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RESUMO

PEREIRA, Helton Santos. Selecdo assistida por marcadores microssatélites
para produtividade de grdos em feijoeiro. Lavras: UFLA, 2006, 135 p. (Tese
— Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas).*

A seleg@o de populagdes e de familias segregantes promissoras para a
produtividade de graos ¢ muito importante para o sucesso de um programa de
melhoramento de feijdo. Os objetivos desse trabalho foram: selecionar
populagdes promissoras para a produtividade de grios utilizando informagdes
fenotipicas e de marcadores moleculares ligados a QTLs; selecionar familias
promissoras para a produtividade de graos, oriundas das populagdes
selecionadas e verificar a eficiéncia da sele¢do assistida por marcadores (SAM),
em relagdo a selecdo fenotipica (SF). Foram avaliadas 49 linhagens em dois
experimentos na safra da “seca” de 2004, um no municipio de Lavras e outro em
Lambari, utilizando um latice triplo 7x7 com parcelas de duas linhas de trés
metros, nos quais foram avaliadas a produgdo de grios, a reacdo a mancha
angular e o porte. Posteriormente, selecionou-se sete linhagens, que foram
intercruzadas no esquema dialélico e também genotipadas com 24 marcadores
microssatélites previamente identificados como ligados a QTLs relacionados
com a producdo de graos. As populagdes F, foram avaliadas em um experimento
em DBC com trés repeticdes e parcelas de duas linhas de trés metros, no
municipio de Lavras. Cerca de 25% dos marcadores SSR utilizados foram
polimérficos e no maximo quatro marcadores de QTLs foram polimoérficos para
uma mesma populagdo. Com base no desempenho per se das linhagens, na
avaliacdo dialélica e no polimorfismo entre os genitores para os marcadores de
QTLs previamente identificados, selecionaram-se quatro populacdes. Dessas,
obtiveram-se 394 familias, que foram avaliadas no municipio de Lavras quanto a
producdo de grdos na geragdo F;., na safra das “dguas” 05/06 em um latice
simples com parcelas de uma linha de um metro e na geragdo Fss, na safra da
“seca” de 2006, em um latice triplo com parcelas de uma linha de dois metros.
Também foi realizada a genotipagem das familias de trés populagdes com os
marcadores polimoérficos associados a QTLs previamente identificados.
Procedeu-se a selecdo de 10% das familias com base na produtividade de graos e
em um indice construido com informacdes fenotipicas e dos marcadores (SAM).
Os marcadores explicaram pequena porcentagem da variagdo fenotipica e
apresentaram alta interacdo QTLs x ambientes. A selegdo fenotipica apresentou
elevados ganhos com a selecdo de familias em todas as populagdes ¢ a SAM
também possibilitou a obtengdo de ganhos; porém, de menor magnitude. O
numero de familias coincidentes entre as selecionadas pelos dois métodos foi em
média 40%. A selecdo de familias superiores foi alcancada pelas duas



metodologias, porém a SF mostrou-se mais eficiente do que a SAM,
principalmente devido a pequena disponibilidade de marcadores de QTLs e aos
pequenos efeitos desses marcadores. Assim, nas condi¢des desse trabalho foi
reduzida a utilidade das informag¢des moleculares na sele¢do para produtividade
de graos em feijoeiro.

*Qrientador: Jodao Bosco dos Santos - UFLA
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ABSTRACT

PEREIRA, Helton Santos. Microssatellite marker assisted selection for grain
yield in common bean. Lavras: UFLA, 2006. 135p. (Tesis — Plant Genetics
and Breeding Program)*

The selection of promising populations and segregant families for grain
yield is very important to the success in a common bean breeding program. The
objectives of the research were to select superior segregating populations for
grain yield using phenotypic and grain yield QTL markers, to select grain yield
promising families derived from selected populations, and to verify the
efficiency of marker assisted selection (MAS) in relation to phenotypic
selection. Fourty nine lines were evaluated in two field trials in the dry season of
2004, one in Lavras, and the other in Lambari, using a triple 7x7 lattice design
with plots of two 3m rows. Grain yield, angular leaf spot reaction and the plant
architecture were evaluated. Seven lines were selected and intercrossed
according to the diallel scheme and also genotyped with 24 SSR markers of
QTLs related to grain yield previously identified. The F, populations were
evaluated in a RCB design with three replications and plots of two 3m rows in
Lavras. 25% of the SSR markers used were polymorphic in the parents with a
maximun of four in one population. Four segregating populations were selected
based on the grain yield of the lines, on combining ability of the parents, and on
the QTL markers polymorphism between the parent combinations. From those
populations, 394 families were taken and evaluated for grain yield in the F5.4 in
the rainly season of 2005/2006 in a simple lattice design with plots of one 1m
row. The F5.s families were evaluated in the dry season of 2006, using a triple
lattice design with plots of one 2m row. The families from three populations
were genotyped with the previously identified polimorphic QTL markers. The
best families (10%) were selected based on grain yield and on an index using
phenotypic and markers information (MAS). The markers explained a small part
of phenotypic variation and showed QTLs by environments and QTLs by
populations interaction. The phenotypic selection achived higher gains in all
populations and the MAS also achived gains, although, in lower intensity. 40%
of the families were selected in both selection methods. The selection of superior
families was achived by both methods, although the phenotypic selection was
more efficient, mainly due to the small number and effects of the available
markers. So, in this condictions the molecular informations presented low
contribution.

*Major professor: Jodo Bosco dos Santos - UFLA

il



CAPITULO 1



1 INTRODUGAO GERAL

O aumento de produtividade das espécies cultivadas mais conhecidas
tem sido o principal responsavel para atender a demanda crescente de alimentos
e outros produtos agricolas. Véarios fatores contribuiram para esse aumento, com
destaque para o melhoramento genético (Vencovsky & Ramalho, 2000).

Na historia do melhoramento de plantas o homem vem praticando
selecdo desde o inicio da agricultura. No entanto, o0 melhoramento como ciéncia
desenvolveu-se de forma muito acentuada no século XX, gragas ao uso dos
conhecimentos de genética. Em conseqiiéncia, os ganhos mais significativos em
menor tempo foram conseguidos a partir do uso da ciéncia no melhoramento.

Varios métodos de melhoramento sdo utilizados na cultura do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), entre esses merece destaque o uso da hibridagdo. Uma
das etapas mais importantes no processo de melhoramento por hibridagdo ¢ a
selecdo de genitores e de populagdes segregantes promissoras, o que leva a uma
grande economia de tempo e recursos na obtencdo de novas cultivares,
aumentando a eficiéncia do programa de melhoramento. Existem diversas
metodologias para a escolha de genitores e populagdes segregantes, entre elas,
merece destaque os cruzamentos dialélicos e o desempenho per se das linhagens.

Outra etapa importante no programa de melhoramento é a selecdo de
familias segregantes promissoras dentro das populacdes selecionadas. Essa
selegdo também deve ser realizada o mais cedo possivel, eliminando as familias
inferiores para possibilitar que os esfor¢os sejam dirigidos a avaliagdo das
familias superiores, em que a chance de se obter uma nova cultivar € maior.

A comprovada eficiéncia das técnicas classicas de melhoramento ¢
refletida pelos continuos ganhos genéticos em produtividade obtidos ao longo de

varios anos ¢ para varias culturas (Alliprandini et al., 1993; Arias & Ramalho,



1998; Atroch & Nunes, 2000), sendo que no feijdo estima-se em 1,6% ao ano
(Matos, 2005). No entanto, sempre que houver novas ferramentas para melhorar
a eficiéncia dos programas de melhoramento, elas devem ser empregadas.

A partir da década de 1980, com o advento dos marcadores moleculares,
inimeros trabalhos vém sendo realizados visando utilizd-los para auxiliar o
melhoramento (Yousef & Juvick, 2001; Mendonga et al., 2002; Yousef &
Juvick, 2002; Moreau et al., 2004; Faleiro et al., 2004; Blair et al., 2006). Esse
fato ocorreu porque, até entdo, o melhoramento somente vinha sendo feito com
base nas avaliagdes fenotipicas e o efeito do ambiente representa grande parcela
do fenétipo em varios caracteres. Assim, o emprego dos marcadores ¢ uma
forma de identificar os alelos de interesse e¢ auxiliar na sele¢do dos mesmos
quando a selecdo fenotipica ¢ pouco eficiente.

No estudo de caracteres quantitativos, em que a influéncia do ambiente é
maior, espera-se maior contribuicdo dos marcadores moleculares, dadas as
dificuldades envolvidas no processo de selecdo. Para que as informacdes de
marcadores moleculares sejam tteis no processo seletivo, a primeira etapa é a
identificagdo de marcadores associados aos QTLs (Quantitative Trait Loci)
envolvidos no controle do carater de interesse. Inumeros QTLs ja foram
identificados para varios caracteres na maioria das culturas de grande
importancia, inclusive alguns para a producdo de graos em feijdo (Taran et al.,
2000; Faleiro et al., 2003; Melo et al. 2004; Teixeira, 2004; Blair et al., 2006;
Rodrigues et al., 2006). Esses marcadores associados aos QTLs, podem ser
utilizados na selecdo assistida por marcadores (SAM) objetivando a obtengdo de
genotipos superiores. Porém, sdo poucos os relatos de sucesso da incorporagao
dessas informag¢des na obtengdo de novas cultivares.

Com base no comentado, os objetivos desse trabalho foram: 1)
selecionar populagdes promissoras para a produtividade de grios utilizando

informagdes fenotipicas e de marcadores moleculares ligados a QTLs; 2)



selecionar familias promissoras para a produtividade de grios, das populacdes
selecionadas; 3) Verificar a eficiéncia da SAM quando comparada com a selegdo

fenotipica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melhoramento do feijoeiro

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) ¢ um dos alimentos mais importantes
para a maioria dos brasileiros por ser a principal fonte de proteina e de valor
mais acessivel. Devido a sua ampla adaptacdo, ele ¢ cultivado e consumido em
todo o pais, sendo um dos componentes principais da dieta alimentar. Dai o seu
destaque sob o ponto de vista econdmico e principalmente social. Entre as
cultivares utilizadas no Brasil, a maioria corresponde aquelas com tipo de gréo
semelhante ao da cultivar Carioca, a qual ¢ a preferida.

O aumento de produtividade das espécies cultivadas mais importantes,
como o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), tem sido o principal
responsavel por atender a demanda crescente de alimentos e outros produtos
agricolas no mundo. Varios fatores contribuiram para esse aumento, com
destaque para o melhoramento genético (Vencovsky & Ramalho, 2000).

Ganhos genéticos continuos em produtividade vém sendo obtidos pelo
melhoramento de plantas ao longo de vérios anos para culturas de importancia
como milho (1,82%), arroz (2,07%), soja (1,02%) e feijao (1,6%) (% ao ano, em
média) (Matos, 2005). O maior desafio, contudo, € continuar obtendo ganhos,
pois as diferengas a serem detectadas sdo cada vez menores, exigindo do
melhorista conhecimento cientifico crescente e o emprego de metodologias de
selecdo mais eficientes para continuar tendo sucesso.

O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil ¢é realizado
principalmente por empresas publicas, concentrando-se nas Regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste. Alguns objetivos s30 comuns aos programas, destacando-se boa

qualidade comercial e culinaria dos graos; resisténcia a doengas, especialmente



antracnose e mancha angular, porte ereto e alta produtividade (Carneiro, 2002).
Existem varias opc¢des de métodos de melhoramento de plantas
autdogamas (Fehr, 1987; Ramalho et al., 1993; Borém, 1999), que se enquadram
em duas categorias. A primeira visa utilizar a variabilidade disponivel no
germoplasma pela introdu¢do de novas espécies ou novas cultivares de uma
espécie ja estabelecida e o procedimento denominado de sele¢do de linhas puras,
que utiliza a variabilidade disponivel no germoplasma em uso pelos agricultores.
A segunda alternativa, muito mais freqiiente que a anterior, amplia a
variabilidade por meio da hibridagdo entre genitores contrastantes para os
caracteres de interesse para a selegcdo. O objetivo da hibrida¢do é combinar, em
um mesmo individuo, alelos para os fenotipos desejaveis que estdo em

individuos diferentes.

2.1.1 Escolha de genitores e de populagdes segregantes

Na condugdo de um programa de melhoramento utilizando a hibridacao,
um dos pontos mais importantes é a definicdo de quais genitores deverdo ser
cruzados. A escolha dos genitores pode ser considerada a etapa mais critica, pois
qualquer erro ird comprometer todo o processo, acarretando em perdas de
recursos e, sobretudo, de tempo. Assim, para se ter sucesso na escolha dos
genitores para um programa de melhoramento, os objetivos devem ser bem
claros, pois a decisdo depende dos caracteres a serem melhorados, do tipo de
controle genético dos caracteres e da fonte de germoplasma disponivel (Fehr,
1987).

Se o carater a ser melhorado for de heranga qualitativa, isto €, controlado
por poucos genes e pouco influenciado pelo ambiente, a escolha dos genitores é
mais facil. Nesse caso, normalmente ¢ realizada a hibridacdo de um genitor

portador do alelo de interesse com outro que apresente boas caracteristicas



agrondmicas. Em se tratando de caracteres quantitativos, ou seja, controlados
por muitos genes e muito influenciados pelo ambiente, como ¢ o caso da
produtividade de grdos, a escolha de genitores nao € tdo simples. Estes genitores
devem ser tais que possibilitem a obtengdo de populagdes segregantes com
média alta, associada a grande variabilidade para o carater a ser selecionado.
Com este proposito, varias metodologias tém sido propostas e utilizadas.

De acordo com Baenziger & Peterson (1991), os métodos de escolha de
genitores, visando o melhoramento de carater quantitativo, sdo classificados em
duas categorias: a primeira delas envolve os procedimentos que utilizam apenas
as informagdes dos genitores, ¢ a segunda utiliza informagdes sobre o
comportamento das progénies oriundas do cruzamento.

Entre os métodos de escolha dos genitores utilizando o seu proprio
desempenho, o mais empregado ¢ a propria média do carater em questdo. O
sucesso na sua utilizagdo depende da ocorréncia de predominancia de agdo
génica aditiva no controle do carater. Esse método, apesar de ser importante e o
mais utilizado, tem como desvantagem a impossibilidade de antever a
variabilidade genética gerada no cruzamento, pois o fato de dois genitores
apresentarem média alta ndo implica em que o hibrido entre eles ird gerar uma
populagdo segregante com variabilidade suficiente para se obter sucesso com a
selecdo. Isso so ird ocorrer se os genitores superiores apresentarem constituigao
genética diferente, que resultard em uma populagdo com muitos locos
heterozigdticos (Ramalho et al., 1993).

A avaliacdo do potencial de um cruzamento pode ser feita ainda com
base na divergéncia genética entre os pais, utilizando-se o coeficiente de
parentesco, técnicas multivariadas, avaliando-se um conjunto de caracteristicas
ou marcadores moleculares (Mendonga, 2001).

Entre os métodos de escolha dos genitores em fungdo do desempenho

de suas progénies, pode-se utilizar as estimativas de m+a e d, a metodologia de



Jinks & Pooni (1976) e os cruzamentos dialélicos. A cultura do feijoeiro €
provavelmente a que mais tem utilizado esses procedimentos na escolha das
populagdes segregantes (Oliveira et al., 1996; Otubo et al., 1996; Abreu et al.,
1999; Kurek et al., 2001; Mendonga et al., 2002).

2.1.2 Cruzamentos dialélicos

Os cruzamentos dialélicos tém sido o método de escolha de genitores
mais empregado em varias espécies, inclusive no feijoeiro (Ramalho et al.,
1988; Nienhuis & Singh, 1988; Takeda et al., 1991; Otubo et al., 1996; Abreu et
al., 1999; Kurek et al., 2001; Machado et al., 2002; Mendonga et al., 2002). Este
método auxilia na escolha dos genitores, orienta na condu¢do das populacdes
segregantes ¢ na selecdo (Vencovsky & Barriga, 1992; Ramalho et al., 1993;
Cruz & Regazzi, 2001).

Cruzamentos dialélicos, ou simplesmente dialelos, podem ser
conceituados como sendo os intercruzamentos de p genitores, dois a dois. A
obten¢do da tabela dialélica completa ndo é o Unico esquema de cruzamento
utilizado. Variagdes desse esquema foram introduzidas como a utilizagdo dos
hibridos e seus reciprocos, isto ¢, excluindo-se apenas os parentais e totalizando
n(n-1) combinagdes ou tratamentos experimentais. No entanto, as variagdes
mais utilizadas correspondem ao emprego dos parentais e seus cruzamentos,
sem os reciprocos, perfazendo n(nt1)/2 tratamentos, ou apenas dos
cruzamentos, em razdo da ndo inclusdo dos parentais e dos cruzamentos
reciprocos. Esses dois Ultimos esquemas sdo preferidos devido a dificuldade de
obtencdo de numero suficiente de sementes hibridas em cada cruzamento e,
principalmente, porque o efeito materno, que s6 pode ser detectado com a
inclusdo dos cruzamentos reciprocos, ndo ¢ uma causa de variagdo importante

da maioria dos caracteres, como a produgdo de graos (Ramalho et al., 1993).



Varios métodos foram propostos para a analise dos cruzamentos
dialélicos (Jinks & Hayman, 1953; Griffing, 1956; Gardner & Eberhart, 1966).
O método de Jinks & Hayman (1953) tem sido utilizado principalmente visando
fornecer informacdes sobre o controle genético em varias espécies. A
metodologia de Gardner & Eberhart (1966) tem como principal vantagem o
estudo da heterose. Ja o procedimento de Griffing (1956) possibilita estimar as
capacidades geral e especifica de combinagdo dos genitores envolvidos nos
cruzamentos ¢ € o que utiliza as maiores variagdes de esquemas de cruzamento,
analisando quatro métodos experimentais. O valor da capacidade geral de
combinag¢do (CGC) dos genitores indica que ¢ possivel identificar genitores com
potencial superior em combinagdes hibridas. J4 a capacidade especifica de
combinagdo (CEC) indica que ha heterogeneidade dos genitores, expressada
pelos efeitos genéticos ndo aditivos, isto é, nos cruzamentos, que nao ¢
explicada pela capacidade geral de combinagdo. Assim, é possivel identificar
pares que apresentem capacidade especifica de combinacdo diferentes
estatisticamente de outros.

Apesar de os cruzamentos dialélicos serem ferramenta muito util aos
melhoristas na escolha dos genitores em um programa de melhoramento por
hibridagdo, apresentam como principal limitagdo, em espécies como o feijoeiro,
o trabalho envolvido na realizacdo das hibridacdes. Isso ocorre especialmente
quando estdo envolvidos muitos genitores, tornando-se necessario obter muitos
cruzamentos, alguns dos quais desinteressantes para o melhorista.

Kurek et al. (2001) estimaram a CGC e CEC para caracteres de
rendimento em feijoeiro comum por meio de um dialelo entre seis genotipos
utilizando o método 2 de Grifing. Os resultados mostraram maior importancia
da CGC do que da CEC para todos os caracteres. O genitor Ruda apresentou
melhores valores para CGC e os maiores valores para CEC foram para os

cruzamentos Ruda x CI 967/2V, Ruda x FT Nobre e Pérola x CI 9661.



Machado et al. (2002) realizaram um dialelo completo em feijoeiro
comum entre doze genitores para obter as estimativas de capacidade geral
(CGCO) e especifica de combinagdo (CEC). Os resultados obtidos indicaram que
houve predominancia de efeitos ndo aditivos, sendo que os efeitos aditivos
também foram significativos. Entre os genitores com valores positivos de CGC,
as populagdes Aporé x CI-128, CI-128 x Pérola, PF 9029975 x Ouro Negro e
CI-128 x Ouro Negro também exibiram valores positivos de CEC e elevadas
produgdes de graos, sendo estas as mais promissoras para a selecdo de
linhagens. O genitor ESAL 693 apresentou maior valor negativo de CGC,
indicando baixo potencial produtivo. Também foi verificada correlagdo

significativa entre capacidade especifica de combinacdo e heterose.

2.1.3 Estimativas de parametros genéticos e fenotipicos

As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos auxiliam os
melhoristas na tomada de decisdes a respeito do método de melhoramento a ser
empregado, como melhorar sua eficiéncia, e varias dessas estimativas auxiliam
na escolha de genitores. Essas estimativas podem ser obtidas utilizando
componentes de médias e/ou variancias. O emprego da variancia é preferido,
uma vez que o uso de médias pode conduzir a conclusdes errdneas, ja que, neste
caso, o que se obtém no final é uma soma algébrica dos efeitos de cada um dos
locos individualmente, e se os alelos dominantes estiverem atuando em sentidos
opostos nos varios locos, o efeito final € pequeno ou nulo. Isto ndo acontece
quando se usa a varidncia, dado que os efeitos individuais de cada loco sao
elevados ao quadrado, ndo havendo possibilidade de eles se anularem. A
varidncia permite ainda que sejam estimados a herdabilidade e o ganho
esperado com a sele¢do. E por isso que muitas vezes ela tem sido preferida

(Ramalho et al., 1993).



Quando se utiliza variancia, estima-se principalmente a varidncia

genética total, embora em alguns casos possa ser obtida a variancia genética
] 2 oA ’ 2 - Lo : . ,
aditiva (o, ) e de dominancia (o). E necessério enfatizar que hd um niimero

restrito de relatos de estimativas dos componentes genéticos da variancia
quando a freqiiéncia alélica ¢ diferente de 0,5. Neste caso, além da variancia
genética aditiva e de dominancia, a varidncia genética total contém também a
covaridncia genética entre os efeitos médios (aditivos) dos alelos e os efeitos de
dominancia dos homozigotos (D;), a varidncia genética dos efeitos de
dominancia dos homozigotos (D,) ¢ a depressdo por endogamia elevada ao
quadrado (H) (Souza Junior, 1989). E importante lembrar que as estimativas
obtidas de populagdes em que atua a sele¢do natural devem conter maiores
erros. Isso porque a selecdo natural € comum em alguns métodos de conducao
de populacdes segregantes e as freqiiéncias alélicas geralmente diferem de 0,5
(Rodrigues & Santos, 2006).

Na obtengdo das estimativas de parametros genéticos sdo utilizados
diferentes procedimentos, tais como o emprego de linhas puras (Ramalho et al.,
1979; Ramalho et al., 1982; Pereira Filho et al.,, 1987), de familias de
populagdes segregantes da hibridagdo de dois ou mais genitores (Abreu et al.,
1990; Takeda et al., 1991; Collicchio et al, 1997) e os cruzamentos dialélicos
analisados por diferentes procedimentos (Otubo et al., 1996; Abreu et al., 1999).

Em praticamente todos os trabalhos, énfase foi dada as estimativas da
herdabilidade. Isso porque ela indica o potencial da populagdo para a selecdo e,
conseqiientemente, permite ao melhorista avaliar suas chances de sucesso. A
herdabilidade corresponde a propor¢do da variacdo genética em relagdo a
varidncia fenotipica total (Falconer, 1987), que pode ser no sentido amplo
quando envolve, no numerador da expressdo, toda a varidncia genética, isto &,
aditiva e ndo aditiva, e no sentido restrito, que contém no numerador da

expressdo apenas a variancia genética aditiva. Vale ressaltar que ao avaliar
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linhas puras ou familias com alto nivel de endogamia, a variancia genética entre
as familias ¢ toda aditiva. Assim, quando se avaliam linhas puras, a
herdabilidade estimada ¢ equivalente aquela no sentido restrito. A herdabilidade
também pode variar em fun¢do da unidade seletiva a ser utilizada, isto é,
individuos ou familias.

Para a obtencdo das estimativas de herdabilidade podem ser utilizados
alguns procedimentos, tais como os citados por Borém (1999). As estimativas
de herdabilidades para a producdo de graos relatadas na literatura sdo muito
varidveis, e esta variagdo era esperada em fun¢do das condigdes ambientais em
que as estimativas foram obtidas, da variabilidade genética presente nos
materiais utilizados e também do método utilizado para a obtengdo da
estimativa. A amplitude de variagdo das estimativas de herdabilidade obtidas
em trabalhos na Universidade Federal de Lavras (UFLA) foi semelhante as
relatadas em outros estudos, sendo que a herdabilidade no sentido amplo variou
de 0 a 82%, enquanto, em outros estudos, a variagdo foi de 5 a 71% (Ramalho et
al., 1993; Carneiro, 2002).

Com relagdo ao controle genético do carater produtividade de grios, os
resultados encontrados ndo sdo totalmente coincidentes, porém existem
evidéncias de que a variancia aditiva é a principal componente da variancia

genética (Carneiro, 2002).

