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RESUMO

O tempo de escurecimento de grdos de feijdo é um fator muito
importante para a aceitabilidade de novas cultivares petoaaio consumidor.
Isto porque grdos com escurecimento precoce apresentam menorde&alor
mercado, uma vez que é feita a associacdo de grdos maigsesoon graos
envelhecidos. Portanto o desenvolvimento de gendtipos com escurecimento
tardio € de grande importdncia para os produtores de feijdavahacao
fenotipica para este carater além de laboriosa € muito d#smgéaque sao
necessarios 90 dias de armazenamento do grao para se ter dadmmnfidieis
para se fazer a selegéo, o que dificulta a utilizacdo dgaselenotipica. Neste
caso a selecao assistida por marcadores moleculares @A&pHnta como uma
ferramenta promissora para se proceder selecdo de gendtipasn erurto
espago de tempo e em geragdes mais precoces, comoOaobjetivo deste
trabalho foi verificar a eficiéncia da SAM em relac&edecao fenotipica para o
escurecimento de grdos. Para isto foi avaliado o escurgoiie sementes; i
de 190 progénies de feijdo comum, originadas do cruzamento ecitgvar
BRSMG-Madrepérola (escurecimento tardio) e a linhagen2 R#3curecimento
precoce). Para se fazer a avaliacdo fenotipica do céoitdilizada uma escala
de notas variando de 1 a 5, onde a nota 1 refere-se a grasseclara graos
escuros. A avaliagdo foi feita por trés avaliadores ésépocas de avaliacéo,
30,60 e 90 dias apos a colheita. Para a aplicagdo da SAM utdizoaISNAS
extraidos de cada planta fesponsavel por originar uma progénie. A SAM foi
efetuada utilizando-se 17 marcadores moleculares ligados a @TEcionados
ao controle genético do escurecimento de graos e tempo de .cBé¢cBmam
utilizados os que apresentaram polimorfismo nos genitores.sDagstmas trés
apresentaram polimorfismo, um ligado ao QTL de escurecimento de graos e dois
ligados a QTLs para tempo de cocg¢do. A capacidade apresentadadpo
marcador de explicar a variacao fenotipica foi baixa (mfer 8%). O marcador
PVMO02TC116 ligado a um QTL de grande efeito para o escurecimegiéae
explicou apenas 2% da variacao fenotipica, provavelmente patgu@EL ndo
estava segregando na populacdo usada. Foi estimado o ganho degéa se
fenotipica e selecdo assistida por marcadores moleculase@0danelhores
progénies. Observou-se que a selecdo fenotipica propiciou maanbes
quando comparada com a SAM. Estimou-se o indice de coincidén@aasnt
progénies selecionadas pela SAM e pela selecdo fenotipicape-se que a
coincidéncia entre os gendtipos selecionados pelas duas técnicas foi baixa

Palavras-chavePhaseolus vulgarisMelhoramento de Plantas, Qualidade de
Grao, Selecao Fenotipica



ABSTRACT

The seed coat darkening in common bean grains is a very imptaian
to the acceptability of new genotypes by the consumer mark&nsxhat have
rapid seed coat darkening (RD) have a small value in thkeimdecause of an
association made by the consumer that darker grains are oid.draerefore
the development of new genotypes of common bean with slow seed coat
darkening is very important to the bean producers. The phenotypiatealof
this trait is very slow and laborious, because it is necgess&0 days storage
after harvesting to have a reliable data for the phenosgdection. In this case
the marker assisted selection (MAS) emerges like an tapotool to make the
selection of genotypes in a short period of time and in eadieergtions. The
main aim of this research was to check the MAS efficianche selection of
genotypes that have slow seed coat darkening (SD) against ¢netybic
selection. It was evaluated the seed coat darkening.jrgéneration of 190
common bean progenies, derived by the hybridization of the BRSMG-
Madrepérola line (SD) and the RP-2 line (RD). The phenotymtuation was
made by three researches in three ages (30, 60, 90 post-haryEst thia
evaluation was taken using a grading scale which varied byl I{ght grains)
to 5 (very dark grains). To the application of MAS it was udesl DNA
extracted of each,plant that originated a progeny. The MAS was performed
using 17 molecular markers linked to QTLs related with teetic control of
seed coat darkening and cooking time. It was used only mahetrstiowed
polymorphism in the parental lines. Just three markers were polyropmpte
linked to a seed coat darkening QTL and two associated wittoténg time.
The capacity to explain the phenotypic variation of each markerswall (less
than 8%). The PVM02TC116 primer related with a large effeck @ the
darkening grain explained only 2% of phenotypic variation, probably becdus
the non-segregation of this QTL in the genotyped population. dtegimated
the selection gain with the phenotypic selection and the MAS oR@hbest
progenies. It was observed the superiority of the phenotypictisalein
comparison with MAS. It was estimated a coincidence index betwsen
selected progenies by the two selection methods, and a smalbleoiceiamong
the selected genotypes was noted.

Keywords: Phaseolus vulgaris Plant breeding, Grain Quality, Phenotypic

Selection
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundiafado comum
(BARBOSA; GONZAGA, 2012), o que faz com que taltatd seja uma das
mais importantes economicamente para o0 pais. Al@mintbortancia
econdmica o cultivo do feijoeiro apresenta gramdpoirtancia social, uma
vez que o seu cultivo é feito em grande parte pquenos produtores. Além
disso, nos ultimos anos, tem-se observado um criesitderesse de grandes
produtores por esta cultura e isso se deve primogrde a grande
produtividade apresentada em cultivos onde se @aprealtos niveis
tecnolégicos. Especialmente esses agricultoresrtaresse comercial para
0 produto e por isso tem sido valorizada nas @rkiy caracteristicas
relacionadas ao gréo.

Graos com escurecimento precoce apresentam menor de
mercado, assim torna-se necesséario desenvolvetigen@ue apresentem
grdos com escurecimento tardio. O escurecimentgrdo de feijdo esta
associado a presenca de compostos fendlicos nantsgneen especial os
taninos, que devido a oxidacdo destes por percesdaspolifenoloxidases
geram grdos mais escuros. Estudos tem demonstradoembora o
escurecimento do gréo esteja relacionado a fagmesticos, como proposto
por Siqueira (2013), fatores ambientais tais contip@de armazenagem, a
umidade relativa e as temperaturas a que o grathmedido aceleram o
processo de escurecimento do grao ( HUGHES; SANDSTH75; PARK;
MAGA, 1999; BRACKMANN et al., 2002; JUNK-KNIEVEL;
VANDENBERG; BETT, 2007).

Embora haja influéncia ambiental acelerando o estmento do
grdo, ha também efeito genético condicionando gfies permanecem
claros por mais tempo apés colhidos. Como esseifferd o preferido pode-
se realizar a selecdo visando obter cultivares to@ aceitacdo pelo
mercado (SILVA et al. 2008).
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O uso de marcadores moleculares para a selecdo detarminado
carater de interesse é denominada selecdo assigtidamarcadores
moleculares (SAM). Para que seja possivel o usS8AM no processo de
melhoramento genético de uma dada espécie é neoapsé primeiramente
0 alelo/QTL responsavel pelo controle do fenétigoimteresse tenha sido
identificado ou mapeado (CAIXETA; BOREM, 2009). @ aspectos
também devem ser levados em conta, como a natgemética da
caracteristica (quantitativa ou qualitativa), o mal& acdo génica, o efeito
do gene na expressao do fenoétipo, a complexidadealecao fenotipica e
a eficiéncia do marcador para discriminar a carestiea (MORRIS et al.
2003). A SAM tem sido recomendada em casos em qleteaminacao do
fenotipo € complexa, ou possui custos elevadosnesieuacbes onde é
necessaria a destruicdo das plantas.

Outro modo de selegéo ainda muito utilizada € ecéel fenotipica,
que se baseia em métodos de melhoramento clasaieosp proceder a
selecdo. A selegdo fenotipica tem tido sua efidéommprovada através dos
continuos ganhos genéticos obtidos em caractedstde importancia
agrondmica e econdmica como por exemplo, a prddatie (PEREIRA et
al. 2008).

A selecéo fenotipica para o escurecimento tardigrédes além de
demorada, apenas € possivel a partir da geragdevielo ao efeito materno
na expressdo do carater. Logo o uso da selec&idesgpor marcadores
moleculares permitiria diminuir o tempo necess&rinolimero de geracdes
para se efetuar a selecdo dos genétipos mais [@an@ss ou seja, que
apresentassem o escurecimento de graos tardio.

Devido a alta herdabilidade apresentada pelos hares
moleculares, uma outra vantagem apresentada pgeligeassistida seria a
possibilidade de selecdo em nivel de planta jaenacgo & Tal vantagem
também possibilitaria avaliacdo de um maior numeate plantas,

aumentando assim a chance de selecionar genotgisspnomissores. Para
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0 escurecimento tardio j& se conhece marcadoresntiprossatélites que
podem ser (teis na sele¢do (COUTO et al. 2010; GELTI et al. 2012).
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi estim eficiéncia da
selecdo por marcadores moleculares para o escerdcitardio de grdos em
feijdo comum em comparacdo com os ganhos obtidaséat da selecdo

fenotipica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Feijao

O feijdo comum é classificado como pertencentarilita Fabacea,
subfamilia Faboidea, géneRhaseoludl.. e espécidPhaseolus vulgaris..
Este € o representante mais cultivado entre asciesppertencentes ao
géneroPhaseolusO feijdo € uma espécie autdgama e apresenta taaiaa
de alogamia, abaixo de 3% (BURLE et al., 2010) pddeem determinadas
condigbes ambientais exibir taxas mais elevadagedendacdo cruzada
(VIEIRA et al., 2005). A autofecundacéo ocorre arda antese das flores,
fendmeno este denominado cleistogamia, que est&iada a presenca da
quilha, uma estrutura que une 0s estames e 0 @s#gmuma estrutura em
forma de espiral.

O feijao possui origem americana e apresenta @oisas primarios
de diversidade: o centro Mesoamericano e o Andinprimeiro se estende
pela América Central, Colémbia e Venezuela, jagusdo se expande pela
regido andina (Argentina, Bolivia e Peru). Os repngéantes destes centros
podem ser separados tanto morfologicamente quariteebmolecular e eles
permanecem isolados devido a um isolamento repvadpéarcial, que leva
ao ndo desenvolvimento das plantas pertencentesragé® - e outras
geracOes derivadas de alguns cruzamentos (GEPY8). 19

Existem sete racas de feijdo comum cultivado, semqaairo de
origem Mesoamericana e trés de origem Andina. gasraepresentantes do
grupo Mesoamericano sdo: a Durango, Jalisco, Mesuzene Guatemala
(CHACON; PICKERSGILL; DEBOUCK, 2005). Ja aquelas equ
representam o grupo Andino sdo: Nova Granada, @dthile. A origem
destas racas é controversa, atualmente ndo sessablas resultaram de
multiplas domesticagfes de forma independente aeetrcada regido ou se

elas sdo resultado de um Unico processo de doagiticem cada regido
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seguido de diversificacdo sob cultivo (CHACON; PERSGILL;
DEBOUCK, 2005).

