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RESUMO

TORGA, Paula Pereira. Selecdo de familias de feijoeiro, baseada na
produtividade e no tipo de gréos, e informagdes de QTLs. 2008. 62p.
Dissertagdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas). — Universidade
Federal de Lavras, Lavras.*

O feijao tipo carioca, atualmente, € o mais consumido e o mais cultivado
no Brasil, sendo um padrido de comercializacdo do feijdo brasileiro. Dessa
forma, a selecdo de familias segregantes promissoras para a produtividade de
grios e com tipo de grdo ideal ¢ muito importante para o sucesso de um
programa de melhoramento dessa cultura. Este trabalho foi realizado com os
objetivos de selecionar familias promissoras para a produtividade de gréos,
utilizando informagdes fenotipicas e marcadores moleculares ligados a QTLs e
de selecionar familias com tipo de grao ideal. Foram utilizadas 100 familias F3.;,
avaliadas em trés safras, com dois experimentos/safra, totalizando seis
experimentos. A primeira safra foi a da seca/2007, na qual conduziu-se um
experimento em Lavras e o outro em Ijaci. Nas safras de inverno/2007 e aguas
2007/2008, foram conduzidos, em cada uma, um experimento em Lavras e outro
em Lambari. Em todos eles foi utilizado o delineamento latice triplo 10x10, com
parcelas de duas linhas de dois metros. As familias foram avaliadas pela sua
produtividade de grdos. Em apenas um dos experimentos de cada safra foi
avaliado o tipo de grdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia
individual e conjunta, por local e por safra. Cerca de 480 marcadores
microssatélites foram testados nos genitores para verificar a existéncia de
polimorfismo entre as familias. Os oito marcadores polimorficos identificados
foram utilizados para realizar a genotipagem das mesmas. Desses, cinco
identificaram parte da variacdo da producdo de graos. Os marcadores explicaram
pequena porcentagem da variagdo fenotipica e apresentaram alta interagdo QTLs
x ambientes. O ganho com a selecdo fenotipica para produtividade de graos foi
de 7,43% e de 9,58%, para tipo de graos, com intensidade de sele¢do de 5%. Ja a
selecdo assistida por marcadores foi de apenas 0,16%.,porque apenas um
marcador mais estavel contribuiu para a sele¢do com base na média dos
ambientes.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — UFLA



ABSTRACT

TORGA, Paula Pereira. Selection of common bean families based on grain
type and vyield, and QTLs informations. 2008. 62p Dissertation (Master's
degree in Plant Genetics and Breeding)* — Federal University of Lavras, Lavras.

Nowadays the carioca type common bean is the most used in Brazil. The
selection of superior families mainly on grain yield and grain type is very
important for achieving success in the breeding program. The objectives of this
research were selecting families with high grain yield based on yield itself and
on molecular markers linked to the yield QTLs, and also families with better
grain type. One hundred F;; families were evaluated in three seasons, in two
field experiments per season. Two experiments were set up in Lavras and Ijaci
county in the dry season/2007, other four experiments were set up in Lavras and
Lambari, two in the winter season/2007 and two in the rainy season 2007/2008.
A 10x10 lattice design was used in all experiments, using 2m-long plots and
rows 50cm apart. The families were evaluated based on grain yield in all
experiments, and based on grain type in one experiment per season. Also, 480
microsattelite markers were tested in the parents. Eight markers were
polymorphic and used for genotyping the families. Among them five explained
part of the grain yield variability and presented high interaction by
environments. Only one marker showed to be more stable and was used in the
selection assuring a genetic gain of 0.16%, much smaller than the phenotypic
gain of 7.43% on grain yield and 9.58% on grain type. The phenotypic selection
intensity was 5%.

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

O cultivo do feijoeiro na maioria das regides produtoras do Brasil é
realizado, predominantemente, com cultivares de grdo tipo carioca. Estima-se
que, anualmente, sejam cultivados mais de 2,5 milhdes de hectares com feijoes
com esse tipo de grao (CNPAF, 2007). Por essa razdo, nos programas de
melhoramento de feijoeiro comum, grande atengdo deve ser dada a selegdo de
familias segregantes com esse tipo de grao, que dardo origem as novas linhagens
e cultivares.

O aumento de produtividade das espécies cultivadas mais importantes
tem sido o principal responsavel por atender a demanda crescente de alimentos e
de outros produtos agricolas, inclusive o feijoeiro comum. Varios fatores
contribuiram para esse aumento, com destaque para o melhoramento genético
(Vencovsky & Ramalho, 2000). A comprovada eficiéncia das técnicas classicas
de melhoramento resulta nos continuos ganhos genéticos em produtividade
obtidos ao longo de varios anos e para varias culturas (Alliprandini et al., 1993;
Arias & Ramalho, 1998; Atroch & Nunes, 2000); no feijdo, estima-se que seja
de 1,6% ao ano (Matos, 2005). No entanto, sempre que houver novas
ferramentas para melhorar a eficiéncia dos programas de melhoramento, eclas
devem ser empregadas.

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como uma ferramenta
para auxiliar no processo seletivo. No estudo de caracteres quantitativos, como a
producdo de graos, em que a influéncia do ambiente ¢ maior, espera-se maior
contribuicdo dos marcadores moleculares, pelas dificuldades envolvidas no
processo de selegdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Diante dessas informagdes, 0s objetivos para a realizagdo deste trabalho

foram: selecionar familias superiores de feijdo carioca, tanto em produtividade



quanto em tipo de grios e avaliar a contribuigdo de marcadores de QTLs da

produtividade de graos, para auxiliar na selegdo dessas familias.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Métodos de melhoramento aplicados a cultura do feijoeiro

O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil ¢ realizado,
principalmente por empresas publicas, concentrando-se nas regides Sul, Sudeste,
Nordeste e Centro-Oeste. Alguns objetivos sdo comuns aos programas,
destacando-se boa qualidade comercial e culinaria dos graos, resisténcia a
doencas, especialmente antracnose ¢ mancha-angular, porte ercto e alta
produtividade (Carneiro, 2002).

As estratégias normalmente utilizadas no melhoramento genético do
feijoeiro sdo, basicamente, as mesmas utilizadas para espécies autdogamas em
geral e se enquadram em trés categorias principais: introdu¢do de linhagens,
selecdo de linhas puras e hibrida¢ao (Ramalho et al., 2001).

O procedimento mais utilizado pelos melhoristas consiste na geragao de
variabilidade por meio de cruzamentos artificiais, possibilitando a recombinagao
da variabilidade existente, para produzir novas cultivares adaptadas as diversas

finalidades (Ramalho et al., 1993).

2.1.1 Melhoramento por hibridacédo na cultura do feijoeiro

O melhoramento por hibrida¢do tem a finalidade de combinar, em um
mesmo individuo, dois ou mais fendtipos desejaveis que se encontram em
individuos diferentes. Por meio do cruzamento entre esses individuos ¢ gerada
uma populagdo com suficiente variabilidade genética, na qual sera praticada a
sele¢do visando a obtencdo de uma ou mais linhagens que retinam os fendtipos
de interesse (Ramalho et al., 1993).

Na conducdo de um programa de melhoramento por hibridacdo, ha

algumas importantes decisdes a serem tomadas em determinadas etapas, como a



escolha dos genitores a serem cruzados, a obteng@o das populacdes segregantes e

o0 modo como estas serdo conduzidas.

Escolha dos genitores

A decisdo mais importante do melhorista ¢ a escolha dos genitores para
o programa de hibridagdo, porque o sucesso do programa esta diretamente
relacionado com a escolha criteriosa do material a ser cruzado. Entre outros
fatores, essa decisdo depende dos caracteres a serem melhorados, do tipo de
heranga dos caracteres e da fonte de germoplasma disponivel (Fehr, 1987).

A escolha de genitores ¢ facilitada quando o carater a ser melhorado for
de heranga simples, isto é, controlado por poucos genes e pouco influenciado
pelo ambiente. Neste caso, basta ter um dos genitores com boa adaptagdo e o
outro portador do alelo de interesse. Entretanto, quando se trata de caracteres de
heranca complexa, como a produtividade de grdos, a escolha dos genitores ¢
dificultada, pois estes devem ser escolhidos de modo a gerar populagdes
segregantes que associem média alta e grande variabilidade genética (Abreu,
1997). Nesse sentido, alguns procedimentos podem auxiliar o melhorista
(Baenziger & Peterson, 1991; Abreu, 1997), tais como: a) desempenho “per se”
dos pais (média dos experimentos de avaliagdo de cultivares), b) divergéncia
genética entre os pais (coeficiente de parentesco, técnicas multivariadas,
marcadores moleculares) e ¢) comportamento das progé€nies oriundas dos
cruzamentos (cruzamentos dialélicos, estimativa de m+a e d e possibilidade de
um cruzamento gerar linhagens superiores a um padrao) (Jinks & Pooni, 1976).
A cultura do feijoeiro ¢, provavelmente, a que mais tem utilizado esses
procedimentos na escolha das populacdes segregantes (Oliveira et al., 1996;

Outubo et al., 1996; Abreu, 1997; Mendonga, 2001; Carneiro, 2002).



Obtencédo da populacéo segregante

Uma vez escolhidos os genitores, o passo seguinte ¢ definir como sera
formada a populagdo hibrida. Em outras palavras, deve-se definir qual a
propor¢do desejada dos alelos de cada um dos genitores. Se estiverem
envolvidos apenas dois genitores, deve-se optar pelo caso mais comumente
usado, que ¢ o denominado cruzamento biparental. Neste caso, a populagdo
resultante apresentara 50% dos alelos de cada um dos genitores. Quando um dos
genitores ¢ mais adaptado, pode-se desejar obter uma populagdo com maior
freqliéncia dos alelos desse genitor. Nessa situacdo, realiza-se um ou mais
retrocruzamentos, tendo como recorrente o genitor mais adaptado (Ramalho et
al., 1993).

Quando estdo envolvidos trés genitores, pode-se fazer um hibrido triplo,
como, por exemplo, (P; X P,) X P5. Um hibrido duplo podera ser obtido quando
se dispde de quatro genitores. Os cruzamentos envolvendo mais de quatro
genitores para formar a populacdo sdo denominados multiplos ou complexos
(Carneiro, 2002).

Neste topico, outro aspecto a ser considerado ¢ o nimero de hibridagoes
a serem feitas. Nos programas de melhoramento, pode-se executar uma ou
poucas hibridagdes e avaliar-se um grande nimero de progénies, de modo a
explorar, do melhor modo possivel, as combinag¢des genotipicas obtidas; por
outro lado, pode-se optar por executar um maior volume de hibridagdes, com um
maior grupo de genitores e proceder a sele¢do entre hibridagdes, para,
posteriormente, avaliar as progénies das populacdes segregantes que forem
selecionadas (Ramalho et al., 2001).

Fouilloux & Bannerot (1988) utilizaram simulagdo para obter
informagdes a esse respeito ¢ concluiram que, na maioria das situagdes, ¢

preferivel utilizar menor numero de familias, criando condi¢des de se avaliar

maior nimero de cruzamentos. Entretanto, no caso dos genitores terem sido



escolhidos de maneira mais criteriosa, pode-se utilizar apenas uma ou poucas
populagdes segregantes e avaliar mais progénies de cada, conforme realizado

por Pereira et al. (2007).

