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RESUMO

O tempo de cocgdo de feijao € um atributo importante ¢ determinante
para a aceita¢do de uma nova cultivar pelo consumidor. A sele¢do fenotipica tem
sido feita com sucesso. No entanto, ela € realizada no fim do ciclo da cultura e
em geragdes avangadas, além disso, o procedimento de avaliagdo é demorado e
trabalhoso. Com o advento dos marcadores moleculares de DNA, surge a
possibilidade de serem utilizados na selegao assistida, principalmente porque ela
pode ser realizada ja nas plantas F,. Este trabalho objetivou avaliar a eficiéncia
da selecdo assistida por marcadores de DNA (SAM) para o tempo de cozimento,
em comparagdo com a sele¢do fenotipica, em progé€nies F,, oriundas do
cruzamento entre a cultivar BRSMG-Madrepérola e a linhagem RP-2. A
BRSMG-Madrepérola ¢ a RP-2 possuem tipo de grdo carioca, porém,
apresentam tempo de cozimento curto e prolongado, respectivamente. Os
experimentos foram instalados no Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras. Foram tomadas aleatoriamente 192 plantas F, e tiveram seu
DNA extraido para a SAM. Adicionalmente foram tomadas aleatoriamente mais
97 plantas F, para a selecdo fenotipica, totalizando 289 plantas F, e todas foram
multiplicadas a campo para a obten¢do de progénies F,,. A avaliagdo da
porcentagem de cozimento do grdo foi realizada 60 dias apds a colheita. Foi
utilizado o delineamento latice triplo 17 x 17, com 289 progénies e dois
tratamentos comuns, representados pelos genitores, totalizando 291 tratamentos.
A parcela tinha 50 grios inteiros e sadios de cada tratamento. Cada grupo de 17
progénies e dois tratamentos comuns (constituindo o bloco) foi colocado em
conjunto na panela de pressdo elétrica durante 30 minutos, apos a estabiliza¢do
da pressdo. A porcentagem de grios cozidos foi medida através do aparelho de
Mattson. De um total de 12 marcadores de DNA testados para a SAM (um
RAPD e 11 microssatélites), apenas dois microssatélites foram polimorficos nos
genitores e em plantas F,. Os marcadores polimorficos explicaram 32,16% (PV
141) e 9,57% (X04001) da variagio fenotipica, isoladamente; em simultaneo, os
dois explicaram 41,73%, portanto, estdo associados a QTLs de grande efeito.
Foram comparados os melhores 10% de 192 progénies F,, selecionados com
base na avaliago fenotipica € em um indice obtido com informagdes fenotipicas
e dos marcadores. A SAM apresentou eficiéncia de 34,19%, portanto, foi
inferior a selecdo fenotipica. A eficiéncia da SAM também foi avaliada pela
coincidéncia das progénies selecionadas por marcadores e pelo fendtipo. Das
192 progénies avaliadas, 76 progénies tiveram maior nimero de marcadores
favoraveis e representaram eficiéncia de 62,28%, embora alta, foi inferior a
fenotipica.

Palavras-chave: Melhoramento de plantas. Phaseolus vulgaris. Selecdo assistida
por marcadores moleculares de DNA. Propriedades culinarias.



