genes de importincia no carater tolerdncia a seca. O fato de estas tecnologias
identificarem polimorfismos em regides ricas em genes (DArTseq) e em genes alvos
(Capture-Seq), as tornam um excelente recurso nos ensaios de GWAS, e pode ter favorecido
na identificagdo de um nimero consideravel de polimorfismos associados aos fendtipos em
estudo, principalmente para massa de 100 graos, que ¢ um cardter com alta herdabilidade
(Schneider et al. 1997, Blair et al. 2012). O aproveitamento dos SNPs gerados pela tecnologia
DArTseq foi alto e comparavel com outros estudos que utilizaram a mesma tecnologia,
atingindo altos valores de reprodutibilidade, com média de 99,8%, similar & média obtida para
Physaria (99,7%) por Cruz et al. (2013). O valor médio de Call rate (93%) foi superior ao
relatado para melancia (91,3%) por Ren et al. (2015), mas inferior ao relatado para Physaria
(98,78%) por Cruz et al. (2013). A taxa de erros de replicatas (0,43%) foi inferior ao
encontrado para café (4%) Garavito et al. (2016). Na andlise por Capture-Seq, do total de
5050 genes alvos para o desenho das sondas, 3304 (65,42%) foram capturadas, valor superior
ao relatado para Pinus taeda L. (57%) por Neves et al. (2013). Das sondas capturadas, 1701
(33,68%) contendo SNPs com MAF > 0,05 foram selecionadas, obtendo, portanto, um
aproveitamento de 33,68%, em relacdo ao numero inicial de genes, valor este superior ao
descrito por Neves et al. (2013) que foi de 28% para a espécie Pinus taeda L.. O método
HMM, utilizado neste estudo para imputacdo dos dados faltantes, ¢ o mais comum e tem
mostrado melhor poder e resolucao nos estudos de GWAS (Xavier etal 2016). A taxa de erro
para imputagdo obtida (1,55%) foi similar as obtidas por outros softwares que utilizam o
mesmo método de imputagdo (Howie et al. 2009, Xavier etal. 2016).

Entre os varios fatores que afetam a eficiéncia do GWAS, a densidade de
marcadores ¢ um fator crucial. Em geral, o aumento da densidade de marcadores potencializa
a resolu¢do do mapeamento, aumentando assim a precisdo para deteccdo de QTLs (Li et al
2015). Este estudo gerou uma densidade média de marcadores SNPs, que mesmo apos
filtragem pela MAF e imputacdo de dados faltantes (8789 SNPs), apresentou uma ampla
representatividade do genoma do feijao, com uma distribuicdo de 1 SNP/59 kpb. Este valor
foi superior ao relatado por estudos prévios em feijoeiro comum, de 1SNP/86 kpb por
Valdisser et al. (em elaboragao) e 1 SNP/500 kpb (Valdisser et al. 2016).

A extensdo do DL ¢ outro fator determinante da efici€éncia do GWAS (Lipka et al.
2015). O decaimento do DL com a distincia fisica entre os SNPs foi de 250 kb para * ~ 0,23,
o qual ¢ inferior ao relatado para soja por Zhou et al. (2015, 420 kb) e superior ao relatado

para Oryza sativa (123 kb e 167 kb em indica e japonica, respectivamente) por Huang et al.
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(2010). A efetividade de um estudo de associagdo também depende da intensidade do DL
entre o marcador molecular e a variante causal de determinado fenotipo (Myles et al. 2009). A
estimativa de DL sem correcdes tem menor confiabilidade porque inclui DL entre marcadores
a longas distancias, devido a estruturagdo e parentesco genético entre os acessos. Usando a
correcao, os valores de DL sdo altos somente para os marcadores geneticamente ligados
(Cericola et al. 2014). Neste estudo, a estimativa final para a extensdo de DL foi de
aproximadamente 66 kb. Este nivel de DL ¢ ideal para o0 método GWAS, uma vez que permite
uma cobertura eficiente do genoma com base num numero relativamente moderado de
marcadores. Os valores de DL obtidos foram inferiores aos relatados por Valdisser et al. (em
elaboragdo), estimados para 111 acessos Mesoamericanos, que foram de ~312 Kb e ~130 Kb,
sem e com correcdo para estrutura e parentesco, respectivamente. Portanto, para as
estimativas com corre¢do do viés, o valor relatado no estudo atual foi, aproximadamente, 50%
menor, o que pode ser explicado pelo maior tamanho amostral e consequente, acimulo de
maior nimero de eventos de recombinagdo, reduzindo o desequilibrio de ligagdo.