Feijdbes pertencentes ao grupo Andino apresentam séria de
caracteres que os distinguem daqueles pertencem®s grupo
Mesoamericano, sendo um dos principais o tamanhgré@o. Cultivares
pertencentes ao grupo Andino apresentam grdo dsntangrande, como a
cultivar Jalo, ja os representantes do grupo Meedaano apresentam
graos pequenos, a exemplo do feijao carioca.

Sob o ponto de vista nutricional, o feijdo apresentbstancias que
tornam 0 seu consumo muito vantajoso, entre eside-ge citar, a alta
quantidade de proteinas e os elevados teoresin, lipie exercem efeitos
complementares as proteinas dos cereais, o alte(mtn de carboidratos
complexos e a presenca de vitaminas do complefmBoutro lado, o feijao
possui alguns problemas nas suas propriedadesionéis como a baixa
digestibilidade proteica, a quantidade reduzidameoacidos sulfurados e
a baixa disponibilidade de minerais (LAJOLO; GENCBEE MENEZES,
1996).

A deficiéncia do feijdo quanto a baixa disponilatieé de
amino&cidos sulfurados, como a metionina, é sugsaa consumo desta
leguminosa em conjunto com alguns cereais, espemié 0 arroz, que
quando consumido junto com o feijdo fornece todss aminoacidos
essenciais necessarios. Isto ocorre porque osise@a pobres em lisina,
porém ricos em aminoacidos sulfurados, principatmea metionina
(RODRIGUES et al., 2004). Isto torna a tradiciodigta brasileira, o arroz
com feijdo, complementar no que se refere aos &@uidos essenciais
(VIEIRA; PAULA JUNIOR; BOREM, 2006)
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2.2 Cultura do feijdo no Brasil

A cultura do feijdo é de grande importancia ecomaéng social no
Brasil, sendo seu cultivo feito em grande partegsauenos produtores. A
producdo apresentada por esta cultura vem chansmatencdo de grandes
produtores, que devido ao uso de tecnologias mascadas, podem
alcancar uma produtividade de grdos de 3000 Reehadeterminadas areas.

No Brasil sdo cultivados feijoes tipo preto, casiomulatinho, jalo,
roxo, rosinha, entre outros. Dentre estes se destdeijdo tipo “carioca”,
que é consumido em praticamente todo o pais e spamde a
aproximadamente 70% do feijao consumido no Brd&3REIRA et al.,
2012). Graos tipo carioca apresentam tegumentccraame e com listras
marrons, sendo que 0s graos devem ser o mais missivel, sem halo e
sem brilho.

A semeadura do feijdo é feita tradicionalmente erasdsafras, a
“safra das aguas” ou primeira safra, que possuawtip concentrado entre
0s meses de outubro e novembro, sendo a colhettaadf até marco do ano
subsequente, e a “safra da seca” ou segunda gafgossui a semeadura
concentrada entre os meses de janeiro e abrilpsralcolheita efetuada de
abril a julho. H4 também uma terceira safra denadande “safrinha” ou
“safra de outono-inverno”, com semeadura a padin@io e com colheita
entre 0s meses de agosto e outubro (POSSE eD#40).ZEsta Ultima por
necessitar de um maior nivel tecnolégico empregaaaseu cultivo tem sido
produzida em grande parte por grandes produtoréBIRM; PAULA
JUNIOR; BOREM, 2006).

O Brasil é o maior produtor mundial desta leguménds mundo,
tendo uma producdo que corresponde a 18,2% da g&omdmundial
(BARBOSA; GONZAGA, 2012). Cultivado em todo o tédrio brasileiro, o
feijdo possui como principais produtores os estdéd3arana, Minas Gerais,

Mato Grosso e Bahia.
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Considerando as trés safras do ano agricola deZiBespera-se
um acréscimo de 11% na area plantada com estaecoluBrasil. Seguindo
as estimativas para o aumento na area plantadamaest que a producao
brasileira neste periodo seja 19,2% maior que el2/2013, apresentando
assim uma producdo de 3,71 milhdes de tonelad&@o3paior que na safra
anterior (CONAB, 2014).

Segundo dados da CONAB (2014) a produtividade meeligeijao
do Brasil nas safras do ano agricola 2013/2014 ¢er&088 kg/ha, o que
representa um acréscimo de 19,2% em relacdo aagimola anterior. A
produtividade de grdos € muito variavel de regida@ pegido, dependo de
fatores ambientais, tais como o clima e a épocalasio, e do nivel de
tecnologia utilizada na lavoura, ela varia de 48h& na regidao Nordeste a
1876 kg/ha na regido Centro-Oeste. O consperocapitade feijao pelo
brasileiro vem apresentando um pequeno aumentdo spre de acordo com

estimativas do IBGE/2012 este se situou na cad® étg/habitante/ano.

2.3 Escurecimento do gréo do feijao

Varios fatores levam a aceitabilidade de deternginadtivar pelo
consumidor, entre eles podem se destacar caréicesisigadas ao gréo,
como o tipo de gréo, sendo que a este encontigedlintimamente um
outro fator determinante para a aceitabilidadegoescurecimento do gréo.

A preferéncia dos produtores por grdos que apr@sent
escurecimento tardio se deve a associacdo feita qmeisumidor de que
grdos com tegumento mais escuro possuem dificulddele coccao,
caracteristica comum a grdos envelhecidos. Assimprsumidor faz a
associacdo do escurecimento de grdo ao seu envedmo e,
consequentemente, ao defeito texturatd to cook(HTC) que torna as
sementes resistentes ao amaciamento com o cozinadémno de resultar em
um produto de baixa palatabilidade (LOPES, 2011gvilo a estas

associa¢fes graos com escurecimento precoce t&onaddr comercial.
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O escurecimento do grao de feijdo tem sido atribaighresenca de
compostos fendlicos. Tais compostos sdo metab&éeosndarios derivados
da fenilalanina e da tirosina que sdo amplamerstildiidos nas plantas.
Em trabalho desenvolvido por Beninger et al. (200B3ervou-se que ha
diferencas quantitativas na quantidade de compoftoslicos entre
linhagens de feijdo de escurecimento lento e raphdoedita-se que graos
mais claros apresentam menor teor de compostoficiesnéBressani et al.
(1993) quantificaram a concentracdo de compostadié®s em feijdes com
diferentes cores de grdo e observaram que: graoeds possuem o teor
médio de compostos fendlicos de 2,3 mg/g, j& nédesggmarrons este teor
chega a 7,8 mg/g, enquanto que em feijdes pretlss &6 mg/g. Aqueles
gue apresentam o maior teor de compostos fen@gssciados as sementes
séo os graos vermelhos com 12,6 mg/g.

Em leguminosas como o feijdo, os compostos fersliowis
importantes sdo os taninos e 0s niveis destes cogpem sido associados
a cor dos graos(JUNK-KNIEVEL; VANDENBERG; BETT, Z2DOSILVA
et al., 2008). Taninos sdo flavonoides polimérigae compreendem uma
pequena parte do amplo e diverso grupo dos compfestolicos produzidos
por plantas como metabolitos secundarios (DIAZ; OAS; BLAIR,
2010).0s taninos consistem de uma série de fermisigricos que estdo
envolvidos no baixo aproveitamento dos nutrientedeaijdo, reduzindo a
absorcao, digestibilidade e a disponibilidade deientes (DIAZ; CALDAS;
BLAIR, 2010). Estes possuem propriedades antimiar@s, o que indica
um possivel mecanismo de defesa.

Diaz, Caldas e Blair (2010) constataram a ocoiaéthe diferencas
na quantidade média de taninos totais e antociamngeijdo dependendo da
cor do grdo. Os autores observaram que juntamemte grdos roxos 0s
grados de cor creme sdo 0S gque apresentam a maiotidade de taninos
totais, enquanto que o grdo que apresenta a menoertracdo de taninos
totais sdo os grdos marrons. Também foi observadagsim como para a

quantidade de taninos totais, a quantidade dedsrsolUveis € maior em
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gréos de cor roxa e creme em relacao as demais daemente. Quanto ao
teor de antocianina observou-se que sementes desnoelha sdo aqueles
gque apresentam a maior quantidade deste composto.

Ao que tudo indica, o escurecimento do grédo dédedista ligado a
oxidacdo dos compostos fendlicos presentes no grdmecialmente o0s
taninos (BENINGER et al.,, 2005; JUNK-KNIEVEL; VANINBERG;
BETT, 2007). Esta oxidacao é feita principalmerdegnzimas do grupo das
polifenoloxidase (PPO) e peroxidases (POD). Erbalie realizado por
MOURA et al. (1999), foram avaliados o efeito debeagem, da secagem e
do armazenamento de grdos de feijdo sobre a acfopelmxidases,
polifenoloxidases e concentracdo de fendlicos gatais sementes de duas
cultivares e uma linhagem de feijdo. Foi observade a cultivar de gréao
mais escuro apresentou maior concentracdo de ctwspdsnolicos
associada a maior atividade das polifenoloxidadgserexidases antes e
depois do armazenamento, enquanto a cultivar demigto mais claro
exibiu resultados mais baixos. Concluiram entdo quanto maior a
atividade observada das polifenoloxidases e peasesl maior sera a
quantidade de compostos fendlicos totais na sem@ids, Abreu e Correa
(2002) em experimento semelhante, também observauemassociada aos
maiores teores de compostos fendlicos esté a m@aiade de peroxidases,
e que embora néo se tenha observado diferencaBcsifvas da acdo das
polifenoloxidases entre os tempos de avaliacdoretisese um aumento na
atividade desta. O resultado anterior sé corrobora 0 que foi concluido
por Moura et al. (1999) de que o0 escurecimento awhuspelo
armazenamento de grdos esta relacionado com acawidibs compostos
fendlicos pelas peroxidases e polifenoloxidases.