2.1.4 Interacgao gen6tipos por ambientes

No Brasil, o feijoeiro ¢ cultivado em praticamente todos os estados, nas
mais variadas condi¢cdes edafoclimaticas e em diferentes épocas e sistemas de
cultivo. Aliado a isso, ocorre ampla variagdo no nivel tecnolégico, que vai desde
o agricultor de subsisténcia até o empresario agricola. Portanto, fica evidente a

grande dificuldade para realizar com sucesso o melhoramento do feijoeiro nas
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condi¢des brasileiras. Além do mais, nas condigdes tropicais, o melhorista tem
um desafio muito maior do que aqueles das regides temperadas. A instabilidade
climatica e a heterogeneidade dos solos sdo muito maiores nas condigdes
tropicais, exigindo que as cultivares recomendadas aos agricultores aliem alta
produtividade de graos e maior estabilidade (Paterniani, 1986).

A manifestacdo fenotipica (F), em um determinado ambiente, € o
resultado da acdo do gendtipo (G) sob influéncia do meio ambiente (A) e da
interacdo gendtipos x ambientes (GxA). Quando se consideram varios ambientes
detecta-se, além dos efeitos genéticos e de ambientes, um efeito adicional,
proporcionado pela interacdo dos mesmos (GxA). Assim, a interagdo genotipos
por ambientes é consequéncia do desempenho dos gendtipos ndo ser consistente
nos varios ambientes, o que se deve ao comportamento diferenciado dos
genoOtipos em resposta as variagdes ambientais (Souza Junior & Vencovsky,
1989). Quando ocorre resposta diferencial dos gendtipos com a variagdo dos
ambientes e a classificagdo ndo ¢ alterada, esse tipo de interagdo ¢ denominada
simples e ndo acarreta maiores problemas para a sele¢do. Por outro lado, quando
ocorre alteragdo na classificagdo dos genotipos, a interagdo é denominada
complexa (Cruz & Regazzi, 2001).

Segundo Ramalho et al. (1993), a interacdo nd3o so interfere na
recomendagdo de cultivares como dificulta o trabalho do melhorista em relagao
a varios aspectos. Por exemplo, a interacdo interfere na obtengdo das estimativas
dos componentes da varidncia genética, estimativas estas muito utilizadas para
fins de melhoramento. Além do mais, a ocorréncia de interagdo complexa entre
as progénies ird diminuir a eficiéncia do programa de melhoramento porque a
selecdo é normalmente realizada na média dos varios ambientes, o que ndo
garante a selegdo das melhores progénies para cada ambiente. Portanto, ¢é
consenso que a interacdo G x A ¢ um desafio para os melhoristas, pois afeta

diretamente o progresso com a selegdo.
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Estudos comprovando a interagdo G x A vém sendo realizados
utilizando principalmente ensaios finais, ou seja, um grupo pequeno de
linhagens ¢ avaliado em diferentes locais, anos e épocas de cultivo. Entretanto,
em varios estudos realizados no feijoeiro, por meio dos quais se avaliaram
progénies em diferentes geracdes e/ou locais, observou-se também marcante
interagdo (Abreu et al., 1990; Takeda et al., 1991; Raposo et al., 2000; Pirola et
al., 2002; Santos et al., 2002). Este ¢ um sério problema no melhoramento do
feijoeiro pois, com raras excecdes, as populacdes segregantes sdo avangadas ou
submetidas a sele¢do em um Unico local. Assim, pode-se estar selecionando
linhagens com adaptagdo a um ambiente especifico, o que reduz a regido de
abrangéncia de recomendagdo da cultivar e a eficiéncia dos programas de
melhoramento. Isto foi observado no estudo realizado por Pirola et al. (2002)
quando avaliaram progénies F 4.6 oriundas de uma populagdo conduzida em
“bulk” em trés localidades distintas no Sul de Minas. O resultado mais
expressivo desse trabalho foi que a selecdo natural atuou preservando os

individuos mais adaptados a cada ambiente particular.

2.2 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares comegaram a ser empregados na década de
80 do século passado e sdo assim denominados por utilizarem o polimorfismo da
molécula de DNA, havendo, para isso, grande variedade de técnicas
desenvolvidas (Linch & Walsh, 1998). Desde entdo, intimeros trabalhos vém
sendo realizados visando seu emprego no melhoramento de plantas (Santos,
2002). Porém, segundo Ferreira & Grattapaglia (1998), a integragdo efetiva de
metodologias moleculares ao processo de melhoramento representa o principal

desafio dessa area do conhecimento.
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Dentre as metodologias para andlise genética por marcadores
moleculares destaca-se o SSR (Seqiiéncias Simples Repetidas), ou
microssatélites, que sdo regides gendmicas simples intercaladas por repetigdes
de dois a seis nucleotideos repetidos em tandem (Sénior et al., 1996). Regides
contendo SSR sdo amplificadas por PCR (Polimerase Chain Reaction)
utilizando um par de primers especificos (de 20 a 30 pares de bases)
complementares as seqii€ncias Unicas que flanqueiam os microssatélites. A
deteccdo das seqliéncias amplificadas ¢ feita em gel de poliacrilamida ou
agarose de alta resolugio e essas sdo separadas por eletroforese. E necessario
utilizar géis adequados para a separacdo dos fragmentos, pois esses diferem em
poucos pares de bases, dependendo do nimero de nucleotideos repetidos. A
visualizagdo das bandas no gel pode ser feita diretamente por coloragdo com
brometo de etidio, usando tratamento com prata, ou também por auto-
radiografia, quando se utilizam primers marcados com radiois6topos na reagido
de PCR. Cada loco de microssatélite pode ser analisado individualmente ou mais
de um loco pode ser analisado de cada vez. Isso ocorre quando os alelos de cada
loco tém tamanhos suficientemente diferentes para migrarem em zonas
separadas no gel. Nesse método de genotipagem, denominado multiplex,
emprega-se mais de um par de primers especificos na reagdo de PCR (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Os fragmentos amplificados a partir destes sitios quase invariavelmente
apresentam alto grau de polimorfismo, resultante da presenga de diferentes
numeros de elementos simples repetidos. Portanto, os microssatélites sdo locos
altamente variaveis; codominantes, ou seja, ambos os alelos de um individuo
heterozigoto sdo visualizados; multialélicos e de grande contetido informativo,
uma vez que cada segmento amplificado ¢ de tamanho diferente, representando
um alelo do mesmo loco. Assim, numa populagdo, todos os alelos de um dado

loco podem ser detectados e discriminados (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Outra vantagem dos SSR ¢ a alta reprodutibilidade dos resultados, permitindo o
intercambio entre diferentes grupos de pesquisa, o que facilita a utilizagdo da
selecdo assistida por marcadores moleculares e a integracdo de mapas genéticos.

Os SSR sdo muito freqlientes e distribuidos aleatoriamente ao longo do
genoma, permitindo a cobertura completa dos cromossomos de uma dada
espécie. Além do seu emprego para mapeamento de genomas, os microssatélites
sdo ideais para a identificacdo e discriminagdo de gendtipos e para estudos de
genética de populacdes.

A maior limitagdo do uso de microssatélites ¢ o desenvolvimento dos
marcadores, pois trata-se de procedimento muito trabalhoso, que exige uma
equipe especializada, além de equipamentos para o sequenciamento, tornando o
desenvolvimento dos marcadores SSR um empreendimento de elevado custo
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

SSRs ja foram identificados para varias espécies, inclusive para o
feijoeiro (Gaitan-Solis et al., 2002; Yu et al., 2000; Blair et al., 2003; Yaish et

al., 2003), o que torna possivel a sua utilizag@o para a espécie.

2.2.1 Marcadores moleculares no melhoramento de plantas

Mesmo com a comprovada eficiéncia das técnicas classicas de
melhoramento, refletida pelos continuos ganhos genéticos em produtividade
obtidos ao longo de varios anos para varias culturas (Matos, 2005), novas
alternativas podem ser utilizadas para aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento.

Os marcadores moleculares vém sendo utilizados de varias formas para
auxiliar no melhoramento. A selec¢do assistida por marcadores moleculares tem
sido freqiientemente defendida na literatura, desde o advento de técnicas

moleculares que possibilitaram uma andlise genética mais detalhada. Enquanto
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para caracteristicas de heranga simples esta possibilidade tem sido explorada, a
pratica efetiva de selecdo assistida por marcadores (SAM) para caracteristicas
quantitativas ainda constitui uma area em que poucos testes foram efetuados,
mesmo em culturas como tomate e milho, nas quais ja existe um grande nimero
de estudos de mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) (Ferreira &
Gratapaglia, 1998).

Embora um grande numero de trabalhos ja tenha sido feito empregando
os marcadores, tanto no estudo de diversidade entre genétipos como, e
principalmente, na identificagdo de um grande numero de genes ou regides
genomicas de interesse, muito pouco se sabe da contribuigdo efetiva dos
marcadores para o melhoramento. Pode-se considerar que essa situagdo se deve
ao fato de os marcadores moleculares estarem sendo utilizados ainda ha pouco
tempo. Como se sabe, o desenvolvimento dos métodos de melhoramento até
atingir o nivel de eficiéncia que conhecemos hoje levou cerca de um século.
Entdo, ¢ necessario mais tempo para que os marcadores venham a ser mais

eficientemente utilizados para auxiliar no melhoramento (Santos, 2002).

2.2.2 Marcadores moleculares no estudo de caracteres quantitativos

O estudo de caracteres quantitativos vem sendo realizado por meio de
estimativas de parametros genéticos obtidos a partir da mensuracao fenotipica,
ou seja, tais estimativas representam o somatorio dos efeitos dos locos
segregando para o cardter. A principal alternativa para o conhecimento do
numero aproximado de locos atuando no controle genético dos caracteres
quantitativos, de como esses locos encontram-se distribuidos no genoma e qual a
intensidade dos seus efeitos, ¢ estuda-los indiretamente, por meio da associagdo

com marcadores genéticos (Doerge, 2002).
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Com o emprego dos marcadores moleculares, tornou-se possivel mapear
e caracterizar os poligenes de caracteres quantitativos (QTLs) e espera-se
(Stuber et al., 1999): a) entender as bases genética e fisiologica da heterose e
prever o comportamento de hibridos; b) identificar alelos favoraveis em
populacdes ou linhagens divergentes; c) inserir esses alelos nas populacdes e
linhagens sob selecdo; d) aumentar a eficiéncia dos programas de selecdo
recorrente; e €) entender e utilizar a interacdo genotipos por ambientes.

Existem varias metodologias utilizadas para identificagdo de QTLs,
como 0 mapeamento por marcas simples, 0 mapeamento por intervalo simples e
0 mapeamento por intervalo composto (Schuster & Cruz, 2004).

Um grande nimero de QTLs ja foi identificado nas espécies mais
estudadas, como milho, soja, arroz e feijao, entre outras.

A associagdo entre 243 RFLPs e QTLs para contetido de 6leo e teor de
proteina em soja foi estudada por Diers et al. (1992). A analise foi efetuada em
familias F, derivadas do cruzamento de G. max com G. soja. As linhagens foram
divididas em trés 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 oito sondas associadas com o teor protéico
com todos os alelos para altos teores provenientes de G. max, e nove sondas
associadas com o conteido de o6leo total, com todos os alelos para maior
contetido de dleo provenientes de G. soja.

Backes et al. (1995) avaliaram varios caracteres em cevada por trés anos
e em dois locais. De um total de 431 sondas de RFLP utilizadas, 50 foram
polimérficas e usadas para construir o mapa de ligacdo, sendo identificados
QTLs, explicando de 5 a 52% da variancia genética. Ocorreu segregacio
transgressiva em todos os caracteres estudados.

Brondani (2000) avaliou 11 caracteristicas de interesse agrondémico no

arroz a partir de 96 familias RC,F,, em experimentos conduzidos em dois locais,
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utilizando marcadores microssatélites. Foram identificados QTLs para todas as
11 caracteristicas mensuradas, além de locos com agrupamentos de QTLs para
caracteres ligados a produtividade nos cromossomos 1, 2, 3,4, 5,7 e 11.

Soares (2000), utilizando 118 RILs de soja e marcadores microssatélites,
identificou dois QTLs associados a teor de proteina nos grupos de ligagdo C1 e
C2 para as familias cultivadas em um ambiente, que explicaram,
respectivamente, 11,13 e 12,19% da variacao do teor de proteinas.

Silva et al. (2005) mapearam QTLs para tolerancia ao encharcamento do
solo em milho usando 44 marcadores microssatélites e 74 familias F; avaliadas
em um ambiente. Os QTLs explicaram altos percentuais da variagdo para
caracteristicas relacionadas com a tolerancia, 32% para matéria seca da parte
aérea ¢ 19% para matéria seca da raiz. Também em milho, QTLs para a
producdo de graos e seus componentes foram mapeados em varios trabalhos

(Austin & Lee, 1998; Ribaut et al., 1997; Mihaljevic et al., 2005; Bento, 2006).

2.2.3 ldentificacdo de QTLs em feijoeiro comum

Taran et al. (2000), usando os marcadores RFLP, SSR, AFLP ¢ RAPD
identificaram 29 QTLs associados com caracteres agronémicos no feijoeiro
comum. Foram identificados QTLs para habito de crescimento, dias para o
florescimento, dias para matura¢ao, acamamento de plantas e produtividade de
graos, mostrando a possibilidade de identificar marcadores moleculares uteis ao
processo de melhoramento do feijoeiro. Os autores afirmaram que esses
marcadores, se utilizados em um programa de seleg@o assistida por marcadores,
podem contribuir para o aumento da eficiéncia de selecdo e, conseqiientemente,
possibilitar um incremento nos ganhos com a selecdo, aumentando a eficiéncia

do programa de melhoramento.
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Melo et al. (2002b) identificaram QTLs relacionados ao florescimento
no feijoeiro comum utilizando 63 marcadores RAPD e 196 familias do
cruzamento Carioca x Flor de Mayo, avaliadas em quatro ambientes (duas safras
e dois anos) no municipio de Lavras. Nas avalia¢cdes individuais foram
identificados de um a seis marcadores ligados a QTLs que explicaram de 3,8 a
34,33 % da variacdo fenotipica. J4 na média por safra, o nimero de marcadores
ligados a QTLs variou de zero a seis, e os QTLs explicaram de zero a 28,37 %
da variag@o para a caracteristica. Considerando todas as avaliagdes em conjunto
foram identificados cinco marcadores, explicando 32,15% da variagcdo, com
destaque para os marcadores OPE20 (891pb) e OPO13 (13187pb).

QTLs para reagdo ao oidio e a mancha angular em feijoeiro comum
foram mapeados por Melo et al. (2002¢), utilizando 63 marcadores RAPD em
196 familias do cruzamento Carioca x Flor de Mayo, avaliadas em trés
ambientes. O numero de marcadores ligados a QTLs e a porcentagem da
variacdo explicada variou entre os ambientes. Para a reacdo ao oidio, nas
avaliagdes individuais o nimero de marcadores ligados a QTLs varioude2a9e
esses marcadores explicaram, em conjunto, de 8,13 a 63,86% da variacdo
fenotipica. Na média das avaliagcdes foram identificados oito marcadores e os
QTLs explicaram 38,56% da variagdo. Para reacdo a mancha angular
identificaram-se de trés a quatro marcadores, explicando de 8,69 a 16,04% nas
avaliagOes individuais, e na média das avaliagdes foram identificados cinco
marcadores ligados a QTLs, que explicaram 16,57% da variacdo fenotipica.

Os mesmos autores identificaram QTLs para peso de 100 sementes em
feijdo (Melo et al., 2002a) e foi observada alta interagdo QTLs por ambientes.
Os QTLs identificados explicaram de 5,5 a 32,89% da variagdo fenotipica nas
avaliagdes individuais, e na média de todas avaliagdes os QTLs explicaram
9,79% da variacdo. Os marcadores mais promissores foram OPNO2 (1445) e

OPMO6 (1096).
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Faleiro et al. (2003) avaliaram oito caracteristicas quantitativas em um
ambiente, em 154 linhas endogdmicas recombinantes (RILs) de feijoeiro do
cruzamento Ouro Negro e Rud4, utilizando 42 marcadores RAPD e SCARs. Os
marcadores associados a cada caracteristica, em conjunto, explicaram 39,79% do
numero de dias até o florescimento, 40,14% do nimero de dias até a maturacao,
28,99% do numero médio de vagens por planta, 36,07% do peso de 100
sementes, 14,03% do numero médio de sementes por planta, 23,62% do numero
médio de sementes por vagem, 19,20% da producdo média por planta e 17,13%
da produ¢do média por vagem.

Melo et al. (2004) identificaram QTLs para produtividade de grdos em
feijoeiro comum utilizando 63 marcadores RAPD e 196 familias do cruzamento
Carioca x Flor de Mayo, avaliadas em sete ambientes, incluindo diferentes safras
(época de plantio) e locais. Os autores constataram alta interagdo QTLs por
ambientes. Considerando as avalia¢des individualmente foram identificados de
trés a seis marcadores ligados a QTLs, que explicaram de 8,79 a 22,06% da
variagdo fenotipica. Foram identificados de trés a seis marcadores que
explicaram de 11,62 a 22,27% da variacdo fenotipica, considerando a média das
avaliagdes por local. Levando-se em conta a média das avaliagdes por safra, os
autores identificaram de quatro a seis marcadores que explicaram de 15,75 a
25,5% da variagdo para a caracteristica avaliada. Os marcadores OPNO7
(1445pb) e OPO20 (1585pb) explicaram 7,8% da variacdo, considerando a
média de todos os experimentos.

QTLs para resisténcia a gafanhoto e peso de semente em feijoeiro
comum foram mapeados por Murray et al. (2004) utilizando marcadores RFLP,
STS, SCAR e SSR. Os autores identificaram trés marcadores associados a
resisténcia, que explicaram 26% da variagdo. Para o peso de sementes também

foram identificados trés marcadores, explicando 25% da variagao fenotipica.
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Rodrigues (2004) mapeou QTLs em feijoeiro comum utilizando 30
marcadores SSR e 107 familias do cruzamento Carioca MG x ESAL686 nas
geracdes Fg e F,s. A caracteristica produgdo de grios foi avaliada em trés
ambientes e a rea¢do a mancha angular e o peso de 100 sementes, em apenas um
local. A autora identificou 10 QTLs para produgdo de graos, que explicaram
isoladamente de 3,14 a 9,24% da variag¢do, quando considerados conjuntamente,
os marcadores explicaram 18,95% da variagdo fenotipica na Fg e 20,52% na Fy4.
Ja para reacdo a mancha angular foram identificados seis QTLs, sendo que um
deles (BM 154) conseguiu explicar 17,48% da variagdo fenotipica; em conjunto,
os QTLs explicaram 22,42% da variacdo em Fg e 23,94% na F,4. Também foram
mapeados cinco QTLs para peso de 100 sementes, sendo que um deles (X61293)
explicou 16,78% da variagdo fenotipica e os marcadores em conjunto
explicaram 31,78% da variacdo em Fg e 5,61% em F,4. A autora concluiu ainda
que a maioria dos QTLs expressou-se em apenas um ambiente.

Teixeira (2004) mapeou QTLs para producdo de grios e peso de 100
sementes, avaliados em sete ambientes; reagdo a oidio, avaliado em um
ambiente; ¢ porte, avaliado em seis ambientes, utilizando 24 marcadores
microssatélites e 142 familias do cruzamento Jalo EEP 558 x Small White. Para
a producdo de graos a autora identificou QTLs explicando, em conjunto, de 2,26
a 28,6% da variagdo fenotipica, considerando apenas um ambiente.
Considerando a analise para todos os ambientes, os trés marcadores
identificados explicaram 14,7% da variacdo. O marcador X-80051 foi o mais
constante, chegando a explicar 8,75% da variagdo em um ambiente e 7,66% na
média de todos ambientes. Para o peso de 100 sementes os marcadores
explicaram, em conjunto, de 14,55 a 31,9% da variacdo fenotipica considerando
cada ambiente isoladamente. Na analise considerando todos os ambientes em

conjunto, os quatro marcadores identificados explicaram 26,11% da variagao.
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Merecem destaque os marcadores BM 210 e BM 152, que chegaram a explicar
20,81 ¢ 11,61% da variag@o.

Para reacdo ao oidio a autora identificou trés marcadores que explicaram
apenas 11,51% da variagdo. J4 para o porte, os marcadores identificados
explicaram de 3,39 a 24,56% da variagdo fenotipica em um ambiente. Entre os
marcadores identificados ndo foram encontradas grandes contribui¢des para a
explicagdo da variacdo, sendo que o marcador mais constante foi o BM210; os
demais marcadores foram inconstantes e explicaram pequenos percentuais da
variagao.

Teixeira et al. (2005) identificaram QTLs estaveis explicando altos
percentuais da variacdo fenotipica para reacdo a mancha angular do feijoeiro
comum utilizando 24 marcadores microssatélites e 142 familias do cruzamento
Jalo EPP x Small White avaliadas em quatro ambientes. Foram mapeados QTLs
que explicaram de 17,92 a 31,02% da variag@o fenotipica, com destaque para os
marcadores BM210 e BM146.

Blair et al. (2006) mapearam QTLs em feijoeiro comum usando
linhagens do cruzamento entre uma cultivar andina e uma selvagem com
marcadores microssatélites, SCARs e marcadores de phaseolina. Foram
identificados 41 QTLs para as oito caracteristicas avaliadas, sendo cinco para
peso de sementes, dois para dias para florescimento e um para producio,

estaveis em dois ou mais ambientes.

2.2.4 Dificuldades na identificacdo de QTLs

Varios problemas tém sido verificados na identificagdo de QTLs
(Bernardo, 2002). Um deles ¢ o nimero relativamente baixo de QTLs
identificados. Em 50% dos estudos relatados na literatura foram identificados de

1 a 3 QTLs, enquanto mais de 10 QTLs foram identificados em apenas 12% dos
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estudos. O autor comenta também que em cruzamentos entre linhagens elite,
como as oriundas de programas de melhoramento, o numero de QTLs
detectaveis para uma dada caracteristica ¢ menor ainda, ja que varios dos QTLs
que controlam essa caracteristicas ja estdo fixados.

Outro problema ¢ o fato de a maioria dos QTLs explicar pequena parcela
da variacdo fenotipica. Entre os 747 QTLs relatados, 240 (32%) explicaram de 1
a 5% da variagdo, 301 (40%) explicaram de 6 a 10% da variagdo, e ainda, o
nimero de QTLs que explicaram maiores percentuais da variagdo diminuiu
progressivamente. Para caracteristicas complexas, como produ¢do, a maioria dos
QTLs explicou de 1 a 5% da variacdo, corroborando com o fato de que as
caracteristicas quantitativas sdo controladas por poucos locos com maiores
efeitos e por muitos locos com pequenos efeitos.

O principal fator responsavel por esses problemas € o pequeno tamanho
da populagdo utilizado na identificagdo dos QTLs. Em estudos de simulagao, as
populacdes pequenas, além de permitirem a identificacdo de pequeno numero de
QTLs, superestimam seus efeitos (Bernardo, 2002).

Segundo o mesmo autor, ¢ relativamente facil identificar um QTL em
experimentos de mapeamento, mas validar os efeitos dos QTLs previamente
mapeados ¢ uma tarefa mais dificil.

Beavis (1994) comparou a localizagdo e os efeitos de QTLs estimados
em duas populagdes, formadas por amostras obtidas de um mesmo cruzamento.
As localizagdes dos QTLs foram diferentes nas populacdes estudadas, ja o
numero de QTLs detectados e a magnitude dos seus efeitos foram semelhantes.

Segundo Beavis (1994) e Melchinger et al. (1998), a utilizagdo de
populagdes de pequeno tamanho em estudos de mapeamento leva a um menor
numero de QTLs detectados (menor poder de deteccdo) e a superestimativa dos
efeitos desses QTLs. Resultados de estudos tedéricos (Lande & Thompson,

1990), praticos (Beavis, 1994; Melchinger et al., 1998) e estudos de simulacdo
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(Beavis, 1994) sobre tamanhos de populacdo para mapeamento indicam que
maiores tamanhos populacionais sdo necessarios para o mapeamento quando a
herdabilidade da caracteristica ¢ baixa.

Bernardo (2002) comenta que os resultados obtidos por Beavis (1994)
indicam que uma populacao para mapeamento deve ter cerca de 500 individuos
ou familias, mas que o custo da avaliacdo fenotipica e molecular desse nimero
de progénies ¢ muito alto. O autor relata ainda que a maioria dos estudos de
mapeamento, em diferentes espécies, utiliza populacdes com menos de 250
individuos ou familias e, conseqiientemente, os efeitos da maioria dos QTLs
relatados na literatura estdo superestimados.

Os 747 QTLs considerados por Bernardo (2002) foram estimados em
populagdes com 250 ou mais individuos. Considerando os tamanhos de
populagdes nos estudos mencionados nos topicos anteriores, todas foram
menores do que 250 individuos, o que indica que os problemas de pequeno
numero de QTLs e superestimativa de seus efeitos devem ter sido ainda maiores.