ABSTRACT

Common bean cooking time is an important and determining attribute
for the acceptance of a new cultivar by consumer. Phenotypic selection has been
done successfully. However, it is performed at the end of the crop cycle and in
advanced generations. Furthermore, the assessment procedure is time consuming
and laborious. With the advent of DNA markers, arises the possibility for its
application in marker-assisted selection, especially since it can be performed in
F, plants. This study aimed at evaluating the efficiency of DNA marker-assisted
selection (MAS) in cooking time compared to phenotypic selection in F,y4
progenies derived from the cross between the BRSMG-Madrepérola cultivar and
the RP-2 line. The BRSMG-Madrepérola and RP-2 have carioca grain type,
however, present short and elongated cooking time, respectively. The
experiments were installed in the Biology Department at the Universidade
Federal de Lavras. We randomly selected 192 F, plants and extracted their DNA
for MAS. Additionally, we randomly selected 97 F, plants for phenotypic
selection, totalizing 289 F, plants, which were multiplied in the field to obtain
F,.4 progenies. The evaluation of the bean cooking percentage was performed 60
days after harvest. We used the 17 x 17 triple lattice design, with 289 progenies
and two common treatments, represented by the genitors in a total of 291
treatments. The plot had 50 whole and healthy grains from each treatment. Each
group of 17 progenies and two common treatments (constituting the block) were
placed together in electric pressure cooker for 30 minutes after pressure
stabilization. The percentage of cooked grains was measured with the Mattson
apparatus. Of a total of 12 DNA markers tested for MAS (one RAPD and 11
microsatellites), only two microsatellites were polymorphic on the genitors and
F, plants. The polymorphic markers individually explained 32.16% (PV 141)
and 9.57% (X04001) of the phenotypic variation; simultaneously, both
explained 41.73%, therefore, are associated with large effect QTLs. We
compared the best 10% F,., progenies out of 192, selected based on phenotypic
evaluation and an index obtained with marker phenotypic information. MAS
showed an efficiency of 34,19% and, therefore, was lower than the phenotypic
selection. The MAS efficiency was also evaluated through the coincidence
between progenies selected by DNA markers and phenotype. Of 192 evaluated
progenies, 76 presented higher number of favorable markers and represented an
efficiency of 62,28%, although high, it was inferior to that of phenotypic
selection.

Keywords: Plant breeding. Phaseolus vulgaris. DNA marker assisted selection.
Cooking properties.
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1 INTRODUCAO

O feijao comum (Phaseolus vulgaris, L..) é um dos principais alimentos
consumidos no Brasil e no mundo. Ele ¢ fundamental para a seguranca alimentar
e nutricional, sobretudo para classes mais carentes da populagdo e representa um
dos pilares da dieta brasileira (BARBOSA; GONZAGA, 2012). O feijao ¢
reconhecidamente uma excelente fonte protéica, contém grandes quantidades de
carboidratos complexos, fibras e compostos fenolicos com a¢@o antioxidante,
que podem reduzir a incidéncia de doengas (COUTO et al., 2010; SATHE et al.,
1984). Ele ¢ extremamente diversificado em termos de cultivo, utilizacdo,
variabilidade morfoldgica, e possui um forte impacto na cadeia produtiva e na
distribuicao da renda no pais (GARCIA et al., 2005).

O consumo per capita é superior a 17 kg/ano (BARBOSA; GONZAGA,
2012). Contudo, nos ultimos cinco anos, foi registrada a redugdo em 27% no
consumo doméstico médio do feijdo, ou seja, de 12,4 para 9,1 kg e o prolongado
tempo de coc¢do é considerado como uma das causas importantes para o
decréscimo verificado (GARCIA et al, 2012). E importante notar que o
consumo per capita ¢ a média anual do consumo de feijdo por pessoa,
independentemente do local onde tenha sido preparado (casa, restaurante, entre
outros), ja o consumo doméstico ¢ referente a quantidade média de feijao
preparada e consumida em casa.

Assim, contribuem para este declinio as mudangas no cotidiano dos
consumidores, cada vez com menos tempo para o preparo de refei¢des,
decorrente da reducdo do tempo de trabalho doméstico. Assim sendo, aos
poucos o feijdo vem sendo substituido por alimentos de menores pregos e de
rapido preparo. Adicionalmente, ha maior numero de pessoas fazendo suas
refeicdes fora do lar e a substitui¢do do feijdo por outras fontes de proteina,

principalmente de origem animal (FERREIRA; DEL PELOSO; FARIA, 2002).
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Outro fato que contribui para o decréscimo no consumo, é que, durante o
armazenamento o feijdo perde qualidade nutricional e sensorial, além de
requerer maior tempo para a coc¢do dos grdos, o que induz a diminui¢do no
consumo na entressafra, j4 que o consumidor tem preferéncia pelo produto
recém-colhido (BERTOLDO et al., 2010). Com o aumento das exigéncias do
consumidor torna-se necessario o desenvolvimento de cultivares que, além de
boa produtividade, apresentem também boas propriedades culindrias.