Métodos de conducéo da populagdo segregante

O objetivo do melhoramento de plantas autdogamas ¢ obter, na geragao
F., linhagens — genotipos homozigdticos — com alelos favoraveis no maior
numero de locos. Os métodos de condugao das populagdes segregantes podem
ser incluidos em duas categorias: a primeira € aquela que ndo separa as fases de
endogamia e de selecdo; na segunda, estdo os métodos que separam essas duas
fases, isto &, a selecdo so6 ¢ iniciada apds a maioria dos locos estarem em
homozigose (Ramalho et al., 2001).

Na primeira categoria estdo incluidos, principalmente, os métodos
massal e o genealdgico, nos quais, a partir da F,, quando ja existe variabilidade,
inicia-se a selecdo que continua no decorrer das sucessivas geracdes de
endogamia. Na segunda categoria estdo os métodos da populagio — bulk,
descendéncia de uma unica semente ¢ 0 método do bulk dentro de familias.

Entre os métodos de conducdo que envolvem a selecdo apds atingir a
homozigose estd o método do bulk dentro de familias F, ou F;. Proposto,
inicialmente, por Frey (1954), seu principio consiste na colheita de plantas
individuais nas gerac¢des F, ou F3, em que cada planta originara uma familia. As
sementes provenientes de cada familia so misturadas e utilizadas para a
obten¢do da geragdo seguinte. A partir da geragdo F,; ou F;4, as familias sdo
avaliadas em experimentos com repeti¢do. Esse processo € repetido por algumas
geragdes, sendo, entdo, identificadas as melhores familias, tendo como
referéncia a performance média das familias nessas geragdes. Quando a
obtencdo ¢ realizada em F3, explora-se 1,5 o%a, O que, evidentemente, ¢ muito

mais vantajoso e deveria ser a estratégia preferida. Neste caso, o numero de



familias avaliadas devera ser maior (Ramalho et al., 2001). A principal
vantagem desse método é poder reduzir as perdas por amostragem, pois os
descendentes de todas as plantas F, ou F5 sdo mantidos. Varia¢des desse método
vém sendo também utilizadas, eliminando-se as piores familias nas primeiras
geragdes segregantes, geralmente com base em caracteres de maior
herdabilidade, e mantendo-se apenas as mais promissoras até as geragdes mais
avangadas, apresentando a vantagem de poder utilizar maiores parcelas, nimero
de repeticoes e, principalmente, mais locais na avaliacdo dessas familias (Silva,

2005; Silva, 2007).

2.1.2 Estimativa de parametros genéticos e fenotipicos

As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos auxiliam os
melhoristas no momento de tomar as decisdes a respeito da escolha do método
de melhoramento, do modo de conducdo e de selecdo das populagdes
segregantes. A obtengdo dessas estimativas contribui para que o melhoramento
de plantas ndo seja apenas uma arte, mas também uma ciéncia, de modo a
permitir aos melhoristas anteverem as possibilidades de sucesso no programa de
melhoramento.

Essas estimativas podem ser obtidas utilizando-se componentes de
médias e ou variancias. O emprego da variancia ¢ preferido, uma vez que o uso
de médias pode conduzir a conclusdes erroneas, pois, 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 é pequeno ou nulo. Isto ndo acontece
quando se usa a variancia, dado que os efeitos individuais de cada loco sdo
elevados ao quadrado, ndao havendo possibilidade de eles se anularem. A
variancia permite, ainda, que sejam estimados a herdabilidade e o ganho

esperado com a selegdo. Por isso, 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 varidncia genética
aditiva (c%4) e de dominancia (6°p). E necessario enfatizar que ha um néimero
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
covariancia genética entre os efeitos médios (aditivos) dos alelos e os efeitos de
dominancia dos homozigotos (D)), a variancia genética dos efeitos de
dominéncia dos homozigotos (D,) e a depressdo por endogamia elevada ao
quadrado (H) (Souza Junior, 1989).

Na obtengdo das estimativas de pardmetros 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
populagoes 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;
Pereira et al., 2007).

Em praticamente todos os trabalhos, énfase foi dada as estimativas da
herdabilidade. Isso porque ela indica o potencial da populacdo para a selecdo e,
conseqilentemente, permite ao melhorista avaliar suas chances de sucesso. A
herdabilidade corresponde a propor¢do da variagdo genética em relagdo a
variancia fenotipica total (Falconer, 1987), que pode ser no sentido amplo,
quando envolve, no numerador da expressao, toda a varidncia genética, isto &,
aditiva e ndo aditiva, ¢ no sentido restrito, que contém no numerador da
expressao apenas a variancia genética aditiva. Vale ressaltar que, ao avaliar
linhas puras ou familias com alto nivel de endogamia, a varincia genética entre

as familias é toda aditiva. Assim, quando se avaliam linhas puras, a



herdabilidade estimada é equivalente aquela no sentido restrito. A herdabilidade
também pode variar em func¢do da unidade seletiva a ser utilizada, isto &,
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
variaveis e esta variagdo ¢ esperada em funcdo das diferentes condigoes
ambientais em que as estimativas sdo obtidas, da variabilidade genética presente
nos materiais utilizados e também do método utilizado para a obtengdo da
estimativa (Ramalho et al., 1993; Carneiro, 2002).

A amplitude de variacdo das estimativas de herdabilidade obtidas em
trabalhos na Universidade Federal de Lavras (UFLA) foi semelhante as
relatadas em outros estudos. A herdabilidade no sentido amplo para a produgao
de grios variou de 4% a 71%, enquanto, para seus componentes primarios, a
variagdo foi de 0,4% a 88% para o numero de vagens por plantas, de 3% a 90%
para o numero de sementes por vagem e de 29% a 99% para peso de 100
sementes (Teixeira, 2004).

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

genética (Carneiro, 2002).

2.2 Marcadores de DNA

O homem vem praticando a selecdo de plantas desde o inicio da
agricultura, porém, até o final do século XIX, esta selecdo era realizada
empiricamente. Com os avangos da genética no século XX, o melhoramento de
plantas tornou-se uma ciéncia, resultando em ganhos mais efetivos em relagao

aos que haviam sido atingidos até entdo (Teixeira, 2004).



A partir da década de 1980, com o surgimento dos marcadores de DNA,
inimeros trabalhos foram feitos visando utiliza-los para auxiliar no
melhoramento. Isso ocorreu, basicamente, porque, até entdo, o melhoramento
somente vinha sendo realizado com base nas avaliagdes fenotipicas e, como se
sabe, o efeito do ambiente pode representar a maior parcela do fenotipo em
varios caracteres de interesse. Assim, o emprego dos marcadores sempre foi
prometido como uma forma de “etiquetar” os alelos de interesse e auxiliar na
selecdo dos mesmos, quando a selecdo fenotipica fosse ineficiente (Santos,
2005).

Os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis atualmente e
as amplas possibilidades de conversdo das informacgdes de seqiiéncias em
marcadores de DNA permitem uma excelente amostragem do genoma. Os
marcadores possibilitaram grandes avangos no mapeamento de genes e de
regides genOmicas que controlam caracteristicas de importancia agrondmica, na
caracterizacdo molecular de gendtipos e no estudo da diversidade genética
(Borém & Caixeta, 2006).

No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado, cada vez mais, a
manipulagdo assistida por marcadores moleculares, visando obter maior
eficiéncia na transferéncia de fatores genéticos. Marcadores moleculares ligados
a alelos de diferentes caracteristicas de importancia econdmica t€m sido
desenvolvidos, permitindo a selegdo indireta de fenotipos desejaveis em
geracdes segregantes precoces. Esta estratégia reduz tempo e energias
necessarios nao so para evitar desenvolver grandes populagdes segregantes por
varias geragdes, mas também para estimar parametros usados na sele¢ao
indireta (Borém & Caixeta, 2006). Porém, segundo Ferreira & Grattapaglia
(1998), a integragdo efetiva de metodologias moleculares ao processo de

melhoramento ainda representa o principal desafio dessa area do conhecimento.
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Atualmente, existe grande variedade de marcadores moleculares
disponiveis para diferentes espécies vegetais. Embora grande nUmero de
trabalhos ja tenha sido feito empregando os marcadores, tanto no estudo de
diversidade entre genotipos e, principalmente, na identificagdo de um grande
numero de genes ou regides gendmicas de interesse, muito pouco se sabe da
contribuicdo efetiva dos marcadores para o melhoramento. Pode-se considerar
que essa situacdo 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 auxiliarem no melhoramento

(Santos, 2002).

2.2.1PCR

Em meados da década de 1980, o pesquisador britdnico Kery Mullis
descobriu um processo simples e eficiente de multiplicar, in vitro, em escala
exponencial, a quantidade de DNA de certa amostra. Trata-se da reagdo da
polimerase em cadeia, ou PCR (Borém & Caixeta, 2006). Desde sua concepgao,
esta tecnologia causou uma verdadeira revolugdo na biologia, tanto na pesquisa
visando ao entendimento de processos biologicos fundamentais como nas areas
aplicadas envolvendo diagndsticos e melhoramento genético de plantas e
animais domésticos. O impacto da PCR e dos métodos dela derivados levou
Kary Mullis a ganhar o prémio Nobel da medicina, no inicio da década de 1990
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A facilidade, a rapidez, a versatilidade e a sensibilidade da PCR a tornam
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo grande
nimero de individuos de qualquer organismo vivo. A PCR ¢ uma técnica

poderosa, que envolve a sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de um

11



segmento especifico de DNA na presenga da enzima Taq DNA polimerase. A
reagdo se baseia no anelamento e na extensdo enzimatica de um par de
oligonucleotideos utilizados como iniciadores, que delimitam a seqiiéncia de
DNA de fita dupla alvo da amplificag@o.

Um ciclo de PCR envolve trés etapas: desnatura¢do, anelamento e
extensdo. A fita dupla do DNA alvo ¢ desnaturada por meio da elevagdo da
temperatura para 92°C a 95°C. Na etapa de anelamento, a temperatura ¢
rapidamente reduzida para 35°C a 60°C, dependendo, essencialmente, do
tamanho e da seqiiéncia do primer utilizado, permitindo a hibridizagdo DNA-
DNA de cada primer com as seqiiéncias complementares que flanqueiam a
regido alvo. Em seguida, a temperatura ¢ elevada para 72°C, para que a enzima
DNA polimerase realize a extensdo. Este ciclo ¢é repetido por algumas dezenas
de vezes e, a cada ciclo, a quantidade de DNA da seqiiéncia alvo dobra. A
amplificacdo segue uma progressdo geométrica, de maneira que, depois de
apenas 20 ciclos, ¢ produzida mais de um milhdo de vezes a quantidade inicial
da seqiiéncia alvo. Esta escala de amplificagdo permite, portanto, iniciar com
quantidades minimas de DNA e terminar a reagdo com grandes quantidades de
DNA de uma seqiiéncia especifica de interesse.