Um terceiro problema sério ¢ a forte interagdo QTLs por ambientes, que
corresponde a ocorréncia de efeitos genéticos de magnitudes ndo coincidentes
para dado QTL mapeado em diversos ambientes, ou a ndo expressdo do QTL em
alguns dos ambientes avaliados (Linch & Walsh, 1998), relatada em varias
espécies (Melo et al., 2004; Teixeira, 2004; Bento, 2006).

Resultados sobre a detec¢do do efeito da interagdo QTLs x ambientes
sdo controversos na literatura. Stuber et al. (1992) encontraram pouca evidéncia
de interagdo QTLs x ambientes para produtividade de milho, uma caracteristica
que geralmente apresenta interagdo significativa.

Lee et al. (1996) relataram que para data de maturagdo em soja foram
encontrados, em todos os locais, quatro dos cinco QTLs mapeados. Os mesmos
autores também afirmaram que para a altura da planta, somente dois dos 11

QTLs foram detectados em todos os quatro locais utilizados nos estudos. Zhu et
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al. (1999) relataram que todos os cinco QTLs identificados para producdo em
cevada nos seus estudos exibiram interacdo com o ambiente. Ajmone-Marsan et
al. (1995) relataram a consisténcia de QTLs mapeados em milho para producgio
de graos em dois ambientes, evidenciando baixo efeito da interagao.

Paterson et al. (1991) identificaram 29 QTLs associados a uma série de
caracteristicas quantitativas em tomate, avaliadas em trés ambientes. Destes
QTLs, apenas quatro eram comuns aos trés ambientes, 10 em dois ambientes e
os outros 15 se expressaram especificamente em cada ambiente.

Em feijdo, também existem alguns relatos da ocorréncia da interacdo
QTLs x ambientes. Melo et al. (2002¢) relatam a ocorréncia da interagdo para o
peso de 100 sementes. Os mesmos autores (Melo et al., 2004) também relatam a
presenca da interagdo QTLs x ambientes para a produgdo de graos.

Teixeira (2004) constatou a presenga da interagdo QTLs x ambientes
para as caracteristicas producao de graos e peso de 100 sementes em feijao

Beavis et al. (1994), utilizando a mesma populagdo de milho empregada
por Stuber et al. (1992), relataram a falta de coincidéncia entre os QTLs
mapeados para produgdo de graos nos dois estudos, concluindo que tal resultado
foi devido, em parte, a ocorréncia da interagcdo QTLs x ambientes.

Veldboom & Lee (1996) realizaram o mapeamento de QTLs para a
producdo de grdos e componentes da producdo em dois ambientes com o
objetivo de comparar os QTLs identificados em cada um deles. Foram realizadas
analises com as observagdes fenotipicas em cada ambiente, e também com as
médias das observagdes nos dois ambientes, sendo mapeados 39 QTLs. Apenas
50% dos QTLs mapeados em ao menos um dos ambientes foram identificados
nos dois ambientes simultaneamente, indicando que a avaliagdo realizada em
apenas um deles seria insuficiente para a elucidagdo do numero de QTLs
envolvidos no controle dos caracteres, caracterizando a ocorréncia da interagdo

QTLs x ambientes. Zhuang et al. (1997) encontraram que somente 17 dos 44
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QTLs identificados foram detectados em pelo menos dois dos trés ambientes
utilizados no estudo.

Austin & Lee (1998), no mapeamento de QTLs em dois ambientes para
os caracteres producdo de graos e alguns de seus componentes em milho,
observaram que 83% dos QTLs foram identificados em apenas um dos
ambientes, indicando baixa correspondéncia entre os QTLs mapeados em
ambos, indicando que o efeito da interacdo QTLs x ambientes refere-se tanto a
expressdo de QTLs diferentes em diversos ambientes quanto as diferencas nas
magnitudes dos efeitos dos QTLs nos ambientes considerados.

Bento (2006) relata que entre os 24 QTLs mapeados para producdo de
graos em uma populagdo tropical de miho, todos sofreram efeito da interagdo
QTLs x ambientes.

Estes resultados ndo sdo particularmente surpreendentes, uma vez que a
interagdo genotipos X ambientes € rotineiramente encontrada em experimentos
de melhoramento e varia com diferentes caracteristicas. Assim, se existir
interacdo deste tipo, o problema nao ¢é exclusivo da selegdo com marcadores, e

sim deve ser considerado sob qualquer forma de selegdo artificial.

2.2.5 Selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) em

caracteristicas quantitativas

A selecdo fenotipica das espécies domesticadas tem sido praticada
consciente ou inconscientemente por milénios, porém os avancos da genética
molecular prometem aumentar a eficiéncia das técnicas de melhoramento até
entdo utilizadas. Por isso, existem muitas razoes para se acreditar que a genética
molecular ndo ird substituir os atuais processos de melhoramento, mas sim
integrar-se a eles para que se possa obter o maximo de ganho de forma

econdmica e racional (Lande & Thompson, 1990).
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Uma classe de locos ou regides gendomicas de grande interesse sdo os
que controlam os caracteres quantitativos (QTLs). Espera-se grande contribui¢ao
dos marcadores para auxiliar na selecdo desses caracteres, dada a menor
eficiéncia da selecdo fenotipica. Assim, propde-se que os marcadores de QTLs
devem ser utilizados para auxiliar na selecdo de caracteres de baixa
herdabilidade. Para isso eles devem estar intimamente ligados aos QTLs e a
populacdo deve estar em desequilibrio de ligacdo para os marcadores em relacio
aos QTLs (Dudley, 1993; Bearzoti, 1997; Knapp, 1998; Yousef & Juvik, 2001;
Yousef & Juvik, 2002).

A selegdo indireta com base em marcadores deve ser avaliada
considerando simultaneamente a intensidade de selecdo, a herdabilidade, as
correlagdes genéticas, a duragdo de uma geracdo de melhoramento (selegdo e
recombinagdo) e o custo relativo de cada alternativa, caso a caso.

Embora tenham sido encontrados marcadores associados a QTLs
controlando vérias caracteristicas quantitativas em vdarias espécies, poucas
pesquisas t€ém mostrado a efetividade da SAM para o melhoramento ¢ sdo
poucos os resultados da contribuicdo efetiva dos marcadores para o
desenvolvimento de novas linhagens e cultivares (Stromberg et al., 1994).

As razdes para esses poucos resultados sdo (Tanksley & Nelson, 1996;
Stuber et al., 1999): a) a identificacdo dos QTLs e o seu uso para a obtengdo de
cultivares t€m sido feitos em pesquisas separadas; b) a maioria dos trabalhos
com QTLs tem usado apenas germoplasma elite; ¢) nos caracteres complexos
como produtividade de graos, a expressio dos QTLs depende do conjunto
génico (background) em que eles se encontram. Nota-se, por esses problemas,
que uma dificuldade no uso de QTLs ¢ a interacdo QTLs x ambientes.

Outros fatores que devem ser considerados ao se contemplar a utilizagdo

de marcadores para selegdo incluem: (1) a repetibilidade da informacgdo de
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ligagdo entre marcador e QTL de populagdo para populacdo; (2) a interagdo
entre QTLs e ambientes; e (3) a selecdo simultanea para varias caracteristicas.

Resultados experimentais em milho e tomate sdo controversos em
relagdo as questdes. Beavis et al. (1991) encontraram poucos QTLs em comum
entre quatro populacdes de milho diferentes. Por outro lado, Lee et al. (1991)
encontraram sete QTLs para resisténcia a broca de milho (“European corn
borer”), dos quais quatro mapearam em regides previamente identificadas, em
experimentos independentes. O mesmo ocorre, como comentado anteriormente,
com a presenca da interacdo QTLs x ambientes.

De forma analoga, o melhoramento de multiplas caracteristicas
simultaneamente incorre nos mesmos tipos de problemas de respostas
correlacionadas que frequentemente levam ao sacrificio de ganho genético
esperado em uma caracteristica em favor de outra.

Dada a necessidade de ligagdo do marcador com o QTL e do
desequilibrio de ligagdo entre os dois na populagdo, para que a selecdo assistida
por marcador seja eficiente, varios resultados de simulagdo e mesmo
experimentais vém mostrando a maior eficiéncia da selegdo assistida por
marcadores nas primeiras geragdes segregantes ou no inicio dos programas de
melhoramento (Edwards & Page, 1994; Bearzoti, 1997; Hospital et al., 1997;
Stuber et al., 1999). A redugdo de eficiéncia da selecdo assistida com o passar
das geragdes segregantes em geral é conseqiiéncia de os marcadores nao estarem
intimamente ligados aos QTLs, da redu¢do do desequilibrio de ligacdo e também
da interagdo gendtipos por ambientes. Porém, se os marcadores sdo intimamente
ligados aos QTLs e estes sdo mais estdveis, a selecdo assistida tende a ser
compensadora nas geragdes avancadas ou no minimo igual a selecdo fenotipica
(Stromherg et al., 1994; Eathington et al., 1997; Yousef & Juvik, 2002).

A eficiéncia de seleg@o para caracteristicas de baixa herdabilidade pode

ser incrementada significativamente com o uso de marcadores cuja
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herdabilidade se aproxima de 1. Por outro lado, a detec¢do de QTLs para estas
caracteristicas ¢ mais dificil, exigindo a avalia¢do de grande ntimero de indivi-
duos para varios marcadores. Lande & Thompson (1990) analisaram esta ques-
tdo e propuseram o uso de indices de sele¢do em que a soma dos efeitos aditivos
nos locos marcadores seria utilizada como uma “nota molecular”, que seria
combinada com informagao fenotipica ao nivel individual e de média de familia.
Entretanto, a correta estimativa de pesos para cada informacao no indice poderia
limitar a eficiéncia da técnica. Outras abordagens para a utilizagdo da informa-
¢do molecular foram discutidas por Dudley (1993).

A eficiéncia da SAM depende do nimero de marcadores e das suas
distancias dos QTLs desejados (Taran et al., 2003). Quando o numero ¢ alto e a
ligacdo ¢é estreita, uma alta propor¢do da variagdo pode ser explicada pelos
marcadores (Lande & Thompson, 1990).

A eficiéncia da SAM, em comparacdo com a sele¢ao fenotipica (SF), é

dada pela expressao (Lande & Thompson, 1990):

Vy /Vy 1=V, V)
ER ) — M A M A ,
saws¢ \/ e 1-hi(V, /V,)

em que:
ERgam:sr: Eficiéncia da SAM em relagdo a SF;

Vu: Variancia genética aditiva explicada pelos marcadores;
V: Variancia genética aditiva;

h% Herdabilidade do carater.

A SAM sera mais efetiva quando a herdabilidade da caracteristica for
baixa e quando a V) explicar uma grande parte da V,, ou seja, quando a relagdo
Vu/V4 € alta. Porém, o poder de detecgao dos QTLs diminui com baixos valores

de herdabilidade e, assim, a Vy; s6 sera alta quando a herdabilidade for alta, o
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que leva a uma baixa eficiéncia da SAM. A SAM serd mais efetiva quando os
QTLs forem mapeados, seus efeitos estimados em situagdes em que a
herdabilidade ¢ alta e a selegdo for realizada quando a herdabilidade é baixa
(Bernardo, 2002).

Utilizando essa expressdo, Bernardo (2002) relata que a eficiéncia da
SAM em relagdo a SF variou de 1 a 3,2, com herdabilidade de 0,1 ¢ a V\¢/Va
variando de 0 a 1. Knapp (1998) comenta que a vantagem da SAM sobre a SF
aumenta quando a eficiéncia ¢ interpretada em termos de probabilidade de
selecionar gendtipos superiores; o autor relata que em termos de nimero minimo
de progénies requeridas para se obterem genotipos superiores, a eficiéncia da
SAM variou de 1 a 16,7, com herdabilidade de 0,1 € V\y/VA variando de 0 a 1,
ou seja, um melhorista teria de avaliar de 1 a 16,7 vezes mais familias por meio
da selecdo fenotipica do que outro usando a SAM. Portanto, a SAM pode ser
usada na selegdo precoce para reduzir o tamanho das populagdes necessarias em
programas de melhoramento.

Soller & Beckmann (1983) afirmaram que a SAM para caracteres
quantitativos com alta herdabilidade n3o seria tdo eficiente como o
melhoramento tradicional. O valor preditivo da SAM ¢ inversamente
proporcional a herdabilidade da caracteristica (Paterson et al., 1991). Por
exemplo, a herdabilidade para a producdo sob stress de seca em feijao ¢ baixa a
moderada (h2 = 0,19 a 0,59, Scheider et al., 1997), indicando que se forem
identificados marcadores que expliquem uma propor¢do da variagdo para uma
caracteristica quantitativa com alta herdabilidade, a SAM poderia ainda ser util
depois que um QTL de efeito maior for fixado e a herdabilidade for reduzida
(Paterson et al., 1991).

Alguns trabalhos foram realizados no sentido de verificar a eficiéncia da
SAM. Scheider et al. (1997), trabalhando com feijao, usaram cinco marcadores

RAPD para selegdo assistida de produgdo sob condigdes de stress de seca. A
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SAM melhorou a producdo em 11% e 8% em condigdes de Stress e sem Stress,
respectivamente, enquanto a sele¢cdo convencional para produgdo falhou em
melhorar a produgdo.

Yu et al. (2000) relatam que varios QTLs foram identificados para
resisténcia ao crestamento bacteriano comum em feijoeiro comum. Esses autores
avaliaram a possibilidade de uso da SAM com marcadores ligados a QTLs
responsaveis pela resisténcia, em populacdes diferentes das usadas para o
mapeamento. Um dos marcadores utilizados (SCAR BC4204) explicou 62% da
variagdo fenotipica e foi altamente eficiente na selecdo. Comparando a SAM ¢ a
selecdo convencional, o custo da SAM ficou em cerca de 1/3 ao da selecdo
convencional.

Taran et al. (2003) testaram a SAM com marcadores de QTLs para cinco
caracteristicas importantes em feijdo, incluindo a producdo de graos, o numero
de vagens por planta, a altura de planta, o indice de colheita e o total de ndédulos
e desenvolveram um processo para SAM de caracteristicas complexas usando
um indice baseado em marcadores ligados a QTLs e distdncia genética
ultramétrica entre linhagens ¢ um genitor. Esse método possibilitou a selecio de
linhagens que tinham QTLs importantes.

Estudos iniciais com milho mostraram que a sele¢cdo com base em sete
locos de isoenzimas aumentou a producdo de grios em uma variedade de
polinizagdo aberta (Stuber et al., 1982).

Para produtividade em milho, Stuber & Edwards (1986) originalmente
compararam sele¢do com 15 marcadores isoenzimaticos e selecdo fenotipica e
concluiram que o ganho genético foi igual. Johnson (1991) sugeriu que sele¢do
com marcadores para produtividade em linhagens S, foi mais eficiente do que a
selecdo baseada no comportamento de testcross de S,.

Stromberg (1992), trabalhando com milho, verificou que a selegdo com

marcadores em individuos F, e subsequente selecdo de plantas na F, foram
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igualmente eficientes em relagdo a selecdo baseada em médias de cruzamento
teste de F,.

Edwards et al. (1992) estudaram a associagdo de 98 sondas e 11
isoenzimas com 18 QTLs (responsaveis pelo controle genético de peso de graos,
altura da planta, altura da espiga, etc.) utilizando 187 plantas F, do cruzamento
das linhagens de milho CO159 x Tx303. Observou-se que algumas regides
genOmicas influenciaram o crescimento da planta nos estagios iniciais do
desenvolvimento, outras em estagios mais avangados e outras em ambos. De
modo semelhante, os QTLs para produgdo de graos também se mostraram
complexos, com alguns locos afetando um carater simples relacionado com
produgdo, como numero de fileiras de grios na espiga, e outros afetando varios
caracteres relacionados com a producdo de grios simultaneamente. Dezoito
regides cromossomicas foram relacionadas com a altura de plantas e doze com
producao de graos.

Stuber (1994), utilizando a mesma populacio 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 tdo efetiva
quanto a selecdo fenotipica, representando todo o genoma. O autor comenta que
isso € um indicio de que a utilizagdo de mapas mais saturados, que representam
maior parte do genoma, pode trazer resultados ainda melhores. Apesar de esses
resultados indicarem o grande poder de selegdo dos marcadores moleculares,
Lande & Tompson (1990) demonstraram, de maneira tedérica, que o maximo
ganho com a selecdo ¢ obtido quando se utiliza a informacdo molecular
associada com a fenotipica, principalmente usando indices de sele¢do que
considerem os dois tipos de informagao.

Stromberg et al. (1994) compararam o uso de marcadores moleculares
RFLP associados a informagao fenotipica no desenvolvimento de um hibrido de

milho com o uso exclusivo da informacdo fenotipica. A selecdo assistida por
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marcadores foi feita por meio de um indice de selecdo que levava em
consideracdo os oito locos de RFLP e o valor fenotipico de cada familia. A
selecdo assistida com marcadores mostrou-se 3,5% superior quando realizada
em um local e 3% inferior quando realizada em outro local; na média dos dois
locais, a eficiéncia da selecdo por marcadores foi semelhante a selegdo
fenotipica.

Eathington et al. (1997), trabalhando com milho, compararam a utilidade
da selecdo fenotipica e da SAM com relagdo a selecdo precoce. A selecio
fenotipica foi superior nos caracteres com alta h* (> 0,75). Para a produgio de
grdos, a SAM foi superior a selegdo fenotipica para predizer a performance de
testcrosses na geracao Ss. A SAM durante a geragdo S; permitiu uma redugdo de
40% no numero de familias usadas no testcross na geracdo Ss. Esses resultados
indicam que, como sugerido por Knapp (1998), a SAM ¢ util para a selecdo em
geragdes precoces.

Um dos melhores exemplos de contribui¢do efetiva dos QTLs para
auxiliar na selecdo é o trabalho realizado por Yousef & Juvik (2001), que
obtiveram ganhos com a sele¢do assistida em varios caracteres de milho doce.
Os autores usaram trés populacdes, su;su;Se;Se;, su;su;se;se; e shy shy, com um
total de 203 familias. Elas foram previamente avaliadas em experimentos de
campo para a selecdo fenotipica. Essa selecdo foi realizada em caracteres
individuais (emergéncia, teor de sacarose na semente, textura da semente cozida
e palatabilidade) e também foi realizada selecdo por meio de um indice, quando
foi atribuido o mesmo valor para cada carater. A selecdo assistida foi realizada
utilizando cinco RFLPs ligados aos principais QTLs de cada carater. Os autores
tomaram o cuidado de selecionar os marcadores independentes entre si, isto €,
localizados em cromossomos diferentes ou a mais de SOcM.

Utilizando o efeito aditivo dos cinco marcadores favoraveis para cada

carater, foi estimado um valor genotipico para cada familia, que foi também
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incluido na constru¢do do indice de selegdo. Cerca de 20% das familias
superiores e inferiores foram selecionadas para cada carater com base na
avaliacdo fenotipica, no indice e na selegdo assistida por marcadores. As
familias selecionadas foram usadas para sintetizar seis compostos (C,), que
foram avaliados juntamente com os compostos C, em quatro ambientes, em
experimentos de campo, para determinar o ganho com a selecao.

Como o progresso com a selecao € dependente do aumento da freqiiéncia
de alelos favoraveis, este foi, para todos os caracteres, 45%, 48% e 32% com a
selecdo assistida e 24%, 31% e 6% com a sele¢do fenotipica, nas trés populagdes
originalmente utilizadas. Além disso, apos o primeiro ciclo de selecdo assistida,
nenhum dos alelos favoraveis foi fixado, indicando a possibilidade de novos
ganhos. O ganho médio de selecdo foi de 10,9% para a selecdo assistida e 6,1%
para a fenotipica. Os autores consideraram também os custos na obtengdo dos
resultados e concluiram que uma vez que os alelos (QTLs) favoraveis estejam
identificados, a selecdo assistida trara maior retorno econoémico. Além disso,
considerando um programa a longo prazo, esta também sera mais vantajosa por
acelerar o processo, permitir o uso populagdes menores ¢ o melhoramento
simultaneo de varios caracteres.

Os mesmos autores avaliaram a eficiéncia dos marcadores para a
transferéncia de QTLs para aumentar a emergéncia em milho doce. Concluiram
que mesmo apoOs varias geragdes de autofecundagdo e de retrocruzamento,
empregando diferentes backgrounds genéticos e em diferentes ambientes, os
marcadores foram eficientes. Reconheceram, entretanto, que se os marcadores
ndo estiverem intimamente ligados, avaliagdes fenotipicas devem ser feitas para
evitar perdas da ligacdo entre os marcadores ¢ os QTLs devido & permuta
genética (Yousef & Juvik, 2002).

Edwards & Johnson (1994) relataram a utilizagdo de marcadores

moleculares no melhoramento de milho-doce, sendo avaliado o desempenho de
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familias F4 para varias caracteristicas com relacdo a 61 locos de RFLP
distribuidos ao longo do genoma. A partir dessa avaliagdo foram feitos
contrastes com o objetivo de detectar a ligacdo dos QTLs aos locos marcadores.
Os resultados mostraram ganhos significativos para a maioria das caracteristicas
quando se utilizou a selecdo assistida por marcadores.

O insucesso também foi relatado em alguns casos quando se
empregaram marcadores de QTLs. Openshaw & Frascaroli (1997) realizaram a
SAM com 12 RFLPs associados com producdo em milho, sem utilizagdo de
indice, em uma populagdo diferente da utilizada no mapeamento, e nao
obtiveram resposta significativa para aumento ¢ nem para diminuicdo da
producdo mesmo depois de trés ciclos de SAM.

Em cevada, Kandemir et al. (2000) relataram que trés QTLs para
producdo de graos na cultivar Steptoi ndo tiveram efeito na produg¢do quando
introgredidos na cultivar Morex, uma cultivar com qualidade de malte superior,
mas com produ¢do moderada.

Reyna & Sneller (2001) procuraram aumentar a produtividade de grios
de soja em linhagens adaptadas as condigdes do Sul dos Estados Unidos a partir
da introgressdo de trés QTLs que contribuem para alta produtividade em
cultivares adaptadas no norte do pais, por meio de marcadores microssatélites.
Verificaram que os QTLs ndo contribuiram para aumentar a produtividade nas
condi¢des do Sul do pais. Argumentaram que QTLs, para serem usados em
backgrounds e ambientes muito diferentes, devem ser aqueles que exibem
superioridade universal, como, por exemplo, os de resisténcia a patégenos. No
caso de producdo de graos, a cultivar elite em que os QTLs foram identificados
no Norte do pais apresentou um desempenho muito inferior ao das cultivares
elite nas quais os QTLs foram introgredidos no Sul do pais. Assim, atribuiram a
ineficiéncia dos QTLs introduzidos a interagdo genotipos (QTLs) por ambientes

ou epistasia no novo background.
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Moreau et al. (2004) avaliaram a eficiéncia da SAM para produgdo de
graos em uma populacdo de 300 familias F;.4, gerada a partir do cruzamento de
duas linhagens de milho. Foram utilizados 93 marcadores RFLPs e as familias
foram avaliadas em varios ambientes. Os métodos de sele¢do adotados foram: 1-
dois ciclos de selegdo fenotipica (SF); 2- dois ciclos de SAM baseada em um
indice combinando os valores fenotipicos e os valores genéticos dos QTLs; 3-
Um ciclo de SAM combinada, seguido de dois ciclos de SAM somente pelos
valores genéticos dos QTLs estimados na primeira gera¢do. Os ganhos genéticos
foram avaliados e foram significativos para todos os métodos de sele¢do, mas a
diferenca entre a SF ¢ a SAM combinada nfo foi significativa, os autores
atribuem isso aos altos valores de herdabilidade obtidos. Os dois ciclos de
selegdo adicionais s6 com marcadores nao aumentaram o valor genético da
populacdo. Os efeitos estimados dos QTLs na populacdo inicial ndo foram
estaveis, provavelmente devido a epistasia e/ou a interagdo QTLs por ambientes.

Segundo Bernardo (2002), de modo geral os resultados indicam que a
SAM, quando comparada com a selecdo fenotipica, as vezes é mais eficiente e
outras vezes ndo. O autor comenta ainda que em geral, os resultados publicados
mostram que para caracteres complexos como a producdo, a SAM ¢é menos
eficiente. Young (1999) relata que os marcadores mostram-se uteis para selecao
quando obedecem a dois critérios: a) as caracteristicas sdo controladas por
poucos locos com grandes efeitos; e b) a avaliacdo fenotipica da caracteristica &
dificil.