A selecdo para a produtividade e outras caracteristicas agronomicas de
interesse, incluindo resisténcia a fatores bidticos e abioticos, arquitetura da
planta, habito de crescimento, e fisiologicas como a qualidade nutricional e
tempo de cocgdo, sdo praticas utilizadas pelos melhoristas com intuito de
desenvolver cultivares superiores. O melhoramento para reducdo do tempo de
cocgdo visa obter linhagens com grdos que possuem o cozimento mais rapido,
adequando o seu consumo ao ritmo de vida de grande parte da populacdo
brasileira (GARCIA et al., 2005).

Elia et al. (1997) estimaram a herdabilidade no sentido restrito de tempo
de cozimento de 0,90. A herdabilidade alta deste caracter indica a possibilidade
de ganho com a selegdo fenotipica. No entanto, o procedimento de avaliagdo ¢
demorado e trabalhoso. Com o advento dos marcadores moleculares de DNA,
surge a possibilidade de sua utilizacdo na sele¢do assistida, principalmente
porque ela pode ser realizada ja nas plantas F, e permite avaliar maior numero
de plantas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia da selecdo assistida
por marcadores de DNA para o tempo de cozimento, em comparacdo com a
selecdo fenotipica, em progénies oriundas do cruzamento entre a cultivar

BRSMG-Madrepérola e a linhagem RP-2.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Feijao como alimento e sua importincia socio-econdmica

Pesquisas sobre propriedades nutracéuticas do feijio comum destacaram
a importancia desta cultura na dieta humana por conter proteinas, minerais,
vitaminas, fibras e carboidratos complexos, o que torna este alimento uma boa
fonte de nutrientes (BOREM; CARNEIRO, 2011; FIALHO et al., 20006;
KUTOS et al., 2003).

A proteina do feijdo ¢ rica no aminoacido essencial lisina, porém pobre
nos aminoacidos sulfurados, como metionina e cisteina, essenciais ao homem.
Os cereais, como o arroz, sdo pobres em lisina, mas ricos em aminoacidos
sulfurados, o que torna a tradicional dieta brasileira, arroz com feijdo,
complementar em termos de aminoéacidos essenciais (BOREM; CARNEIRO,
2011).

O consumo do feijdo tem sido associado a redu¢do de doencgas cronicas,
particularmente diabetes e obesidade, e a redu¢do do risco de mortalidade por
doencas cardiovasculares (NOTHLINGS et al., 2008; PREUSS, 2009). De
acordo com Cardador-Martinez, Loarca-Pifia ¢ Oomah (2002), o consumo de
feijdo produz efeitos fisiologicos que podem ser devidos a presenga de
fitoquimicos abundantes incluindo polifendis, que possuem tanto propriedades
anticancerigenas quanto antioxidantes. Para esses autores, os antioxidantes
removem radicais livres e espécies reativas de oxigénio e podem ser
extremamente importantes na inibi¢do de mecanismos oxidativos que conduzem
a doencgas degenerativas. A revisdo sobre aspectos nutricionais importantes de
feijio, bem como a sua contribuicdo na diminui¢do dos riscos de doencas
cronico-degenerativas ¢ apresentada por varios autores (HAYAT et al., 2013;

RONDINI; BARRET; BENNINK, 2013).
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Entretanto, apesar dos atributos nutricionais positivos do feijdo, ha
relatos de problemas relacionados ao seu consumo, Saha et al. (2009)
mencionaram fatores antinutricionais, como inibidores da protease, taninos e
acido fitico. O feijao contém varios oligossacarideos, principalmente de
estaquiose e rafinose, os quais ndo podem ser hidrolisados no sistema digestivo
humano. Como resultado, os oligossacarideos sdo metabolizados pela microflora
do colon, que subsequentemente produz gas, causando desconforto intestinal e
flatuléncia (MATELLA; MISHRA; DOLAN, 2013). Estudos feitos por Doria et
al. (2012) levaram a conclusdo de que o écido fitico e taninos podem ligar-se a
proteinas e a alguns minerais essenciais na dieta, tornando-os indisponiveis ou
somente parcialmente disponiveis para absor¢do pelo organismo. No quadro 1

sdo apresentados os principais fatores antinutricionais e seus efeitos biologicos.

