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RESUMO B IR B

MELOQ, Leonardo Cunha. Mapeamento de QTLs em feijoeiro, por: "h‘g“eio ‘dé
. marcadores RAPD, em diferentes ambientes. Lavras: UFLA: 2000.
148p. (Tese de Doutorado em Genética e Melhoramento de plantas)® - . .

A identificacio de marcadores moleculares ligados a genes controladores
de caracteristicas quantitativas (QTLs) no feijoeiro pode auxiliar os programas de
melhoramento, aumentando sua eficiéncia e agilidade. Com base nisso, os
objetivos desse trabalho foram: 1-identificar ¢ mapear, em diferentes ambientes,
marcadores RAPD ligados aos locos génicos controladores da produtividade de
gréos, peso de sementes, época de florescimento e reacdo ao oidio (Erysiphe
polygoni) e a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), em uma populagdo
segregante de feijoeiro; 2- Avaliar a existéncia de interagio QTL por locais e por
época de plantio para os caracteres considerados; 3- comparar os processos de
deteccdo dos marcadores ligados aos QTLs utilizando o método de mapeamento
por intervalo composto ¢ o0 método de regressdo multipla, com selegdo das
varidveis regressoras (marcadores) pelo processo de Stepwise. Para isso, foram
utilizadas 196 familias (linhagens recombinantes) do cruzamento emtre os
genitores Carioca ¢ Flor de Mayo. A partir da geragio F,.foram obtidas as
geragdes F»até Fs, sendo a populagiio conduzida através do método da populacdo.
Na geragdo Fs foram coletadas sementes de 196 plantas individuais, tomadas ao
acaso, originando 196 familias Fss que, multiplicadas originaram as linhagens
recombinantes utilizadas nesse trabalho_Essas linhagens foram avaliadas em duas
épocas tradicionais de cultivo do feijoeiro (seca e inverno) nos anos de 1996,1997
e 1998, em dois locais de Minas Gerais (Patos de Minas e Lavras). Para a
avaliagdo fenotipica das familias, foram conduzidos sete experimentos, onde foi
utilizado o delineamento experimental em latice quadrado (14 x 14) parcialmente
balanceado, com duas repeti¢oes. Cada parcela foi constituida por duas linhas de
2 metros de comprimento com espagamento de 50 cm entre as linhas e 15
sementes por metro linear. Foram obtidas as estimativas dos pardmetros genéticos -
dessa populagio, bem como identificados os marcadores ligados a. QTLs com a .
analise de regressdo miltipla ¢ com o mapeamento por mtervalo composto nos
varios ambientes (locais e épocas de cultivo), inferindo, assim, sofre o efeito da
interagdo genétipos por ambientes na expressio dos QTLs. Os resultados
mostraram que existe a possibilidade de identificar marcadores moleculares
ligados a caracteristicas de importincia agronémica em feyjoeiro utilizando tanto

* Comité de orientagio: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Orientador); Daniel
Furtado Ferreira - UFLA (Co-orientador)



0 processo de regressdo miltipla quanto o processo de mapeamento por intervalo
composto. As interagdes de QTLs por locais e QTLs por épocas de cultivo foram
expressivas, sendo identificados poucos QTLs com maior estabilidade, A maioria
dos QTLs com maior estabilidade foram aqueles de menor efeito. O ‘método da
regressao multipla identificou mais marcadores ligados a QTLs do que 6 processo
de mapeamento por intervalo composto, nfo havendo grande concordincia entre
os resultados apresentados pelos dois métodos, para a maioria das situagdes. Os
marcadores que se mostraram mais promissores para serem utilizados na selecdo
assistida foram OPE-20 (891 pb) e OPO-13 (1318 pb) para época de
florescimento; OPN-02 (1445 pb) e OPM-06 (1096 pb) para peso de sementes;
OPR-02 (832 pb), OPD-08 (759 pb) ¢ OPN-10 (851 pb) para reagdio a oidio;
OPN-02 (436 pb) e OPN-07 (1072 pb) para reagiio a mancha angular ¢ OP0-20
(933 pb) e OPN-07 (1445 pb) para produtividade de graos.



ABSTRACT

MELO, Léonardo Cunha. Mapping QTLs in common beans under different
environments utilizing RAPD markers. Lavras: UFLA, 2000. 148p.
(Doctorate Thesis in Genetic and Plant Breeding)” '

The identification of molecular markers linked to genes which control
quantitative trait loci (QTLs) in common beans is expected to play important role
in breeding programs involving this crop species, enhancing efficiency and speed
of selection procedures. Based on such premises, the objectives of this research
were: 1 - to identify and to map, under different environments, RAPD markers
linked to loci that control grain yield, seed weight, days to flowering and reactions
to powdered mildew (Erysiphe polygoni) and to angular leaf spot
(Phaeoisariopsis griseola), in a segregating population of common beans; 2 - to
evaluate the existence of interactions involving QTL's with locations and planting
dates for the traits; 3 — to compare detection procedure of markers linked to QTLs
utilizing the methods of mapping and multiple regression, with selection of the
regression variables (markers) by stepwise analysis. One hundred and ninety-six
families (recombinant inbred lines) derived from the cross of cultivars Carioca x
Flor de Mayo were used to attain the objectives proposed. From the F, generation
and through bulk population propagation, it was obtained generations F, through

s. In the Fs generation seed of individually plants, taken randomly were
harvested, originating 196 Fi¢ families, the recombinant inbred lines used in this
research. Such advanced lines were evaluated under two traditional sowing dates
for common beans (“drought” and winter) in 1996, 1997 and 1998 and in two
locations: Patos de Minas and Lavras, both in the State of Minas Gerais, Brazil.
For the phenotypic evaluation of the families, seven field experiments were
conducted. The experimental design used was a 14 x 14 partially balanced Square
Lattice, with two replications. Each plot consisted of two 2m-long rows spaced
50 cm apart and sowed with 15 seeds per meter. Genetic population parameters
were estimated and markers linked to QTL's were identified through multiple
regression analysis and through composite interval mapping, under the several
environments (locations and sowing times), making possible to infer the effects of
the genotype by environment interactions on the expression of QTLs. Results
indicated that there is the possibility of identifying molecular markers related to
agronomic traits in common beans, utilizing both multiple regression technique
and composite interval mapping. The interactions of QTLs by locations and

" Guidance Committee: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Major Professor); Daniel
Furtado Ferreira - UFLA (Adviser)
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QTLs by sowing times were significant, and a few QTLs with great stability were
identified. QTLs of great effect did not show environmental stability and the
majority of the QTLs with great stability were those of minor effects. Multiple
regression analysis identified a greater number of QTL's-linked markers than the
process of composite interval mapping. There was no coincidence between results
obtained with the two methods for the majority of the traits studied. Molecular
markers which were considered of greater potential use on marker-assisted
selection were: OPE-20 (891 pb) and OPO-13 (1318 pb) for day to flowering;
OPN-02 (1445 pb) and OPM-06 (1096 pb) for weight of 100 seeds; OPR-02
(832 pb), OPD-08 (759 pb) and OPN-10 (851 pb) for reaction to powdery
mildew; OPN-02 (436 pb) and OPN-07 (1072 pb) for reaction to leaf blight and
finally OPO-20 (933 pb) and OPN-07 (1445 pb) for grain yield.

v



1 INTRODUCAO

O melhoramento genético da maioria das espécies, até o momento, é
predominantemente realizado por meio das técnicas clissicas de melhoramento.
Essas técnicas se fundamentam basicamente na realizacdo de hibridagoes
artificiais para gerar populagdes segregantes, que sio conduzidas por um método
especifico ¢ submetidas a varios ciclos de selegdes, visando a identificacdo de
gendtipos recombinantes superiores. No entanto, com o desenvolvimento de
cultivares superiores, fica cada vez mais dificil identificar novos genodtipos que
superam as cultivares ja utilizadas. Dessa forma, a identificacio de marcadores
moleculares ligados a genes controladores de caracteristicas quantitativas poderi
auxiliar os programas de melhoramento da grande maioria das espécies, inclusive
do feijoeiro, aumentando sua eficiéncia e agilidade.

Com o desenvolvimento das técnicas biotecnolégicas, principalmente as
relativas aos marcadores moleculares, houve também um aprimoramento de seus
usos ¢ aplicagdes. A area de melhoramento genético de plantas podera ser muito
beneficiada com o desenvolvimento dos estudos de mapeamento utilizando
marcadores moleculares, principalmente com a utilizagio dessas informagdes na
selecdo assistida por marcadores. Muitas dificuldades da analise fenotipica
podem ser reduzidas através da identificaciio direta de gendtipos. Isso é possivel
quando se utilizam marcadores moleculares que segregam conjuntamente com os
alelos de interesse. Segundo Ferreira ¢ Grattapaglia (1996), a tendéncia geral do
melhoramento genético de plantas ¢ a integracdo das técnicas classicas com
aquelas mais modemas da biotecnologia, levando-se em consideragio as
vantagens ¢ limitag3es de cada uma delas. Os autores ressaltam que a integragio
efetiva de metodologias de marcadores moleculares no processo de melhoramento
representa, ainda, o principal desafio da 4rea.



O processo de melhoramento genético é geralmente iniciado pela
identificacio de cultivares com caracteristicas indesejaveis e que, portanto,
precisam ser alteradas. Quando os alelos dessas caracteristicas sdo de genes
qualitativos, ou seja, com maior efeito fenotipico, a identificagio de recursos
genéticos pode ser feita com uma simples avaliagdo fenotipica dos materiais.
Neste tipo de caracteristica, a introducio dos alelos favordveis na cultivar
deficiente pode ser efetuada rapidamente pelos procedimentos clissicos de
melhoramento. Neste caso, os melhoristas tém uma clara relagio entre gendtipo e
fen6tipo para monitorar a presenga dos alelos favoraveis na populagio. Todavia,
os procedimentos clissicos de melhoramento tém algumas limitagdes em
estabelecer uma relagdo entre genétipo e fendtipo quando a caracteristica é
controlada por um nimero muito grande de genes, devido, principalmente, ao
pequeno efeito de cada gene e ao grande efeito do ambiente na expressio da
caracteristica. Normalmente, os modelos genéticos utilizados para analise destes
caracteres requerem uma série de restrigdes que mem sempre conseguem ser
atendidas, o que limita a utiliza¢3o das informagdes obtidas.

Embora um importante niimero de caracteres nas espécies vegetais seja
controlado por genes qualitativos, a maioria das caracteristicas com importincia
econdmica € de natureza quantitativa, ou seja, resulta da agdo conjunta de vérios
locos génicos. A variagdo fenotipica destes caracteres apresenta uma distribuicdo
continua, em vez de classes fenotipicas discretas. Estes locos sio denominados de
locos de caracteres quantitativos (QTL = quantitative trait loci). O estudo destes
caracteres € feito através de andlises e inferéncias estatisticas que procuram
descrever as caracteristicas de uma distribui¢io fenotipica continua. Uma
alternativa a essas andlises consiste na identificagio dos QTLs por marcadores
moleculares, os quais poderdo fornecer informagdes mais precisas e detathadas



da arquitetura dos genes que controlam caracteres quantitativos, bem como
auxiliar na selego de genotipos superiores.

A principal dificuldade no mapeamento de QTLs ¢ o fato de varios
fatores genéticos e ambientais afetarem a expressdo final do fenétipo. Assim, os
delineamentos experimentais devem envolver a medi¢do ¢ genotipagem de um
grande numero de individuos ou familias para permitir a precisdo necessaria a
identificagdo do QTL (Ferreira e Grattapaglia, 1996; Paterson, 1998). Agora, na
utilizacgio de marcadores moleculares para selecio deve-se considerar a
consisténcia da informagsio de ligagsio entre marcador e QTL em diferentes
populagBes, a interacdo entre QTLs e ambientes e também a possibilidade de
selecdo simultinea para varias caracteristicas. Desta forma, os marcadores
constituem uma ferramenta que podera contribuir para aumentar a eficiéncia do
processo seletivo e, consequentemente, maximizar os ganhos com a selegdo.

Os objetivos desse trabalho foram: 1-identificar e mapear, em diferentes
ambientes, marcadores RAPD ligados aos locos génicos controladores da
produtividade de gréos, peso de 100 sementes, época de florescimento e reagiio
ao oidio (Erysiphe polygoni) ¢ a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), em
uma populagdo segregante de feijoeiro; 2- Avaliar a existéncia de interagio QTL
por locais e por época de plantio para os caracteres considerados; 3- comparar os
processos de detecgdo dos marcadores ligados aos QTLs utilizando o métodos de
mapeamento por intervalo composto € de regressio linerar multipla, com selegdio

das varidveis regressoras (marcadores) pelo processo de Stepwise.



2 REFERENCIAL TEORICO

O mapeamento genético de uma espécie consiste na geragio de um
conjunto ordenado de informag3es sobre as sequéncias do DNA que cobrem a
totalidade ou parte do seu genoma. O processo de mapeamento baseia-se na
hipétese de que a co-transmissio de dois marcadores reflete a proximidade entre
eles, uma vez que a probabilidade de ocorrer permutas genéticas entre dois
marcadores ¢ menor, quanto mais proximos eles estiverem localizados. Esse fato
torma possivel ordenar linearmente a informacgio genética ao longo dos
cromossomos. Dessa forma, o mapa genético consiste na representagio da ordem
e da distincia entre genes em grupos de ligagio genética.

O processo de mapeamento genético pode ser comsiderado um
detalhamento das anilises genéticas que ja vém sendo realizadas desde que a
genética foi considerada como ciéncia. Vallejos (1994) relata que foi Gregor
Mendel, em 1866, que conduziu a primeira anilise genética com feijoeiro. O
autor comenta que Mendel estudou a heranca do habito de crescimento, e da cor
da vagem em progénies oriundas do cruzamento entre Phaseolhs vulgaris e P.
nanus com o objetivo de confirmar os resultados encontrados com ervilha,
Infelizmente, seus estudos posteriores sobre o controle genético da coloragio da
flor ¢ tegumento da semente foram obstruidos por ter usado um hibrido
interespecifico de P. nanus e P. coccineus,, pois sabe-se, atualmente, que este
cruzamento produz segregacdo distorcida. Mais tarde, Shaw e Norton (1918)
usaram cruzamentos interespecificos ¢ determinaram que a cor do tegumento da
semente ¢ controlada por miltiplos genes independentes. Poucos anos depois,
Sax (1923) foi o primeiro a reportar uma ligagio entre uma caracteristica
qualitativa (cor do tegumento da semente) e uma caracteristica quantitativa
(tamanho da semente), e utiliza-la como marcador genético para auxiliar na



selecdo para tamanho da semente. Em seguida surgiram varios mapas de ligagio
com caracteres morfoldgicos, sendo identificados 48 locos génicos em 13 grupos
de ligagdo (Basset, 1991). No entanto, dois desses grupos de ligagdo, sio
bastante pequenos, cobrindo apenas em torno de 5 cM, sugerindo que o mimero
de grupos de ligagdo estd muito proximo do niimero basico de cromossomos do
feijoeiro.

O aumento do potencial produtivo das cultivares de feijdo (Phaseolus
vulgaris) tem sido baixo e gradual, apesar da ampla variagdo existente na
maioria dos caracteres, inclusive para produtividade de graos (Nienhuis ¢ Singh,
1988). No Brasil, um dos principais motivos para este baixo incremento no
potencial produtivo tem sido a exigéncia do mercado consumidor por cultivares
com grdos tipo carioca. Esta exigéncia reduz muito as fontes de germoplasma a
serem utilizadas, limitando a variabilidade genética disponivel aos programas de
melthoramento.

A utilizagdo de materiais semelhantes ficou mais evidenciada apoés Singh
(1988 ¢ 1989) agrupar o germoplasma de feijdo em doze conjuntos génicos, e
posteriormente (Singh, Gepts e Debouck, 1991) reagrupar em seis ragas. Assim,
ficou claro que os melhoristas tém, tradicionalmente, realizado as suas
hibridages envolvendo materiais de um tnico conjunto génico. Singh (1988)
observou que a variabilidade para produtividade de graos, seus componentes
primérios € outros caracteres agrondmicos era maior entre os conjuntos génicos
do que dentro de cada um. Abreu (1997), avaliando varias caracteristicas morfo-
agrondmicas do feijoeiro, observou maior variabiliade entre do que dentro dos
gendtipos de diferentes conjuntos génicos. Duarte, Santos ¢ Melo (1999)
realizaram um estudo da divergéncia genética com gendtipos de diferentes ragas
de feijoeiro, por meio de marcadores RAPD, ¢ também observaram maior
varibilidade entre do que dentro dos diferentes grupos génicos. Assim, a



utilizag3o dos cruzamentos de genitores de diferentes conjuntos génicos aumenta
a probabilidade de se encontrar populagSes com maior variabilidade genética,
aumentando as chances de identificar combinagdes genotipicas com maior
potencial produtivo ¢ estabilidade de produgio. Singh (1988) relata ainda que
cruzamentos realizados entre cultivares de conjuntos génicos de mesmo centro de
origem, e com habito de crescimento e tamanho de semente semelhantes, possuem
maior frequéncia de recombinantes desejaveis, pois a utilizagio de genitores
muito discrepantes pode levar & baixa adaptagio da populagio segregante e,
consequentemente, a dificuldades no processo de selegdo. Teoricamente, os
cruzamentos de cultivares de conjuntos génicos diferentes, mas do mesmo centro
de origem, devem contribuir para aumentar o ganho com a selecdo,
principalmente quando se dispde de genitores adaptados. A identificaio de alelos
ou regides cromossomicas de interesse, por meio de mapeamento pode contribuir
para aumentar a eficiéncia do processo de melhoramento genético do feijoeiro.

A maioria das estratégias de mapeamento de QTLs esti baseada no uso
de populagBes segregantes com grande variabilidade, oriundas do cruzamento de
duas linhagens puras, geneticamente divergentes e fenotipicamente extremas em
relagdo as caracteristicas quantitativas de interesse. Com o cruzamento dessas
linhagens, homozigotas para alelos alternativos nos QTLs e polimérficas com
relagdo a marcadores moleculares, ¢ gerada uma populagio segregante que pode
ser uma Fy, retrocruzamento, linhagens puras recombinantes ou linhagem
dihapléides. Um certo mimero de individuos desta populagdo segregante é
avaliado para as caracteristicas quantitativas de interesse e genotipado por
marcadores moleculares distribuidos em intervalos regulares ao longo do genoma
(Ferreira e Grattapaglia, 1996).

O feijociro ¢ uma espécie dipléide (n=11) com cromossomos

relativamente pequenos (Zheng et al., 1991) e um genoma pequeno, estimado em



637 mbp ou 0,66 pg/1C (Arumuganatham e Earle, 1991). Segundo Vallejos,
Sakiyama e Chase (1992), no feijoeiro, a razio média da distincia fisica em
relagio a distincia de mapa ¢ de 530 kbp/cM. Como o feijoeiro possui
aproximadamente 637 mbp estima-se que o tamanho total do mapa do feijoeiro
seja em torno de 1200 cM.

Também foi estimado, via cinética de reassociagdo do DNA, que 60% do
genoma do feijoeiro é composto de sequéncias de copia simples (Talbot et al,
1984). Essas caracteristicas facilitam a obtengio de marcadores moleculares
distribuidos uniformemente por todos os Cromossomos, O que aumenta a
possibilidade de detecgio dos QTLs que participam do controle genético dos
caracteres quantitativos, pois pode-se conseguir mapas genéticos altamente
saturados.

2.1 Tipos de marcadores moleculares

Em muitos casos, os efeitos ambientais mascaram os efeitos genotipicos,
de modo que o fendtipo fornece uma medida imprecisa do genétipo da planta.
Para minimizar este problema, surgiram técnicas de identificagio e manipulagio
de genes de interesse em programas de melhoramento, denominadas técnicas de
marcadores moleculares. Os primeiros marcadores moleculares utilizados foram
as izoenzimas, as quais tém a vantagem de fornecer respostas rapidas e de baixo
custo, porém sdo de uso limitado devido ao pequeno mimero de locos disponivel
para anilise. Posteriormente, surgiram os marcadores de DNA, que detectam
diferengas na constituiio genética entre individuos. Como a variag3o a nivel de
DNA ¢ muito grande, estes métodos conseguem detectar um alto gran de
polimorfismo.

Sakiyama (1993) relata que a palavra marcadores tem sido utilizada para
designar fatores morfologicos, fisiologicos, bioquimicos ou genéticos passiveis de



serem identificados e que permitem o estudo comparativo de genotipos e de suas
progénies. A identificacio de marcadores morfolégicos apropriados € o estudo
comparativo de genétipos de ervilha e de suas progénies possibilitaram a Mendel
langar os fundamentos da genética. A aplicagio de marcadores na investigacdo
cientifica precede o conhecimento da propria genética. A utilizag3o de marcadores
moleculares no estudo de espécies vegetais tem sido crescente nas iltimas
décadas. Isoenzimas e proteinas tém fornecido importantes informacgdes a respeito
da estrutura do genoma, variabilidade genética entre e dentro de espécies, origem
e dispersio de espécies cultivadas ¢ mapeamento de genes de interesse
agrondmico. Ultimamente, os marcadores de DNA tém sido amplamente
explorados por apresentarem varias caracteristicas desejaveis ao estudo dos
marcadores. Eles apresentam heranga Mendeliana simples ¢ auséncia de efeitos
epistaticos. Além disso, podem ser obtidos em grande nimero ¢, por resultarem
de estudos com o préprio DNA (genétipo) e nio com seus produtos (fenétipos),
apresentam resultados experimentais consistentes, independentemente das
condigdes de ambiente ou do estadio de desenvolvimento das plantas amostradas.

Existem, atualmente, varios tipos de marcadores de DNA, que sio
geralmente conhecidos por suas siglas. Inicialmente, a utilizacio de enzimas de
restricio permitiu a analise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricido de DNA (“Restriction Fragment Length Polymorphism” - RFLP)
(Botstein et al., 1980). RFLP ¢é uma técnica que se baseia no polimorfismo gerado
por digestio do DNA gendmico das plantas com enzimas de restricdo. Apds essa
digestiio, ocorre a separagio dos fragmentos de DNA por eletroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida, que, em seguida, sdo transferidos para uma membrana
de nylon e hibridizados com uma sonda marcada.

O desenvolvimento do processo de amplificagdo em cadeia utilizando
uma DNA polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (Mullis ¢ Faloona,



1987; Saiki et al., 1988) levou a descri¢io de outras classes de marcadores
moleculares, como o polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (“Random
Amplified Polymorfhic DNA” - RAPD) (Williams et al., 1990),

Outros marcadores que estio sendo utilizados com os mais variados
objetivos s3o os baseados em: locos hipervarisveis de minisatélites (sequéncias de
15 a 100 pares de bases repetidas) (Jeffreys, Wilson ¢ Thein, 1985); na
amplificagdo de microsatélites (sequéncias de 2 a 5 pares de bases repetidas)
(Beckmann ¢ Soller, 1990); e também no polimorfismo de comprimento de
fragmentos amplificados (“Amplified Fragment length Polymorphism™ - AFLP)
(Zabean, 1993). O AFLP e os microsatélites estio entre as mais recentes
aplicagdes do método de PCR.

Os marcadores RAPD sio considerados os de maior potencialidade na
utilizacio em melhoramento genético de plantas, principalmente devido a sua
facilidade de utilizagdo, rapidez, versatilidade e baixo custo (Ferreira ¢
Grattapaglia, 1996). Assim, ess¢ tipo de marcador possibilita gerar grande
nimero de informacdes em curto tempo € por um custo acessivel, possibilitando
sua facil utilizagdo na maioria dos programas de melhoramento. Desta forma,
sera dada énfase nesta classe de marcador molecular.

Sakiyama (1993) relata que a tecnologia de marcadores RAPD tem sido
largamente utilizada em estudos com plantas e consiste, basicamente, na extraggio
de DNA de individuos, na amplificacio ou ndo amplificagdo de fragmentos destes
DNAs pela técnica de PCR, na separagio de fragmentos amplificados de
comprimentos diferentes por eletroforese em gel de agarose e na visualizagio de
bandas correspondentes a regides (locos) amplificados do genoma por meio de
coloragiio dos fragmentos de DNA com brometo de etidio, diretamente no gel.
PCR ¢ um método "in vitro" de sintese de acido nucléico pelo qual, um segmento
particular de DNA pode ser especificamente replicado. Este método envolve dois



“primers" de oligonucleotideos que delimitam o fragmento de DNA a ser
amplificado e ciclos repetidos de desnaturagio de DNA a alta temperatura,
anelamento dos "primers" e sintese de uma nova cadeia de DNA através da DNA
polimerase. Estes "primers” hibridizam-se as duas fitas opostas e sido orientados
de tal forma que a sintese de DNA pela polimerase ocorre ao longo da regido
entre os “primers”. Uma vez que os produtos sintetizados sio também
complementares aos "primers”, sucessivos ciclos de amplificacio dobram a
quantidade do segmento de DNA sintetizado nos ciclos anteriores. Como
resuitado, ha um acimulo exponencial daquele fragmento da ordem de 2°, onde n
¢ o mimero de ciclo de amplificagdo executado (Saiki, 1990).

Em geral, cada "primer" di origem a amplificacio de varios locos
discretos no genoma, tormando o método um eficiente meio de se obter
polimorfismo entre individuos. Os polimorfismos sfio identificados como
ﬁagmentosdeDNAampliﬁmdosaparﬁrdemnindividuoenioampliﬁwdos a
partir do outro. Estes fragmentos apresentam heranga mendeliana simples, sendo
que quase todos os marcadores RAPD sio dominantes. Sakiyama (1993) comenta
que esses marcadores podem, raramente, se comportar como codominantes devido
a amplificacdo de segmentos de DNA de comprimentos diferentes no mesmo loco.
Em casos de homozigose para uma determinada regifo cromossdmica,
marcadores dominantes RAPD ligados em repulsio podem funcionar como
marcadores codominantes. A confiabilidade com que os individuos heterozigotos
podem ser identificados depende do grau com que os dois marcadores encontram-
se ligados. Bandas de RAPD podem também ser transformadas em alelos
codominantes combinando-se amplificagio de DNA seguida de clivagem dos
ﬁagmcntosdeRAPDcomenzimasderwuiqioeposteﬁoranéliseemgelde
agarose.
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Comparados aos RFLPs, os marcadores RAPDs sdo mais eficientes para
trabalhos de mapeamento em virtude da simplicidade do método. Entretanto, eles
podem apresentar algumas desvantagens decorrentes de possivel falta de
confiabilidade e repetibilidade de resultados, dominincia (ndo identificam o
heterozigoto), baixo numero de alelos identificados para cada loco (apenas dois),
falta de homologia entre genomas de espécies relacionadas e falta de
especificidade para regides particulares do genoma (Ferreira e Grattapaglia,
1996). Além disso, esses autores relatam outros problemas como: 1- baixo poder
de um “primer” especifico em discriminar entre sitios de amplificacio distintos;
2- competicao entre diferentes sitios de amplificagio por substrato ¢ enzima, de
maneira que a presenca de certos segmentos pode interferir com a amplificagdo de
outros, num processo equivalente 3 interagdo epistitica entre marcadores, o que
influencia o fendtipo final das bandas; 3- problemas relacionados com a
padronizagdo de condigdes de amplificagdo, sendo que variacdes laboratoriais
podem interferir muito nos resultados finais.

Os marcadores baseados nas regibes amplificadas de sequéncias
caracterizadas (Sequence Characterized Amplified Regions - SCAR) foram
desenvolvidos com o objetivo de eliminar estas desvantagens.