Um claro exemplo que envolve os dois critérios de eficiéncia relatados
por Young (1999) ¢ a selecdo com marcadores para resisténcia ao nematdide do
cisto na soja (gene rhgl), uma das caracteristicas mais bem estabelecidas no
momento, ja que os principais QTLs que controlam a caracteristica estdo
mapeados (Concibido et al., 1996: Schuster et al., 2001), e a selecdo assistida,

que neste caso ¢ extremamente eficiente.
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CAPITULO 2
ESCOLHA DE POPULACOES SEGREGANTES DE

FEIJOEIRO UTILIZANDO INFORMACOES
FENOTIPICAS E MARCADORES DE QTLS
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RESUMO

PEREIRA, Helton Santos. Escolha de populagdes segregantes de feijoeiro
utilizando informac6es fenotipicas e marcadores microssatélites de QTLs.
Lavras: UFLA, 2006, p. 50-83 (Tese — Doutorado em Genética e Melhoramento
de Plantas).*

A escolha de genitores e de populagdes segregantes ¢ muito importante
para o sucesso de um programa de melhoramento de feijdo. A informagdo de
polimorfismo entre os genitores para marcadores moleculares ligados a QTLs é
o0 primeiro passo para utilizagdo da seleg@o assistida por marcadores moleculares
(SAM) para a producgdo de graos. O objetivo do trabalho foi obter e selecionar
populacgdes segregantes promissoras de feijoeiro quanto a producdo de grios e
com polimorfismo para marcadores microssatélites ligados a QTLs previamente
identificados. Foram utilizadas 49 linhagens, avaliadas em dois experimentos em
Lavras e Lambari, utilizando o delineamento latice triplo 7x7, com parcelas de
duas linhas de trés metros, na safra da “seca” de 2004. As caracteristicas
avaliadas foram a produc¢do de graos, a reacdo a mancha angular e o porte. Entre
as linhagens avaliadas, sete foram selecionadas: RCI-10, Z-9, Talisma, MAI-
18.13 e H-103 por estarem entre as mais produtivas, ¢ Batatinha ¢ B1 por serem
de origem divergente das demais. As sete linhagens foram utilizadas para a
obtencdo de um dialelo e também genotipadas com 24 marcadores
microssatélites ligados a QTLs relacionados com a produtividade de graos
previamente identificados. As populagdes obtidas no dialelo foram avaliadas
quanto a produc¢do de graos em um experimento em DBC com trés repetigdes ¢
parcelas de duas linhas de trés metros no municipio de Lavras e a avaliacdo
mostrou a existéncia de diferencas entre as capacidades gerais de combinagdo
(CGC) para os genitores e entre as capacidades especificas de combinagio
(CEC), sendo que o componente quadratico da CEC foi 1,4 vezes maior que o da
CGC. As linhagens RCI-10 e Z-9 apresentaram os maiores valores positivos de
CGC e Batatinha e B1 apresentaram valores negativos para CGC. Os maiores
valores para CEC foram observados nas populagdes MAI-18.13 x Talisma e
RCI-10 x Z-9. 25% dos marcadores SSR foram polimorficos para os genitores
utilizados. Foram encontrados em média 2,5 alelos por marcador polimoérfico e o
maior numero de marcadores polimorficos observado para uma populacdo foi
quatro. Diante do exposto, conclui-se que: as diferengas na produgdo de graos
foram explicadas pelos efeitos aditivos e nao-aditivos, sendo os ndo-aditivos de
maior importancia; foi observado baixo polimorfismo entre os genitores,
principalmente pelo baixo nUmero de marcadores utilizados e foram
selecionadas quatro populagdes, considerando em conjunto, a avaliagdo das
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linhagens, a analise dialélica e o polimorfismo para os marcadores SSR de QTLs
previamente identificados.

*Qrientador: Joao Bosco dos Santos — UFLA
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ABSTRACT

PEREIRA, Helton Santos. Choice of common bean segregant populations
using phenotypic information and microsatellite QTL markers. Lavras:
UFLA, 2006. p.50-83 (Tesis - Plant Genetics and Breeding Program)*

The choice of parents and segregant populations is very important for the
success of a common bean breeding program. The polymorphism information of
the parents using QTL markers is the first step for the marker assisted selection
(MAS). The objective of the research was to select promising segregant
populations for grain yield and polymorphics for previously identified
microsatellite QTL markers associated to grain yield. Fourty nine lines were
evaluated in two field trials in Lavras and Lambari, using the triple 7x7 lattice
design with plots of two 3m rows in dry season of 2004. Grain yield, angular
leaf spot and plant architecture were evaluated. Seven lines were selected, being
five (RCI-10, Z-9, Talisma, MAI-18.13 and H-103) with higher grain yield and
two (Batatinha and B1) with of divergent origin. Those seven lines were
intercrossed in a diallel scheme and genotyped with 24 previously identified
single sequence repeat (SSR) markers associated to grain yield QTLs. The
populations obtained were evaluated for grain yield in a field trial in RCB design
with three replications and plots of two 3m rows in Lavras. Significant
differences of the general and specific combining ability (GCA and SCA) were
observed, being the quadratic component relative to SCA 1,4 higher than the
GCA. The lines RCI-10 and Z-9 expressed the highest positive values for
general combining ability (GCA) and Batatinha and B1 presented negative
values for GCA. The highest values of SCA were observed for MAI-18.13 x
Talismd and RCI-10 x Z-9 populations. 25% of the SSR markers were
polymorphic between the parents, and 2,5 alleles per locus were observed. The
highest number of polymorphic microsatellite marker in a population was four.
Genetic differences among the grain yield of the crosses were due to the
additive and non-aditive effect, being the non-aditives the most important. Low
polymorphism were observed between the parents, mainly due to the low
number of SSR primers available. Four populations were selected considering
the lines evaluation, the diallelic analysis and the QTL SSR markers
polymorphism.

*Major Professor: Jodo Bosco dos Santos — UFLA
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1 INTRODUCAO

Dentre os métodos de melhoramento empregados na cultura do feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.), merece destaque o uso da hibridagdo. O objetivo da
hibridacdo ¢ combinar, em um mesmo individuo, dois ou mais alelos para
fenotipos desejaveis que estejam em individuos diferentes.

Na condugdo de um programa de melhoramento utilizando a hibridacao,
um dos pontos mais importantes ¢ a selecdo de genitores. A escolha dos
genitores pode ser considerada a etapa mais critica, pois qualquer erro ird
comprometer todo o processo, acarretando em perdas de recursos e, sobretudo,
de tempo. Assim, para se ter sucesso na escolha dos genitores, os objetivos
devem ser bem claros, pois a decisdo depende dos caracteres a serem
melhorados, do tipo de controle genético e da fonte de germoplasma disponivel
(Ramalho et al., 1993).

Existem diversas metodologias para a escolha de genitores ¢ populagdes
segregantes que sdo amplamente utilizadas no melhoramento do feijoeiro e
classificadas em duas categorias: a primeira delas envolve os procedimentos que
utilizam apenas as informagdes dos genitores, e a segunda utiliza informagoes
sobre o comportamento das progénies oriundas do cruzamento (Baezinger &
Peterson, 1991). Entre os métodos de escolha dos genitores utilizando o seu
préprio desempenho, o mais empregado ¢ a propria média do carater em
questdo. Com relagdo aos métodos que utilizam a informac¢ao das progénies, os
cruzamentos dialélicos tém sido o método de escolha de genitores mais
empregado em varias espécies, inclusive no feijoeiro (Machado et al., 2002;
Kurek et al., 2001; Mendonga et al., 2002).

A informagdo de divergéncia genética utilizando marcadores

moleculares para sele¢do de genitores e populagdes de feijoeiro tem mostrado na
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maioria dos casos pouca eficiéncia (Santos et al., 2000; Mendonga et al., 2002).
Contudo, a informacdo de polimorfismo entre os genitores para marcadores
moleculares ligados a QTLs da produgdo de griaos previamente identificados
(Faleiro et al., 2003; Teixeira, 2004; Rodrigues, 2004; Blair et al., 2006a) ¢ o
primeiro passo para verificar a possibilidade de utilizacdo da selecdo assistida
por marcadores moleculares para a selecdo de familias dentro das populagdes,
assim como para a selecdo de genitores.

A selecdo de populagdes segregantes que apresentem alta produgdo de
graos e polimorfismo para marcadores de QTLs previamente identificados ¢
importante para a utilizagdo da selecdo assistida por marcadores moleculares
para a producdo de grdos em populagdes com real potencial de utilizagdo em
programas de melhoramento visando a obtencao de linhagens mais produtivas.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi obter e selecionar
populagdes promissoras quanto a produgdo de graos, empregando a selecao

fenotipica e o polimorfismo para marcadores moleculares ligados a QTLs.
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2 MATERIAL E METODOS

As avaliagdes foram realizadas nos municipios de Lavras, no campo
experimental da Universidade Federal de Lavras (UFLA), e de Lambari, na
fazenda experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG). A obtencdo e avaliagdo do dialelo foi realizada no campo
experimental da UFLA. As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio

de Genética Molecular da UFLA.

2.1 Material utilizado

Foram utilizadas 49 linhagens/cultivares com graos do tipo Carioca
(exceto a linhagem Batatinha), relacionadas a seguir: 24 linhagens obtidas e
caracterizadas por Pereira & Santos (2004) e Pereira et al. (2004) (H-1, H-14, H-
23, H-48, H-62, H-69, H-77, H-81, H-91, H-94, H-103, H-110, H-111, H-119,
H-123, H-126, H-127, H-131, H-132, H-142, H-144, H-147, H-149, H-253); 10
linhagens obtidas por Couto et al. (2005) (M-2, M-4, M-6, M-9, M-11, M-14, M-
19, M-29, M-31, M-32); cultivares Talisma (Abreu et al., 2004) e Pérola; quatro
linhagens (B1, Batatinha, H4 e ESAL 501) do banco de germoplasma da UFLA;
e nove linhagens elites obtidas em programas de selecdo na UFLA (CV-45, CV-
95, CV-55, RC1-10, CV-54, RC1-14, MAI-18.13, Z-6 ¢ Z-9).

2.2 Avaliaces preliminares

As 49 linhagens/cultivares foram avaliadas na safra da “seca”, no ano de

2004, em Lavras e Lambari, em um delineamento latice triplo 7 x 7, com

parcelas constituidas por duas linhas de trés metros, com espacamento de 50 cm
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entre as linhas, sendo semeadas 15 sementes por metro linear.

Foi utilizada adubacdo no plantio com 300kg/ha de 8-28-16 (N, P,Os,
K,0) e realizada também adubacdo de cobertura 20 dias apds a emergéncia,
utilizando 150kg/ha de sufato de amdnio. Os demais tratos culturais foram os
comuns a cultura do feijoeiro, incluindo irrigagdes complementares por aspersao
quando necessario. Nao foram aplicados fungicidas e inseticidas.

As caracteristicas avaliadas foram produtividade de grdos, reagdo a
mancha angular e porte. As avaliagdes da severidade da mancha angular foram
realizadas utilizando-se um diagrama de notas de 1 (resisténcia completa) a 9
(suscetibilidade maxima) proposto por Bergamin Filho et al. (1995), com dois
avaliadores. A avaliacdo de porte foi realizada por meio de um diagrama de
notas semelhante ao de Collicchio et al. (1997), com notas variando de 1
(totalmente ereto) a 5 (totalmente prostrado), também por dois avaliadores.
Utilizaram-se as médias dos avaliadores na analise de variancia de cada caréater.

A producdo de graos foi medida em g/parcela.

2.2.1 Analises estatisticas

As caracteristicas avaliadas nos experimentos foram submetidas a

analise individual de variancia segundo o modelo estatistico:

Yijk = m + by, + 1 + £ +ei

em que:

Yij: observagdo referente ao tratamento i no bloco k, dentro da repeti¢do j,
sendo:i=1,2,3,...,49;k=1,2,..,7;¢j=1,2,3;

m: efeito da média geral;

by): efeito aleatorio do bloco k, na repetigao j;
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1j: efeito fixo da repetigdo j;
t;: efeito fixo do tratamento i;

eijk : efeito aleatdrio do erro experimental, ejjx M N(O,cz).

Para a analise conjunta foi considerado o seguinte modelo:

Yi=m+a +t+(ta+ €,

em que:

Yi: observagdo referente ao tratamento i, no local 1, sendo:1=1, 2, 3, ..., 49; e 1
=1,2;

m: efeito da média geral;

a;: efeito fixo do local 1;

t;: efeito fixo do tratamento i;

ta;: efeito fixo da interacdo entre o tratamento i e o local I;

— ,

€, : € o erro experimental médio, ey M N(0,5%).

As médias da andlise conjunta foram agrupadas pelo teste de Scott—
Knott a 5% de probabilidade.

Foram selecionadas sete linhagens/cultivares para realizagdo da proxima
etapa, sendo cinco entre as mais produtivas ¢ duas por serem de origens

diferentes das demais.
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TABELA 1. Esquema da analise de variancia individual e conjunta.

Andlise individual

Fontes de Variacdo QM E (QM)
Repeti¢des Q -
Tratamentos Q> 5 noT2
o, +r L
! i=1 n - 1
Erro efetivo Qs o2

Analise conjunta

Locais (L) Qs !
2L
ol+nr ‘Tl
Tratamentos (T) Qs n
2T
ol +Ir2 1
n —
TxL Qs o +rzz (TL);
i ka (I =D(n-1)
Erro Médio Q- o’

e

, c o~ . : ’ ~ 2
r: numero de repeti¢cdes; 1: nimero de locais; n: nimero de observa(;oes;oel :
A . 2 .

variancia do erro no local I; T, : componente associado aos tratamentos no local
2 A e ’q: 2 . . 2

l; o, : varidnica do erro médio; L, : componente associado a locais; T,

. . 2 . .
componente associado aos tratamentos; (TL); : componente associado a

interacdo tratamentos x locais.

2.3 Obtencao e avaliacdo do dialelo

As sete linhagens/cultivares selecionadas (RC1-10, Z-9, Talisma, MAI-

18.13, H-103, B1 e Batatinha) foram semeadas em vasos contendo terra estéril,
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em um telado, e foram intercruzadas em esquema dialélico completo (Griffing,
1956). Os cruzamentos foram realizados conforme decrito por Ramalho et al.
(1993). Nao foram obtidas sementes de uma das 21 combinagdes hibridas
possiveis. As sementes F; foram semeadas em campo e avancadas até a geragdo
F,. A avaliagdo das 20 populacdes segregantes F, obtidas foi realizada na safra
da “seca” em Lavras, no ano de 2005, utilizando o delinecamento de blocos
casualizados com trés repetigdes e parcelas constituidas de duas linhas de trés
metros. Os tratos culturais foram os mesmos relatados para as avaliagdes

preliminares. Foi avaliada a caracteristica produtividade de grios (g/parcela).
2.3.1 Andlise genética e estatistica dos dados

Inicialmente foi realizada a analise de variancia utilizando o programa
MSTAT-C (1991) para a obten¢ao do quadrado médio do erro e das médias dos

tratamentos. O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:
Yij=m+ti+bj+eij )

em que:

Yij: valor observado no tratamento i na repetigdo j, sendoi=1,2,..,20ej=1, 2
e3;

m: efeito da média geral;

t;: efeito fixo do tratamento i;

b;: efeito aleatorio do bloco j;

ej: efeito aleatdrio do erro experimental, e; M N(O,csz)

Posteriormente foi realizada a analise dialélica, utilizando o método IV de

Griffing (1956). O modelo utilizado foi o seguinte:
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Yi=m+ g +g+s;te

em que:
Yij: valor médio do hibrido ij (i, j = 1, 2, ...7, 1 <});
m: média geral;
g;, g;: efeitos da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo e j-ésimo genitor,
respectivamente;
sij: efeito da capacidade especifica de combinagdo do cruzamento entre os
genitores i e j;

. N . . ' T 2
ejj: erro associado a estimativa da média dos cruzamentos, e;; M N(0,07).

Como uma das combina¢des hibridas ndo foi obtida, para a estimativa
dos pardmetros do modelo foi necessario utilizar o método dos quadrados
minimos, conforme relatado por Ramalho et al. (2000).

Por meio deste procedimento foram estimados os efeitos da capacidade
geral de combinag@o (CGC) e capacidade especifica de combinagdo (CEC). Os
erros associados a essas estimativas foram obtidos conforme relatado por

Ramalho et al. (1993). Também foram estimados os componentes quadraticos

que expressam a variabilidade dos genitores estudados referentes a CGC (¢?g )e

CEC (¢?s ) segundo Cruz & Regazzi (2001).

2.4 Analise molecular

Para verificar a existéncia de polimorfismo entre as sete
linhagens/cultivares selecionadas para realizagdo do dialelo, foi realizada a
extragdo de DNA e reagdes de PCR com 24 marcadores microssatélites (SSR)

(Tabela 1A).
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2.4.1 Extracdo de DNA

De cada linhagem foram coletadas cerca de 2g de folhas jovens para a
extragdo de DNA, utilizando-se um procedimento modificado de Nienhuis et al.
(1995). As folhas foram maceradas com nitrogénio liquido, juntamente com 10
ml de um tampdo de extragio pré-aquecido a 65°C (0,2g de brometo de
cetiltrimetil-amonio; Iml de Tris 1M, 0,4m1 de EDTA 0,5M, 0,82g de NaCl,
0,Ig de polivinilpirrolidona 40.000, 8,6m1 de agua pura) e 20ul de 2-B-
mercaptoetanol. Em seguida, o macerado foi mantido em banho-maria a 65°C
por 30-40 minutos, homogeneizando-se de 3 a 4 vezes. Apds, foram
adicionados 10 ml da solugdo 24 cloroférmio: 1 alcool isoamil e o material foi
centrifugado durante 10 minutos, a velocidade de 5.000 rpm. O sobrenadante foi
coletado, misturado com 30 ml da solugdo 6 alcool 95°: 1 acetato de aménio
7,5M e mantido no freezer por cerca de uma noite. Em seguida, foi coletado o
precipitado com o DNA e foram adicionados de 200 — 300ul da solugdo Tris
ImM e EDTA 0,lmM, pH 8,0 (TE). Ap6s o DNA ter se dissolvido, foi feita uma
segunda extragdo com 200 — 300ul de cloroférmio/alcool isoamil. O
sobrenadante foi coletado, adicionado o triplo do seu volume com a solugdo 20
alcool 95°: 1 acetato de sédio 3M e mantido no freezer por pelo menos uma
hora, ou até ocorrer a precipitagdo do DNA. A solucdo de alcool-acetato foi
eliminada e o DNA precipitado, dissolvido em 200 - 300 pl de TE. A operacao
seguinte consistiu em quantificar a concentracio do DNA em fluorimetro
(Hoefer Scientific). Para isso foram usados 2l da solugdo de DNA em 2 ml de
tampao (Tris 10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente com
0,1pg/ml do corante H32258. Apds, o DNA foi diluido com TE para a

concentrag@o de 10 ng/ul, que foi utilizada nas reagdes SSR.
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2.4.2 Analise com marcadores microssatélites - SSR

A genotipagem foi realizada com 24 marcadores SSR, identificados por
primers publicados por Yu et al. (2000) e Gaitan-Solis et al. (2002). Esses
primers foram utilizados por Teixeira (2004) e Rodrigues (2004), que relatam
sua ligacdo a QTLs que controlam a produtividade de graos no feijoeiro (Tabela
1A). Os primers foram sintetizados pela Invitrogen Brasil. Na reag¢do foram
usados 20 ng de DNA gendémico, 100 uM de cada um dos
desoxirribonucleotideos (dATD, dCTD, dGTD, dTTD), uma unidade da enzima
tag DNA polimerase, 50 mM de Tris pH 8,3, 20 mM de KCI, 2 mM de MgCl,,
10 pg de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10 mM de tartrazine e agua, completando
12 upl. A amplificagdo foi realizada em termociclador modelo Mastercycler
Eppendorf, em que foi empregado o seguinte programa: dois minutos a 95° C
para desnaturagdo do DNA; nove ciclos, em que foram usados 20 segundos, a
temperatura de 94° C para desnaturacdo; 20 segundos para anelamento do
primer, cujas temperaturas variaram de 46 a 68° C de acordo com o primer; 20
segundos a 72° C para sintese de DNA; 25 ciclos a 20 segundos, a temperatura
de 94° C para desnaturacdo do DNA; 20 segundos, para anelamento do primer a
temperaturas que variaram de 46 a 60° C, de acodo com o primer; 20 segundos
a 72° C para sintese de DNA; ¢ uma extensao final por quatro minutos a 72° C.

Apos a amplificacdo, os fragmentos de DNA foram separados em gel de
agarose a 2,5% por trés horas a 100 V e tratados com brometo de etidio. A
visualizagao foi feita por meio de transiluminador de luz ultra-violeta Fotodyne

e fotografias em camera digital Kodak.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagoes preliminares

Na Tabela 2 encontra-se o resumo das analises de varidncia para a
avaliacdo das linhagens para as caracteristicas avaliadas nos dois locais. Como
pode ser observado, para produtividade de grdos foram detectadas diferencas
significativas entre as linhagens/cultivares nos dois locais.

Os valores do coeficiente de variacdo (CV) para a produtividade de grios
foram 19,4% e 18,4%, podendo ser considerados bons para o carater, o que
evidencia uma boa precisao nos experimentos (Matos, 2005).

O resumo da analise conjunta para as caracteristicas avaliadas esta
mostrado na Tabela 3. Para produtividade de graos foi detectada diferenca
significativa entre as linhagens/cultivares. Entretanto, como a interacdo
tratamentos x locais também foi significativa, o comportamento das
linhagens/cultivares ndo foi coincidente nos locais, certamente devido a alta
sensibilidade dos gendtipos as variagdes ambientais para o carater. A precisdo
experimental pode ser considerada boa devido ao baixo valor do CV (14,0%).

Para o carater reagdo a mancha angular, também foi detectada ampla
variagdo genética (P<0,01) entre as linhagens/cultivares nos dois locais de
cultivo e uma boa precisdo experimental (Marques Junior, 1997) (Tabela 2).

A andlise conjunta confirmou a existéncia de variagdo genética entre as
linhagens/cultivares e também da interagdo linhagens/cultivares x locais (Tabela
3). A interagdo pode significar a ocorréncia de ragas diferentes de P. griseola em
Lavras e em Lambari, ja que o patogeno exibe grande variabilidade patogénica e
a sua composi¢ao racial varia com a regido (Rava et al., 1994). Considerando a

existéncia de variabilidade entre as linhagens/cultivares pode-se inferir sobre o
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sucesso da selecdo de linhagens/cultivares mais resistentes.

TABELA 2. Resumo das andlises de variancia individuais para produtividade de
graos (g/parcela), reagdo a mancha angular (notas de 1 a 9) e porte
(notas de 1 a 5), avaliadas na safra das secas/2004 em Lavras e
Lambari.

Produtividade Mancha angular Porte
Estimativas

Lavras Lambari Lavras Lambari Lavras Lambari

QM Tratamentos  16.094**  18.622*  3,6** 3, 2% 0,3* 0,7%*

Meédia 482,1 605,1 7,0 6,2 2,7 2,6
CV (%) 19,4 18,4 8,9 16,5 11,1 12,9
Ef. lattice (%) 100,1 100,3 103,9  100,1 103,8 100,3

* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

TABELA 3. Resumo das analises conjuntas de varidncia para os caracteres
produtividade (g/parcela), reacdo a mancha angular (notas de 1 a
9) (MA) e porte (notas de 1 a 5).

Fontes de Variagado  GL oM GL oM
Produtividade MA Porte
Locais (L) 1 1.111.857,2%*%* 1 38,9%** 0,7%**
Tratamentos (T) 48 17.447,1%* 48 5,6%** 0,7%**
LXT 48 17.268,0%* 48 1,2% 0,2%%*
Erro Médio 156 10.535,9 114 0,8 0,1
Média - 543,6 - 6,6 2,7
CV (%) - 14,0 - 10,7 9,7

*® kx| REX Gignificativo a 10%, 5% e 1% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.
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As analises por local também mostraram a existéncia de diferencas
significativas para o porte das linhagens/cultivares e boa precisdo experimental
(Tabela 2). Na andlise conjunta (Tabela 3), conforme relatado para os caracteres
anteriores, também foi detectada significancia para as linhagens/cultivares e para
a interagdo linhagens/cultivares x locais para o carater porte. A estimativa da
precisdo experimental foi boa evidenciando a possibilidade de sucesso com a
selecdo.