Fatores antinutricionais Efeitos biologicos/fisiolégicos

Inibidores de tripsina Reduz a atividade da enzima tripsina, que esta
relacionada com a digestdo de
proteinas

Acido fitico (fitatos) Compromete a biodisponibilidade de minerais

(K, Mg, Ca, Fe, Zn)

Fendis/taninos Reduz digestibilidade através da ligagdo com
proteinas
Lectinas Reduz a absor¢do de nutrientes pela ligag¢do
(fitohemaglutinina celular dentro de mucosa intestinal
s)
Saponinas Causa irritagdo no trato gastrointestinal e

interfere com a absor¢do de nutrientes

Quadro 1 Principais fatores antinutricionais e seus efeitos bioldgicos.
Fonte: Adaptado de Matella, Mishra e Dolan (2013) e Sathe (2013)
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De acordo com Aragdo et al. (2008), o feijao além de fornecer proteina
na dieta de mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo, particularmente
em paises tropicais e subtropicais em vias de desenvolvimento, ¢ um dos
produtos agricolas de maior importadncia econdmico-social. Por exemplo, no
Brasil, onde € produzido em grandes areas, a mio-de-obra empregada durante a
cadeia de produgdo e de valor é muito significativa. Estima-se que no cultivo de
feijdo estejam envolvidos aproximadamente 295.000 produtores s6 em Minas
Gerais (BOREM; CARNEIRO, 2011).

O feijdo apresenta variagdes regionais significativas quanto ao gosto e a
preferéncia do tipo de grao (CASTELLANOS et al., 1997). Assim, em muitas
regides do Brasil ha preferéncia pelo feijdo do tipo carioca. Por isso, estdo
disponiveis no mercado linhagens e ou cultivares com grao do tipo carioca que

diferem, principalmente, quanto a tonalidade da cor creme do tegumento.

2.2 Tempo de coccio do feijao

O desenvolvimento de cultivares de feijdo adaptadas a regides de
cultivo, estaveis e com elevado potencial produtivo, tem sido o maior objetivo
do melhoramento desta cultura. Contudo, para o registro de uma nova cultivar ¢
necessario que esta preencha certas exigéncias de mercado, e dentre elas, tdo
importantes quanto a produtividade e a resisténcia a doengas, estd a qualidade
tecnolégica do grio comercializado (CORREA et al., 2010).

As qualidades tecnologicas e nutricionais dos grdos sdo determinadas
pelo genotipo e influenciadas pelas condigdes do ambiente prevalecentes durante
o crescimento e desenvolvimento da planta e producdo do grio (DALLA
CORTE et al., 2003; KIGEL, 1999). Para esses autores, os fatores ambientais

que influenciam a qualidade do griio incluem os climaticos, tais como altas
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temperaturas durante o enchimento do griio, manejo da cultura, beneficiamento
pos-colheita, condi¢des de armazenamento e tecnologia de processamento.

A qualidade de graos de feijao ¢ determinada por fatores como aceitagio
pelo consumidor, caracteristicas de embebicdo, qualidades culinarias, sensoriais
e valor nutricional. E necessario enfatizar que caracteristicas de aceitabilidade
incluem uma ampla variedade de atributos. Dentre os quais, pode-se citar o
tamanho do grdo, a forma, a cor, a aparéncia, a estabilidade sob condi¢des de
armazenagem, as propriedades de cozimento e sabor (REYES-MORENO;
PAREDES-LOPEZ; GONZALEZ, 1993). Ha preferéncia por grdos com melhor
aptiddo culindria, que retnam aspectos positivos, tais como facilidade de
embebi¢do, menor tempo de cocgdo, alta expansdo volumétrica do grio e grios
inteiros apds o cozimento (OLIVEIRA et al., 2012). O consumidor deseja grios
com embebig¢do rapida e reduzido tempo de cozimento; que produz caldo com
boa aparéncia, sabor e aroma, e com tegumento fino (JACINTO-HERNANDEZ
et al., 2002). Um estudo conduzido no México, por Castellanos et al. (1997),
evidenciou que os consumidores usam o tempo de cozimento como base para a
selecdo de tipo de feijdo para o consumo.

