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RESUMO

O trabalho foi realizado com o objetivo de estimar o ganho com a sele¢do fenotipica em
casa de vegetacdo no décimo segundo ciclo de selecdo recorrente além de comparar a eficiéncia
da selecdo assistida por marcadores moleculares em relacdo a selecdo fenotipica para a
resisténcia do feijdo ao mofo branco. Foi realizado o plantio de 900 plantas em casa de
vegetacdo. Apds quatro semanas, foi inoculado um isolado agressivo (isolado 27) de Sclerotinia
sclerotiorum identificado em ensaios experimentais realizados na UFLA. Foram feitos dois
indculos por planta a 2,5 cm do no, pelo método straw test. Uma semana ap6s a inoculaco, as
plantas foram avaliadas por meio de uma escala diagramatica de nove notas e as mais
suscetiveis foram eliminadas. Em seguida as 79 progénies So:1 mais resistentes foram semeadas
no campo juntamente com duas testemunhas, Corujinha (suscetivel) e Cornell 605 (resistente),
utilizando um delineamento latice simples 9 x 9 e foram inoculadas pelo método straw test e
avaliadas novamente. As 21 melhores progénies So:» foram semeadas no campo, juntamente
com as progénies selecionadas dos ciclos 1X, X, Xl e as duas testemunhas em um latice triplo
6 x 6. A partir da avaliagdo em So:2, foi realizada uma anéalise de regressao linear e o progresso
genético adquirido foi de 6,67% por ciclo, entre o ciclo IX e o ciclo XII. O ganho entre os ciclos
Xl e XIlI foi de 12,17%indicando maior eficiéncia da inoculacdo em casa de vegetacdo das
plantas So para se realizar a selecdo massal. O ganho tanto com a sele¢do fenotipica quanto com
a selecdo assistida por marcadores foi calculado em Sp:1, sendo estes 16,15% e 5,05%
respectivamente, indicando que a selecdo fenotipica em condic¢des controladas é mais eficiente.
Foi estimada a eficiéncia da selecdo assistida proposta por Hamblim e Zimmermann (1986),
sendo esta 4,76%. Para os carateres porte da planta e tipo de grdo, a acuracia estimada foi
mediana, porém o coeficiente de variacdo foi baixo, indicando que provavelmente a reduzida
variabilidade genética entre as progénies, pode ter subestimado a acuracia e consequentemente
a precisdo experimental. A alta uniformidade genética ndo permitiu distinguir as progénies
guanto a produtividade de graos, no entanto, a avaliacdo do porte, peso e tipo de grdos, permitiu
a selecdo de progénies promissoras, com gréos tipo carioca, porte arbustivo e boa produtividade,
aliado a acentuada resisténcia ao mofo branco.

Palavras-Chave:Phaseolus vulgaris L.Sclerotinia sclerotiorum. Ganho com a selecédo. Selecéo
fenotipica. QTL. Selecéo assistida por marcadores.



ABSTRACT

The research aims to estimate the selection gain of cycle XII of recurrent selection in
greenhouse and to compare the efficiency of markers assisted selection (MAS) with phenotypic
selection for white mold resistance. 900 plants were growed in greenhouse and in four weeks,
the most aggressive isolate (isolate 27) of Sclerotinia sclerotiorum was inoculated. Two inocula
were made per plant at 2.5 cm from the node, by the straw test procedure. One week after
inoculation, the plants were evaluated by a diagrammatic scale and the most susceptible were
eliminated. The 79 most resistant So:1 progenies were seeded in the field together with two
controls, Corujinha (susceptible) and Cornell 605 (resistant), using a simple 9x9 lattice design
and were inoculated by the straw test and evaluated again. The best 21 So:» progenies were
seeded in the field together with the best progenies of the cycles IX, X, XI and the two controls
ina 6 x 6 triple lattice design. Considering the best progenies of the four cycles the genetic gain
was 6.67% per cycle, although between the cycles XI and XI1 it was 12.17% indicating greater
efficiency of the mass selection of the plants Soin greenhouse. The gain of phenotypic selection
among the So:1 progenies of the cycle X1l was16.15% and using the marker assisted selection it
was 5.05%, indicating that phenotypic selection is more efficient. Therefore, the efficiency of
MAS was only 4.76%. Considering the plant architecture and grain type, the estimated accuracy
was average, but the coefficient of variation was low, indicating that probably the low genetic
variability among the progenies may have underestimated the accuracy and consequently the
accuracy. The high genetic uniformity did not allow to distinguish the progenies for grain yield,
however, the evaluation of the architecture, weight and type of grains allowed the selection of
promising progenies, with carioca grain type, up right architecture, good productivity and hight
resistance to white mold.

Key words: Phaseolus vulgaris L. Sclerotinia sclerotiorum. Gain with the selection.
Phenotypic selection. QTL. Selection assisted by markers.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e consumidor mundial de feijdo comum (Phaseolus vulgaris
L.) (BARBOSA; GONZAGA, 2012). Além da importancia econémica, o cultivo do feijoeiro
apresenta importancia social, uma vez que o seu cultivo é feito em grande parte por pequenos
produtores. A cultura do feijdo é altamente influenciada pela acdo de organismos
fitopatogénicos que causam grandes danos. Entre as doengas que mais tém limitado a producéo
nas areas irrigadas, esta o0 mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum).

Para conter o avanco desse patdgeno, € necessario a utilizagdo de fungicidas
combinados a técnicas de manejo, tais como: diminuicéo na densidade populacional de plantas
e reducdo no uso de irrigacdo e fertilizantes. Plantas com arquitetura mais ereta e um dossel
mais aberto também auxiliam na conten¢do do mofo branco. Contrariando o pensamento
comum, segundo Vieira et al. (2012) a aplicacdo de fungicida aliada a baixa densidade
populacional de plantas e a utilizacdo de espacamento entre fileiras de 0,50 m maximiza a
produtividade.

Um método bastante utilizado para realizar o melhoramento do feijdo para esse tipo de
patdgeno é a selecdo recorrente, baseada em ciclos sucessivos de intercruzamentos, avaliacdo e
selecdo de individuos superiores. Adicionalmente, a sele¢do assistida por marcadores
moleculares pode aumentar o ganho com a selecdo, especialmente a selecdo massal em So, pois
evita os problemas associados a selecdo fenotipica.

A resisténcia parcial do feijdo ao mofo branco é um caréater quantitativo com moderada
a baixa herdabilidade, além de sofrer expressiva influéncia ambiental nos caracteres
morfoldgicos, portanto, o melhoramento convencional sozinho apresenta falhas, devido a
dificuldade de identificar as plantas que contenham o maior numero de alelos desejados.
Usando selec¢do fenotipica convencional, cada caracteristica deve ser avaliada separadamente e
muitas vezes é necessaria uma fenotipagem destrutiva das amostras. Assim, marcadores de
DNA podem facilitar a sele¢do, por serem ndo-destrutivos e marcar varios genes (QTLs —
Quantitative Trait Loci). Além disto, os marcadores podem ser testados usando uma unica
amostra de DNA, na fase jovem da planta e sem necessidade de varias avaliagdes. Entretanto,
a interacdo de QTLs por ambientes e ineficiéncia de identificacdo dos mesmos pelos
marcadores podem tornar a selecdo assistida pouco atil. Sendo assim, o objetivo desse trabalho

foi comparar a eficiéncia da selecéo assistida por marcadores moleculares em relacdo a selecédo



12

fenotipica para a resisténcia do feijdo ao mofo branco, além de estimar o ganho com a sele¢éo
fenotipica em casa de vegetagdo no décimo segundo ciclo de selecdo recorrente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijéo

O feijdo é a leguminosa mais importante no fornecimento de nutrientes diretamente
consumidos, além de participar da dieta proteica em paises da América Latina, Africa, Oriente
Médio e do Mediterraneo. Essa leguminosa geralmente é cultivada em areas mais chuvosas,
apesar de estar sendo produzida igualmente em regides onde a seca é endémica e a irrigagéo é
escassa, como no Nordeste do Brasil, litoral do Peru, planalto central e norte do México, em
baixas altitudes do leste da Africa, bem como nas planicies do oeste dos Estados Unidos e no
Canada(CORTES et al., 2012).

O cultivo do feijdo no Brasil € realizado ao longo do ano e em varias regides do pais. A
produtividade do grdo no pais, embora crescente, ainda é pequena, devido a inimeros fatores
que contribuem para esta reducdo. De acordo com Miklas et al. (2006) essa diminuigdo esta
relacionada aos estresses bidticos e abioticos sofridos pelo feijoeiro. Entre 0s estresses bidticos
a ocorréncia de pragas e doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides sdo 0s
principais exemplos sofridos pela cultura (BARBOSA; GONZAGA, 2012). Entre as varias
condicBes de cultivo héa aquelas que favorecem o desenvolvimento do mofo branco, doenca
causada por um fungo que permanece no solo em estrutura de resisténcia por longo tempo e
causa sérios danos a cultura.

Em relacdo a resisténcia a doencas, o0 mofo branco se destaca principalmente nas areas
irrigadas (ANTONIO, 2008). Para se realizar o melhoramento do feijdo, além de transferir
alelos de resisténcia, deve-se observar a superioridade da cultivar em varios aspectos, tais como:

porte, produtividade e tipo de gréo.