As médias ajustadas para os caracteres avaliados estdo expostas na
Tabela 4. Com base nesses resultados foram selecionadas sete
linhagens/cultivares, sendo cinco entre as mais produtivas (RC1-10, MAI-18.13,
Talisma, Z-9 e H-103), uma por apresentar maior resisténcia a mancha angular e
origem diversa das demais (Batatinha) e a linhagem B1, descendente da
linhagem TO e da cultivar Carioca, sendo, portanto, de origem diversa das
demais do tipo carioca. Provavelmente, essa linhagem ¢é portadora de alelos
diferentes dos alelos das demais linhagens para os caracteres agrondmicos
considerados, o que pode contribuir para uma alta capacidade de combinagao
com outros genodtipos. Além disso, € um genotipo portador do alelo Co.4 de
resisténcia a Colletotrichum lindemuthianum, que confere resisténcia as
principais ragas presentes nas principais regioes produtoras de feijao. A linhagem
H-103 ¢é portadora do alelo Co.4% que confere resisténcia a todas as ragas de C.
lindemuthianum presentes no Brasil. Essas linhagens foram entdo utilizadas para

obten¢ao de um dialelo.
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TABELA 4. Médias ajustadas da andlise conjunta de produtividade de graos
(g/parcela), reagdo a mancha angular (notas de 1 a 5) (MA) e porte
(notas de 1 a 5) das 49 linhagens/cultivares avaliadas'.

Linhagens/cultivares Produtividade MA Porte
Z-9 659,8 a 69D 3,1c
RCI1-10 648,8 a 35a 2,1a
Talisma 626,9 a 7,3 ¢ 3,1c
MAI-18.13 616,3 a 42 a 32¢
H-77 608,6 a 8,0c¢ 2,4 a
RCI1-14 600,3 a 44 a 3,5¢
H-103 595,0 a 7,7 ¢ 23a
M-32 5949 a 69D 2,5b
H-132 5942 a 7,6 ¢ 2,5b
H-142 590,8 a 59D 2,6b
H-62 588,7 a 7,5¢ 2,1a
H4 586,8 a 81c¢ 29c¢
H-123 585,1a 7.0c 23a
M-4 583,3a 6,7b 2,7b
H-149 578,0 a 6,8b 2,6b
H-1 5753 a 6,6b 2,4 a
M-11 5744 a 69D 2,8 ¢
CV-95 565,8 a 6,6b 2,5b
H-14 565,5a 6,2b 2,5b
H-91 561,0 a 7,1c¢ 22a
CV-55 5539 a 39a 32¢
CV-45 551,1a 5,la 33¢
ESALS501 550,5a 6,1b 29c
H-144 549.6 a 6,8Db 2,5b
Batatinha 5449 a 44 a 33c
H-147 541,0b 5,7b 2,6b
H-126 5346 b 7,1c¢ 22a
Pérola 533,7b 5,8b 32¢
Z-6 5329b 7,7c¢ 33c¢
H-81 528,1b 7,6 ¢ 2,1a
H-119 525,40 81c¢ 2,5b
H-127 525,4b 73 ¢ 24a
H-253 521,4b 6,4b 2,6b
H-110 513,5b 6,2b 24 a
M-2 512,3b 7,2 ¢ 2,6b
“... continua...”
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“TABELA 5, Cont.”

Linhagens/cultivares Produtividade MA Porte
M-9 510,6 b 6,6 b 32¢
H-111 506,6 b 6,7b 2,5b
CV-54 503,40 6,3b 2,50
H-48 497,1b 6,1b 29c¢
H-23 492,6 b 73 ¢ 24a
M-29 487,5b 72¢ 32¢
H-131 484,1b 69b 24a
H-94 4832 b 7,6 ¢ 24a
M-6 482,6 b 7,1¢ 2,7b
B1 4799 b 81c 33¢c
H-69 476,1 b 6,5b 2,1a
M-19 4749 b 6,5b 2,7b
M-14 458,5b 6,5b 29c¢
M-31 381,0b 6,7b 29c¢

'Médias seguidas da mesma letra sdo semelhantes (Scott-Knott, P<0,05).

3.2 Analise do dialelo

A andlise de varidncia do dialelo para a produtividade de grios
evidenciou a presenca de diferencas genéticas significativas entre as populagdes
(P<0,01) (Tabela 5). A precisdo experimental, medida por meio do coeficiente de
variagdo (13,4%), pode ser considerada boa, pois estd abaixo dos valores
geralmente obtidos em experimentos com o feijdo para esse carater (Ramalho et
al., 1993; Matos, 2005).

Os quadrados médios referentes a CGC e a CEC foram significativos a
1% de probabilidade, mostrando a existéncia de variabilidade tanto pela agdo
aditiva quanto pela ndo-aditiva dos genes. De acordo com esses resultados, o
quadrado médio da CGC foi 2,9 vezes superior ao da CEC, indicando a
predominancia da agdo génica aditiva no controle da produgdo de graos (Tabela

5). Porém, quando observamos os componentes quadraticos obtidos a partir dos
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quadrados médios referentes a CGC (¢?g =23.500,9) ¢ a CEC (¢?S =33.713,1)
pode-se notar que o componente ggs ¢ cerca de 1,4 vezes maior do que o

componente ¢@,, o que indica a predominancia de agdo génica nio-aditiva no

controle do carater, embora os efeitos aditivos também estejam presentes.

Cruz & Regazzi (2001) comentam que a superioridade do componente
quadratico associado a CGC tem sido verificada em dialelos nos quais os
genitores ndo sofreram selecdo prévia para o carater em estudo. Quando os
genitores forem submetidos a sele¢ao prévia, como ¢ o caso dos utilizados nesse
trabalho, o diferencial para efeitos aditivos pode ser reduzido, e a importancia
dos efeitos ndo-aditivos, conseqiientemente pode aumentar.

A predominancia da acdo génica aditiva no controle da producao de graos
foi relatada por Santos et al. (1985). Segundo Ramalho et al. (1993), nos
programas de melhoramento, as selecdes sdo praticadas em geragdes segregantes
avangadas visando a obten¢do de um maior progresso genético, tendo em vista a
presenca de efeitos aditivos e a ocorréncia de diversas linhas puras na populagao,
esta & a razdo pela qual a CGC é de maior importancia para os melhoristas, ja que
depende da variancia aditiva.

Ferreira (1993), em milho, verificou diferencgas significativas somente
para a CGC, ndo se constatando diferencas significativas para a CEC,
considerando apenas um local. Porém, considerando trés locais, foram
verificadas diferencas significativas para CEC. No entanto, o autor relata que a
deteccdo dessas pequenas diferengas foi atribuida ao grande numero de graus de
liberdade associados. Ja Abreu et al. (1999), em feijao, observaram que houve
efeito significativo tanto da CGC quanto da CEC. Os autores verificaram,
também, que essas duas fontes de variagdo apresentaram magnitudes semelhantes
dos quadrados médios, indicando que essas duas estimativas contribuiram

igualmente para explicar a variagdo constatada no dialelo.
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TABELA 5. Resumo da andlise de varidncia da produtividade de graos
(g/parcela) com decomposicdo da fonte de variagdo populagdes

em CGC e CEC.
Fontes de variacao Graus de liberdade Quadrado médio
Repeticao 2 7.237,0
Populacdes 19 71.344,9%*
CGC 6 128.650,3**
CEC 13 44 .858,6**
Erro 38 11.145,5
Total 59

" Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

Machado et al. (2002), em feijdo, também verificaram diferengas
significativas para CGC e CEC, sendo que a maior parte da variagdo foi
explicada pela CEC. Ja Kurek et al. (2001) relatam que na analise de um dialelo
em feijao, os efeitos da CGC e da CEC foram significativos e a CGC foi mais
importante para explicar a variacao.

Segundo Griffing (1956), a CGC esta associada aos efeitos aditivos dos
genes e corresponde ao comportamento médio dos genitores em combinagdes
hibridas. Sendo assim, pode-se afirmar que os genitores que apresentam as
maiores estimativas de CGC deverdo gerar populagdes com maiores médias.
Maiores valores de CGC de dois genitores permitem também a identificagdo
daqueles com alelos aditivos favoraveis de genes diferentes. Tais genitores
podem até possuir desempenhos médios semelhantes, salientando o valor das
elevadas magnitudes de CGC para a escolha daqueles capazes de gerar a
populacdo segregante em que héd possibilidade de se formarem recombinantes

superiores. Contudo, no processo de escolha de genitores, apenas a maior média
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da populagdo ndo ¢ suficiente para a sua escolha, uma vez que se os genitores
possuirem alelos favoraveis comuns, a populagdo apresentara uma variabilidade
restrita, reduzindo a chance de sele¢do de linhagens superiores. A CEC, por sua
vez, esta associada aos efeitos ndo aditivos dos genes, como a dominancia e as
interagdes epistaticas, e refere-se ao comportamento da populagdo, proveniente
de dois genitores, ndo explicado pelas CGC dos mesmos, ou seja, ela mede o
grau de complementacdo alélica. No caso do feijdo, em que se utilizam
linhagens, ha a possibilidade de se explorarem também os efeitos epistaticos do
tipo aditivo x aditivo (Pulcinelli, 1997).

Nos programas de melhoramento em andamento, como € o presente caso
do feijdo, normalmente sdo intercruzadas as linhagens superiores, selecionadas
em programas anteriores, ¢ também as melhores cultivares ja em uso (Fehr,
1987). Entretanto, um problema dessa pratica consiste no aumento do grau de
parentesco entre os materiais superiores utilizados como genitores. A
consequéncia do uso desses genitores ¢ o fato de muitos cruzamentos mais
aparentados gerarem populagdes segregantes com reduzida variabilidade.

Em algumas oportunidades, as informagdes sobre o grau de parentesco
dos genitores tém permitido antever o nivel de variabilidade a ser liberada nas
populagdes segregantes (Baenziger & Peterson, 1991). No entanto, existem
também situagdes em que o grau de parentesco ndo ¢ um bom indicador da
variabilidade que ocorre nas populacdes segregantes (Helms et al., 1997). Tal
fato ocorre porque nem sempre se conhece suficientemente a genealogia dos
genitores. Além disso, em razao de a maioria dos genitores serem cultivares ou
linhagens melhoradas, e portanto selecionadas, o grau de parentesco nem sempre
constitui um indicador eficiente dos seus genitores ¢ da variabilidade a ser gerada
na descendéncia dos mesmos, assim como o desempenho médio de cada um nem
sempre ¢ indicativo dos genitores ideais. Por essas razdes ¢ que informagdes de

desempenho das progénies dos genitores sdo mais uteis para prever oS seus
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potenciais.

No presente estudo, em que a maioria dos genitores sdo do grupo
Carioca, todos sdo representados por linhagens selecionadas ou cultivares em uso
pelos agricultores. Portanto, com exce¢do da linhagem Batatinha, de sementes
amarelas, e da linhagem B1, que possui cerca de 25% dos alelos da linhagem
TO, ¢é provavel que o grau de parentesco dos mesmos seja elevado.
Consequentemente, esta ¢ a situacdo em que a escolha dos genitores e das
populagdes segregantes promissoras deve assegurar maior sucesso do programa.

Embora as linhagens utilizadas sejam constituidas de genotipos
selecionados em ensaios anteriores, a producgdo de graos ainda exibe consideravel
variabilidade aditiva e ndo-aditiva (Tabela 5). Depreende-se, assim, que métodos
de melhoramento que tiram vantagem da varidncia aditiva poderdo ser
empregados na busca de maiores ganhos.

Deve-se considerar, também, que efeitos da interacdo de genotipos por
ambientes ndo puderam ser estimados em virtude da pequena disponibilidade de
sementes para a avaliagdo das popula¢des em diferentes ambientes. Caso ocorra
tal interacdo, ela pode alterar as estimativas dos pardmetros genéticos, uma vez
que ¢ incorporada aos efeitos das capacidades combinatorias (Ramalho et al.,
1988). Nao ha duavida de que a avaliagdo das populagdes em outros ambientes,
em que se pratica a cultura, contribuird para aumentar a eficiéncia na

identificagcdo daquelas mais promissoras.

As estimativas da CGC (§,) para cada cultivar/linhagem genitora e os

erros associados encontram-se na Tabela 6. Baixa estimativa de §; indica que o

valor da CGC do cultivar/linhagem ndo difere muito da média geral dos
cruzamentos dialélicos. Por outro lado, altas estimativas, positivas ou negativas,
indicam que o genitor em questio ¢ melhor ou pior que os demais
cultivares/linhagens incluidos no dialelo, com relagdo ao comportamento médio

dos cruzamentos (Griffing, 1956; Cruz & Regazzi, 2001). Esses valores
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dependem da frequéncia de alelos aditivos dos genitores, favoraveis ou
desfavoraveis para a producdo de graos. Conseqiientemente, os genitores com 0s
maiores valores de §;, devem gerar as populagdes segregantes com as maiores
médias, das quais se pode selecionar linhagens também com alta produtividade
de graos. Conforme Miranda et al. (1988), os genitores com as maiores CGC sao
preferidos para constituir as novas populagdes, favorecendo a selecdo de
linhagens homozigoéticas, no caso de plantas autogamas.

Verifica-se que as cultivares/linhagens RC1-10 e Z-9 apresentaram
valores positivos de §;, sendo que RC1-10 apresentou o maior valor para CGC;
portanto, estas sdo as mais promissoras para gerar populacdes com alta média
(Tabela 6). Por outro lado, as linhagens/cultivares Batatinha e B1 apresentaram
valores negativos para a CGC, sendo que a linhagen Batatinha apresentou o

maior valor negativo. A linhagem B1 também apresentou altos valores negativos
de §;, identificando que os alelos que ela herdou da linhagem TO, para
produtividade de graos, ndo sdo favoraveis. As demais linhagens apresentaram
valores de §, que ndo diferem de zero.

Diante do exposto destacam-se, para maior produtividade, as linhagens

RC1-10 e Z-9.
As estimativas da CEC (§ij) e das médias, referentes as 20 populagoes,
encontram-se na Tabela 7. Valores baixos de §ij indicam que as populacdes

exibem produgdes de graos previstas pela CGC. Contudo, valores altos (positivos

ou negativos) de §ij indicam que o comportamento de um cruzamento particular é

relativamente melhor ou pior do que o esperado, com base na CGC. Essas
estimativas indicam presenca de efeitos de domindncia e/ou de epistasia

(Griffing, 1956; Pulcinelli, 1997).
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TABELA 6. Estimativas da capacidade geral de combinagdo ((§,) para as
linhagens/cultivares avaliadas e erros associados.

Linhagem/cultivar g

RC1-10 137,3
Z-9 78,4
Talisma 153
MAI-18.13 9,9
H-103 -26,1
B1 -70,3
Batatinha -143,3

6-(Qi) = 43,7 &(~ g ) = 66,8

gi— j

A populagio RCI-10 x Z-9 merece destaque porque acumula as
caracteristicas desejaveis em uma analise dialélica. Além de ser formada por
genitores com alta CGC (Tabela 6), possui alta CEC e altas médias entre os
cruzamentos avaliados (Tabela 7). Além disso, os genitores possuem graos do
tipo carioca, o que facilita significativamente a obtencdo de linhagens com tipo
de graos aceitavel pelo consumidor.

Entre as demais populagdes, envolvendo um dos genitores com valores

positivos de §;, a populagdo RC1-10 x MAI-18.13 exibiu elevada produtividade

de graos sendo, assim, também promissora para a sele¢do de linhagens. A

populacao Batatinha x MAI-18.13 foi a que apresentou maior valor negativo de
§ij (Tabela 7).

Observa-se, também, que as maiores produtividades médias foram

apresentadas pelas populagdes em que os genitores apresentam efeito positivo da
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CGC. Conforme relatam Cruz & Vencovsky (1989), o hibrido mais favoravel ¢é

aquele de maior CEC, no qual pelo menos um dos genitores apresenta alta CGC.

3.3 Avaliacdo molecular

Entre os 24 marcadores SSR ligados a QTLs de produtividade de graos
previamente identificados testados, apenas seis apresentaram polimorfismo para
pelo menos um dos sete genitores.

Considerando os sete genitores avaliados, em cinco dos marcadores
polimoérficos foram encontrados apenas dois alelos, sendo que para o marcador
BM-175, a linhagem Batatinha foi a tnica que apresentou um alelo diferente das
demais e para o marcador U-77935, a linhagem Z-9 é que apresentou um alelo
diferente das demais. O mesmo foi constatado com o marcador X-74919, porém
com o alelo diferente vindo da linhagem MAI-18.13. J& com o marcador BM-
143, as linhagens H-103 e B1 apresentaram um alelo diferente das demais
linhagens e para o marcador BM-152 as linhagens Talisma e MAI-18.13
apresentaram o alelo diferente do encontrado nas demais.

Para o marcador BM-156 foram encontrados cinco alelos, sendo portanto
o0 unico caso de alelismo multiplo para os genitores utilizados. Nas linhagens H-
103, B1 e Z-9, o alelo para esse marcador foi o mesmo. Ja para as linhagens
Talisma, Batatinha, RCI-10 e MAI-18.13 foram identificados alelos diferentes do
alelo das linhagens citadas acima e diferentes entre si.

Foram encontrados em média 2,5 alelos por marcador, considerando
apenas os marcadores polimérficos. Blair et al. (2006b) encontraram 7,8 alelos
em média por marcador, porém, vale lembrar que os autores utilizaram 44
linhagens de pools génicos e de ragas diferentes, sendo portanto muito
divergentes e de origens muito diferentes, o que ndo acontece com as linhagens

utilizadas no presente trabalho.
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TABELA 7. Populagdes avaliadas no dialelo, estimativas de produtividade de
grdos (g/parcela), capacidade especifica de combinagdo (§ij) e

erros associados, nimero de marcadores SSR polimérficos (NMP)
e marcadores SSR polimérficos (MP).

Populagio Produtividade' § NmP MP
RCI1-10x Z-9 1.110 a 107,3 2 BM-156 U-77935
Mal-18.13 x Talisma 1.000 a 187,7 2 BM-156 X-74919
RCI1-10 x MAI-18.13 983 a 48,7 3 BM-156 BM-152

X-74919
RC1-10 x Talisma 907 a -32,7 2 BM-156 BM-152
7Z-9 x H-103 890 a 50,7 2 U-77935 BM-143
RCI1-10 x B1 867 a 12,9 2 BM-156 BM-143
MAI-18.13 x H-103 860 a 89,1 4 BM-156 BM-152
X-74919 BM-143
MAI-18.13 x Z-9 790 b -85,3 4 BM-156 BM-152
X-74919 U-77935
RCI1-10 x H-103 783 b -115,3 2 BM-156 BM-143
Batatinha x Z-9 767 b 449 3 BM-156 BM-175
U-77935
Z-9 x Talisma 763 b -117,7 3 BM-156 BM-152
U-77935
RC1-10 x Batatinha 760 b -21,0 2 BM-156 BM-175
Batatinha x Talisma 753 b 93,9 3 BM-156 BM-175
BM-152
MAI-18.13 x B1 743 b 16,3 4 BM-156 BM-152
X-74919 BM-143
Batatinha x H-103 713 b 95,3 3 BM-156 BM-175
BM-143
B1 x Talisma 690 b -42,1 3 BM-156 BM-152
BM-143
H-103 x Talisma 687 b -89,3 3 BM-156 BM-152
BM-143
B1 x H-103 660 b -30,7 0 -
Batatinha x B1 617D 435 3 BM-156 BM-175
BM-143
Batatinha x MAI- 397 ¢ -256,7 4 BM-156 BM-175
18.13 BM-152 X-74919
OA-(§ij) =86,2 O-(gii’éik) =133,5 OA-(SAij’§k|) =115,6

"Médias seguidas da mesma letra sdo semelhantes (Scott-Knott, 0=0,05).
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Os autores relatam ainda que os marcadores BM-156, BM-152, BM-175
apresentaram 16 alelos diferentes ¢ o marcador BM-143 apresentou 18 alelos
entre as linhagens avaliadas.

A Tabela 7 mostra o nimero de marcadores polimorficos (NMP)
identificados em cada populacdo. O polimorfismo entre os genitores para esses
marcadores ¢ um indicativo de que as populagdes oriundas desse cruzamento irdo
segregar e, portanto, da possibilidade de realizar a selecdo dos individuos
recombinantes com base nesses marcadores.

De modo geral, foi encontrado um baixo numero de marcadores
polimorficos (25%). Esse baixo numero nao foi surpreendente, considerando-se
que o feijao é uma espécie na qual geralmente ndo se encontra grande numero de
marcadores polimorficos, considerando também que o nimero de marcadores
disponiveis foi pequeno e que a maioria das linhagens/cultivares sdo melhoradas
e, portanto, ndo sdo gendtipos tdo divergentes. Blair et al. (2006b) relatam que
em cruzamentos entre linhagens dentro de um mesmo pool génico foi encontrado
em média 37,9% de polimorfismo, contra 59,7% quando o cruzamento foi entre
linhagens de diferentes pool génicos. JA& em cruzamentos dentro da raca
mesoamericana encontrou-se 31,7% de polimorfismo.

As populagdes em que esses marcadores foram identificados como
associados a QTLs foram formadas por cruzamentos entre linhagens nao
aparentadas e muito divergentes para diversos caracteres de importancia no
feijoeiro e mesmo assim, o polimorfismo encontrado ndo foi de magnitude muito
elevada. O feijdo ¢ uma espécie na qual, naturalmente ndo ¢ encontrado grande
polimorfismo para marcadores SSR, mesmo quando se utilizam genitores muito
divergentes (Faleiro et al., 2003; Teixeira, 2004; Blair et al., 2006b; Rodrigues et
al., 2000).

Entre as populagdes avaliadas, MAI-18.13 x Z-9, Batatinha x MAI-
18.13, MAI-18.13 x Bl e MAI-18.13 x H-103 foram as que apresentaram o
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maior NMP, com quatro marcadores. Ja para a populagdo B1 x H-103, nao foi
encontrado nenhum marcador polimérfico (Tabela 7).

Considerando as quatro linhagens/cultivares mais promissoras com base
na CGQG, esperava-se maior polimorfismo entre os genitores para utilizacao dessa
informagdo na identificagdo de populacdes promissoras. A linhagem MAI-18.13
foi a que apresentou maior polimorfismo, ja que esta estd presente nas quatro
populacdes que apresentaram maior NMP (Tabela 7), indicando que esse
polimorfismo pode contribuir para auxiliar na selecdo de recombinantes para
maior produtividade nas populacdes segregantes.

Os marcadores polimorficos para cada cruzamento também estio
relatados na Tabela 7. Segundo Teixeira (2004) e Rodrigues et al. (2006), esses
marcadores ndo explicaram grande parte da variacdo fenotipica, sendo, portanto,
associados a QTLs de pequeno efeito ou com ligagdo ndo muito estreita com o
QTL. O marcador BM-156, considerando seu efeito isoladamente dos demais, foi
0 que explicou maior porcentagem da variacdo fenotipica, 9,2%, e o marcador X-
74919 foi o que explicou menor porcentagem da variagdo fenotipica, apenas
3,5%.

Considerando o pequeno efeito dos marcadores na explicacdo da variagao
fenotipica e o reduzido niimero de marcadores polimorficos obtido nas
populagdes, pode-se concluir sobre a necessidade da utilizagdo de um maior
numero de marcadores SSR, principalmente em populagdes de melhoramento,

onde a divergéncia ¢ menor.
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4 CONCLUSOES

As diferengas de produtividade de graos das populagdes foram explicadas
tanto pelos efeitos aditivos quanto pelos efeitos ndo-aditivos dos genes,

sendo que os efeitos ndo-aditivos foram mais pronunciados.

Foram selecionadas quatro populagdes (RCI-10 x Z-9, RCI-10 x Talisma,
MAI-18.13 x Z-9 e Batatinha x B1), para utilizagdo da selecdo assistida por
marcadores, considerando em conjunto, a avaliagdo das linhagens, a andlise
dialélica e o polimorfismo entre os marcadores moleculares SSR ligados a

QTLs previamente identificados.