O cozimento de feijdo aumenta a digestibilidade e a biodisponibilidade
dos nutrientes, visto que assegura a inativacdo dos elementos antinutricionais e
proporciona as qualidades sensoriais demandadas pelo consumidor
(THARANATHAN; MAHADEVAMMA, 2003). O termo “fator
antinutricional” refere-se a compostos ou classes de compostos presentes numa
variedade de alimentos de origem vegetal que, quando consumidos, reduzem o
valor nutritivo desses alimentos e que em grandes quantidades podem causar
reacdes de toxicidade (CAMPOS et al., 2011).

Com objetivo de estudar o efeito do cozimento no teor de nutrientes e
fatores antinutricionais, Ramirez-Cardenas, Leonel e Costa (2008) trabalharam

com cinco cultivares de feijdo comum: branco (Ouro Branco), negro (Diamante
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Negro) e marrom rajado (BRS Radiante, Pérola e Talisma) ¢ observaram que o
processo de cozimento reduziu o teor de taninos e fitatos. Esses autores
observaram ainda, que o cozimento também provocou um aumento no teor de
fibra alimentar insoltvel e redu¢do de fibra alimentar solivel em relacdo as
cultivares cruas.

Deve ser comentado que, o tempo de cozimento de feijdo ¢ o periodo
necessdrio para que os gridos atinjam um grau de maciez aceitavel pelo
consumidor. Varios fatores interferem na capacidade de cozimento do feijao
como: armazenamento, absor¢cdo de agua e as propriedades de tegumento
(PAULA; RAMALHO; ABREU, 2004) e a interagdo gendtipos por ambientes
(JACINTO-HERNANDEZ et al., 2003; KIGEL, 1999).

2.2.1 Efeitos do armazenamento no tempo de coccio

Durante o armazenamento ocorre uma deterioracdo gradual, irreversivel
e cumulativa, cuja velocidade depende do ambiente, do produto em si ¢ de sua
condi¢o no inicio da estocagem. A temperatura de armazenamento ¢ a atividade
da agua no feijdo sdo fatores chave na velocidade ¢ na perda de qualidade
(PAULA, 2004).

O armazenamento prolongado do feijdo sob condigdes adversas,
especialmente a temperatura elevada e umidade relativa alta, que predominam
nas regides tropicais, promove o defeito hard-to-cook (HTC) “dificil de
cozinhar” (GARCIA et al., 1998; KIGEL, 1999). Esta altera¢do no grao aumenta
o tempo, energia e agua necessarios para a preparagdo do feijaio (BALAMAZE
et al., 2008; KIGEL, 1999). Como consequéncia, o fenomeno HTC reduz a
qualidade estrutural do produto final, e, finalmente, a aceita¢do pelo consumidor

(STANLEY; AGUILERA, 1985).
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O efeito das condi¢des de armazenamento vem sendo estudado ha algum
tempo. Jackson e Varriano-Marston (1981) armazenaram feijdo preto por 7 ¢ 14
dias a 41 °C, com 100% de umidade relativa e observaram que foi necessario
mais tempo de cocg¢do do que cozinhar feijdo fresco. Contudo, o tempo de
cozimento foi similar ao necessario para o feijio armazenado por mais de 1 ano
em temperatura ambiente.

Virias causas s3o sugeridas para explicar o desenvolvimento do
fenomeno HTC, entre elas a formagdo de pectatos insoluveis, lignificagdo da
lamela média, oxidagdo ou polimerizagdo lipidica, liga¢des cruzadas de
proteinas hidrolisadas e/ou compostos polifenolicos (GARCIA et al., 1998).