Segundo Sakiyama (1993), SCAR ¢é um fragmento de DNA gendmico em
um loco especifico que é identificado por amplificagio em PCR usando-se um par
de "primers" de oligonucleotideos especificos. Se um fragmento amplificado por
meio do RAPD for de interesse, ele é clonado e as suas duas extremidades sio
sequenciadas. Estas informagSes s3o utilizadas para construgdo de dois “primers"
especificos com aproximadamente 24 nucleotideos, que resultam em uma
amplificagio reproduzivel destes locos quando altas temperaturas de anelamento
sdo utilizadas. A vantagem do marcador SCAR sobre 0 RAPD ¢ que ele detecta

somente um loco especifico, portanto sua amplificacio ¢ menos sensivel as
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condi¢des de reagdo e ele pode, potencialmente, ser transformado em marcador
codominante. De forma semethante a0 SCAR, um par especifico de "primers"
pode ser construido de modo que somente um produto de amplificacdo seja
produzido e que este seja correspondente ao alelo de interesse. A identificagio das
plantas que amplificam o alelo e das que nio amplificam ¢é feita pela simples
leitura da concentragdo de DNA da amostra apos 30 a 40 ciclos de PCR,
eliminando a necessidade de executar a eletroforese.

2.2 Mapeamento utilizando marcadores moleculares

A constru¢do de mapas genéticos em plantas tem sido objeto de estudos
desde as primeiras décadas deste século, e seu desenvolvimento tem sido paralelo
ao desenvolvimento das técnicas de marcadores moleculares. Segundo Oliveira
(1998), a limitagdo encontrada pelos geneticistas pioneiros em mapeamento foi o
numero restrito de marcadores morfologicos. Um segundo momento na histéria do
mapeamento surgiu com a aplicagdo do polimorfismo de proteinas, mais
especialmente as proteinas com atividade enzimitica. Com o avango das técnicas
em biologia molecular, os mapas genéticos receberam os marcadores de DNA,
que permitiram a analise de um numero de marcadores muito maior do que o
obtido com marcadores morfologicos ¢ bioquimicos. Em fungdo disso, os mapas
genéticos se estenderam a varias espécies, além de acumular um grande numero
de marcadores nas espécies que ja haviam sido mapeadas préviamente.

Um importante conceito para 0 mapeamento genético ¢ o significado de
polimorfismo. Polimorfismo refere-se a presenca de mais de uma forma alélica,
seja ela detectada fenotipicamente, por meio de um marcador morfologico, ou
genotipicamente, por meio de marcadores moleculares. Para que marcadores

moleculares possam ser mapeados em um grupo de ligagio, é preciso que as
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populagdes apresentem polimorfismo. As formas de detecgio do polimorfismo
molecular sio variaveis conforme o tipo de marcador utilizado.

A técnica de RFLP foi usada no mapeamento de diversas espécies como
milho (Bur et al., 1988; Helentjaris, Weber e Wright, 1988), cana de agucar
(Silva et al., 1994) ervilha (Ellis et al., 1992), algodsio (Reinisch et al., 1994),
cacau (Lanaud et al., 1995) trigo (Devos, Millan e Gale, 1993), arroz (Causse et
al., 1994) e feijdo (Valejos et al., 1992; Nodari et al., 1993). Os microssatélites
foram usados para mapeamento de milho (Kantety et al., 1995) e o os marcadores
AFLP tém sido muito utilizados para mapeamento de alta densidade em soja
(Kein et al., 1997).

Para garantir o polimorfismo na populagdo a ser utilizada no estudo,
normalmente o mapeamento de espécies autdgamas necessita de genitores os mais
divergentes. A andlise dos possiveis genitores com varios tipos de marcadores
moleculares pode ser uma boa alternativa para se escolher aqueles com maior
potencial de gerar populagdes altamente polimérficas, principalmente quando se
tratar de cruzamentos intraespecificos (Young, 1994).

O tamanho da amostra da populagiio a ser trabalhada também é de
fundamental importincia na consisténcia das informagdes geradas no
mapeamento. Desta forma, a resolu¢io do mapa e a capacidade de se determinar
a sequéncia dos marcadores esta diretamente relacionada com o tamanho da
amostra da populagfio. No entanto, muitas vezes o tamanho da amostra fica
limitada pela quantidade de sementes disponiveis ou pela quantidade de amostras
de DNA que podem ser efetivamente processadas em um laboratério. Mas é certo
que a amostra da populagdo deve ter o maior tamanho possivel dentro da
capacidade de trabalho da equipe envolvida. As amostras com menos de 50
individuos muito provavelmente terio uma baixa resolugio de mapeamento,
principalmente na detec¢do de QTLs de pequeno efeito (Young, 1994).
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Estudos de mapeamento s3o normalmente desenvolvidos em populagdes
F, segregantes ou provenientes de retrocruzamentos, com uma progénie de pelo
menos 100 individuos (Oliveira, 1998). Essas populagSes sdo as mais simples e
rapidas de serem obtidas para a maioria das espécies de plantas, embora, em
alguns casos, a esterilidade dos hibridos F, seja um fator limitante para algumas
combinagdes de genitores, principalmente em cruzamentos interespecificos.

Uma grande contribuigido para as metodologias de mapeamento foi o uso
de linhagens endogdmicas recombinantes (Burr et al., 1988). Young (1994)
considera este tipo de populagio como a methor opgdo para constru¢do de mapas
moleculares. O autor comenta que o maior problema das popula¢des de plantas F,
¢ retrocruzamentos € a sua condi¢do temporaria, pois as sementes oriundas desses
individuos constituem uma nova populaggo. Essa limitagio poderia ser superada
com a utilizagdo de cultura de tecidos ou formagio de mistura (bulk) de plantas
F3que representassem as plantas F», que proporcionassem uma constante fonte de
material vegetal para isolamento de DNA. Todavia, isso dificulta ou impossibilita
a mensuragdo de caracteres como parte do mapeamento de QTLs em varios locais
ou por varios anos com populagdes F, ou de retrocruzamentos. Por essas razdes,
trabalhar com populagGes permanentes para o mapeamento genético € a situagio
ideal, ¢ a utilizagdo das linhagens recombinantes seria a melhor estratégia
(Young, 1994).

Linhagens recombinantes sfio produzidas pela autofecundagio, por cinco
ou seis geragdes, de plantas de uma geragdo F» derivada do cruzamento de duas
linhagens endogamicas contrastantes. Esse processo leva ao desenvolvimento de
linhagens que comtém diferentes blocos de ligaghes em relagio aos genitores
originais. A diferenca entre os blocos de ligagio em cada linhagem recombinante
¢ a base para a anilise de ligag3o (Young, 1994). O mapeamento ¢ feito pela
caracterizagdo de cada linhagem pela sua composigio alélica em um dado nimero
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de locos. Esta caracterizagdo permite estabelecer um padrio de distribui¢io de
linhagens para cada loco e a ligacdio entre dois locos é detectada quando estes
apresentam padrdes similares (Burr et al., 1988).

Segundo Burr et al. (1988), as vantagens das linhagens recombinantes
sobre as populagGes segregantes de plantas F, sdo as seguintes: 1- esta populagio
pode ser considerada permanmente, pois a segregagdo ji estd praticamente
terminada, portanto pode ser usada indefinidamente para o mapeamento; 2- toda a
informacdo gerada é cumulativa, fazendo com que novos dados possam ser
inseridos no mapa existente; 3- as linhagens recombinantes podem ser avaliadas
em varios ambientes, possibilitando uma avaliagio mais precisa; 4- maior
possibilidade de recombinagdo devido as varias geragdes de autofecundagiio que
as familias sdo submetidas, possilitando a identificagiio de marcadores fortemente
ligado aos QTLs.

Atualmente, j4 estio disponiveis varios mapas genéticos contendo
marcadores moleculares em diversas espécies autégamas. A maior parte destes
mapas € relativos a marcadores do tipo RFLP, em virtude dessa técnica ja estar
sendo utilizada a mais tempo.

Como acontece na maioria das espécies, o primeiro mapa molecular de
arroz foi construido com marcadores morfologicos, em seguida adicionados
algumas izoenzimas ¢ logo apés veio a inclusdo de algumas séries de trissdmicos
primarios. Em 1988, foi relatado o primeiro mapa de ligagio com marcadores
RFLP, contendo 135 marcadores. Desde entdo, um grande nimero de novos locos
de marcadores RFLP tém sido mapeados em arroz. Os mapas moleculares em
arroz dispdem de cerca de 1000 locos, espalhados em 1222 cM. Nesses mapas
sdo utilizadas tanto sondas gendmicas como sondas de ¢cDNA. Um problema
frequente na construgio desse mapas é a subestimagsio da taxa de recombinag3o,
em virtude do uso de cruzamentos interespecificos, que deve corresponder a
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apenas 70 % do genoma do material adaptado. Assim estima-se que €sse mapa na
verdade cubra em tomo de 1750 ¢M no germoplasma cultivado (T: anksley,
1994a).

Alguns estudos mostraram que em soja existe um baixo nivel de
polimorfismo quanto a sitios de restri¢io (Apuya et al., 1988). Isso fez com que
Kein et al. (1990) realizassem um cruzamento interespecifico para diminuir esse
problema, e a partir de uma popula¢io F, obtida de um cruzamento envolvendo
Glycine max ¢ G. soja foi possivel identificar 26 grupos de ligagio, totalizando
cerca de 1200 cM. Shoemaker (1994) apresentou um mapa integrado, contendo,
além de locos RFLP, locos izoenzimaticos e marcadores genéticos classicos, com
24 grupos de liga¢do, cobrindo cerca de 2900 cM.

Em alface, Michelmore, Kesseli ¢ Ryder (1994) relataram a existéncia de
42 sistemas enzimaticos, com cerca de 70 locos, mas somente 22 apresentaram
polimorfismo. Quanto aos marcadores RFLP, o uso de 1900 clones aleatorios de
c¢DNA propiciou a detecgdo de 143 locos, enquanto 400 clones gendmicos
identificaram mais 9, totalizando 152 locos. Os autores utilizaram ainda 200
“primers” aleatrios de marcadores RAPD no mapeamento de alface ¢ obtiveram
uma média de 8 bandas (potenciais marcadores) por “primer”. No entanto, devido
a alta sensibilidade dos marcadores RAPD as condigdes de reagdio, a analise com:
marcadores RAPD resultou em uma menor relagio de locos polimérficos
efetivamente aproveitados no mapa/marcador analisado, quando comparado com
os marcadores RFLP. Mesmo assim, mais de 250 locos de marcadores RAPD ja
foram mapeados e em torno de 130 ja foram efetivamente integrados no mapa
genético de alface. O mapa genético de alface compreende 319 locos, sendo 152
de marcadores RFLP, 130 marcadores RAPD, 7 izoenzimas, 19 locos de
resisténcia a doengas ¢ 11 marcadores morfol6gicos, cobrindo aproximadamente
1200 cM (Kesseli, Paran e Michelmore, 1994).
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Dentre as espécies autégamas, o tomate é provavelmente o que tem o
mapeamento molecular mais desenvolvido, principalmente com a utilizagio de
cruzamentos interespecificos. Tanksley (1994b) apresentou um mapa com mais
de 1000 locos marcadores, cobrindo um total de 1276 cM.

Os mapas moleculares em trigo estio bastante saturados, principalmente
com marcadores RFLP, contendo, no minimo, uma marca a cada 20 cM,
cobrindo aproximadamente 3000 cM, sendo que este valor parece estar abaixo da
estimativa do tamanho total do genoma do trigo que para alguns autores nio é
inferior a 3500 cM (Hart, 1994).

Em amendoim, Halward, Stalker e kochert (1994) apontam que o mapa
de RFLP disponivel cobre um total de 1400 cM (aproximadamente 80% do
genoma da espécie), com uma distincia média de 20 cM entre marcas, espalhadas
em 12 grupos de ligagdo. Futuramente, com a maior saturagio do mapa, espera-
se que esse mimero de grupos de ligagio diminua para 10, que corresponde ao
niimero basico de cromossomos do genoma dessa espécie (2n = 4x = 40).

O mapa molecular de cevada se desenvolven rapidamente durante poucos
anos. Existem aproximadamente 600 marcadores RFLP mapeados nos sete
Cromossomos € esse numero cresce constantemente. Os estudos atuais e futuros
com mapeamento de cevada podem facilitar o desenvolvimento de trabalhos nas
areas de genética e melhoramento de cevada (Kleinhofs e Kilian, 1994).

No caso do feijoeiro, inicialmente foi desenvolvido um mapa de ligagdo
rudimentar com a maioria dos marcadores sendo morfolégicos e alguns poucos
marcadores izoenzimaticos (Basset, 1991). Analises eletroforéticas da maior
proteina de reserva das sementes do feijoeiro (faseolina) e algumas isoenzimas
identificaram dois grandes grupos: o Mesoamericano ¢ o Andino (Gepts et al.,
1986). Estudos com marcadores RFLP mostraram que algumas sondas podem ser
usadas para diferenciar esses dois grupos de feijoeiros, pois apesar de detectarem
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baixos niveis de polimorfismo dentro de cada grupo, essas sondas conseguiram
detectar polimorfismo entre os grupos (Chase, Ortega e Vallejos, 1991).

Apos a construcdo desse primeiro mapa, um novo mapa de ligacdo
baseado principalmente em marcadores RFLP foi construido usando familias de
retrocruzamento de um material de origem mesoamericana (XR-235-1-1) com
outro material andino (Calima) (Valejos, Sakiyama e¢ Chase, 1992). Esse mapa
molecular envolveu 227 locos de marcadores RFLP, dois locos de proteinas das
clorofilas a/b, um loco de pigmentagdio, nove izoenzimas e nove proteinas de
sementes. Também foram usados nesse mapa dois “primers” de marcadores
RAPD (OPA-01 ¢ OPA-10). O marcador OPA-01 foi mapeado no cromossomo
D e o marcador OPA-10 no cromossomo F, portanto ndo estavam ligados. Em
resumo, esse grupo de ligagdo do feijoeiro incluiu 250 marcadores,
compreendendo 930 cM, que representam aproximadamente 82% do genoma do
feijoeiro (Vallejos, Sakiyama e Chase, 1992).

Nodari et al. (1993) apresentaram um mapa genético do feijoeiro
construido a partir da geraciio F, derivada do cruzamento entre uma cultivar
brasileira (Jalo) ¢ uma linhagem desenvolvida no CIAT (BAT 93). Esses
genitores foram escolhidos por apresentarem diferencas em relagio a origem
evolutiva, tipos de faseolina e para varias caracteristicas agronémicas. Foram
analisadas a segregagdo de 152 marcadores, incluindo 115 locos de RFLP, 7
izoenzimaticos, 8 RAPD e outros marcadores morfologicos e de resisténcia a
doencas. Identificaram-se 143 marcadores para 15 grupos de ligagiio, sendo que 9
marcadores ndo se ligaram a nenhum grupo de ligagiio. O intervalo médio entre
marcadores foi de 6,5 cM, e somente um intervalo entre os marcadores mapeados
foi maior que 30 cM, sendo que esse mapa cobriu uma regidio de 827 cM, que

representa, aproximadamente, 69% do genoma do feijoeiro.
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Vallejos (1994) comenta que o feijoeiro pode ser um bom modelo para
estudo de QTLs que afetam a produtividade. Segundo Burr et al. (1988), a
aplicacdo de marcadores moleculares utilizando linhagens recombinantes, por
meio do cruzamento entre linhagens contrastantes, podera ajudar na identificagio
dos fatores genéticos que afctam a produtividade e as respostas desses fatores a
diferentes ambientes.

Em feijoeiro, os marcadores RAPD tem sido utilizados principalmente
para marcagdo de alelos de resisténcia a doengas importantes, como por exemplo
resisténcia a algumas ragas de antracnose (Adam-Blondon et al., 1994; Young ¢
Kelly, 1997 e Alzate-Marim et al., 1997; Castanheira et al. 1999), ferrugem
(Haley et al., 1993; Park et al., 1997), mancha angular (Carvalho et al., 1997),
podridio cinzenta do caule ou macrofomina (Olaya, Abawi ¢ Weeden, 1996;
Miklas et al.,, 1998), crestamento bacteriano (Miklas et al., 1996), virus-do-
mosaico-comum (Haley, Afanador e Kelly, 1994; Jonson et al., 1997) e virus-do-
mosaico-dourado (Urrea et al., 1996; Miklas et al., 1996).

2.3 Mapeamento molecular de poligenes (QTLs)

A idéia de usar um gene marcador para sistematicamente caracterizar e
mapear poligenes individuais que controlam caracteres quantitativos foi proposta
por Thoday (1961). Esta metodologia baseava-se na hipétese de que se a
segregacao de um gene marcador pode ser usada para detectar e estimar o efeito
de um poligene ligado, e se genes marcadores estiverem espalhados através do
genoma de uma espécie, serd possivel mapear e caracterizar todos os poligenes
que afetam um carater. Atualmente, sabe-se ﬁue esta proposta, na pratica, é
dificil de se concretizar e esta repleta de problemas. Para a maioria das espécies,
somente poucos caracteres monogénicos foram mapeados ¢ identificados como

possiveis marcadores. Mesmo nas espécies em que se encontra um maior niimero
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desses marcadores, eles ndo foram muito utilizados por ndo serem adequados
para o estudo de caracteres quantitativos. Frequentemente, os genes marcadores
tem um grande efeito no carater quantitativo ligado ao poligene, provocando uma
sub ou superestimativa do efeito do poligene. Por exemplo, em plantas, um
marcador monogénico comum € o nanismo, que com certeza causa um grande
efeito em quase todas as caracteristicas das plantas. Outro problema com genes
marcadores disponiveis ¢ que pode ocorrer domindncia, epistasia e auséncia de
polimorfismo na populagio natural (Tanksley, 1993).

A descoberta que as formas alélicas das enzimas (aloenzimas ou
isoenzimas) podem ser separadas em gel de eletroforese e detectadas com corante
de atividade histoquimica iniciou a fase dos marcadores moleculares na pesquisa
genética (Tanksley, 1993). Genes que codificam enzimas foram investigados
através de polimorfismos em populagdes naturais e mapeados geneticamente
usando técnicas de eletroforese, independente de alguma mudanga fenotipica. Na
década de 80, marcadores isoenzimiticos foram empregados de forma
generalizada ¢ o mapeamento dos poligenes nestes estudos foi cosideravelmente
mais bem sucedido do que os estudos envolvendo os marcadores morfolégicos
(Edwards, Stuber ¢ Wendel, 1987). As estratégias para uso de marcadores de
isoenzimas para mapeamento de poligenes foram muito similares is propostas por
Thoday (1961). A diferen¢a no sucesso foi devida & natureza dos marcadores.

Outras vantagens na utilizacgdo de marcadores moleculares no
mapeamento genético vieram com a introdugdo de marcadores genéticos baseados
na molécula de DNA. Assim como as isoenzimas, a variagio alélica para
marcadores baseados no DNA normalmente tem efeito fenotipico ndo detectivel.
No entanto, a variagio genética obtida pela anilise direta do DNA pode gerar

polimorfismo superior ao conseguido com as isoenzimas.
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Com o advento dos marcadores moleculares, tornou-se possivel mapear ¢
caracterizar os poligenes de caracteres quantitativos. As propriedades que
diferenciam os marcadores moleculares dos marcadores morfologicos € que tém
permitido o ripido avango do mapeamento dos poligenes sio neutralidade
fenotipica, polimorfismo, abundincia, codominincia e auséncia de epistasia
(Tanksley,1993).

Populagdes Fo/F; ou originadas de retrocruzamentos tém sido usadas mais
comumente para detec¢do de ligagdo entre marcadores moleculares ¢ genes que
controlam caracteres quantitativos (Stuber, Edwards ¢ Wendel, 1987). Em
espécies onde a endogamia severa ¢ tolerada, as populagdes de linhagens tém sido
obtidas por autofecundacdio sucessivas (Burr e¢ Burr, 1991). As grandes
vantagens s30 que as linhas homozigéticas podem ser multiplicadas e testadas
com maior precisio para os caracteres quantitativos ¢ a multiplicacio de
genétipos permite estudos de interagio QTLs x ambientes e facilita o intercimbio
de material entre pesquisadores (Lanza, Guimaries e Schuster, 2000).

Um aspecto importante na detecgio de QTLs por meio de marcadores
genéticos € a necessidade de que a populagdo sob estudo esteja em desequilibrio
de ligagdo, caso contrario os alelos dos locos marcadores e dos poligenes ocorrem
em combinagdes equivalentes a distribuicio independente, € os poligenes ndo sio
detectados. Tanksley (1993) comenta que em virtude disso é necessaria a geragdo
de populacdes especiais, como retrocruzamentos, F,, F;, linhagens recombinantes,
entre outras. O problema ¢ que nos casos das autofecundagdes sucessivas
(linhagens recombinantes), existe um menor desequilibrio de ligagdo devido a
maior oportunidade de recombinagdio meiética (Burr e Burr, 1991). No entanto,
Bearzoti (1998) comenta que em espécies autégamas o desequilibrio de ligacdo
dissipa-se com uma taxa lenta, tendo um limite diferente de zero. Este aspecto
pode constituir uma vantagem no tocante 4 utilizagio de populagdes compostas
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de linhagens recombinantes, bem como 3 utilizagio de marcadores moleculares no
melhoramentro de plantas autégamas.

Existem vérios procedimentos estatisticos para determinar se um poligene
esta ligado a um loco marcador. Um desses procedimentos consiste em dividir a
populagdo em diferentes classes genotipicas baseado nos genétipos do marcador e
emtdo usar a correlagdo estatistica para determinar se os individuos de um
gendtipo diferem significativamente comparados com os individuos com outros
genbtipos com respeito ao cariter medido. Se os fendtipos diferirem
significativamente entdo se conclui que os genes que afetam o cariter estio
ligados ao loco marcador usado para dividir a populagdo. O procedimento ¢ entlio
repetido para os outros locos marcadores distribuidos por todo o genoma para
detectar todos os QTLs possiveis. Normalmente, nio ¢ possivel determinar se o
efeito detectado com um marcador ¢ devido a um ou mais genes ligados que
afetam um carater. Por esta raziio, o termo loco de carater quantitativo (QTL) foi
usado para descrever a regido do cromossomo (usualmente definida por ligagio
ao gene marcador) que tem um efeito significativo em um caracter quantitativo.
Determinar se um QTL ¢é devido a um ou mais genes é um dos mais dificeis
aspectos da genética quantitativa (Tanksley, 1993).

Entre as estratégias para se detectar os poligenes sob delineamentos
genéticos com cruzamentos controlados gerando desequilibrio de ligagio, a
técnica mais simples é a analise por ponto. Essa pode ser definida como uma
simples aproximagdo para detectar um QTL através da analise de dados usando
um marcador de cada vez. Esta aproximagio ¢ frequentemente referida como uma
andlise por ponto € ndo requer um completo mapa de ligagio do marcador
molecular. Por esta razdio ¢ que a analise por ponto foi a primeira a ser utilizada
para marcadores moleculares em estudos de genética quantitativa (Edwards,
Stuber ¢ Wendel, 1987). As desvantagens da analise por ponto sio (Tanksley,
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1993): (a) o QTL pode estar muito distante do gene marcador e portanto menos
provavel sera a detecgdo estatistica deste QTL devido a permuta entre 0 marcador
¢ o QTL, (b) a magnitude do efeito de algum QTL detectado poderia ser
subestimada, devido, também, 4 recombinagio entre o loco marcador € o QTL.
Estes problemas sio minimizados quando um grande nimero de marcadores
moleculares segregantes é usado cobrindo todo o genoma (usualmente com
intervalos menores que 15 c¢M). Nestas condigdes, algum QTL poderia estar
fortemente ligado a um marcador molecular.

Com a grande disponibilidade de mapas moleculares de ligagdo cobrindo
todo o genoma, estd sendo possivel superar alguns problemas existentes na
analise por ponto. Com a utilizagio dos mapas de ligagiio, Lander e Botstein
(1989) propuseram um método chamado de analise por intervalo. Em vez de
analisar a populagdo com um marcador por vez, grupos de marcadores ligados
sdo analisados simultaneamente com respeito aos seus efeitos nos caracteres
quantitativos. Usando marcadores ligados para anilise, é possivel compensar a
recombinagdo entre os marcadores ¢ o QTL, aumentando a probabilidade
estatistica de detectar o QTL e também proporcionando uma precisa estimativa
do efeito do QTL no carater.

A méxima vantagem da analise por intervalo sobre a analise por ponto
ocorre quando marcadores ligados estio razoavelmente separados (mais de 20 ¢cM
de distincia). Nestas condiGes, provavelmente existirio algumas permutas entre
os marcadores € 0 QTL, que podem ser compensadas pela analise por intervalo.
Quando a densidade de marcadores ¢ alta (< 15 cM), as analises por ponto ou
intervalo ddo resultados praticamente idénticos. Quando os locos marcadores sio
muito distantes (> 35 cM), constantemente a analise por intervalo se mostra
ineficiente para detectar QTL no intervalo entre dois locos marcadores (Sutber et.
al., 1992). E importante salientar que qualquer que seja a abordagem estatistica,
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o mapeamento de intervalos cldssico sofre um problema de resolugdo quando dois
QTLs estdo ligados proximos um ao outro no mesmo cromossomo (Ferreira ¢
Grattapaglia, 1996). No mapeamento por intervalo classico, outros QTLs ligados
ao intervalo em questio interferem no processo de estimagio, podendo detectar
falsos QTLs. Jansen (1993) e Zeng (1993), independentemente, propuseram que
s¢ usasse um modelo de regressdo muiltipla para eliminar esses efeitos, criando
assim a metodologia de mapeamento por intervalo composto, que tem esse nome
por utilizar em seus procedimentos uma composi¢io das técnicas de regressdo
com o método da maxima verossimilthanga.

O enfoque do mapeamento por intervalo composto impede que QTLs
adjacentes, com algum marcador entre eles, interfiram nos valores estimados em
cada intervalo. Ja quando existem dois QTLs adjacentes, sem marcadores entre
eles, a eliminagdo dessa interferéncia ndo ¢ possivel. No entanto, em mapas
saturados nio ¢ comum a ocorréncia de QTLs adjacentes sem a presenca de
marcadores entre eles.

Além desses métodos de mapeamento ja comentados, existe uma nova
metodologia denominada de mapeamento por intervalos multiplos (Kao, Zeng ¢
Teasdale, 1999). Essa metodologia incorpora pardmetros de epistasia a0 modelo.
E um método maltiplo, pois simultaneamente busca estimativas de namero,
posigoes, efeitos ¢ interagdes entre diferentes QTLs. A vantagens dessa
metodologia sdo maior eficiéncia e precisdio na identificagdo de QTLs; ajuda a
entender ¢ identificar padries epistiticos; os efeitos dos QTLs sdo estimados sem
viés, na presenca de epistasia, a0 contrario dos outros métodos; pode aumentar a
eficiéncia da selecdo assistida por marcadores, pois capitaliza os efeitos
epistaticos entre os QTLs.

A capacidade de detectar um QTL é uma fungio da magnitude do seu
efeito sobre a caracteristica, do tamanho da populag¢io segregante avaliada, da
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frequéncia de recombinagfio entre marcador ¢ QTL, bem como da herdabilidade
da caracteristica. Evidentemente, quanto maior o efeito, o tamanho da populagio
¢ a herdabilidade, e mais proximo o marcador do QTL, mais facil sera a sua
deteccdo (Ferreira e Grattapaglia, 1996, Lanza, Guimardes e Schuster, 2000 ).

Ainda que os delincamentos genéticos sejam relativamente simples,
existem complexas metodologias estatisticas propostas ao longo de varias
décadas para se detectar a ligagio entre marcadores ¢ QTLs. Segundo Ferreira
(1995), os métodos mais comuns na literatura sio: (a) diferenca de valores
fenotipicos médios das classes de marcadores de uma populagdo F, ou geracdes
derivadas F»3 ou Fs (anilise de varidncia); (b) estimativas de maxima
verossimilhanca; e (c) regressio linear e nfo linear miiltipla. O autor, por meio da
simulagio computacional, concluiu que a anilise de regressdo linear miltipla
utilizando o processo de selegdo de marcadores (Backward) foi o método mais
eficiente para estimacio dos efeitos genotipicos associados aos marcadores e
mapeamento dos QTLs.