A analise criteriosa de anotacdo dos SNPs associados aos caracteres agronémicos
na presenca e auséncia da deficiéncia hidrica revelou uma extensa re de de termos associados a
diversos mecanismos fisiologicos previamente identificados como responsivos ao déficit
hidrico. A analise funcional do SNP “S01 16811297, que foi detectado associado a
produtividade no ambiente CDH-2016 e na andlise conjunta para 0s ambientes com
deficiéncia hidrica, revelou que o mesmo esta localizado dentro do gene Phvul.001G019600,
o qual codifica para uma proteina de ligagdo ao RNA (“polyadenylate-binding RBP47C-
like”). Essas proteinas de ligagdo ao RNA (RBP) t¢ém papel essencial na regulacdo génica pds-
transcricional, exercendo importante fungdo no crescimento, desenvolvimento e resposta a
estresse, permitindo a adaptacdo das plantas as varias condicdes ambientais (Lorkovic 2009,
Lee e Kang 2016). Em arroz, a superexpressdao de RBP em plantas transgénicas mostram que
estas tiveram maior taxa de recuperagdo e produtividade em comparagdo as plantas nao
transgénicas sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica (Yang et al. 2014). A funcdo da RBP47C
ainda ndo ¢ conhecida, mas um estudo recente em Arabidposis, conduzido por Narayanan et
al (2014), usando um mutante contendo um gene defeituoso que codifica RBP47, demonstrou
que esta proteina tem fungdo na sintese de carotendides. Sabe-se que os carotendides tem
varios papéis no desenvolvimento das sementes, principalmente induzindo a produgdo de
ABA (Wurtzel et al. 2001). O fitohorménio ABA atua no fechamento dos estdmatos para
evitar a perda de agua (Taiz e Zeiger 2006, Zhang et al. 2006). Durante a seca 0s niveis de

ABA aumentam drasticamente nas plantas (Zeevaart et al. 1990), j& que sua producdo é
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importante para iniciar respostas precoces de sobrevivéncia ao estresse hidrico (Zhang et al.
2006).

Outros SNPs associados a produtividade e identificados no ambiente CDH-2016
foram os 3366987 F 0 61 T C e 3371634 F 0 19 A T. O primeiro estd dentro de um
gene cujo transcrito esta associado a proteina putativa “cytochrome P450 704C1-like”. Varios
estudos tem relatado o papel desta proteina no controle da producdo de ABA em plantas
(Kushiro et al. 2004, Saito et al. 2004). Uma das enzimas que atuam no catabolismo do ABA,
a 8’-hidroxilase ¢ uma proteina P450 (Ueno et al. 2005). Kitahata et al. 2005, demonstraram
que a inibicdo desta enzima pode aumentar o contéudo de ABA nas plantas e aumentar a
resisténcia a deficiéncia hidrica. Os gendtipos que apresentaram o alelo T para este marcador
apresentaram media de produtividade, significativamente, maior do que os acessos que tem o
alelo C. Portanto, supde-se que um polimorfismo que atue reduzindo ou inibindo a expressao
desta enzima, seja vantajoso para a planta em momentos de déficit hidrico. Segundo
Nepomuceno et al. (2000) a desativacdo da expressdo de determinados genes também pode
estar associado ao aumento da tolerancia a seca. Ja o segundo SNP, esta a 150 pb do gene que
codifica para “E3 ubiquitin- ligase UPL3”. Esta proteina esta envolvida nos processos de
ubiquitinacdo, que consiste em um sistema de degradacdo de proteinas utilizado pelos
organismos eucariotos para degradar, eficientemente, as proteinas celulares prejudiciais e
controlar todo o conjunto de componentes reguladores. Em plantas, a adaptacdo em resposta a
varios estresses abioticos pode ser conseguida através da ubiquitinacdo e da degradacédo
resultante de componentes especificos para a sinalizacdo do estresse (Lee e Kim 2011).
Varios estudos demonstraram que as ligases E3 estdo envolvidas em vias dependentes ou
independentes de ABA em resposta ao estresse de seca (Zhang et al. 2007, Zhang et al. 2008).