2.2 Porte e Tipo de Gréo

O porte é considerado uma das caracteristicas mais importantes da planta, pois ele é
essencial na descrigéo das cultivares e na escolha da forma mais adequada para o plantio nas
mais variadas condi¢des de cultivo. A arquitetura da planta é um carater complexo e um
conjunto de caracteres contribui para que a planta seja ereta ou prostrada e estdo intimamente
relacionados no controle de varios estresses bioticos: altura da planta, tamanho dos gréos, habito
de florescimento, comprimento da haste principal, nimero e comprimento dos entrends na haste

principal, Stay Green entre outros (LEITE, 2014).
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Outra importante caracteristica que esta associada a arquitetura da planta € a producéo
de grdos e em geral, plantas eretas também sdo menos produtivas que cultivares prostradas,
sendo recomendado o plantio mais adensado das cultivares eretas (CARVALHO et al., 2001).
Porém, com a utilizacdo dessa pratica, uma das principais vantagens do porte ereto, que € a
reducdo da severidade de doencasé perdido(MIKLAS et al. 2013). Entdo a melhor alternativa é
a obtencdo de cultivares eretas e produtivas.

O tipo de planta do feijoeiro depende principalmente do habito de crescimento, do
comprimento dos internddios e da capacidade ou ndo de emitir guias. Em relacdo ao habito de
crescimento as plantas séo classificadas em quatro tipos: as plantas do tipo I, que caracterizam-
se pelo habito de crescimento determinado, arbustivo, com ramificacBes eretas e fechadas e
possuem internodios mais curtos; as plantas do tipo Il possuem héabito de crescimento
indeterminado, arbustivo, o caule é ereto, as ramificacbes sdo mais fechadas e em menor
namero e apresentam guia curta; o tipo 111 tem hébito de crescimento indeterminado, prostrado
ou semiprostrado com ramificagdes bem desenvolvidas abertas e guia longa; e o tipo IV tem
habito de crescimento indeterminado e com grande capacidade trepadora e forte dominancia
apical (VIEIRA et al., 2001).

Outro carater de grande importancia no melhoramento do feijao é o tipo de grdo. Sabe-
se, que o feijoeiro apresenta uma alta variabilidade para cor do grdo devido a alta complexidade
da heranca do carater, existindo mais de 20 genes envolvidos na cor do tegumento segundo
Bassett (2004). O feijdo carioca é o preferido pelos consumidores, o que representa cerca de
79% dos grdos consumidos no Brasil (CARNEIRO et al., 2012b). De acordo com Mendes;
Abreu (2012) as linhagens mais recentes do tipo Carioca, possuem uma série de caracteristicas
favoraveis, além de alta produtividade.

2.3 Mofo Branco

O fungo Sclerotinia sclerotiorum € o causador da doenca conhecida como mofo branco.
E um patdgeno habitante do solo, que afeta muitas culturas, incluindo o Phaseolus vulgaris L.
Esse fungo possui estruturas de resisténcia que garantem a sua sobrevivéncia em ambientes
desfavoraveis chamadas de esclerddios. Os esclerddios sobrevivem no solo até oito anos e
variam de forma e tamanho (ADAMS e AYERS, 1979).

Existem trés fases de desenvolvimento do esclerddio: (1) a iniciacdo (agregacgéo de hifas
de modo a formar uma massa branca), (I1) desenvolvimento (crescimento de hifas aumentando

o0 tamanho de agregacéo), e (I11) maturacao (delimitacdo da superficie, deposi¢do de melanina
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em células periféricas da casca, e consolidacdo interna). H& uma grande lista de fatores
ambientais e nutricionais que influenciam no desenvolvimento dos esclerddios, tais como: 0s
nutrientes do substrato no qual o esclerodio é formado, a idade e tamanho dos esclerddios, os
fatores ambientais (umidade, temperatura, luz, pH do solo e aeracdo), a profundidade na qual o
esclerddio se encontra no solo e o tipo de solo(BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

Clima com alta umidade e temperaturas amenas sao favoraveis ao crescimento do mofo
branco. Uma lavoura de feijdo com o clima favoravel ao fungo, pode sofrer perdas de 30% ou
até mesmo 100 %, caso nenhuma medida seja tomada. A flor morta é a fonte primaria de
energia, servindo de alimento para o fungo no inicio da infeccdo (OLIVEIRA, 2005). Apoés se
instalar no hospedeiro, a infeccdo pode se espalhar para outras plantas por meio do contato
planta a planta (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

O fungo usualmente causa lesGes aquosas que se expandem rapidamente nos tecidos do
hospedeiro. O patdgeno causa necrose foliar invadindo os peciolos e posteriormente as hastes
da planta. As hastes desenvolvem uma lesdo escura e Umida e posteriormente pode ocorrer
formacdo de aglomerados de hifas com aspecto cotonoso, que € um dos sinais mais
caracteristicos da infeccao pelo fungo (BOLTON; THOMMA; NELSON, 2006).

Os métodos de controle do mofo branco s&o limitados e por essa razdo, precisam ser
tomados em conjunto para aumentar sua eficiéncia. Primeiro, deve-se evitar a entrada do
patdgeno em areas ndo infestadas, pois, uma vez presente, é muito dificil erradica-lo. E
necessario utilizar sementes sadias e tratadas com fungicidas. Deve-se também realizar a
limpeza dos equipamentos agricolas utilizados, principalmente no caso de terem sido usados
em areas onde a doenca ja tenha sido constatada (BARBOSA; GONZAGA, 2012). Outra
medida de controle é o uso de fungicidas quando a doenca ja esta presente na area, porém, além
de oneroso, apresenta a desvantagem do risco a saude, principalmente do agricultor, além de
nem sempre ser eficiente. Adicionalmente, o uso de cultivares resistentes tem sido considerado
uma das medidas preferidas por praticamente ndo onerar o custo de producdo. Embora a
resisténcia sozinha, em geral, ndo consiga controlar a doenga, principalmente nas areas mais
infestadas pelo fungo, ela torna o controle da doenca mais eficiente, quando utilizada em
conjunto com outras medidas.

Existe pouca diversidade genética para a resisténcia ao mofo branco no pool genético
de P. vulgaris e o controle genético para esse carater tem se mostrado como complexo ou
quantitativo com herdabilidade de magnitude baixa a moderada (MIKLAS et al., 2001 a;

SOULE et al., 2011). A resisténcia genética estd restrita a algumas cultivares de feijao
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mesoamericano, como a cultivar Ex-Rico 23 e cultivares andinas como A 195, G 122 e Cornell
605 (MIKLAS et al., 2001b).

Os niveis mais altos de resisténcia sdo encontrados apenas em pool génico secundario,
como P. coccineus L. (SINGH et al., 2014). Porém, estas fontes de resisténcia ndo estdo
adaptadas as condigdes climaticas brasileiras, além de ndo apresentarem as caracteristicas
aceitas pelo mercado nacional. Ja se sabe que algumas cultivares/linhagens com gréos do tipo
carioca e adaptadas as condi¢6es do centro sul do Brasil, apresentam nivel baixo de resisténcia
(GONGALVES; SANTOS, 2010).

A resisténcia ao mofo branco é devida ndo s a caracteristicas intrinsecas do genétipo,
denominada de resisténcia fisiol6gica, como também as caracteristicas da planta como habito
de crescimento arbustivo, que reduzem o desenvolvimento da doenca e correspondem aos
mecanismos de escape (MIKLAS et al., 2013).

2.4 Avaliacao para resisténcia ao mofo branco pelos métodos de straw test e acido oxalico

Existem varios métodos para identificar a resisténcia fisiologica do feijdo ao fungo,
como: (1) utilizagdo de campos com histdrico da doenca, (1) métodos de inoculagéo direta em
planta intacta, (I11) métodos de inoculacdo direta em 6érgdos isolados da planta e (V) métodos
indiretos. O método direto em planta intacta consiste em infectar a planta inteira com o fungo.
Para este método direto, existe o Straw test ou teste do canudo, que é considerado o mais
eficiente para a avaliacdo da resisténcia fisioldgica, além de ndo ser destrutivo, permitindo o
avanco de programas de melhoramento para obtencao de progénies resistentes (PETZOLDT &
DICKSON, 1996).Neste método, um disco de agar com micelio do fungo crescido € inserido
na haste cortada da planta, de trés a cinco semanas apds a semeadura, com auxilio de ponteiras
plasticas de micropipetas, para que o fungo infecte a planta e apds um periodo de seis a oito
dias realiza-se a avaliacdo (SINGH; TERAN, 2008).De acordo com Miklas et al. (2001a), o
método de straw test € um procedimento simples para avaliar a resisténcia fisioldgica no campo
ou em casa de vegetacdo(principalmente no tecido do caule).

Outro método utilizado para verificar a resisténcia ao mofo branco é o que utiliza uma
solugédo de acido oxalico. Observou-se que S. sclerotiorum produz acido oxalico durante o
crescimento in vitro e in planta. Esse fator de viruléncia varia de acordo com os diferentes
isolados de S. sclerotiorum produzindo diferentes niveis de oxalatos. Os mutantes deficientes
na capacidade de produzir acido oxalico ndo sdo patogénicos e ndo conseguem produzir
esclerodios (ROLLINS; DICKMAN, 2001). A evidéncia de que S. sclerotiorum utiliza acido
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oxalico para invadir a planta de feijdo levou ao desenvolvimento desse método de avaliagéo
indireta de resisténcia com base na reacdo da planta quando colocada em solucdo de &cido
oxalico sem a raiz (KOLKMAN; KELLY, 2000). Uma vantagem deste procedimento é a
identificacdo da resisténcia fisioldgica, sem interferéncia de outros mecanismos de resisténcia
(ANTONIO et al., 2008). Além desta vantagem, observa-se outros pontos positivos deste
método, tais como: determinagdo da resisténcia fisioldgica em experimentos realizados em casa
de vegetacdo; germoplasmas fotossensiveis ndo adaptados podem ser testados para a resisténcia
fisioldgica; um grande numero de linhas pode ser avaliado em um periodo relativamente curto;
a imersdo das mudas cortadas em uma solu¢cdo comum de oxalato reduz a variabilidade que
pode ser observada quando se usa micélio de S. sclerotiorum; a variabilidade inerente ao uso
de um Unico isolado para o teste é reduzida (KOLKMAN; KELLY, 2000).