O material utilizado para a conservacdo do feijao influencia no
fenomeno hard-to-cook. Desse modo, Balamaze et al. (2008) com objetivo de
investigar a influéncia da variedade de feijdo, teor de umidade e recipientes de
armazenamento no desenvolvimento do defeito HTC concluiram que o aumento
desse fendmeno foi maior para graos armazenados em sacos de polipropileno e
baldes de plastico, enquanto o feijio armazenado em sacos de sisal e em potes
de ceramica teve menor aumento. Para esses autores, o recipiente utilizado esta
mais diretamente associado & acumulagdo da umidade do que com a variagdo da
temperatura. Por exemplo, o armazenamento em sacos de sisal manteve a
temperatura em torno de 25°C e umidade relativa a 74%, o que permitiu o
equilibrio da temperatura e umidade relativa do ar nos sacos com a do ambiente,
controlando, por conseguinte, o desenvolvimento do defeito HTC, mais do que
outros recipientes. Na sequéncia, o pote de cerdmica manteve a temperatura por
volta de 22°C e a umidade relativa de 93%, os sacos de polipropileno
(temperatura de 25,8°C e umidade relativa de 80 %) e balde de plastico
(temperatura de 27,9 ° C e umidade relativa de 84%).

A perda de capacidade de cozimento em grdos de feijio armazenados

sob condicdes de alta temperatura e de alta umidade provavelmente resulta de
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uma diminui¢do do fosforo, acido fitico e altera¢des na propor¢do de cations
monovalentes para cations bivalentes no tegumento (MOSCOSO; BOURNE;
HOOD, 1984).

2.2.2 Correlaciio entre absorcio da 4gua e o tempo de cocgio

A imersdo do feijdo em solug@o aquosa constitui o passo preliminar ao
cozimento. Durante a imersdo ocorre a absor¢do da agua pelo grio. De acordo
com Souza (2004), esta absor¢do ¢ um processo fisico e varia de acordo com a
permeabilidade do tegumento (espessura e permeabilidade do tegumento),
temperatura (dentro de determinados limites, a absor¢do aumenta com a
temperatura), composicdo quimica (grdos ricos em proteinas geralmente
absorvem agua mais rapidamente que sementes ricas em amido) e condigdes
fisiologicas (os grios imaturos e mais deteriorados absorvem agua com maior
velocidade, porque estdo associados a sua maior desestruturagao).

Em geral, ocorre rapida absor¢do de agua no inicio da hidratagdo e
atinge um patamar (durante as primeiras 6 horas), apds este periodo a taxa de
absorg¢do abranda, resultado de ter atingido o ponto de saturagdo do grio ao fim
da hidratagdo (BRESSANI, 1993; MOSCOSO; BOURNE; HOOD, 1984). A
quantidade de agua absorvida pelo feijdo esta associada a umidade inicial do
grdo. Existe correlacdo forte e positiva (r = 0,94) entre o teor de umidade inicial
dos grios e a taxa de absor¢do de agua durante a primeira hora de imersdo
(MOSCOSO; BOURNE; HOOD, 1984), indicando que quanto maior o teor de
umidade inicial do gréo, maior sera a taxa de absor¢do da agua.

Durante a imersdo dos grios de feijio em 4agua, enzimas da parede
celular tornam-se hidratadas e ativadas para comecar a hidrdlise da pectina e
outros polissacarideos da parede celular, afetando mais a absor¢ao de agua. Este

tipo de ativagdo da enzima tem contribuido para reduzir significativamente a
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quantidade de tempo de processamento térmico necessario para atingir a
qualidade ideal da textura do grio (MATELLA; MISHRA; DOLAN, 2013;
MOSCOSO; BOURNE; HOOD, 1984).

A hidratacdo dos grios ¢ uma propriedade importante e bdsica para
cozimento. Além de amolecimento das sementes, a agua participa em processos
de transferéncia de calor e em reagdes quimicas tais como a desnaturacdo de
proteinas e a transformag¢do do amido em gelatina. A penetracdo de agua
encontra pelo menos trés estruturas fisicas do grido de feijdo. O primeiro € o
revestimento da semente, o segundo ¢ a lamela média, que mantém as células
individuais em conjunto, e o terceiro, a parede celular da célula (BRESSANI,
1993).