Com o advento da PCR, diversos marcadores foram desenvolvidos

baseados nesta técnica.

2.2.2 Microssatélites

Diferentes experimentos no inicio dos anos 1980 demonstraram que os
genomas eucariotos sdo densamente povoados por diferentes classes de
seqiiéncias repetidas, umas mais complexas e outras mais simples. Seqii€ncias
simples repetidas (SSR), mais tarde denominadas também de “microssatélites”,
consistem de pequenas seqiiéncias com 1 a 6 nucleotideos de comprimento,

repetidas em tandem (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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As seqiiéncias de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo,
geralmente, conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, permitindo
sele¢do de primers especificos que amplifiquem, via PCR, fragmentos contendo
o0 DNA repetitivo em todos os genotipos (Borém & Caixeta, 2006). A detecgdo
das seqiiéncias amplificadas ¢ feita em gel de poliacrilamida ou agarose de alta
resolucdo e separadas por eletroforese. E necessario utilizar géis adequados para
a separagdo dos fragmentos, pois esses diferem em poucos pares de bases,
dependendo do numero de nucleotideos repetidos. A vizualisagdo das bandas no
gel pode ser feita diretamente por tratamento com brometo de etidio, usando
prata ou também a auto-radiografia, quando se utilizam primers marcados com
radioisotopos na reagdo de PCR. Cada loco 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. Neste método de genotipagem,
denominado multiplex, emprega-se mais de um par de primers especificos na
reacdo de PCR (Teixeira, 2004).

Os fragmentos amplificados a partir destes sitios quase invariavelmente
apresentam alto grau de polimorfismo, resultante da presenca de diferentes
nimeros 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 é 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).
Outra vantagem dos SSR ¢ a alta reprodutibilidade dos resultados, permitindo o
intercambio entre diferentes grupos de pesquisa, o que facilita a utilizagcdo da
selegdo assistida por marcadores moleculares e a integracdo de mapas genéticos.

Os SSR sdo muito freqiientes e distribuidos aleatoriamente ao longo do genoma,
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permitindo a cobertura completa dos cromossomos de uma dada espécie. Além
do seu emprego para mapeamento de genomas, os microssatélites sdo ideais para
a identificagdo e a discriminacdo de genétipos e para estudos de genética de
populagdes.

A maior limitagdo do uso de microssatélites é o desenvolvimento dos
marcadores, pois se trata 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 (Yu et al., 2000; Gaitan-Solis et al., 2002; Blair et al., 2003; Yaish et

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

2.2.3 Mapeamento e identificagdo de QTLs

O estudo de caracteres quantitativos vem sendo realizado por meio de
estimativas de pardmetros genéticos obtidos a partir da mensuragdo fenotipica,
ou seja, tais estimativas representam o somatorio dos efeitos dos locos
segregando para o carater. A principal alternativa para o conhecimento do
nimero aproximado de locos atuando no controle genético dos caracteres
quantitativos, de como esses locos se encontram distribuidos no genoma e qual a
intensidade dos seus efeitos, ¢ estuda-los indiretamente, por meio da associagao
com marcadores genéticos (Doerge, 2002).

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 fisioldgica da heterose e
prever o comportamento de hibridos; b) identificar alelos favoraveis em

populagdes ou linhagens divergentes; c) inserir esses alelos nas populagdes e
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linhagens sob selecdo; d) aumentar a eficiéncia dos programas de selecdo
recorrente ¢ e) entender e utilizar a interagdo gendtipos por ambientes.

Um aspecto importante na detec¢do de QTLs por meio de marcadores
genéticos ¢ a necessidade de que a populagdo sob estudo esteja em desequilibrio
de ligacdo, para que se possa verificar se ha ocorréncia de ligacdo genética entre
marcadores e QTLs. Caso contrario, os alelos dos locos marcadores e dos
poligenes ocorrem em combinacdes aleatorias e os poligenes ndo sdo detectados.
Tanksley (1993) comenta que, por essa razdo, € necessaria a geragdo de
populagdes especiais, como retrocruzamentos, F,, F5 e linhagens recombinantes.
O problema ¢ que, no caso das autofecondagdes sucessivas (linhagens
recombinantes), existe menor desequilibrio de ligagdo, devido a maior
oportunidade de recombinagdo meidtica (Burr & Burr, 1991). No entanto,
Bearzoti (2000) comenta que, em espécies autdbgamas, o desequilibrio de ligacao
dissipa-se com uma taxa lenta, tendo um limite diferente de zero. Apesar de
haver menos desequilibrio de ligagdo, tem-se maior vantagem pelo fato de as
linhagens endogémicas poderem ser multiplicadas e retestadas, obtendo-se
médias mais precisas da caracteristica quantitativa (Tanksley, 1993). Este
aspecto pode constituir uma vantagem no tocante a utilizagdo de populacdes
compostas de linhagens recombinantes, bem como a utilizacdo de marcadores
moleculares no melhoramento de plantas autdgamas (Schuster & Cruz, 2004).

A neutralidade fenotipica dos marcadores moleculares ndo s6 facilita a
detecgdo de ligagdo entre o marcador segregante e o poligene mas também
constitui uma maneira ndo tendenciosa de se estimar os efeitos fenotipicos de
cada poligene, sem interferéncia do loco marcador (Tanksley, 1993).

Antes de se iniciar um estudo de mapeamento e identificagdo de QTLs
para um dado carater, ¢ necessario planejar o estudo, no intuito de definir os

genitores, a geragdo utilizada, o tamanho da populagdo segregante, o marcador
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empregado, o grau de saturagdo do mapa, a metodologia para mapeamento e
identificagdo de QTLs e, ainda, como sera avaliada a caracteristica quantitativa.

A capacidade de detectar um QTL é uma fungdo da magnitude do seu
efeito sobre a caracteristica, do tamanho da populacdo segregante avaliada, da
freqiiéncia de recombinagdo entre o marcador ¢ QTL, bem como da
herdabilidade da caracteristica e da interacdo gendtipos X ambientes.
Evidentemente, quanto maior o efeito, o tamanho da populagdo e a
herdabilidade, ¢ mais préximo o marcador e o QTL, mais facil serd a sua
deteccdo (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Lanza et al., 2000; Schuster & Cruz,
2004).

Segundo Tanksley (1993), QTLs de pequeno efeito podem ser
detectados por marcadores moleculares, porém, devem ser considerados o
percentual de recombinagdo entre o marcador e o gene de interesse, o tamanho
da populagdo, a herdabilidade do carater e o critério de probabilidade para
declarar a sua existéncia. Uma vez usada alta probabilidade, diminui ndo s6 a
chance de detectar QTLs que ndo existam, mas também daqueles de pequeno
efeito.

A associagdo entre marcador ¢ QTL pode ser avaliada utilizando-se
uma, duas ou mais marcas simultanecamente. Na analise de marca simples, a
distribuicdo dos valores do carater é examinada separadamente para cada loco
marcador. Assim, cada teste ¢ realizado independente da informagdo dos outros
locos e, desse modo, um cromossomo com t marcas prové t testes de marcas
simples. Esse tipo de analise €, geralmente, uma boa op¢ao quando o objetivo ¢
simplesmente a detecgdo de QTLs ligados a marca em detrimento da estimagao
da posi¢ao e dos efeitos do mesmo (Schuster & Cruz, 2004).

No mapeamento por intervalo, proposto por Lander & Botstein (1989),
as andlises sdo realizadas considerando cada par de marcas adjacentes,

resultando, entdo, em t-1 testes de associagdo QTL-marcador por cromossomos
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com t marcas (um para cada intervalo). Essa metodologia de mapeamento
oferece um incremento no poder de deteccdo de QTLs e estimativas mais
precisas da posicgdo e dos efeitos do mesmo.

Tanto o mapeamento por intervalo quanto as analises de marcas simples
sdo viesadas quando multiplos QTLs estdo ligados ao intervalo/marca
considerado. Em vista disso, Jansen (1993) e Zeng (1994) propuseram a técnica
denominada mapeamento por intervalo composto que combina, em um Unico
modelo, as técnicas de mapeamento por intervalo e regressao multipla, no intuito
de eliminar as influéncias de outros QTLs sobre o intervalo considerado (Silva,
2001).

Existe também a metodologia do intervalo composto expandido para
multiplos ambientes, que permite estimar a interagdo QTLs x ambientes. Essa
interagdo ocorre quando ha uma expressao diferencial dos QTLs em relacdo as
mudangas ambientais ou quando ha auséncia de expressdo do QTL em alguns
dos ambientes avaliados (Santos, 2008). A interagdo QTLs x ambientes tem sido
relatada em varios trabalhos para grande niimero de espécies, principalmente
para caracteres quantitativos (Melo et al., 2004; Teixeira, 2004; Bento, 2006;
Santos, 2008).

O método da analise de regressdo linear apresenta aumento na
probabilidade de detectar falsos QTLs (erro tipo I), que podem ser minimizados
se for aumentado o nivel de significancia, reduzindo-se, porém, o poder de
detecgdo (aumento do erro tipo II). Outra desvantagem desta metodologia,
ressaltada por Ferreira & Grattapaglia (1998) e Lanza et al. (2000), ¢ a
dificuldade de dissernimento entre a magnitude do efeito do QTL e o percentual
de recombinacdo entre marca ¢ QTL, isto ¢, um QTL de pequeno efeito e
fortemente ligado ao marcador ¢ um de grande efeito com alto percentual de
recombinag¢do com a marca ndo podem ser adequadamente discernidos.

Em estudos de simulagdo feitos por Ferreira (1995), ficou evidenciado
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que a analise de regressdo linear multipla, utilizando-se o processo de selecdo de
marcadores (backward), foi o método mais eficiente para a estimagdo dos efeitos
genotipicos associados aos marcadores e mapeamento dos QTLs.

Foram comentados aqui somente os principais métodos de mapeamento
de QTLs, existindo, ainda, outros métodos que sdo utilizados em menor

freqiiéncia.

2.2.4 Dificuldades na identificacdo de QTLs

Varios problemas tém sido verificados na identificagdio de QTLs
(Bernardo, 2002). Um deles ¢ o numero relativamente baixo de QTLs
identificados. Em 50% dos estudos relatados na literatura foram identificados de
1 a 3 QTLs, enquanto mais de 10 deles foram identificados em apenas 12% dos
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 caracteristica ja estdo fixados.

Outro problema ¢ o fato de a maioria dos QTLs explicar pequena parcela
da variacao fenotipica. Em um levantamento feito por Bernardo (2002), entre os
747 QTLs relatados, 240 (32%) explicaram de 1% a 5% da variacdo, 301 (40%)
explicaram de 6% a 10% da variacdo e, ainda, o numero de QTLs que
explicaram maiores percentuais da variagdo diminuiu progressivamente. Para
caracteristicas complexas, como producdo, 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 populacao utilizado na identificacdo dos QTLs. Em estudos de simulagdo, as

populagoes pequenas, além de permitirem a identificagdo de pequeno niimero de
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QTLs, superestimam seus efeitos (Bernardo, 2002).