Tem sido verificada uma ampla variabilidade de reacdo ao acido oxalico em feijao
(GONCALVES e SANTOS 2010) e varios QTLs de resisténcia ja foram identificados mediante
a medicdo da severidade da doenca, indiretamente, por meio do acido oxalico (LARA et al.
2015).

De acordo com Carvalho et al. (2013) os métodos de straw test e do acido oxalico devem
ser realizados em conjunto, pois podem selecionar progénies portadoras de diferentes
mecanismos de resisténcia ao mofo branco, em razdo dos resultados obtidos com os dois

métodos apresentarem correlacdo baixa ou nula.

2.5 Selecdo Recorrente

A maioria dos caracteres de interesse agrondémico com o0s quais 0s melhoristas
trabalham é controlada por inimeros genes. Dessa forma, encontrar um individuo com todos 0s
alelos favoraveis torna-se uma tarefa quase impossivel de ser realizada, sendo necesséaria a
avaliacdo de um grande numero de progénies, inviabilizando a realizacdo da selecdo
(RAMALHO et al., 2012). Portanto, o melhoramento genético deve ser realizado por meio de
sucessivos ciclos de selecdo.

Segundo Geraldi (2005) a selecdo recorrente € um processo ciclico de selegdo de
individuos e/ou progénies superiores de uma populacdo, seguida pela recombinacdo dos
selecionados para formar uma nova populacdo. Esse processo visa aumentar a frequéncia de
alelos favoraveis gradativamente.

O processo de selecdo recorrente é constituido de trés etapas: obtencdo da populagéo

segregante, avaliacdo e selecdo das progénies e recombinacdo das melhores progénies para
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formar o préximo ciclo. A selegdo recorrente possui vantagens tais como: a obtencdo de maior
variabilidade genética pelo intercruzamento de multiplos genitores; a oportunidade para a
ocorréncia de recombinac6es, devido aos intercruzamentos sucessivos e 0 aumento acumulativo
da frequéncia de alelos favoraveis além da facilidade para a incorporacdo de germoplasma
exotico na populagdo (GERALDI, 1997).

A selecdo recorrente foi proposta inicialmente para as plantas aldgamas na década de
1940, no melhoramento do milho (HALLAUER,1992). Posteriormente, foi adotada para
culturas autdgamas. O que se espera ao realizar a selecéo recorrente, € um aumento na media
do caréter que esté sofrendo a selecdo, mantendo sua variabilidade genética para progressos
futuros (HALLAUER, 1992). Na literatura sdo descritos alguns argumentos para se realizar a
selecdo recorrente, um deles apresentado por Bernardo (2002), que utilizou o exemplo da
selecdo recorrente para estudar o teor de 6leo e proteina no milho iniciado em 1896. Apds 90
ciclos seletivos, analisando 7000 espigas de milho, observou-se que o ganho para 6leo foi de
22 desvios aditivos e de 26para proteina. Se as 7000 espigas fossem avaliadas em Co e a melhor
espiga selecionada, o ganho com a selecdo seria de apenas 3,6 desvios aditivos em relacdo a
média de Co, mesmo considerando a herdabilidade igual a 1. Através desses resultados pode-se
observar o poder da selecdo recorrente.

A selecdo recorrente pode ser realizada através da selecdo fenotipica ou massal,
realizando uma selecdo de individuos, sendo esta, aconselhdvel para caracteres de alta
herdabilidade, pois a selecdo recorrente fenotipica baseia-se apenas no fenotipo, com isso,
individuos com gendtipos ndo desejaveis podem ser selecionados, reduzindo a eficiéncia da
selecdo. Nesse método, os melhores individuos séo selecionados e intercruzados ap6s uma
avaliacdo do fen6tipo da populacdo. As sementes dos individuos selecionados sdo colhidas e
utilizadas para formar a populacdo que sera submetida a um novo ciclo de selecdo. Os ciclos
sdo repetidos até que seja obtido um comportamento desejado. A selecdo recorrente também
pode ser realizada através da avaliacdo de familias, utilizando populagbes estruturadas em
familias de irm&os germanos, meios-irméos ou endégamas (RAMALHO et al., 2012).

A selecdo baseada na avaliacdo de progénies permite ao melhorista fazer as avaliagdes
em experimentos com mais de uma repeticdo e em locais diferentes. Este tipo de avaliagéo
estima com maior precisdo os valores genotipicos, j& que as contribui¢cbes dos efeitos
ambientais, residuais e da interacdo genotipos por ambientes séo reduzidas (ALVES, 2012).

No feijoeiro a selecdo recorrente tem sido bastante utilizada na forma de dialelos
circulantes, onde cada genitor participa de dois cruzamentos, reduzindo assim o numero de

cruzamentos realizados (BEARZOT]I, 1997). A macho esterilidade também pode ser utilizada
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para conduzir um programa de selecdo, porém existem certas dificuldades, tais como: a ndo
dispersdo natural do poélen, além da dificuldade na identificacdo e a manutencéo de plantas
macho estéreis (FREITAS, 2012).

A selecdo recorrente para mofo branco, tem sido bem-sucedida: os autores Lyon,
Dickson e Hunter (1987), utilizando cultivares de espécies Phaseolus vulgaris e Phaseolus
coccineus, obtiveram ganho de 31% do primeiro ao segundo ciclo de selecdo. Ja esta selecédo
dentro da espécie de P. vulgaris, realizada por Leite et al. (2014), obteve ganhos com a sele¢éo

para 0 mofo branco de 3,44% por ciclo considerando os ciclos 111 ao VI, sendo 10,32% ao ano.

2.6 Controle genético da resisténcia ao Mofo Branco

A resisténcia ao mofo branco tanto fisioldgica, que consiste na resisténcia intrinseca da
planta, como a evasao, que corresponde aos fendtipos de varios caracteres, principalmente o0s
relacionados a arquitetura que desfavorecem o desenvolvimento da doenca, implicam que o
controle genético da resisténcia seja bastante complexo. Adicionalmente, as principais fontes
de resisténcia genética ao patdgeno estdo restritas a algumas cultivares exaticas e nao adaptadas
ao Brasil, as quais, embora com potencial de uso nos programas de melhoramento, ndo
apresentam possibilidades de utilizacdo direta pelos produtores. Portanto, o uso dessas fontes
de resisténcia ndo adaptadas, faz com que seja necessario realizar retrocruzamentos com as
linhagens elites (CARNEIRO et al., 2011).

O controle genético da resisténcia tem sido verificado na maioria dos casos utilizando-
se tanto a reacao do feijdo ao &cido oxalico, quanto a partir da inoculagcdo por meio do straw
test e € tipicamente um carater quantitativo (ANTONIO et al. 2008; CARNEIRO et al. 2011;
LARA, 2013).

O melhoramento de cultivares com uma arquitetura mais ereta e menor acamamento
contribuem para criar um dossel mais aberto, dificultando o desenvolvimento da doenca, pois
permitem maior circulacdo do ar e insolacdo e o menor contato das folhas e das vagens com 0s
restos de cultura na superficie do solo, amenizando o problema (MIKLAS et al., 2001a).
Medidas como o plantio menos adensado das plantas, espagcamento entre fileiras normalmente
utilizado (0,50 m) aliado a aplicacao de fungicidas também sdo eficientes, além de maximizar
a produtividade do feijédo (VIEIRA et al., 2012).

A dificuldade em se desenvolver linhagens resistentes a este patdégeno deve-se ao fato
de a resisténcia parcial ser quantitativa com moderada a baixa herdabilidade, além de sofrer

expressiva influéncia ambiental nos caracteres morfolégicos que confundem a expresséo e
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deteccdo desse mecanismo (MIKLAS et al., 2004).Vérios estudos foram realizados para se
identificar QTLs para a resisténcia ao mofo branco. De acordo com Miklas et al. (2001), entre
as dezenas de QTLs encontrados, o situado no grupo de ligacdo B7 e localizado préximo ao
loco da proteina de semente Phs (phaseolina), presente em uma linhagem de feijdo andina G122,
explicou 38% da variacao fenotipica da reacdo ao mofo branco, quando avaliada pelo método
de straw test e 26% quando avaliada no campo. No entanto, a presenca desse QTL no genétipo
ndo implica maior nivel de resisténcia, pois ele interage com o ambiente e por isso ndo se
expressa sempre (CARNEIRO et al. 2010).

Soule et al. (2011) desenvolveram um mapa de ligagdo com 35 QTLs sendo que 4 desses
QTLs foram encontrados a partir do cruzamento de uma linhagem parcialmente resistente ao
mofo branco (VA19) com uma linhagem suscetivel 19365-31. Ja Miklas et al. (2013) utilizando
um mapa de ligacdo comparativo com 79 QTLS, conseguiram separar estes QTLs em grupos,
sendo que desses 27 foram considerados para resisténcia fisiologica ao mofo branco, 36
relativos a caracteristicas para evitar a doenga e 16 relativos a caracteristicas de raiz.

E de fundamental importancia compreender a interagdo entre os alelos de resisténcia do
hospedeiro e os alelos de viruléncia dos patogenos para a definicdo de estratégias de
melhoramento de plantas para resisténcia a fitopatdgenos (MELO e SANTOS, 1999). No caso
do melhoramento do feijdo visando resisténcia ao mofo branco é importante identificar as
linhagens portadoras de alelos de resisténcia visando reuni-los em Unico gendtipo. Para se
atingir esse objetivo, também é fundamental identificar os isolados mais agressivos que

permitem identificar as linhagens promissoras (SILVA et al., 2014).