Apesar ter ocorrido um avango tecnolégico na velocidade e exatidio das
andlises dos marcadores moleculares, essas ainda podem ser consideradas
demoradas e caras, principalmente quando se utiliza uma grande amostra da
populacdo. Quando a analise de marcadores moleculares ¢ cara e demorada, ¢é
possivel usar uma modificacio aproximada para detectar o QTL. A aproximacio
proposta por Lander ¢ Botstein (1989) comega com uma grande amostra da
populagdo segregante (F, ou retrocruzamento). Faz-se a medi¢io de um carater
quantitativo de interesse em cada individuo da populagio. Realiza-se a analise do
marcador somente para individuos extremos da distribui¢do (individuos com os
menores ¢ maiores valores para o carater). Se a frequéncia alélica de algum
marcador diferir significativamente " entre as duas subpopulagdes extremas,
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conclui-se que um QTL que esti controlando um cardter de interesse estd
localizado perto do marcador.

A vantagem da analise da distribui¢iio de extremos esta na economia de
tempo e recursos na analise dos marcadores moleculares. As desvantagens da
andlise da distribuicio de extremos, segundo Tanksley (1993), sfio: (a) mais
individuos segregantes devem ser analisados para fendtipos quantitativos para
coletar individuos suficientes nos extremos da distribuigiio. (b) embora a analise
da distribuicdo de extremos seja eficiente para a detecgdo de ligagio entre o loco
marcador € o QTL, ela € pouco eficiente na determinagio de efeitos individuais
dos QTLs; (c) normalmente é impraticavel o uso da distribuigiio de extremos para
mapear mais de um carater quantitativo quando os individuos com fenétipos
extremos para um carater nio representem os extremos do outro carater.

2.4 Marcadores moleculares em genética quantitativa

A genética quantitativa tem produzido varias aproximagdes estatisticas
para estimar o niimero de genes segregantes, em uma populag3o, que afetam uma
caracteristica. Estas estimativas sdo baseadas em parimetros da distribuigio
fenotipica em populagdes segregantes e normalmente dependem de varias
pressuposigdes, como efeito igual, distribuigo independente dos genes, agio
génica similar (interacdo alélica) e minimo efeito da epistasia. Na prética, uma ou
mais destas pressuposi¢des so normalmente violadas, tomando as estimativas
imprecisas.

Através dos métodos de detecgio da ligagio entre QTL e marcador
molecular, pode-se também mensurar os efeitos dos QTLs que controlam o
carater em estudo, investigando, assim, a arquitetura das caracteristicas
quantitativas (mimero, posicdo, agdo génica, magnitude de efeito e interaces
entre QTLs).
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Segundo Tanksley (1993), as estimativas do nimero de poligenes usando
marcadores moleculares sdo confiiveis, embora com algumas limitagdes. Esta
aproximagao simplesmente soma o nimero de QTLs detectados num estudo € usa
este valor como uma estimativa do nimero de poligenes segregantes que afetam
um carater nesta popula¢do. As limitagdes desta aproximacgdo s3o: (a) somente
genes com grande efeito fenotipico sfio detectados. Os genes de efeitos menores
podem ser detectados se a populagio segregante for grande. Portanto, os
marcadores moleculares quase sempre subestimam o niimero de genes que afetam
um carater. (b) Usando populagdes de tamanho padrio (< 500 individuos) dois ou
mais poligenes distantes aproximadamente 20 cM normalmente aparecem como
um unico QTL. Desta forma, este fato também contribui para subestimar o
numero de genes.

A vantagem do marcador molecular para estimar o nimero de poligenes
segregantes na populagio estd nos resultados quantificaveis e testiveis. Eles sio
quantificaveis porque as varidincias genctica ¢ fenotipica acumuladas atribuidas
a0 QTL detectado podem ser estimados. Por exemplo, se cinco QTLs sio
detectados € juntos explicam 70% da varidncia genética, os outros QTLs
(provavelmente de menor efeito) devem explicar os 30% da varidncia
remanescente. Os resultados so testaveis porque o experimento pode ser repetido
(mesmo em diferentes ambientes) para observar se o nimero de QTLs é o mesmo.
Também podem-se criar novas populagdes para estudar algum QTL em mais
detalhes, para determinar se este QTL é COmposto por mais que um gene
(Tanksley, 1993).

Atualmente, com a grande disponibilidade de informagio molecular
disponivel, ¢ facil constatar que os diferentes poligenes apresentam uma
magnitude de efeitos desiguais para a maioria dos caracteres. Todavia, no
passado, esta pressuposi¢do foi dificil de ser testada. Em 10 anos, foram
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acumulados dados de estudos com marcadores estabelecendo definitivamente que
poligenes possuem efeitos bastantes diferentes e que a pressuposicdo de poligenes
com efeitos iguais (requeridos por alguns modelos estatisticos) nio é valida. O
mais surpreendente foi ter encontrado alguns casos com uma grande proporgdo da
variacio quantitativa explicada pela segregagio de poucos QTLs maiores. A
proporgio  cumulativa explicada pelos varios QTLs detectados
experimentalmente, tem variado de 30 até 70%, dependendo de uma série de
fatores, tais como o cruzamento analisado (Beavis et al., 1991), a caracteristica
avaliada (Edwards et al., 1992), o delineamento experimental e a resolugdo do
mapa em termos de niimero de marcadores (Edwards, Stuber ¢ Wendel, 1987).
Nio foi incomum encontrar QTL que explicava mais de 20% da variagdo
fenotipica em uma populaco e valores tdo altos quanto 42% tém sido reportados
para um unico QTL (Doebley e Stec, 1991). Vale ressaltar que a variincia
fenotipica inclui a varidncia ambiental, de forma que a varidncia genética
atribuida a este QTL deve ser maior.

QTLs com efeitos maiores t€ém sido identificados para a maioria dos
caracteres estudados, mas a maioria € de pequeno efeito. Este resultado ¢ 16gico
se considerarmos que a maioria dos genes segregantes numa populagdo
provavelmente tem algum pequeno efeito em outros caracteres. Este pequeno
efeito de um QTL pode ainda ser detectado pelos marcadores dependendo de
alguns fatores: (a) distdncia entre o marcador ¢ o QTL, pois quanto mais
proximos estiverem menor sera a recombinagdo, e portanto mais poderoso € este
marcador. (b) Tamanho da populagdo segregante. Quanto maior a populagdo,
maior a probabilidade de detecgio de QTL com menor efeito fenotipico. (c)
Herdabilidade do carater. Quanto maior o efeito do ambiente em um carater, isto
¢, menor a herdabilidade, menor a probabilidade de um QTL de grande efeito ser
detectado. (d) Nivel de probabilidade de erro usado para declarar um efeito do
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QTL como significativo. Quanto mais alta a precisdo exigida, menores as chances
de identificar QTLs de efeito menor. Em milho, usando uma populagdo F> com
1700 individuos e um nivel de probabilidade de erro de 5%, detectou-se um QTL
que contribuiu com apenas 0,3% da variancia fenotipica (Edwards, Stuber e
Wendel, 1987). Em experimentos com populagSes pequenas e aito nivel de
probabilidade de erro, ndo se detectam, normalmente, QTLs que expliquem
menos de 3% da variancia fenotipica (Tanksley, 1993).

Em espécies diploides, os alelos de um loco podem interagir de varias
maneiras para produzir o fenotipo de individuo, sendo definida como interagio
alélica. Na genética classica, os alelos sdo considerados, principalmente, como
dominantes ou recessivos. Todavia, em populagdes naturais, os alelos sdo
raramente totalmente dominantes ou recessivos. Na natureza, as interacdes
alélicas para gemes especificos variam da dominincia completa para a
recessividade total até a sobredomindncia (Tanksley, 1993). A genética
quantitativa tem propospo varios pardmetros para descrever tais agdes génicas
continuas. O grau médio de domindncia (d/a) é a forma mais comum para
descrever o grau com que 0s genétipos heterozigotos assemelham-se aos pais
homozigotos.

De Vicente ¢ Tanksley (1993) estimaram a agiio génica de 74 QTLs
individuais identificados num estudo de mapeamento em tomate. Observou-se
uma continua distribuicdio da agdo génica, semelhante ao encontrado em outros
estudos de mapeamento (Edwards, Stuber e Wendel, 1987; Stuber et al.,, 1992).

A fecundagdo cruzada ¢ um modo de reprodu¢io que promove a
heterozigose, ¢ frequentemente esta associada a heterose ou vigor hibrido. J4 a
autofecundagdo promove a homozigose, € est4 associada com a depressdo por

endogamia.
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A base genética da heterose tem sido debatida por muitos anos ¢ ainda
ndo foi resolvida. No entanto, a maioria dos geneticistas acredita que a heterose
seja devida & domindncia, apesar de existir muita controvérsia sobre a
participagio da sobredominincia na sua manifestacio. A sobredominincia se
refere & situagdo em que os individuos heterozigotos sdo superiores aos
homozigotos em um determinado loco, implicando em interagdo sinérgica entre os
produtos génicos sintetizados pelos dois alelos. Estudos recentes de mapeamento
de QTLs tém encontrado alguns genes que controlam a heterose que estio
esclarecendo alguns destes questionamentos (Tanksley, 1993).

Um desses estudos de mapeamento de locos para heterose foi realizado
por Stuber et al. (1992). Familias de mitho, derivadas de um hibrido F, altamente
beterético, foram avaliadas para producdo de grios e varios outros caracteres. Os
resultados indicaram que a maioria dos QTLs detectados para produgio
apresentaram interagdo alélica de sobredominincia, mostrando que a
sobredominédncia ¢ um importante fator na heterose desta espécie. A limitagdo
deste e, virtualmente, de todos os estudos envolvendo o0 mapeamento de QTLs em
geragdes iniciais ¢ que um QTL demonstrando sobredominincia pode, na
verdade, ser composto por dois ou mais locos com alelos dominantes e recessivos,
resultando em uma pseudo-sobredominincia. Reforgando essa hipétese, Tanksley
(1993) comenta que apesar de existirem casos de QTLs com sobredominancia, a
grande maioria dos QTLs identificados apresentava interagdo alélica do tipo
dominante.

Para caracteres poligénicos, existe um grande mimero de interagbes
epistaticas envolvendo dois, trés ou mais locos. Nos estudos de genética
quantitativa, a varidncia genética atribuida a epistasia tem sido frequentemente
referida como interacio genGtipo por gendtipo. No passado, raramente era
possivel determinar se tais interagdes ocorriam entre poligenes especificos ou
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medir exatamente a natureza especifica desta intera¢fio. Tanksley (1993) relata
que disponibilidade de mapas ¢ de QTLs individualmente caracterizados via
técnicas de mapeamento molecular aumentou as possibilidades de detectar e
caracterizar as interag3es entre QTLs especificos. A significincia dessa interagio
sugere que o efeito devido a varios QTLs ndo ¢é simplesmente a soma de seus
efeitos independentes.

Teoricamente, todas as possiveis interagdes entre QTLs podem ser
medidas através da analise de varidncia ou estatisticas correlatas. Na pratica,
Tanksley (1993) comenta que existem varios problemas (alguns muito sérios)
com ecsta aproximacdo: l- As amostras das populagdes segregantes sd0
normalmente pequenas para estimativa da interacio dos varios locos. Para medir
a interagfio entre dois locos, todos os genétipos possiveis para estes locos devem
estar presentes na populagio com frequéncia suficiente para realizar as
comparagdes estatisticas. 2- O nimero potencial de interagdes multilocos é muito
grande, requerendo muitos testes estatisticos. 3- O efeito das interagdes poderia
ser subestimado devido 4 recombinagiio entre o QTL ¢ o marcador molecular, nos
quais as andlises foram baseadas. Este problema pode ser minimizado pelo uso de
alta densidade de marcadores moleculares fortemente ligados aos QTLs,
facilitando sua analise e detecgio.

A despeito das limitagdes das estimativas dos efeitos epistaticos entre
locos especificos, um interessante modelo esti surgindo dos estudos com
marcadores moleculares de caracteres quantitativos. Os resultados obtidos em
alguns trabathos (Edwards, Stuber e Wendel, 1987; Stuber et al. ,1992) sugerem
que fortes interacdes epistaticas sdo exegdes € ndo regra para poligenes. No
entanto, Vienne et al. (1994), estudando a expressio génica de 42 polipeptideos,
observaram que as interagdes epistaticas estavam envolvidas no controle genético
de 14% das proteinas estudadas.
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O fenétipo de um individuo n3o é condicionado apenas pelo genétipo, mas
também pela interagio gendtipo com ambiente. Isto sugere que um QTL
importante em um ambiente pode no ser tio importante em determinar o fenotipo
em outro ambiente. Quando os genétipos sdo avaliados em mais de um ambiente,
existe a possibilidade de identificar e estimar o efeito da interagio genotipos por
ambientes, sendo considerados como diferentes ambientes, principalmente os
varios locais, anos e épocas de cultivos em que os gendtipos sdo avaliados. Em
feijoeiro, existem vrios trabalhos (Ramalho, Samtos e Pereira-Filko,1988;
Takeda, Santos ¢ Ramalho, 1991; Melo, Santos ¢ Ramalho, 1997) que relatam a
existéncia de forte interagio de gendtipos por ambientes para as principais
caracteristicas utilizadas no methoramento dessa espécie.

Dois estudos envolvendo mapeamento de QTLs, usando a mesma
populacido em diferentes ambientes, proporcionaram o teste da interagio
genotipos por ambientes de alguns QTLs. Em milho, sete caracteres agron6micos,
incluindo produgdo de grdos, foram medidos na mesma populagdo, em seis
diferentes ambientes, nos Estados Unidos (Stuber et al., 1992). QTLs detectados
em um ambiente foram, frequentemente, detectados em outros ambientes,
sugerindo uma pequena interagio QTLs por ambientes. Um estudo relatado em
tomate avaliou uma populacdo segregante em trés diferentes ambientes (Paterson
et al., 1991). Observou-se que 48% dos QTLs foram detectados em pelo menos
dois ambientes e os outros 52% foram detectados em apenas um ambiente. Os
QTLs que mostraram maiores efeitos em um ambiente foram também os mais
provaveis de se detectar em outro ambiente. Os locais mais similares, com relagio
ao clima e praticas agricolas, foram os que mostraram mais QTLs em comum,
condizente com o menor efeito da interagio gendtipos por ambientes.

QTLs para produgdo de grios e conmteido de matéria seca foram
identificados em uma populagio segregante (F,) derivada do cruzamento de duas
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linhas elites de milho. A maioria dos QTLs encontrados foi consistente em
diferentes locais, indicando que a expressio dos genes que controlam estes
caracteres foi independente do ambiente. Observou-se, ainda, que quatro QTLs
para producdo de graos explicaram mais de 35% da variagdo fenotipica, sendo
que s6 o QTL de maior efeito explicou cerca de 24,5% da variagio fenotipica
(Ajmone-Marsan et al., 19953).

Pode ser muito prematuro tirar alguma conclusio a respeito da interagdo
QTLs por ambientes, mas os trés estudos anteriores sugerem que uma grande
propor¢do dos QTLs que afetam um cardter quantitativo em um ambiente pode
estar ativa em outro ambiente, ¢ isto ¢ especialmente verdade para os QTLs com
maior efeito (Tanksley, 1993). No entanto, Paterniani (1990) mostra que as
variagdes ambientais no Brasil sio mais drasticas do que nos Estados Unidos.
principalmente quanto as épocas de cultivo, que normalmente apresentam
variagdes climaticas muito intensas, o que sugere um maior efeito da interagio
genotipos por ambientes. Dessa forma, espera-se menor estabilidade dos QTLs

identificados em nossas condi¢des de cultivo.

2.5 Utilizagdo de marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Ferreira e Grattapaglia (1996) sugerem que, de uma forma geral, as
diversas aplicagdes de marcadores moleculares em melhoramento genético podem
ser distribuidas em aplicagdes cujos resultados apresentam expectativas de curto,
médio e longo prazo. As aplicagdes de curto prazo envolvem, basicamente, a
identificagdo e discriminagdo de gendtipos (teste de paternidade, protegdo de
cultivares, pureza genética, monitoramento de fecundagio cruzada e avaliagdo de
germoplasma).

Nas aplicagées de médio-longo prazo, os marcadores permitem

quantificar a variabilidade genética existente na sequéncia de DNA e
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correlaciona-la com a expressdo fenotipica em procedimentos de mapeamento
genético. Nas aplicagSes préticas, esta informagiio molecular gerada na fase
analitica (constru¢io de mapas genéticos de ligagdo, mapeamento genético de
QTLs, investigacdo da arquitetura de caracteristicas quantitativas) é integrada as
metodologias de selecdo e recombinagdo de genétipos como uma ferramenta para
promover o avango genético. E importante salientar que a literatura de
marcadores moleculares dispde de um grande nimero de estudos de natureza
analitica, porém raros sio os exemplos de utilizagio da tecnologia na sintese de
materiais melhorados. No entanto, estudos de simula¢do computacional indicam
que a selegdo assistida por marcadores moleculares podera contribuir de forma
expressiva para aumentar a eficiéncia do melhoramento genético de plantas. Esta
eficiéncia, de maneira geral, aumenta com o decréscimo da herdabilidade
(Ferreira, 1995). Sele¢io ¢ recombinagio genética auxiliada por marcadores
moleculares tém sido frequentemente defendidas na literatura, desde que as
técnicas moleculares possibilitaram uma anilise genética mais detalhada.
Enquanto que para caracteristicas de heranga simples, esta possibilidade tem sido
explorada, a pratica efetiva da selegdo auxiliada por marcadores para
caracteristicas quantitativas ainda constitui uma area em que poucos testes foram
efetuados, mesmo em culturas como tomate ¢ milho, nas quais ja existe um
grande nimero de estudos de mapeamento de QTLs (Ferreira e Grattapaglia,
1996).

Um dos primeiros trabalhos sobre a selegdo asssistida por marcadores foi
realizado por Stuber, Goodman ¢ Moll (1982) com a utilizacio de 8 locos
izoenzimiticos em uma populagio melhorada de milho. Verificou-se que a
selecdo baseada nesses locos possibilitou 0 aumento tanto na produtividade de

grdos como no nimero de espigas. No entanto, nio houve como saber se as
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alteragdes nessas caracteristicas foram devidas a ligagdes com poligenes ou a
participagdo dessas aloenzimas em suas rotas metabélicas.

Nienhuis et. al. (1987) estudaram associagdo de locos de RFLP com um
QTL que confere resisténcia a insetos, em espécies selvagens de tomate, devido a
presenga da 2-tridecanona (2 TD). Analisou-se uma populagio F. com 900
individuos provenientes do cruzamento de Lycopersicon esculentum com L. var.
glabratum (espécie selvagem), e encontrou-se associagio entre pelo menos 3
locos de RFLP e altos teores de 2 TD. Os resultados sugerem que a selegdo dos
locos de RFLP resultaria numa resposta correlacionada que aumentaria a
frequéncia dos alelos favoraveis associados com a expressio de 2 TD.

Diers et al. (1992) estudaram a associagdo entre 243 sondas € QTLs para
conteudo de 6leo e teor de proteina em soja. A analise foi efetuada em 60 familias
F; derivadas do cruzamento de Glycine max com G. soja. As linhagens foram
divididas em 3 classes de acordo com o padrio de bandas das sondas
(homozigotas para bandas de G. max, homozigotas para bandas de G. soja e
heterozigotas). Foram encontradas 8 sondas associadas com o teor protéico,
sendo que todos os alelos para altos teores foram provenientes de G. max, e 9
sondas associadas com o conteudo de 6leo total, com todos os alelos para maior
contetido de Sleo provenientes de G. soja.

Edwards et al. (1992) estudaram a associagio de 98 sondas e 11
isoenzimas com 18 QTLs (tais como os responsaveis pelo controle genético do
peso de graos, altura da planta, altura da espiga, etc.), utilizando 187 plantas F,
do cruzamento das linhagens de milho CO 159 x Tx 303. Observou-se que
algumas regides gendmicas influenciaram o crescimento da planta nos estagios
iniciais de desenvolvimento, outras em estigios mais avangados € outras em
ambos. De modo semelbante. os QTLs para produgio de grdos também

mostraram-se complexos, com alguns locos afetando um cariter simples
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relacionado com a produgdo, como niimero de fileiras de grios na espiga, e outros
afetando varios caracteres relacionados com a ;;roduc;io de grios
simultaneamente. Dezoito regides cromossémicas foram relacionadas com a
altura de plantas e doze regides com a produgio de grios. Stuber (1994),
utilizando a mesma populagio de milho do estudo anterior, concluiu que a selecdo
assistida por marcadores (baseada em 15 locos isoenzimaticos que
representavam, no maximo 40%, do genoma) foi tio efetiva quanto a selecdo
fenotipica, que representam todo o genoma. O autor comenta que isso é um
indicio de que a utiliza¢do de mapas mais saturados, que representem maior parte
do genoma, possa trazer resultados ainda methores. Apesar desses resultados
indicarem o grande poder de selegio dos marcadores moleculares, Lande e
Tompson (1990) demostraram, de maneira teérica, que 0 maximo ganho com a
selecdo € obtido quando se utiliza a informagio molecular associada com a
fenotipica, principalmente com a utilizagio de indices de selegio que considerem
os dois tipos de informagdes.

Reiter (1989) utilizou 93 sondas distribuidas nos 10 cromossomos do
milho para estudar a tolerdncia a deficiéncia de fésforo. Cinco sondas foram
associadas com o carater, sendo que uma destas, localizada no brago longo do
cromossomo 6, explicou 25% da variagdo fenotipica total. Um modelo de
regressdo multipla com 3 dos 5 locos explicou 46% da variagiio fenotipica total.

Stromberg, Dudley e Rugener (1994) compararam o uso de marcadores
moleculares RFLP associados & informagdo fenotipica no desenvolvimento de um
hibrido de milho com o uso exclusivo da informagio fenotipica. A selegdo
assistida por marcadores foi realizada por meio de um indice de selecdo que
levava em consideragdo os 8 locos de RFLP e o valor fenotipico de cada familia.
A selegdo assistida por marcadores mostrou-se 3,5 % superior quando realizada
em um local € 3 % inferior quando realizada em outro local, sendo que, na média
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dos dois locais, a eficiéncia da sele¢do assistida por marcadores foi semelhante a
selecdo fenotipica.

Edwards ¢ Johnson (1994) relataram a utilizagio de marcadores
moleculares no melhoramento de milho doce. Foi realizada uma avaliagio das
familias F4 com relag@io a 61 locos de RFLP distribuidos ao longo do genoma,
com avaliagio de desempenho dessas familias com relagio a varias
caracteristicas. A partir dessa avaliagio, foram feitos contrastes com o objetivo
de detectar a ligagdo dos QTLs aos locos marcadores. Os resultados mostraram
ganhos significativos para a maioria das caracteristicas quando se utilizou a
selegdo assistida por marcadores.

Backes et. al. (1995) avaliaram varios caracteres em cevada em campo
experimental, por 3 anos em dois locais. De um total de 431 sondas de RFLP
utilizadas, 50 foram polimorficas e usadas para construir o mapa de ligagio. Os
QTLs identificados explicaram de 5 a 52% da varidncia genética. Ocorreu
segregacao transgressiva para todos os caracteres estudados.

Taram, Michaels e Pauls (2000), usando os marcadores RFLP, SSR,
AFLP ¢ RAPD, identificaram 29 QTLs associados com caracteres agrondmicos
no feijoeiro comum. Foram identificados QTLs para habito de crescimento, dias
para o florescimento, dias para maturagio, acamamento de plantas e
produtividade de grios, mostrando a possibilidade de identificar marcadores
moleculares iteis ao processo de melhoramento do feijoeiro. Esses marcadores, se
utilizados em um programa de selegio assistida por marcadores, podem
contribuir para o aumento da eficiéncia de selegio, e consequentemente
possibilitar um incremento nos ganhos com a selegfio, aumentando a eficiéncia do
programa de melhoramento.

A selecdo fenotipica das espécies domesticadas tem sido praticada

consciente ou inconscientemente por milénios, porém os avangos da genética
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molecular prometem aumentar a eficiéncia das técnicas de methoramento até
entdo utilizadas. Por isso, existem muitas razdes para que a genética molecular
nunca substitua os atuais processos de melhoramento, mas deve estar integrada a
eésses para que se possa obter 0 maximo de ganho, de forma econdmica e racional
(Lande e Thompson, 1990).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram utilizadas 196 familias do cruzamento entre os genitores Carioca
(conjunto génico 3) ¢ Flor de Mayo (conjunto génico 6). A cultivar Carioca
apresenta sementes pequenas, de coloragdo bege com estrias marrons, habito de
crescimento indeterminado do tipo III e faseolina tipo S, ¢ a Flor de Mayo
apresenta sementes médias, de coloragio bege com estrias rosas, habito de
crescimento indeterminado tipo IV e faseolina S (Singh, 1988).

Os cruzamentos entre os genitores foram realizados de forma semelhante
a descrita por Ramalho, Santos e Zimmermann (1993). A partir da geragdo F,
foram obtidas as geragdes F, até Fs, sendo conduzidas através do método da
populagdo. Na geragdo Fs foram coletadas sementes de 196 plantas individuais,
tomadas ao acaso, originando 196 familias Fs¢. Estas familias foram
multiplicadas por um ciclo, originando as familias Fs.;

3.2 Ambientes de avaliacfio das familias e procedimentos experimentais

As familias foram avaliadas em duas épocas tradicionais de cultivo do
feijoeiro (seca e inverno) nos anos de 1996, 1997 ¢ 1998 em dois locais: fazenda
experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG),
em Patos de Minas, MG, e na 4rea experimental do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Lavras situa-se a 918 metros
de altitude, 21° 14” S de latitude ¢ 45° 00’ W de longitude, e Patos de Minas
situa-se a 856 metros de altitude, 18° 35” S de latitude ¢ 46° 31° W de longitude

Para a avaliagio fenotipica das familias, foram conduzidos sete
experimentos (2 no inverno em Lavras, 1 no inverno em Patos de Minas, 2 na

seca em Lavras ¢ 2 na seca em Patos de Minas). Em todos os experimentos foi
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utilizado o delineamento experimental em latice quadrado (14 x 14) parcialmente
balanceado, com duas repetigdes. Cada parcela foi constituida por duas linhas de
2 metros de comprimento com espagamento de 50 cm entre as linhas e 15
sementes por metro linear. Os tratos culturais foram os normais para a cultura,

com irrigagdo sempre que necessario.

3.3 Caracteristicas avaliadas
Foram avaliados dados relativos as seguintes caracteristicas:
- Florescimento - numero de dias da semeadura até o florescimento (50% das

plantas com pelo menos uma flor aberta)

- Peso de 100 sementes - obtido por meio da pesagem de uma amostra aleatoria

de 100 grdos sadios de cada parcela, e expressa em gramas

- Produtividade de grios - obtida por meio da pesagem dos grios de cada
parcela, apds secagem (em tomo de 13 % de umidade) e limpeza, expressa em
kg/ha.

-Reacio & patégenos - foram avaliadas as reagdes das familias ao oidio
(Erysiphe polygoni) e a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola). A reagio aos
patogenos foi avaliada por meio da nota média atribuida por 4 avaliadores, na
época de incidéncia e severidade maxima das doencas. Para as duas doengas, as
notas variaram de 1 a 9, segundo a seguinte escala de notas apresentada na
Tabela 1.
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TABELA 1 - Escala de notas utilizadas na avaliagio da reagio ao oidio
(Erysiphe polygoni) e¢ a mancha angular (Phaeoisariopsis

griseola).
Notas Area foliar infectada (%)

1 0
2 1
3 las
4 5al0
5 10220
6 20240
7 40 a 60
8 60 a 80
9 80a 100

Fonte: Rezende, Ramalho e Corte (1999).