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

Certamente, a principal causa dessa dificuldade ¢ a forte interagdo QTLs
por ambientes, que corresponde a uma expressdo diferencial dos QTLs em
relagdo as mudancgas ambientais ou quando hd uma auséncia de expressao do
QTL em alguns dos ambientes avaliados, relatada em vérias espécies (Melo et
al., 2004; Teixeira, 2004; Bento, 2006; Santos,2008).

Resultados sobre a detecgdo do efeito da interagdo QTLs x ambientes
sdo controversos na literatura. Beavis et al. (1991) encontraram poucos QTLs
em comum entre quatro populagoes de milho diferentes. Por outro lado, Lee et
al. (1991) encontraram 7 QTLs para resisténcia a broca do milho, dos quais
quatro mapearam em regides previamente identificadas em experimentos
independentes. Stuber et al. (1992) encontraram pouca evidéncia de interagao
QTLs x ambientes para a produtividade de milho, uma caracteristica que,
geralmente, apresenta interagdo significativa. Por outro lado, Paterson et al.
(1991) identificaram 29 QTLs associados a uma série de caracteristicas
quantitativas avaliadas em 3 ambientes. Destes, apenas 4 eram comuns aos 3
ambientes, 10 em dois ambientes e os outros 15 se expressaram especificamente
em cada ambiente.

Bento (2006) relata que, entre os 24 QTLs mapeados para a produgdo de
graos em uma populagdo tropical de milho, todos sofreram efeito da interagao
QTLs x ambientes.

Santos et al. (2008) mapearam QTLs para duas populagdes de
testecrosses (TC1 e TC2) de milho em diferentes niveis de acidez do solo, na
primeira populagdo foram encontrados 20 e, na segunda, 39 QTLs para a

producdo de graos. Do total de QTLs mapeados, 80% (16 QTLs) nos TCI1 e
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84,62% (33 QTLs) nos TC2 apresentaram interacdo QTLs x solos significativa,
indicando que houve grande nimero de QTLs que interagiram com solos,
mostrando novamente a intera¢do entre QTLs e ambientes.

Em feijdo, também existem alguns relatos da ocorréncia da interagdo
QTLs x ambientes, incluindo o peso de 100 sementes e, principalmente, a
produtividade de graos (Melo et al., 2002, 2004; Teixeira, 2004).

Estes resultados nao sdo particularmente surpreendentes, uma vez que a
interacdo genoétipos X ambientes ¢ rotineiramente encontrada em experimentos
de melhoramento e varia com diferentes caracteristicas. Assim, a interagdo nao ¢
problema exclusivo da sele¢do com marcadores e, sim, deve ser considerada sob

qualquer forma de seleg@o artificial (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

2.2.5 Selecéo assistida por marcadores moleculares

Um método para integrar a genética molecular com a selecdo artificial,
com o objetivo de aumentar a eficiéncia do melhoramento, ¢ conhecido como
selecdo assistida por marcadores (SAM), ou seja, a associagdo da selecdo
fenotipica com informagdes de marcadores (Lande & Thompson, 1990).

No melhoramento assistido por marcadores moleculares, existem
inimeros trabalhos abordando a seleg@o de genitores, a predigdo de heterose em
cruzamentos, a alocagdo de gendtipos em grupos heteréticos e a selecdo
assistida. Os resultados variam de concretos € positivos a controversos € pouco
significativos, em termos de ganhos genéticos, econdmicos e de eficiéncia,
quando comparados com a sele¢ao fenotipica.

Na implementacdo da selegdo assistida, deve-se considerar que o
gene/QTL que controla a caracteristica de interesse ja foi previamente
identificado, ou mapeado, e que existem marcadores que permitem monitorar a
presenca dos alelos favoraveis. Além disso, alguns aspectos devem ser levados

em conta, como a natureza genética da caracteristica (quantitativa ou
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qualitativa), o modo de ac¢do génica (aditividade, dominéncia ou recessividade),
o efeito do gene na expressdo do fenétipo, a complexidade da avaliacdo
fenotipica e a eficiéncia com que o marcador descrimina a caracteristica (Morris
et al., 2003). Assim, podem ser listadas algumas situacdes em que a selecdo
assistida torna-se particularmente estratégica: quando a determinagdo do
fenotipo € complexa e ou possui custos elevados, em situagdes que requerem a
destruicao da planta (resisténcia de nematoéide-de-cisto em raiz), que requerem
quarentena ou quando se objetiva introduzir varias caracteristicas
simultaneamente. Além disso, em situa¢des em que a analise fenotipica necessita
ser realizada em fase vegetativa avancada (graos e frutos), a selecao assistida em
fases juvenis pode resultar em redugdo significativa de tempo. Como a selecdo
fenotipica dos caracteres de baixa herdabilidade somente se torna eficiente em
geracdes mais avancadas porque requer maior nimero de individuos para serem
avaliados, a SAM pode contribuir para aumentar o ganho. Também, quando a
caracteristica é expressa em somente um sexo, a selecdo assistida pode ser

realizada em ambos os sexos, maximizando os ganhos com a seleg@o.

2.2.6 Selecéo assistida no melhoramento de caracteristicas quantitativas

Potencialmente, o maior impacto da sele¢do assistida por marcadores é
esperado para caracteristicas quantitativas. Sele¢do indireta com base em
marcadores deve ser avaliada considerando-se, simultaneamente, intensidade de
selecdo, herdabilidade, correlagdes genéticas, duragdo de uma geragdo de
melhoramento (selecdo e recombinagdo) e o custo de cada alternativa, caso a
caso (Ferreira & Grattapaglia, 1998). No caso de caracteristicas quantitativas, o
sucesso da selecao assistida depende da precisao na deteccao dos QTLs e da
propor¢ao da variancia explicada pelos marcadores.

Caracteristicas quantitativas sdo controladas por grande nuimero de

genes e sofrem grande influéncia do ambiente. Por esse motivo, para que um
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programa de selecdo assistida por marcadores possa ser executado, € necessario
obter um mapa de ligacdo saturado, em que os QTLs estejam identificados com
elevada probabilidade estatistica. A eficiéncia de selegéo sera tanto maior quanto
mais proxima for a ligacdo entre os marcadores moleculares e os QTLs. A
sele¢do utilizando marcadores flanqueando o QTL também ¢ mais eficiente do
que a selecdo utilizando um tnico marcador. Edwards e Page (1994) utilizando
simulacdo, obtiveram ganhos de selecdo 38% superiores quando utilizaram
marcadores flanqueando o QTL, em relagdo a selecdo baseada em um tnico
marcador e relativamente distante do QTL (20% de recombinagdo). Com 5% de
recombinacao entre os marcadores e 0 QTL, a vantagem foi de 11%.

Quando se utiliza um tnico marcador associado a um QTL, a eficiéncia
de sele¢do € menor, pois um unico evento de recombinagado € suficiente para que
plantas selecionadas pelo marcador ndo possuam o QTL. No caso de selecdo
utilizando os dois marcadores que flanqueiam o QTL, a probabilidade de
selecionar uma planta que nao possua o QTL ¢ muito menor.

Dentre os efeitos que afetam a eficiéncia da SAM, a herdabilidade da
caracteristica-alvo talvez seja o mais importante, devendo, assim, nortear as
decisdes quanto ao uso da selecdo assistida frente aos métodos tradicionais de
melhoramento. Lande & Thompson (1990) modelaram a eficiéncia da SAM no
melhoramento de uma caracteristica Unica, em comparagdo aos métodos
tradicionais de melhoramento. Observou-se que, para uma caracteristica com h’
igual a 1 (situagdo teodrica em que toda a variancia fenotipica deve-se a efeitos
genéticos — efeito ambiental nulo), o fendétipo de um individuo prediz
exatamente o seu valor genético, ndo havendo vantagem alguma em se utilizar a
SAM em detrimento do melhoramento convencional. E, em valores mais baixos
de h?% a eficiéncia da SAM pode superar aquela do melhoramento convencional,
principalmente na situagdo em que uma fragao significativa da variancia aditiva

¢ explicada pelos marcadores.
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Novamente em um cenario tedrico, quando toda a varidncia genética
aditiva é explicada pelos marcadores, a eficiéncia da SAM passa a depender tdo
somente dos valores de herdabilidade, variando inversamente com eles. No
entanto, deve-se notar que, quanto menores forem os valores de herdabilidade
para uma dada caracteristica, maior sera a influéncia ambiental na variagdo
fenotipica, reduzindo a precisdo no mapeamento dos QTLs associados a ela.
Assim, a estabilidade desses QTLs em diferentes ambientes passa a ser uma
questdo de grande significado pratico. Ainda ¢ importante notar que, para que os
marcadores moleculares sejam altamente eficientes na selecdo de caracteristicas
com herdabilidade baixa, tamanhos de populacdo muitas vezes proibitivos
podem ser necessarios. Finalmente, em termos gerais, os autores sugerem que,
quando a proporcdo da varidncia aditiva explicada pelos marcadores excede a
herdabilidade da caracteristica, as vantagens da SAM podem superar aquelas do
melhoramento tradicional.

Para avaliar a eficiéncia da SAM para caracteristicas quantitativas,
varios autores tém utilizado modelos matematicos baseados em escores
moleculares que, para um dado individuo, correspondem a soma dos efeitos
aditivos da caracteristica associada aos marcadores (Moreau et al., 2004;
Hospital et al., 1997; Lande & Thompson, 1990). Lande & Thompson (1990)
propuseram o uso de indices de selecdo em que a soma dos efeitos aditivos nos
locos marcadores seria utilizada como uma “nota molecular” que seria
combinada com informagdo fenotipica no ambito individual e de média de
familia. Entretanto, a correta estimativa de pesos para cada informagdo no indice
poderia limitar a eficiéncia da técnica. Outras abordagens para a informagao
molecular foram discutidas por Dudley (1993).

A eficiéncia da SAM depende do numero de marcadores ¢ das suas
distancias dos QTLs desejados (Taran et al., 2003). Quando o niimero ¢ alto ¢ a

ligacdo ¢é estreita, alta propor¢do da variagdo pode ser explicada pelos
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marcadores (Lande & Thompson, 1990).

A SAM sera mais efetiva quando os QTLs forem mapeados, seus efeitos
estimados em situagdes em que a herdabilidade ¢é alta e a sele¢do for realizada
quando a herdabilidade ¢é baixa (Bernardo, 2002).

Varios trabalhos foram realizados com o objetivo de comparar a
eficiéncia da selecdo assistida por marcadores moleculares (SAM) com a selecao
fenotipica (SF).

Ferreira (1995), em estudos de simulagdo, observou que a eficiéncia da
SAM reduziu com o avango dos ciclos seletivos e, conseqiientemente, com a
reducdo do desequilibrio de ligagdo. Porém, quando foi considerado o ganho
médio por ano, a resposta a SAM foi superior em 1,85 a 3,17 vezes ao ganho da
selecdo recorrente fenotipica, considerando todos os modelos genéticos
simulados.

A SAM ¢ mais efetiva em geragdes iniciais de selecdo entre progénies
de cruzamentos derivados de linhas endogamicas (Stromberg et al., 1994).
Nessas geracdes, a herdabilidade é baixa por causa do limitado nimero de
repetigoes e o desequilibrio de ligagdo ¢ alto (Falconer, 1987).