2.7 Marcadores moleculares para resisténcia de plantas

Durante a evolucdo, as plantas desenvolveram varios mecanismos de defesa contra
doencas e parasitas. Um exemplo desses mecanismos, € 0 reconhecimento especifico do
patogeno, através da inducdo da expressdo dos genes de defesa (alelos de resisténcia). A
introgressdo de alelos de resisténcia em cultivares elites através do melhoramento convencional
pode levar muitos anos. Para auxiliar e acelerar este processo, a utilizagdo de marcadores de
DNA é uma otima alternativa. Marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre
individuos geneticamente relacionados. Um loco molecular que apresenta segregacédo
mendeliana é considerado um marcador genético. Segundo Xu e Crouch (2008) o uso de
marcadores auxilia na identificacdo, quantificacdo, e caracterizacdo da variacdo genética de

germoplasmas disponiveis, além de agilizar na identificacao, clonagem e introgresséo de alelos
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e/ou QTLs uteis para 0 melhoramento de uma dada caracteristica e manipular a variagao
genética em populacgdes sujeitas ao melhoramento genético.

Dentre os marcadores mais utilizados, destacam-se aqueles a base da PCR como o0s
microssatélites (SSR). Os SSRs possuem vantagens de serem codominantes e estarem
distribuidos por todo o genoma. Sendo assim, os microssatélites sdo considerados um dos
melhores marcadores genéticos para fins de mapeamento e eficientes para identificar os QTLs
(OLIVEIRA et al., 2006).

Como prova da importancia desse marcador, foi ele que identificou a maioria dos QTLs
do feijao para resisténcia ao mofo branco (ANTONIO et al., 2012; LARA et al., 2015, 2014;
SILVA etal., 2014; SOULE et al., 2011).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos utilizando este marcador molecular. Antonio
(2011) identificou e mapeou marcadores moleculares do tipo microssatélite (SSR) ligados a
QTLs de resisténcia do feijoeiro ao mofo branco, destacando-se quatro (BM175, SSR-IAC159,
ATAT e ATA9) que foram estaveis nas condi¢des de cultivo do Sul de Minas Gerais.

Lara (2013) identificou os marcadores microssatélites BM184, BM211e PV-gaat001
préximos a QTLs através da analise realizada com o acido oxalico. Além disso, Lara et al.
(2014) identificaram os marcadores ME1 e BM211 também proximos a QTLs de resisténcia ao
mofo branco pelo straw test com alta herdabilidade. Além desses QTLs, aqueles identificados
em outros ambientes também podem ser validados para utilizacdo em condi¢des ambientais do

Sul de Minas Gerais.

2.8 Selecédo assistida por marcadores para resisténcia ao mofo branco

Os marcadores de DNA sdo uma importante ferramenta no processo de transferéncia de
alelos de resisténcia, por anular o efeito do ambiente e permitir a selecdo na auséncia do
patégeno, podendo ser usados na selecdo assistida por marcadores (SAM). Além disso, 0s
marcadores de DNA sdo livres de efeitos pleiotropicos, permitindo o monitoramento de
qualquer nimero de marcadores em uma Unica populacdo. Quanto mais proximo o marcador
molecular estiver do loco de interesse mais efetiva é a SAM, reduzindo a possibilidade de
ocorrer uma recombinacédo entre os mesmos (SINGH et al., 2001).

A utilizagdo de SAM no melhoramento é recomendada em casos onde a caracteristica
de interesse ¢ dificil de ser avaliada utilizando métodos tradicionais de selecdo fenotipica como

é a selecdo para resisténcia ao mofo branco. Assim em um programa de selecdo recorrente,
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onde se pratica a selecdo massal para resisténcia ao mofo branco, a incluséo da informacdo de
marcadores de QTLs pode contribuir para aumentar o ganho com a selecéo.

De acordo com Lee (1995) a expectativa da maioria dos melhoristas de plantas € reduzir
0 tempo necessario na transferéncia de alelos de interesse utilizando a SAM. Neste caso, 0s
marcadores podem ser utilizados para selecionar os individuos com o maior nimero de
marcadores semelhantes aqueles dos genitores.

Muitos estudos tém sido realizados para detectar QTLs associados com caracteristicas
de importancia econdmica, mas, poucas aplicacdes dessa selecdo tém sido relatadas em
programas de melhoramento. A maioria dos estudos que empregam SAM sao tedricos, feitos
por meio de simulages de computador. Estudos com simula¢do de dados indicaram que a
eficiéncia da selecdo assistida por marcadores diminui em geracGes avancadas, devido a
recombinacédo entre os marcadores e 0s QTLs. Os resultados obtidos por Austin e Lee (1996)
confirmaram as predicOes feitas pelas simulagdes, acrescentando que QTLs detectados em
geragdes precoces (maximo desequilibrio de ligagdo), podem representar QTLs mdaltiplos e
ligados, capazes de serem separados posteriormente por recombinacéo, dissipando os efeitos e
reduzindo o potencial de ganho com a selecdo. Especificamente na selecdo recorrente, a reducéo
do desequilibrio de ligacdo acontece apds o ciclo 0 (BEARZOT]I,1997).

A resisténcia ao mofo branco em feijdo, por ser uma caracteristica quantitativa, deve
oferecer grande potencial para a utilizacdo da SAM, ja que a interacdo entre os efeitos
ambientais e a arquitetura da planta podem atrapalhara selecdo direta no campo (MIKLAS et
al., 2007). Como o custo para avaliar essas caracteristicas € alto, o ganho de selecdo pode ser

maximizado atraves da selecdo assistida por marcadores.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Local

O experimento foi conduzido na &rea experimental e laboratorio de genética molecular
do Departamento de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio
de Lavras situa-se na regido sul do estado de Minas Gerais, a 918 metros de altitude, 21°58” de
latitude Sul e 42°22° de longitude Oeste.

3.2 Material Genético

O programa de selecdo recorrente para resisténcia do feijoeiro ao mofo branco iniciou-
se na safra das aguas de 2009/2010 com Carneiro (2012a), na Universidade Federal de Lavras.
Inicialmente foram realizados os intercruzamentos de 12 linhagens e / ou cultivares, sendo
inserida no segundo ciclo a cultivar ESAL 550 (Tabela 1). Posteriormente, no ciclo VII, foram
inseridas cinco novas fontes de resisténcia adaptadas a regido (14,15,16,17,18) e retiradas as
trés progénies menos promissoras dos intercruzamentos.

Nesse estudo foi utilizada a populagéo So do decimo segundo ciclo de selecéo recorrente
obtido do intercruzamento entre as 15 progénies selecionadas no ciclo 11 para resisténcia ao

mofo branco.

Tabela 1. Linhagens e cultivares com resisténcia parcial ao mofo branco utilizadas na obtengdo da
populagdo base no Programa de Selecdo Recorrente para resisténcia ao mofo branco.

Cultivar/Linhagem Tipo/peso 100 gréaos (g) Habito de crescimento
1-RP-2 Carioca/25 I
2-MA-1V-18-266 Carioca/23 1|
3-BRS + Cometa Carioca/23 I
4-VC-16 Carioca/25 Il
5-BRSMG —Majestoso Carioca/25 Il
6-CNFRJ10564 Pintado/42 I
7-ESAL 550 Jalo/45 Il
8- BRSMG — Talisma Carioca/22 I
9-RC2-G122-67 Carioca/25 I
10-RC2-G122-72 Carioca/23 1|
11-RC1-ExRico-26 Carioca/23 1|
12-RC1-ExRico-97 Carioca/20 1|

13-A195 Bege/54 |
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Continuacao Tabela 1.

Cultivar/Linhagem Tipo/peso 100 gréos (9) Habito de crescimento
14-RCIlI M20 xG122 Carioca/24 I
15-OPNS x VC3-41 Carioca Il
16-EMB9 Carioca I
17- CNFC10722 Carioca I
18- BRS Vereda Rosinha/26 I

Fonte: Do autor (2017).

Todas as linhagens/cultivares inseridas no inicio deste programa de seleg&o recorrente
sdo fontes de resisténcia fisioldgica parcial ao mofo branco. A linhagem A195 de origem andina
¢ fonte exdtica de resisténcia e apresenta sementes grandes em comparacdo com genotipos
americanos (TERAN; SINGH, 2008). As linhagens/cultivares de nimero 1 a 8 sio adaptadas
ao Sul de Minas Gerais e as de niUmero 9 a 12 sdo progénies derivadas de retrocruzamento entre
as fontes de resisténcia ndo adaptadas as regides de cultivo de Minas Gerais (G122 ou Ex Rico
23) e 0s genitores recorrentes, as linhagens M20 ou Madrepérola. A linhagem G122 possui
niveis relativamente altos de resisténcia ao mofo branco, grdos grandes tipo pintado e habito de
crescimento tipo . J& a Ex Rico 23 tem gréos pequenos, brancos, habito de crescimento tipo Il
e resisténcia fisioldgica parcial ao mofo branco (SCHWARTZ; SINGH, TERAN, 2013).