O processo de cozimento de feijdo envolve pelo menos duas etapas: a
absor¢@o de agua a uma condi¢do de equilibrio com a agua livre, seguida por
amolecimento da textura pelo calor (JACKSON; VARRIANO-MARSTON,
1981). Por isso, a capacidade de coc¢do tem sido associada a absor¢do da agua
pelos graos antes do cozimento. Estudos prévios relataram que existe correlag@o
forte e negativa entre o tempo de coc¢do ¢ a capacidade de hidratacdo, sugerindo
a utilizacdo da absor¢do de agua como critério de seleg¢@o indireta para o tempo
de cozimento (COELHO et al., 2009; CORREA et al., 2010; ELIA, 2003; ELIA
et al., 1997). Entretanto, nem sempre a maior capacidade de hidratagdo dos graos
indica menor tempo de cocgcdo (BALDONI; SANTOS, 2005; DALLA CORTE
et al., 2003), sendo que, neste ultimo caso, o tempo de cozimento deve ser
avaliado para fins de selecdo de linhagens.

Além da hidratagdo, a busca por feijdo com reduzido tempo de cocg¢éo
tem viabilizado o planejamento de métodos alternativos, tais como a hidratacao
em solugdes salinas. Aguilera e Rivera (1992) e Bertoldo et al. (2008)

verificaram que a hidratacdo do feijio em solugdo salina promove uma boa
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redu¢d@o do tempo de cozimento. No entanto, o uso de sal para diminuir o tempo
de cozimento pode trazer consequéncias nefastas a saude humana.

Diante do exposto, o programa de melhoramento objetivando o
desenvolvimento de cultivares com aceitagdo comercial deve considerar a
selecdo de gendtipos que apresentem o tempo de coccdo reduzido. Para o Brasil,
tendo em consideragdo as mudangas no cotidiano, o tempo de preparo do feijdo
deve ser reduzido, no sentido de atender parte da populagdo que ndo encontra
disponibilidade de tempo para um cozimento prolongado. Além disso, Kigel
(1999) relata que periodos prolongados de cozimento resultam em mudancas
estruturais em nivel celular, provocando perdas de nutrientes.

Com objetivo de determinar os mecanismos moleculares envolvidos na
reducdo do tempo de cozimento com a absor¢do de agua, Martinez-Manrique et
al. (2011) avaliaram alteragdes nos polissacarideos pécticos e nas enzimas da
parede celular. Constataram o aumento da atividade de enzimas da parede da
célula (ramnogalacturonase, galactanase e poligalacturonase), que resultaram na
diminui¢do da ramnose e da atividade da poligalacturonase, ambas com
correlacdo alta e significativa (p=0.01) com menor tempo de cozimento apos
imersdo, de r = 0,933 e r = 0,725, respectivamente.

O fenomeno “hardshell” (casca dura) ocorre quando os graos maduros e
secos nio absorvem agua dentro de um periodo razoavelmente longo, quando
hidratados. Este fendomeno ¢é acelerado quando o armazenamento ocorre em
ambientes de baixa umidade relativa e alta temperatura (BERRIOS;
SWANSON; CHEONG, 1999; STANLEY, 1992). O defeito “hardshell” pode
ser reversivel, particularmente em culturas colhidas recentemente, e irreversivel,
durante o prolongado armazenamento (PIRHAYATI; SOLTANIZADEH;
KADIVAR, 2011). Por sua vez, o defeito HTC ocorre quando os grios requerem
um tempo de cozimento prolongado para amolecerem, ou nao amolecem,

mesmo depois de um cozimento prolongado (REYES-MORENO; PAREDES-



23

LOPEZ; GONZALEZ, 1993). O fendmeno HTC reduz a taxa de absor¢do de
agua, causando, durante a embebicdo, perda de sais, ¢ ¢ acelerado por uma
elevacdo da temperatura ¢ umidade baixa (BERRIOS; SWANSON; CHEONG,
1999; STANLEY, 1992; STANLEY; AGUILERA, 1985). O defeito HTC ¢
basicamente reversivel, desde que os grdo sejam armazenados em condig¢des
desejaveis tais como baixa temperatura e umidade sem efeito direto da radia¢do
e a imersdo dever ser realizada em solucdes de cations monovalentes

(PIRHAYATI; SOLTANIZADEH; KADIVAR, 2011).