Eathington et al. (1997), trabalhando com milho, compararam a utilidade
da selegdo fenotipica e da SAM com relagdo a selecdo precoce. A selecdo
fenotipica foi superior nos caracteres com alta h* (> 0,75). Para a produgio de
graos, a SAM foi superior a sele¢do fenotipica para predizer a performance de
testcrosses na geracdo 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 ¢ ttil para a
selegdo em geragdes precoces.

Para produtividade em milho, Stuber & Edwards (1986) originalmente
compararam selecdo com 15 marcadores isoenzimaticos e selegdo fenotipica, e

concluiram que o ganho genético foi igual. Johnson (1991) sugeriu que sele¢ao
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com marcadores para produtividade em linhagens S, foi mais eficiente do que a
selecdo baseada no comportamento de testcross de S,.

Taran et al. (2003) testaram a SAM com marcadores de QTLs para cinco
caracteristicas importantes em feijdo, incluindo a produ¢do de grdos, o nimero
de vagens por planta, a altura de planta, o indice de colheita e o total de nddulos
e desenvolveram um processo para SAM de caracteristicas complexas, usando
um indice baseado em marcadores ligados a QTLs e distancia genética
ultramétrica entre linhagens e um genitor. Esse método possibilitou a selegdo de
linhagens que tinham QTLs importantes.

Moreau et al. (2004) compararam a SAM com a SF em trés ciclos de
selegdo assistida e ndo encontraram eficiéncia da selegdo assistida em relagdo a
fenotipica. Os autores relataram que os QTLs selecionados no primeiro ciclo de
selecdo podem nao ter se expressado nos ciclos posteriores de selecao devido a
alta interacdo QTL x ambiente. Concluiu-se, entdo, que um melhor
entendimento da arquitetura dos caracteres quantitativos € necessario antes de se
praticar a seleg@o assistida por marcadores moleculares.

Yu et al. (2000) relatam que varios QTLs foram identificados para
resisténcia ao crestamento bacteriano comum em feijoeiro. Esses autores
avaliaram a possibilidade de uso da SAM com marcadores ligados a QTLs
responsaveis pela resisténcia, em populagdes diferentes das usadas para o
mapeamento. Um dos marcadores utilizados (SCAR BC4209y) explicou 62% da
variagdo fenotipica e foi altamente eficiente na sele¢do. Comparando a SAM ¢ a
selecdo convencional, o custo da SAM ficou em cerca de 1/3 do da selecao
convencional.

Liu et al. (2004), utilizando simulagdo de diferentes estratégias de
seleg¢do, observaram que a SAM ndo sé permitiu elevados ganhos genéticos, mas
também aumentou muito a freqiiéncia de genodtipos superiores, quando

comparada com a sele¢do fenotipica. A SAM foi eficiente ao longo de todas as
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geragdes, embora suas vantagens tenham diminuido com o avango das geragdes
de autofecundagdo. Isso & esperado, pois, com o avanco das geracdes de
autofecundagdo, os locos vao sendo fixados, aumentando a eficiéncia da selecdo
fenotipica. Assim, combinando SAM nas geragdes segregantes iniciais e selecdo
fenotipica nas geracdes mais avancadas, pode-se obter maior efici€éncia nos
programas de melhoramento.

Pereira (2006) comenta que as duas metodologias de selecdo (SF e SAM)
foram eficientes, sendo obtidos ganhos com a sele¢@o nas duas situagdes. Porém,
as estimativas de ganho com a selecdo fenotipica (GSF) foram, na maioria dos
casos, muito maiores do que as estimativas de ganho com a selegdo assistida
(GSAM), indicando maior eficiéncia da SF. A coincidéncia entre as familias
selecionadas pelas duas metodologias de selecdo foi mediana (40%), o que
refor¢a o fato da maior eficiéncia da SF. O autor concluiu que a eficiéncia da SF
foi maior quando comparada a SAM para a produtividade de gréos,
principalmente em fun¢do da pequena disponibilidade de marcadores de QTLs.
Aumentando o numero de marcadores, a expectativa ¢ também aumentar a
eficiéncia da SAM, que compensara ser utilizada principalmente na primeira
geragdo de familias (F;.4), quando, em geral, ndo se t€ém sementes suficientes
para a avaliacdo fenotipica mais precisa.

Como a interagdo QTLs x ambientes é o principal fator que afeta a
SAM, Bernardo (2002) sugeriu trés formas de utilizar os marcadores quando
esse tipo de interacdo ocorrer: a interagdo QTLs x ambientes pode ser ignorada
considerando apenas os QTLs estaveis nos diversos ambientes no
melhoramento; a interagdo QTLs x ambientes pode ser reduzida dividindo-se os
ambientes em subgrupos menos heterogéneos quanto as condigdes ambientais e,
subsequentemente, estimar os QTLs especificos para cada subgrupo ¢ a
interacdo QTLs x ambientes pode ser explorada por meio da identificagdo de

QTLs para somente um determinado ambiente. A primeira estratégia seria ideal
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para os programas de melhoramento, visto que os QTLs mapeados poderiam ser
utilizados em diversos ambientes simultaneamente. Porém, como visto
anteriormente nos diversos trabalhos, a interagdo QTLs x ambientes € acentuada,
principalmente em regides tropicais. Assim, a segunda e a terceira estratégia
podem ser as que permitirdo maior resposta a selecao assistida por marcadores
moleculares em regides tropicais.

A escolha entre a selecdo assistida ou convencional ¢ uma decisao dificil
em qualquer programa de melhoramento, uma vez que os paradmetros a serem
avaliados, muitas vezes, ndo sdo facilmente comparaveis. Dentre os critérios a
serem considerados estdo a relagdo custo-beneficio de cada estratégia e a
disponibilidade de recursos técnico-financeiros para a execucao delas. Portanto,
a decisdo acerca da adogdo da SAM deve ser tomada com base nas
peculiaridades genéticas e praticas de cada situagao (Borém & Caixeta, 2006).

Os diversos exemplos apresentados confirmam os ganhos em varios
aspectos da aplicacdo de marcadores moleculares em diferentes fases e
processos do melhoramento genético. Certamente, existe igual proporgdo de
trabalhos na literatura que apresentam resultados ndo-expressivos ou com
ganhos inferiores da selegdo assistida por marcadores. No entanto, esses
resultados tém contribui¢cdes importantes para se levantar as causas do insucesso
da metodologia aplicada e sugerir corregdes. Deve-se notar, entretanto, que a
selecdo assistida por marcadores e a selecdo fenotipica tradicional ndo sdo
estratégias excludentes e que a maior eficiéncia dos programas de melhoramento

devera ser atingida mediante uma combina¢ao das duas estratégias.

27



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de conducédo dos experimentos

Os trabalhos foram conduzidos em trés municipios (Lavras, Lambari e
Ijaci) da regido Sul de Minas Gerais. Em Lavras, foram na area experimental do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA) e na
Fazenda Experimental da Fundag¢do de Apoio ao Ensino, Pesquisa ¢ Extensao
(FAEPE), ou fazenda Vitorinha, a 919m de altitude, nas coordenadas 21°15°S de
latitude e 45°00°W de longitude. Em Lambari, os experimentos foram
conduzidos na Fazenda Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (Epamig), a cerca de 887m de altitude, nas coordenadas 21°58” S
de latitude e 45°21° W de longitude. Em [jaci, foram conduzidos na Fazenda
Experimental da FAEPE, a 832m de altitude, nas coordenadas 21°10° S de
latitude e 44°55” W de longitude.

3.2 Material genético

Foram utilizadas 100 familias F;.;, obtidas por Pereira (2006) a partir do
cruzamento envolvendo os genitores MAI 18.13 e Z-9. A linhagem MAI 18.13
tem grdo tipo carioca, habito de crescimento tipo III e resisténcia a algumas
ragas de Pseudocercospora griseola. A linhagem Z-9 possui gréo tipo carioca,
habito de crescimento tipo IIT e é resistente as racas 81 e 89 de Colletotrichum
lindemuthianum. A populagdo foi selecionada para a obten¢do de familias
porque os genitores possuem alta capacidade geral de combinagdo para
produtividade de grdos, maior quantidade de marcadores polimédrficos de QTLs

da producao de graos, graos com padrao carioca e alta produtividade média.

28



3.3 Avaliacgdo das linhagens no campo

As familias foram avaliadas em seis experimentos, nos quais foi
utilizado o delineamento latice triplo 10x10, com parcelas de duas linhas de dois
metros. Em todos os experimentos foi avaliada a produtividade de grdos ¢ em
“Vitorinha”, na seca 2007 (F;.;); em Lavras, no inverno 2007 (Fsg) € em
Lambeari, nas aguas 2007/2008 (F5.9), foi avaliado o tipo de grao.

Em cada safra foram conduzidos experimentos em dois locais. Na safra
da seca/2007, os locais foram Lavras e Ijaci, ambos em fazendas experimentais
da FAEPE. Nas safras de inverno/2007 e aguas 2007/2008, os locais foram
Lavras, na area experimental do Departamento de Biologia da UFLA e Lambari,
na fazenda experimental da Epamig.

Todos os experimentos foram conduzidos no sistema convencional de
plantio e tiveram densidade de semeadura de 15 sementes por metro e o
espacamento entre linhas foi de 0,5m. Foi utilizada adubagio na semeadura com
300kg/ha de 8-28-16 (N, P,Os, K,0) e realizada também adubago de cobertura
20 dias apos a emergéncia, utilizando 150kg/ha de sulfato de aménio. Os demais
tratos culturais foram os comuns a cultura do feijoeiro, incluindo irrigacdes
complementares por aspersao quando necessario.

Foram avaliadas as caracteristicas tipo de grdo e produgdo de gréos.

O carater tipo de grdo foi mensurado, por dois avaliadores, em apenas
um dos experimentos de cada safra. As avaliagdes foram realizadas adotando-se
uma escala descritiva de notas (Tabela 1), semelhante a proposta por Marques
Janior (1997), sendo 1 (tipo de grao mais aceito pelo mercado) e 5 (grao fora do

padrao).
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TABELA 1. Escala descritiva de notas utilizada para avaliagdo do tipo de grao,
adaptada de Marques Junior (1997).

Nota Descricdo

Grao com fundo de colora¢do creme-clara, sem halo, ndo achatado,
tamanho médio (peso de 100 sementes aproximadamente de 25g)
Grao que difere do tipo 1 em apenas um dos aspectos

Grao que difere do tipo 1 em dois dos aspectos

Grao que difere do tipo 1 em trés dos aspectos

[V, B N VS N S

Grao que difere do tipo 1 em todos os aspectos, portanto, fora do padrao

A produgdo de graos foi mensurada em g/parcela e, posteriormente, foi

realizada a transformagdo para kg/ha.