3.4 Anilise estatistica dos Experimentos

Inicialmente foram realizadas anilises de varidncias para cada
experimento individualmente, para cada caracteristica avaliada, considerando os
efeitos das familias como sendo aleatério. A analise foi realizada de acordo com o
seguinte modelo estatistico (Cochran e Cox, 1966):

Yie=m+ti+ 15+ b + e
em que:
Yiu: observagdo do tratamento i no bloco k da repetigdo j;
m: média geral do experimento;
ti: efeito do tratamento i (i= 1, 2,...,196);
1;: efeito da repetigio j (j= 1,2);
byg): efeito do bloco k dentro da repetigiio j (k=1, 2,....,14);
€ erro experimental efetivo associado & observagdo Y;j, suposto NID (0, o)
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Posteriormente, foi realizada uma analise conjunta de varidncia,
utilizando as médias ajustadas das analises individuais, envolvendo as duas
epocas e os dois locais, sendo o efeito de épocas e locais considerados como

fixos. O modelo estatistico utilizado na analise conjunta de varidncia foi o
seguinte:

Yl,!k@ =m+rj(gz) +bk(jgz) +t; +dg +(td)ig +fz +(t0iz +(df)gz +(tdf)igz +eijkgz

em que:
Yijg: valor do tratamento i, na repeti¢do j, no bloco k, na época g e no local z;
m: média geral;
Tigz): efeito da repeticdo j, dentro da época g e dentro do local z;
busa: efeito bloco k, dentro da repetigdo j, dentro da época g, dentro do local z;
ti: efeito do tratamento i;
d,: efeito da época g;
(td)ig: efeito da interacfio do tratamento i com a época g;
f;: efeito do local z;
(t)s.: efeito da interagdo do tratamento i com o local z;
(df)g.: efeito da interagdo da época g com o local z;
(tdf)ig;: efeito da interagdo do tratamento i, com a época gecomo local z;
Cijkgz: €170 efetivo médio associado ao tratamento i, na repeti¢do j, no bloco k, na
época g e no local z, suposto NID (0, o,,2)

O esquema das analises individual e conjunta de varidncia, bem como as
suas respectivas esperangas do quadrado médio, foram obtidas de acordo com o
apresentado por Vencovsky e Barriga (1992). A partir dessas esperangas dos
quadrados médios, foram estimadas, tanto para as analises individuais como para
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as conjuntas, as variancias genéticas e fenotipicas e alguns pardmetros genéticos
(herdabilidade no sentido amplo, coeficiente de variagio genética € o coeficiente
b) entre as familias, segundo Vencovsky e Barriga (1992).

Para a estimativa da herdabilidade das caracteristicas avaliadas nos
experimentos, foram estimados os limites inferior e superior dos intervalos de
confianca, com coeficiente de confianga 1l-a = 0,95 (Knapp, Stroup e Ross,
1985):

[( Otrat )

T—l
Ll = {1 - lL'Q7'rrZJ P‘l-a 12:glerro.ghrat J }

[( Orrar l
LS= {l - I-L:aer_ro} F, a/i2:glerro.gitrat

em que:
Qua: Quadrado médio do efeito de tratamentos;

Qemo: quadrado médio do erro experimental;

Flar2gemogiwar: valor da distribui¢fio de F para os graus de liberdade do erro ¢ de
tratamentos, tal que a probabilidade de exceder este valor é de 1 - a/2.
For2gemogias: valor da distribui¢io de F para os graus de liberdade do erro e de
tratamentos, tal que a probabilidade de exceder este valor é de /2.

3.5 Extragiio de DNA

A extragdo de DNA foi realizada de acordo com o procedimento usado
por Nienhuis et al. (1995), com algumas modifica¢des. Foram usados cerca de
dois gramas de folhas jovens oriundas de 15 plantas, amostradas aleatoriamente
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em cada familia na geragdo Fse¢. Essas folhas foram trituradas em 10 mi de
tampéo de extragdo a 65°C em um almofariz. O tampio de extracio contém 2%
CTAB, 100 mM TRIS (pH 8,0), 20 mM EDTA (pH 8,0), 1,4M NaCl e 1% PVP
(polivinilpirrolidone). O material triturado foi colocado em tubos de centrifuga
Juntamente com 20pul de B-mercaptoetanol, e incubado por 30 minutos em banho-
maria a2 65°C. Apés o banho-maria foi realizada a primeira extragio de DNA
com 10 m! da mistura cloroférmio:alcool isoamil (24:1). Durante essa extragéo,
as fases orgénica e aquosa foram separadas por centrifugagiio e foi coletado o
sobrenadante. Em seguida, os acidos nucléicos foram precipitados apos colocar
30 m! da mistura alcool 95%: acetato de aménio (6:1). Essa mistura foi colocada
no freezer por pelo menos uma hora. Apos a precipitagio dos acidos nucléicos,
cles foram transferidos para tubos de microcentrifuga “Eppendorf”. Em seguida,
o acido nucléico foi reidratado em tampdo TE (ImM TRIS e 0.1 mM EDTA).
Foi realizada uma segunda extragio com cloroformio:alcool isoamil 24D eo
sobrenadante foi precipitado pela adi¢io de pelo menos trés volumes de uma
mistura de acetato de sodio: etanol 95% (1:20). Apés a precipitagdo o DNA foi
reidratado em tampdo TE e quantificado, usando-se o fluorimetro Hoeffer
Scientific TKO100. A qualidade do DNA extraido foi analisada
eletroforeticamente em gel de agarose a 1,0%.

3.6 Obtenc¢#o dos marcadores RAPD

A reacdo de RAPD foi preparada em volume de 10 pl, de acordo com o
procedimento utilizado por Nienhuis et al. (1995), com modificagdes. As reagdes
foram realizadas em tubos capilares de vidro em um termociclador refrigerado a
ar (Idaho Technology, Idaho Falls, Idaho). O termociclador foi programado para
40 ciclos, seguindo as seguintes condi¢des: nos dois primeiros ciclos, 60 segundos
para desnaturagdo a 91°C, 7 segundos para anelamento do “primer” a 42°Ce
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70 segundos para elongagdo a 72°C. Qs 38 ciclos subsequentes diferiram dos
dois primeiros apenas em relagio ao tempo de desnaturagfio, reduzindo-se para 1
segundo. Apos a amplificagfio, os produtos da reagio foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio, visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne e fotografados com filme
polardide 667.

Foram utilizados “primers” decanucleotideos adquiridos junto a “Operon
Technologies™ (Califéria, EUA). Foi realizada uma selegdo prévia dos “primers”
a serem utilizados no trabalho por meio da genotipagem dos genitores do
cruzamento analisado com os marcadores RAPD obtidos. Foram selecionados os
mais promissores ¢ as bandas polimorficas (marcadores) foram classificadas
como intensa, média ou fraca, baseado na resolugio e grau de amplificagdo. S6
bandas classificadas como intensas ou médias foram incluidas na analise.

3.7 Teste de distorcio mendeliana dos marcadores RAPD

Para detectar se os marcadores obtidos apresentavam padrio de
segregacdo mendeliana, foi realizado um teste de qui-quadrado (x?), testando-se a
hipdtese que os marcadores apresentavam uma segregagio 17/32 (53,1%) das
familias avaliadas com a presenga da banda e 15/32 (46,9%) com auséncia. Essa
hipétese testada ¢ referente a propor¢io esperada na geracdo Fs (abertura do
bulk) de plantas com o marcador (M-) e sem o marcador (mm). Portanto, nesse
trabalho, como foram avaliadas 196 familias, tinha-se uma frequéncia esperada
de 104,1 familias com a presen¢a do marcador ¢ 91,9 familias com auséncia,
quando o marcador era obtido em todas as familias avaliadas. De uma forma
geral, utilizou-se a seguinte expressdo para o teste do qui-quadrado:
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%= {{(@ - ne,)’/ne;] + [(m; - ney)/nez]}.

onde n, ¢ ne, sdo os nimeros observado e esperado de familias com a presenca do
marcador e n; € ne; s0 os nimeros observado e esperado de familias com
auséncia do marcador, respectivamente.

Quando o teste do qui-quadrado apresentava-se significativo indicava que
o marcador ndo seguia um padrio de segregagdo mendelina, portanto nio sendo
confidvel para utilizacdio no mapeamento. Desta forma, esse marcador foi retirado
das analises posteriores de mapeamento.

Quando séo realizados virios (n) testes independentes, a probabilidade de
erro tipo I do experimento como um todo é dado por:

a=1-(1-ap)"
Assim, em cada teste deve-se tomar, para um dado o
ar=1-(1-@)" = o/n (corregio de Bonferroni).

Neste trabatho, como utilizou-se um & = 5% com n = 92 marcadores,
realizou-se o teste de qui-quadrado com ar = 0,054 % que tem um valor de X =
11,9602

3.8 Identificaciio de Marcadores ligados a QTLs com anilise de regressio
linear miiltipla

Foi realizada uma anilise de regressio milltipla envolvendo todos os
marcadores que apresentaram segregagio mendeliana para cada experimento
individualmente, e também com as meédias de cada época e local de cultivo
separadamente, além da anilise envolvendo as médias de todos os ambientes onde
cada caracteristica foi avaliada.

A anilise de regressdo linear multipla dos marcadores foi realizada
conforme procedimentos descritos por Edwards, Stuber ¢ Wendel (1987), que
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consideram os marcadores moleculares como variaveis independentes e as
caracteristicas fenétipicas como variaveis dependentes. Os marcadores de maior
importéncia foram obtidos através de valores significativos do F parcial (P<0,05)
€ a porcentagem de variagdo explicada por eles foi estimada pelo coeficiente de
determinagio parcial (Draper ¢ Smith, 1981).

O processo de selegdo de variaveis regressoras Stepwise (Draper e Smith,
1981) foi aplicado para obter uma estimativa 6tima dos valores genotipicos dos
QTLs, dos seus erros padro e da porcentagem da variagdo genética explicada em
cada situac3o.

No processo de Stepwise, inicialmente coloca-se, no modelo de regressao,
somente o marcador com maior valor de F parcial que tenha sido significativo.
Em seguida, testa-se 0 marcador, dentre os candidatos a entrar no modelo, que
tem o valor mais alto de F parcial, na presenga do primeiro marcador. Dentre os
marcadores do modelo recém formado, aqueles que apresentarem teste F ndo
significativo sdo retirados do modelo ¢ os que apresentarem teste F significativo
sdo mantidos. Esses testes sdo efetuados um por um, a cada passo. O processo
continuara até que todos os marcadores candidatos a entrar no modelo sejam

testados e até que todos os marcadores do modelo tenham F parcial significativo.

3.9 Anilise estatistica para detecgio dos QTLs

Antes da realiza¢io das analises estatisticas, foi realizada a construciio de
um mapa genético de ligagdo entre os marcadores RAPD polimdrficos e com
segregacdo mendeliana através do programa MAPMAKER (Lander et al., 1987),
versdo 3.0, utilizando um lod score (log of odds-ratio) de 4,8 ¢ distincia maxima
de 50 cM, que forneceu um valor de o de aproximadamente 1%. Um lod score
indica, essencialmente, o quanto mais provavel € a ligagdo entre dois locos do que

a ndo existéncia de ligacdo entre eles (Lander e Botstein, 1989). Dessa forma,
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com o lod score de 4,8 pode-se dizer que os marcadores mapeados em um mesmo
grupo de ligacio tem 63095,74 (10*°) vezes mais chances de estarem ligados do
que de serem independentes. A funcdo-mapa de Haldane (1919) foi empregada
para calcular as distncias genéticas em centimorgans (cM).

Apds a construgdo do mapa molecular dos marcadores RAPD, realizou-se
0 mapeamento dos QTLs, para todas as caracteristicas analisadas nos
experimentos, utilizando o programa QTL Cartographer para Windows (versio
1.01). O mapeamento foi realizado para cada experimento individualmente, e
também com as médias de cada época e local de cultivo separadamente, além da
analise envolvendo as médias de todos os ambientes onde cada caracteristica foi
avaliada.

Utilizou-se a metodologia de mapeamento por intervalo composto (CIM)
(Jansen, 1993; Zeng, 1994). O mapeamento por intervalo composto é uma
combina¢do do mapeamento por intervalo ¢ uma regressdo linear maltipla, que
utiliza os marcadores como variaveis regressoras. O processo de Stepwise foi
utilizado para sele¢do das variaveis regressoras na regressdo multipla, dentro do
mapeamento por intervalo composto, utilizando-se um valor de Jod scores de 2,6,
para assumir um QTL como participante do controle genético do carater
analisado.

O modelo estatistico para 0 mapeamento por intervalo composto em um
segmento entre os marcadores i e i+1 é o seguinte:

Y =bo+b|Xij+ Z kakj +Ej

keii+l
em que:
¥j: valor da caracteristica analisada para a familia j;
bo: intercepto do modelo;

bi: efeito genético de um QTL localizado entre os marcadores i e i+];
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X varidvel dummy que pode assumir valores de 0 e 1 conforme a combinagdo
dos gendtipos dos marcadores i ¢ i+1; cada classe dos genotipos marcadores tem
uma determinada probabilidade de ocorréncia, que é fungio da distincia entre
marcador i com 0 QTL e entre os marcadores i e i+1.

bi: coeficiente de regressdo parcial do valor da caracteristica no marcador k;

X,y varidvel dummy para o marcador k na familia I

&;: erro do modelo;
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliagbes fenotipicas

Inicialmente, foram realizadas as andlises de varidncias de cada
experimento, para os quais foram obtidos os erros efetivos e as médias ajustadas.
Em seguida, foram realizadas as anilises conjuntas, sendo que, em todas as
andlises realizadas, as familias mostraram-se geneticamente heterogéneas com
base no numero de dias para o florescimento (Tabelas 2 e 3), peso de 100
sementes (Tabelas 4 e 5), reagdo ao oidio (Erysiphe polygoni) ¢ 2 mancha
angular (Phaeoisariopsis griseola) (Tabelas 6 € 7) e na produtividade de grios
(Tabelas 8 ¢ 9). Em todas as analises de varidncias foram estimados os valores do
coeficiente de variagdo experimental, coeficiente de variagdo genético, coeficiente
b, herdabilidade ro sentido amplo e seus limites inferior e superior,

A precisdo experimental ¢ um dos pontos primordiais para que se possa
detectar as diferencas no potencial genético das familias. A medida de precisio
mais utilizada € o coeficiente de variagio experimental (CVe), que possibilita
fazer inferéncia sobre o nivel de precisdo experimental atingida.

A relagdo (b) entre coeficiente de variagdio genética (CVg) e coeficiente de
variagdo experimental possibilita fazer inferéncias sobre as chances de sucesso do
melkoramento de plantas na populagdo em estudo. Quanto maior essa relagio,
maiores as possibilidades de se conseguir selecionar gendtipos com desempenho
superior.

A herdabilidade no sentido amplo (h,’) mede a proporgio da variagio
total que ¢ devida a fatores genéticos, ou seja, mede a influéncia dos fatores
ambientais na caracteristica analisada. Quanto maior o valor da herdabilidade,
maior serd a possibilidade de se conseguir ganhos com a selegdo. Vale ressaltar
que apesar de no ter sido calculada especificamente a herdabilidade no sentido



restrito, as herdabilidades calculadas neste trabalho podem ser consideradas como
no sentido restrito, pois foram utilizadas familias em geragdes avancadas de
endogamia (Fs7 a Fs.0) nas quais a proporgiio da varidncia de domindncia &
insignificante com relagio a variincia genética total. Assim, toda a varidncia
genética entre essas familias pode ser considerada como varidncia aditiva, o que
torna a herdabilidade calculada como sendo no sentido restrito, informando o
quanto da variagio total pode ser fixada com a selegio.

Os limites inferiores e superiores da herdabilidade informam o intervalo
de confianga das estimativas de herdabilidade, ou seja, 0 menor € o maior valor
que a herdabilidade estimada pode assumir com um coeficiente de confianga de
95%. Quando o valor do limite inferior ¢ igual a zero, indica que o valor
estimado da herdabilidade niio difere estatisticamente de zero.

4.1.1 Epoca de florescimento

A época de florescimento normalmente é utilizada como indicador do
ciclo de uma cultivar, pois é um carater que pode ser avaliado mais facilmente e
com maior precisio quando comparado com a avaliagio do ciclo da cultura.
Além disso, ambos estio diretamente relacionados com as temperaturas ocorridas
durante a fase de germinacdo, emergéncia e crescimento vegetativo, e portanto
respondem de maneira muito semelhante as influéncias ambientais. Assim,
quando estas fases coincidem com épocas de baixas temperaturas (época de
inverno), ocorre um atraso no ciclo da cultura, alterando a época de
florescimento.

Nesse trabalho, pode-se observar que a média da época para
florescimento (Tabela 2) também variou em funcdo, principalmente, da época de
cultivo. Na época de inverno houve uma aumento do ciclo do fetjoeiro (em média,

58 dias para o florescimento), enquanto na época das secas, quando vigoram altas



temperaturas, houve a tendéncia de redugio no numero de dias para o
florescimento (42 dias em média), refletindo, assim, em um encurtamento do seu
ciclo.

O valor baixo para o coeficiente de variagio experimental do
florescimento deve-se & influéncia ambiental muito pequena sobre esse carater,
que foi semelhante as estimativas obtidas em outros experimentos (White e Singh,
1991; Teixeira, Ramalho ¢ Abreu, 1995; Melo, Santos e Ramalho, 1997).

Somente o experimento 1 teve uma situagdo favoravel (b>1) para selecdo
(b = 1,42). Provavelmente, isso se deveu & grande semelhanga dos genitores, que
originou o cruzamento desse trabalho, em relagio ao nimero de dias para
florescimento. Como os genitores eram pouco divergentes em relagio ao ciclo da
cultura, existia uma pequena variabilidade genética na populagio analisada
(Figura 1), o que pode ter levado a esses resultados.

Para herdabilidade no sentido amplo, observou-se a mesma tendéncia do
parametro b, ou seja, somente no experimento 1 visualizou-se uma boa situagio
para selegdo, pois obteve-se baixas valores de herdabilidade quando comparado
com as estimativas obtidas em outros trabalhos (Teixeira, Ramalho e Abreu,
1995; Melo, Santos e Ramalho, 1997). Como a herdabilidade no sentido amplo
mede a proporgdo da variagdo total que ¢ devido a fatores genéticos, pode-se,
mais uma vez, inferir que realmente existia baixa variabilidade genética para essa
caracteristica (Figura 1), visto que a precisdo experimental foi elevada o que
indica pequeno efeito ambiental na variagdo total entre as familias. Desta forma,
pode-se concluir que a baixa herdabilidade nio foi devido a alta variagdo
ambiental (variancia fenotipica) e sim devido a baixa variabilidade genética.

Os resultados da analise conjunta (Tabela 3) confirmam os resultados das
analises individuais, mostrando baixo valor do coeficiente b e da herdabilidade,
quando comparados com outros trabalhos (Santos, Vencovsky e Ramalho, 1985;
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Rezende, 2000), ¢ indicando que existe pequena variabilidade na populagio
analisada, devido basicamente a grande semelhanga dos genitores para essa
caracteristica. Os resultados da Tabela 3 indicam a ocorréncia de interagiio entre
familias e épocas de cultivo para época de florescimento, indicando que existe
resposta diferencial das familias 4 mudanga da época de cultivo. A correlagio
entre as medias das familias nas duas épocas de cultivo foi de 30,20%, indicando
que a maior parte da interag3o para essa caracteristica é do tipo complexa, pois
Ramalho, Santos e Zimmermann (1993) relatam que quando a correlagdo entre o
desempenho médio dos genétipos em dois ambientes ¢ baixa, aumenta a
importéncia da parte complexa da interagio. Portanto, se a correlagdio é baixa,
aumentam as chpnc&s do material superior em um ambiente, nfio o ser em outro,
complicando o trabalho de selegio.

Para confimar o grande efeito da interagiio familias com épocas de
cultivo foi calculada a herdabilidade considerando todos os fatores do modelo
como aleatérios (Vencovsky e Barriga, 1992), obtendo-se, assim, a estimativa
desse pardmetro totalmente livre do efeito da interagdio na estimativa da varincia
genética. Desta forma, consegue-se avaliar o impacto da interagdo familias por
ambientes no desempenho fenotipico das familias. Para a época de florescimento
a herdabilidade estimada nessa condigiio foi de 39,38%, confirmando assim o
grande efeito da interagdo na expressio fenotipica do florescimento em feijoeiro.
Assim sendo, existe a necessidade de se avaliar essa caracteristica nas duas
épocas, pois o desempenho das familias ¢é dependente da época de cultivo
utilizada.

Na literatura existem relatos de que a época de florescimento é controlada
por i)oucos genes, com dominincia do alelo que condiciona a precocidade
(Teixeira, Ramalho e Abreu, 1995), embora existam também relatos de controle
poligénico, ora com a predominincia de efeitos aditivos (White ¢ Singh, 1991;
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Melo, Santos ¢ Ramalho, 1997), ora com a predominincia dos efeitos de
dominincia (Evans e Davis, 1978). Desta forma, devem existir alguns genes de
efeitos principais controlando o carater associado a alguns modificadores, e
dependendo dos genitores utilizados e temperaturas ocorridas, encontram-se
resultados totalmente discrepantes. Neste estudo, nenhum genitor & precoce,
portanto o alelo dominante para precocidade niio ocorre na populagio avaliada,
sendo as diferencas encontradas devidas a provivel presenca de genes
modificadores. Assim, apesar da menor diversidade genética, existe a
possibilidade de marcar QTLs responsiveis pelo nimero de dias para o
florescimento, sem interferéncia dos genes de efeitos principais.

*

TABELA 2 - Resumo das analises de varidncia e estimativas do coeficiente de
variagio genético (CVg), relagio entre coeficiente de variagio
genético e ambiental (b), herdabilidade no sentido armplo (h,2) com
seus limites inferiores (LI) e superiores (LS), para época de
florescimento (dias) em quatro experimentos.

Fontes de QM
L
GL El E2 E4 E6
Trat. ajustado 195 17,19%+ 3,76%* 13,14%* 1,91#*
Emoefetivo 169 3,43 1,28 7,16 0,94
Média 59,12 43,08 57,62 41,54
CVe (%) 3,13 2,63 4,64 2,33
CVg (%) 443 2,58 3,00 1,67
b 1,42 0,98 0,64 0,72
h,2 (%) 80,05 65,95 45,50 50,78
LI (b)) 73,32 54,47 27,13 34,18
LS (b)) 85,13 74.60 59,38 63,31

E: experimento realizado em Lavras, geragdo Fs, época de inverno, ano de 1996; E2: Lavras, Fs,
seca, 1997, E4: Lavras, Fs, inverno, 1997; E6: Lavras, Fo, seca, 1998.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



TABELA 3 - Resumo da analise conjunta de varidncia ¢ estimativas do
coeficiente de variagdo genético (CVg), relagiio entre coeficiente
de variagdo genético e ambiental (b) ¢ herdabilidade no sentido
amplo (h.%) com seus limites inferiores (LI) e superiores (LS),

para época de florescimento.
Fontes de Graus de Liberdade oM
variacdo
Epocas (E) 1 101168,06**
Familias (F) 195 11,58%*
ExF 195 7.02%+
Erro médio 676 3,20
Média 50,34
CVe (%) 2,66
CVg (%) 2,03
b 0,76
h.2 (%) 72,36 (39,38)°
LI (b2 65,12
LS (b,%) 77,79

** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. * Estimativa da herdabilidade
considerando todos os fatores do modelo como aleatérios.
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FIGURA 1 - Distribuigio de frequéncia para o numero de dias para o
florescimento das familias do cruzamento Carioca x Flor de
Mayo, na média de todos os experimentos.



4.1.2 Peso de 100 sementes

O peso de 100 sementes é uma caracteristica que serve como indicador do
tamanho da semente, sendo considerado um componente primirio da
produtividade de grdos. Ramalho, Santos e Zimmermann (1993) comentam que
essa caracteristica € controlada por poucos genes, o que leva a uma menor
influéncia do ambiente e, consequentemente, 2 uma maior herdabilidade e maior
facilidade de selegdo. No entanto, os ganhos com a selegio indireta para
produtividade sio pouco expressivos, principalmente pelas baixas correlagdes
entre produtividade de grios ¢ peso de 100 sementes (Ramalho, Santos e
Zimmermann, 1993),

Também para essa caracteristica, os genitores do cruzamento analisado
sdo pouco divergentes, sendo ambos classificados como genotipos de sementes
pequenas. Analisando o peso de 100 sementes das familias avaliadas (Tabela 4),
verifica-se que em todos os experimentos, € na analise conjunta (Tabela 5), a
média das familias esteve situada na classificagdio de semente pequena.

A precisdo experimental pode ser considerada como relativamente alta,
com excegao do experimento 3. No entanto, devido & baixa variabilidade genética
(Figura 2) da populagdo para essa caracteristica, as estimativas do pardmetro b e
da herdabilidade no sentido amplo foram reduzidas em alguns experimentos (1, 3
e 7). Mas mesmo com a pequena divergéncia entre os genitores, e
consequentemente a baixa variabilidade da populagio, existiram situagdes
(experimentos 2, 4 e 5) nas quais se observaram claras chances de sucesso com a
selecdo. Também pelo aito valor da estimativa da herdabilidade na analise
conjunta ficou mais uma vez evidenciada a possibilidade de obter ganhos com a
selecdo.

A anilise conjunta do peso de 100 sementes (Tabela 5) para épocas e
locais de cultivo indicou existir interacio significativa tanto para familias x
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épocas quanto para familias x locais. A correlagio entre as médias das familias
nas duas épocas de cultivo foi de 69,72, ¢ nos dois locais de 68,90%, indicando
que parte das interagdes para essa caracteristica ¢ do tipo complexa, mas que
grande parte dessa interagdo é do tipo simples, ou seja, € devida as diferencas na
magnitude de resposta e nio no sentido da resposta das familias 4 mudanga de
ambiente (Ramalho, Santos e Zimmermann, 1993). Portanto, quanto maior a
correlagdo, maiores as chances do material superior em um ambiente o ser
também em outro, facilitando o trabalho de selecdo. No entanto, € importante que
a avaliacdo das populagdes para essa caracteristica seja realizada em varios
locais e nas diferentes épocas de cultivo, pois algumas familias podem apresentar
comportamento especifico para cada uma dessas situagdes.

Para confirmar o efeito da interagio familias por ambiente, no peso de
100 sementes, foi calculada a herdabilidade considerando todos os fatores do
modelo como aleatorios (Vencovsky e Barriga, 1992). Dessa forma, obteve-se a
estimativa da herdabilidade totalmente livre do efeito da interagdo no calculo da
varidncia genética. A estimativa de herdabilidade nessa condigdo foi de 74,29%,
evidenciando assim o grande efeito da intera¢do na expressdo fenétipica do peso
de 100 sementes em feijoeiro. Assim sendo, existe a necessidade de avaliar essa
caracteristica em varias épocas e locais, pois o desempenho das familias ¢
dependente da época e do local de cultivo utilizado.

Desta forma, em um trabalho de mapeamento de QTLs para essa
caracteristica deve-se, sempre que possivel, procurar identificar tanto os QTLs
responsaveis por essa interagio, ou seja, aqueles que s6 se expressam em
determinadas condigdes, quanto aqueles mais constantes, que se expressam na

maioria dos ambientes.



TABELA 4 - Resumo das anilises de varidncia e estimativas do coeficiente de
variacdo genético (CVg), relagio entre coeficiente de variagio
genético e ambiental (b) e herdabilidade no sentido amplo (h,2) com
seus limites inferior (LI) e superior (LS), para peso de 100

sementes (g) em sete experimentos.
Fontes de QM
variagio

GL El E2 E3 E4 E5 E6 E7
Trat ajustado 195 14,61** 1244%* 1355** 1949** 17,07** 12,73** 20,57**
Emoefetivo 169 5,79 1,41 6,24 2,56 2,54 2,60 6,79

Média 2488 2261 20,53 27,85 2550 2536 26,70
CVe (%) 967 524 12,06 574 625 630 9,76
CVz (%) 844 1004 930 1044 10,57 8,80 9,83

b 0,88 1,91 076 182 1,69 1,40 1,01

ha? (%) 60,37 8866 5395 86,8 8512 7958 66,99
LI (h?) 4700 8484 3841 8243 80,10 7269 5586
LS (hd) 7046 91,55 6567 9021 8891 8477 7539

E1: experimento realizado em Lavras, geragdo F5, época de inverno, ano de 1996; E2: Lavras, Fs,
seca, 1997, E3: Patos de Minas, Fs, seca, 1997; E4: Lavras, Fs, inverno, 1997, ES: Patos de
Minas, Fy, inverno, 1997 E6: Lavras, Fyo, seca, 1998; E7: Patos de Minas, Fio, seca, 1998.

** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



TABELA 5 - Resumo da analise conjunta de varidncia e estimativas do
coeficiente de variagio genético (CVg), relagio entre coeficiente
de variagdo genético e ambiental (b) e herdabilidade no sentido
amplo (h,”) com seus limites inferior (L) e superior (LS) para

peso de 100 sementes (g).

Fontes de variagio Graus de liberdade QM
Locais (L) 1 646,20**
Epocas (E) 1 3339,3%+

Familias (F) 195 56,08**
FxL 195 10,80%*
FxE 195 9,70%*

FxLxE 195 6,08%*
Erro médio 1183 3.99
Média 24,80
CVe (%) 8,05
CVg (%) 7,77
b 0,97
h.? (%) 92,88 (74,29)
LI (b)) 91,11
LS (b)) 94,21

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. ® Estimativa da herdabilidade
considerando todos os fatores do modelo como aleatorios.
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4.1.3 Reagio ao Oidio e Mancha Angular

O oidio do feijoeiro ¢ uma doenga que apresenta distribui¢io mundial,
sendo considerada, no entanto, de importincia secundaria. A expansio do cultivo
no outono-inverno ¢ a grande facilidade de dispersdo dos esporos do fungo tém
aumentado a sua importincia. A doenca ocorre com maior freqiéncia durante e
apos o periodo de florag3o da cultura, sendo mais severa nos cultivares de habito
determinado ¢ grios grandes (Sartorato e¢ Rava, 1994). As temperaturas
moderadas (20 a 25°C) e a baixa umidade relativa do ar ou do solo constituem
condigdes favordveis a doenga (Vale e Zambolim, 1997). Desta forma, essa
doenga s6 tem importéincia econdmica nos cultivos realizados no inverno, e por
isso foi avaliada somente nos experimentos (1, 4 € 5) conduzidos nessa época de
cultivo.

Analisando as Tabelas 6 e 7 verifica-se que a avaliagio da resisténcia ao
oidio foi realizada com alta precisdo, visto que a avaliagio de doengas por meio
de notas, normalmente, ¢ bastante trabalhosa e sujeita a alta margem de erro. No
entanto, nesse trabalho essa avaliagdo foi realizada por 4 avaliadores, e foi
utilizado o resultado médio dessas avaliagdes nas analises estatisticas, o que pode
ter contribuido para o aumento da precisio de avaliagio. Vale ressaltar que
Rezende (2000), trabalhando com avaliagfio da rea¢do ao oidio em feijoeiro, e
utilizando familias oriundas de retrocruzamento e com escalas de notas,
conseguiu precisdo semelhante a desses experimentos.

Em nenhum dos experimentos em que se avaliou a reagio ao oidio
(Tabelas 6 e 7) foram obtidas médias baixas, ou seja, a maioria das familias
analisadas eram suscetiveis ao patogeno (Figura 3). No entanto, conseguiu-se
identificar algumas familias que tinham alta resisténcia (nota menor que 3),
indicando existir variabilidade para sele¢io (Figura 3). O controle genético da
reagdo ao oidio ¢ bastante controvertido, mas existe grande possibilidade que
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existam alguns genes de maior efeito que conferem resisténcia vertical e outros
varios genes de menor efeito que conferem uma resisténcia do tipo horizontal ou
quantitativa. No caso dos genitores utilizados nesse estudo, somente o Carioca
possui alelos de resisténcia vertical, sendo que o Flor de Mayo deve possuir
alguns alelos de resisténcia horizontal, visto que esse genitor possui moderada
suscetibilidade a esse patogeno, principalmente quando comparado com os
cultivares do grupo manteiga. Por isso, foi encontrada maior variabilidade e
resisténcia para essa doenga (Figura 3) em compara¢do ao observado para
mancha angular (Figura 4), que ndo possui alelos de resisténcia vertical nessa
populacdo estudada.

O primeiro trabalho visando elucidar o controle genético da resisténcia do
P. vulgaris ao E. polygoni foi realizado por Dundas (1936), segundo o qual
verificou-se que existia um alelo de resisténcia 4 raga de oidio utilizada. Em outro
experimento, Dundas (1942) observou que determinados cultivares de feijoeiro
carregam um alclo dominante que lhes confere resisténcia a 12 das 14 ragas
estudadas do patogeno. Constatou também a presenca de um alelo dominante que
govema a semi-resisténcia, e outro que governa a suscetibilidade num periodo de
cinco a sete dias apos a emergéncia.

Bett e Michaels (1995) relatam a ocorréncia de dois genes
compementares, sendo que num deles a resisténcia é devida a0 alelo dominante, e
1O outro, ao recessivo, € ambos os genes devem estar presentes para a resisténcia
se expressar,

Rezende, Ramalho ¢ Corte (1999) avaliaram plantas F, e familias F,;
provenientes do cruzamento da cultivar Jalo com a linhagem ESAL 686, ¢ os
resultados indicaram a existéncia de epistasia recessiva dupla no controle do
cariter. No entanto, em trabalho posterior envolvendo o mesmo cruzamento

anterior. mas com avaliages de outras geracdes segregantes (retrocruzamento),
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Rezende (2000) verificou que a segregagiio observada nessa oportunidade
mostrou que, em realidade, estava envolvido apenas um gene no controle dessa
caracteristica.

Como se pode verificar, nio existe um consenso quanto ao controle
genético desse cardter, sendo necessirias maiores investigacSes para a sua
elucidagdo. Vale ressaltar que as diferentes conclusdes observadas nos trabalhos
podem ser devidas aos diferentes genétipos de feijdo utilizados, as diferentes
ragas de oidio, as condicdes ambientais em que foram realizados os estudos ou
aos métodos de avaliagdo empregados.

Nesse trabalho, os altos valores encontrados para as estimativas dos
coeficientes b e da herdabilidade (Tabelas 6 ¢ 7) sugerem que o controle genético
da reagdo ao oidio seja devido a poucos genes, em concordincia com o que tem
sido relatado por outros trabalhos (Rezende, Ramalho e Corte, 1999 e Rezende,
2000). Esses valores mostram a existéncia de variabilidade genética entre as
familias (Figura 3) suficiente para se acreditar no sucesso com a selecdo de
plantas ou familias resistentes nessa populagio segregante.

No Brasil, a maioria das cultivares utilizadas ¢ de origem mesoamericana
que possuem elevada resisténcia ao oidio, grios de tamanho médio a pequeno e
habito de crescimento indeterminado. Entretanto, a Jalo, como a maioria das
cultivares do grupo Manteiga (sementes grandes) em cultivo no Brasil, é
altamente suscetivel ao oidio (Vieira, 1983; Rezende, Ramalho ¢ Abreu, 1996).

A mancha angular do feijoeiro ja foi considerada uma doenc¢a de pouca
importincia por ocorrer, principalmente, no final do ciclo da cultura e por
acreditar-se que causava pequenas perdas na produtividade. Entretanto, nos
ultimos anos, passou a ser considerada uma das principais doencas do feijoeiro,
sendo a ela atribuida perdas de até 70%, dependendo da suscetibilidade das
cultivares, da patogenicidade dos isolados e das condiches ambientais
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(temperatura média em torno de 24°C, com periodos de alta umidade alternados
com de baixa umidade), de acordo com Sartorato € Rava (1994). Desta forma, o
cultivo da seca com irrigagdo (com foi o caso desse trabalho) ¢ a época em que
essa doenga tem maior importincia econdmica, € portanto a reagiio das familias &
mancha angular foi avaliada somente nos experimentos (2, 3 e 6) realizados nessa
época de cultivo.

Para mancha angular, a populagdo analisada parece ser mais suscetivel
do que para o oidio, visto que as médias das notas para reagio a mancha angular
foram sensivelmente superiores as notas de reagdo a oidio (Tabelas 6 ¢ 7).
Também para mancha angular, parece que o controle genético é exercido por
alguns genes de maior efeito que conferem resisténcia vertical (Ferreira et al,,
1999), ¢ outros varios genes de menor efeito que conferem uma resisténcia do tipo
horizontal ou quantitativa. No caso dos genitores utilizados nesse estudo ndo
existe referéncia da presenca de nenhum gene que confira resisténcia vertical,
portanto, para reagdo a mancha angular, a pequena tolerdncia observada nesse
estudo se deve basicamente ao acimulo de alguns alelos de resisténcia de
pequeno efeito, tratando-se de uma resisténcia do tipo horizontal. Pela Figura 4,
nota-s¢ que, na média dos 3 experimentos de avaliagio da mancha angular,
nenhuma familia se mostrou realmente resistente, no entanto houve, em alguns
experimentos especificos, familias com moderado nivel de resisténcia (notas de
25a3).

Provavelmente, o nimero de genes quantitativos que controlam a reagio
da planta & mancha angular ¢ superior a0 que controla a reagdo ao oidio, pois as
estimativas do coeficiente b e herdabilidade obtidas para mancha angular foram
bastante inferiores as obtidas para oidio (Tabelas 6 ¢ 7.

Isto leva a concluir que apesar da existéncia de pequena variabilidade
genética (Figura 4) entre as familias para reagio a mancha angular, para se
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conseguir aumentar as chances de sucesso com a selegio de plantas ou familias
Tesistentes nessa populagio segregante, seria importante a utilizagdo da selegio
assistida por marcadores para complementar a informagdo fenotipica gerada
pelas avaliagSes em campo. Dessa forma, um programa de mapeamento dos
QTLs que participam do controle genético da reacdo horizontal do feijoeiro a
mancha angular seria de fundamental importancia para possibilitar a utilizacdo da
selecdo assistida por marcadores, € consequentemente aumentar as chances de se
conseguir gendtipos com alta resisténcia horizontal a essa doenca. Lande e
Thompson (1990) comentam que quanto menor a herdabilidade do carater a ser
selecionado, maior serd a eficiéncia da selegio assistida por marcadores em
relagdo a selegdo somente com avaliagio fenotipica, o que mais uma vez reforca
os beneficios de se mapear QTLs de reagiio &2 mancha angular, e em seguida
utiliza-los em um programa de selegio assistida por marcadores. Além disso, o
grande mimero de ragas desse patdgeno propicia uma instabilidade da resisténcia
vertical, aumentando assim a importincia da resisténcia horizontal e
consequentemente aumentando também a importincia do mapeamento e QTLs
para reag3o 4 mancha angular no feijoeiro.

A anilise conjunta (Tabela 7) de reagfio ao oidio ¢ 3 mancha angular,
para locais de cultivo, mostrou existir interagio significativa entre familias x
locais. A correlagdio entre as médias das familias nos dois locais foi de 43,80%
para oidio ¢ 37,98% para mancha angular, indicando que a maior parte da
interagio para essas caracteristicas ¢ do tipo complexa (Ramalho, Santos e
Zimmermann, 1993). Assim, com essa baixa correlagdo, aumentam as chances do
material superior em um ambiente n#io o ser em outro, complicando o trabalho de
selecdo.

Para confirmar o grande efeito da interagiio familias com locais de cultivo
foi calculada a herdabilidade considerando todos os fatores do modelo como
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aleatorios (Vencovsky ¢ Barriga, 1992). Dessa forma, obteve-se a estimativa da
herdabilidade totalmente livre do efeito da interagdo. Para reagdo ao oidio a
herdabilidade estimada nessa condigdo foi de 59,94% e para reagio i mancha
angular foi de 68,18%, confirmando assim o grande efeito da interagio na
expressdo fenbtipica da reagdio a essas doengas, principalmente para o oido, que
teve sua herdabilidade mais reduzida pelo efeito da interagio de familias com
locais. Assim sendo, existe a necessidade de avaliar essa caracteristica em varios
locais, pois as familias apresentam comportamento especifico para cada local
utilizado.

Essa interagdo pode ser devida principalmente as diferencas na
quantidade e na qualidade dos isolados que atuaram em cada um dos locais, visto
que essa avaliagio foi realizada com incidéncia natural do patégeno de cada area.
Desta forma, em um trabalho de mapeamento de QTLs para essas caracteristicas,
deve-se. sempre que possivel, procurar identificar tanto os QTLs responsaveis
por essa interagdio, ou seja, aqueles que s6 se expressam com determinadas
quantidades de isolados especificos, quanto aqueles mais constantes, que sio
aqueles que se expressam na maioria dos patossistemas. Nota-se¢ que em
trabalhos dessa natureza seria importante quantificar e identificar os isolados
presentes em cada é4rea para conseguir resultados de mapeamento mais

especificos para cada variante do patégeno.
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TABELA 6 - Resumo das analises de varidncias e estimativas do coeficiente de
variagdo genético (CVg), relagiio entre coeficiente de variagdo
genético e ambiental (b) e herdabilidade no sentido amplo (h,%) com
seus limites inferior (LI) e superior (LS), para reagdo ao oidio
(Erysiphe polygoni) e a mancha angular (Phaeoisariopsis
griseola).

QM
Fontes de GL Oidio Mancha Angular

-~

variagio

El E4 ES E2 E3 E6
Trat. ajustado 195 9,07** 2,57%* 437+ | 75%+ 0,90%* (,92++
Erroefetivo 169 046 031 0,31 0,72 0,50 0,41

Média 4,83 3,83 5,43 5,11 5,81 5,37
CVe (%) 1405 1448 10,22 16,58 12,18 11,86
CVg (%) 4293 27,75 26,24 1397 7,70 9,31

b 3,05 1,92 2,57 0,84 0,63 0,78

h.? (%) 94,93 87,94 9291 58,86 4444 5543

LI (b)) 93,22 83,87 90,51 4498 2570 40,40
LS (b)) 96,22 91,01 94,71 69,33 5859 66,78

El: experimento realizado em Lavras, geracdo F;, época de inverno, ano de 1996; E2:
Lavras, Fg, seca, 1997; E3: Patos de Minas, Fg, seca, 1997; E4: Lavras, F;, inverno,
1997; ES5: Patos de Minas, F,, inverno, 1997; E6: Lavras, Fq, seca, 1998.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



TABELA 7 - Resumo das anilises conjunta de varidncia e estimativas do
coeficiente de variagdo genético (CVg), relagdo entre coeficiente
de variagdo genético ¢ ambiental (b) e herdabilidade no sentido
amplo (h,%) com seus limites inferior (LI) e superior (LS), para
reacdo reagdo ao oidio (Erysiphe polygoni) € a mancha angular

(Phaeoisariopsis griseola).
Fontes de Graus de QoM
variagdo liberdade
Qidio Mancha Angular
Locais (L) 1 311,98 85,22%+
Familias (F) 195 7,24%* 2,20%*
LxF 195 2.90** 0,70**
Erro médio 507 0,36 0,54
Média 4,70 5,43
CVe (%) 12,76 13,53
- CVg (%) 22,78 9,69
b 1,78 0,72
h,2 (%) 95,03 (59,94)° 75,45 (68,18)°
LI (b 93,68 68,79
LS (h,’) 96,04 80,46

** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. * Estimativa da herdabilidade
considerando todos os fatores do modelo como aleatérios.
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FIGURA 3 - Distribui¢io de frequéncia para reagdo ao oidio das familias do
cruzamento Carioca x Flor de Mavo, na média de todos os
experimentos.
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FIGURA 4 - Distribui¢do de frequéncia para reagdo a mancha angular do
cruzamento Carioca x Flor de Mayo, na média de todos os
experimentos.

4.1.4 Produtividade de griios

Em um programa de melhoramento do feijoeiro, a produtividade de grios
€ uma das caracteristicas mais importantes, embora seja a mais complexa, pois é
dependente de varios outros caracteres e de iniimeros fatores ambientais. Neste
estudo, em todos os experimentos, as familias diferiram quanto a produtividade,
mostrando ampla variabilidade (Tabelas 8 e 9; Figura 5).

A produtividade de grios alcangou coeficientes de variagdo que podem
ser considerados de médio para baixo, pois sio semelhantes, e em alguns casos
inferior, aos que tém sido obtidos em outros experimentos com feijdo (Estefanel,
Pignaro e Storck, 1987; Abreu et al., 1994; Oliveira, 1995; Melo, Santos ¢
Ramalho, 1997). As tinicas excegdes foram os experimentos 3 e 7, que tiveram
uma precisdo mais baixa, certamente devido a uma severa incidéncia do virus do

mosaico dourado.
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As médias de produtividade foram relativamente altas, com excegdo dos
experimentos 3 e 7, mostrando que essa populacdo, que foi oriunda de um
cruzamento inter-racial, tem um grande potencial produtivo, tendo algumas
familias atingindo até a produtividade de 4000 kg/ha, em experimentos isolados.
Houve tendéncia dos experimentos em Lavras terem maiores médias do que os de
Patos de Minas ¢ os de inverno, média maior dos que os da seca, indicando que
Lavras, na época de inverno, ¢ um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento
do feijoeiro. Segundo Singh (1988), especificamente esses dois genitores
utilizados nesse trabalho possuem elevado potencial de complementagdo alélica
para alta produtividade, sendo essa a razio pela qual eles foram escolhidos para
esse estudo. Abreu (1997), avaliando varias populagdes originadas por
cruzamentos inter-racias, identificou o cruzamento Carioca x Flor de Mayo como
um dos mais promissores em termos de variabilidade para produtividade de grios,
confirmando o que foi relatado por Singh (1988).

Além das médias, as estimativas dos coeficientes b e das herdabilidades
(Tabelas 8 ¢ 9) também foram relativamente elevadas (com excegio dos
experimentos 6 e 7), pois se trata de uma caracteristica complexa, controlada por
inimeros genes, com grande influéncia do ambiente ¢, que portanto, normalmente,
apresenta baixas estimativas desses parimetros. As herdabilidades encontradas
nesse estudo estdo (com exce¢do dos experimentos 6 ¢ 7) acima do normalmente
relatado (Ramalho, Santos e Zimmermann, 1993) na cultura do feijoeiro, o que
reforga o grande potencial das populagbes inter-raciais de feijoeiro, que aliam alta
média com uma boa variabilidade (Figura 5), podendo-se antever ganho com a
selegdo para produtividade de grios.

Vale ressaltar que apesar das grandes chances de conseguir material mais
produtivo, essa populagdo apresenta problemas bastante sérios, como habito de

crescimento indeterminado, o que leva a um porte prostrado, causando um intenso
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acamamento, ¢ com isso a maior umidade das vagens aumenta a incidéncia de
doenca e reduz a qualidade dos grios. Além disso, existe outro sério problema,
que € o tipo de grio. Apesar de um dos genitores ser a cultivar Carioca, que
possui o tipo ideal de grio, o outro genitor possui grao com um padrio totalmente
anti-comercial, o que levou a populagio segregante a ter uma variabilidade
imensa de tipos de grios, variando desde o tipo carioca (padrio) até o tipo azul
escuro, passando por praticamente todos os variantes possiveis. Para tipo de
grao, observou-se que existe muita variabilidade e pode-se selecionar material
com grdos tipo carioca apesar de, nesse caso, certamente restringir a variabilidade
da populagdo. Mas no caso do porte prostrado, o problema parece mais sério,
pois apesar dele ndo ter sido avaliado, as familias utilizadas nesse estudo
aparentemente néo sdo ideais, e parece ndo existir variabilidade nessa populagio,
sendo que novos cruzamentos com genitores de porte arbustivo seriam
necessarios para melhorar essa caracteristica. No entanto, vale ressaltar que o
melhoramento do porte é, na maioria dos casos, mais facil do que a produtividade
de gréos (Ramallho, Santos € Zimmermann, 1993; Collicchio, 1995).

A anlise conjunta de produtividade de grios (Tabela 9) para épocas e
locais de cultivo mostrou existir interagio significativa tanto para familias x
épocasquantoparaﬁmiﬁasxlomis.Aconeladoenu'easmédiasdasﬁnﬁﬁas
nas duas épocas de cultivo foi de 1,05% e nos dois locais foi de 14,18%,
indicando que a maior parte das interacdes para essa caracteristica ¢ do tipo
complexa (Ramalho, Santos ¢ Zimmermann, 1993) e com maior importincia da
interagdo dos genétipos com as épocas de cultivo, pois apresentaram menor
estimativa de correlagdo e maior quadrado médio da interacdo (Tabela 9) quando
comparados com locais. Portanto, essas baixas correlagbes aumentam em muito
as chances do material superior em um ambiente nio o ser em outro, complicando
o trabalho de selegdo.
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Para confimmar o efeito da interagio familias por ambiente, na
produtividade de grdos, foi calculada a herdabilidade considerando todos os
fatores do modelo como aleatérios (Vencovsky e Barriga, 1992). Desta forma,
obteve-se a estimativa desse pardmetro totalmente livre do efeito da interagiio no
calculo da varidncia genética. A estimativa de herdabilidade nessa condiggio foi de
0,0%, confirmando assim o intenso efeito da interagdo na expressio fenétipica da
produtividade de grios em feijoeiro. Assim sendo, existe a necessidade de se
avaliar essa caracteristica em varias épocas e locais, pois o desempenho das
familias ¢ estritamente dependente da época de do local de cultivo utilizado.

Desta forma, em um trabalho de mapeamento de QTLs para essa
caracteristica, deve-se sempre procurar identificar tanto os QTLs responsaveis
por essa inmteragdo, ou seja, aquelas que s6 se expressam em determinadas
condi¢des, quanto aqueles mais constantes, que se expressam na maioria dos
ambientes.
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TABELA 8 - Resumo da analise de variancia e estimativa do coeficiente de varia¢io
genético (CVg), relagio entre coeficiente de variagio genético e
ambiental (b) e herdabilidade no sentido amplo (h,2) com seus limites
inferior (LI) e superior (LS), para produtividade de grios (kg/ha) em
sete experimentos.

Fontesde GL QM

variacdo

El E2 E3 E4 E5 E6 E7
Trat. ajustado 195 425105** 279128** 159180+ 521166** 323030%* 316480 127546°
Emo efetive. 169 235523 138765 83034 319665 195032 237986 94286

Média 2547 2636 1320 2694 2529 2507 1196
CVe (%) 19,05 1430 21,83 20,99 1746 1946 2566
CVg (%) 12,08 10,05 14,78 11,78 10,03 7,90 10,78

b 0,63 0,70 0,68 0,56 0,57 0,41 0,42

hy? (%) 4460 5029 4784 3866 3962 24,80 26,08
LI (h?) 25,91 33,52 30,24 17,97 19,26 0,00 1,14
LS (h?) 5870 62,94 61,11 5428 5428 43,94 44389

El: experimento realizado em Lavras, geragdo Fs, época de inverno, ano de 1996; E2:
Lavras. F, seca, 1997; E3: Patos de Minas, Fs, seca, 1997; E4: Lavras, F,, inverno, 1997;
E5: Patos de Minas, Fs, inverno, 1997; E6: Lavras, Fjq, seca, 1998; E7: Patos de Minas,
Fo, seca, 1998,

*, ** Significativo a0 nivel de 5% e 1% de probabilidade, respectivamente, peloteste F.

.
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TABELA 9 - Resumo da anlise de varidncia conjunta e estimativa do coeficiente
de variagdo genético (CVg), relagio entre coeficiente de variagiio
genético ¢ ambiental (b) ¢ herdabilidade no sentido amplo (h,%) com
seus limites inferior (LI) e superior (LS) para produtividade de

gréos (kg/ha).
Fontes de Graus de liberdade QM
variagio
Locais (L) 1 561819395,00%*
Epocas (E) 1 306233921,20%*
Familias (F) 195 424431 56**
FxL 195 298317,66**
FxE 195 438656,68**
FxLxE 195 273160,68**
Erro médio 1183 186327,28
Média 220414
CVe (%) 19,58
CVg (%) 5,92
b 0,30
h.? (%) 56,10 (0,00)°
LI (b)) 45,13
LS (h,) 64,29

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. * Estimativa da
herdabilidade considerando todos os fatores do modelo como aleatérios.
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FIGURA 5 - Distribui¢fo de frequéncia para produtividade de grdos das familias
do cruzamento Carioca x Flor de Mayvo, na média de todos os
experimentos.
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4.2 Avaliacio Molecular

Nesse trabalho foram utilizados 42 “primers” que geraram pelo menos
uma banda polimorfica entre as familias analisadas. Por sua vez, esses 42
“primers” produziram 92 produtos de amplificagio (bandas) polimérficos,
portanto com uma meédia de 2,19 bandas polimérficas/primer. O nimero de
bandas polimorficas (Tabela 10) variou entre os primers, sendo o minimo de uma
€ 0 maximo de cinco (OPN-07 ¢ OPH-03).

Ao se realizar o teste de qui-quadrado (x?) com os 92 marcadores,
verificou-se que 20 marcadores ndo apresentaram segrega¢do mendeliana, e
portanto tiveram que ser descartados. Dos 72 marcadores (bandas) restantes,
nove foram descartados por apresentarem muitas observagdes perdidas, restando
63 para serem analisados (Tabela 11). Desta forma, foram eliminados um total de
29 marcadores, correspondentes a eliminagio de oito “primers” (OP-A01, OP-
AA06, OP-E14, OP-F04, OP-H13, OP-05, OP-S15 ¢ OP-Z03). Assim, restaram
34 “primers” (Tabela 10), que forneceram 63 marcadores (Tabela 11) para a
analise final. Assim. obteve-se uma média de 1,85 bandas polimérficas/primer,
sendo que 18 “primers™ apresentaram apenas uma banda polimorfica.

O polimorfismo encontrado nesse trabalho foi semelhante ao encontrado
por Machado (1999) que estudou a divergéncia genética entre 11
cultivares/linhagens de feijoeiro com grios tipo Carioca ¢ um com grao preto. A
autora justificou que o baixo nivel de polimorfismo encontrado no estudo foi
devido ao grande grau de parentesco entre os materiais avaliados. Outros
trabalhos (Vasconcelos et al., 1996; Duarte, Santos e Melo, 1999) que utilizaram .
materiais menos aparentados obtiveram niveis de polimorfismo bastante
superiores aos encontrados nesse estudo.

Apesar dos cultivares utilizados como genitores no cruzamento que
originou a populagio em estudo serem de racas diferentes, o que acarreta um
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aumento da variabilidade (polimorfismo) entre as familias, observou-se a
ocorréncia de um baixo nivel de polimorfismo (1,85 bandas/primer). Esse fato
pode ser explicado pelo uso de familias oriundas de um unico cruzamento
biparental, que mesmo sendo entre cultivares de duas racas diferentes, gera menor
polimorfismo do que o estudo envolvendo varias cultivares divergentes.

Observando os dados da Tabela 11 verifica-se que o menor nimero de
familias genotipadas foi para o marcador OPAA-09, que foi utilizado em 188
familias. Dos 63 marcadores obtidos, 26 (41,3%) ndo tiveram nenhuma
informac3o perdida, ou seja, foram utilizados nas 196 familias, 10 marcadores
(15,9%) tiveram uma informagdo perdida e 7 (11,1%) tiveram duas. Desta forma,
pode-se observar que, de uma forma geral, nesse estudo, os marcadores podem
fornecer um alto nivel de informagio sobre as familias avaliadas, pois 68,3% dos
marcadores utilizados tiveram, no maximo, duas informagdes perdidas. Das 196
familias, 150 (76,5%) foram genotipadas por todos os 63 marcadores, portanto
tiveram todas as suas informagdes genéticas preservadas. Esse bom
aproveitamento dos marcadores se deve a um rigido processo de selegdo de
primers ¢ também ao descarte de alguns primers que tiveram muitas informagdes
perdidas.

Os valores do teste de qui-quadrado foram muito varidveis (Tabela 11),
sendo que o marcador que apresentou segregagio mais proxima do esperado foi o
OPS-13'(x* = 0,02) e os que apresentaram as segregagdes mais distantes do
esperado foram os marcadores OPB-07', OPH-03*, 0PNO7* (x* = 11,80).
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TABELA 10 - Primers utilizados, respectivas sequéncias de bases e nimero de
bandas polimdrficas nas familias avaliadas.