Considerando o reduzido nimero de marcadores SSR polimérficos obtidos
nas populagdes, pode-se concluir sobre a necessidade de utilizagdo de um
maior numero de marcadores SSR ligados a QTLs da producdo de graos
previamente identificados, principalmente em populagdes de melhoramento
uteis para obtencdo de linhagens mais produtivas, onde a divergéncia ¢

menor.
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CAPITULO 3
SELECAO DE FAMILIAS DE FEIJOEIRO BASEADA

EM PRODUTIVIDADE DE GRAOS E EM
MARCADORES MICROSSATELITES DE QTLs
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RESUMO

PEREIRA, Helton Santos. Selecdo de familias de feijoeiro baseada em
produtividade de graos e em marcadores microssatélites de QTLs. Lavras:
UFLA, 2006, p. 84-130 (Tese — Doutorado em Genética ¢ Melhoramento de
Plantas).*

A selecdo de familias segregantes promissoras pode ser realizada por
meio de técnicas classicas de melhoramento e também com o emprego de
marcadores moleculares para a selecdo assistida (SAM). Os objetivos desse
trabalho foram selecionar familias promissoras para a produtividade de grdos e
verificar a eficiéncia da SAM em relacdo a selegdo fenotipica (SF). Foram
utilizadas 394 familias derivadas de quatro populacdes e os seis genitores. As
familias foram avaliadas nas geragdes F;4 ¢ F3.5 em campo no municipio de
Lavras, em dois experimentos, sendo a geragdo F;.4 no primeiro experimento, na
safra das “aguas” 2005/06, em um latice simples 20 x 20 com parcelas de uma
linha de um metro e a geragdo F5.5 no segundo experimento, na safra da “seca”
de 2006, utilizando um latice 20 x 20 triplo com parcelas de uma linha de dois
metros. Em ambos foi medida a produtividade de grios. Foram estimados
parametros genéticos e fenotipicos para auxiliar o processo de selecdo das
melhores familias. Também foi realizada a genotipagem das familias de trés das
quatro populacdes com marcadores SSR associados a QTLs relacionados com a
producdo de graos previamente identificados. Com esses dados foram realizadas
analises de associagdo por marcas simples entre os marcadores e a produgdo de
graos e o resultado foi utilizado para constru¢do de um indice para realizagao da
SAM. Constatou-se ampla variabilidade entre as familias de cada populagéo, que
aliada as altas estimativas de herdabilidade, possibilitaram a obtencdo de
elevados ganhos com a selecdo fenotipica. A populagdo de maior produtividade
média forneceu o maior nimero de familias selecionadas no total (68%). Os
marcadores explicaram pequena porcentagem da variacdo fenotipica e
apresentaram alta interagdo QTLs x ambientes e QTLs x populagdes. A SAM
também possibilitou a obtencao de ganhos; porém, de menor magnitude quando
comparados aos ganhos com a SF, principalmente devido & pequena
disponibilidade de marcadores de QTLs e aos pequenos efeitos desses QTLs. O
nimero de familias coincidentes entre as mais produtivas foi de 40%
considerando as duas metodologias de selegdo.

*Qrientador: Jodao Bosco dos Santos - UFLA
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ABSTRACT

PEREIRA, Helton Santos. Selection of common beans families based on grain
yield and QTL microsatellite markers. Lavras: UFLA, 2006. p. 84-130 (Tesis
— Plant Genetics and Breeding)*

The selection of promising families for grain yield has been achieved
realized with classical breeding techniques, and it is expected that QTL markers
for assisted selection (MAS) may improve the gain. The objectives of the
research were to select superior families for grain yield and check the efficiency
of MAS comparing to phenotypic selection (PS). Three hundred and ninety four
families were taken from four segregant populations. Those families were
evaluated in F3.4and F;.5 generations in two field trials in Lavras, being the F3.4 in
the rainy season of 2005/2006 using a simple 20x20 lattice design with plots of
one 1m row. The F;;s families were evaluated in the dry season of 2006, using a
triple 20x20 lattice design with plots of one 2m row. The grain yield was
evaluated in both experiments. Genetics and phenotypics parameters were
estimated for selecting the best families. The families of three of the four
populations were genotyped with microsatellite QTL markers associated to the
grain yield previously identified. Single factor analysis were set uf for selecting
the significant markers, which were used to construct an index for the MAS. The
families of each population presented wide genetic variation for grain yield, as
confirmed by higher estimates of heritabilities and genetic gains. Among all the
selected families most of them (68%) came from the population with higher
grain yield. The number of coincidents families in both selection methods was
40%. The SSR markers explained small part of the grain yield variation and
presented high QTLs by environments and QTLs by populations interaction. The
MAS also achived gains, although, in lower intensity, mainly due to the low
number and effects of the available markers.

*Major Professor: Jodo Bosco dos Santos — UFLA
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1 INTRODUCAO

Em um programa de melhoramento de feijoeiro, grande atencao deve ser
dada a selegdo de familias segregantes promissoras. Se possivel, ela deve ser
realizada nas primeiras geracdes segregantes, para possibilitar que os esforcos
estejam dirigidos na avaliacdo das melhores familias, economizando-se assim,
tempo e recursos.

O processo de selecdo vem sendo realizado por meio de técnicas
classicas de melhoramento, com comprovada eficiéncia, refletida pelos
continuos ganhos genéticos em produtividade obtidos ao longo de vérios anos e
para varias culturas (Alliprandini et al., 1993; Arias & Ramalho, 1998; Atroch &
Nunes, 2000). No feijdo estima-se que esses ganhos sejam de 1,6% ao ano
(Matos, 2005). Como o progresso genético ¢ continuo, o nivel de produtividade
vem aumentando ¢ as diferencas a serem detectadas sdo cada vez menores. Com
isso, novas ferramentas podem ser empregadas para aumentar a eficiéncia dos
programas de melhoramento.

Os marcadores moleculares podem ser empregados para auxiliar
programas de melhoramento e inimeros trabalhos vém sendo realizados com
esse proposito (Hagiwara et al., 2001; Yousef & Juvick, 2001; Mendonga et al.,
2002; Faleiro et al., 2003; Faleiro et al., 2004).

No processo de selegdo para caracteres quantitativos como a producao de
graos, em que a influéncia do ambiente ¢ maior, ¢ esperada maior contribuigao
dos marcadores moleculares, dadas as dificuldades envolvidas no processo de
selecdo. Para que as informacdes de marcadores moleculares sejam uteis no
processo seletivo, a primeira etapa ¢ a identificagdo de marcadores associados
aos QTLs (Quantitative Trait Loci) envolvidos no controle do carater de

interesse. Esses marcadores, associados aos QTLs, podem ser utilizados na
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selecdo assistida por marcadores (SAM) para selecdo de gendtipos superiores.
Embora inumeros QTLs ja tenham sido identificados para varios caracteres na
maioria das culturas de grande importancia, inclusive alguns para a produgdo de
graos em feijao (Faleiro et al., 2003; Teixeira, 2004, Rodrigues, 2004; Melo et
al., 2004; Blair et al., 2006a), sdo poucos os relatos de sucesso da incorporagdo
dessas informag¢des no processo seletivo e na obtencdo de novas cultivares
(Yousef & Juvick, 2001; Moreau et al., 2004).

Visando a incorporagdo de informacdes de marcadores moleculares em
programas de melhoramento, devem ser realizados trabalhos com a selecdo
assistida por marcadores moleculares para selecdo de familias oriundas de
populagdes com alta produtividade, obtidas a partir do cruzamento de linhagens
e cultivares elites, j4 melhoradas, que é o que ocorre rotineiramente em um
programa de melhoramento visando a obtengdo de linhagens mais produtivas.

Com base no exposto, os objetivos desse trabalho foram: 1) Selecionar
familias de feijoeiro promissoras para a produtividade de graos; 2) Verificar a
eficiéncia da SAM, quando comparada com a selecdo fenotipica para a

produtividade de gréos.
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2 MATERIAL E METODOS

As avaliagdes foram realizadas no municipio de Lavras, no campo
experimental da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e no Laboratério de

Genética Molecular da UFLA.

2.1 Material utilizado

Foram utilizadas sementes de quatro populagdes selecionadas, com base
em uma analise dialélica e no polimorfismo de marcadores microssatélites
ligados a QTLs nos genitores (Capitulo 2, Tabelas 6 e 7). A populagdo 1 (RCI-10
x Z-9) foi selecionada por apresentar os dois genitores com maior capacidade
geral de combinagdo e alta produtividade média e alta estimativa de CEC, ja a
populacao 2 (RCI-10 x Talisma) foi selecionada por possuir alta produtividade,
um genitor com a maior capacidade geral de combinagdo e por possuir
polimorfismo para os marcadores moleculares. A populagdo 3 (MAI-18.13 x Z-
9) foi selecionada por possuir o maior nimero de marcadores polimorficos,
apresentar um genitor com alta capacidade geral de combinagdo e apresentar
produtividade média. A populacdo 4 (Batatinha x B1) foi selecionada por possuir
alto polimorfismo entre os genitores para os marcadores avaliados e pelo fato de
seus genitores serem genotipos de origens bem divergentes dos demais.

Na geracao F; coletaram-se sementes de 300 plantas por populagdo. As
sementes de cada planta deram origem a uma familia, totalizando 1200 familias
F;4. Posteriormente foram eliminadas as familias com graos fora do padrao
comercial “carioca”, restando 100 familias da populagdo RCI-10 x Z-9
(populagdo 1), 100 F;4 da populagdo RCI-10 x Talisma (populagdo 2), 100 da
populagdo MAI-18.13 x Z-9 (populacdo 3) e 94 da populacdo Batatinha x Bl
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(populagéo 4).
Os tratamentos utilizados nos experimentos foram constituidos pelas 394
familias nas geragdes F34 ¢ F35 ¢ pelos seis genitores envolvidos na obtengao

dessas populagdes.

2.2 Avaliacédo das familias

As 394 familias e os seis genitores foram avaliados em dois
experimentos, o primeiro com familias F;4 na safra das 4guas no ano de
2005/2006, em um delineamento latice simples 20 x 20, com parcelas
constituidas por uma linha de um metro e com espagamento de 50cm entre as
linhas, sendo semeadas 15 sementes por metro linear. O segundo experimento foi
conduzido com familias F;s na safra das secas no ano de 2006, em um
delineamento latice triplo 20 x 20 com parcelas de uma linha de dois metros,
espacamento e quantidade de sementes por metro linear idénticas a primeira
avaliagdo. Vale mencionar que quatro familias utilizadas no primeiro
experimento ndo produziram sementes suficientes para montar o segundo
experimento, entdo, essas foram substituidas por quatro testemunhas (Pérola,
Carioca, OPNS-331 e VC-3) para se utilizar o delineamento latice.

Foi utilizada adubacdo no plantio com 300kg/ha de 8-28-16 (N, P,Os,
K,0) e realizada também adubacdo de cobertura 20 dias ap6s a emergéncia,
utilizando 150kg/ha de sufato de amoénio. Os demais tratos culturais foram os
comuns a cultura do feijoeiro, incluindo irrigagdes complementares por aspersao
quando necessario. Nao foram aplicados inseticidas e fungicidas.

A caracteristica avaliada foi a produtividade de grios, que foi medida
em g/parcela; posteriormente foi realizada a transformagao dos dados para kg/ha

para padronizagao devido aos diferentes tamanhos de parcelas utilizados.
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2.2.1 Analises estatisticas

Inicialmente os dados foram submetidos a analise de varidncia
(ANAVA) por experimento, utilizando-se o programa MSTAT-C (1991),

segundo o seguinte modelo estatistico:
Yijk = m + by, + 1 + £ +ei

em que:

Yij: observagdo referente ao tratamento i no bloco k, dentro da repetigdo j,
sendoi=1,2,3,..,400; k=1,2,..,20;j=1,2, 3;

m: efeito fixo da média geral do ensaio;

by): efeito aleatorio do bloco k, na repetigdo j;

1j: efeito fixo da repetigdo j;

t;: efeito aleatorio do tratamento i;

eij : efeito aleatorio do erro experimental, e M N(O,Gz).

O modelo da ANAVA e as respectivas esperangas dos quadrados médios
estdo apresentados na Tabela 8.

A partir das esperancas matematicas dos quadrados médios, obtidas
conforme recomendagdes de Vencovsky & Barriga (1992) e Ramalho et al.
(2000), foram estimados os componentes de varidncia e alguns pardmetros

genéticos e fenotipicos.
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TABELA 8. Esquema das analises de varidncia por safra com as respectivas
esperangas dos quadrados médios - E(QM).

Fontes de Variacdo QM E (QM)

Familias Qips O_ezs ir O_éos
Familias da populagio 1 Qips 0625 + I’Géls
Familias da populagdo 2 Qips O.ezs r 0-(2325
Familias da populagdo 3 Qips O.ezs Tr 0_(2;35
Familias da populagio 4 Qips G:S + raé“

Erro efetivo Qu o2

€s

, o~ 2 A . 2 . n .
r: numero de repetlgoes; O, @ variancia do erro na safra S, Og : variancia
s ps

genética entre familias da populagdo p na saftra s.

a) variancia fenotipica entre todas as familias (p=0), de familias da populagdo
1 (p=1), de familias da populagdo 2 (p=2), de familias da populagdo 3 (p=3)
e de familias da populagdo 4 (p=4), na safra s (&éps ):
G = O ;

ps r

S

b) wvariancia genética entre todas as familias (p=0), familias da populacdo 1
(p=1), familias da populagdo 2 (p=2), familias da populagdo 3 (p=3) e

familias da populacdo 4 (p=4), na safra s (oA'épS ):

2 les _QZS .
GGps ——r 5
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Foram também estimadas as herdabilidades no sentido amplo, com base
na média das familias de todas populagdes (p=0), das familias da populacdo 1

(p=1), das familias da populagdo 2 (p=2), das familias da populacdo 3 (p=3) e

das familias da populacdo 4 (p=4), na safra s ( ﬁ;s ):

As expressdes para as estimativas dos intervalos de confianca da

herdabilidade foram as desenvolvidas por Knapp et al. (1985):

Limite inferior: LI =J{1— ;
Ql ps F
T~ a
QZS liz;GLQZS ;GLQI ps
L ) 1
Limite superior: LS =<1— ;
Ql ps F

a
QZS E’GLQZS ‘GLQI ps

em que:
F: Quantil superior a (1-0/2) e o/2 da distribui¢do F;

Qs € Qs : jé definidos anteriormente;

GLq2s € GLqups: graus de liberdade de Q, e Q, ,, respectivamente.

Também foi estimada a correlacdo de Pearson entre as médias das
familias no geral nas duas safras avaliadas utilizando o programa MSTAT-C

(1991). Foram estimados os ganhos esperados com a sele¢do das melhores e
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piores familias no total (p=0), das familias da populagdo 1 (p=1), das familias da
populagdo 2 (p=2), das familias da populagdo 3 (p=3) e das familias da
populacao 4 (p=4), na safra s (GSps ), conforme expressdo apresentada por

Ramalho et al. (1993):
GSpS = dSsth2

ps >

em que:

dsps: diferencial de sele¢do, ou seja, a diferenga entre a média das familias
selecionadas e a média geral das familias, da populagdo p na safra s;

"2 - , ~
hpS : herdabilidade do carater, na populacdo p na safra s.

Posteriormente, foi realizada analise conjunta de variancia, considerando

o seguinte modelo:

Yis =m+a;+t+ (ta)is + §i(s) )

em que:

Yis: observagao referente ao tratamento i na safra s, sendoi=1,2,3,...,3% es
=1,2;

m: efeito da média geral;

a,: efeito fixo da safra s;

t;: efeito aleatorio do tratamento i;

ta;s: efeito aleatdrio da interagdo entre o tratamento i ¢ a safra s;

€is)" ¢ o erro experimental médio, ejj M N(O,cz).

As esperangas dos quadrados médios, E(QM), da analise de variancia

conjunta encontram-se na Tabela 9.
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TABELA 9. Esquema das analises de varidncia conjunta dos experimentos com
as respectivas esperangas dos quadrados médios - E(QM).

Fontes de Variagao QM E (QM)

Familias (Go) Qso (7: + aI’O'é0
Familias da populagdo 1 (G;) Q3 (7e2 tar O-él
Familias da populacdo 2 (G,) Q3 ol + aro—é2
Familias da populagdo 3 (Gs;) Qs O-ez +ar gé3
Familias da populagdo 4 (G4) Q34 0: + aro-cz54

Familias x safras Qa0 ol + ro_éos
Familias da populagdo 1 x safras Qu O'e2 + I‘O'é] 5
Familias da populagdo 2 x safras Qs

2 2
o, +1og s

Familias da populacdo 3 x safras Qs 0'62 + I‘O'é S
3
Familias da populagdo 4 x safras Qua o'e2 + I’O'é S
4
Erro efetivo médio Qs o’

e

rq: A_e , © o~ ; 2 A .

r: média harmoénica do niimero de repeti¢des; a: niimero de safras; o : varidncia
. 2 . ‘A . . i ~ . 2 ., [N -

do erro; Og, : variancia genética entre familias da populagdo p; Og,s - Variancia

da interacdo entre as familias da populacdo p e as safras.

A partir das esperangas dos quadrados médios foram estimados os
componentes de varidncia e alguns pardmetros genéticos e fenotipicos, conforme

descritos a seguir:
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a) variancia fenotipica entre as médias de todas as familias (p=0), de familias
da populacdo 1 (p=1), de familias da populagdo 2 (p=2), de familias da
populagao 3 (p=3) e de familias da populagdo 4 (p=4) (oA'ép ):

0'*_2 — Q3P .

B ar’

b) variancia da interagdo entre todas as familias x safras (p=0), familias da

populacao 1 x safras (p=1), familias da populagdo 2 por safras (p=2), familias da
populacao 3 x safras (p=3) e familias da populagdo 4 por safras (p=4) (Géps ):

A2 _ Q4p - QS
Ogs=— -
r
Também foi estimada a varidncia genética sem a presenca da interagao,
entre todas as familias (p=0), familias da populacdo 1 (p=1), familias da

populagdo 2 (p=2), familias da populacdo 3 (p=3) e familias da populacdo 4

(=4) (g, ):

em que:
X € Xg: médias das familias da populagdo p nas safras 1 e 2;

n: namero de familias.

Com base nas estimativas de covariancia, obteve-se também a estimativa
da herdabilidade com a varidncia genética sem a presenga da interacdo, com

base na média de todas as familias (p=0), das familias da populagéo 1 (p=1), das
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familias da populacdo 2 (p=2), das familias da populagdo 3 (p=3) e das familias

da populacdo 4 (p=4) ( ﬁﬁ ):

Também foram estimados os ganhos esperados com a sele¢do das
melhores e piores familias no total (p=0), das familias da populagdo 1 (p=1), das
familias da populacdo 2 (p=2), das familias da populagdo 3 (p=3) e das familias
da populagdo 4 (p=4), (GSp ), conforme expressdo apresentada por Ramalho et

al. (1993):

GS, =ds,xh;,

em que:

dSp: diferencial de selecdo, ou seja, a diferenca entre a média das familias
selecionadas e a média geral das familias, da populagdo p;

I‘A]i : herdabilidade do carater, na populagio p.

2.3 Analise com marcadores moleculares

Foi realizada a extracdo de DNA das familias das populagdes 2, 3 ¢ 4,
num total de 294 familias, e também reagdes de PCR com marcadores
microssatélites (SSR) ligados a QTLs responsaveis pela produtividade de graos
(Teixeira, 2004; Rodrigues, 2004) e identificados no Capitulo 2 como

polimérficos para cada populacao.
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2.3.1 Extracdo de DNA

De cada familia foram coletadas cerca de 2g de folhas jovens para a
extragdo de DNA, utilizando-se um procedimento modificado de Nienhuis et al.
(1995). As folhas foram maceradas com nitrogénio liquido, juntamente com 10
ml de um tampdo de extragdo pré-aquecido a 65°C (0,2g de brometo de
cetiltrimetil-amonio; Iml de Tris 1M, 0,4m1 de EDTA 0,5M, 0,82g de NaCl,
0,Ig de polivinilpirrolidona 40.000, 8,6m1 de agua pura) e 20ul de 2-B-
mercaptoetanol. Em seguida, o macerado foi mantido em banho-maria a 65°C
por 30-40 minutos, homogeneizando-se de 3 a 4 vezes. Apds, foram
adicionados 10 ml da solugdo 24 cloroférmio: 1 alcool isoamil e o material foi
centrifugado durante 10 minutos, a velocidade de 5.000 rpm. O sobrenadante foi
coletado, misturado com 30 ml da solugdo 6 alcool 95°: 1 acetato de aménio
7,5M e mantido no freezer por cerca de uma noite. Em seguida, foi coletado o
precipitado com o DNA e foram adicionados de 200 — 300ul da solugdo Tris
ImM e EDTA 0,lmM, pH 8,0 (TE). Ap6s o DNA ter se dissolvido, foi feita uma
segunda extragdo com 200 — 300ul de cloroférmio/alcool isoamil. O
sobrenadante foi coletado, adicionado o triplo do seu volume com a solugdo 20
alcool 95°: 1 acetato de s6dio 3M e mantido no freezer por pelo menos uma
hora, ou até ocorrer a precipitagdo do DNA. A solucdo de alcool-acetato foi
eliminada e o DNA precipitado, dissolvido em 200 - 300 pl de TE. A operacao
seguinte consistiu em quantificar a concentracio do DNA em fluorimetro
(Hoefer Scientific). Para isso foram usados 2l da solugdo de DNA em 2 ml de
tampao (Tris 10mM, EDTA 1,0mM, NaCl 0,1M, pH 7,4), juntamente com
0,1pg/ml do corante H32258. Apds, o DNA foi diluido com TE para a

concentrag@o de 10 ng/ul, que foi utilizada nas reagdes SSR.

97



2.3.2 Analise com marcadores microssatélites - SSR

A genotipagem foi realizada com dois primers na populagio 2 (BM-152
e BM-156), quatro na populacdo 3 (BM-152, BM-156, U-77935 e X-74949) ¢
trés na populacdo 4 (BM-143, BM-156 ¢ BM-175). (Tabela 1A - Anexo A). Os
primers foram sintetizados pela Invitrogen Brasil. Na rea¢do foram usados 20
ng de DNA gendmico, 100 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATD,
dCTD, dGTD, dTTD), uma unidade da enzima taq DNA polimerase, 50 mM de
Tris pH 8,3, 20 mM de KCI, 2 mM de MgCl,, 10 pg de BSA, 0,25% de Ficol
400, 10 mM de tartrazine e agua, completando 12 pl. A amplificacdo foi
realizada em termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, em que foi
empregado o seguinte programa: dois minutos a 95° C para desnaturagdo do
DNA; nove ciclos, em que foram usados 20 segundos, a temperatura de 94° C
para desnaturagio; 20 segundos para anelamento do primer, cujas temperaturas
variaram de 46 a 68° C de acordo com o primer; 20 segundos a 72° C para
sintese de DNA; 25 ciclos a 20 segundos, a temperatura de 94° C para
desnaturagdo do DNA; 20 segundos, para anelamento do primer a temperaturas
que variaram de 46 a 60° C, de acodo com o primer; 20 segundos a 72° C para
sintese de DNA; e uma extensdo final por quatro minutos a 72° C. Apods a
amplificagdo, os fragmentos de DNA foram separados em gel de agarose a 2,5%
por trés horas a 100 V e tratados com brometo de etidio. A visualizacao foi feita
em transiluminador de luz ultra-violeta Fotodyne e fotografias em camera

digital Kodak.

2.3.3 Andlises de associagdo por marcas simples

Inicialmente foram realizadas analises de associagdo por marcas simples

por meio de comparagao entre médias para verificar se os marcadores utilizados
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realmente estavam ligados aos QTLs controladores da produtividade de grios
nas populagdes, conforme relatado por Schuster & Cruz (2004). Assim, realizou-
se a analise de varidncia da produtividade de graos das familias de cada
populagao para cada marcador, conforme mostrado na Tabela 10.

Também foi estimado o coeficiente de determinacdo (R”) a partir das

somas de quadrados de genoétipos e total.

S -
R? :Mﬂoo

9
Total

em que:

SQgenstipos - Soma de quadrado de genétipos para o marcador;

S
QTO“’" : soma de quadrados total para o marcador.

TABELA 10. Analise de variancia da produtividade de graos das familias de
cada populagdo para cada marcador utilizado.

Fontes de variacdo Graus de liberdade oM
Genodtipos 2
Aditivo 1 (MM — mm)*
Dominante 1 [Mm — (MM + mm)/2]?
Erro N-3
Total N-1

N: nimero de familias da populagdo; MM: genotipo homozigoto para um dos
alelos do marcador; mm: genétipo para o segundo alelo do marcador; Mm:
genotipo heterozigoto para o marcador.
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2.3.4 Selec¢do assistida por marcadores (SAM)

A partir das andlises de associagdo por marcas simples por meio de
comparagdo entre médias foi construido um indice de sele¢do. Esse indice para
as familias de cada populagdo foi baseado na informagdo dos marcadores SSR
polimérficos para aquela populacdo e nas médias fenotipicas por genotipo de
cada marcador, semelhante ao utilizado por Stromberg et al. (1994). Nesse
indice, cada marcador foi considerado como se fosse uma caracteristica em um
indice de selecdo convencional. O vetor com os valores do indice para cada uma

das familias (I) foi calculado da seguinte maneira:

I =MQ,

em que:

M: matriz com f (nimero de familias) linhas ¢ m (nimero de marcadores)
colunas, em que o valor de uma familia para um marcador foi a producao
média de todos os individuos que possuiam o mesmo genotipo para este
marcador;

Q: vetor com m (numero de marcadores) linhas, em que cada valor é o valor do

teste F para gendtipos obtido na analise de associagdo por marcas simples.

Foram realizadas também analises de regressdo multipla stepwise para
os marcadores de cada populagdo utilizando o programa GQMOL versdo
2005.6.1 (Cruz & Schuster, 2004), para obtencdo das estimativas de R;
(coeficiente de determinagdo obtido na analise de regressdo multipla stepwise)
para utilizagdo na expressdo de ganho esperado com a selegao.