3.4 Andlises estatisticas
As caracteristicas avaliadas nos experimentos foram submetidas a
analise individual de varidncia (ANAVA), utilizando-se o programa MSTAT-C

(1991), segundo o seguinte modelo estatistico:

Yijk = m + by + 1y + t; +ei

em que:

Yii: observacdo referente ao tratamento i no bloco k, dentro da repetigdo j,
sendoi=1,2,3,..,100; k=1,2,..,10;j=1,2,3;

m: efeito fixo da média geral do ensaio;

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

1j: efeito fixo da repetigdo j;

t;: efeito considerado aleatorio do tratamento i;

30



ejjk : efeito aleatério do erro experimental, da parcela que recebeu o tratamento i,
no bloco k, dentro da repetigéo j, assumindo-se que os erros sdo independentes ¢

normalmente distribuidos, com média zero e variancia o°.

As andlises conjuntas por ambientes foram realizadas utilizando-se o
programa SAS, versdo 8.0, licenciado para o Departamento de Ciéncias Exatas
da UFLA. Foi aplicado o teste de homogeneidade de variancia de Bartlett, para
certificar se os quadrados médios de erro efetivo das analises individuais eram
homogéneos (Ramalho et al., 2005). O modelo considerado para anélise

conjunta foi o seguinte:

Yijkls =m-+ta,tt+ret bj (s)T (ta)is *€ijics),
em que:
Yijis: observacdo referente ao tratamento i no ambiente s, sendo i =1, 2, 3, ...,
100es=1,2,..,8S
m: efeito da média geral;
a,: efeito fixo do ambiente s;
t;: efeito aleatério do tratamento i;
11 () efeito fixo da repetigdo 1 dentro do ambiente s;
bjqs): efeito aleatorio do bloco j dentro da repeticdo 1 e do ambiente s;
ta;s: efeito aleatorio da interacdo entre o tratamento i € o ambiente s;

eijis: € 0 erro experimental, €jjis) M N(O,cz).
As estimativas dos componentes de varidncia dos caracteres foram

obtidas utilizando-se as esperancas dos quadrados médios do tipo III,

relacionadas na Tabela 2.
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TABELA 2. Esperancas

dos quadrados médios (EQM) para as

analises

conjuntas por local, por safra e na conjunta, envolvendo todos
os ambientes (conjunta geral), feitas no SAS.

BV E(QM) conjunta/local e E(QM) conjunta geral
E(QM) conjunta/safra

Tratamento 6°c+2,72730%,+ 5,45456%, 6°+2,72736%,+ 16,3646°,
Ambientes 0% +36%0H100% s T0 2at 0% | 6%et30%+ 1067 s 1070t 07s
Rep. (Ambintes) 6% +106% 0070 6%+ 10670071
Bloco (Amb x Rep) | 6%+6,66676%u: 0°+6,66676%ur
Amb. x Trat. 6°c+2,72736% 6°+2,72736%
Erro 0% o’

o’ variancia do erro; o’ varidncia entre os tratamentos; o, variancia da
interacdo entre os ambientes e os tratamentos; 6% variancia dos blocos dentro
das repeticdes e dentro dos ambientes; ¢°,: componente quadratico de ambientes;
0 componente quadratico da repeticao dentro de ambientes .

Como o efeito de tratamentos foi considerado aleatdrio nas anélises
individuais realizadas para produtividade de graos e tipo de grao, foi possivel
estimar a herdadilidade e seus respectivos intervalos de confianga e ganho com a
selegdo.

As estimativas da herdabilidade, para as analises de variancia

individuais, foram obtidas por meio das expressdes:

2
h = (QM tratamentos — QM erro efetivo)/ QM tratamentos

Os estimadores para o calculo dos limites inferior (LI) e superior (LS) de
herdabilidade foram, segundo Knapp, Stroup & Ross (1985), os seguintes:
LI = {1-[(QM tatamentos/ QM erro efetivo) F 1-0/2: GL Erro: GL Tratamentos] }
LS = {1-[(QM yratamentos/ QM e efetivo) F w2: GL Erro: GL Tratamentos] '}
em que:

F: Quantil superior a (1-0/2) ¢ o/2 da distribuigdo de F;

32



A estimativa da herdabilidade e seus respectivos intervalos de confianga
nas analises conjuntas foram obtidos de forma semelhante as analises
individuais. Apenas foram substituidos, nas expressdes, o quadrado médio (QM)
do erro efetivo pelo QM da interagdo ambientes x tratamentos e os graus de
liberdade do residuo pelos graus de liberdade da interagdo (Tabela 2).

O ganho esperado com a selecdo foi estimado por meio da seguinte
expressao:

GS (%) =ds x h’
em que:
ds: diferencial de sele¢do, sendo a diferengca entre a média das familias
selecionadas, considerando-se uma intensidade de selecdo de 5%, e a média
geral do experimento;

h%: herdabilidade do carater.

3.5 Anélises com marcadores moleculares

A extragdo de DNA das 100 familias foi realizada por Pereira (20006).
Para verificar a existéncia de polimorfismo entre as familias, foram realizadas
reacdes de PCR, utilizando-se os genitores do cruzamento, com 480 marcadores
microssatélites (SSR) disponiveis em (Bean Improvement Cooperative — BIC,

2008).

3.5.1 Analises com marcadores microssatelites - SSR

A genotipagem das 100 familias F.; foi realizada com oito marcadores
SSR (Tabela 3), que apresentaram polimorfismo entre os genitores. Os primers
foram sintetizados pela Invitrogen do Brasil. Na reac¢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 png de BSA, 0,25% de Ficoll
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400, 10 mM de tartrazine ¢ agua completando 12 ul. 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°C a 68°C de acordo com o primer; 1 minuto a 72°C para
extensdo de DNA; 25 ciclos que diferiram dos primeiros apenas na temperatura
de anelamento de 52°C a 65°C e uma extensao final, por quatro minutos, a 72°C.
Apds 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
visualizagdo foi feita em transiluminador de Iuz ultravioleta Fotodyne e
fotografias em camera digital Kodak. Foi utilizado também o gel de
poliacrilamida a 6% para os fragmentos que ndo se separaram bem na agarose.
Esses géis foram corados com prata e, em seguida, realizou-se a anotacdo de
polimorfismo nas familias, em que os primers codominantes receberam as
numeragdes 1, 2 e 3, sendo 1 e 3 para cada um dos gendtipos homozigotos e 2
para o genoétipo heterozigoto. Para os primers dominantes foi dada a anotagdo 1

e 0, respectivamente presenca e auséncia de bandas.

TABELA 3. Marcadores polimodrficos utilizados na genotipagem das
familias e suas respectivas temperaturas de anelamento (°C).

Sigla do marcador Primer T °C de anelamento
M1 X74919 60-58
M2 BM-156 58-60
M3 u77937 58-60
M4 BMd-28 60-58
M5 AZ301561.1 60-58
M6 PVMO3TCl116 65-52
M7 BM-152 58-60
M8 BMd-19 60-60
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3.5.2 Analises de regressao linear backward para identificagdo de QTLs

Foram realizadas analises de regressdo individuais e backward, para
cada um dos oito marcadores, em cada experimento individualmente, por safra,
por local e também para a analise envolvendo todos os experimentos (conjunta
geral). As analises foram desenvolvidas utilizando-se o programa SAS, versao
8.0, licenciado para o Departamento de Ciéncias Exatas (DEX) da UFLA. No
processo de backward, inicialmente, todos os marcadores foram colocados no
modelo. O marcador de menor F parcial e que ndo apresentou significancia
(P<0,05) foi eliminado. Os marcadores remanescentes constituiram um novo
modelo, no qual o processo de eliminacdo de variaveis foi novamente realizado.
O processo continuou até que todos os marcadores do modelo apresentaram F
parcial significativo (Ferreira, 1995). Foram obtidas as estimativas de R’
(coeficiente de determinagdo obtido na analise de regressdo multipla backward)

para utiliza¢do na expressdo de ganho esperado com a selegao.

3.5.3 Selecdo assistida por marcadores (SAM)

A partir da andlise de regressdo linear multipla backward, envolvendo
todos os experimentos, foi obtido um Unico marcador estavel, que foi utilizado
para realizar a selecdo assistida por marcadores (SAM). O estimador do indice (I)

para a selecdo assistida foi calculado pela expressdo (Lande & Thompson 1990):

I=b,z+b,m
em que:
b,: herdabilidade da produtividade de gras;
z: produtividade média de grdos de cada familia;
bn:coeficiente de determinacao do marcador;

m: codigo do gendtipo marcador para cada familia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo das familias

Os resumos das analises de variancia individuais relativos ao tipo de
grao avaliado na safra da seca de 2007, inverno de 2007 e aguas de 2007/2008, e
analise conjunta, estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Os
coeficientes de variacdo foram relativamente baixos, variando de 10,56% a
19,75%, o que indica boa precisdo experimental, sendo semelhantes aos valores
encontrados na literatura (Marques Janior, 1997; Pereira, 2003; Silva, 5005;
Silva, 2007).

Observa-se a existéncia de diferengas genéticas significativas (P<0,01)
entre as familias em todas as safras, indicando a possibilidade de sucesso com a
selecdo para essa caracteristica.

As estimativas de herdabilidade, com base nos dados de cada safra e na
analise conjunta (Tabelas 4 e 5), assumiram valores intermediarios, o que indica
que o carater sofre, relativamente, pouca influéncia nido controlavel, ocorrendo,
assim, uma situagdo favoravel para realizar a selecdo. Além disso, em razdo dos
genitores possuirem tipos de grdos proximos do ideal, é provavel que a
populagdo tenha menos variacdo genética. Um detalhe importante é que os
intervalos de confianga da herdabilidade foram sempre positivos, indicando que
os valores encontrados para herdabilidade ndo sdo nulos, com 95% de confianga
(Ramalho et al., 2005). Como as familias avaliadas ja se encontram em uma
geragdo mais avangada, F35, Fi3g e Fio, elas apresentam, aproximadamente,
100% dos locos em homozigose, sendo consideradas uma mistura de linhagens.
Com isso, a herdabilidade estimada equivale a herdabilidade no sentido restrito.

Nesse caso, considera-se apenas a variancia genética aditiva, aquela que ¢ fixada
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pela selecdo, sendo, na maioria dos casos, a mais importante para os melhoristas
(Ramalho et al., 2000).

A analise conjunta foi realizada, considerando-se as analises por safra,
para que fosse estimado o ganho com a selegdo. E importante lembrar que a
estimativa do ganho com a sele¢do recebeu valor negativo devido a escala
descritiva utilizada na avaliagdo, em que o melhor tipo de grao recebe a menor
nota. O ganho com a selecao foi de -9,58%, mostrando que o tipo de grao pode
ser melhorado com a sele¢ao, obtendo-se ganhos expressivos. Vale ressaltar que
0s genitores ja possuem tipos de grdos superiores, havendo, assim, a
possibilidade de selecdo de familias com grandes chances de terem aceitacdo no
mercado.

A interagdo ambientes x familias foi ndo significativa, indicando que o
comportamento das familias foi coincidente nos ambientes avaliados, nao
havendo alteracdo da classificagdo das mesmas. Essa ¢ uma situagdo favoravel
para a selecio e tem sido normalmente observada para tipo de grios, que ¢é
pouco influenciado pelo ambiente (Silva, 2007). E importante lembrar, ainda,
que, na analise conjunta envolvendo familias e avaliadores, a interagdo foi ndo
significativa.