O Udnico SNP (8212543 F 0 56 C_A), associado a produtividade, que foi
detectado no ambiente CDH-2014, esta presente no gene que codifica para a proteina putativa
“ABC transporter G family member 24-like”. Através de analises genéticas e bioquimicas,
muitos estudos tem relatado o papel destes transportadores na exportacdo de ABA atraves da
membrana plasmatica e sua funcdo nas vias de sinalizacdo intercelular, sugerindo, fortemente,
que a presenca do mecanismo de transporte atue sobre o controle ativo do ABA entre as
células vegetais, provocando respostas multicelulares aos estresses ambientais (Kuromori et
al. 2010, Kuromorie Shinozaki 2010). Segundo Kang et al. (2010), um transportador de ABA
é muito relevante durante as condigdes de estresse, ja que nesta situacdo o pH extracelular €
aumentado, fazendo com que o ABA se dissocie na sua forma carregada, dificultando sua

difusdo passiva através da bicamada lipidica, 0 que é contraditério com a necessidade de
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liberar rapidamente o horménio do stress para a célula com o objetivo de se obter uma
resposta rapida (Wilkinson e Davies 1997). Por isso, a localizacdo intracelular destes
transportadores de ABA destaca a importancia da captacdo de ABA na célula para que
ocorram processos de sinalizagdo celular e demonstra o potencial de um transportador, o qual
poderia fornecer ABA de uma forma rapida e regulada para iniciar respostas imediatas e
controladas as varias condicGes de estresse, como a seca, percebidas pelo horménio.

A sinalizacdo do estresse de seca pode ser dividida em dois tipos de vias baseadas
na dependéncia ou independéncia do horménio ABA. A via dependente de ABA é mediada
por dois sistemas diferentes (Agarwal et al. 2006). No primeiro sistema, os fatores de
transcricdo bZIP se ligam a elementos cis-acting ABRE presentes em genes responsivos a
seca, tais como RD29B, AIL1 e RABI18, ativando-os (Fujita et al. 2005, Nakashima et al.
2009). O segundo sistema € controlado por fatores de transcricdo MYC/MY B. Estas proteinas
ligam-se a elementos cis-acting, tais como MYCRS e MYBRS (sequéncia de reconhecimento
MYC e MYB, respectivamente) e ativam a transcricdo do gene responsivo a seca RD22 (Abe
et al. 1997). Estes genes responsivos a seca atuam na sintese e transducdo de sinais para
aumento do ABA nas plantas e consequente, tolerancia a deficiéncia hidrica. Alguns SNPs
detectados neste estudo (S11 3061868, S11 3134976), associados com massa de 100 gréos e
produtividade, estdo presentes em genes que codificam proteinas homélogas aos fatores de
transcricdo bZIP e MYB.

Nos ambientes com irrigacdo adequada houve deteccdo de SNPs somente
associados com a massa de 100 grdos. Estes SNPs estdo dentro ou proximo de importantes
genes associados ao desenvolvimento das sementes, tais como metabolismo de aminoécidos,
lipideos e carboidratos, biossintese de flavondides e carotendides, fosforilagdo oxidativa
(Lepiniec et al. 2006, Frey et al. 2006, Fatihi et al. 2013), com destaque para o0 SNP
para os ambientes irrigados esta proximo ao gene (- 3Kb) Phvul.006G077200 que codifica
para a proteina putativa “expansin”. As proteinas “expansins” tem fungdo conhecida na
extensdo da parede celular durante o crescimento da célula. Xu et al. (2013) demonstrou que
plantas transgénicas de Arabidopsis e algoddo que superexpressaram a proteina “expansins”
tiveram aumento no tamanho das sementes. Mais recentemente, em estudo com feijao,
Schmutz et al. (2014) também detectaram através de GWAS genes candidatos associados a
massa de grdos com fungdes putativas de “expansin”.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com estudos prévios de caracteres