Iniciadores Sequéncia (5°-3°) NP° de bandas
polimorficas

OPAA-09 AGACGGCTCC 1
OPB-07 GGTGACGCGA 2
OPB-18 CCACAGCAGT 1
OPD-08 GTGTGCCCCA 1
OPE-15 ACGCACAACC 2
OPE-20 AACGGTGACC 2
OPF-10 GGAAGCTTGG 1
OPG-04 AGCGTGTCTG 1
OPG-16 AGCGTCCTCC 3
OPG-19 GTCAGGGCAA 1
OPH-02 TCGGACGTGA 1
OPH-03 AGACGTCCAC 5
OPI-03 CAGAAGCCCA 1
OPI-06 AAGGCGGCAG 1
OPI-07 CAGCGACAAG 1
OPJ-04 CCGAACACGG 1
OPM-06 CTGGGCAACT 3
OPN-02 ACCAGGGGCA 2
OPN-07 CAGCCCAGAG 5
OPN-10 ACAACTGGGG 1
OP0O-04 AAGTCCGCTC 1
OPO-06 CCACGGGAAG 1
OPO-10 TCAGAGCGCC 3
OPO-12 CAGTGCTGTG 1
OPO-13 GTCAGAGTCC 2
OPO-19 GGTGCACGTT 2
OPO-20 ACACACGCTG 4
OPR-02 CACAGCTGCCC 2
OPR-12 ACAGGTGCGT 4
OPS-10 ACCGTTCCAG 2
OPS-13 GTCGTTCCTG 2
OPS-16 AGGGGGTTCC 1
OPS-19 GAGTCAGCAG 1
1

OPW-11 CTGATGCGTG
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Como comentado anteriormente, ao se realizar o teste de qui-quadrado
(x®) verificou-se que 20 marcadores nio apresentaram segregacdo mendeliana e
tiveram que ser descartados. Os possiveis motivos para um marcador nio
apresentar segregacdo mendeliana sdo: 1- erro tipo L, ou seja, considerar que um
marcador nio tem segregacio mendeliana quando, na realidade, ele tem; 2- falso
polimorfismo na auséncia, ou seja, bandas que na verdade sio monomoérficas e
apresentam polimorfismo devido a falhas nas reagdes, nio por razdes genéticas,
dando assim um mimero de presen¢a do marcador muito acima do esperado; 3-
falso polimorfismo na presenga (bandas fantasmas), ou seja, bandas que na
verdade ndo sdo devidas ao material genético em analise ¢ sim devidas a
impurezas nos componentes da reagdo, levando ao aparecimento esporadico das
bandas, dando assim um niimero de auséncia da banda muito maior do que o
esperado; 4- efeito da selegdo natural sobre a caracteristica a que o marcador estd
ligado. A sele¢do natural ndo atuara diretamente sobre o marcador RAPD, visto
que esse ndo ¢ responsavel pela manifestagiio fenotipica, mas podera atuar sobre
um caracteristica ligada a esse marcador, e assim modificar a segregacdo
esperada com base no comportamento mendeliano. Nesse trabalho, esse efeito da
selecdo natural pode ter sido mais pronunciado, visto que a populagdo foi
conduzida em “bulk” por quatro geragdes, o que favorece a atuagio da selegdo
natural (Corte, 1999).
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TABELA 11 - Origem parental e tamanho do marcador (pares de bases), nimero

de familias genotipadas (NFG), mimero observado de familias
com a presenca do marcador (NOFM) e sem a presenga do
marcador (NOFSM), mimero esperado de familias com a
presenca do marcador (NEFM) e sem a presenga do marcador

(NEFSM), e valor do teste de qui-quadrado (y) para os
marcadores utilizados nesse estudo. Lavras-MG, 2000.

Marcador*/  Taman NFG NOF NOFSM NEFM NEFSM 2
Origem** ho M
OPAA-09/C 1059 188 114 74 100 88 4,29
OPB-07'/C 676 196 128 68 104 92 11,8
OPB-07/F 631 196 111 85 104 92 1,00
OPB-18/C 1412 189 122 67 100 89 10,3
OPD-08/F 759 194 83 111 103 91 828
OPE-15'/C 851 196 88 108 104 92 5,24
OPE-15%C 427 196 123 73 104 92 7.40
OPE-20'/F 1585 196 101 95 104 92 0,18
OPE-20%F 391 196 108 88 104 92 0,33
OPF-10/C 1000 196 125 71 104 92 9,03
OPG-04/F 1259 196 128 68 104 92 11,8
OPG-16'/C 851 193 125 68 102 91 11,0
OPG-16¥C 676 191 117 74 101 90 5,38
OPG-16>/F 602 192 95 97 102 90 1,02
OPG-19/F 851 189 91 98 100 89 1,72
OPH-02F 1094 196 111 85 104 92 1,00
OPH-03'/F 1318 196 115 81 104 92 2,48
OPH-03%F 1258 196 85 111 104 92 7,40
OPH-03*F 1112 196 81 115 104 92 10,8
OPH-03%F 759 196 128 68 104 92 11,8
OPH-03*C 562 196 127 69 104 92 10,8
OPI-03/C 955 196 126 70 104 92 9,91
OPI-06/F 480 194 82 112 103 9] 9,13
OPI-07/F 631 195 126 69 103 92 10,8
OPJ-04/C 2344 195 93 102 103 92 2,06
OPM-06'/C 1096 194 111 83 103 9] 1,32
OPM-06*/C 871 194 112 82 103 9] 1,68
OPM-06’/C 575 194 9] 103 103 9] 2,98
OPN-02'/F 1445 195 125 70 103 92 9,96
....continua. ..
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TABELA 11. Cont.

Marcador*/ Tamanho NFG NOFM NOFSM NEFM NFEFSM %
Origem**

OPN-02%/C 436 195 91 104 103 92 2,96
OPN-07Y/F 1698 196 83 113 104 92 9,03
OPN-074C 1445 196 120 76 104 92 5,24
OPN-07°/C 1072 196 115 81 104 92 2.48
OPN-07%/C 741 196 80 116 104 92 11,8
OPN-07°/F 661 196 109 87 104 92 0.51
OPN-10/C 851 192 96 96 102 90 0,75
OPO-04/C 1905 192 115 77 102 90 3,53
OPO-06/C 1778 195 87 108 103 92 5,27
OPO-10/C 2951 193 96 97 102 91 0.75
OPO-10%F 1479 195 117 78 103 92 4,03
OPO-10°/F 525 196 117 79 104 92 3.46
OPO-12/C 1412 195 80 115 103 %) 10,9
OPO-13'/F 1698 196 96 100 104 92 1,31
OPO-13%C 1318 196 118 78 104 92 4,02
OPO-19/C 1636 195 07 98 103 92 0,74
OPO-19%C 1412 196 108 88 104 92 0,33
OPO-20%F 1698 190 9] 99 101 89 2,11
OPO-20°/C 1585 189 96 93 100 89 0,34
OPO-20%F 933 190 97 93 101 89 0.34
OPO-20°/C 741 190 99 91 101 89 0,08
OPR-02/C 1230 192 118 74 102 90 5,35
OPR-02%C 832 192 79 113 102 90 11.1
OPR-12Y/C 3200 193 100 93 102 9] 0,08
OPR-12/F 1072 194 121 73 103 91 6,71
OPR-12>/C 1000 193 80 113 102 91 10,1
OPR-12YF 794 193 116 77 102 9] 4.08
OPS-10'/C 794 196 90 106 104 92 4,02
OPS-10F 562 196 117 79 104 92 3.46
OPS-13/C 1950 195 104 91 103 92 0,02
OPS-13%F 1122 195 9] 104 103 92 2.96
OPS-16/F 640 193 86 107 102 91 5.32
OPS -19/C 1122 194 101 93 103 91 0,08
OPW-11/F 676 191 86 105 101 90 4,73

*refere-se a0 tamanho do segmento de DNA utilizado como marcador (banda): quanto
menor o expoente maior o tamanho do segmento. Valor do %,°> = 11,96 (o = 5%, com
corre¢do de bonferroni). ** Origem parental do marcador: C - marcador origindrio do
genitor Carioca e F originério do Flor de Mayo.
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4.2.1 Identificacfio de marcadores RAPD ligados a QTLs por meio de anilise
de regressio linear miiltipla

Inicialmente, foi realizada uma analise de regressdo miltipla (com selegdo
pelo processo de Stepwise), considerando todos os 63 marcadores identificados
nesse trabalho (Tabela 11), para cada experimento e para cada caracteristica
avaliada nesse trabalho. Em seguida, foram realizadas analises de regressdes
conjuntas por locais e/ou épocas e na média geral de acordo com os experimentos
individuais de cada caracteristica. Para cada uma dessas regressdes, foram
obtidas estimativas dos coeficientes de regressio de cada marcador (variavel
independente), o coeficiente de determinagio parcial (R? parcial) de cada
marcador, que di uma idéia da proporgio da variincia genética total explicada
pelo marcador em questio, o erro padrio da estimativa de cada coeficiente
(pardmetro) ¢ o valor do teste de t que revela se esse coeficiente & estatisticamente
diferente de zero.

4.2.1.1 - Anilise de regressio para época de florescimento

A andlise de regressio para florescimento (Tabela 12) no experimento
realizado no inverno de 1996, em Lavras, identificou 6 marcadores RAPD ligados
a QTLs que participam do controle genético dessa caracteristica, sendo que 4
estdo ligados a QTLs que tendem a reduzir (sinal negativo) o nimero de dias para
o florescimento e 2 que tendem a aumentar (sinal positivo). Os marcadores que
explicaram a maior proporgio da variagdo genética (maior R?) foram o OPR-02!
(com 7,04%, no sentido de aumentar) e o OPO-13? (com 9,23%, no sentido de
reduzir). No conjunto, todos os marcadores explicaram 34,33% da variagio
genética, ou seja, foram responsaveis por mais de um ter¢o da variacio genética
do florescimento. Para o segundo experimento de florescimento (Lavras, Fs, seca,
1997), identificou-se apenas um marcador ligado a QTL (OPE-20? com 3,80%
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no sentido de reduzir), sendo que esse marcador ndo tinha sido identificado no
primeiro experimento. No terceiro experimento (Lavras, Fs, inverno, 1997),
foram encontrados 3 marcadores ligados a QTLs que controlam o florescimento,
sendo 2 no sentido de reduzir (OPE-20% ¢ OPO-13?) a expressdo do carater e 1 no
sentido de aumentar (OPN-07°), todos responsaveis por menos de 4 % da
variagdo genética. Os dois marcadores que atuam no sentido de reduzir o fenétipo
do caréter ja tinham sido identificados anteriormente, mas o que atua no sentido
de aumentar apareceu pela primeira vez nesse experimento. No quarto
experimento para florescimento (Lavras, F)y, seca, 1998) foi identificado apenas
1 marcador (OP0Q-13%) no sentido de reduzir a expressio dessa caracteristica,
explicando 4,92% da variagiio genética. Esse marcador ja tinha sido identificado
em outros 2 experimentos, mostrando estar ligado a um QTL mais estavel.
Quando se observa a analise conjunta do florescimento somente nos
experimentos realizados na época de inverno verifica-se que existem 6
marcadores ligados a QTLs, sendo 4 (OPE-20°, OPN-07°, OPD-08, OPO-13% no
sentido de reduzir ¢ 2 (OPR-02', OPG-16') no sentido de aumentar a expressdo
desse carater. Todos esses marcadores ja haviam sido identificados em pelo
menos um dos experimentos individuais. Mais uma vez, o marcador OPQ-13?
mostrou estar ligado a um QTL de grande estabilidade, pois foi 0 mais importante
para explicar a variacdo do florescimento das familias na época de inverno, sendo
responsavel por 10, 42% da variagdo dessa caracteristica nessa época de cultivo.
No conjunto, todos os marcadores explicaram 28,37% da variagiio genética do
florescimento na época de inverno. Na época da seca, nio se conseguiu identificar
nenhum marcador ligado a QTL, especificamente nessa condigéo.
Na anilise conjunta (Tabela 12), a partir da médias de todos os
experimentos, identificaram-se¢ 5 marcadores ligados a QTLs, sendo quatro
(OPE-20', OPN-07*, OPN-07°, OPO-13?) no sentido de reduzir € um (OPR-02")
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no sentido de aumentar o nimero de dias para o florescimento. Mais uma vez se
confirmou a maior importincia do marcador OPQ-13? que explicou, na média de
todos os experimentos, 12,91% da variagdo genética total das familias para essa
caracteristica. Em conjunto, os marcadores conseguiram explicar 32,15% da
variagdo genética, ou seja, quase um tergo de toda essa variagdo. Vale ressaltar
que a grande maioria dos marcadores ligados a QTLs identificados nesse trabalho
foram de pequeno efeito e no sentido de reduzir o ciclo da cultura, sendo
encontrados apenas 3 marcadores que atuam no sentido de aumentar a expressio
desse cardter. O pequeno efeito dos marcadores se deve, principalmente, a
auséncia de alelos de efeito principal na populagiio estudada Dessa forma, a
maioria dos marcadores encontrados foram responsaveis por parcelas

relativamente pequenas da variagdo genética estimada.
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TABELA 12 - Resumos das anilises de regressdes multiplas para florescimento
utilizando o processo de Stepwise para selegiio dos marcadores.
Marcadores  Estimativas dos RPparcial  Erro padrdo Teste de t*

Parametros
LAVRAS - F, - INVERNO - 1996
Intercepto 59,70 0,56 106,75
OPE-20 -0,84 0,0239 0,37 -2,28
OPN-07* -1.23 0,0492 0,38 -3,21
OPD-08 -1.10 0,034 0,38 2,88
OPR-02' 1,37 0,0704 0,39 3,53
OPO-13? -1,55 0,0923 0,38 4,10
OPG-16' 1,33 0,0735 0,40 3,34
LAVRAS, F;, SECA, 1997
Intercepto 4335 0,16 263,82
OPE-20* -0,53 0,038 0,22 2,42
LAVRAS. F,, INVERNO, 1997
Intercepto 58,11 0,50 116,57
OPE-20> -0,89 0,0271 0,43 -2,09
OPN-07* 1,07 0,0294 0,42 2,56
OPO-132 -1,30 0,0361 0,44 -2,97
LAVRAS, F,o, SECA, 1998
Intercepto 41,72 0,12 346,42
OPO-13? -0.44 0,0492 0,16 2,77
MEDIA - INVERNO
Intercepto 5921 0,44 135,67
OPE-20° -0,72 0,0328 0,29 -2,48
OPN-07* 0,75 0,0532 0,28 -2,66
OPD-08 -0,61 0,0238 0,28 2,18
OPR-02 0.68 0,0414 0,29 2,38
OPO-13* -1,42 0,1042 0,29 4,84
OPG-16' 0.74 0,0283 0,29 2,54
MEDIA - SECA - Nenhum marcador identificado
MEDIA - GERAL
Intercepto 51,19 0,29 179,27
OPE-20' -0,49 0,0298 0,19 -2,50
OPN-07* -0,48 0,0396 0,21 22,33
OPN-07* -0,70 0,0572 0,20 3,46
OPR-02! 0.75 0,0658 0,20 3,73
OPO-132 -0,93 0,1291 0,20 -4.68

*Siginificativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.
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4.2.1.2 - Anilise de regressao para peso de 100 sementes

A andlise de regressdo para peso de 100 sementes (Tabela 13) no
primeiro experimento (Lavras - F; - inverno - 1996) identificou sete marcadores
ligados a QTLs que participam do controle genético desse carater, sendo trés no
sentido de reduzir e quatro no sentido de aumentar sua expressdo. O marcador
OPM-06' foi 0 que explicou a maior parte da variagio genética (12,54%) dessa
caracteristica nesse experimento, sendo que todos os marcadores em conjunto
conseguiram explicar 32,89% dessa variagSio. Portanto, nesse experimento 0s
marcadores RAPD conseguiram explicar praticamente um tergo de toda a
variagio genética, mostrando que podem ser ferramentas importantes no
processo de selegdo.

No segundo experimento, foram encontrados apenas dois marcadores
ligados a QTLs, os dois atuando no sentido de reduzir a expressdo do carater,
sendo que nenhum explicou mais de 3% da variagiio genética e nenhum tinha sido
identificado no experimento anterior.

No terceiro experimento, foram identificados quatro marcadores ligados,
sendo trés no sentido de reduzir € um no sentido de aumentar o peso das sementes.
O marcador OPO-12 foi o que explicou a maior parte da variagio genética
(7,83%) nesse experimento. Vale salientar que nesse experimento, o marcador
OPM-06' manifestou um efeito oposto ao identificado no primeiro experimento,
passando de um efeito positivo para um negativo. Esses dois experimentos foram
realizados em condi¢es de locais e épocas de cultivo totalmente diferentes, o que
deve ter acentuado em muito o efeito da interagiio das familias com o ambiente,
fazendo com que houvesse um inversio no sentido da resposta do QTL
identificado por esse marcador.

No quarto experimento, foram encontrados trés marcadores ligados (dois
para reduzir ¢ um aumentar o fenétipo), sendo que nenhum explicou mais de 4 %
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da variagdo genética total. No quinto experimento, n3o se identificou nenhum
marcador ligado a QTLs para peso de 100 sementes. No sexto experimento,
foram identificados dois marcadores que atuavam no sentido de reduzir o
fendtipo, mas que explicavam pequena parte da variagio genética. No sétimo
experimento, encontraram-se quatro marcadores ligados a QTLs de peso de 100
sementes, todos no sentido de reduzir, novamente explicando pequena parte da
variagio dessa caracteristica.

A analise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados em Lavras, identificou trés marcadores ligados a QTLs que controlam
o peso de 100 sementes, todos no sentido de reduzir a expressdo do carater, sendo
que o marcador OPN-07° foi que explicou a maior parte da variagio genética
(7,26%) especificamente nesse local. Esse marcador ja tinha sido identificado em
outros 2 experimentos, sendo que, Ro primeiro experimento, realizado em Lavras,
ele explicou 6,0 % da variagio genética do peso de 100 sementes. Portanto, esse
marcador pode ser util para auxiliar nos processos seletivos realizados em
Lavras, principalmente quando o objetivo for a reducio do tamanho da semente
de feijoeiro, ¢ quando se utilizar algum genitor oriundo da populagdo utilizada
nesse trabalho.

A anilise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados em Patos de Minas, também identificou trés marcadores ligados a
QTLs que controlam o peso de 100 sementes, todos no sentido de reduzir o seu
fenétipo, sendo que o marcador OPS-13* foi o que explicou a maior parte da
variacio genética desse carater (4,33%) especificamente nesse local. Esse
marcador ja tinha sido identificado em outro experimento (7) realizado em Patos
de Minas, onde explicou 3,57 % da variagio genética do peso de 100 sementes.
As anilises conjuntas para Lavras e Patos de Minas nio identificaram nenhum
marcador em comum, mostrando a dificuldade de conseguir ganhos para os dois
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locais simultaneamente, refor¢ando os resultados de interagdo significativa entre
familias e locais para peso de 100 sementes encontrado nas andlises anteriores
(Tabela 5).

A anilise de regressio conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados na época de inverno, identificou dois marcadores ligados a QTLs que
controlam o peso de 100 sementes, sendo um no sentido de reduzir e 0 outro no
sentido de aumentar o fenétipo desse carter, sendo que o marcador OPN-07° foi
0 que explicou a maior parte da variagdo genética (8,23%) especificamente nessa
época. Esse marcador ja tinha sido identificado em outros 2 experimentos, sendo
que, no primeiro experimento, realizado no inverno, ele explicou 6,0% da
variagio genética do peso de 100 sementes. Esse marcador também foi
identificado na analise conjunta dos experimentos em Lavras.

A andlise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados na época da seca, identificou apenas um marcador (OPN-02) ligado a
QTL que controla o peso de 100 sementes, no sentido de reduzir o fenétipo do
carater. explicando menos de 4% da variagio genética entre familias,
especificamente nessa época. Esse marcador também foi identificado no
experimento 6 € nas andlises conjuntas dos experimentos realizados em Lavras e
em Patos de Minas, mas em todos os casos foi responsavel por menos de 4,5% da
variagdo genética total do carater.

A anilise de regressdo conjunta, considerando todos os experimentos,
identificou trés marcadores ligados a QTLs que controlam o peso de 100
sementes, todos no sentido de reduzir a express3o do cariter, e todos explicando
menos de 4,5% da variagio genética entre familias. Os trés marcadores em
conjunto explicaram 9,79% dessa variagio. O marcador (OPN-02') novamente
foi identificado como ligado a um QTL, indicando que realmente trata-se de uma
ligagdo a QTL bastante estivel, mas que possui pequeno efeito, ao contrario do
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relatado por Tanksley (1993), que sugere que os QTLs de maiores efeitos sdo os
mais estaveis. No entanto, o critério de estabilidade adotado por esse autor parece
ser diferente do utilizado nesse trabalho, pois a autor considerou como estavel,
simplemsmente, os QTLs que eram detectados nos diferentes ambientes e nesse
estudo foram considerados estaveis os QTLs identificados em varios ambientes e
que mantiveram seu efeito constante na maioria deles.

A interagdo observada de familias com locais € com épocas de cultivo
(Tabela 5), e também a pequena variabilidade (Figura 2) para esse carater,
explicam o pequero nimero de marcadores estiveis € de grande efeito
identificados nesse trabalho.

Considerando que o tamanho pequeno da semente ¢ indesejavel, a maioria
dos QTLs identificados pelos marcadores nfio foi favoravel para o melhoramento
do peso de sementes, embora a selegfio para auséncia dos referidos marcadores
possa auxiliar, apesar de com menor eficiéncia, na obtencdo de gendtipos com

sementes maiores.
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TABELA 13 - Resumos das analises de regresses multiplas para peso de 100
sementes utilizando o processo de Stepwise para selegdo dos

marcadores.
Marcadores Estimativasdos ~ R’parcial  Erro padrio  Teste de t*
Parimetros
1 - LAVRAS - F;- INVERNO - 1996
Intercepto 24,88 0,63 39,80
OPE-20} 0.85 0,0362 0,38 2,22
OPM-06 1,39 0,1254 0,39 3,55
OPN-072 -1,39 0,06 0,42 -3,33
OPR-02' 0,92 0,0204 0,39 2,35
OPG-04 -1,25 0,0296 0,41 -3,06
OPN-02? -1,01 0,0337 0,40 2,56
OPS-16 0,88 0,0236 0,39 2,24
2 - LAVRAS, Fg, SECA, 1997
Intercepto 23,56 0,35 66,90
OPE-15' -1,00 0,0279 0,42 2,41
OPO-19' -0.85 0,0271 0,42 -2,05
3 - PATOS DE MINAS, F;, SECA, 1997
Intercepto 21,90 0,43 50,48
OPE-20? -1,20 0,0312 0,46 2,63
OPM-06' -0,89 0,0393 0,43 -2,09
OPO-12 -1,56 0,0783 0,51 -3,05
OPH-03° 1,10 0,0272 0,50 2,19
Marcadores Estimativasdos ~ R’parcial ~ Erropadrdo  Teste de t**
Pardmetros
4 - LAVRAS, F,, INVERNO, 1997
Intercepto 58,11 0,50 116,57
OPE-20" -0,89 0,0271 0,43 2,09
OPN-07° 1,07 0,0294 0,42 2,56
OPO-13? -1,30 0,0361 0,44 -2,97

5 - PATOS DE MINAS, Fy, INVERNO, 1997 - Nenhum marcador identificado

6 - LAVRAS, Fyo, SECA, 1998

Intercepto 27,12 0,47 57,10

OPI-07 -0,87 0,0254 0,44 -2,00

OPN-02! -1,12 0,042 0,43 -2,62
...continua...



TABELA 13, Cont.
7 - PATOS DE MINAS., F)o, SECA, 1998

Intercepto 29,58 0,69 42,79
OPN-07° -1,08 0,024 0,54 -1,99
OPD-08 -1,31 0,0408 0,53 2,47
OPN-02' -1,24 0,0259 0,56 2,23
OPS-13* -1,60 0,0357 0,54 -2,99
MEDIA - LAVRAS
Intercepto 33,79 0,25 133,02
OPE-20* -0,47 0,037 0,22 2,17
OPN-07° 0,76 0,0726 0,22 3,46
OPN-02! -0,49 0,0265 0,23 22,12
MEDIA - PATOS DE MINAS
Intercepto 25,90 0,45 57,39
OPN-02! 0,69 0,028 0,41 -1,67
OPN-02> -1,23 0,0262 0,41 2,97
OPS-132 -1,12 0,0433 0,42 -2,65
MEDIA - INVERNO
Intercepto 36,14 0,27 136,29
OPM-06' 0,58 0,0317 0,25 2,29
OPN-07° 0,75 0,0823 0,25 -2,96
MEDIA - SECA
Intercepto 24,60 0,32 77,23
OPN-02! 0,95 0,0395 0,38 2,47
MEDIA - GERAL
Intercepto 30,18 0,30 101,27
OPE-20* 0,51 0,0429 0,25 22,01
OPN-07° 0,56 0,0298 0,26 2,20
OPN-02! -0,64 0,0252 0,27 -2,34

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de 1.

4.2.1.3 - Anilise de regressio para reaciio 2 mancha angular

A andlise de regressio para reagdo a mancha angular (Tabela 14) no
primeiro experimento (Lavras - F; - seca - 1997) identificou trés marcadores
ligados a QTLs que participam do controle genético desse carater, sendo um no

sentido de reduzir e dois no sentido de aumentar a ocorréncia da doenga. O
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marcador OPE-20” foi o que explicou a maior parte da variagio genética (5,62%)
desse carater nesse experimento, sendo que todos os marcadores em conjunto
conseguiram explicar 14,41% dessa variagio. No segundo experimento também
foram identificados trés marcadores ligados a QTLs, sendo um no sentido de
reduzir ¢ dois no sentido de aumentar a ocorréncia da doenga, todos explicaram
menos de 3,5% da variagio genética. No terceiro experimento identificaram-se
quatro marcadores ligados, sendo um no sentido de reduzir e trés no sentido de
aumentar a ocorréncia de mancha angular. O marcador OPR-12' foi o que
explicou a maior parte da variagio genética (7,11%), sendo que, em conjunto,
todos os marcadores explicaram 16,04% da variagiio genética desse carater. Vale
ressaitar que nenhum dos marcadores identificados em um experimento se repetiu
em outro, indicando forte interagdo QTLs por ambientes (locais), como verificado
nos resultados anteriores (Tabela 7). Com relagdo a esse carater, uma das causas
da interagdo QTLs x locais pode ser a provavel ocorréncia de ragas diferentes do
patdgeno ou mesmo as diferencas nas condigdes epidemiolégicas manifestadas
nos diferentes locais (Sartorato e Rava, 1994).

A anilise de regressdo conjunta, considerando todos os experimentos,
identificou cinco marcadores ligados a QTLs que controlam a reagdo do feijoeiro
a mancha angular, sendo um no sentido de reduzir e quatro no sentido de
aumentar a severidade dessa doenca, ¢ todos explicando menos de 5% da variagdio
genética entre familias. Os cinco marcadores em conjunto explicaram 16,57%
dessa variagio. Vale ressaltar que o marcador OPH-03° niio tinha sido
identificado em nenhum experimento que avaliou essa caracteristica, mas foi
identificado na analise conjunta. Provavelmente, trata-se de um QTL estavel, mas
de pequeno efeito, o que fez com que ele fosse identificado somente na analise
com as médias gerais, na qual teve seu efeito final amplificado. A interagiio
observada de familias com locais (Tabela 7), e também a pequena variabilidade



(Figura 3) para esse carater, explicam o pequeno numero de marcadores estaveis
¢ de grande efeito identificados nesse trabalho. O grande mimero de QTLs com
efeito positivo, ou seja, de aumentar a severidade da doenga, muito provavelmente
se deve ao baixo nivel de resisténcia demonstrado pelas familias avaliadas nesse
estudo (Figura 3). Entretanto, ¢ necessario destacar que os QTLs que reduziram a
severidade da doenga, entre eles o OPN-02?, podem contribuir para a obtencio de
cultivares de feijoeiro mais resistentes a mancha angular.