Os resumos das analises de variancia individuais para a produgdo estdo
apresentados na Tabela 6. Em todos os ensaios observaram-se diferencgas
significativas entre as familias, mostrando a existéncia de variabilidade genética
entre as familias desta populagdo.

Verificou-se também que, embora fosse avaliado um grande nimero de
familias em todos os experimentos, a eficiéncia do latice foi relativamente
pequena, tendo sido superior a 10% em apenas um dos ambientes. Segundo
Ramalho (2005), o delineamento em latice funciona como um seguro, se nao for
detectada eficiéncia, esse pode ser analisado como blocos casualizados. Entdo, a

estratégia mais adequada € planejar o experimento adotando-se a estrutura latice.
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TABELA 4. Resumo das analises de varidncia individuais para tipo de grdo (nota de 1 a 5), nas safras da
seca/2007, inverno/2007 e dguas 2007/2008 e estimativas da herdabilidade no sentido amplo (h%,).

QM
Fontes de variagdo ~ GL Seca/2007 Inverno/2007 Aguas 2007/2008
Avaliador 1 Avaliador 2 Avaliador 1  Avaliador 2  Avaliador 1  Avaliador 2
Familias 99 0,242%** 0,325%* 0,193%** 0,229%* 0,185%* 0,180%**
Erro 171 0,147 0,193 0,115 0,103 0,079 0,055
Média 2,51 2,23 2,10 2,35 2,41 2,22
CV (%) 15,23 19,75 16,10 14,38 11,63 10,56
h%, (%) 39,00 40,80 40,40 55,00 57,30 69,40

(14,4°-57,6")  (16,3*-58,6°) (16,9°-58,1°) (37,3%-68.4") (36,6*-71,3") (54,6"79,4")

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
" imite inferior (LI) e superior (LS) da herdabilidade, respectivamente, a 5% de probabilidade.
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TABELA 5. Resumo da andlise conjunta para tipo de grdo, considerando-se
as analises por safra, estimativa da herdabilidade e do ganho com a

selecdo (GS).
FV GL QM
Ambientes 2 1,082
Familias 99 0,111°7
Ambientes*Familias 198 0,042 "
Erro 298 0,1153
Média 2,28
CV (%) 14,86
h? 62,2 (47,3"-73,4%)
GS (%) 9,58

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
®® 1 imite inferior (LI) ¢ superior (LS) da herdabilidade, respectivamente, a 5%
de probabilidade.

A precisdo experimental, avaliada pelo coeficiente de variagao (CV), foi
considerada de média a baixa, variando de 15,84%, na avaliagdo realizada em
Ijaci, na seca de 2007, a 33,73%, em Lavras, no inverno de 2007, apresentando
um CV médio de 25,66% (Tabela 6). Deve-se mencionar que, na cultura do
feijoeiro, além dos varios fatores experimentais, existem também os pos-
colheita, como o manuseio das parcelas, que levam a menor precisdo
experimental (Souza et al., 2000).

Com relagdo as estimativas de herdabilidade no sentido amplo (h?,) para
a produgdo de grios, elas foram altas quando comparadas com as estimativas
normalmente relatadas para a cultura (Moreto, 2005; Parrela, 2006). Entretanto,
as oscilagdes de magnitude foram também muito altas, refletindo os problemas
de precisdo dos dados e também da interacdo familias por ambientes.
Considerando a diversidade dos genitores, certamente uma parcela consideravel
das estimativas deve-se a variancia genética entre familias.

A produtividade média de graos das familias se manteve mais ou menos

constante, com exce¢do do experimento de Ijaci, na safra da seca de 2007. Esse

39



fato ja era esperado, uma vez que os experimentos conduzidos em Ijaci sdo
irrigados por um pivd central, o que contribui sobremaneira para o aumento da
produtividade, para maior uniformidade e precisdo experimental, indicando a
diversidade genética da produtividade das familias.

O resumo da analise de varidncia conjunta para a produtividade de graos
esta mostrado na Tabela 7. Foi constatada diferenca significativa entre as
familias. Entretanto, como a intera¢do familias x ambientes também foi
significativa, o comportamento das familias ndo foi coincidente nos ambientes,
certamente devido a alta sensibilidade dos gendtipos as variagdes ambientais
para o carater. As interacdes familias x locais e familias x safras foram
igualmente de elevada magnitude, representando, em varios casos, a maior
parcela da variagdo da producdo de graos (Tabela 2A).

A estimativa da herdabilidade foi média ¢ seu intervalo esta
compreendido entre valores positivos, indicando que as estimativas obtidas ndo
sao nulas, com 95% de confian¢a, revelando sucesso com a selecdo das
linhagens superiores para esse carater.

Como visto para os caracteres tipo de grao e producdo de graos, foram
obtidas estimativas do ganho com a sele¢do de, respectivamente, -9,58% e
7,43%, considerando-se uma intensidade de selecdo de 5%. Porém, quando se
realiza a selegdo das cinco familias superiores apenas para tipo de grdo, o ganho
indireto para produgdo reduz para 0,798%. E, quando se seleciona apenas para
produgdo, o ganho indireto em tipo de grdo reduz para -1,64%. Esses resultados
podem acontecer quando a variagdo dos dois caracteres ocorre em sentido ndo
desejado. A correlagdo fenotipica entre as médias dos dois caracteres foi -0,026.
Como ela foi ndo significativa, hd a possibilidade de selecdo de familias com
fenotipos ideais para os dois caracteres. A sele¢do considerando ambos os
caracteres ¢ a decisdo que deve ser tomada visando obter familias com chances

de virem a ser aceitas como cultivares.
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TABELA 6. Resumo das analises de variancia individuais para a produgéo de graos (kg/ha), nas safras da seca/2007,
inverno/2007 e aguas 2007/2008, e estimativas de herdabilidade no sentido amplo (h?,).

Fontes de QM .
Variagio GL - Seca/2007 _ Inverno/2007 . Aguas 2007/2008 .
Vitorinha Ijaci Lavras Lambari Lavras Lambari
Familias 99 4222506* 668018%* 1438509** 456035%* 1473410%* 617043%%*
Erro 171 307764 269534 658076 332854 298645 380347
Média 2247,83 3276,85 2404,77 2089,75 2129,05 2331,60
ER (%)' 4,01 29,57 0,14 1,04 5,21 9,48
CV (%) 24,68 15,84 33,73 27,61 25,67 26,45
h?, 27,16 59,65 54,25 27,01 79,73 38,36

(-2,7-49.2)  (43,1-71,8)  (35,5-68,1)  (-2,9-49,1)  (71,4-85,9)  (8,4-58,5)

** % Significativo, a 1%, 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste de F.
" Limite inferior (LI) e superior (LS) da herdabilidade, respectivamente, a 5% de probabilidade.
! Eficiéncia relativa do latice.
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TABELA 7. Resumo da analise conjunta de varidncia para a produgdo de graos
(kg/ha) envolvendo todos os ambientes, estimativa da
Herdabilidade no sentido amplo (h%,) e do ganho coma sele¢do

(GS).
Fontes de variagdo GL QM
Familias 99 1146088
Ambientes 5 57920034
Ambientes*familias 495 699783
Erro 1026 356765
Média 241321
CV (%) 24,75
h?, 38,94 (18,3%-55,8")
GS (%) 7,43

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.
“® Limite inferior (LI) e superior (LS) da herdabilidade, estimados a 5% de
probabilidade.

Assim, uma das alternativas ¢ escolher os cinco melhores tipos de graos
entre as dez familias mais produtivas ou as cinco familias mais produtivas entre
os dez melhores tipos de grdos. No primeiro caso, o GS esperado para producao
seria de 6,75% e o GS para tipo de grio de -3,83%. Considerando a alta
exigéncia por cultivares com gréos tipo carioca, de cor bege e listras, ambos o
mais claro possivel, optou-se pela segunda opcdo. Nesse caso, os ganhos
esperados com a selegdo sdo de -8,20% para tipo de grio, e de 1,55% para a
produgdo de graos. As familias selecionadas foram: 55, 60, 54, 49 ¢ 81 (Tabela
1A).

4.2 Anélise com marcadores moleculares

Foram testados cerca de 480 marcadores microssatélites, com os
genitores do cruzamento, dos quais somente oito foram polimorficos. Essa baixa
taxa de polimorfismo ja era esperada, uma vez que, nos programas de
melhoramento, como no presente caso, normalmente, sdo cruzadas linhagens

superiores, selecionadas em programas anteriores, ¢ também as melhores
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cultivares ja em uso (Fehr, 1987). Com essa pratica, aumenta-se o grau de
parentesco entre os materiais superiores utilizados como genitores e, como
conseqiiéncia, muitos desses cruzamentos geram populagdes segregantes com
reduzida variabilidade. Além disso, o feijdio é 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; Blair et al., 2006; Pereira et al., 2007).

Com os resultados da genotipagem da populagdo, utilizando os
marcadores polimorficos, realizaram-se as analises de regressao linear simples e
regressdo linear multipla backward. Os resultados das analises de regressdo
linear simples para cada marcador e regressao linear multipla com selegdo de
modelos pelo método backward, para a produgdo de grios, se encontram nas

Tabelas 8 e 9, respectivamente.

TABELA 8. Resumo das andlises de regressdo  linear  simples,
considerando cada marcador separadamente, para produgdo
de grios, estimativa do coeficiente de determinagdo (R*)e
do efeito de uma substituicao alélica (B,).

Analise Marcador F Pr>F R® B,

M1 10,32 0,0018 0,0999 174,64037

Seca/07 Ijaci M2 7,23 0,0085 0,0722 156,42185
M35 5,20 0,0249 0,0529 133,01736

Conj Seca/07 Ml 4,48 0,0369 0,0460 74,59743
M2 11,29 0,0011 0,1082 120,58654
Inv/07 Lavras M6 9,26 0,0030 0,0905 -246,02826
Conj Lavras M6 4,67 0,0333 0,0478 -131,95185

Conjunta geral M2 7,13 0,0089 0,0712 84,27443

M3 5,35 0,0229 0,0442 81,98906
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TABELA 9. Resumo das analises de regressdo linear multipla com selegdo de
modelo pelo método “backward” para produgdo de graos,
estimativas dos coeficientes de determinagdo (R*) e do efeito de
uma substitui¢do alélica (B,).

Analise Marcador F Pr>F R® B,
. 175,32788 ¢
Seca/07 ljaci M1 e M2 9,61 0,0002 0,1548 157.27296
. 75,12616 ¢
Conj Seca/07 M1 e M2 8,43 0,0004 0,1365 120,95123
Conjunta geral M2 7,13 0,0089 0,0712 84,27443

Os valores dos coeficientes de determinagio (R?) obtidos para os
marcadores foram baixos, variando de 0,0442, para o marcador M3 na andlise
conjunta envolvendo todos os ambientes (conjunta geral), a 0,1548 na anélise da
seca de 2007 em Ijaci, considerando-se os marcadores Ml e M2
simultaneamente. Esses marcadores explicam uma parcela reduzida da variagao
fenotipica observada. Bernardo (2002) relatou que 72% dos QTLs mapeados em
diversos estudos para caracteres quantitativos, como producdo de graos,
explicaram menos de 10% da variagado fenotipica.