A acdo destas enzimas sobre os compostos fendiod®em estd
relacionada a outra caracteristica tecnolégicaamniportante no feijao que
€ a dificuldade de coccc¢ao dos graos. A dificuldé@leoccdo é causada pela
formacéo de lignina nos cotilédones devido a poliragdo de compostos

fendlicos que provavelmente encontra-se ligadad® al@a peroxidase. Tal
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enzima provavelmente encontra-se associada aosgwde lignificagao da
lamela média dos cotilédones. A contribuicdo dodlifggmis no
endurecimento dos graos de feijdo pode estar asiocom a formacdo de
complexos proteina-lignina. Estudos tem demonstoaaoo teor de lignina
em gréos de feijdo armazenados é superior ao @okeem graos novos.
Tem se observado que os teores variam de 8,4gd®Q0gatéria seca em
feijbes recém-colhidos a 13 ¢g/100 g de matéria spaea feijoes
armazenados (HINKS; STANLEY, 1987). Araujo, RamathAbreu (2012)
observaram uma alta correlacdo genética aos 60ddiaarmazenamento
entre o tempo de coccado dos graos de feijao euwnezsmento de graos.

De acordo com Siqueira (2013) o escurecimento dm grsta
relacionado a constituicdo genética da cultivate Emutor notou que a
velocidade de escurecimento de grédos é dependantaltivar utilizada,
demonstrando assim as influéncias genéticas paoxoaéncia de tal
fenbmeno. Alguns estudos tem demonstrado que fatanebientais tais
como a alta umidade relativa, altas temperatuegesicao a claridade e a
luz ultravioleta aceleram o processo de escurec¢oraés graos ( HUGHES;
SANDSTED, 1975; PARK; MAGA, 1999; BRACKMANN et al2002;
JUNK-KNIEVEL; VANDENBERG; BETT, 2007). Brackmann at. (2002)
observaram que o armazenamento dos gréos de fmjAambientes de
atmosfera controlada em temperatura ambiente amxo ffontinuo de Ne
em ambiente refrigerado 4@foram mais eficientes na manutencéo da cor
do grao.

Segundo Brackmann et al. (2002), ap6s a colheitaspiracao e
outros processos metabdlicos de grdos continuasaocda, na maioria das
vezes, perdas significativas de qualidade do gréo.

Um fator bastante util durante o processo de mathento genético
para o escurecimento tardio do grédo é o uso do dalduminosidade (L),
que é feita utilizando-se a colorimetria. Tal vaéonitil, pois, apresenta
grande efeito genético, e ainda possibilita a ifleatdo de gendtipos pela

claridade de seus gréos. Sendo assim valores hwEsda luminosidade séo
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associados a gréo mais claros e alguns autoresnileieam os valores de L
de grdos com maior valor de mercado variando &3re 55(CARNEIRO,;
SOARES; COSTA, 2000; RIBEIRO; STORCK; POERSCH, 2008

Uma outra maneira de se efetuar a selecdo de pesodtom
escurecimento de graos tardio e que se mostrowrtasteficiente em
discriminar genétipos superiores para tal caratiesi € 0 uso da escala de
notas desenvolvida por Silva et al. (2008). A esca notas proposta varia
de um a cinco, onde a nota um se refere a graotegummento muito claro
e a cinco a graos de tegumento muito escuro. 8ileh (2008) observaram
que utilizando-se a escala de notas a herdabilijade este carater é alta e
mesmo com 30 dias de armazenamento, ela foi suificfgara que ocorresse
sucesso com a selecéo.

Estudos recentes tém sugerido que no controle igenéto
escurecimento de gréaos de feijdo estdo envolvidssgenes, um genke o
Sd com segregacdo independente e epistasia recg&i%ADR et al.,
2011). O geng é responsavel por determinar se o grao tendepéesemtar
escurecimento ou ndo, e o gestletermina a velocidade de escurecimento
dos grdos. A presenca do alelo dominadteesulta na tendéncia de
escurecimento do gréo, ja a ocorréncia do genogipessivgj determina o
ndo escurecimento dos grédos. O alelo dominabte condiciona o
escurecimento precoce do grdo, enquanto que aéoctrdo homozigoto
recessivo sdsd leva ao escurecimento tardio do tegumento (JUNK-
KNIEVEL; VANDENBERG; BETT, 2008). Assim, qualquedanta que
possua 0 homozigoto recessijjo sempre apresentara grdos onde nao
ocorrera 0 escurecimento do grdo, logo o fenétglacionado aos alelos
presentes no locédd s6 ocorrera na presenca do alelo dominahte
caracterizando assim uma epistasia recessiva.

A fim de acelerar o processo de selecdo para wremento de
graos tardio de feijdo Couto et al. (2010), utiida o feijdo carioca, e
Felicetti et al. (2012), fazendo o uso de feijaaqiidentificaram marcas de

microssatélites ligadas ao alelo que controla ecighde do escurecimento
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de gréos. Segundo Couto et al. (2010), o marcad&SFPBR-98 encontra-
se dentro do QTL que influencia no escurecimentgrée tardio, enquanto
que o marcador PYM02TC116 e PV176 encontram-sadigando a uma
distancia de 2 e 12,24 cM respectivamente. De acooth estes mesmos
autores o0s trés marcadores em conjunto explicajaoximadamente 40%
da variagdo fenotipica dos individuos para o esguento de grdo. Ja os
microssatélites apontados por Felicetti et al. 2@bmo préximos ao loco
sd e encontram-se distantes, no maximo, a 3,1 cvaddedo com ambos os
autores 0s marcadores sao promissores para o &svha

O processo de selecdo para este carater é difindie demorado
pelo fato de que além do fenétipo que condiciormairesimento tardio de
gréos ser condicionado por um alelo recessivo édoefaterno para este
caréter, o que possibilita a selecdo dos genodtipesas a partir da geracao
Fs. Assim o0 uso destas marcas possibilitaria a selpiggcoce das plantas ja

emb.

2.4 Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Com o advento das técnicas de biologia molecutabtese possivel
a manipulacdo do DNA, e com isso no inicio dos a®@ssurgiram 0s
primeiros marcadores moleculares. Desde entdo temide inumeras
técnicas moleculares que associadas a métodogcotaske melhoramento
de plantas auxiliam os melhoristas em suas escelhasentam a eficiéncia
do programa.

Os marcadores moleculares surgiram devido a néeggside se
observar o maior numero de polimorfismos possiesis um individuo.
Antes do advento dos marcadores moleculares erdimadibs marcadores
morfologicos e bioquimicos que embora fossem tésnide baixo custo
apresentam uma baixa cobertura do genoma dos dodsi Com o
surgimento dos marcadores moleculares de DNA, guwesantam uma

ampla cobertura do genoma, eles tornaram-se piegeri
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De acordo com Xu e Crouch (2008) o uso de marcadore
moleculares beneficia o0 melhoramento de plantas cag®s em que se
deseja: i) ter  maior eficiéncia na identificacdo, quantfiéo, e
caracterizacdo da variacdo genética de germopladispsniveis;ii) na
identificacdo, clonagem e introgressdo de genes &0bLs Uteis para o
melhoramento de uma dada caracterisiicgmanipulacao (diferenciacao,
selecdo, piramidacdo e integracdo) da variacdotiganém populacdes
sujeitas ao melhoramento genético.

Ha ampla variedade de marcadores de DNA e entre aede
microssatélites tém sido ainda muito utilizados ggem codominantes e de

facil obtencao no laboratério.

2.4.1 Marcadores microssatélites

Os microssatélites ou sequéncias simples repet{8&R) sao
regides do genoma onde sdo encontradas sequénciaslas de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem. Sabe-se quegi@&seque flanqueiam
estas sequéncias sdo altamente conservadas nase®sjpéque permite
assim desenho de parespieners especificos para amplificar determinado
microssatélite.

Esses marcadores tém sido utilizados em varios tifgo estudos
genéticos, principalmente devido a sua alta refiddbde e simplicidade
técnica, a pequena quantidade de DNA requeridba&xo custo, ao grande
poder de resolucdo e ao alto grau de polimorfiSBOREM; CAIXETA,
2009). Outras vantagens apresentadas por estddipmarcador em relacao
aos demais € que sao marcadores co-dominantedial@iobs e fornecem
um elevado nivel de informacdo genética por lot&made ocorrerem em
alta frequéncia e possuirem distribuicdo aleatdos genomas eucariotos
(GUIMARAES et al., 2009), o que permite uma ampihartura do genoma

gue esta sendo estudado.
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Justamente devido ao alto nivel de informagéo genépresentada
pelos microssatélites, estes tem sido empregado fper de se distinguir
germoplasmas muito relacionados, e ainda obtermpdiismos em
populagbes multiparentais e naquelas derivadasiltlidds de genotipos
relacionados. Essa alta variabilidade observadwteste tipo de marcador
altamente recomendado para mapeamentos genéticos.

Devido a sua alta repetibilidade quando comparama outras
metodologias, 0 uso de marcadores microssatélaesditd a troca de
informacdes entre diferentes grupos de pesquisaju® possibilita a
associacdo destes grupos em pesquisas relacionadas.

Os marcadores de microssatélites tém sido Utedsgpmtegracdo de
mapas genéticos e fisicos, além de, simultaneamendg@orcionar aos
melhoristas e geneticistas uma eficiente ferrampata conectar variacoes
fenotipicas e genotipicas. Entretanto, pelo fatm deijao ter um genoma
pequeno, os microssatélites ndo tém identificadompdismo suficiente
para o mapeamento dos marcadores, quando se mtilom genitores
selecionados, tipicamente empregados nos prograteasnelhoramento
(PEREIRA et al., 2007). Entretanto, quando o SSBeétificado préximo
do alelo de interesse, ele € um marcador ideal yggrana selecao assistida
(SAM).

2.4.2 Selecao assistida por marcadores moleculares parana

caracteristica de interesse

O uso de marcadores moleculares para a selecaetinadie um
determinado carater de interesse é denominado dselagsistida por
marcadores moleculares (SAM). Para que seja péssiveo da SAM no
processo de melhoramento genético de uma dadaiespé@ecessario que
primeiramente o gene/QTL responsavel pelo contdalecaracteristica de

interesse tenha sido identificado ou mapeado, egiséam marcadores que
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permitam observar a presencga dos alelos de inteesssum dado individuo
(BOREM; CAIXETA, 2009).

Além dos pressupostos anteriormente citados oaBpsctos devem
ser levados em conta, como a hatureza genética adacteristica
(quantitativa ou qualitativa), 0 modo de acdo g&na efeito do gene na
expressao do fendtipo, a complexidade da avalitegémiipica e a eficiéncia
do marcador para discriminar a caracteristica (M@ER& al., 2003). A
SAM tem sido recomendada em casos em que a dess@airdo fendtipo é
complexa, ou possui custos elevados; e em situamids é necessaria a
destruicao das plantas.