associados a seca (Schneider et al. 1997; Blair et al. 2012), nos quais 0 nimero de QTLs
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associados a produtividade foi baixo e para massa de grdos foi alto. Neste estudo houve
deteccdo de SNPs associados a produtividade em ambientes com deficiéncia hidrica nos
cromossomos 1, 2, 4, 6, 7, 8 e 11. Em feijdo, QTLs associados a produtividade foram
relatados nos cromossomos 1, 2, 5 e 10 (Trapp et al. 2015) e nos cromossomos 3 e 9 por
diversos autores (Blair et al. 2006, 2012; Checa e Blair 2012; Wright e Kelly 2011;
Mukeshimana et al. 2014). Certamente, essa variacdo dos QTLs identificados em diferentes
cromossomos esta, provavelmente, relacionada a alta influéncia ambiental nesta caracteristica,
as diferentes condicGes de estresse aplicadas e as variagbes no background genético do
germoplasma avaliado, ocasionando baixa estabilidade na deteccdo de QTLs. J& para a
caracteristica massa de 100 graos foram identificados QTLs em todos 0s cromossomos, com 0
maior nimero presente no cromossomo 3 (45 SNPs). Estudos anteriores revelaram QTLs nos
cromossomos 1, 2, 8 (Trapp et al. 2015), 3 e 7 (Mukeshimana et al. 2014) e 9 (Blair et al.
2006, Mkwaila et al. 2011). O maior numero de QTLs associados ao peso de grédos
identificados no estudo atual pode ser resultante da maior variabilidade genética existente
entre 0s acessos, enquanto na maioria dos estudos foram utilizadas populacdes biparentais.

Um estudo de GWAS para tolerdncia a seca em feijoeiro comum foi conduzido
por Hoyos-Villegas et al. (2016) em um painel contendo 96 genotipos Mesoamericanos,
avaliados para diferentes caracteres, tais como acamamento, peso de 100 gréos, biomassa de
florescimento e produtividade. Considerando o total de 27 SNPs significativos identificados,
dois SNPs foram associados a massa de 100 grdos, detectados em ambientes com e sem
deficiéncia hidrica, e estdo localizados no cromossomo 9. As posicdes destes SNPs ndo
coincidiram com os SNPs detectados em nossos estudos. Diferentemente do nosso estudo,
Hoyos-Villegas et al. (2016) ndo encontraram SNPs associados a produtividade.
Provavelmente, o tamanho do painel de associacdo (343 acessos) favoreceu um mapeamento
com maior resolucdo e deteccdo de QTLs associados a produtividade, além de maior nimero
de QTLs associados a massa de 100 graos.

A proporgdo da variagdo fenotipica, explicada pelos SNPs significativos
detectados nos ambientes com deficiéncia hidrica, variou de 5,62% a 14,39%, o0 que é
consistente com a complexidade gendmica desta caracteristica, a qual é controlada por varios
genes com efeitos menores. Valores similares foram relatados por Mukeshimana et al. (2014,
R? = 8,3 a 20,2%), Asfaw e Blair (2012; R* = 9 a 14%), Blair et al. (2012; R®> = 11 a 24%) e
Trapp et al. (2016; R? = 16%) através da anélise de populacdes biparentais avaliadas sob

condi¢bes de deficiéncia hidrica em feijoeiro comum.
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Para a selecdo de gendtipos superiores em condicBes de deficiéncia hidrica,
também se deve considerar sua produtividade em condicGes adequadas de irrigacdo. Segundo
Jongdee et al. (2006), cultivares com boa produtividade podem ser desenvolvidas em
condigdes de deficiéncia hidrica e, a0 mesmo tempo, responder bem as condi¢des favoraveis
de umidade do solo, desde que sejam avaliadas em ambos os ambientes. O gen6tipo
CF840047, uma variedade tradicional pertencente ao grupo comercial mulatinho, foi a que
teve menor reducdo de produtividade (45,87%), comparando os ambientes com e sem
deficiéncia hidrica, apresentando producdo de 1579 e 855 Kgha®, respectivamente. Um dos
genotipos que se destacou neste estudo foi a cultivar Ouro Negro (grupo comercial preto),
pois apresentou maior produtividade nos ambientes com déficit hidrico e a segunda mais
produtiva nos ambientes sob irrigacdo adequada, apesar das perdas de produtividade
estimadas chegarem a 58%. Este gendtipo apresentou Varios dos alelos com desempenho
superior para os marcadores encontrados dentro ou muito proximos de genes com fungdes
preditas importantes para tolerdncia a seca. Isto demonstra a importancia de se combinar mais
alelos favoraveis em uma cultivar para que o rendimento da produtividade seja aumentado,
objetivo este que pode ser potencializado pelo uso da selecdo assistida por marcadores
(SAM).