Também foram estimados os ganhos esperados com a sele¢do das

melhores e piores familias da populagdo 3 (p=3) e das familias da populagio 4
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(p=4), (GSprn ), utilizando a informagdo molecular, para cada safra e para a

analise conjunta, conforme expressao apresentada por Ramalho et al. (1993):

GS,, = ds,,XR2,

em que:
dSpm: diferencial de selecdo, ou seja, a diferenca entre a média das familias

selecionadas pelo indice dos marcadores e a média geral das familias, da
populacao p;
R;: coeficiente de determinagdo obtido nas andlises de regressdo multipla

stepwise.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao das familias

Utilizando familias derivadas de plantas F; foram avaliadas as geracdes
F4 e Fs, ou seja, familias F;4 na safra das aguas 05/06 e familias F;.5 na safra da
“seca”/06. Os resumos das andlises de varidncia por experimento, para
produtividade de grdos, sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12. A precisdo
experimental, avaliada pelo coeficiente de variacdo (CV), foi considerada de
média a baixa, pois os valores foram de 23,0% ¢ 33,5% (Ramalho et al., 1993).
Vale ressaltar que o maior valor do CV para o experimento da safra das aguas ja
era esperado, visto que o tamanho de parcela e também o nimero de repetigoes
utilizado foram menores, o que certamente levou a uma menor precisao
experimental. Também deve-se mencionar que na cultura do feijoeiro existem
fatores pos-colheita, como o manuseio das parcelas, que levam & menor precisao
experimental (Souza et al., 2000). A produtividade média obtida foi semelhante
nos experimentos, sendo superior a 2.400 kg/ha nas duas safras. A eficiéncia do
latice foi de 105,9% e 109,3% nos experimentos, mostrando que o delineamento
foi eficiente.

Com relagdo a significancia do teste F para cada experimento, verifica-se
que essa foi muito semelhante para as diferentes fontes de variagdo (Tabelas 11 e
12). Assim, nas duas condi¢des, foi detectada diferenga significativa (P<0,01)
entre as familias. No desdobramento da fonte de variacdo familias, nos dois
experimentos foram detectadas diferencas significativas entre as familias das
quatro populag¢des (P<0,01), mostrando a existéncia de variabilidade genética
entre as familias de cada populagdo. Também foi encontrada diferenca para os

tipos de familia (P<0,01), indicando que a média das familias das quatro
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populagdes diferem entre si, bem como os genitores também diferem entre si.

Na Tabela 13 sdo apresentados os resultados da andlise de varidncia
conjunta dos experimentos. Foi observada diferenca significativa entre os
genitores (P<0,05). A interacdo genitores x safras ndo foi significativa,
evidenciando que o comportamento dos pais nos experimentos foi coincidente.
Também foram detectadas diferencas significativas entre as familias e entre as
familias de cada populagdo (P<0,01), confirmando a existéncia de variabilidade
genética. Como nas analises por experimento, as diferengas entre tipos de
familias também foram altamente significativas, mostrando que existe diferenca

entre as médias das familias de populacdes diferentes (P<0,01).

TABELA 11. Resumo da andlise de varidncia para a produtividade de graos
(kg/ha) no experimento da safra das aguas.

Fontes de Variagio GL QM
Repetigdo 1 58.564,0
Tratamentos 399 2.727.803,2%*
Familias 393 2.761.090,8**
Familias da populagao 1 99 1.572.810,2**
Familias da populagao 2 99 1.106.710,6**
Familias da populagdo 3 99 2.484.930,0%*
Familias da populagao 4 93 1.563.515,4**
Tipos de familias 3 142.807.045,5**
Genitores 5 439.194,0%*
Familias vs. Genitores 1 1.088.803,0
Erro efetivo 361 696.560,4
O\ 33,5
Média 2.493.9
Eficiéncia do latice (%) 105,9

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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TABELA 12. Resumo da andlise de varidncia para a produtividade de graos
(kg/ha) no experimento da safra da “seca”.

Fontes de Variagao GL QM
Repetigdo 2 20.086.128,1**
Tratamentos 399 1.284.911,0**
Familias 389 1.273.088,4%**
Familias da populagao 1 99 664.910,1**
Familias da populagéo 2 99 593.069,1**
Familias da populagéo 3 99 573.062,1**
Familias da populagao 4 89 1.027.197,9%*
Tipos de familias 3 74.179.226,6**
Genitores 5 1.808.321,4**
Familias vs. Genitores 1 403.581,6
Testemunhas 3 1.704.168,9**
Familias vs. Testemunhas 1 2.890.488,9**
Erro efetivo 741 355.478,6
O\ 23,0
Média 2.595,1
Eficiéncia do latice (%) 109,3

**significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

A interagdo familias x safras e familias de cada populagdo x safras foram
todas significativas, evidenciando a ndo coincidéncia do comportamento das
familias nas duas safras. Embora os experimentos tenham sido conduzidos no
mesmo local, este fato ja era esperado, ja que as condigdes ambientais das duas
safras sdo bastante diferentes, principalmente no que se refere a quantidade de
agua disponivel, temperatura e ocorréncia de doengas.

A Tabela 14 apresenta as médias dos genitores e das familias em cada
experimento ¢ na analise conjunta. Observando as médias da analise conjunta
nota-se que os genitores se comportaram de maneira semelhante a relatada nas
avaliagdes preliminares do Capitulo 2 (Tabela 4), sendo que os genitores Z-9 e
Talisma apresentaram alta produtividade, porém a linhagem RCI-10 apresentou

baixa produtividade, ao contrario do que tinha sido demonstrado inicialmente.
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TABELA 13. Resumo da andlise de varidncia conjunta para a produtividade de

graos (kg/ha).
Fontes de Variagdo GL QM
Safras 1 2.530.414,1**
Tratamentos 395 3.274.088,0**
Familias 389 3.308.006,9**
Familias da populagdo 1 99 1.534.604,9**
Familias da populagdo 2 99 1.163.795,5%*
Familias da populagédo 3 99 2.336.873,3**
Familias da populacdo 4 89 1.955.620,6**
Tipos de familias 3 204.757.453,2%*
Genitores 5 1.245.936,7*
Familias vs. genitores 1 220.487,3
Tratamentos x safras 395 923.528,4%**
Familias x safras 389 924.252,0%*
Familias da populagdo 1 x safras 99 884.695,4**
Familias da populagdo 2 x safras 99 638.712,7*
Familias da populagdo 3 x safras 99 1.103.493,4%*
Familias da populagdo 4 x safras 89 698.007,8**
Tipos de familia x safras 3 12.449.359,9**
Genitores x safras 5 727.752,2
(Familias vs. Genitores) x safras 1 1.620.928,8
Erro efetivo médio 1.102 467.212,3
CV (%) 243
Média 2.553.8

** e *: significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.
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TABELA 14. Médias de produtividade de graos (kg/ha) para os genitores e para
as familias de cada populacdo na safras das aguas, secas e na
analise conjunta.

Genitores/ Familias ; Produtividade
Aguas Seca Conjunta
RCI-10 1978A" 1976B 1977B
Z-9 2621A 3834A 3228A
Talisma 2924A 2760A 2842A
MAI-18.13 1735A 3255A 2495B
Batatinha 1882A 2846A 2364B
Bl 2029A 1762B 1895B
‘Média dos genitores 2195 2739 2467
‘Média das Familias 2522 2588 2555
“Familias da populagio I~ 2909b 27436 2826b
Familias da populagdo 2 2555¢ 2631b 2593c¢
Familias da populagdo 3 3207a 3057a 3132a
Familias da populagdo 4 1290d 1840c 1565d

'Médias seguidas pela mesma letra na vertical nio diferem entre si (Scott e
Knott, 0=0,05).

Outro ponto interessante ¢ que ndo houve mudanga no ranqueamento das
médias das familias de cada populagdo. Pode-se observar que as familias da
populacdo 3 foram sempre as mais produtivas, seguidas pelas familias da
populacdo 1 e 2. Nesse caso, mesmo com a significancia da interacdo tipos de
familias x safras (Tabela 13), a maior parte dessa interacdo deve ser de natureza
simples, o que ndo altera a classificagdo dos gendtipos. Esse fato pode ser
refor¢ado considerando a estimativa de correlagdo de Pearson entre as familias

no geral nas duas safras avaliadas (0,66).
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Ainda com relacdo a Tabela 14, nota-se que a média das familias da
populagio 3 foi superior 2 média das familias das outras populagdes. E
interessante mencionar que essa populacdo foi utilizada por possuir, além de um
genitor com alta capacidade geral de combinagdo, maior polimorfismo entre os
marcadores moleculares de QTLs (capitulo 2).

Como o objetivo dos melhoristas é selecionar genotipos superiores, uma
informagdo que favorece a sele¢do de familias superiores ¢ o fato de que a média
das familias com exce¢do das familias da populacdo 4 apresentaram média
superior & média dos genitores que deram origem a cada populacdo. A média das
familias das populacdes 1, 2 e 3 foram, respectivamente, 8,6%, 7,6% ¢ 9,5%
superiores a média dos genitores que deram origem a cada populacdo. Entretanto,
o genitor Z-9 foi superior a média das familias de todas populac¢des (Tabela 14).

Outro comentario pertinente ¢ que, quando se observam os limites
superiores de variagdo da produtividade de grdos das familias (Tabela 15) ¢ a
média dos genitores (Tabela 14), nota-se a existéncia de familias que superam a
média dos respectivos genitores em todas as populagoes.

A existéncia de variabilidade entre as familias de cada populagdo,
detectada pelas andlises de variancia (Tabelas 11, 12 e 13), fica bem evidenciada
na Tabela 16, em que sdo apresentadas as estimativas de varidncia genética e da
herdabilidade, e na Tabela 15, pela amplitude de variagdo apresentada para a
produtividade de grios para as familias no total e para as familias de cada
populagao.

As estimativas de herdabilidade e da varidncia genética foram muito
elevadas considerando as familias no geral (Tabela 16), o que demonstra a
grande possibilidade de selecdo de familias superiores. Para as familias de cada
populagdo os valores de herdabilidade variaram de 37,1% a 72%, podendo ser

considerados elevados.
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TABELA 15. Limite inferior (LI), limite superior (LS) e amplitude de variagao
(AV) da produtividade de graos (kg/ha) das familias na safra das
aguas, da “seca” e na analise conjunta.

) Aguas Seca Conjunta

Familias

LI LS AV LI LS AV LI LS AV
Familias 116 5999 5988 481 4323 3842 457 5075 4811
Fam. 1 686 5211 4525 1518 4116 2598 1611 4126 2515
Fam.2 1088 4272 3184 1334 3760 2426 1615 3901 2286
Fam. 3 624 5999 5375 1904 4323 2419 1548 5075 3527
Fam. 4 116 4312 4301 481 3578 3097 457 3463 3199

TABELA 16. Estimativas de varidncia genética (O'é ), herdabilidade (h*) e

A . . ~ e 2 . \
varidncia da interacdo familias x safras o o relativas a
p

produtividade de graos (kg/ha) de familias no geral e de familias
de cada populagcdo na safra das aguas, da seca e na analise

conjunta.

Aguas Secas Conjunta

Familias 0_(2; h2 0_(2; h? Ué h2 O'cz;ps

Familias 1032265 74,8 305870 72,1 496615 72,1 190433
(69,1-79,4)" (66,9-73.,4)

Fam. 1 438124 55,7 103143 46,5 135398 42,4 173951
(40,1-68,2) (29,2-55,7)

Fam. 2 205075 37,1 79196 40,1 109392 45,1 71458
(14,9-54,8) (20,6-50,3)

Fam. 3 894184 72,0 72527 38,0 256954 52,8 265117
(62,1-79,9) (17,9-48,6)

Fam. 4 433477 55,4 223906 65,4 262002 64,3 96164
(39,3-68,3) (53,5-71,9)

'Limites inferior e superior para a herdabilidade (a=0,05).

108



As estimativas de herdabilidade na analise conjunta variaram de 42,4%
para as familias da populagdo 1 a 64,3% para as familias da populagdo 4. Vale
ressaltar que esses valores de herdabilidade foram estimados com base na
variancia genética sem a varidncia da interagdo, o que aumenta a chance de
selecdo de familias superiores.

Como comentado anteriormente, as interacdes de familias por ambientes
foram todas significativas (Tabela 13). As estimativas da variancia da intera¢ao

familias de cada populagdo x safras foram muito varidveis, e a sua relagdo com a

‘A . Joe] 7 2 2 . ;
variancia genética também (o ¢/0g ), sendo mais altas para as familias das
p

populagdes 1 ¢ 3 (1,28 e 1,03, respectivamente) e mais baixas para as familias no
geral e para as familias das populagdes 2 e 4 (0,38, 0,65 e 0,37, respectivamente).
Vale mencionar que mesmo os valores altos para a relacdo entre a variancia da
interagdo e a variancia genética nao foram tdo elevados quando comparados aos
relatados na literatura (Carneiro, 2002).

Como foi verificada a presenga da interacdo, foi estimado o ganho com a
selecdo das dez melhores familias por local e na média dos locais (Tabela 17).
Observa-se que os ganhos foram sempre maiores na safra das aguas do que nas
secas, apesar de as médias das familias serem semelhantes nas duas safras. Como
as estimativas de herdabilidade foram semelhantes nas duas safras para as
familias de todas as populagdes, com excessdo para as familias da populagdo 3
(Tabela 16), os maiores ganhos podem ser explicados quando se observa a
Tabela 15, em que fica evidenciada a maior amplitude de variagdo ocorrida na
safra das dguas para as familias de todas as populacdes, e também os maiores
valores de limite superior de produtividade obtidos nessa safra quando
comparadas com a safra das secas. Isto também pode ser observado comparando
a média das familias selecionadas, que foi bem maior na referida safra. Esses
maiores valores levaram a um alto valor para o diferencial de selecdo, o que

levou a ganhos mais elevados nessa safra.
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Entretanto, uma ressalva a ser considerada sobre o pequeno tamanho de
parcela e o menor nimero de repeticdes utilizadas nessa safra é que estes fatores,
com certeza, afetaram mais a produtividade de graos das familias.

Considerando a sele¢do de familias, com base nas médias das familias na
analise conjunta, de maneira geral os ganhos foram bastante elevados, com
destaque para o ganho com a selegdo das familias da populagdo 4 (52,2%). E
conveniente mencionar que embora essa populacdo tenha apresentado alto ganho
com a selecdo, o valor da média para as familias dessa populagdo e da média das
dez melhores familias selecionadas ¢ inferior quando comparado com a média
das familias das outras populagdes (Tabelas 14 ¢ 17). Sendo assim, as familias
selecionadas nessa populacdo ndo devem apresentar desempenho comparavel ao
das familias selecionadas nas outras populacdes. Esse fato pode ser confirmado
por meio do niimero de familias dessa populacao entre as 50 melhores familias
selecionadas considerando todas as familias em conjunto. Como se pode
observar, nenhuma das 50 melhores familias selecionadas foi obtida da
populagdo 4. As 50 familias mais produtivas nas safras das aguas, das secas ¢ da
analise conjunta estdo apresentadas na Tabela 1B (Anexo B), com as respectivas
médias de produtividade e populagdo de origem.

As estimativas de ganhos com a selecdo na média das safras para as
familias das populagdes 1, 2 e 3 foram semelhantes (16,2%, 14,5% e 18,7%), o
que indica que a selecdo de familias nas trés populagdes deve ser eficiente.
Entretanto, merece destaque a selecdo das familias da populacdo 3, ja que essa
populacao apresenta a maior média entre as populagdes avaliadas (Tabela 14), as
dez melhores familias selecionadas também apresentam a maior média e a
herdabilidade para as familias dessa populacdo foi ligeiramente superior a das
demais (Tabela 16). Isto pode ser confirmado observando-se que 68% (34) das

50 familias mais produtivas no geral foram originadas da populagéo 3.
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TABELA 17. Média das dez familias mais produtivas (10+) (kg/ha), ganho
esperado com a selecdo [GS (%)] dessas familias e nimero de
familias entre as 50 mais produtivas [NF (50+)], para as familias
das populagdes nas safras das aguas, seca e na analise conjunta.

Aguas Seca Conjunta

Familias Média GS NF Média GS NF Média GS NF
(10+) (%)  (50+) (10+) (%)  (50+) (10+) (%)  (50+)

Familias 5204 79,5 50 3883 36,1 50 4276 45,8 50
Fam.1 4638 33,1 14 3538 13,5 11 3908 16,2 13
Fam.2 3869 19,1 5 3387 11,5 8 3429 145 3
Fam.3 5018 40,7 29 3796 9,2 29 4244 18,7 34
Fam. 4 3147 79,1 2 2857 35,8 2 2846 52,2 0

3.2 Analises com marcadores moleculares

3.2.1 Andlises de associagdo por marcas simples

Com o resultado da genotipagem e com a informacdo fenotipica de
produtividade de graos, foram realizadas as analises de associacdo por marcas
simples, conforme descrito anteriormente. E interessante mencionar que para as
analises s6 foram utilizadas as familias das quais foram obtidos dados fenotipicos
¢ moleculares. Também ¢ necessario comentar que para algumas combinagdes
entre marcadores ¢ familias a informagdo molecular ndo foi obtida, nesse caso as
analises foram realizadas com diferente nimero de familias.

Os resultados das analises para as familias da populacdo 2 estdo
demonstrados na Tabela 18. Como pode ser observado, os valores-P obtidos para
genotipos foram muito altos; consequentemente, a probabilidade de esses

marcadores estarem ligados a QTLs foi baixa. Esse fato pode ser devido a
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interacdo QTLs x populagdes, ja que os QTLs foram mapeados em populagdes
completamente diferentes das utilizadas nesse trabalho (Teixeira, 2004 e
Rodrigues, 2004) e, portanto, seus alelos nessa populacdo podem nao estar se
expressando. A Tabela 19 apresenta os valores do coeficiente de determinagao
(R?) obtidos para os marcadores. Observa-se que esses valores foram baixos para
a populagdo 2, na andlise conjunta, 2,3% para o marcador BM-152 e 3,7% para o
marcador BM-156, indicando que esses marcadores explicaram pouco da
variagdo fenotipica observada, e conseqiientemente, ndo devem ser Uteis para a

selecdo assistida por marcadores.

TABELA 18. Resumo das analises de associagdo por marcas simples por meio
de comparacao entre médias para os marcadores (M) nas safras das
aguas, seca ¢ na analise conjunta para as familias da populacdo 2.

v v GL Aguas Seca Conjunta
QM P QM P QM P

Genotipos 2 636462 0,321 95836 0,626 266363 0,341

EI Aditivo 1 463680 0,362 6320 0,863 90431 0,544
CEQ Dominante 1 809245 0,230 185352 0,343 442295 0,182
Erro 90 552450 - 203072 - 252311 -
""""" Genotipos 2 1246567 0,124 140783 0,504 418351 0,196
§ Aditivo 1 811048 0,242 93840 0,499 88282 0,556
E Dominante 1 1682086 0,093 187726 0,340 748420 0,088
Erro 87 582211 - 204584 - 252311 -

P: nivel de significancia do teste F.
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TABELA 19. Valores do coeficiente de determinacdo (R?) para os marcadores
utilizados nas familias das populagdes 2, 3 e 4 nas safras das
aguas (Ag), seca (Sec) e na analise conjunta (Conj).

Coeficiente de determinagio (R?)

Marcadores ~ Familias da pop.2 Familias da pop. 3 Familias da pop. 4

Ag Sec Conj Ag Sec Conj Ag Sec  Conj

BM-152 2,5 1,0 2,3 6,3 6,5 1,7 - - -
BM-156 4,7 1,6 3,7 80 104 8,1 0,7 2,1 1,1

X-74949 - - - 92 10,0 8,1 - - -
U-77935 - - - 6,2 2,9 6,0 - - -
BM-143 - - - - - - 333 6,0 29,2
BM-175 - - - - - - 3,2 2,5 3,2

- O marcador néo foi utilizado na populagio.

Na Tabela 20 sdo apresentados os resultados das analise de associagdo
por marcas simples para as familias da popula¢do 3. Como se pode observar, os
valores-P para genoétipos, que indicam a probabilidade de associagdo do
marcador a um QTL, foram variaveis entre os marcadores utilizados, indicando
que existem diferencas entre esses marcadores, com relagdo a ligagdo com QTLs.

Considerando um mesmo marcador nas diferentes safras, os valores
também foram varidveis, o que indica a presenca da interacdo QTLs por
ambientes, ja que o grau de associa¢do do marcador com o QTL variou com a
safra. Este fato pode ser observado com o marcador U-77935, que na safra das
aguas apresentou alta probabilidade de estar associado a um QTL (P=0,065) e na
safra da seca mostrou baixa probabilidade (P=0,283). Esse resultado ja era
esperado e ¢ frequentemente relatado (Melo et al., 2004; Teixeira, 2004; Rumin,

2005; Bento, 2006), ja que a produtividade de grdos ¢ controlada por muitos
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genes com pequeno efeito e grande influéncia do ambiente, como pode ser
observado pela presenga da interagdo familias x safras (Tabela 13). Entdo,
conseqiientemente os QTLs que controlam essa caracteristica também devem

sofrer grande influéncia do ambiente (Bernardo, 2002).

TABELA 20. Resumo das analises de associacdo por marcas simples por meio
de comparacdo entre médias para os marcadores (M) nas safras das
aguas, seca e na analise conjunta para as familias da populagio 3.

v Fontes de G Aguas Seca Conjunta
variagao QM P QM P QM P
Genotipos 2 5209337 0,025 1749232 0,008 1894917 0,016
5 Aditivo 1 6004076 0,038 1384814 0,046 3288969 0,007
E Dominante 1 4414597 0,074 2113650 0,014 500865 0,285
Erro 89 1351368 - 339126 - 438314 -
"""" Gendtipos 2 6033852 0,015 1658486 0,010 1719671 0,026
% Aditivo 1 1998014 0,230 125550 0,544 781316 0,191
; Dominante 1 10069691 0,008 3191423 0,003 2658026 0,017
Erro 87 1365497 - 341574 - 450096 -
"""" Gendtipos 2 3059620 0,071 474877 0,066 1477788 0,039
EI Aditivo 1 4507238 0,048 548674 0,075 2050268 0,033
% Dominante 1 1612001 0,234 401080 0,128 905309 0,154
Erro 81 1119699 - 168884 - 437440 -
"""" Gendtipos 2 3277667 0,065 228141 0,283 1229599 0,070
é Aditivo 1 127473 0,741 214235 0,276 168055 0,545
g Dominante 1 6427861 0,021 242046 0,247 2291144 0,026
Erro 85 1163458 - 178389 - 449286 -

P: nivel de significancia do teste F.
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De maneira geral, os valores-P foram elevados, o que indica que a ligacao
dos marcadores aos QTLs ndo foi muito estreita. O marcador BM-156 apresentou
os menores valores-P, e conseqiientemente ¢ o que teve maior probabilidade de
estar ligado a um QTL. Os valores de R* obtidos para a populagdo 3 foram
também baixos, porém relativamente maiores do que os encontrados para a
populacao 2 (Tabela 19), mostrando novamente a presenca da interagdo QTLs x
populagdes. Cada um dos quatro marcadores explicou isoladamente de 6,0% a
10,4% da variagdo fenotipica e por apresentarem valores de R* mais elevados
esses marcadores foram utilizados para realizar a selecdo assistida por
marcadores.

Foram detectados efeitos aditivos ¢ de dominéncia para os marcadores,
sendo que para os marcadores BM-152 ¢ BM-156 detectou-se a predominancia
de efeitos aditivos, ja para os marcadores X-74949 e U-77935 os efeitos de
dominancia foram mais destacados.

Considerando que no melhoramento do feijoeiro o interesse € por
linhagens de alta produtividade, essas devem possuir alelos com os efeitos
aditivos mais favoraveis para o carater. Nesse aspecto, os marcadores BM-152 ¢
BM-156 sdo mais eficientes pois estdo explicando parte da variagdo da producao
devida a diferencas entre as médias dos genodtipos homozigotos para os
marcadores, correspondente aos desvios aditivos. Os outros dois marcadores, e
principalmente o X-74949, explicam a parcela da produgdo devida a diferenga do
genotipo heterozigoto do marcador em relacdo a média dos homozigotos, isto &,
os efeitos de dominancia. Esses desvios aditivos e dominantes sdo relativos aos
genoOtipos dos marcadores. Porém, como esses estdo ligados aos QTLs de
producdo de grdos, os desvios aditivos ¢ dominantes dos marcadores sdo
correspondentes aos desvios equivalentes dos QTLs.