TABELA 14- Resumos das anélises de regressdes para reagfio 2 Mancha Angular

utilizando Stepwise para selecio dos marcadores.
Marcadores Estimativasdos R’parcial Erropadrio  Teste det*

Parimetros
1 - LAVRAS, F;, SECA, 1997
Intercepto 476 0,17 28,64
OPE-20° 0,76 0,0562 0,17 4,53
OPQ-13? 0,38 0,0334 0,16 2,39
OPN-02? -0,54 0,0545 0,16 3,45
2 - PATOS DE MINAS, F;, SECA,1997
Intercepto 5,71 0,12 47,14
OPF-10 -0,25 0,0271 0,11 2,22
OPR-02! 0,22 0,0256 0,11 2,02
OPO-20° 0,28 0,0342 0,11 2,62
3-LAVRAS, F,,, SECA, 1998
Intercepto 4,99 0,13 37,74
OPN-07° 0,31 0,027 0,11 2,71
OPR-12! 0,46 0,0711 0,11 419
OPR-12° -0,41 0,0306 0,13 3,11
OPS-13! 0,31 0,0317 0,13 2,34
MEDIA - GERAL
Intercepto 4,86 0,16 31,29
OPE-20* 0,46 0,0475 0,11 4,17
OPO-13? 0,22 0,0333 0,11 2,05
OPN-02° 0,24 0,0253 0,11 2,29
OPH-03* 0,26 0,0301 0,12 2,28
OPR-12! 0,32 0,0295 0,11 3,01

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.
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4.2.1.4 - Anilise de regressao para reaciio ao oidio

A anilise de regressdo para reagdo ao oidio (Tabela 15) no primeiro
experimento (Lavras - F; - inverno - 1996) identificou nove marcadores ligados a
QTLs que participam do controle genético desse carater, sendo cinco no sentido
dereduzirequatronosentidodeanmentaraocorrénciadadoenca. O marcador
OPR-02” foi o que explicou a maior parte da variagdo genética (27,41%) nesse
experimento, sendo que todos os marcadores em conjunto conseguiram explicar
63,86% dessa variagdo. Esse resultado mostra o grande potencial que oOs
marcadores moleculares tém para se tormarem uma ferramenta importante no
processo de selegio dentro de um programa de melhoramento. Somente um
marcador explicou quase um tergo de toda a variagio genética estimada nesse
carater, e todos os marcadores em conjunto explicaram praticamente dois tercos
dessa variagdo. Vale ressaltar que, as estimativas do parimetro b e da
herdabilidade para reagdio 2o oidio foram bastante elevadas para todos os
experimentos individuais (Tabela 6) ¢ também na analise conjunta (Tabela 7), o
que deve ter contribuido para identificagio marcadores que explicaram grande
parte da varia¢do genética dessa doenga. Isso mostra que, em alguns casos, os
marcadores realmente podem participar de forma bastante efetiva do processo de
melhoramento.

No segundo experimento identificaram-se apenas dois marcadores ligados
a QTLs, sendo os dois no sentido de reduzir a ocorréncia da doenca, explicando
no maximo 5% da variagio genética. No terceiro experimento identificaram-se
trés marcadores ligados, os trés no sentido de reduzir a ocorréncia de oidio, sendo
que nenhum marcador explicou mais de 4,5% da variagdo genética. Vale ressaltar
que apenas um dos marcadores (OPD-08) foi identificado em todos os trés
experimentos individuais. A identificagio de varios QTLs especificos indica a
ocorréncia de forte interacdo QTLs por ambientes (locais), como verificado nos
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resultados anteriores (Tabela 7). A cultivar Carioca, que vem se mostrando
resistente ao oidio na maioria dos locais em que ela é cultivada, foi suscetivel ao
patogeno em Patos de Minas, sugerindo a ocorréncia de diferentes ragas
patogénicas nesses locais, o que contribui para 0 aumento da interagio QTLs x
ambientes, visto que devem existir QTLs que conferem resisténcia especifica a
algumas ragas que ocorrem em apenas um local.

A anilise de regressdo conjunta, considerando todos os experimentos,
identificou oito marcadores ligados a QTLs para rea¢do ao oidio, sendo trés no
sentido de reduzir ¢ cinco no sentido de aumentar a severidade dessa doenga,
sendo que o marcador OPR-02? explicou 13,42% da variagio genética entre
familias. Os oito marcadores em conjunto explicaram 38,56% dessa variago.
Mesmo o marcador OPR-02° sendo identificado somente no primeiro
experimento, manteve um alto grau de importincia na analise conjunta,
mostrando que pode ser muito importante para selegio na média de varios
ambientes.

A interacdo observada de familias com locais (Tabela 7), e também a
restrita variabilidade (Figura 4) para esse cardter, explicam o pequeno nimero de
marcadores estaveis nesse trabatho. O QTL ligado ao marcador OPR-02?, apesar
do grande efeito, parece sofrer grande influéncia da interagiio com locais, sendo o
mesmo o comportamento da maioria dos QTLs identificados, o que leva a
reducdo da variagdo genética explicada quando se avalia 0 comportamento na
média dos experimentos. No entanto, o marcador OPD-08 foi o inico que se
manifestou em todos os experimentos individuais e também na anilise conjunta,
indicando ser de maior estabilidade mesmo sendo de pequeno efeito, ou seja,
mesmo explicando pequena parte da variagio genética (em média 6,5%), ele é
responsavel por uma resisténcia mais estavel. O grande nimero de QTLs com
efeito positivo, ou seja, de aumentar a severidade da doenga, muito provavelmente
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se deve ao baixo nivel de resisténcia demonstrado pelas familias avaliadas nesse
trabatho (Figura 5). Mas, nesse caso, mesmo ndo tendo a mesma eficiéncia, pode
se selecionar para a auséncia da banda (marcador) para tentar aumentar a
resisténcia das cultivares.

No caso de QTLs que sdo responsaveis por reagio a patogenos, tanto os
de efeitos gerais quanto os especificos por ambientes sio titeis em um programa
de melhoramento, uma vez que a ocorréncia de ragas diferentes do patogeno nos
diferentes ambientes s3o a principal causa da interagdo gendtipos x ambientes, e
por isso, muitas vezes se justifica a realizagio de selegio especificamente em um
determinado local. Assim, pode-se utilizar as informagges dos QTLs ligados a
alelos de resisténcia que se expressam especificamente em um local, visando o
desenvolvimento de cultivares para recomendagio especifica para uma regido.
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TABELA 15- Resumos das analises de regressdes multiplas para reagdo ao oidio
utilizando o processo de Stepwise para selegio dos marcadores.

Marcadores Estimativasdos  R’parcial Emopadrio  Teste de t*

Parametros
LAVRAS - F,- INVERNO - 1996
Intercepto 5,53 0,40 13,74
OPD-08 -1,02 0,0638 0,23 441
OPR-02! -1.13 0,1132 0,24 4,65
OPR-02? 1,86 0,2741 0,28 6,66
OPS-10° -1,05 0,0325 0,27 -3,95
OPO-19* -0,78 0,0214 0,26 -3,02
OPH-03? -1,07 0,0338 0,24 4,54
OPH-03° 0,56 0,0128 0,25 2,23
OPS-16 0,72 0,0288 0,23 3,12
OPG-16' 0,85 0,0582 0,26 3,24
LAVRAS, F,, INVERNO, 1997
Intercepto 4,33 0,17 25,36
OPM-06' 0,42 0,0311 0,19 2,23
OPD-08 0,58 0,0502 0,19 3,13
PATOS DE MINAS, F,, INVERNO, 1997
Intercepto 6,46 0.30 21,64
OPN-10 0,70 0,0322 0,23 2,98
OPD-08 0,74 0,0416 0,24 -3,09
OPH-03* -0.54 0,0284 0,25 2,15
MEDIA - GERAL
Intercepto 4.65 0,24 19,60
OPN-10 -0,40 0,0345 0,16 2,55
OPD-08 -0,69 0,0768 0,16 4.44
OPR-02* 0,53 0,1342 0,18 2,91
OPS-10° -0,86 0,0302 0,22 -3,93
OPS-19 0,34 0,0215 0,15 2,23
OPO-10" 0,44 0,0189 0,21 2,08
OPH-03' 0,41 0,041 0,15 2,68
OPS-16 0.42 0,02835 0,16 2,69

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de t.
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4.2.1.5 - Anilise de regressio para produtividade de grios

A anilise de regressio para produtividade de grios (Tabela 16) no
primeiro experimento (Lavras - F; - inverno - 1996) identificou cinco marcadores
ligados a QTLs que participam do controle genético desse carater, sendo trés no
sentido de reduzir e dois no sentido de aumentar sua expressio. O marcador
OPG-16' foi o que explicou a maior parte da variagio genética (10,05%) desse
cariter nesse experimento, sendo que todos os marcadores em conjunto
conseguiram explicar 22,06% da variagdo. Portanto, nesse experimento os
marcadores RAPD conseguiram explicar mais de um quinto de toda a variagdo
genética observada nesse carater, mostrando que, mesmo para caracteristicas
mais complexas, podem ser ferramentas importantes no processo de selegdo.

No segundo experimento, encontraram-se, novamente, cinco marcadores
ligados a QTLs, quatro no sentido de reduzir e um aumentar a expressdo do
carater, sendo que o marcador OPN-07' explicou a maior parte da variagio
genética (5,61%) e nenhum tinha sido identificado no experimento anterior. No
terceiro experimento identificaram-se seis marcadores ligados, sendo quatro no
sentido de reduzir ¢ dois no sentido de aumentar a produtividade de grdos. O
marcador OPN-07* foi o que explicou a maior parte da variagio genética (4,75%)
desse cardter messe experimento. No quarto experimento, encontraram-se trés
marcadores ligados, um para reduzir ¢ dois aumentar o fenétipo, sendo que o
marcador OPO-20° foi o que explicou maior parte da variagio genética total
(9,92%).

No quinto experimento, identificaram-se quatro marcadores (1 no sentido
de reduzir e 3 de aumentar), sendo 0 marcador OPN-07? o mais importante,
explicando 6,11% da variagdo genética. No sexto experimento, identificaram-se
trés marcadores, sendo um que atuava no sentido de reduzir e dois de aumentar o

cariter, mas que explicavam pequena parte da variagio genética (abaixo de 4%).
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No sétimo também encontram-se trés marcadores ligados a QTLs de
produtividade de grdos, e novamente explicando menos de 4% da variagiio dessa
caracteristica.

A anilise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados em Lavras, identificou trés marcadores ligados a QTLs que controlam
a produtividade de grios, com dois no sentido de reduzir ¢ um de aumentar a
expressdo do carater, sendo que o marcador OPN-07° foi que explicou a maior
parte da variagio genética (5,23%) especificamente nesse local. Esse marcador ja
tinha sido identificado em outros dois experimentos, sendo que, no primeiro
experimento, realizado em Lavras, ele explicou 3,55% da variagdo genética da
produtividade de grdos. Portanto, esse marcador pode ser util para auxiliar nos
processos seletivos realizados em Lavras, selecionando para sua auséncia, visto
que sua presenca esta ligada com a redugdo da produtividade de grios.

A anilise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados em Patos de Minas identificou seis marcadores ligados a QTLs que
controlam a produtividade de gros, com quatro no sentido de reduzr e dois de
aumentar o fendtipo, sendo que o marcador OPH-03? foi que explicou a maior
parte da variagdo genética desse carater (6,04%) especificamente nesse local.
Esse marcador ja tinha sido identificado em outro experimento (3) realizado em
Patos de Minas, onde ele explicou 2,43 % da variagio genética da produtividade
de gréos.

As anilises conjuntas para Lavras ¢ Patos de Minas nio identificaram
nenhum marcador em comum, mostrando a dificuldade de conseguir ganhos para
0s dois locais simultaneamente, reforcando os resultados de interagio
significativa entre familias e locais, e também a baixa correlagio entre médias das
familias nos dois locais para produtividade de grios, encontrados nas analises
anteriores (Tabela 9). No entanto, 22,27% da variagio genética foi explicada
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pelos marcadores identificados especificamente em Patos de Minas, enquanto, em
Lavras, esse valor foi de apenas 11,62%.

A anilise de regressfio conjunta, considerando apenas 0s experimentos
realizados na época de inverno, identificou seis marcadores ligados a QTLs que
controlam a produtividade de grios, com um no sentido de reduzir e cinco no
sentido de aumentar o fenétipo, sendo que o marcador OPO-20° foi que explicou
a maior parte da variagio genética desse carater (9,90%) especificamente nessa
época. Esse marcador jé tinha sido identificado em outro experimento (4),
realizado no inverno, no qual explicou 9,92 % da ‘variagdo genética da
produtividade de grios, portanto mostrando uma certa estabilidade ndo 6 na
presenca quanto na magnitude de seu efeito.

A anilise de regressdo conjunta, considerando apenas os experimentos
realizados na época da seca, identificon quatro marcadores ligados a QTLs que
controlam a produtividade de gréos, com trés no sentido de reduzir ¢ um de
aumentar a expressio do carater, sendo que o marcador OPJ-04 explicou a maior
parte (4,98%) da variagdo genética entre familias observada nessa época. Esse
marcador também foi identificado nos experimentos 3 e 6, que foram realizados
na época da seca, mas em todos os casos foi responsavel por menos de 4,0% da
variagio genética total dessa caracteristica. As analises conjuntas para as épocas
de inverno e seca também nio identificaram nenhum marcador em comum,
mostrando a dificuldade de conseguir ganhos para as duas épocas
simultaneamente. Isso é reforgado pelos resultados de interacio significativa entre
fanﬁliaseépowsdemlﬁvo(fabelaQ),etambémpelabaixaoomh@oenmas
médias das familias nas duas épocas, encontrados para produtividade de griios
nas anilises anteriores.

A anilise de regressio conjunta, considerando todos 0s experimentos,
identificou dois marcadores ligados a QTLs que controlam a produtividade de
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grdos, todos no sentido de aumentar a expressdo do carater, sendo que o
marcador OPN-07° explicou 4.84% da variagio genética entre familias para
produtividade de graos. Os dois marcadores em conjunto explicaram apenas
7.80% dessa variagio. O marcador OPN-07-s6 tinha sido identificado no inverno
em Patos de Minas ¢ na analise conjunta de inverno, ja o OPO-20° foi
identificado apenas na geragio Fo, em Lavras, também no inverno.

Esses resultados mostram que realmente é muito dificil conseguir
identificar um marcador estavel para produtividade de grdos, visto que, por ser
um caracteristica complexa, sofre grandes influéncias ambientais. A interagio
observada de familias com locais e com épocas de cultivo (Tabela 9) ¢ as baixas
correlagdes entre esses ambientes, mais uma vez, ilustram a grande dificuldade de
se encontrar QTLs estaveis para essa caracteristica, pois com a mudanga de
ambientes, também devera existir a mudanga do grau de importincia (efeito do

alelo) dos inimeros genes que atuam na defini¢io da produtividade de griios.
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TABELA 16 - Resumos das anilises de regressdes muiltiplas para produtividade
de grdos utilizando o processo de Stepwise para selecdo dos

marcadores.
Marcadores  Estimativasdos  R’parcial  Erro padrio  Teste de t*
Pardmetros
1- LAVRAS - F5- INVERNO - 1996
Intercepto 2646,94 85,52 30,95
OPN-07* 211,59 0,0355 73,77 2,87
OPD-08 174,74 0,0237 73,23 2,39
OPR-021 239,98 0,0356 73,00 3,29
OPR-02? -165,66 0,0253 76,55 2,16
OPG-16' -210,44 0,1005 78.92 2,67
2 - LAVRAS, F;, SECA, 1997
Intercepto 2937,48 93,95 31,27
OPN-07' 264,26 0,0561 66,94 -3,95
OPG-19 -137,09 0,0236 67,33 -2,04
OPH-03> 218,80 0,0299 61,59 -3,55
OPH-03* -161,02 0,0316 64,05 22,51
OPG-16> 160,12 0,0383 59,07 2,71
3 - PATOS DE MINAS, F;, SECA 1997
Intercepto 1361,45 50,02 27,22
OPJ-04 -114,73 0,0263 44,65 2,57
OPN-07° 141,76 0,0475 48,07 2,95
OPAA-0° -132,49 0,0327 50,97 -2,60
OPN-02* -112,29 0,0321 46,25 2,43
OPH-03> -87,53 0,0243 43,93 -1,99
OPS-13! 188,18 0,0239 51,57 3,65
4 - LAVRAS, F,, INVERNO, 1997
Intercepto 252322 82.52 30,58
OPG-19 213,59 0,0410 80,69 2,65
OPS-10! -173,68 0,0266 80,44 -2,16
OP0-20° 345,33 0,0992 80,81 427
5 - PATOS DE MINAS, F,, INVERNO, 1997
Intercepto 2389,16 69,18 34,54
OPE-20° 134,81 0,0373 57,16 2,36
OPN-07> 173,92 0,0611 59,59 2,92
OPD-08 120,76 0,0248 58,66 2,06
OPAA-09 -144,79 0,0281 59,22 2,45

...continua...
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TABELA 16, Cont.

6- LAVRAS, Fo, SECA, 1998

Intercepto 245121 63,16 38,81
OPF-10 123,51 0,0249 61,80 2,00
OPJ-04 -157,19 0,0374 59,97 2,62
OP0-20* 122,07 0,0281 59,94 2,04
7 - PATOS DE MINAS, F,o, SECA, 1998
Intercepto 1224,03 41,86 29,24
OPM-06' 95,20 0,0316 42,30 2725
OPO-10° 123,57 0,0289 42,19 2,93
OP0-20° -107,98 0,0274 41,32 2,61
MEDIA - LAVRAS
Intercepto 2655,38 4493 59,10
OPN-07° -92,37 0,0523 38,37 2,41
OPB-18 91,52 0,0332 39,32 2,33
OPG-16' -88.59 0,0307 39,32 2,25
MEDIA - PATOS DE MINAS
Intercepto 1776,80 35,50 50,05
OPM-06' -68,56 0,0269 30,83 222
OPAA-0° -123,19 0,0534 35,15 3,51
OPH-03* -76,40 0,0604 . 30,35 2,52
POR-12* 84.00 0,0282 44,94 1,87
OPS-13! 109,73 0,0256 47,45 2,31
OP0-20° -115,12 0,0282 35,72 3,22
MEDIA - INVERNO
Intercepto 2369,04 58,11 40,77
OPN-07? 108,36 0,0384 44,89 2,41
OPN-07° 144,17 0,0455 45,29 3,18
OPD-08 102,75 0,0221 44,53 2,31
POR-02? -126,20 0,0244 4875 2,59
OPG-19 88,56 0,0221 43,09 2,06
OP0-20° 91,68 0,0990 50,24 1,83
MEDIA - SECA
Intercepto 2046,79 43,25 4733
OPJ-04 -119,14 0,0498 32,56 -3,66
OPI-06 89,19 0,0349 32,01 2,79
OPH-03* -101,15 0,0306 33,46 -3,02
OPH-03* -97.34 0,0422 36,10 -2,70
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TABELA 16, Cont.

MEDIA - GERAL
Intercepto 2135,69 24,42 87.45
OPN-07> 69,09 0,0484 27,13 2,55
OP0-20° 57.22 0,0296 26,36 2,17

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo testede t.

4.2.2 Mapa de Ligacdio dos Marcadores RAPD

O mapa de ligagio dos marcadores RAPD utilizados nesse trabalho
(Tabela 11) e construido pelo programa Mapmaker estio apresentados na Tabela
17. Foram encontrados sete grupos de ligagio no genoma do feijoeiro com os
marcadores utilizados nesse mapeamento. Como o feijoeiro ¢ uma espécie que
tem numero basico de cromossomo igual a 11, esperava-se no minimo 11 grupos
de ligagdo. No entanto, como o mimero de marcadores utilizados nesse estudo foi
relativamente pequeno, a baixa saturagio de marcadores nesse mapa é a
explicacio mais provavel para esse pequeno numero de grupos de ligagio.
Provavelmente, a maior saturagio desse mapa, nos trabalhos posteriores,
propiciara a identificagéio de novos grupos de ligagdo.

O niimero de marcadores por grupo de ligacdo foi bastante variavel,
sendo que, em média, obteve-se 5,57, com um minimo de dois ¢ um maximo de
onze marcadores por grupo de ligagdo. Em relagio ao tamanho (cM) dos grupos
de ligacdo obteve-se, em média, grupos com 112,24 cM, sendo o menor com 16
cM e o maior com 252 ¢cM. Desta forma, em média, os marcadores foram
mapeados com um intervalo de 20,15 cM dentro de cada grupo de liga¢do, sendo
o menor intervalo de 4,2 cM (grupo de ligagio 2, entre os marcadores OPO-20° e
OP0-20°) ¢ o maior intervalo de 63,1 cM (grupo de ligagio 4, entre os
marcadores OPN-02>¢ OPO-10°). Sutber et al. (1992) relataram que a méxima

vantagem da analise por intervalo sobre a analise por ponto ocorre quando
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marcadores ligados estdo razoavelmente separados (mais de 15 ¢ menos de 35 cM
de distincia). Nestas condigdes, provavelmente existirdo algumas permutas entre
os marcadores ¢ 0 QTL, que podem ser compensadas pela analise por intervalo.
Quando os locos marcadores s3o muito distantes (> 35 cM), constantemente a
analise por intervalo também se mostra ineficiente para detectar QTL no intervalo
entre dois locos marcadores.

No total, conseguiu-se mapear uma regiio que corresponde a
aproximadamente 785,7 cM. Como o tamanho do genoma do feijoeiro é estimado
em torno de 1200 ¢cM (Vallejos, Sakiyama e chase, 1992), estima-se que esse
trabalho conseguiu mapear em torno de 66 % do genoma do feijoeiro. Como a
saturacdo de marcadores no mapa foi baixa, pode-se considerar essa cobertura
como bastante satisfatoria, visto que em outros trabalhos (Nodari et al., 1993 e
Valiejos, 1994) que utilizaram mapas muito mais saturados conseguiram no

maximo 82 % de cobertura do genoma.

TABELA 17- Mapa de ligagio molecular do feijoeiro utilizando marcadores
RAPD ¢ linhagens recombinantes oriundas de um cruzamento

biparental, Lavras-MG, 2000,
Grupos de Ligacio Marcadores RAPD Distancia (cM)

OPF-10 0,0

OPM-06' 58.1

1 OPH-033 89.8
OPI1-03 104,1
OPE-20’ 133,2

OPI-06 0.0

OPR-12* 24,9

OPO-10' 38,2

2 OPO-20° 76,1
OPO-20° 883

OPO-20? 92,5
OPO-20* 1029

...continua...
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TABELA 17, Cont.

Grupos de Ligagio Marcadores RAPD Distancia (cM)

3 OPN-10 0,0
OPM-06° 16,0

OPG-16* 0,0

OP0O-04 495

OPE-15' 70,3

OPO-13' 75,0

OPG-16° 814

4 OPS-132 88,6
OPN-02° 116,0
OPO-10° 179,1

OPG-19' 213,1
OPN-07" 236,0
OP0-12 2520

OPN-07° 0.0

OPN-07° 11,8

OPG-16' 56,1

OPS-13! 81.0

5 OPS-10? 92,5
OPR-02? 115,5
OPR-12° 131,8
OPO-19° 1593
OPAA-0° 2043

OPR-02’ 0,0

6 OPB-18 29,7
OPS-16 48,3

7 OPH-03* 0,0
OPR-12! 290

4.2.3 Mapeamento de QTL:s utilizando a Metodologia do Intervalo Composto
(CIM)

O mapeamento dos QTLs das caracteristicas avaliadas em todos os

experimentos desse trabalho foram realizados com a utilizagdo do programa QTL

Cartographer para Windows, de acordo com as especificagbes definidas
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anteriormente. Primeiramente, foi realizado um mapeamento para cada
caracteristica, em cada experimento separadamente; em seguida foi realizado um
outro mapeamento com as médias por locais e/ou épocas de cultivo, conforme a
situagdo de avaliagio de cada caracteristica, e finalmente realizado um
mapeamento com as médias gerais de cada carater em todos os experimentos em
que foram avaliados. Vale ressaltar que, no mapeamento utilizando a metodologia
do intervalo composto, s6 foram utilizados os marcadores que foram mapeados
nos grupos de ligagdo definidos pelo programa MAPMAKER, pois esse processo
de mapeamento s6 considera os marcadores alocados em algum grupo de ligagio.
Os marcadores que nio se ligaram a nenhum grupo sio desconsiderados da
analise. Dessa forma, como dos 63 marcadores obtidos nesse estudo (Tabela 11),
somente 39 (Tabela 17) participaram do mapa molecular dos marcadores RAPD,
somente esses 39 foram utilizados nesse processo de mapeamento. Como nas
anilises de regressdo anteriores foram utilizados todos os 63 marcadores, visto
que, para utilizagdo dessa metodologia, ndo existe a necessidade de construgiio
prévia de um mapa molecular dos marcadores, espera-se que a metodologia de
mapeamento por intervalo composto identifique menos marcadores ligados a
QTLs do que o processo de regressio.

Vale explicar que para todas as Figuras (6 a 26) desse mapeamento, as
linhas verticais identificam os sete diferentes grupos de ligagiio dos marcadores,
sendo a distincia em cM do inicio e final dos grupos maiores (1, 2, 4 ¢ 5)
apresentada no eixo “x” e os lod scores para cada regifio de mapeamento no eixo
“y”. A distdncia do QTL para o inicio do grupo é fornecida pelo programa de
analise e as distincias para os marcadores adjacentes s3o obtidas por diferenca,
utilizando as informagdes de distancias entre os marcadores contidas no mapa
molecular (Figura 16). Além disso, abaixo do grafico principal (maior) existe um
outro grafico (menor) que mostra a variagdo dos efeitos aditivos de cada QTL ao
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FIGURA 6 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para época de
florescimento em feijoeiro na época de inverno, Lavras, MG,
1996.

FIGURA 7 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para época de
florescimento em feijociro na média dos experimentos
realizados no inverno, Lavras, MG, 1996/1997.
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4.2.3.2 - Mapeamento para peso de 100 sementes

O mapeamento realizado para peso de 100 sementes no primeiro
experimento (Figura 10) (Inverno em Lavras) identificou dois QTLs. O primeiro
esta situado no grupo de ligagio 2, localizado a 1 ¢M do inicio do grupo (lod
4,1). O segundo também esta situado no grupo de ligagio 2, mas localizado a 68
¢M do inicio do grupo (lod 5,6). Comparando com o mapa de ligagdo dos
marcadores RAPD (Tabela 17), pode-se concluir que o primeiro QTL esta
situado entre os marcadores OPI-06 ¢ OPR-12%, a uma distincia de 1 ¢M do
primeiro € 23,9 ¢cM do segundo. O segundo QTL ests situado entre os marcadores
OPO-10' e OPO-20°, a uma distincia de 29,8 ¢cM do primeiro € 8,1 ¢cM do
segundo. O primeiro QTL identificado possui efeito aditivo negativo e o segundo
positivo. Na andlise de regressio, nenhum desses marcadores foi identificado
como ligado a QTLs que participam do controle genético do peso de 100
sementes. No segundo experimento, ndo foram identificados QTLs para essa
caracteristica.

No terceiro experimento (época da seca em Patos de Minas) (Figura 11),
foi identificado um QTL no grupo de ligagdo 1, localizado a 56 ¢cM do inicio (lod
3,70). Comparando com o mapa de ligagio dos marcadores RAPD (Tabela 17),
pode-se concluir que esse QTL esta ligado entre os marcadores OPF-10 ¢ OPM-
06'. a uma distancia de 56 ¢cM do primeiro e 2,1 do segundo. Esse QTL
identificado possui efeito aditivo negativo, ou seja, atua no sentido de reduzir o
tamanho da semente. Na anilise de regressio, apenas o marcador OPM-06' foi
identificado como ligado a QTLs que participam do controle genético desse
cardter, sendo em um dos experimentos, responsavel por mais de 12% da
variagdo genética para o peso de 100 sementes, mostrando, assim, ser um
marcador em potencial para ser utilizado no processo de selegdo. Este resultado
para esse marcador pode ser explicado pela menor distincia em que ele se
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encontra com relagdo ao QTL identificado (2,1 cM). Nos outros experimentos
individuais, ndo se identificou mais nenhum QTL que participasse do controle
genético dessa caracteristica. No entanto, vale ressaltar que em um experimento
realizado na época de inverno, em Patos de Minas (Figura 12), identificou-se um
QTL, com lod 2,5, na mesma posi¢io do QTL (grupo de ligagio 1, localizado a
56 cM do inicio) detectado no terceiro experimento.