De acordo com Collard e Mackill (2008) dois pasdesem ser
tomados antes da utilizagcdo de determinados QTLgregramas de selegéo
assistida: a confirmacédo e validacdo do QTL. A icordfcdo do QTL é
necesséria pois a posicdo deste e o0s seus efeitlessnpser imprecisos
devido a fatores como, por exemplo, problemas desaagem A etapa de
validac@o corresponde basicamente a verificacaefeito de determinado
QTL em populacdes diferentes daquela utilizada pssaa identificagéo, e
assim, consequentemente determinar a sua utilidexleprogramas de
selecdo assistida.

O uso da selegcdo assistida por marcadores molesulpode
economizar tempo e dinheiro em programas de matierh,
particularmente quando a fenotipagem da caradteristonsome muito
tempo, é cara e erréatica. Bernardo (2008) apordaogganho por unidade de
tempo ter4 seu maior impacto se o0 uso de marcadedexir 0 tempo
necessario por ciclo de selecdo ou aumentar o wideeciclos de selecao
por ano. Ja Concibido, Diers e Arelli (2004) obaesyn que 0 uso da SAM
reduziu o custo e 0 tempo necessario para a a&alida resisténcia ao
nematoide do cisto em soja em relacdo a selecatfara.

Marcadores co-dominantes, como 0S microssatélapsesentam
vantagens na selecdo indireta para alelos recessiomo é o caso do alelo

para o escurecimento tardio de gréos, uma vez quparér dos
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microssatélites € possivel detectar estes alefp®ader a selecdo apenas
daqueles gendtipos que os apresentam. Assim aagéb destes tipos de
marcadores permitiria a fixacdo de alelos recessijdo nas primeiras
geracbes do processo de melhoramento da espéajgassibilitando assim
o direcionamento das atenc¢des dos melhoristasopénas caracteristicas.

A selecdo com o auxilio de marcadores molecularasa p
caracteristicas simples tem grande utilidade quastné de dificil medicao
ou guando se deseja selecionar diversas caracsigtimultaneamente,
como é o caso da piramidacdo de genes. O uso egasehssistida por
marcadores moleculares apresenta algumas vantagemnslacdo a selecao
fenotipica, como: a possibilidade de se efetuarekec8o de plantas
individuais e em fase de desenvolvimento precaeejtas fases deeedling
(COLLARD; MACKILL, 2008).

O uso de marcadores moleculares para a selecaovaetadjoso
quando o loco de interesse e o marcador estiveoetaniente ligados e
ainda quando forem usadas as primeiras geracosggiegacao para se
proceder a selegdo, evitando assim a recombina¢éoleco e marca (LEE,
1995). Segundo Collard e Mackill (2008) os marceadoutilizados em
trabalhos de selecdo assistida devem estar intintamelacionados ao loco
de interesse, de acordo com estes autores taisatioaes devem estar
ligados a uma distancia menor que 5 cM do loco aestdo para que se
tenha uma maior confiabilidade em seu uso. ConfoesEs mesmos
autores, a utilizacdo de marcadores flanqueandermdigiados locos de
interesse também contribuira para aumentar a dolifiade para se predizer
o fendtipo.

Lande e Thompson (1990) modelaram a eficiéncia A& $i0
melhoramento de uma caracteristica. Eles observagme para
caracteristicas com herdabilidade igual a 1 (sitoa@mn que toda a variacdo
fenotipica é totalmente devida a variacdo genéta#@ndtipo do individuo
prediz perfeitamente o seu valor genético, logo hdovantagem na

utilizacdo da SAM se comparada a selegéo fenotipiegém ficou provado
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gue para valores mais baixos de herdabilidade,ic@émfia da selecéo
assistida por marcadores moleculares pode supkstlecao fenotipica.

A SAM apresenta-se como uma alternativa eficieara permitir a
selecdo precoce de caracteristicas de baixa hkdddei. Assim, a selecdo
em geracoes iniciais do processo de melhoramemntoitpéa que um maior
namero de progénies fosse avaliado, uma vez queekatdo diminuiria o
namero de plantas analisadas por populacao.

A SAM é mais eficiente em geracdes iniciais de cileentre
progénies de cruzamentos provenientes de linhaggéntdcas (RIBEIRO et
al., 2009; STROMBERG; DUDLEY; RUFENER, 1994)), poiwestas
geracbes a herdabilidade € baixa por causa doatimithnimero de
repeticoes, e o desequilibrio de ligacdo € altoLEBNER; MACKAY,
1996).

Liu, Zhu e Lu (2004) demonstraram através de sigiida de
diferentes estratégias de sele¢cdo que a SAM ngem®iitiu altos ganhos
com a selegdo, como também aumentou muito a freguée gendtipos
superiores, quando comparada com a selecéo fertipntretanto, a SAM
foi eficiente em todas as geracBes embora sua gemtaom relagdo a
selecdo fenotipica tenha diminuido com o avanco desacdes de
autofecundacédo. Assim, recomenda-se associar ar@sMjeracoes iniciais
do programa de melhoramento, @ Fz) a selecdo fenotipica nas geracdes
mais avancadas (acima de),Fa fim de se obter maior eficiéncia no

programa.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de conducédo do experimento

O experimento foi conduzido na area experimentad éaboratorio
de genética molecular do Departamento de Biologiblmiversidade Federal

de Lavras, em Lavras, Minas Gerais.

3.2 Material vegetal

O material utilizado no experimento € oriundo dazeamento entre a
cultivar BRSMG Madrepérola e a linhagem RP-2. Aticat BRSMG
Madrepérola foi desenvolvida pela EMBRAPA Arroz &j& em parceria
com a EPAMIG, UFLA e UFV, e apresenta como prinsigaracteristicas o
tipo de gréo carioca e o escurecimento tardio déssg(CARNEIRO et al.,
2012). Além disso, apresenta resisténcia ao viousndsaico comum do
feijdo e a varias racas de antracndSellétotrichum lindemuthianum A
cultivar BRSMG-Madrepérola, foi obtida a partir douzamento entre as
linhagens AN 512666-0 e AN 730031. A linhagem RPe3sui grao tipo
carioca e escurecimento precoce dos grdos (ARAUBRAMALHO;
ABREU, 2012), sendo oriunda do programa de seles@mrente para porte
do feijoeiro da UFLA..

As sementes jFforam obtidas a partir de cruzamentos feitos no
campo experimental do Departamento de Biologia EeAJe a partir destas
foram obtidas as sementes. Para se determinar quais plantagseFam
provenientes do cruzamento, j4 que fenotipicamelatg ndo poderiam ser
diferenciadas, pois ambos 0s genitores apresentdm dp tipo carioca,
utilizou-se marcadores moleculares do tipo SSRnubficos para os
genitores para se fazer a distingdo das plant@sdas plantas oriundas de

autofecundacéao.
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Uma vez definidas quais eram as plantaslfeve-se as sementes
F,, as quais foram plantadas em campo. Posteriormenén tomadas 190
plantas k que tiveram seu DNA extraido. Das plantasobtiveram-se as
progénies ks e posteriormente as sementes fue foram utilizadas no
presente trabalho.

Em todas as geracbes a semeadura foi realizadaaeogc com
espacamento entre linhas de 50 cm, sendo a deasiitademeadura por
metro linear de 15 sementes. Na semeadura, a adubélizada foi de 300
kg/ha da férmula 8-28-16 (N:Bs-K,O, respectivamente) e,
aproximadamente, vinte dias apds a emergéncia ldatap foi efetuada a

adubacédo de cobertura com aplicacdo de 150 kg/balfdto de amonio.

3.3 Avaliagéo do escurecimento de grao

Apos a colheita das sementes, Festas foram mantidas no sol por
um periodo de seis horas afim de homogeneizar alad®i dos graos
(SILVA et al., 2008). Os graos secos mais uniforaesada progénie foram
armazenados em sacos plasticos com 15 centimetrognoprimento por 9
cm de largura e armazenadas em temperatura amipertiegidas do sol.

A avaliacdo do escurecimento de grdos foi efetuemiaorme
proposto por Silva (2008) onde os tratamentos faraatiados aos 30, 60 e
90 dias apos a colheita. A avaliacdo do escuret¢ordm graos foi feita por
trés avaliadores isoladamente em todas as épagastessaltar que a nota
atribuida por cada avaliador foi considerada coma wepeticdo. Para isto
utilizou-se uma escala diagraméatica de notas ptagms Silva et al. (2008)
que varia de 1 a 5 (Figura 1) onde: 1- Cor do fuddardo muito clara; 2-
Cor do fundo do grdo mediamente clara; 3- Cor amldudo gréo clara; 4-
Cor do fundo do grdo mediamente escura; 5- Coruddd do grdo muito

escura,
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Figura 1 Escala de notas utilizada para a avaliagh@scurecimento de
gréos (SLVA et al., 2008)

3.4 Extragdo e quantificagdo do DNA

Foi extraido o DNA de 190 plantas & de seus genitores de acordo
com metodologia modificada de Pereira et al. (20080 o processo de
extracdo dos DNAs ocorreu no Laboratério de Geadfiolecular da UFLA
no Departamento de Biologia.

Para se proceder a extracdo do DNA coletou-se Ag @ folhas
jovens de cada planta.FAs folhas foram maceradas em almofariz com
nitrogénio liquido, adicionadou-se 10 ml de tamgéextracao e 20 pl e
mercaptoetanol ao macerado. O tampao utilizadaupess sua constituicao
2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8,0), 1,4M de NaCll% de
polivinilpirrolidona (PVP). ApGs a mistura dos reages ao macerado, o
material foi transferido para tubos Falcon os gt@@m mantidos em banho
maria por 30 minutos a &5. Depois deste periodo de tempo adicionou-se

aos tubos 10 ml de cloroférmio:alcool isoamil (34:1
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Posteriormente os tubos foram centrifugados anatagdo de 4000
rpm por 10 minutos. Coletou-se o sobrenadante de ¢abo, que foi
transferido para tubos de ensaio com 30 ml de El8B®: acetato de
amoénio 7,5M (6:1), que foram armazenados em unedredurante uma
noite para que os acidos nucleicos precipitassem.a€dos nucleicos
precipitados foram coletados e transferidos pabastude microcentrifuga
Eppendorf onde foram centrifugados, secos e reidost com 300ul de
tampéo TE (1mM de TRIS + 0,1 mM de EDTA).