A selecdo assistida por marcadores, baseada nos alelos identificados em estudos
de GWAS, necessita de uma forte associacdo entre as regides gendmicas avaliadas e o carater
de interesse. Caso a associacdo ndo seja tdo forte, torna-se preferivel optar pela selecdo
fenotipica. Por isso é importante desenvolver andlises GWAS de alta qualidade, com bons
experimentos de fenotipagem e ampla cobertura de SNPs (Elshire et al. 2011). A identificagdo
das variantes alélicas associadas aos QTLs é potencializada quando um grupo diverso de
germoplasma é utilizado favorecendo a identificacdo de alelos que, em conjunto, possam ser
empregados na busca por gendtipos com desempenho destacado para tolerancia a seca. Dessa
forma, os resultados da anélise de GWAS podem ser convertidos em uma plataforma de
genotipagem para estudos moleculares em feijéo. Estudos de validacdo de SNPs associados a
tolerancia a seca, detectados através de GWAS, foram realizados em arroz (Pantalido et al.
2016) e grdo de bico (Kujur et al. 2015), e mostraram grande potencial para uso dos
marcadores validados na selecédo de gendtipos com performance superior para a caracteristica
avaliada. Portanto, nossos resultados podem ser usados como ponto de partida para o
desenvolvimento de marcadores (teis aos programas de melhoramento genético do feijoeiro
comum para tolerancia a seca. Apds etapas de validacdo, os alelos dos SNPs associados ao

fenotipo de tolerancia a seca podem, entdo, ser usados para selecionar acessos de feijao a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4508514/#B24

136

partir de bancos de germoplasma ou para monitorar o alelo presente em procedimentos de
introgressdo em retrocruzamentos, sem a necessidade de realizar ensaios de campo para

avaliar tolerancia a seca nestes materiais.
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CONCLUSOES GERAIS

As metodologias de genotipagem (DArTseq e Capture-Seq) utilizadas neste
estudo permitiram a descoberta de milhares de SNPs comampla distribuicdo no genoma de P.
vulgaris, proporcionando elevada eficiéncia na caracterizagdo do germoplasma estudado e na
identificacdo de SNPs associados a tolerancia a seca, com grande potencial para serem usados
na rotina de selecdo assistida por marcadores.

Os marcadores gerados pela metodologia DArTseq, descritos no primeiro
capitulo, possibilitaram uma ampla caracterizacdo molecular dos acessos mais diversos da
CONFE, gerando conhecimento para utilizacdo da diversidade genética existente e
promovendo maior eficiéncia no uso deste germoplasma. Também foi possivel selecionar um
conjunto de SNPs para compor um painel de média densidade, capaz de amostrar 0s
haplotipos neste germoplasma brasileiro e com potencial para ser utilizado, de modo rotineiro,
para estudos diversos, tais como caracterizacdo de bancos de germoplasma, analises de
ligacdo e associacdo.

O segundo capitulo descreveu o desenvolvimento de um painel de associacao
contendo 343 acessos Mesoamericanos genotipados para 8789 SNPs, o qual poderd ser
utilizado para analise de mapeamento associativo para diferentes caracteres de interesse dos
programas de melhoramento genético de feijoeiro comum. Esse estudo também viabilizou a
identificacdo de gendtipos com desempenho superior para tolerncia a seca, com a finalidade
de serem utilizados como genitores em cruzamentos visando ampliar a base genética de
linhagens do programa de melhoramento, além de propiciar a identificacdo de marcadores
ligados as regides genbmicas associadas com a tolerancia a seca, com grande potencial de
serem incorporados a rotina de selecéo assistida por marcadores, apés etapas de validacdo da
eficiéncia dos mesmos, ou utilizados como parte de um conjunto de marcadores altamente

informativos para estudos de selecdo gendmica.
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