Observando a Tabela 21, percebe-se que na populacdo 4, os marcadores

BM-156 ¢ BM-175 obtiveram valores-P altos para genotipos e, portanto,
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mostraram baixa probabilidade de estarem ligados a QTLs. Ja o marcador BM-
143 apresentou valores-P muito baixos, o que indica que esse marcador tem alta
probabilidade de estar ligado a um QTL. Para esse marcador, os efeitos aditivos
foram predominantes. Vale ressaltar também a diferenga nos valores-P para esse
marcador nas diferentes safras, mostrando mais uma vez a forte presenca da
interacdo QTLs x ambientes. Os valores de R’ apresentados na Tabela 19
reforcam o que foi comentado, ja que foram baixos para os marcadores BM-156

e BM-175 e elevados para o marcador BM-143.

TABELA 21. Resumo das analises de associagdo por marcas simples por meio
de comparagdo entre médias para os marcadores (M) nas safras das
aguas, secas e na analise conjunta nas familias da populacéo 4.

v BV GL Aguas Seca Conjunta
oM P QM P oM P
Genotipos 2 224542 0,742 287887 0,356 183820 0,627
\2? Aditivo 1 4240 0,921 417972 0,267 84504 0,811
CEQ Dominante 1 444845 0,045 157802 0,495 283136 0,399
Erro 81 760362 - 333895 - 394114 -
~ Gendtipos 2 11090476 0,000 896787 0,103 4517284 0,000
§ Aditivo 1 19121810 0,000 1771061 0,023 8132938 0,000
g Dominante 1 3059143 0,018 22512 0,792 901629 0,064
Erro 85 522851 - 329529 - 257252 -
©Gendtipos 2 1039906 0,262 372688 0,348 555464 0,265
E. Aditivo 1 1681246 0,142 626861 0,182 1090327 0,107
E Dominante 1 398567 0,473 118514 0,561 20601 0,824
Erro 83 762591 - 347283 - 410115 -

P: nivel de significancia do teste F.
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Vale mencionar que os valores de R” obtidos para os marcadores nos
trabalhos de Rodrigues (2004) e Teixeira (2004) variaram de 3,2% a 3,8% para o
marcador BM-152, de 4,0% a 6,4% para o marcador BM-175 e de 7,6% a 8,7%
para o marcador BM-143. Ja para os marcadores BM-156, U-77935 e X-74919
os R? foram 9,2%, 6,4% e 3,5%. Observando-se a Tabela 19 pode-se fazer uma
comparagdo com os R? obtidos no presente trabalho, nota-se que os valores
foram bastante variaveis e mais elevados para alguns marcadores como o X-
74919 (8,1% a 10,0%) e o0 BM-143 (6,0% a 33,3%). Ja para o marcador BM-175
os valores de R* (2,5% a 3,2%) foram menosres do que os relatados por
Rodrigues (2004) e Teixeira (2004). Esse fato ¢ um claro indicativo da presenca

da interacdo QTLs x populagdes.
3.2.2 Consideracdes gerais sobre as analises de marcas simples

Vale ressaltar que os marcadores SSR de QTLs utilizados j& haviam sido
previamente identificados por Teixeira et al., (2004) e Rodrigues (2004).

E interessante mencionar que o marcador BM-156 foi utilizado nas trés
populagdes, e s6 mostrou alta probabilidade de estar ligado a um QTL para
produtividade de grios na populagdo 3, o que indica que provavelmente o QTL
se expressou somente naquela populagdo, mostrando a presenga da interagdo
QTLs x populagdes, ja que as populacdes sdo de origem diferentes (Tabelas 18,
20 e 21). Conforme comentado no capitulo 2, o alelo desse marcador presente
nas linhagens Z-9 e B1 foi o0 mesmo, enquanto que os alelos das linhagens RCI-
10, Talisma, MAI-18.13 e Batatinha foram diferentes entre si e também
diferentes do alelo de Z-9 e BI1. Isso implica que os alelos para o QTL
identificado na populagdo 3 (MAI-18.13 x Z-9) se expressaram de maneira
diferente, enquanto os alelos desse QTL presentes nas populagdes 2 (RCI-10 x

Talismd) e 4 (Batatinha x B1), embora sendo diferentes, se expressaram de
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maneira semelhante com relagdo ao fendtipo produzido.

O mesmo pode ser observado com o marcador BM-152, que teve alta
probabilidade de estar ligado a um QTL na populagdo 3 e baixa probabilidade na
populagdo 2. Os valores de R’ encontrados para esses marcadores também
variaram de acordo com a populagdo utilizada, o que confirma a presenca da
interagdo QTLs x populagdes. Vale ressaltar que conforme comentado no
capitulo 2, para esse marcador o alelo encontrado nas linhagens RCI-10 e Z-9 foi
o mesmo ¢ nas linhagens Talismda ¢ MAI-18.13 também foi encontrado um
mesmo alelo, porém diferente do presente nas linhagens RCI-10 e Z-9. Embora
os alelos presentes nas populacdes 2 e 3 fossem os mesmos, na populagdo 3 eles
se expressaram de maneira diferente com relagdo ao fenotipo produzido,
explicando maior propor¢do da variagdo fenotipica, diferentemente do que
aconteceu na populacao 2, na qual esse marcador explicou uma propor¢do muito
baixa da variagdo (Tabelas 18, 19 e 20).

De modo geral, considerando um mesmo marcador ¢ uma mesma
populagdo e as diferentes safras, a interacdo QTLs x safras também se mostrou
presente, ja que foram encontradas altas probabilidades de um marcador estar
ligado a um QTL em uma safra e na outra, nio e valores de R? altos em uma
safra e baixo na outra.

Nos estudos em que esses marcadores foram identificados como ligados a
QTLs (Teixeira, 2004 ¢ Rodrigues, 2004) as autoras verificaram que os QTLs
identificados por esses marcadores eram muito influenciados pelo ambiente, pois
foram mapeados em alguns ambientes ¢ em outros ndo. Além disso, a
porcentagem da variagdo explicada pelos marcadores identificada nos estudos de
Teixeira (2004) e Rodrigues (2004) foi pequena e, portanto, esses QTLs
possuiam pequenos efeitos ou ndo estavam intimamente ligados com o marcador.

Vale mencionar que Rodrigues et al. (2006) comentam que o marcador

BM-156 esteve entre os mais estaveis nos ambientes avaliados. Os resultados
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obtidos no presente trabalho mostram que esse marcador também esteve entre os
mais estaveis, confirmando a menor interagdo QTLs x safras para o QTL
identificado por esse marcador.

Os resultados obtidos pelas analises realizadas nesse trabalho confirmam
o relatado pelas autoras e também o relatado por Bernardo (2002), que comenta
que para caracteristicas complexas, como a produtividade de graos, a maioria dos

QTLs explicam pequena porcentagem da variagdo fenotipica.

3.2.3 Selec¢do assistida por marcadores (SAM)

Com o resultado das analises de associacdo por marcas simples por meio
de comparacdo entre médias foi calculado um indice para cada familia. Esse
indice foi utilizado para selecdo de familias com base na informacdao dos
marcadores. O indice foi construido somente para as familias das populacdes 3 e
4. E interessante mencionar que para as familias da populagio 2, o indice ndo foi
calculado, j4 que os marcadores mostraram baixa probabilidade de associagdo
com QTLs (Tabela 18).

Com base no valor do indice obtido para cada familia, foi feito o
ranqueamento das familias para cada populagdo e foi estimado o ganho com a
selecdo assistida pelos marcadores [GSAM (%)] nas safras avaliadas e na analise
conjunta (Tabela 22). Também sdo apresentadas as estimativas de ganho com a
selecdo fenotipica [GSF (%)] para as familias considerando apenas as familias
em que se dispunha das informagdes moleculares e fenotipicas.

Observando a Tabela 22, nota-se que tanto a sele¢do fenotipica quanto a
selecdo assistida por marcadores foram eficientes para selegdo de familias, tanto
para aquelas de maior produtividade quanto para as de menor. Os ganhos obtidos
pela seleg@o fenotipica foram elevados e sempre maiores na safra das aguas do

que na safra da seca pelas razdes ja discutidas anteriormente. J& os ganhos
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obtidos com a SAM foram de menor magnitude. Para as familias da populacdo 3
os ganhos com a sele¢do das piores familias foram superiores aos ganhos obtidos
com a selecdo das melhores familias.

De modo geral as estimativas de GSF foram sempre maiores do que as
estimativas de GSAM, indicando uma maior eficiéncia da SF. Vale mencionar
que a situagdo em que o GSAM foram mais altos ocorreu com a selecdo das
melhores familias da populacdo 4 na safra das 4dguas, em que o experimento
obteve menor precisdo e as familias apresentaram grande amplitude de variagao
nos valores de produtividade e uma média bastante baixa, o que seria um
indicativo da possibilidade de utilizagdo da SAM nessa situagdo, porém esse fato
ndo se repetiu com a selegdo das piores familias.

As andlises de regressao multipla stepwise mostraram no modelo final
apenas um marcador em todas as safras, sendo o BM-156 para a populagdo 3 ¢ o
BM-143 para a populagio 4. As estimativas de R? para as familias da populagdo
3 foram de 9,8% na safra das aguas, 8,8% na safra da seca e 11,6% na analise
conjunta. Ja para as familias da populagdo 4 as estimativas de R, foram 44,5% na
safra das aguas, 8,5% na safra da seca e 35,9% na analise conjunta. Comparando-
se essas estimativas dos R? obtidos com as herdabilidades (Tabela 16), pode-se
concluir que os GSAM superaram as espectativas, ja que as estimativas de
herdabilidade foram sempre maiores que as estimativas do R>. Além disso, outro
fato que contribuiu para os maiores ganhos com a selecdo fenotipica ¢ que o
diferencial de selecdo também foi sempre maior para a selegdo fenotipica do que
para a selecdo assistida por marcadores, como ja esperado. A menor eficiéncia da
SAM ja era esperada considerando o pequeno nimero de marcadores SSR de
QTLs utilizado e a pequena contribuicdo de cada um para explicar a variagao
fenotipica. Vale ressaltar que a disponibilidade de maior nimero de marcadores
de QTLs e de marcadores com maiores efeitos deve contribuir para aumentar a

eficiéncia da SAM, como ocorreu nas familias da populagdo 4 (Tabelas 19 e 22).
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TABELA 22. Ganhos obtidos (%) com a selecao fenotipica (SF) e com a seleg@o
assistida por marcadores (SAM) para familias das populagdes 3 e
4 nas safras das aguas, secas e na analise conjunta.

Ganhos com a sele¢do (%) de 10 familias

Me¢étodos de
Familias 3 Familias 4
selecdo ] _

Aguas Secas Conjunta Aguas Secas  Conjunta
SF+ 38,6 8,0 17,1 80,6 36,1 54,6
SAM+ 0,6 0,6 0,5 48,5 2,4 22,4
SF- -44.5 -9,9 21,4 -43,6 -35,0 -35,7
SAM- -3,6 -1,2 -2,1 -8,4 -0,7 -6,3

+ ¢ - Ganhos obtidos na média das dez familias mais e menos produtivas,
respectivamente.

Outro ponto interessante é que comparando os GS das melhores familias
com os GS das piores familias, nota-se que para as familias da populacao 3, os
GS das melhores familias foram menores do que os GS das piores familias, e
com as familias da populagdo 4 ocorreu o inverso, ou seja, os GS com as
melhores familias foram maiores do que os ganhos com as piores familias.

Com base na média dos ambientes foram selecionadas as 10 melhores
familias para cada populacdo e foi obtido o ganho GS para essas 10 familias nas
safras das aguas e das secas (Tabela 23). Como pode ser observado, os valores de
GS foram bem semelhantes aos obtidos na Tabela 22, com a selegdo das
melhores familias diretamente em cada safra, o que mostra que a interagdo
familias de cada populacdo x safras, apesar de estar presente e ser significativa
(Tabela 13), nao foi de magnitude muito elevada.

Observando o numero de familias que foram selecionadas pela analise
conjunta e que estavam entre as 20 melhores em cada safra, independentemente

do método de selecdo aplicado, pode-se confirmar esse resultado, ja que esse

121



numero foi elevado, em média 85% na safra das dguas e 69% na safra das secas
(Tabela 23).

A Tabela 24 apresenta o numero de familias entre as 20 melhores e piores
que foram selecionadas tanto na pela SF quanto pela SAM. Essa coincidéncia
entre as familias selecionadas pela SF e pela SAM variou de 20% a 60%. A
coincidéncia variou entre as familias de cada populagdo e também quando a
selegdo foi realizada para as melhores e piores familias. Para as familias da
populagdo 3, com a selecdo das 20 melhores familias, a média de coincidéncia
foi de 21%, e para a selegdo das 20 piores familias, a média de coincidéncia foi
maior, 47%. Ja para as familias da populacdo 4 aconteceu o inverso, a média de
coincidéncia foi maior com a sele¢do das 20 melhores familias (53%), e menor
para a selecdo das 20 piores familias (23%). Comparando esses dados com os GS
apresentados na Tabela 23, fica claro que os GS foram maiores onde a média de

familias coincidentes foi também maior.

TABELA 23. Estimativas de ganhos com a selecdo (%) (GS) nas safras, com as
familias selecionadas na analise conjunta e nimero de familias
(NF) nas safras, que foram selecionadas na conjunta para as
familias das populagdes 3 ¢ 4.

Familias 3 Familias 4
Meétodos
GS (10) NF (20) GS (10) NF (20)

de selegcdo __ ] ] _

Aguas Secas Aguas Secas Aguas Secas Aguas Secas
SF+ 37,4 4,5 17 20 74,2 29,0 17 14
SAM+ 0,2 0,5 17 12 48,5 2,4 19 17
SF- -41,8 -1,7 17 13 -39,3 -322 13 14
SAM- -2,5 -0,8 18 15 -133 -0,8 19 20

20 e 10: nimero de familias selecionadas; + e -: sele¢do de familias superiores e
inferiores; SF e SAM: selegdo fenotipica e selegdo assistida por marcadores.
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TABELA 24. Numero de familias (NF) que coincidiram na sele¢do fenotipica e
na selecdo assistida por marcadores, entre as 20 mais (20+) e 20
menos (20-) produtivas, nas safras das aguas, secas e na analise
conjunta para as familias das populagdes 3 ¢ 4.

NF de familias coincidentes

NF selecionadas Familias 3 Familias 4

Aguas  Secas Conjunta  Aguas Secas  Conjunta
20+ 4 5 4 12 8 12
20- 10 10 8 4 5 5

A média geral de coincidéncia de familias foi de 40% para a selecdo de
familias mais produtivas e de 33% para a selecdo de familias menos produtivas,
com base nas analises conjuntas, o que confirma a diferenca nos ganhos obtidos
entre a SF e a SAM. As médias das 20 familias mais produtivas selecionas pela
SF e pela SAM e as familias coincidentes nos dois métodos de selegdo estdo

apresentadas na Tabela 2B.

3.2.4 Consideracdes gerais sobre a SF e SAM

Inicialmente vale mencionar que os marcadores utilizados sdo
previamente identificados e ligados a QTLs (Rodrigues, 2004 e Teixeira, 2004) e
alguns deles foram confirmados como associados a QTLs também nas
populagdes avaliadas. Conseqiientemente, esses podem ser utilizados para a
selecdo baseada somente nos marcadores nas geragdes iniciais, em geragdo F,
por exemplo, eliminando-se assim os individuos que provavelmente sdo
inferiores, antes da avaliagdo fenotipica. Levando-se em conta um nimero
determinado de familias que podem ser avaliadas em experimentos no campo,

certamente, a eliminagdo das familias inferiores antes dessa avaliagdo levara a
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um aumento na possibilidade de selecdo de familias superiores, ja que as familias
avaliadas em campo ja terdo passado por um processo seletivo.

E interessante comentar que as duas metodologias de sele¢io (SF e SAM)
foram eficientes, sendo obtidos ganhos com a sele¢do nas duas situagdes. Porém,
as estimativas de GSF foram na maioria dos casos, muito maiores do que as
estimativas de GSAM, indicando uma maior eficiéncia da SF. A coincidéncia
entre as familias selecionadas pelas duas metodologias de selecdo foi mediana
(40%), o que reforga o fato da maior eficiéncia da SF.

Esse fato pode ser explicado levando-se em conta alguns fatores: 1) O
numero de marcadores SSR ligados a QTLs que foram utilizados para a selegao
assistida foi pequeno. Como comentado no Capitulo 2, poucos marcadores foram
polimérficos entre os genitores utilizados (dos 24 marcadores ligados a QTLs
testados, somente seis foram polimoérficos para pelo menos um dos genitores),
mesmo sendo utilizados marcadores SSR, que s3o considerados muito
polimorficos. Esse baixo polimorfismo pode ser explicado pelo fato de os
genitores utilizados serem linhagens ou cultivares melhorados, todos com graos
do tipo carioca, o que reduz naturalmente a variabilidade e principalmente pelo
fato do feijdo ser uma espécie na qual naturalmente ndo se encontra grande
polimorfismo, mesmo quando sdo utilizados genitores muito contrastantes
(Faleiro et al., 2003; Teixeira et al., 2005; Rodrigues et al., 2006; Blair et al.,
2006b). Assim, esse resultado sugere a necessidade de se utilizar maior nimero
de marcadores de QTLs, aumentando a chance de se encontrarem mais
marcadores polimoérficos em populagdes genéticamente mais homogéneas; 2) As
probabilidades estimadas de esses marcadores estarem ligados aos QTLs ndo
foram muito elevadas, indicando que a ligag@o entre esses ndo foi muito estreita;
3) Também foi verificado que esses QTLs explicam pouco da variagdo
fenotipica, ou pela grande distancia entre o marcador e o QTL, ou pelo pequeno

efeito desses QTLs nas populagdes utilizadas, o que ja havia sido relatado nos
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trabalhos de mapeamento por Teixeira (2004) e Rodrigues (2004). Considerando
que os genitores sdo linhagens/cultivares melhoradas e com mesmo tipo de graos,
¢ razoavel assumir que alguns QTLs estdo fixados, principalmene os de maiores
efeitos (Bernardo, 2002).

Desse modo conclui-se sobre a maior eficiéncia da SF quando comparada
a SAM para a produtividade de grios, principalmente em fun¢do da pequena
disponibilidade de marcadores de QTLs. Aumentando esse nimero, a expectativa
¢ também aumentar a eficiéncia da SAM, que compensara ser utilizada
principalmente na primeira geragdo de familias (Fs.4), quando, em geral, ndo se

tém sementes suficientes para avaliagdo fenotipica mais precisa.
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4 CONCLUSOES

Existe grande variabilidade entre as familias de cada populagdo para a

produtividade de graos.

A populacio MAI-18.13 x Z-9 apresentou o maior numero de familias

superiores, sendo, portanto, a de melhor desempenho.

Tanto a selegdo fenotipica quanto a seleg¢@o assistida por marcadores foram

eficientes para obtengdo de familias superiores em produtividade de graos.
A selecdo fenotipica mostrou-se mais eficiente do que a selego assistida por

marcadores nas condigdes avaliadas, principalmente devido a pequena

disponibilidade de marcadores SSR de QTLs e aos seus pequenos efeitos.
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TABELA 1A. Primers SSR utilizados, temperaturas de anelamento (TA), padréo
de bandas (PB) encontrado e referéncias da identificacdo dos
primers e de QTLs ligados a produtividade.

Primers TA(°C) PB Ref. primer Ref. QTLs
BM143 55-55 P Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM149 55-55 M  Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BM152 58-60 P Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM154 55-55 M Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM156 58-60 P Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM157 58-60 M Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM160 58-60 M Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BM165 58-60 M  Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM175 58-60 P Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BM201 58-60 M  Gaitan-Solis et al., 2002 Rodrigues, 2004
BM210 68-60 M  Gaitan-Sélis et al., 2002 Rodrigues, 2004;Teixeira, 2004
JO1263 58-60 M  Yuetal., 2000 Rodrigues, 2004
u77935 58-60 P Yuetal, 2000 Rodrigues, 2004
X74919 58-60 P Yuetal, 2000 Teixeira, 2004
X63525 58-60 M  Yuetal, 2000 Teixeira, 2004
U54703 46-46 M Yuetal., 2000 Teixeira, 2004
730347 58-60 M Yuetal., 2000 Teixeira, 2004
730347* 55-55 M  Yuetal., 2000 Teixeira, 2004
X80051 55-55 M  Yuetal., 2000 Teixeira, 2004
X13329 58-60 M  Yuetal., 2000 Teixeira, 2004
BM212 58-60 M Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BMI181 58-60 M Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BM140 46-46 M Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004
BM202 58-60 M  Gaitan-Solis et al., 2002 Teixeira, 2004

1 r 7 . R
M — Monomorfico; P — Polimorfico em pelo menos um dos genitores utilizados.
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TABELA 1B. Média das 50 familias mais produtivas (kg/ha) nas safras das
aguas, seca e na analise conjunta ¢ populacdo de origem de cada

familia (PO).
Aguas Seca Conjunta

Familia Média PO Familia Média PO Familia Média PO
233 5999 3 226 4323 3 226 5075 3
226 5828 3 64 4116 1 233 4615 3
264 5517 3 230 4040 3 264 4443 3
76 5211 1 247 4008 3 239 4173 3
43 5178 1 26 3842 1 24 4126 1
300 5136 3 210 3782 3 43 4090 1
239 4887 3 148 3760 1 244 4088 3
86 4831 1 294 3664 3 273 4067 3
24 4820 1 244 3649 3 210 4048 3
289 4633 3 241 3643 3 26 4026 1
273 4580 3 211 3634 3 76 4021 1
71 4578 1 274 3612 3 230 3980 3
267 4546 3 254 3609 3 223 3977 3
223 4528 3 231 3590 3 267 3971 3
244 4528 3 59 3587 1 71 3952 1
66 4513 1 342 3578 4 300 3913 3
27 4449 1 273 3555 3 148 3901 2
251 4384 3 116 3550 2 257 3892 3
257 4370 3 285 3544 3 97 3887 1
210 4315 3 269 3516 3 231 3866 3
373 4312 4 324 3513 4 289 3838 3
11 4302 1 212 3501 3 251 3823 3
97 4282 1 209 3499 3 64 3819 1
160 4272 2 97 3492 1 204 3815 3

“..continua...”
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“TABELA 1B. Cont.”

Aguas Seca Conjunta

Familia Média PO Familia Média PO Familia Média PO
225 4261 3 239 3460 3 254 3812 3
297 4231 3 204 3449 3 299 3794 3
26 4211 1 24 3433 1 209 3762 3
299 4189 3 223 3426 3 5 3743 1
204 4182 3 70 3419 1 86 3730 1
259 4178 3 5 3417 1 225 3719 3
52 4160 1 257 3415 3 160 3699 2
381 4157 4 299 3400 3 253 3695 3
231 4143 3 267 3397 3 70 3687 1
298 4091 3 161 3377 2 66 3664 1
253 4090 3 245 3377 3 255 3658 3
218 4085 3 268 3374 3 265 3626 3
5 4070 1 118 3373 2 247 3607 3
179 4052 2 264 3370 3 268 3604 3
213 4044 3 130 3363 2 259 3602 3
148 4042 2 265 3360 3 27 3590 1
190 4035 2 19 3358 1 213 3583 3
221 4028 3 99 3357 1 298 3567 3
209 4026 3 57 3356 1 285 3528 3
255 4023 3 124 3333 2 207 3522 3
254 4016 3 71 3326 1 295 3518 3
34 4009 1 292 3325 3 297 3514 3
260 3975 3 106 3307 2 269 3513 3
70 3955 1 193 3302 2 179 3505 2
172 3925 2 253 3300 3 218 3481 3
230 3920 3 280 3299 3 11 3475 1

Em negrito, familias coincidentes entre as 20 mais produtivas na andlise
conjunta.
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TABELA 2B. Média das 20 familias (kg/ha) selecionadas para maior
produtividade pela selecdo fenotipica (SF) e pela selecdo
assistida por marcadores (SAM) na analise conjunta para as
populagdes 3 e 4, ordenadas por maior produtividade.

Populagdo 3 Populagdo 4

SF SAM SF SAM

Familia Média Familia Média Familia Média Familia Média

233 4615 244 4089 377 3463 377 3463
264 4443 257 3893 385 3202 385 3203
239 4173 251 3824 319 2993 319 2994
244 4088 225 3719 321 2755 321 2756
273 4067 255 3659 326 2727 326 2728
210 4048 247 3608 349 2717 349 2718
223 3977 268 3604 337 2708 337 2708
267 3971 213 3583 367 2691 379 2281
300 3913 295 3518 333 2680 343 2203
257 3802 292 3444 327 2305 387 2100
231 3866 212 3428 379 2280 315 2050
289 3838 250 3198 371 2266 382 2047
251 3823 258 3144 317 2255 354 1913
204 3815 242 3072 343 2202 314 1761
254 3812 274 3059 346 2168 380 1689
299 3794 256 2993 387 2100 363 1520
209 3762 224 2961 394 2075 309 1270
225 3719 220 2934 344 2053 311 1132
253 3695 243 2858 315 2050 370 948
255 3658 248 2803 382 2047 366 265

Em negrito, familias coincidentes na SF e na SAM.
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