3.3 Preparo do in6culo, inoculacéo e avaliacédo das plantas So

O indculo de S. sclerotiorum foi obtido a partir de um isolado agressivo (isolado 27)
identificado em ensaios experimentais realizados na UFLA (SILVA, 2013). O inéculo foi
multiplicado duas vezes, a fim de obter maior uniformidade em meio BDA a 20+3 °C, em BOD,
por trés dias e fotoperiodo de 12 horas. Trés dias ap6s a segunda multiplicacdo, foi realizada a
inoculagdo do micélio em plantas So com aproximadamente 28 dias de idade utilizando
ponteiras de micropipetas, em casa de vegetacdo com umidade em torno de 90%. Para a
inoculacéo, o apice de duas hastes da planta foi seccionado a cerca de 2,5 cm do nd e a ponteira
com o disco de &gar contendo o micélio foi encaixado. Oito dias apds a inoculacdo foi realizada
a avaliacdo de cada planta quanto & reacdo ao mofo branco. Na geragdo So, foi realizada uma
selecdo massal fenotipica baseada na meédia da inoculagdo em dois ramos por planta e
selecionadas as 79 progénies mais resistentes. As plantas So selecionadas geraram as progénies
So:1, que foram avaliadas em experimentos de campo, onde foram inoculadas 10 plantas por

parcela na haste principal.
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A avaliacdo foi realizada por meio de uma chave descritiva de notas proposta por Teran
et al. (2006), cuja descricéo é:

1 -Plantas sem infeccdo no caule ou ramo ao lado do agar;

2 -Invasdo do primeiro internédio menor que 2,5 cm;

3 - Invaséo do primeiro internddio maior que 2,5 cm sem atingir o primeiro no;

4 -Infeccdo no caule ou ramo atinge o primeiro nd sem ultrapassar;

5- Infeccdo ultrapassa o primeiro no e invade o segundo internddio menor que 2,5cm;

6 - Invasdo do segundo internodio maior que 2,5 cm sem atingir o segundo né;

7 -Infeccdo no caule atinge o segundo n6 sem ultrapassa-lo;

8 -Infecc¢do ultrapassa o segundo no e invade o terceiro internddio menor que 2,5¢cm;

9 -Invasdo do terceiro internddio maior que 2,5 cm levando a planta a morte.

Essa chave atualmente é recomendada para avaliacdo em campo (SCHWARTZ et al.,
2013). Em casa de vegetacdo as notas da escala de 3 a 8 séo consideradas de 2 a 7 na nova
escala. A nota 8 corresponde a invasdo do terceiro nd. As notas 1 e 9 sdo as mesmas nas duas

escalas e a nota 2 da escala de Teran et al. (2006) é eliminada.

3.4 Inoculacgéo e avaliacio das progénies no campo

As progénies So:1 e So2 selecionadas, derivadas das plantas Sodo ciclo XII foram
avaliadas em experimentos de campo. Foram avaliadas juntamente com as progénies So:2do
ciclo XII, progénies selecionadas do ciclo 1X, X e XI com o objetivo de estimar o ganho com a
selecdo recorrente, além de duas testemunhas, uma resistente e uma suscetivel.

O delineamento experimental utilizado nas avaliagdes das progénies So:1 foi o latice
simples9 x 9 com 79 progénies e duas testemunhas (cultivares Corujinha e Cornell 605) e o
latice triplo 6 x 6 com 21 progénies So:2, a mesmas duas testemunhas e 13 progénies
selecionadas, sendo trés progénies do ciclo IX, cinco do ciclo X e cinco do ciclo XI. Cada
parcela foi representada por uma linha de um metro na geragdo So:1, onde foram semeadas 15
sementes e inoculadas 10 plantas por parcela. Em So:2 a parcela tinha uma linha de 2m e foram
inoculadas 0 mesmo nimero de plantas da geracao anterior.

Os demais tratos culturais foram os mesmos empregados para a cultura do feijéo.
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3.5 Extracdo de DNA

O DNA das plantas So do ciclo XII foi extraido de acordo com o procedimento usado
por Pereira et al. (2007).

Foram utilizadas amostras de cerca de 2 g de folhas jovens de cada planta, trituradas
com 10 mL de tampao de extracdo e 20uL de 3- mercaptoetanol, em almofariz com nitrogénio
liquido. O tampé&o de extracao é constituido de 2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8,0), 20
mM EDTA (pH 8,0), 1,4 M de NaCl e 1% de polivinilpirrolidona (PVP). O material triturado
permaneceu incubado por 30 minutos, em tubos de centrifuga, em banho-maria, a 65°C, sob
agitacdo leve. Apds o banho-maria, os &cidos nucleicos foram extraidos com 10 mL da solucéo
cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e, depois de centrifugados para separar a fase organica da
aquosa, o0 sobrenadante, que contém os acidos nucleicos, foi coletado. Estes foram precipitados
pela adigdo de 30 mL da mistura de etanol 95%: acetato de amonio 7,5M (6:1) e mantidos em
um freezer, a -20 °C, por uma noite. Apos a precipitacdo, os acidos nucleicos foram transferidos
para tubos de microcentrifuga Eppendorf, centrifugados e secos. Em seguida, os acidos
nucleicos foram reidratados em tampéo TE (1 mM de TRIS e 0,1 mM de EDTA). Foi realizada
a segunda extracdo com cloroférmio:fenol:isoamilico (24:25:1) e os acidos nucleicos do
sobrenadante foram novamente precipitados pela adigcéo de, pelo menos, trés volumes de uma
mistura de acetato de s6dio 3M: etanol 95% (1:20). Os &cidos nucleicos precipitados foram
reidratados em tampao TE. Aliquotas de DNA obtidas de cada linhagem foram quantificadas
em gel de agarose 1%, ao lado de um padrdo de concentracdo de DNA, construido a partir de
DNA de fago A, nas concentragdes de 100, 200 e 300 ng/uL. Mediante comparacao visual da
intensidade das bandas do DNA das amostras e dos padrdes, a concentra¢ao de cada amostra
foi estimada e, posteriormente, diluida para a concentracdo de, aproximadamente, 10 ng/uL,
utilizada nas reacoes de PCR.

Cada reacao de PCR foi preparada em um volume de 12 pL, misturando-se 0s seguintes
reagentes com as respectivas concentragdes de acordo com Pereira et al., (2007): 20 ng de DNA
genémico; 100 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP); uma
unidade da enzima Taq DNA polimerase; 2,25 pL do par de primers de concentragdo 2,0uM,;
2,0 pL de tampdo de reacdo 6x (50 mM tris pH 8,3; 2,0 mM MgCI2; 20 mM de KCI; 10 ug de
BSA; 0,25% de ficoll 400; 10 mM de tartrazine) e 4gua bidestilada, até totalizar 12 pL. As
amplificagcdes foram realizadas em tubos de 0,2 mL em termociclador, por meio do seguinte
programa: uma etapa de dois minutos, a 94°C, para a desnaturacao inicial, seguida de 40 ciclos,

sendo cada um de 15 segundos para desnaturacdo a 94°C; 30 segundos para anelamento do
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primer em temperatura variavel de 55° a 60°C (dependendo do primer) e 30 segundos para
extensdo a 72°C. Por fim, uma etapa de dois minutos, a 72°C, para extensdo final. Os produtos
da amplificacdo foram separados por eletroforese, em gel de poliacrilamida 6%, em tampé&o
TBE (0,045 M Tris-Borato e 0,001 M EDTA), a 80V, por trés horas e meia. Posteriormente,

foram corados em nitrato de prata e fotografados por camera digital.

3.6 Analises Estatisticas

Foi realizada a andlise de variancia com os dados de avalia¢do das plantas individuais e
os resultados de cada marcador segregante na populagao So.

Os dados de resisténcia ao mofo branco das progénies foram submetidos a analise de
variancia por geracdo. O modelo adotado considerando os efeitos de progénies, blocos dentro

de repeticdes e o erro como aleatérios, e os efeitos de repeticbes e a média como fixos, foi:

Yiji = W+ pi + 1+ big) + e

No qual:

Yiji: refere-se a observacdo da parcela que recebeu o tratamento i, no bloco I, dentro da
repeticéo j;

u: € média geral do experimento;

pi: é o efeito aleatorio do tratamento i, sendo i = 1, 2, 3, ..., n, sendo n 0 numero de
progénies avaliadas em cada experimento e p~N (0, o5%), 6> € a variancia entre progénies;

rj: é o efeito da repeticdo j, sendo j = 1 e 2 na geracao So:1 do ciclo Xllej=1,2e 3 nas
geragdes So» do experimento final com os 4 ciclos (1X,X, X1 e XII);

big): ¢ o efeito aleatério do bloco 1 dentro da repetigdo j e b~N (0, 6v?), op? € a variancia
entre blocos;

eiji: € o efeito aleatorio do erro experimental associado & observacgdo Yij e e~N (0, ce?),
oe? € a variancia residual.

Para o experimento final com os 4 ciclos, foi utilizado o0 mesmo modelo, mas o efeito
de tratamento (pi) foi considerado fixo, devido ao menor nimero de progénies ja selecionadas
dos ciclos IX, X, XI e XII, além da incluséo do efeito dos diferentes ciclos (ci).

Com os dados de avaliagdo das progénies nos experimentos de campo, foi utilizada a

reacdo média das plantas de cada progénie nas analises individuais de variancia. Para o porte
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da progénie foram utilizados os dados por parcela obtidos com uma chave descritiva de notas,
de 1 (melhor porte) a 9 (pior porte) segundo Collicchio et al. (1997).

Para tipo de gréos as sementes de cada progénie foram avaliadas por parcela, com uma
chave descritiva de notas, sendo a nota 1 (o tipo de grdo ideal, semelhante ao carioca) e 5
(diferente do tipo carioca) de acordo com Ramalho et al. (1998).

Foi estimada ainda a acurécia seletiva (rgse), para as caracteristicas avaliadas utilizando
a seguinte expressdo (RESENDE e DUARTE, 2007):

Em que:

F: valor do teste F, de Snedecor para o efeito de progénies na ANAVA.

3.7 Validagdo dos marcadores

Segundo Collard e Mackill (2008), existem dois passos a serem realizados antes da
utilizacdo de certos QTLs em programas de selecdo assistida: a confirmacéo e a validacdo do
QTL. A confirmacdo do QTL se faz necessaria pois sua posicdo e seus efeitos podem ser
considerados imprecisos devido a fatores como problemas de amostragem. A validagédo
corresponde a verificacdo do efeito de determinado QTL em populacGes diferentes daquela
utilizada para a sua identificacdo, e assim, determinar a sua utilidade em programas de selecao
assistida. Com isso, os primers SSR selecionados foram obtidos a partir dos trabalhos de
Antonio (2011), Lara (2013), Lima (2014) e Souza (2014) com o objetivo de realizar a
validacdo dos mesmos (Tabela 2, APENDICE A).