Apds o0s passos anteriores procedeu-se uma segutrdgdo com
fenol:cloroférmio:alcool isoamil (25:24:1), que fadicionado aos tubos na
mesma propor¢cado do TE. Efetuou-se uma nova cegeigiio a 10.000 rpm
por 5 minutos e o sobrenadante foi novamente duet& transferido para
um novo microtubo, ao qual foi adicionado 300ul dieroférmio:alcool
isoamil (24:1) e procedeu-se uma nova centrifugaGicobrenadante foi
novamente coletado, colocado em um novo microtoebgual foi adicionado
alcool 95% : acetato de sodio 3M (20:1) e todosmosrotubos foram
armazenado por uma noken um freezer para que o DNA precipite. Apos
este Ultimo passo os microtubos foram centrifuggdos minutos a 10.000
rpm e descartou-se a fase aquosa mantendo no micrapenas pelletque
foi seco a temperatura ambiente e reidratado cdanl3fe TE.

A quantificacdo do DNA foi feita em gel de agarddsé, onde
aliguotas dos DNAs extraidos foram aplicados juetes com 5ul déow
DNA Mass Ladder (Invitrogen) como padrdo para se determinar a
concentracdo dos DNAs. ApoOs a quantificacdo, dibeilos DNAs para a

concentracao de 10 ng/pl em agua bidestilada.
3.5 Amplificacdo dos marcadores moleculares e andlisenegel
Foram utilizados os marcadores microssatéliteadtig aos alelos

gue determinam a velocidade de escurecimento aoodptidos por Couto et

al. (2010) e Felicetti et al. (2012) (Tabela 1)ps marcadores ligados a
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QTLs relacionados ao tempo de coccgéo de feijadifammios por Garcia et

al. (2012).

Tabela 1Primersde microssatélites ligados ao escurecimento ta@igraos
e ao tempo de cocgéo

Temp. de Referéncia do Marcador
Primer anelamento
(°C)

PVESTBR-98 55-55 Couto et al. (2010)
PVM02 TC116 55-55 Couto et al. (2010)
PV 176 55-55 Couto et al. (2010)
Pvsd1157 57-57 Felicetti et al. (2012)
Pvsd1158 57-57 Felicetti et al. (2012)
Pvsd0028 57-57 Felicetti et al. (2012)
BM200 58-60 Garcia et al. (2012)
BM 202 58-60 Garcia et al. (2012)
PVESTBR270 60-60 Garcia et al. (2012)
PvM34 55-55 Garcia et al. (2012)
IAC28 48-48 Garcia et al. (2012)
PV 131 58-60 Garcia et al. (2012)
PV 141 55-55 Garcia et al. (2012)
X04001 55-55 Garcia et al. (2012)
X 13329 58-60 Garcia et al. (2012)
PVESTBR_272F 60-60 Garcia et al. (2012)
X80051 46-46 Garcia et al. (2012)

Inicialmente estes marcadores foram testados eosoges das

progénies, a fim de se observar ocorréncia de pdismo de cada

marcador. Aqueles marcadores microssatélites pditnd foram testados

nas progénies. As reacdes de amplificacdo do DNAOm&Eo foram

preparadas conforme descrito por Carneiro (2008)e doram misturados

0S seguintes reagentes nas seguintes concentrafdeg.de DNA, 10@M

de cada um dos dntps, 1U de taq DNA polimerasgdanicomposto de 50
mM de TRIS pH 8,3, 20mM de KCI, 2mM de MgC10ug de BSA, 0,25%

de Ficol 400, 10mM de tartrazine) e 4gua pura. {Drwe final para cada

reacao foi de 14d. Cada reacédo foi realizada em microtubos de 0,2mm
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termocicladores, por meio dos seguintes prograomaa:etapa de 2 minutos
a 94C, para a desnaturacédo inicial do DNA, seguida 2iei8los, sendo
cada um destes constituidos por 20 segundoS@ Bdra a desnaturacgéo, 20
segundos para o0 anelamento ddmer, cujas temperaturas variaram
dependendo dprimer testado (50 a 6€C), e 20 segundos a 7€ para o
elongamento da cadeia de DNA. Apés os 32 cicloss ouzatro minutos a
72°C para a extensdo final das cadeias.

Os produtos da amplificacdo foram separados mtrofbrese, em
gel de poliacrilamida 6% nao desnaturante, quarfararados com nitrato

de prata 1%.
3.6 Andlise dos dados

Os dados obtidos da avaliagdo fenotipica paracoresmento de
grdo foram submetidos a andlise de varidncia ngransa SAS (SAS
INSTITUTE, 2013).

A andlise por época de avaliagéo (30, 60 e 90apas a colheita)
seguiu o seguinte modelo estatistico, referentmadelo de analise para o

delineamento em blocos inteiramente casualizados:

Y= W +tgtate;
Onde:
Yik: Observagdo do tratamento “i" feita pelo avaliadgt
(i=1,2,..,192; =1,2,3);
K: Média geral do experimento;

gi: Efeito do i-ésimo genétipo, senge-N(Djéj :

a: Efeito fixo do j-ésimo avaliador onde j=1, 2, 3

g;: Erro experimental associado a observagﬁcsefndc-eirN(D:nﬁj;
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A analise conjunta de todas as épocas foi feitarsByo seguinte
modelo estatistico, similar ao modelo utilizadogpamandlise de variancia do

delineamento experimental de parcelas subdividdempo:
Y= W + grg+d+agitad+gdi+e;

Onde:

Yii: Observagéo referente a progénie “i” feita pelaliador “j” na
época “I" de avaliacao (i=1, 2, ..., 192; j=1, 2|31, 2,3);

K: Média geral do experimento;

g: Efeito do i-ésimo genotipg,~N(0.03);

a: Efeito fixo do j-ésimo avaliador;

d: Efeito fixo do I-ésimo tempo de avaliacao;

gd;:Efeito da interagéo do i-ésimo genoétipo com oitréstempo de
avaliagdogd ~N(0.7);

Erro A: Efeito da interacdo entre o i-ésimo ggubte o j-ésimo

avaliadorag;~(0. uj;j;

Erro B: Efeito fixo da interacdo entre o j-ésimaléador e a |-ésima
época de avaliacao;

Erro C: Erro experimental médio associado a olagéiw
Y, e5~N0.03);

O esquema da analise de variancia e as respeety&sancas do

guadrado médio encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 Esquema da analise de variancia por égecavaliacdo e da
andlise conjunta e esperancas do quadrado médio
Analises Individuais

FV QM F E(QM)
Genétipos (P) QM1  QM1/QM3 0 TAT;
Avaliador (A) QM2  QM2/QM3 o2+ @
Erro QM3 - ol
Andlise Conjunta dos Tempos de Avaliacdo
FV oM F
Progénies (P) QM4  QM4/QM6 oz +Ecp, 4 *EAGH
. s ¥;(aa)
Avaliador (A) QM5  QM5/QM6 U;—Ecrpﬂ—EN—A N
EmoA(AXP) QM6 - 02+EGg,4
Epoca (E) QM7  QM6/QM9 ;—AE@
. ¥a(adj-ad)y
EroB(AXE) QM8 QMS/QMI10 U;—N%
PXE QM9  QM9/QM10 02 tAGE g
Erro C QM10 - o2

*Onde: A refere-se ao nimero de avaliadores; N @oemo de progénies e E ao
namero de épocas de avaliagao.

Foi efetuado o teste de agrupamento de médiascda-khott
(SCOTT; KNOTT, 1974) a 5% de probabilidade, pata istilizou-se o
programa estatistico GENES (CRUZ, 2013).

3.7 Andlise de associacdo por marca simples

Foram realizadas andlises de associagéo por maipkes por meio da
comparagao entre médias entre 0os genoétipos apadsesnpor cada progénie
para cada marcador (MM, Mm, mm) para verificar s marcadores
utilizados realmente encontravam-se ligados aos sQddntroladores do
escurecimento de grdos nas progénies avaliadas, igtar procedeu-se a
analise da maneira proposta por (SCHUSTER; CRUZ4R2® esquema da
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andlise de variancia de associa¢do por marca smplee ser observado na
tabela 3.

Tabela 3 Resumo da andlise de variancia para efo@rgo de grdos em
feijdo das progénies avaliadas para cada marc#tivado

FV GL QM F
Gendtipos 2 QMgendtipos/ QMErmrc
Aditvo 1 (MM-mm)’ QMA.ditivo/QMErro
Dominante 1  [Mm-(MM-+mm)/2]° QMDominante/QMErro
Erro N-3
Total N-1

N= Numero de progénies avaliadas
MM, mm= Gendtipo homozigoto para um dos alelos @wcador
Mm=Gendtipo heterozigoto para os alelos do marcador

Também foi estimado o coeficiente de determina¢®) para cada
marcador a partir da soma de quadrados de gend&iposal segunda a

seguinte expressao:

2 SQGendtipos
~“sqtoml * 0
Onde:
SQGenotipos: Refere-se a soma de quadrados deipgenpara cada
marcador;

SQTotal: Soma de quadrado total de cada marcador;
3.8 Estimativa de precisédo experimental

Como estimativa da precisdo experimental foi esfena acuracia
seletiva (RESENDE; DUARTE, 2007). Na Tabela 4 psdever a
classificagdo da precisdo experimental de acordo eoestimativa da

acuracia seletiva.
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Tabela 4 Classificagcdo da precisdo experimentalcdedo com a estimativa
da acurécia seletiva

Valor da acuracia seletiva Classificacdo da precisa
09-1 Muito alta
0,7-0,89 Alta
0,5-0,69 Moderada
0,1-0,49 Baixa

Fonte: Resende e Duarte (2007)

A acurécia foi estimada de acordo com seguintenasir:

o, =VI-TF

Onde:
F: Corresponde ao valor do teste F de SnedecoopEfkito de

tratamentos (progénies) da analise de variancia.

3.9 Estimativa das herdabilidades

Foram estimadas as herdabilidades no sentido aanpéus limites
de confianca para a avaliagdo do escurecimento itsremtes épocas e
considerando todas as épocas conjuntamente, santin@lo de confinaca
estimados segundo a proposta por Knapp, Stou®(R885).