Os mapeamentos realizados com as médias dos experimentos em cada
local separadamente (Lavras ¢ em Patos de Minas) n#o identificou nenhum QTL
para peso de 100 sementes que fosse especifico para um desses ambientes. No
entanto, com as médias da época de inverno (Figura 13) conseguiu-se identificar
um QTL no grupo de ligagio 2, localizado a 78 ¢M do inicio (lod 3,70).
Comparando com o mapa de ligagéio dos marcadores RAPD (Tabela 17) pode-se
concluir que esse QTL esta ligado entre os marcadores OP0O-20° ¢ OP0O-20° a
uma distincia de 1,9 ¢M do primeiro ¢ 10,3 do segundo. Esse QTL identificado
possui efeito aditivo positivo, ou seja, atua no sentido de aumentar tamanho da
semente. Na analise de regressio, nenhum desses marcadores foi identificado
como ligado a QTLs que participam do controle genético desse carater.

Com o mapeamento utilizando as médias da época da seca (Figura 14),
também se conseguiu identificar um QTL no grupo de ligagio 1, localizado a 54
¢M do inicio (lod 3,90). Comparando com o mapa de ligagdo dos marcadores
RAPD (Tabela 17), pode-se concluir que esse QTL esta ligado entre os
marcadores OPF-10 ¢ OPM-06' a uma distincia de 54 ¢cM do primeiro e 4,1 ¢cM
do segundo, praticamente como ja havia sido detectado no terceiro experimento,
mostrando que esse QTL realmente possui uma certa estabilidade.

No mapeamento utilizando as médias de todos os experimentos, nio se
identificou nenhum QTL com lod maior que 2,6, no entanto, mais uma vez o QTL
do grupo de ligagdo 1 (Figura 15) comentado anteriormente mostrou um efeito
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pronunciado (lod 2,4), indicando que existem grandes possibilidades de encontrar
um QTL mais estavel nessa regido. Essa hipotese se refor¢a ainda mais quando se
analisam os graficos com todos os mapeamentos simultancamente (Figura 16) ¢
se observa o grande namero de “picos” de lod score na regido do grupo de ligagido

1, proxima a regido na qual se identificou um QTL muito estavel nesse estudo.

FIGURA 10 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs para peso de 100 sementes
em fetjoeiro na época de inverno, Lavras, MG, 1996.
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FIGURA 11 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para peso de 100
sementes em feijoeiro na época da seca, Patos de Minas, MG,
1997.

FIGURA 12 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs para peso de 100
sementes em feijoeiro na época de inverno, Patos de Minas,
MG, 1997.



FIGURA 13 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs para peso de 100
sementes em feijoeiro na média dos experimentos realizados
no inverno, Lavras e Patos de Minas, MG, 1996/1997.

FIGURA 14 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs para peso de 100
sementes em feijoeiro na média dos experimentos realizados
no €poca da seca, Lavras e Patos de Minas, MG, 1997/1998.
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4.2.3.3 - Mapeamento para reagio a mancha angular

O mapeamento para mancha angular somente identificou um QTL, e em
somente um experimento (época da seca em Lavras) (Figura 17). Esse QTL esta
localizado no grupo de ligagdo 5, a 11 ¢M do inicio do grupo (lod 2,70).
Comparando com o mapa de ligagio dos marcadores RAPD (Tabela 17), pode-se
concluir que esse QTL esta localizado entre os marcadores OPN-07° ¢ OPN-07°,
a uma disténcia de 11 cM do primeiro ¢ 0,8 cM do segundo marcador. Esse QTL
identificado possui efeito aditivo negativo, ou seja, atua no sentido de reduzir a
severidade da mancha angular. Na analise de regressio apenas o marcador OPN-
07’ foi identificado como ligado a um QTL que participava do controle genético
da reagdo a mancha angular.

Nesse ponto, ¢ importante chamar aten¢io para o fato de que, na analise
de regressdo, dois marcadores que estdo proximos ao QTL podem, um deles, ser
considerado ndo significativo, enquanto que, se estivesse sendo avaliado
individualmente, seria considerado significativo. Isso se deve ao fato de que no
processo de regressdo parcial ocorre a eliminacio da ambiguidade de informag3o.
Dessa forma, os processos de selegdo de variaveis regressoras nio permitem que
dois marcadores com a mesma informagio pertencam, simultaneamente, ao
modelo final, sendo aquele mais redundante e menos informativo (mais distante)
normalmente eliminado. No entanto, nesse caso nota-se que o marcador mais
proximo do QTL detectado (OPN-07°) nio foi o identificado na regressio. Uma
provavel resposta para essa questio seria o fato de existir um “suposto” QTL a
direita desse marcador, ¢ do QTL identificado, com efeito contrario (positivo)
(Figura 17). Nesse caso, como esse marcador esta entre os dois QTLs de efeitos
opostos, poderia estar ocorrendo uma anulagio do efeito desse marcador quando
utilizada a regressio, pois a resultante final do efeito desse QTL para esse
marcador seria muito reduzida. Stuber, Edwards ¢ Wende! (1987) demonstraram
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que o efeito de um marcador ¢ funcio da frequéncia de recombinac¢do e dos
efeitos dos QTLs, e isso explica porque o marcador OPN-07° niio foi identificado
na regressio, pois como ele esta localizado entre QTLs de efeitos opostos, sofreu
maior influéncia da anulagdo do efeito desse QTL do que o outro marcador
(OPN-07°), que estava localizado a esquerda do QTL detectado. Assim, esse
marcador que estava mais distante conseguin ser detectado pela regressdo ao
invés do marcador mais préximo (OPN-07°), pois a resultante dos efeitos opostos
dos QTLs vizinhos foi maior para o primeiro marcador.

Outra explicagdo para esse resultado seria a baixa saturagio do mapa
molecular utilizado nesse mapeamento, que pode fornecer, em alguns casos,
localizagdo menos precisa dos marcadores em relagiio a mapas mais saturados.
Dessa forma, precisa-se obter mais informagBes moleculares para se conseguir
maior saturagdo dos mapas, para nio so6 cobrir maior por¢io do genoma do
feijoeiro, como também confirmar as informagdes ja conseguidas nesse trabatho.

Na Figura 18, observam-se os graficos sobrepostos de todos os
mapeamentos realizados para reagdo a mancha angular, mostrando as regides em
que existiram as maiores possibilidade de identificagido dos QTLs nas diferentes
situagdes. Realmente, 0 mapeamento para essa carater mostrou a dificuldade de
identificar QTLs em uma popula¢io que apresenta baixa variabilidade. Como foi
comentado anteriormente, a populagio em estudo apresenta baixa variabilidade
para reagdo 4 mancha angular, sendo a grande maioria de suas familias
considerada como suscetivel. Desta forma, nio se conseguiu identificar de forma
mais consistente QTLs que participavam do controle genético dessa
caracteristica.
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4.2.3.4 - Mapeamento para reacio ao oidio

O mapeamento realizado para reagdo ao oidio no primeiro experimento
(Figura 19) (Invemo em Lavras) identificou quatro QTLs. O primeiro esta
situado no grupo de ligagdo 2, localizado a 99 ¢cM do inicio do grupo (lod 5,90).
O segundo situado no grupo de ligagdo 3, localizado a 3 ¢cM do inicio do grupo
(lod 5,7). O terceiro esta situado no grupo de ligagdo 4, localizado a 234 ¢cM do
inicio do grupo (lod 2,90), € o quarto no grupo de ligagdo 6 a 46 cM do inicio do
grupo (lod 5.6). Comparando com o mapa de ligagdo dos marcadores RAPD
(Tabela 17) pode-se concluir que o primeiro QTL estd situado entre os
marcadores OPO-207 ¢ OP0-20*, a uma distincia de 6,5 ¢cM do primeiro e 3,9
cM do segundo. O segundo QTL esta situado entre os marcadores OPN-10 e
OPM-06°, a uma distincia de 3 ¢cM do primeiro e 13 ¢cM do segundo. O terceiro
QTL esta situado entre os marcadores OPG-19' ¢ OPN-07', a uma distéincia de
20,9 cM do primeiro € 2 cM do segundo. O quarto QTL esta situado entre os
marcadores OPB-18 ¢ OPS-16, a uma distincia de 16,3 cM do primeiro ¢ 2,3 cM
do segundo. O primeiro e terceiro QTLs identificados possuem efeitos aditivos
negativos ¢ o segundo e quarto positivos. Na anilise de regressio somente os
marcadores OPS-16 ¢ OPN-10 foram identificados como ligados a QTLs que
participam do controle genético da reagfio ao oidio em algum experimento.

No segundo experimento ndio foi identificado nenhum QTL para essa
caracteristica. No terceiro experimento (inverno em Patos de Minas) foi
identificado um QTL (Figura 20) no grupo de ligagdo 4, localizado a 149 ¢cM do
inicio (lod 3,70). Comparando com o mapa de ligacio dos marcadores RAPD
(Tabela 17), pode-se concluir que esse QTL esta ligado entre os marcadores
OPN-02* ¢ OPO-10° a uma distincia de 33 cM do primeiro e 30,1 ¢cM do
segundo. Esse QTL identificado possui efeito aditivo negativo, ou seja, atua no
sentido de reduzir a severidade do oidio, mas como est2 muito distante dos dois,
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marcadores ndo teve efeito final muito pronunciado. Na anilise de regressio,
esses marcadores nio foram identificados como ligados a QTLs que participam
do controle genético da reago ao oidio.

O mapeamento realizado com as médias gerais (Figura 21) identificou,
novamente, o segundo QTL do primeiro experimento (localizado a 3 ¢M do inicio
do grupo 3) e quase identificou (lod 2,5) o terceiro QTL, também do experimento
1 (localizado a 234 cM do inicio do grupo 4). Na Figura 22 observam-se os
graficos de todos os mapeamentos, realizados para rea¢do ao oidio, mostrando
essas regibes de identificagdo dos QTLs sobrepostas, indicando existir, nesses
pontos, maiores possibilidade de identificagio dos QTLs.

Vale relembrar que no caso de QTLs que sdo responsaveis por reagdo a
patogenos, tanto os de efeitos gerais quanto os especificos por ambientes s3o titeis
em um programa de melhoramento, uma vez que a ocorréncia de ragas diferentes
do patdgeno nos diferentes ambientes s3o a principal causa da interago genotipos
x ambientes, e por isso muitas vezes se justifica a realizagio de selegio
especificamente em um determinado local. Assim, pode-se utilizar as informagdes
dos QTLs ligados a alelos de resisténcia que se expressam especificamente em um
local, visando o desenvolvimento de cultivares para recomendagio especifica para

uma regido.
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FIGURA 19 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs reagdo ao oidio em feijoeiro
na época de inverno, Lavras, MG, 1996.

FIGURA 20 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs reagdo ao oidio em feijoeiro
na ¢poca de inverno, Patos de Minas, MG, 1997.
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FIGURA 21 - Mapeamento ¢ efeito aditivo de QTLs reagio ao oidio em
feijoeiro na média de todos os experimentos, Lavras ¢ Patos
de Minas, MG, 1996/1997.
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FIGURA 22 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para rea¢do ao oidio em
ferjoeiro em varios experimentos, em diferentes locais e anos.



4.2.3.5 - Mapeamento para produtividade de grios

O mapeamento realizado para produtividade de grdos no primeiro
experimento (Figura 23) (inverno em Lavras) identificou dois QTLs. O primeiro
esta situado no grupo de ligagdo 2, localizado a 98 ¢cM do inicio do grupo (lod
3,2). O segundo, situado no grupo de ligagdo 6, localizado a 48 cM do inicio do
grupo (lod 2,6). Comparando com o mapa de ligagdo dos marcadores RAPD
(Tabela 17) pode-se concluir que o primeiro QTL estd situado entre os
marcadores OPO-20° e OP0-20*, a uma distancia de 5,5 ¢cM do primeiro e 4,9
cM do segundo. O segundo QTL esta situado entre os marcadores OPB-18 ¢
OPS-16, a uma distincia de 18,3 c¢cM do primeiro ¢ 0,3 cM do segundo. O
primeiro QTL identificado possui efeito aditivo negativo e o segundo positivo. Na
analise de regressdo, apenas o marcador OPS-16 nio foi identificado como ligado
a QTLs que participam do controle genético da produtividade de grios.

No segundo ¢ terceiro experimentos ndo foi identificado nenhum QTL
para essa caracteristica. No quarto experimento (época de invemo em Lavras)
foram identificados dois QTLs (Figura 24). O primeiro esta situado no grupo de
ligagdio 4, localizado a 61 cM do inicio do grupo (lod 2,5). O segundo, situado no
grupo de ligagdo 5, localizado a 159 ¢M do inicio do grupo (lod 3,6).
Comparando com o mapa de ligagdo dos marcadores RAPD (Tabela 17) pode-se
concluir que o primeiro QTL esta situado entre os marcadores OPO-04' ¢ OPE-
15', a uma distancia de 11,5 cM do primeiro e 9,3 cM do segundo. O segundo
QTL esta situado entre os marcadores OPR-12° ¢ OPO-19°, a uma distincia de
27.2 ¢cM do primeiro ¢ 0,3 ¢M do segundo. O primeiro QTL identificado possui
efeito aditivo positivo ¢ o segundo negativo. Na anslise de regressio, nenhum
desses marcadores foi identificado como ligado a QTLs que participam do
controle genético da produtividade de grios.
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Nos outros experimentos individuais, e nas analises utilizando as médias
dos locais, ndo foi identificado nenhum QTL para essa caracteristica,
evidenciando, mais uma vez, o forte efeito de interagdo com locais, o que dificulta
muito a detecgdo de QTLs na média dos ambientes e também reduz muito a
repetibilidade da informacio gerada por algum QTL identificado em um local
especifico, principalmente para uma caracteristica tio complexa como
produtividade de grios.

O mapeamento realizado com as médias dos experimentos da época de
inverno identificou dois QTLs (Figura 25). O primeiro esta situado no grupo de
ligagdo 2, localizado a 88 cM do inicio do grupo (lod 2,9). O segundo, situado no
grupo de ligacdo 5, localizado a 162 ¢M do inicio do grupo (lod 2,4).
Comparando com o mapa de ligagio dos marcadores RAPD (Tabela 17), pode-se
concluir que o primeiro QTL esta situado entre os marcadores OP0O-20° ¢ OPO-
20°, a uma distincia de 11,9 cM do primeiro e 0,3 ¢M do segundo. O segundo
QTL esta situado entre os marcadores OPO-19° ¢ OPAA-09, a uma distincia de
2,7 cM do primeiro € 42,3 cM do segundo. O primeiro QTL identificado possui
efeito aditivo positivo € o segundo negativo. Esses QTLs identificados com a
média dos experimentos realizados no inverno estio muito préximos dos
localizados nos experimentos anteriores, indicando que os marcadores situados
nessa regido podem ser informativos em um futuro processo seletivo. Como se
conseguiu identificar dois QTLs que se expressam especificamente na época de
inverno, pode-se concluir que esta época de cultivo é mais estavel do que a época
da seca, na qual nio se conseguiu identificar nenhum QTL especifico. Na analise
de regressio, dois desses marcadores (OPAA-09 e OPO-20°) foram
identificados, em vérios experimentos, como ligados a QTLs que participam do
controle genético da produtividade de grios, sendo que o marcador OP0O-20° foi
identificado como ligado a um QTL na anélise de regressio considerando a média
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de todos os experimentos, ¢ em um experimento individual chegou a explicar
9,90% da variagdo genética. Dessa forma, esse marcador pode ser bastante 1til
no processo seletivo para produtividade de grios que utilize a selegdio assistida
por marcadores como ferramenta para aumentar a eficiéncia do processo seletivo.
Essa idéia se reforga ainda mais quando analisamos os graficos com todos os
mapeamentos simuitaneamente (Figura 26) e observamos o grande nimero de

“picos” de lod score na regido desse marcador.
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FIGURA 25 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para produtividade de graos
em feijoeiro na média dos experimentos realizados no inverno,
Lavras ¢ Patos de Minas, MG, 1996/1997.

FIGURA 26 - Mapeamento e efeito aditivo de QTLs para produtividade de grios
em feijoeiro em varios experimentos, em diferentes épocas e locais
€ anos.
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4.3 Consideracdes Gerais

Analisando-se as avaliagdes fenotipicas das familias, pode-se considerar
que, de uma forma geral, elas foram realizadas de forma bastante precisa e
consistente. A consisténcia é baseada na utilizagio de experimentos com
repeticSes ¢ delineamento experimental, o que ndo é possivel quando se utiliza o
mapeamento a partir de avaliagio fenotipica de plantas individuais, como na
geragdo F; e retrocruzamentos. Além disso, o grande mimero de experimentos
realizados ¢ a diversidade de condigdes ambientais (locais, épocas e anos) devem
ter permitido a expressdo de todo o potencial genético das familias avaliadas.
Considerando a precisdo experimental avaliada por meio do coeficiente de
variagdo, nota-se que, na maioria dos casos, eles foram abaixo dos relatados na
literatura para a cultura do feijoeiro, indicando alta precisdo nas avaliagOes
fenotipicas. Assim, pode-se concluir que o desempenho fenotipico das familias foi
estimado da maneira mais fidedigna possivel, visto que, principalmente para
produtividade de grdos, a avaliagfio é comprometida pela baixa herdabilidade
dessa caracteristica.

Com excegdo de produtividade de grios e reacio ao oidio, as
caracteristicas avaliadas nfo apresentaram variabilidade satisfatoria devido a
pequena divergéncia entre os genitores dessa populagio, principalmente com
relagdo a época de florescimento e reagio 4 mancha angular. Entretanto, essa
baixa variabilidade, na maioria dos casos, indicou a auséncia de alelos de efeitos
principais, 0 que acaba facilitando a detecgio dos alelos de efeitos menores, que
na realidade sdo os mais dificeis de serem identificados pelas técnicas atuais do
melhoramento de plantas. A identificagdo desses alelos de efeitos menores via
marcadores moleculares pode se somar 3 detecglio dos alelos de efeitos maiores
por meio de avaliagdo fenotipica, € assim aumentar a eficiéncia do processo
seletivo, aumentando os ganhos com a selegdo através de um programa de selecio
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assistida por marcadores que utilize a informagio molecular associada com a
informagdo fenotipica.

A interagdo gendtipos por ambientes se mostrou significativa para todas
as caracteristicas, e as correlagdes entre as médias das familias nos diferentes
ambientes foi, com exce¢do de peso de sementes, baixa, indicando que, no
feijoeiro, a expressdo do fendtipo depende estritamente do ambiente de avaliagio
e de sua interagdo especifica com cada familia da populagio. Na cultura do
feijdo, a interagdo € muito expressiva devido a diversidade de locais e épocas de
cultivos utilizados, sendo que, especialmente os ambientes utilizados nesse
trabalko, foram muito contrastantes, principalmente para as condicdes de
temperatura. Assim, ja era esperado que essa interagio se manifestasse nos QTLs
que foram identificados pelos marcadores, de tal forma que, apesar do QTL e do
marcador estarem presentes e ligados a0 mesmo grupo de ligag3o, o marcador s6
¢ informativo se o QTL expressar o seu efeito nos varios ambientes de avaliagio.

Na verdade, espera-se que a maioria dos QTLs sofra o efeito dessa
interagdo ¢ s6 se expresse em condi¢des especificas. No entanto, existem alguns
QTLs que mantém seus efeitos significativos na maioria dos ambientes. Esses sdo
os mais interessantes de serem identificados por ligagio a um marcador
molecular. Entretanto, eles devem ser a minoria, devido 4 grande variagio
ambiental na avaliagio das familias e a acentuada interagio gendtipos por
ambientes. Portanto, tais QTLS devem ser dificeis de serem identificados por
meio de marcadores moleculares, a nio ser que o mapa de ligagio dos marcadores
seja altamente saturado, ou seja, com no minimo um marcador a cada 15 cM
(Tanksley, 1993), o que aumenta as chances de encontrar um marcador ligado a
esse QTL, aparentemente tio raro.

Neste trabalho, principalmente por problemas laboratoriais, o mapa de

ligagdo construido envolveu um nimero pequeno de marcadores RAPD, o que
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ocasionou a construgio de um mapa molecular com baixa saturacdo. Dessa
forma, esse mapa apresenta algumas regides bastante descobertas, o que dificulta
a identifica¢do dos QTLs. Assim, se os QTLs mais estiveis sio uma minoria, nas
condicSes em que as familias foram avaliadas, eles sio mais dificeis, ainda, de
serem identificados. Além disso, apesar da grande facilidade e rapidez de
trabalho, os marcadores RAPD apresentam problemas de consisténcia e
reproducibilidade (Ferreira e Grattapaglia, 1993), que podem reduzir a precisio
das informagdes geradas pelo mapa. No entanto, pode-se esperar um grau de
informacdo bastante aceitivel dos mapas construidos a partir de marcadores
RAPD se eles forem construidos com alta satura¢do. Segundo Lanza, Guimardes
¢ Schuster (2000) o nimero de marcadores necessarios para construir um mapa
genético depende do tamanho do genoma, do nimero de cromossomos e da
frequéncia de recombinagdo genética. Um mapa pode ser considerado completo,
quando o nimero de grupos de ligagio obtido pela andlise dos marcadores for
igual ao numero bdsico de cromossomos ou quando todos os marcadores
genéticos mapeados estiverem ligados, sugerindo que todas as regides do genoma
estao representadas.

A amostra da populagio trabalhada foi bastante representantiva (196
familias), sendo muito superior ao minino indicado para o mapeamento, que
segundo Young (1994) ¢ de 50 familias. Por ter sido baseado em uma grande
amostra da populagio, o mapeamento realizado nesse trabalho tem grande
potencial de informacdo quando forem adicionados novos marcadores. Assim,
serianec&sséﬁoqueomapaaumlfossemaissamradoparanﬁoséaumenmro
grau de informagdo, como também confirmar as informagdes ja existentes.

De uma forma geral, a regressio identificou maior nimero de QTLs do
que o mapeamento por intervalo composto muito em virtude do maior mimero de
marcadores disponiveis para a analise de regressdo, visto que, nesse processo,
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ndo existe necessidade dos marcadores estarem ordenados em grupos de ligagdio.
Ja no mapeamento existe esta necessidade, o que limita o nimero de marcadores
disponiveis para anilise, pois nem todos se ligaram a um grupo, certamente,
também, devido ao baixo numero de marcadores usados. Na maioria dos casos
néo houve uma correspondéncia entre os marcadores identificados pela regressio
e pelo mapeamento, sendo que isso foi, também, provavelmente devido a baixa
saturacdo do mapa e ao diferente nimero de marcadores usados nos dois
procedimentos, o que reduziu a precisdo das inferéncias sobre localizagio dos
QTLs com relagio aos marcadores.

Para todas as caracteristicas, foram detectados QTLs mais estaveis, mas
ao contrario do que ¢ relatado na literatura (Paterson et al., 1991; Stuber et al.,
1992; Tanksley, 1993), eles foram, na maioria dos casos, de pequeno efeito. A
explicacio para essa diferenga de resultados pode ser a utilizagio de critérios
diferenciados para considerar os QTLs como estaveis. Além disso, o pequeno
numero de QTLs de grande efeito detectados neste trabatho nio fornece
informagdes precisas sobre seu comportamento. Desta forma, foram detectados
alguns QTLs de efeito principal, mas, na maioria dos casos, foram identificados
em experimentos especificos. Aqueles que também foram localizados com base na
média de varios experimentos tinham seu efeito sensivelmente reduzido,
certamente devido a interagdo do QTL por ambiente, como o caso do marcador
OPR-02’, identificado como ligado a um QTL que controla a reagdio ao oidio.

A propor¢io da variagio genética explicada pelos QTLs detectados
experimentalmente depende de uma série de fatores, tais como o cruzamento
analisado (Beavis et al., 1991), a caracteristica avaliada (Edwards et al., 1992), o
delineamento experimental € a resolugio do mapa em termos de nimero de
marcadores (Edwards, Stuber ¢ Wendel, 1987). Dessa forma, ¢ natural que

ocorram resultados diferenciados para cada mapeamento realizado nas condicGes

131



especificas de cada programa de melhoramento de plantas, de tal forma que, as
informagdes obtidas devem ser utilizadas com maior sucesso nas proprias
condi¢des em que foram obtidas.

Finalmente, vale comentar que, em virtude da grande interagdo gendtipos
por ambiente, e consequentemente dos baixos valores de herdabilidade nas
analises conjuntas (modelo aleatorio), existe grandes possibilidades da selegio
assistida por marcadores contribuir para aumentar a eficiéncia de selegdo, visto
que, nessas condi¢des, o processo de methoramento convencional é muito dificil.
Além disso, Lande € Thompson (1990) relatam que quando menor a herdabilidade
de um carater maior é a eficiéncia da selegio assistida por marcadores em relagio
a selegdo fenotipica, o que reforca o potencial de utilizacio de marcadores
moleculares no melhoramento do feijoeiro, apesar das varias dificuldades que
ainda devem ser superadas.

Nesse trabalko, conseguiu-se identificar alguns marcadores ligados a
QTLs estaveis. A utilizagio desses marcadores no processo seletivo pode auxiliar
na identifica¢3o de linhagens com fenétipos desejaveis (principalmente resisténcia
a0 oidio ¢ alta produtividade), ¢ que se expressam na maioria dos ambientes,
contribuindo assim para o aumento da eficiéncia dos programas de melhoramento

genético do feijoeiro.
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5 CONCLUSOES

Existe a possibilidade de identificar marcadores moleculares ligados a
caracteristicas de importincia agrondmica em feijoeiro utilizando tamto o
processo de regressdo multipla quanto o processo de mapeamento por intervalo
composto.

Utilizando o processo de regressido, foram identificados 23 marcadores
para produtividade de grdos, 18 para peso de sementes, 8 para época de
florescimento, 12 para reagdo ao oidio (Erysiphe polygoni) e 10 para mancha
angular (Phaeoisariopsis griseola). Com o processo de mapeamento por
intervalo composto foram identificados 8 para produtividade de graos, 4 para
peso de sementes, 3 para florescimento, 10 para reagio ao oidio e 2 para mancha
angular. No houve grande concordincia entre os resultados apresentados pelos
dois métodos para a maioria das caracteristicas analisadas

A interagdes de QTLs por locais ¢ QTLs por épocas de cultivo foram
bastante expressivas, sendo identificados alguns poucos QTLs com maior
estabilidade.

Utilizando o processo de regressdo, encontrou-se, para florescimento,
62,5% dos QTLs identificados nas analises individuais, que também foram
identificados quando se fez a analise com a média dos ambientes; para peso de
sementes foram 16,67%, reagdo ao oidio 41,67%, reagdo a mancha angular
40.0% e produtividade de grios 8,70%. Com o processo de mapeamento por
intervalo composto, encontrou-se 0% para florescimento; 50% para peso de
sementes, 40% para reagdo ao oidio, 0% para reagéio 4 mancha angular e 12,5%
para produtividade de grios.

Os marcadores que se mostraram mais promissores para serem utilizados

na selegdo assistida foram OPE-20” ¢ OPO-13* para época de florescimento;
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OPN-02' ¢ OPM-06' para peso de sementes; OPR-02%, OPD-08 ¢ OPN-10 para
reagdo a oidio; OPN-02° ¢ OPN-07° para reagiio a mancha angular e OPO-20° ¢
OPN-07° para produtividade de grios.

O marcador OPD-08 esta ligado a todas as caracteristicas avaliadas nesse
trabalho, com exce¢do da reagio 4 mancha angular, mostrando estar proximo a
um QTL de grande importincia para o desenvolvimento do feijoeiro, e que pode
ser utilizado no melhoramento dessa espécie, pois atua no sentido de reduzir a

severidade do oidio e de aumentar a produtividade de grios.
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