3.8 Estimativa do Ganho com a Selecao
Com os resultados da andlise de varidncia da geracdo Soi foi estimada a h?
(herdabilidade no sentido amplo) e o ganho com a selecdo das progénies através da seguinte

expressao (RAMALHO et al., 2012):

GS = dsx h?a
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Onde:
ds: diferencial de sele¢do, que é dado pela diferenca da média das progénies selecionadas
pela média geral das progénies;

h2: herdabilidade no sentido amplo do carater em questéo;

A estimativa de herdabilidade foi obtida por meio da expressao:

h?a = o%c/o%
Em que:
h?,: Herdabilidade no sentido amplo;
o%c: Variancia genética entre progénies;

o%: Variancia fenotipica entre progeénies.

Na geracdo So:» 0s resultados médios das progénies relativos a reacdo ao mofo branco
foram agrupados pelo método de agrupamento de Scott e Knott (1974). Além disso, foram
utilizadas as cinco progénies mais resistentes do ciclo XII e comparadas com as progénies
selecionadas nos ciclos anteriores (IX, X e Xl), para se estimar 0 progresso genético realizado

através da selecdo recorrente, por meio de regressdo linear.

3.9 Eficiéncia da sele¢do assistida por marcadores

A eficiéncia da sele¢do assistida por marcadores moleculares para a resisténcia ao mofo

branco foi medida pela expresséo proposta por Hamblim e Zimmermann (1986):

A-C

E%=M—£‘

Onde:
C: Corresponde a 5% do numero de progénies selecionadas;
A: NUmero de progénies selecionadas pela SAM,;

M: NUmero total de progénies selecionadas;

Tal estimativa mediu a porcentagem de progénies selecionadas com base nas

informagdes moleculares em relacdo ao total de progénies selecionadas fenotipicamente. O
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valor estimado da eficiéncia sera maximo quando o numero de progénies selecionadas com o
marcador for igual ao nimero de progénies selecionadas apenas a partir da sele¢éo fenotipica,
e serd minimo quando as progénies selecionadas com o marcador nao coincidirem com aquelas
selecionadas fenotipicamente.

Para verificar o ganho com a selecdo assistida foi realizada uma analise de regressdo
multipla “stepwise”, com 0s marcadores polimorficos nas progénies Soa, utilizando-se o
programa SAS (SAS INSTITUTE, 2014). Para se obter a estimativa do dsm utilizado na
estimativa do ganho esperado com a SAM foram selecionadas as 16 progénies portadoras de
todas as marcas dos QTLs. Este ganho estimado, foi obtido através do uso da seguinte

expressao:
GSsam = dsmxh?,

Onde:

dsm: Diferencial de selecdo, dado pela diferenca entre as médias das progénies portadoras
dos marcadores dos QTLs selecionadas pela de regressao multipla “stepwise” e a media geral
das progénies;

h2,. herdabilidade no sentido amplo da populagdo em questao.

Posteriormente, o ganho obtido com a SAM foi comparado com o ganho obtido com a
selecdo fenotipica afim de se observar qual método foi mais eficiente para o programa de

selecéo recorrente visando resisténcia ao mofo branco. Para isto utilizou-se a seguinte equacéo:

E%Rzﬁ‘fﬁx 100

Onde:

GS%gsan: Ganho com a selecdo das 16 melhores progénies baseadas na andlise de
regressao multipla “stepwise”;

GS%;g: Ganho com a selecdo das 16melhores progénies baseada apenas em informagdes

fenotipicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da resisténcia ao mofo branco de progénies So:1pelo straw test

A acurdcia seletiva refere-se a correlacdo entre o valor genotipico verdadeiro do
tratamento genético e o valor estimado a partir das informagGes obtidas atraves dos
experimentos. Segundo Resende e Duarte (2007) estimativas superiores a 70% indicam alta
precisdo experimental.

Utilizando-se a acurécia seletiva como estimativa de precisdo experimental, conclui-se
que a precisdo neste experimento foi moderada (Tabela 3). No entanto, considerando o
coeficiente de variacdo (CV), que foi relativamente baixo (19,85%), indicando uma boa
precisdo experimental semelhante ao encontrado por Carneiro (2009), que observou um
coeficiente de cerca de 16% em experimentos e abaixo do encontrado por Souza e Costa (2003)
que observaram um CV de 42,4%, conclui-se que a moderada acuracia se deveu provavelmente
a reduzida variabilidade genética entre as progénies So1. A estimativa da herdabilidade no
sentido amplo de 31,16% também sugere reduzida variacdo genética entre as progénies. Nota-
se que elas foram uniformes em relacdo a resisténcia, possivelmente em razdo da selecéo

fenotipica praticada em Sp ter sido bastante eficiente reduzindo a variabilidade em So:1.

Tabela 3.Resumo da analise de variancia da reacéo das progénies So;1 a0 mofo branco, média geral das
79 progénies, herdabilidade e acurécia.

FV GL Variancia
Progénies 78 0,0902
Erro 62 0,3984
Média progénies 3,18

Herdabilidade 0,3116

CcVv 19,85%

Acuracia 55,83%

Fonte: Do autor (2017).

4.2 Avaliacdo da resisténcia ao mofo branco de progénies So:2 pelo straw test

O resumo da analise de variancia efetuada com os dados da avaliacdo fenotipica da
resisténcia pode ser observado na Tabela 4. A preciséo do experimento obtida foi alta, de acordo
com a acuracia estimada, e o coeficiente de variacdo foi de 12,36%, corroborando com o

resultado estimado para a precisdo experimental da acuracia seletiva. O coeficiente de
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determinacéo (R?) é uma medida descritiva de qualidade do ajuste obtido. Neste caso, 0 modelo
de regressao ajustado explicou 93,54% da variabilidade nos dados.

Tabela 4. Resumo das anéalises de variancia da reacdo ao mofo branco das progéniesSo:, € o resultado da
regressdo linear envolvendo as cinco melhores progénies do ciclo XIl e as demais avaliadas, com o
respectivo ganho com a selecdo e R2.

FV GL QM Fc
Rep 2 122.428.291 8,83 *
Bloco(Rep) 15 0,1018738 0,73 NS
Grupo 4 140.180.068 10,11 *
TvsC 1 465.839.286 33,59 *
Entre ciclos 3 0,15446887 1,11 NS
Progénies 31 0,49628349 3,58 *
ProgC-1X 2 0,102316 0,74 NS
ProgC-X 4 0,037295 0,27 NS
ProgC-XI 4 0,215625 1,55 NS
ProgC-XIlI 20 0,421503 3,04 *
Testemunhas 1 5,704552 41,13 *
Erro 54 0,13869407

Média progénies CXII 3,012

Cv 12,36%

Acuracia 84,89%

Ganho por ciclo -0,215

R? ajustado 0,9354

*: Significativo a 5% de Probabilidade; NS: N&o significativo pelo teste F.
Fonte: Do autor (2017).

Observou-se a ocorréncia de diferengas significativas (P<0,01) entre 0s 5 grupos (CIX,
CX, CXI, CXII e Testemunhas), entre as testemunhas versus os ciclos, entre as progénies do
ciclo XIlI e entre as testemunhas. Embora ndo tenha havido diferenca entre as médias das
progénies dos quatro ciclos, a diferenca detectada entre as progénies do ciclo XII indica que a
sua meédia foi reduzida pelas mais suscetiveis. Consequentemente, as mais resistentes devem se
destacar em relacdo aquelas dos ciclos precedentes. Mais uma vez constata-se 0 que foi
observado por Vasconcellos (2017), onde os resultados indicam que as progénies possuem
niveis de resisténcia ao mofo branco que diferem entre si, e provavelmente possuem alelos de
resisténcia diferentes, mostrando que a variabilidade genética existente entre 0s genitores e as
progénies é indispensavel para se obter ganho com a selecéo.

O progresso genético foi de 6,67% (b0/bl, Figura 1) por ciclo, considerando os ciclos

IX ao XII, ou seja, a média das progénies diminuiu 0,215 a cada ciclo de selecdo recorrente
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realizado. O valor negativo apresentado no progresso genético, deve-se ao fato da redugéo nas
médias ao decorrer dos ciclos. E importante lembrar que na anélise de regressdo so foram
utilizadas as cinco progénies mais resistentes do ciclo XII e as demais avaliadas dos ciclos
anteriores. No entanto, se for considerado apenas o ganho do ciclo XI em relacdo ao XII, que
foi de 12,17%, nota-se que ele foi muito superior aos demais, indicando a superioridade da
selecdo massal em casa de vegetacdo em relacdo a praticada no campo, nas So de todos os ciclos

precedentes.

media = 3.2212 -0.215x
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Figura 1. Regressdo Linear entre os ciclos IX, X, Xl e XII (varidvel independente) e reacdo média ao
mofo branco das progénies (variavel dependente).
Fonte: Do autor (2017).

Com o objetivo de se determinar quais foram as progénies com melhor desempenho
para o carater resisténcia ao mofo branco, efetuou-se o teste de agrupamento de médias de Scott-
Knott (SCOTT; KNOTT, 1974) com as médias obtidas a partir da analise da geracdo So:. Com
base na divisdo das médias em 3 grupos distintos (Tabela 5), pode-se observar que as
testemunhas sdo contrastantes entre si, 0 que ja era esperado, tendo em vista que a linhagem

Corujinha é uma testemunha suscetivel ao mofo branco enquanto a Cornell 605 possui
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resisténcia ao patogeno. Todas as progénies que estdo dentro do grupo C do teste de Scott-Knott
realizado, ndo diferem entre si e apresentam melhor desempenho quando comparadas a
linhagem Corujinha presente no grupo A e a progénie 63\8 que se encontra no grupo B. Nota-
se que as progénies sdo no geral tdo resistentes quanto a testemunha resistente Cornell 605.
Além disso, nota-se que o maior nimero de progénies avaliado foi do ciclo XII e a uniformidade
entre elas certamente foi em razdo da selecdo massal eficiente praticada em Sp na casa de

vegetacao.