As herdabilidades no sentido amplo foram estimaéaascordo com

a seguinte equagao:

=
mokd
Il
bl

Foi utilizada a esperanca do quadrado médio parastmar a
variancia genéticéo) e a variancia fenotipio@ ?),:

a) Andlise por época de avaliacao:
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7 QALK

b) Andlise englobando todas as épocas de avalsgidtaneamente:

3 JM4-UNE
P EA

Os intervalos de confianga foram estimados fazesedo- uso das
expressoes (KNAPP; STOU; ROSS, 1985):

a) Intervalo por época de avaliagéo:

L= {1 - [(%:l F(10/,GLExo ;GLaeno'tipus]] ’ 3

Ls= {1 - [(%) Ffuf.‘E;GL Erm :GL Genaﬁpusj] -l}

b) Intervalo da analise envolvendo as trés épocasalagio:

QM4 =
L= {1 - [ ﬁ) Flre,GrexacL Gmaﬁp-:sjl] }

Q14 -1
L5= {1 - [(ﬁ) F[uf.f:_ :GL PxA ;GL Geanctip -:-sjl] }
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3.10 Estimativa do ganho com a selecéo

O ganho com a selecdo para o escurecimento defgjréstimado
por época de avaliagdo e considerando-se todgmaastem conjunto. Para

o célculo foi utilizada a seguinte expressao:
GS=dsx h;

Onde:

ds: diferencial de selecé@o, que é dado pela diferela média das
progénies selecionadas pela média geral do expsioneem intensidade de
selecéo de 10%;

h2: herdabilidade no sentido amplo do carater enstgoe
3.11 Eficiéncia da SAM

A eficiéncia da selecado assistida por marcadoeaulares para a
velocidade de escurecimento de gréos de feijdoeftimada de duas
maneiras. A primeira foi a partir da expressao pstg por Hamblim e
Zimmermann (1986):

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

M: Numero total de progénies selecionadas feraatipente;

Tal estimativa mediu a porcentagem de progéniesiespadas com
base nas informagbes moleculares em relacdo abd detaprogénies

selecionadas. O valor estimado da eficiéncia sé&amo quando o numero
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de progénies selecionadas com o marcador for @ualimero de progénies
selecionadas apenas a partir da sele¢éo fenotgeera minima quando as
progénies selecionadas com o marcador ndo coiesidicom aquelas
selecionadas fenotipicamente.

Vale ressaltar que para a estimativa da eficiéteiselecéo assistida
através da expressdo de Hamblin e Zimmermann (ffe8&n levados em
conta todos os marcadores, ou seja, foram selaetmenaqueles gendtipos
que apresentaram o0 maior nimero de marcas faveravei

O segundo modo sutilizado para se constatar #mdia da selecao
assistida pelos marcadores moleculares em comparagd a selecdo
fenotipica foi o indice para a selecdo assistiipr@posto por Stromberg,
Dudley e Rufener (1994). Deve-se ressaltar que pastimativa de | foram
utilizadas as 190 progénies. O vetor com os valdeeéndice | para cada

uma das progénies, foi estimado seguindo a segexptessao:

I=FQ

Em que:

F: Corresponde a matriz com “n” linhas (nUmerdateilias) e “m”
colunas (numero de marcadores), onde o valor da gadgénie para
determinado marcador correspondeu a nota médiadies tos individuos
gue apresentaram o mesmo genotipo do marcador Wivgu mm);

Q: E um vetor coluna de pesos associados com cedaador
utilizados com “m” linhas;

O peso associado a cada marcador (Q) para seaestiindice de
selecdo considerado foi o valor da estatisticatidaba partir da analise de
associacdo por marca simples para cada marcador.

De posse dos valores de | para cada progéniedtiaafa a selecéo

daquelas que apresentaram os menores valores de |.
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Posteriormente foi estimado o ganho com a seldgd@@0 melhores
progénies com base no valor de |. Para isto ragbeouma analise de
regressao multiplastepwis®& com os marcadores utilizados, utilizando-se o
programa SAS (SAS INSTITUTE, 2013), para que serohtestimativa do
RZ, (coeficiente de determinacdo da regressdo com mesenformacoes
moleculares) que foi utilizado na estimativa dohgaasperado com a SAM.
O ganho estimado com a SAM foi obtido através do da seguinte

expressao:
GSsan dsyxRey

Onde:

ds,,. Diferencial de sele¢éo, dado pela diferenca extnmédias das

progénies selecionadas pelo indice de sele¢do @) reédia geral das
progénies, com intensidade de sele¢do de 10%;

RZ.: E o coeficiente de determinagao.

Posteriormente, o ganho obtido com a SAM foi caiaga com o
ganho obtido com a seleg&o fenotipica com o prtpds se observar qual
método foi mais eficiente para a selecdo de pregfmara o escurecimento

tardio de graos. Para isto utilizou-se a seguigt@gio:

_G’SE.'«'-':- S AN

E.f’l:-R— GS%g X100

Onde:

GS%gay Ganho com a selecédo das 20 melhores progénieadsas

no indice de selecao;

GS%p: Ganho com a selecdo das 20 melhores progénieadsas

apenas em informacdes fenotipicas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise fenotipica para o escurecimento de gréaos

O resumo das andlises de variancia efetuadas catados obtidos
por época de avaliacdo (30, 60 e 90 dias apés leitl podem ser
observados na Tabela 5. Utilizando-se a acuralgtiveecomo estimativa de
precisdo experimental por época, conclui-se quee@géio obtida foi muito

alta, atingindo valores similares ao obtido por RO, 2012).

Tabela 5 Resumo das andlises de variancia paraémta de avaliagéo,
com meédias gerais por avaliagdo, estimativa daabdidiades (h?) e
seus intervalos de confianga (LI, LS), acuraciatsel () € ganho
com a selegéo (GS%)

30 Dias 60 dias 90 dias
FV GL QM
Avaliador 2 20,611 22,0364 2,4184
Genotipos (191)  1,8207 1,8434 2,1613
Progénies (P) 189 1,8206 1,8537 2,1655
Genitores(G) 1 0,6666° 1,5 2,6666
Pvs G 1 2,8948 0,2375%° 0,8684
Erro 382 0,2441 0,2598 0,1897
Média Progénies 2,9684 2,9666 3,2842
Média BRSMG? 3,3333 2,6666 3
Média RP-2 4 3,6666 4,3333
h2 0,8658 0,859 0,9122
|C2 (0,8275-0,894) (0,818-0,889’ (0,887-0,931)
Tsg 0,9305 0,9268 0,9551
CV% 16,64 17,18 13,26
GS% 28,57 37,67 44,98

“™ Significativo a 5% e 1% de probabilidade respeactigate pelo Teste F;
"> N&o significativo pelo Teste F;

"Cultivar BRSMG Madrepérola;

3 Ganho com a selecdo das 20 melhores progénies;
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Observou-se a ocorréncia de diferencgas signifiaat(f?P<0,01) entre
0s gendtipos avaliados, o que indica a possibéiddel se obter gendtipos
promissores com a selecdo daqueles com escureoirdengrdos tardio.
Considerando o contraste entre as médias dos genioas progénies, nas
avaliacOes efetuadas 60 e 90 dias apds a colpeila;se notar na Tabela 5,
a predominancia da interacdo aditiva para o cantdol carater, devido a
baixa magnitude do quadrado médio do contrasterelagdo aos genitores,
percebe-se que para na primeira avaliacdo eles g#odiferiram
estatisticamente quanto ao seu comportamento, yebrante devido a
capacidade deles se manterem durante o primeirodm@&mazenamento
um gréo com boa aparéncia no que diz respeitoratecam estudo. Ja para
as demais avaliacoes tal diferenca no escurecingentiservada, indicando
assim que as linhagens diferem na velocidade dgrezsmento do gréo.
Assim, novamente para o contraste média dos gesitmwmparada com a
média das progénies, na avaliacdo aos 30 diagnakgprogénies tiveram
maior escurecimento do que o genitor de escuretarEecoce, gerando a
significAncia do contraste.

Como era de se esperar, € notorio a tendénciacdeeeBnento dos
grdos com o passar do tempo. Isto pode ser congwoanalisando-se o
comportamento das médias de acordo com a épocavalmcdo. Tal
fendbmeno ocorre devido ao acumulo de compostovatkrs de reacdes
metabdlicas, principalmente aquelas ligadas asOesagle oxidacdo de
compostos fendlicos por enzimas do grupo das polifxidases e das
peroxidases (MOURA et al., 1999; RIOS et al., 2@RI2VA, 2008).

A magnitude da herdabilidade estimada para cadeaép® avalicdo
pode ser considerada alta, e reflete a grandebiladéde existente para o
carater velocidade de escurecimento de graos deatpmpulacdo avaliada.
O valor estimado das herdabilidades nas trés g@ala sdo sempre
positivos e similares aos estimados observadositexatura (ARAUJO;
RAMALHO; ABREU, 2012; SILVA et al.,, 2008), indicandassim a

possibilidade de um elevado ganho com a selec@earater em questao
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através da selecdo das progénies que apresentatuor desempenho na
avaliacdo, o que pode ser observado na Tabela €al@®s calculados para
os limites superiores e inferiores dos intervalas abnfianca para a
herdabilidade sdo sempre positivos e com pequepétade, o que indica

que a estimativa da herdabilidade difere de zemesa herdabilidade foi

estimada com uma precisdo alta, ou seja, com unepecerro associado a
estimativa (RAMALHO et al., 2012).

A herdabilidade da avaliagdo aos 90 dias de armaazemto é de
maior magnitude dentre as avaliacdes feitas, indicassim que a selecdo
das melhores progénies sera mais eficiente ao$a80dd armazenamento,
embora a selecdo ja possa ser efetuada a parpirirdaira avaliacdo, uma
vez que nestas avaliagbes a herdabilidade do cgéaté superior 0,70
(SILVA et al., 2008). Este alto valor observado 80sdias pés-colheita é
devido a maior facilidade de discernir as progéujes apresentam gréos
com o tegumento mais claro daqueles de tegumentis escuro e
consequentemente diminuir a taxa de erro durané®adiacdo, o que é
dificultado nas avaliagbes anteriores, uma vez guavaliacdo é feita
visualmente. Um modo de se avaliar grdos num quetéodo de tempo e
obter herdabilidades semelhantes as obtidas 90apiés a colheita, seria
utilizar a metodologia proposta por Junk-Knievedndenberg e Bett (2007),
que consiste em submeter os graos colhidos a &adisdtravioleta, que ira
acelerar o processo de escurecimento dos graos.

Visando-se determinar a coincidéncia das melhgraxménies
selecionadas aos 30, 60 e 90 dias ap0s a colf@itestimado o indice de
coincidéncia de Hamblin e Zimmermann (1986) par8@@aprogénies com
melhor desempenho por avaliagdo efetuada (TabelaOS§) resultados
demonstram uma boa coincidéncia entre as progéalesionadas aos 30 e
60 dias de armazenamento em relacdo as progéfeéesradas aos 90 dias
de armazenamento, embora a coincidéncia entreogémnies selecionadas
nas duas primeiras épocas de avaliacdo seja meyop @ode ser

observado. Isto permite concluir que a selegdo gedefetuada a partir de
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30 dias de armazenamento, corroborando assim coqueo foi dito
anteriormente. O mesmo indice foi estimado complraam selecdo das
progénies por época com a selecdo a partir dasamétitidas na analise
conjunta de todas as épocas, e notou-se que dd&inia foi a mesma para
a selecdo aos 30 e 60 dias, 0,7543, enquanto gaa palecdo aos 90 dias a
coincidéncia estimada pode ser considerada comdo malia, 0,9298,
indicando assim a superioridade da selecdo ao$a80dd armazenamento
quando comparada com as médias obtidas da andfigeta. Logo, embora
seja possivel a sele¢do a partir dos 30 dias dazeamamento, recomenda-se
proceder a selecdo apenas apds os 90 dias, afsa deitar uma possivel

perda de gendtipos superiores.