Houve forte interagdo dos QTLs com os ambientes, o que pode ser
verificado observando-se as analises de regressdo individuais e backward
(Tabelas 8 e 9). Em alguns locais ndo foi encontrado nenhum marcador
explicando a variagdo na producgdo de grios, como foi o caso das analises da
seca de 2007 na “Vitorinha” e inverno de 2007 em Lavras. Entretanto, no
inverno de 2007 em Lavras, a precisdo experimental foi a menor (Tabela 6). Na
safra das aguas de 2007/2008 ndo foi encontrado, em nenhum dos locais,
marcadores que explicassem a variagdo na produgdo de graos. Esse fato pode ser
explicado pela elevada interagdo QTLs x ambientes (Tabela 2A).

As magnitudes ¢ as instabilidades dos QTL detectados estdo de acordo

com as observacdes de Melo et al. (2002), Teixeira (2004), Camara (2006) e
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Santos (2008) de que ¢ relativamente muito dificil identificar um marcador
estavel para a produtividade de grdos que sofre grandes influéncias ambientais.

A analise de regressdo multipla com método de selecdo de modelo
backward mostrou no modelo final, da analise envolvendo todos os ambientes,
apenas um marcador, 0 M2, que corresponde ao primer BM-156. Esse marcador
foi utilizado na obtencao do indice para se realizar a selegdo assistida.

A média das familias selecionadas com base na sele¢do assistida foi
2837 kg/ha. Enquanto a média das familias selecionadas com base na producao
de graos foi 2874 kg/ha. A diferenga entre essas médias certamente ocorreu
porque nao foi obtido o DNA da familia 8, o que impossibilitou sua participagdo
na selecdo assistida. Provavelmente essa familia apresentaria o gendtipo
marcador para o alelo favoravel, visto que ela apresentou a maior produtividade.
Entre as cinco familias selecionadas pela SAM (23, 16, 20, 13 e 66), as quatro
primeiras apresentaram o gen6tipo marcador homozigoto para o alelo favoravel
e foram também as melhores familias considerando-se a selegdo para a producao
de graos (Tabela 1A).

Se tivesse realizado a selecdo somente com base no marcador BM156, a
estimativa do GSgam seria de 0,16%, obtido a semelhanga do ganho fenotipico,
apenas substituindo-se a h® pelo coeficiente de determinagdo desse marcador.
Esse baixo valor pode ser explicado pelos seguintes fatores: 1) a estimativa do
ganho com a selecdo por marcadores seria obtida considerando-se apenas o
marcador estdvel na analise conjunta envolvendo todos os ambientes.
Consequentemente, cerca de 50% das familias que o apresentaram seriam
selecionadas ¢ a intensidade de selecdo seria de 50%. 2) foi verificado, ainda,
que o QTL explica pouco da variagao fenotipica, que pode ser devido a grande
distancia entre a marca e o QTL, ou pelo pequeno efeito do QTL na populacao
utilizada, o que ja havia sido relatado nos trabalhos feitos por Teixeira (2004),

Rodrigues (2004) e Pereira (2006).
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Visto que esses autores também identificaram o marcador BM156 ligado
a QTL da produgdo de grios, e que, no presente trabalho, ele foi identificado em
mais de um ambiente (Tabelas 8 ¢ 9) e utilizando-se uma populagdo em geracdo
mais avancada de autofecundagdo, quando o desequilibrio de ligagdo tende a ser
menor, hé a possibilidade de o marcador estar mais préximo do QTL.

Vale ressaltar que entre as cinco familias selecionadas com base na
producdo e tipo de graos, quatro (54, 55, 60 e 81) apresentaram o alelo favoravel

do marcador.
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5 CONCLUSOES

Mesmo utilizando genitores ja selecionados, houve variabilidade
genética suficiente para se obter ganhos com a selecao.

A selegdo fenotipica e a selecdo assistida por marcadores foram
equivalentes para a obten¢ao de familias superiores em produtividade de graos,
pelo fato de ter sido utilizado apenas um marcador.

Houve acentuada interagdo de QTLs por ambientes.
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TABELA 1A. Médias da producao de graos (kg/ha) e do tipo de grao da analise
conjunta envolvendo todos os ambientes.

Tratamento Produgao Tratamento Tipo grao
17 1588,571 97 2,849
88 1769,897 74 2,789
86 1899,611 75 2,715
78 1945,893 27 2,670
91 1950,613 96 2,654
50 1953,915 94 2,623
3 1996,901 3 2,575
74 2055,69 67 2,552
40 2064,817 17 2,549
61 2067,249 22 2,542
11 2077,969 37 2,542
93 2083,6061 95 2,511
21 2106,563 46 2,509
12 2112,749 44 2,507
62 2133,238 77 2,500
19 2142,09 35 2,473
70 2152,847 50 2,463
28 2160,101 14 2,460
82 2178,447 78 2,449
52 2178,758 18 2,437
83 2191,481 29 2,434
63 2198,006 8 2,429
87 2205,293 63 2,419
51 2205,714 85 2,418
34 2216,983 58 2,415
90 2223,531 6 2,378
27 2227,89 26 2,375
15 2243188 73 2,375
4 2249,528 21 2,371
85 2275,644 43 2,363
7 2277,432 31 2,361
76 2289,818 79 2,361
72 2300,501 34 2,359
“...Continua...”
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“TABELA 1A. Cont.”

77 2319,947 82 2,358
24 2329,639 66 2,357
32 2335,583 69 2,351
39 2338,301 62 2,338
44 2345,653 93 2,337
100 2347,65 100 2,319
79 2348,026 20 2,318
38 2350,744 84 2,317
92 2375,715 70 2,313
81 2387,697 59 2,311
75 2388,185 24 2,308
36 2399,354 42 2,307
42 2401,431 76 2,307
53 2403,944 90 2,294
43 2409,839 10 2,285
46 2426,589 64 2,282
60 2430,022 98 2,279
2 2430,214 9 2,274
10 2438,583 25 2,273
73 2451,353 2 2,270

6 2455,168 12 2,269
48 2468,078 45 2,269
67 2470,363 71 2,264
35 2473,553 33 2,256
18 2476,31 5 2,255
37 2480,129 19 2,241
49 2498,928 39 2,220
94 2499,097 51 2,217
45 2509,214 89 2,209
65 2520,033 57 2,206
95 2528,201 52 2,201
57 2530,071 47 2,198

1 2538,815 1 2,190
84 2546,124 23 2,186
22 2547 30 2,178

“...Continua...”
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“TABELA 1A. Cont.”

64
58
&9
68
29
98
54
26
55
31
33
71
59
41
5
56
80
96
69
25
97
47
14
9
99
66
30
13
20
16
23
8

2554,761
2563,868
2585,244
2585,706
2595,131
2595,589
2604,756
2616,639
2625,864
2636,593
2644,828
2650,219
2674,075
2674,829
2675,258
2679,397
2687,878
2689,361
2696,376
2699,913
2706,821
2719,494
2721,989
2782,703
2787,094
2790,558
2793,508
2810,371
2812,968
2867,39

2900,586
2977,033

99
65
86
53
41
15
32
28
87
38
40
11
56
&3
13
68
80
36
16
91
48
61
72
81
49

88
54

60
55
92

2,168
2,165
2,164
2,161
2,151
2,145
2,141
2,134
2,132
2,126
2,126
2,124
2,117
2,117
2,113
2,105
2,089
2,078
2,077
2,076
2,071
2,068
2,064
2,055
2,048
2,045
2,012
2,010
1,996
1,923
1,882
1,854
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TABELA 2A. Resultado das analises conjuntas por local e por safras.

Conjunta seca/2007
- GL QM F
Fontes de variagdo FV  Testador FV Testador
Locais 1 57,578 158832324 1261123 125,95 **
Repeticao(Ambientes) 4 41,968 1431752 1005295 1,42 ns
Bloco(Amb*Rep) 54 342 759398 267605 2,84  *x*
Ambientes*Tratamento 99 342 500176 267605 1,87 **
Tratamento 99 99 492059 500176 0,98 ns
Erro 342 267605
Média 2762,34
CV (%) 18,73
Conjunta inverno/2007
- GL QM F
Fontes de variagao FV  Testador FV Testador
Locais 1 40,632 14885640 978308 1522  **
Repeticdo(Ambientes) 4 27,441 2722884 616436 4,42  **
Bloco(Amb*Rep) 54 342 572887 485790 1,18 ns
Ambientes*Tratamento 99 342 814765 485790 1,68 **
Tratamento 99 99 909746 814765 1,12 ns
Erro 342 485790
Média 224726
CV (%) 31,02
Conjunta aguas 2007/2008
D GL QM F
Fontes de variagao FV  Testador FV Testador
Locais 1 60,052 6153975 1219917 5,04 *
Repeticao(Ambientes) 4 38,204 4923573 849243 5,8 ok
Bloco(Amb*Rep) 54 342 671795 316898 2,12 **
Ambientes*Tratamento 99 342 653875 316898 2,06 *%
Tratamento 99 99 1274381 653875 1,95 *k
Erro 342 316898
Média 2230,33
CV (%) 25,24

** * Significativo, a 1% e 5%, respectivamente, pelo teste de F
™ Nao significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
“...Continua...”
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“TABELA 2A. Cont.”

Conjunta Lavras

Fontes de variacao GL QM F
FV  Testador FV Testador
Safras 1 63,831 11403228 1493327 17,64 *k
Repeti¢ao(Ambientes) 4 30,156 4184559 701226 5,97 ok
Bloco(Amb*Rep) 54 342 622531 465139 1,34 0,066
Ambientes*Tratamento 99 342 1185230 465139 2,55 **
Tratamento 99 99 1495295 1185230 1,26 ns
Erro 342 465139
Média 2266,91
CV (%) 30,08
Conjunta Lambari
- GL QM F
Fontes de variagao FV  Testador FV Testador
Safras 1 48,441 8773713 1001964 8,76 *ok
Repeticdo(Ambientes) 4 36,048 3461897 764452 4,53 *ox
Bloco(Amb*Rep) 54 342 622151 337550 1,84 *ok
Ambientes*Tratamento 99 342 553469 337550 1,64 **
Tratamento 99 99 418772 553469 0,76 ns
Erro 342 337550
Média 2210,68
CV (%) 26,28
Conjunta geral
D GL QM F
Fontes de variagao FV  Testador FV Testador
Ambientes 5 187,01 57920034 1200978 48,23  **
Repetigdo(Ambientes) 12 108,91 3026069 823658 3,67 *k
Bloco(Amb*Rep) 162 1026 668027 356765 1,87 *ok
Ambientes*Tratamento 495 1026 699783 356765 1,96 ok
Tratamento 99 495 1146088 699783 1,64 *ok
Erro 1026 356765
Média 2413,309
CV (%) 24,75
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