Tabela 5.Agrupamento das médias das progénies dos ciclos 1X ao XII (Scott-Knott1974; P=5%)

Ordem Ciclo  Progénies/Linhagens Medias
1 Corujinha (T) 511 A
2 CXll 63\8 3,88 B
3  CXll 62\9 36 C
4 CXIl 64\1 352 C
5 CIX 23\7 341 C
6 CXIl 61\12 341 C
7 CXIl 59\6 3,36 C
8 CXll 63\2 328 C
9 CIX 34\3 325 C
10 CXl 56\7 4,19 C
11 CX 10\19 319 C
12 CXll 64\9 3,16 C
13 CXIlI 61\10 315 C
14 CX 10\34 31 C
15 Cornell 605 (T) 3,09 C
16 CXI 11\121 3,06 C
17 CXI 11\296 3,05 C
18 CX 10\185 3C
19 CXI 56\8 297 C
20 CXl 11\261 293 C
21 CIX 26\15 293 C
22 CX 10\107 291 C
23 CXl 11\364 291 C
24  CXII 64\14 29 C
25 CXIl 59v 29 C
26 CXIl 55\2 289 C
27  CXIl 64\5 285 C
28 CXIl 53\10 281 C
29 CXll 59\8 2,78 C
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Continuagdo tabela 5.

Ordem  Ciclo Progénies/Linhagens Médias
30 CX 10\267 2,73 C
31 CXll 59\9 2,7 C
32 CXll 53\3 2,61 C
33 CXll 61\3 25 C
34 CXll 51\ 2,49 C
35 CXIl 56\5 24 C
36 CXI 11\185 2,36 C

Fonte: Do autor (2017).

Em todas as geracGes sdo selecionados além dos gendtipos mais resistentes, tipos de
grdos mais semelhantes ao Carioca e plantas com porte mais arbustivo. Essa pratica pode ter
aumentando a média para o carater resisténcia dos genotipos selecionados, uma vez que 0s
individuos mais resistentes que possuem graos fora do padrdo carioca e porte mais prostrado

foram eliminados.

4.3 Eficiéncia da selecdo assistida por marcadores

O principio basico de uma andlise de QTL é encontrar associagdes significativas entre
a expressdo de um carater e a marca. Existem alguns métodos estatisticos que detectam essas
associagcfes como a regressdo linear simples ou multipla, a regressdo ndo-linear e 0 mapeamento
por intervalo (BRONDANI et al., 2003). Alguns fatores podem influenciar na deteccdo de
QTLs, como problemas envolvendo os testes estatisticos, assim como o nimero de genes
envolvidos na expressdo do carater, a existéncia de interagdes génicas, 0 nimero de genes
segregando na populacdo de mapeamento, a herdabilidade do carater, o tipo e tamanho da
populacdo de mapeamento, o desequilibrio de liga¢do na populacdo e o nUmero de marcadores
disponiveis (L1U, 1998).

Na tabela 6, encontram-se os dois primers SSR obtidos pela analise de regresséo
multipla “stepwise” com o R? ajustado pelo programa SAS (SAS INSTITUTE, 2014). Neste

caso, 0 modelo consegue explicar apenas 16,81% dos valores observados.
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Tabela 6.Marcadores selecionados pela regressdo multipla “stepwise” para maior resisténcia ao mofo
branco.

Variavel SQ F calc
BM189 1,92927 11,65*
BMD20 1,68455 10,18*
R?Ajustado 0,1681

Fonte: Do autor (2017).

Na tabela 7 estdo descritos todos os marcadores que apresentaram polimorfismo entre
as progénies, com seus respectivos coeficientes de determinacao obtidos através da analise por
ponto realizado pelo programa SAS (SAS INSTITUTE, 2014). Pode-se observar o baixo valor
do R?calculado em todos os marcadores, mesmo nos primers BM189 e BMD20, considerados
significativos pela andlise, indicando a baixa eficiéncia da selecdo assistida por marcadores, no
presente trabalho. Entre as razdes mencionadas por Liu (1998) para se detectar QTLs por meio
de marcadores, a populacdo utilizada pode ser considerada inadequada, ou seja, a populagéo é
pequena, provavelmente ndo deve haver desequilibrio de ligacdo suficiente entre os marcadores
e 0s QTLs, em razdo de ser uma populacdo derivada de varios intercruzamentos sucessivos do
programa de sele¢do recorrente. Além disso, a herdabilidade da reacdo ao mofo branco nédo é
elevada, especialmente a verificada nessa populacdo (Tabela 3). Outro ponto que deve ser
considerado é o fato dos marcadores usados ja terem sido identificados na literatura como
marcadores de QTLs de resisténcia ao mofo branco.

Do total de marcadores usados (37) apenas os relacionados na tabela 7 foram
polimérficos nas plantas So. Note que apenas dois explicaram pequena parcela da variacéo.
Uma primeira razdo, como ja mencionado anteriormente, é que a selecdo massal em So ja deve
ter quase exaurido a variacdo entre as progénies So:1. Além disso, a maioria ndo explicou
nenhuma variagdo, provavelmente porque os marcadores foram separados dos QTLs pela
recombinacdo, ou ainda, os QTLs por eles identificados, ndo devem ter se expressado no
ambiente experimental. E importante lembrar que a maioria dos marcadores usados foram

identificados em outros ambientes.
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Tabela 7.R? ajustado dos marcadores polimérficos obtidos pela anélise por ponto.

Marcadores polimorficos Analise por ponto R? ajustado
PV-gaat001 NS 0,0095
GATS91 NS -0,0116
BM156 NS -0,0119
BM184 NS -0,0046
BM189 Significativo 0,0677
BMD15 NS 0,0348
BMD20 Significativo 0,0515
PVBR189 NS -0,0121
PVESTBR279 NS -0,0129
SSR-1AC134 NS -0,0095
SSR-IAC159 NS 0,004
ATA7 NS -0,0069
PVBR78 NS -0,0089
SSR-IAC27 NS -0,0067
SSR-IACT77 NS -0,0131

NS: nao significativo.
Fonte: Do autor (2017).

Neste trabalho, além da validacdo de alguns marcadores, foram adicionados primers
microssatélites localizados dentro ou muito proximos de meta-QTLs descritos por Vasconcellos
et al. (2017) como pode ser observado na tabela 8 (APENDICE A). Na analise de meta-QTL,
os marcadores SSR podem ser usados para identificar regides gendmicas estaveis em
populagdes e, portanto, serem mais promissores em programas de selecdo assistidos por
marcadores. Dentre os 17 marcadores utilizados, trés apresentaram polimorfismo entre as
progénies, porém nenhum deles foi significativo (Tabela 7). Provavelmente esse resultado
ocorreu com os meta-QTLs polimorficos porque a estabilidade dos mesmos foi verificada com
0 uso de varios ambientes da América do Norte, os quais s&o muito diferentes dos usados no
presente estudo.

A eficiéncia da selecéo assistida por marcadores moleculares para a resisténcia ao mofo
branco obtida pela expressdo proposta por Hamblim e Zimmermann (1986), foi de 4,76%.

Como pode ser observado na Tabela 9, a partir da analise de regressdo multipla
“stepwise” foram identificadas 16 progénies que possuem as duas marcas ou QTLs

consideradas significativos e apenas duas dessas progénies selecionadas a partir da SAM foram
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utilizadas para compor a geracao So:2, isso €, foram coincidentes com a selecéo fenotipica das
progénies So:1.

De posse dos valores do ganho com a sele¢éo fenotipica (16,15%) e do ganho com a
selecdo assistida (5,05%) foi obtida a eficiéncia da selecdo assistida em relacdo a fenotipica,
observando que o método mais eficiente para o programa de selecdo recorrente visando

resisténcia ao mofo branco foi a sele¢éo fenotipica.

Tabela 9.Progénies selecionadas com base na reagdo ao mofo branco (selecdo fenotipica), com base nos
marcadores selecionados pela regressdo linear multipla e progénies selecionadas por ambos
procedimentos (*)

Prog selecionadas pela selecdo fenotipica Prog selecionadas pela SAM

51\ 52/3

53\10 53/6

53\3 54/1

55\2 54/2

56\5 54/4

56\7 55/3

56\8 56/3

59\4 56/5*

59\6 56/6

59\8 56/7*

59\9 56/10

61\10 59/12

61\12 59/13

61\3 60/1

62\9 60/4

63\2 63/5

63\8

64\1

64\14

64\5

64\9
Média total das 79 progénies em So:1 3,18
Média das 16 melhores progénies So:1 2,66
Média das 16 progénies regressdo multipla 3,02
Ganho com a sele¢do fenotipica 16,15%
Ganho com a selecdo assistida 5,05%
Eficiéncia da selecdo assistida em relagdo a fenotipica 31,27%

*Progénies selecionadas tanto na selecdo fenotipica quanto na sele¢do assistida.
Fonte: Do autor (2017).
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Em teoria, os ganhos com a selecdo assistida por marcadores sdo maiores que 0s ganhos
com a selecdo fenotipica, porém, existem alguns fatores como erros com as estimativas de
parametros de QTL e SAM, deriva genética e desequilibrio entre QTL selecionado e nao-
selecionados que podem acarretar a reducdo com os ganhos da SAM em relacdo a selecédo
fenotipica (LANDE & THOMPSON, 1990; KNAPP, 1998). Aliado a essas dificuldades, a

populacdo So:1 utilizada possuia variabilidade reduzida.