Tabela 6 indice de coincidéncia de selecdo daseB@omes progénies nas
trés épocas de avaliagdo

60 90
30 0,6491 0,7192
60 0,7192

Os resultados obtidos a partir da andlise de v@daconjunta de
todas as épocas encontram-se na Tabela 7. Obsgrearso nas andlises
individuais por época de avaliagdo, uma alta acurseletiva, indicando
uma alta precisdo experimental. A acuracia selefiwacorrelacdo entre o
valor genotipico estimado com o valor genotipicadadeiro do individuo
(RESENDE; DUARTE, 2007). Assim, de acordo com aliseaos valores
genotipicos obtidos sdo proximos aos valores geinof verdadeiros, uma
vez que a acuricia estimada indica uma correlag@seqperfeita entre
ambos. Logo, a selecdo com base na média da acéligenta € a mais

confiavel, dentre as médias obtidas em cada émasaliacao.



45

Tabela 7 Resumo da analise de variancia conjunteodies as épocas de
avaliagdo, incluindo as médias gerais das avaléaedds genitores,
herdabilidade (h2) e seu intervalo de confianca) Cacuracia

seletiva (g

FV GL QM F
Avaliador 2 15,5978 58,59
Genotipos (191) 5,3650 20,15
Progénies (P) 189 5,3808" 20,21
Genitores (G) 1 4,5 16,90
Pvs G 1 3,2462 12,19
Erro A (Avaliador x Genétipos) 382 0,2662 -
Epoca 2 19,176 89,69
Avaliador x Epoca (Erro B) 4 14,609 -
Epoca x Genotipos 382 0,23*® 1,08
Erro C 764 0,2137 -
Média Geral 3,073
Média Madrepérola 3
Média RP-2 4
h2 0,9542
IC (0,9411-0,9641)
CV% 15,04
P 0,9783

” Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F
"S N&o significativo pelo Teste F

Como era de se esperar 0s gendtipos avaliadogiratifie
significativamente (p<0,01), com destaque pararagémies avaliadas que
apresentaram um alto nivel de variabilidade enireosque pode ser
observado pelo valor da estatistica F explicitaald @bela 7. A variabilidade
existente entre 0os gendtipos avaliados pode seprowada a partir da alta
estimativa da herdabilidade obtida, que foi estemedm um pequeno erro
associado, uma vez que seus limites de confiartéa esuito proximo da
estimativa. Assim, é esperado a ocorréncia de soice®n a selecdo das
melhores progénies e ainda um grande ganho comeghsdenotipica para

o carater.
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A elevada heterogeneidade observada entre asnpesgé o alto
valor da estimativa da herdabilidade, ocorreramddea ndo significancia
da interacdo Gendtipos X Epocas, que indica qugeostipos avaliados
apresentaram comportamentos coincidentes nas ri#ereépocas de
avaliacdo, o que também foi constatado por AraRamalho e Abreu
(2012).

Com o intuito de se determinar quais eram os gmgtom melhor
desempenho para o carater escurecimento de gf@tsolese o teste de
agrupamento de médias de Scott-Knott (SCOTT; KNOIY74) com as
médias obtidas a partir da andlise conjunta destadaépocas de avaliacéo.
Com base na divisdo das médias em grupos sigivhoaente diferentes de
acordo com o teste, foi plotado um grafico na qualkixo das ordenadas
encontra-se 0 0s grupos determinados pelo teste @xo das absicissas
encontra-se o numero de progénies (Figura 2).1® tlesScott-Knott dividiu
as progénies em oito grupos estatisticamente difiese Observando-se as
médias apresentadas pelas linhagens parentaidetaTapode-se notar que
0s genitores foram contrastantes entre si, umaguezo genitor BRSMG-
Madrepérola pertence ao grupo D, enquanto a limhagB-2 ao grupo G.
Nota-se também a ocorréncia de progénies com cdampento superior ao
genitor mais favoravel, no caso a cultivar Madrefagrindicando assim a
possibilidade de se obter linhagens que apresem&suurecimento de graos
mais tardio que a cultivar Madrepérola, que é ésfela neste quesito
(CARNEIRO et al., 2012).
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Figura 2 Distribuicdo das médias dos gendtiposadas, pelo teste de Scott
Knott a 5% de probabilidade

Observando-se a distribuicdo das médias e seluionse as
progénies com média inferior a 2,6 (consideradamocgrogénies de
escurecimento tardio) pode-se notar que a freqaétestas € de 26,04%,
muito proximo do que é esperado para a segregacBerdnca monogénica,
0 que também foi constatado por alguns autores (AR RAMALHO;
ABREU, 2012; SILVA et al., 2008). Outro fator qupoata para a possivel
heranga monogénica do carater é a alta herdalligastimada, o que é
comum para caracteres de controle genético cono baimero de genes.
Embora os resultados do presente trabalho apontaa yma possivel
heranga monogénica, o que se sabe é que o casdtiee@mento de gréos é
controlado por dois genesj @ 0sd, que sao responsaveis por determinar a
tendéncia de escurecimento de gréos e a velocieladgue isto acontece.

Segundo Elsadr et al. (2011) estes dois genes amelmgem, levando a
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ocorréncia de epistasia recessiva, onde o genfjtipcepistatico dos dois
alelos do gensd e condiciona gréos que ndo irdo escurecer. Savsndo
fato de o caréater ser controlado por dois genesscorecimento de graos
ainda é afetado pela acdo de enzimas como as dgsosgrdas
polifenoloxidases e a peroxidases, que atuam od@aompostos fendlicos
presentes na semente, levando ao escureciment@ae (QMOURA et al.,
1999; RIOS; ABREU; CORREA, 2002; MARLES; VANDENBERG
BETT, 2008). Portanto a expressédo do carater esmegnto de grdo € mais
complexo do que aparenta ser, uma vez que Varias moetabodlicas
influenciam para a aceleracdo ou retardamento dwrexsmento da

semente, além do elevado efeito do ambiente.

4.2 Andlise de associagao por marca simples

Foram testados todos os marcadores moleculalasionados a
QTLs obtidos por Couto et al. (2010) e Felicettakt(2012), porém destes
apenas um marcador, o PVMO02TC116, apresentou pdismm para os
genitores e consequentemente para a populacdmaetgeDevido a baixa
quantidade de marcadores polimorficos ligados a Qdhtidos e a alta
correlagdo genética observada entre o0s caractemdecidade de
escurecimento de grdos e o tempo de coccdo (ARAWRIMALHO;
ABREU, 2012), decidiu-se entdo utilizar marcadamdacionados a QTLs
que controlam o tempo de cozimento de gréos idesdiés por Garcia et al.
(2012) para se proceder a selecdo assistida pewaeesnento de graos.
Dentre os marcadores para tempo de coccao testgumsas dois pares de
primers (PV141 e X04001) apresentaram polimorfismo nahaljens
parentais e foram utilizados na genotipagem dalpofia segregante.

Provavelmente o pequeno polimorfismo encontradoreerds
genitores, e consequentemente entre as progéraes, gs marcadores
relacionados a QTLs foi devida a baixa divergémygaética apresentada

entre os dois genitores, j& que ambos apresentaos glo tipo carioca, e
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provavelmente apresentam uma genealogia parecide.ui trabalho

desenvolvido por Cabral et al. (2011) visando deitesr divergéncia

genética entre acessos de feijdo comum cedidoEMBERAPA, cultivares

comerciais e variedades locais, constatou-se utassiahilaridade entre os
acessos cedidos pela EMBRAPA e as cultivares caarc
Coincidentemente as linhagens utilizadas nestaltrabsdo uma cultivar
comercial desenvolvida pelo programa conjunto ddhomamento do

feijoeiro da UFV, UFLA, FAPEMIG e EMBRAPA resultantio cruzamento
de duas linhagens endogamicas da EMBRAPA, a BRSM@répérola, e
uma linhagem, a RP-2, oriunda do programa de seleg@rrente para porte
do melhoramento do feijoeiro da UFLA.

De posse dos dados da genotipagem das progénligadais no
presente trabalho, procedeu-se andlise por pontadie marcador afim de
se certificar que os marcadores moleculares uligaestéo relacionados a
locos que controlam o escurecimento de gréos, [®oa utilizou-se a
metodologia apresentada por Schuster e Cruz (2004 realizar a anélise
por ponto, utilizou-se os dados provenientes darstagyavaliacéo fenotipica
(60 dias de armazenamento), uma vez que o QTL ab @umarcador
PVMO02TC116 esta ligado foi identificado nesta épaeaavaliagdo. Os

resumos das andlises por ponto estéo represemadaela 8.

Tabela 8 Resumo das analises de associacdo pom rsanples dos
marcadores polimoérficos

PV 141 X04001 PVMO02 TC116

FV GL OM F QM F QM F

Genétipos 2 3,5071 6,08 28778 487 15686 26
Aditvo 1 2,0829 36% 34235 58 3,1338 5,19

Dominante 1 3,5512 6,16 3,2185 545 0,0735 0,17

ERRO 189 0,5760 0.5905 0,6043

R2 0,0605 0,0490 0,0267

77X Significativo a 1%, 5%, 8% de probabilidade petstE F
"> N&o significativo pelo teste F
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Pode-se observar, que todas os marcadores ubdizgaresentaram
diferencas significativas para a fonte de variaGa@oétipos, aqui vale uma
ressalva de que para o marcador PVYM02TC116 foifgigtivo apenas a 8%
As diferencas significativas observadas demonstrqoe todos os
marcadores encontram-se ligados a locos relacisnadwelocidade de
escurecimento de graos (SCHUSTER; CRUZ, 2004).

Os resultados explicitados na Tabela 8 evidenajam marcador
PVMO02TC116 esta ligado a um QTL no qual h4 uma maiportancia dos
efeitos aditivos. J& para os QTLs ligados aos rdarea relacionados ao
tempo de coccdo pode-se observar que para ambaose aoma certa
relevancia também para os efeitos de dominancieanéligue (2014)
observou que para os ultimos, o efeito de domisam&o era relevante para
0s QTLs marcados por estes marcadores em relgpdi@eéntagem de graos
cozidos e havia predominancia de efeitos aditilgts.demonstra que para o
carater escurecimento de gréos o controle gengtide ser diferente do
apresentado para a porcentagem de gréos cozidos.

Embora o tempo de cocgédo e a velocidade de esmerdo dos
gréos apresentem uma alta correlacdo genética ap0$0 dias de
armazenamento (ARAUJO; RAMALHO; ABREU, 2012), o g nota €
que ambos os marcadores relacionados ao tempo @é@oc@xplicaram
pouco da variacdo fenotipica para escurecimentgrdes das progénies
avaliadas. Isto j4 era esperado, uma vez que pdemtificacdo destes QTLs
nado foi considerada a velocidade de escurecimergogchos, ou seja, ndo
foi observado previamente se tais QTLs marcadosegtes marcadores
estavam relacionados também com o controle genéticeelocidade de
escurecimento de grédos. Garcia et al. (2012) obsmrv que 0os QTLs
marcados para tempo de coccdo pelos marcadores 4BVe 1X04001
explicaram na geracao-Jda populacdo segregante utilizada no estudo de
deteccdo de QTLs, aproximadamente 14 e 21% regpewnte, muito

acima dos valores obtidos no presente trabalhogsaarecimento de gréos.
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Embora tais marcadores tenham explicado poucoricéa fenotipica para
0 escurecimento de gréos, eles podem ser utilizgdoa aumentar a
capacidade do modelo de explicar tal variacao.

Surpreendentemente o marcador ligado ao QTL reladio a
velocidade de escurecimento de grédos, explicou paraela infima da
variacdo fenotipica para o carater em estudo. Getuib (2010) observaram
no seu estudo de identificacdo de QTLs relacionatosscurecimento de
graos, que ocorria a co-segregacdo do marcador RVMIL16 com um
QTL de grande efeito para o carater em estudo.cDela com estes autores
tal QTL explicou aproximadamente 40% da variac@mtipica apresentada
pela populacao utilizada para a deteccédo desteddcs® esperar que 0 USO
deste marcador explicasse uma alta parcela dac&ariéenotipica das
progénies utilizadas no presente trabalho, umaguez a cultivar BRSMG
Madrepérola, que apresenta escurecimento de gedid®,tfoi utilizada
como genitora no cruzamento que deu origem as pgaitilizadas no
trabalho desenvolvido por Couto et al. (2010) ¢engabalho.

Algumas hipoteses podem ser levantadas para a tepeidade do
QTL de explicar a variacéo fenotipica. A primeistéerelacionada aos alelos
presentes nos genitores e a segunda a efeitosnépigges. Como dito
anteriormente no controle genético do escurecimeteo graos estao
envolvidos dois genes, joe 0 sd (ELSADR et al., 2011), sendo o alelo
epistatico aos aleloSde sdo que caracteriza a epistasia recessiva, assim a
segregacdo que ocorreria em deria 9J Sd , grdos com escurecimento
precoce, 3J sdsd sementes com escurecimento tardigjS8_ e Jjsdsd
totalizando 4 gréos sem tendéncia de escurecinmentmm escurecimento
muito lento. No trabalho desenvolvido por Cout@lef2010), os genitores
cruzados foram o VC-3 (BRSMG-Madrepérola) e a ealtiMajestoso, e
suas provaveis constituicdes genéticas, serianpectgamentejjsdsd e
JJSdSdAssim, na geracao,las plantas devem ter apresentado segregacéao
conforme citado anteriormente, e, possivelmenteaa®res podem ter

marcado o aleled No presente estudo 0s genitores empregados faram
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cultivar BRSMG-Madrepérola e a linhagem RP-2. Codeisindo que entre
os marcadores do QTL identificado por Couto et(2010) a maioria foi
monoméfico nos genitores, a provavel constituicgdoégica da linhagem
RP-2 deve sedJsdsd Outra razdo para essa sugestdo € o fato dagialia
aos 30 dias de armazenamento ambos 0s genitoreserdiferenciaram. A
provavel segregacdo em, Fheste caso seria de 3 sementes com
escurecimento mais tardio étsd, porém, mais escuros, e 1 grdo com
escurecimento tardio, mas mais clajjsdsd. Consequentemente, com o
alelo sd fixado na populacdo segregante, realmedweé esperado que o
QTL identificado por Couto et al. (2010) expliqguevariacdo fenotipica
observada. Entretanto, uma questdo que pode santdela € como o
marcador PVYM02TC116 apresentou polimorfismo nostgess embora se
esperasse que estivesse também fixado, ja queethommarcador do alelo
sd? Isso pode ser explicado pelo fato que em mictéges ha uma alta
probabilidade de que durante a divisdo celular pedeerado polimorfismo
nas regides repetidas devido a ocorréncierdssing ovedesigual ou algum
erro da DNA polimerase durante a replicacabppagg.Outro fato que
provavelmente confirme o afirmado até aqui, é que noarcadores
identificados por Felicetti et al. (2012) ndo aprearam polimorfismo nos
genitores, e segundo estes autores tais marcaeloceatram-se ligados ao
alelo sd Portanto, pode ser que o0 ggngeja 0 responsavel por explicar a
maior parte da variacao fenotipica das progénieiside causas genéticas.
Na hipotese de efeito epigenético alterando a eggedo QTL de
grande efeito para escurecimento de grdo, o queayebmente ocorreu é
alteracdo no nivel de metilacdo, o que consequemntenafeta a expressao
génica (RABOY, 2013). Nesse caso, o marcador nsatéfte torna-se
inatil para a selecdo assistida. Um marcador atemn que poderia ser
identificado proximo desse QTL é o AFLP sensivetetilacdo no sitio de
corte da enzima. Tal marcador podera vir a sematitelecdo assistida do
carater, considerando o efeito materno em seudaten que permitiria a

selegédo ja naje a reducao de tempo para o melhoramento.
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BN

Problemas com relacdo a interacdo QTL x Ambienta sido
reportada em alguns estudos também como um dosdmas da baixa
capacidade de determinados marcadores de expligariacdo fenotipica
para determinados caracteres. Pereira et al. (200B)rga et al. (2010)
observaram a variacdo dos efeitos de QTLs paraufivithde de graos em
feijoeiro em diferentes safras. Diaz-Ruiz et a1 constatarm que alguns
QTLs relacionados a resisténcia ao pardditzbanche crenatague afeta o
feijdo fava, ndo expressaram em determinados atebieBe acordo com
Santos (2008), a interacdo QTL x Ambiente é denterada expressa
diferencial do QTL nos diferentes ambientes ou doaha auséncia de
expressdo nos ambientes avaliados. Em relacdocaceesnento de graos
sabe-se varios fatores ambientais, tais como aeteypa, a claridade, a
incidencia de luz ultravioleta, a humidade relaivgual o gréo € submetido
afetam a expressdo do carater. (PARK e MAGA, 1998GHES e
SANDSTED, 1975; BRACKMANN et al., 2002; JUNK-KNIEMEet al.,
2007). Entretanto, na hipotese de interacdo QTLmbientes os efeitos
epigenéticos certamente foram quem mais contritvujpara a interagao.
Assim, possivelmente tais fatores foram os resp@isapela baixa
capacidade de explicagdo da variagdo fenotipicampatcador, uma vez que
a expresséao do carater nao foi igual a ocorridaduaouve a identificagéo
do QTL. Comparando-se as médias da cultivar BRSMddrpérola aos 60
dias de armazenamento obtidas neste trabalho comédims obtidas por
Silva (2007), pode-se observar que as médias ahpidaSilva (2007), que
foram as médias utilizadas por Couto et al. (20ftbam mais baixas (2,25)
que as obtidas nesta pesquisa (2,66), isto praveweé jA demonstra as
diferencas ambientais que a linhagem foi submetidlante o tempo em que

ela permaneceu armazenada.

4.3 Comparacéo entre a selecdo fenotipica, assistida rpmarcadores

moleculares e indice de coincidéncia
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O ganho obtido com a sele¢do das progénies comrmasedice
obtido pela aplicagdo do método proposto por StevgiDudley e Rufener
(1994) propiciou um pequeno ganho com a selecaoe{@®). Isso ocorreu
principalmente devido a pequena parcela da variamguicada pelos
marcadores utilizados no presente trabalho e tandevito ao pequeno
valor obtido pela estimativa da estatistica F @btidpartir da analise por
ponto para cada marcador, que indica uma baixabiidade entre as
classes genotipicas do marcador observadas (MMeMm). Comparando-
se 0 ganho obtido pela selecdo fenotipica feita &60s dias de
armazenamento (Tabela 1) com a selecao feita péioei pode-se assumir
que a selecdo assistida pelos marcadores molexui@oefoi efetiva uma vez
que o ganho obtido pela selecéo fenotipica foi>apradamente 50 vezes
maior que a selecdo com base no indice. Tao ampkxisridade pode ser
explicada pela alta diferenca apresentada pelanadsia da herdabilidade
na avaliagdo aos 60 dias de armazenamento (85%)R2 dbtido (6%), o

que também foi notado por outros autores (PEREIR#A. £2008).

Tabela 9 Estimativas do coeficiente de determinam@icdo a partir da
regressastepwisgR?), média geral dos indices de sele¢édo proposto
por Stromberg, diferencial de selecdo consideramdimdice de
selecdo (g, ganho com a selecdo baseado no indice XS
ganho de sele¢do com selecdo assistida em reldegotépica £7:;)

e indices de coincidéncia (E%)

R2 stepwise 0,0669
Média Geraf 2.9666
dsm 0,4666
GS\% 0,9438
E%g 2,505
E%* 8,77
E%? 22,1

" [ndice de coincidéncia com a selecéo das 30 edifares progénies respectivamefM&MBLIM; ZIMMERM/
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Com base no indice de coincidéncia de Hamblin eni&mann
(1986), o que se notou foi uma baixa taxa de cdémgia quando feita a
selecdo com base no numero de marcas favoravetsesmpadas pelos
gendtipos com a selecdo baseado nas informacoesipieas, mesmo
utilizando-se numeros variaveis de progénies smadias (30 e 50). Isto, se
deve a baixa associacdo fenotipo x marcador, poimoc salientado
anteriormente, 0os marcadores explicaram uma baxa da variacdo
fenotipica.

O uso de marcadores para a selecéo seria recoregndasos onde,
o indice de coincidéncia fosse alto, uma vez gieeiiglicaria que grande
parte dos gendtipos selecionados coincidiriam cesetecionados com base
no fendtipo, o que tornaria o ganho com a seleiféitagses para a selecéo

feita com base no niumero de marcas favoraveis csgtegdo fenotipica.
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5 CONCLUSAO

A selecédo fenotipica é mais eficiente, propicianddor ganho com
a selecdo para carater escurecimento tardio de,gfdando comparada com

a selecao assistida por marcadores moleculares.
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