4.4 Avaliacao do porte, tipo de gréo e peso

Para tipo de grdo, a selecdo é do tipo mais semelhante ao carioca, visando atender as
exigéncias do mercado. No caso de porte, 0 objetivo é a selecdo das progénies mais arbustivas,
0 que também auxilia na prevencao ou reducdo do mofo branco, além de facilitar os tratos
culturais. Para o experimento em progénies So:1 (Tabela 10) pode-se observar que houve alta
precisdo experimental tanto para porte com acuracia de 72,32% e coeficiente de variacdo (CV)
de 12,49%, quanto para tipo de grdo onde a acuracia estimada foi de 71,72% e o CV 16,17%.

Com relacdo a herdabilidade no sentido amplo, para ambos os caracteres, nota-se que
ela é moderada. Existem relatos na literatura de grande variacdo da herdabilidade para o porte,
Pires et al. (2014) encontraram valores de herdabilidade entre 42% e 52% e Leite et al. (2016)
encontraram herdabilidade para o carater porte de até 86%. Para o tipo de grdo, Menezes Junior
et al. (2008) obtiveram estimativas de herdabilidade variando entre 34 e 86% e Dias (2015) de
73 a2 92%.

Tabela 10.Resumo da analise de varidncia das notas de porte e tipo de grao das progénies So:1.

So:1 Porte Tipo de grao
Média progénies 5,70 2,78

QM progénie 0,2777 0,107

QM erro 0,5066 0,202

cVv 12,49% 16,17%
Acuracia 72,32% 71,72%
Herdabilidade 0,5230 0,5144

Fonte: Do autor (2017).

No experimento em So:2, foram avaliadas apenas as melhores progénies dos quatro ciclos
(IX, X, X1 e XII), a variavel progénie foi considerada como fixo, por ndo representar bem as

linhagens pertencentes a cada ciclo (Tabela 11).
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Tabela 11.Resumo das analises de variancia das notas deporte e de tipo de gréos das progénies dos ciclos
IXao XIl.

Porte  Porte Porte Grao Grao Gréo
FV GL QM  Fcalc FV GL QM F calc
Rep 2 0,756 1,04N Rep 2 04657 847
Bloco(Rep) 15 2,334 3,21* Bloco(Rep) 15 0,083 1,97*
Ciclo 4 1213 1,67 Ciclo 4 72,653 132,18**
Prog(ciclo) 31 1,391 1,92* Prog(ciclo) 31 0,1006 1,83*
Test vs Ciclos 1 2,807 3,875  Testvs Ciclos 1 27,357 497,73**
entre ciclos 3 0,967 1,33NS  entre ciclos 3 0,6145 11,18**
Ciclo IX 2 0,064 0,09Ns Ciclo IX 2 0,1891 3,44*
Ciclo X 4 1598 2,2\ Ciclo X 4 0,0872 159N
Ciclo XI 4 0,659 0,91NS Ciclo XI 4 0,0898 1,63\
Ciclo XII 20 1,749 241* Ciclo XII 20 0,1069 1,95*
Testemunha 1 1,147 1,58NS  Testemunha 1 19,153 oNS
Erro 54 0,726 Erro 54 0,0549
Média C XIlI 6,06 Média C XIlI 2,49
CcVv 14,06% CcVv 9,41%
Acurécia 69,22% Acuracia 67,35%

*, ™ Significativo a 5% e a 1% de Probabilidade; NS: N&o significativo pelo teste F.
Fonte: Do autor (2017).

Para o carater porte da planta, observa-se uma precisdo experimental mediana (69,22%)
e o coeficiente de variacdo (CV) foi de 14,06%. Assim como o porte, o carater tipo de grdo
apresenta uma precisdo experimental mediana (67,35%) e CV 9,41%. Os dados estimados para
o coeficiente de variagdo sdo proximos aos dados obtidos por Lima (2010), no qual o CV para
porte foi de 16,41% e para o tipo de grdo 10,53%. Portanto, a reduzida variabilidade genética
entre as progénies, pode ter subestimado a acuracia.

Houve diferenca significativa entre as progénies dentro do ciclo XII tanto para porte
quanto para qualidade de gréos, indicando que € possivel identificar progénies superiores para
as caracteristicas estudadas. O alto valor do quadrado médio no ciclo da ANAVA para tipo de
grdo, deve-se as testemunhas, pois estas possuem caracteristicas no grao que se desviam do
padréo carioca e receberam nota 5 em todas as avaliacdes. Percebe-se que o contraste entre
ciclos, no qual nédo estdo inseridas as testemunhas, hd uma grande diminui¢do no valor do
quadrado médio ndo havendo diferenca significativa entre estes grupos para o carater porte,
porém, para o tipo de gréo, houve diferenca significativa entre os ciclos.

Também foi avaliada a produtividade de grdos das progénies da geracao So:» e pode-se

observar que houve uma baixa precisao experimental, com acuracia de 19,61% e coeficiente de
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variacao de 23,22% (Tabela 12). Segundo Pimentel Gomes (2000), nos experimentos de campo,
se 0 CV for inferior a 10%, o experimento pode ser considerado de alta precisdo; de 10 a 20%
0 experimento possui boa precisao; 20 a 30%, baixa preciséo, e acima de 30%, o coeficiente de
variacdo é considerado muito alto. Entretanto, o julgamento da precisdo experimental pelo CV
depende da sensibilidade do carater ao ambiente e o valor estimado neste experimento esta
dentro da amplitude de variacdo do coeficiente observado por Matos (2005), o qual variou entre
8% a 36%.

De acordo com a analise de variancia, ndo houve diferenca significativa entre as
progénies, ou seja, todas as 34 progénies avaliadas apresentaram produtividade igual a cultivar
Corujinha, que apesar de suscetivel ao mofo branco, foi selecionada para as condicdes de
cultivo do Parana, portanto, ndo muito diferentes das condicGes experimentais quando
comparado com cultivares derivadas de outros paises com ambientes muito contrastantes, como
a América do Norte por exemplo, ou mesmo os Andes, de onde derivou a Cornell 605.

Mesmo assim, o consideravel erro experimental e a homogeneidade das progénies
derivadas em grande parte da selecdo em So recomenda-se que a produtividade das progénies
seja novamente avaliada em experimentos mais apropriados, com maior tamanho de parcela e

mais ambientes da regido.

Tabela 12.Resumo da andlise de variancia para a produtividade de gréos (g/parcela) das progénies em
80:2-

FV GL QM F calc
Rep 2 10448.5 1,89
Bloco(Rep) 15 6307.72 1,14Ns
Ciclo 4 5495.69 0,99Ns
Prog(ciclo) 31 5723.96 1,04Ns
Testemunha vs Ciclos 1 9573.53 1,73
entre ciclos 3 4265.21 0,77"s
IX 2 27198 4,92*
X 4 7644.82 1,38Ns
Xl 4 4657.47 0,84Ns
XII 20 2812.13 0,51Ns
Testemunha 1 10836 1,96Ns
Erro 54 5530.12

Média 320,33

cv 23,22%

Acuracia 19,61%

“: Significativo a 5% de Probabilidade; NS: N&o significativo pelo teste F.
Fonte: Do autor (2017).
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5 CONCLUSOES

A selecdo massal em Sp em casa de vegetagdo € mais eficiente do que no campo.

A baixa eficiéncia da SAM na selecdo de progénies ocorreu principalmente devido a
pequena variacdo para resisténcia entre as progénies e também devido ao baixo nimero de
marcadores ligados a QTLs de resisténcia. Portanto, a selecdo fenotipica foi mais eficiente do
que a selecdo assistida por marcadores moleculares.

Além da resisténcia, as progénies selecionadas sao também promissoras quanto ao porte,

tipo e produtividade de graos.
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Tabela 2. Primers de microssatélites utilizados na validacao
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PRIMER Tempo de anelamento Autor
PV-gaat001 58° - 60° Lara (2013)
GATS91 58° - 60° Souza (2014)
BM156 58° - 60° Souza (2014)
BM172 58° - 60° Souza (2014)
BM175 58° - 60° Antonio (2011)
BM184 58° - 60° Lara (2013)
BM189 58° - 60° Souza (2014)
BM197 58° - 60° Souza (2014)
BMD15 60° - 60° Lima (2014)
BMD20 60° - 60° Lima (2014)
PVBR189 58° - 58° Souza (2014)
PVBR93 62° - 62° Souza (2014)
PVESTBR221 60° - 60° Lima (2014)
PVESTBR279 62° - 62° Souza (2014)
PVESTBR42 60° - 60° Antonio (2011)
PVESTBR73 62° - 62° Souza (2014)
SSR-IAC134 55° - 55° Souza (2014)
SSR-1AC159 58° - 60° Antonio (2011)
ATAT7 55° - 55° Antonio (2011)
ATA9 55° - 55° Antonio (2011)
BMc5 58° - 58° Souza (2014)

Fonte: Do autor (2017).
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Tabela 8 Primers microssatélite localizados dentro ou muito préximos de meta-QTL descrito por

Vasconcellos et al. (2017).

Meta-QTL Marcador SSR Referéncia

WM3.1 IAC 07 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM2.2 IAC 27 (BENCHIMOL et al., 2007)
WML1.1 IAC 37 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM1.1 IAC 45 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM2.2 IAC 51 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM7 .4 IAC 63 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM8.3 IAC 71 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM8.3 IAC 74 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM3.1 IAC 77 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM3.1 IAC 98 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM3.1 IAC 117 (BENCHIMOL et al., 2007)
WM3.1 PVBR 21 (BUSO et al., 2006)
WM3.1 PVBR 23 (BUSO et al., 2006)
WM2.2 PVBR 78 (GRISI et al., 2007)
WM1.1 PVag003 (YU et al., 2000)
WM8.3 BMC 222 (BLAIR et al., 2009)
WM5.4 BM 142 (GAITAN-SOLIS et al., 2002)

Fonte: Do autor (2017).