2.2.3 Efeito do tegumento e cotilédones no tempo de cozimento

Comparando os tempos de cozimento de amostras de feijdo intactas e
descascadas Jackson e Varriano-Marston (1981) observaram que o tegumento ¢
a principal barreira para o amaciamento de feijdo durante o cozimento. Esses
autores constataram, ainda, a ocorréncia de alteragdes no cotilédone durante o
armazenamento. Estas altera¢des representam um aumento em 45-60% do tempo
de cozimento do feijdo intacto armazenado por 14 dias, 55 dias e 1 ano. Outro
fato relatado por esses autores foi que o feijdo armazenado por mais de 55 dias
ndo cozia quando inteiro, ja quando foi removido o tegumento, apresentou o
tempo de cozimento de 120 minutos.

A influéncia dos constituintes do grio no cozimento do feijdo foi
estudada por Ribeiro, Ramalho e Abreu (2006). Esses autores avaliaram os
genitores, as geragdes F, F,, F; dos cruzamentos: CI-107 x Carioca-80, CI-107
x Amarelinho e CI-107 x G2333 e seus respectivos reciprocos. Os resultados
obtidos confirmaram a ocorréncia do efeito materno na expressido do carater,
isso porque o tegumento foi o principal constituinte do grdo de feijao

responsavel pelo cozimento.
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O feijao perde rapidamente o valor comercial apos a colheita, devido,
principalmente, ao escurecimento do tegumento e ao aumento no tempo
necessario para o cozimento (BRESSANI, 1993). Além disso, os consumidores
associam a cor do grdo com o prolongado tempo de cozimento. Portanto,
qualquer tipo de feijdo com escurecimento precoce do grdo € considerado velho
e dificil de cozinhar (ARAIJJO; RAMALHO; ABREU, 2012). Os mesmos
autores encontraram uma correlagdo genética e fenotipica, respectivamente, de
0,87 e 0,69 entre o escurecimento do grdo e o tempo de cozimento aos 60 dias
apds a colheita, o que sugere que o escurecimento do grdo pode ser uma

caracteristica auxiliar para a selecdo indireta do tempo de cocg@o.

2.2.4 Controle genético do tempo de coccio do feijio

Varios estudos revelaram a existéncia da variabilidade genética no feijdo
para o tempo de cocgio (CORREA et al., 2010; ELIA, 2003; ELIA et al., 1997).
Além disso, Elia (2003) e Jacinto-Hernandez et al. (2003) estimaram
herdabilidades no sentido restrito de 90% e 78%, respectivamente. A magnitude
alta da herdabilidade deste carater sugere a possibilidade de ganhos
consideraveis com a sele¢do. Entretanto, também foram relatadas herdabilidades
variando de 13,78% a 70,35%, devido a interagdo gendtipos por ambientes
(GARCIA et al., 2012).

Elia (2003) e Elia et al. (1997), avaliando 16 cultivares divergentes de
feijdo em duas épocas de cultivo, elucidaram que esse carater ¢ controlado por
poucos genes, com efeitos genéticos aditivos e de dominancia parcial, sendo os
aditivos os mais expressivos. Esse estudo e o trabalho realizado por Paula,
Ramalho e Abreu (2004) evidenciaram que este carater tem efeito materno,
portanto, depende do tegumento do grdo. Assim, o genitor feminino utilizado vai

influenciar na expressdo do carater na descendéncia.
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Outros estudos visando determinar o controle genético deste carater
foram realizados por Jacinto-Hernandez et al. (2002, 2003). Para isso, realizaram
cruzamentos entre Bayo Mecentral (BM) com Bayo Victoria (BV) de curto e
longo tempo de cozimento, respetivamente e, avaliaram 104 linhagens
resultantes. Essas linhagens foram avaliadas por trés geragdes consecutivas,
apartir da Fg até a Fg, juntamente com os genitores quanto ao tempo de
cozimento. Esses autores observaram que nas trés geracdes a distribui¢do da
frequéncia foi continua e que a maioria dos gendtipos teve tempos de cozimento
semelhantes aos do genitor de menor tempo de cozimento. Segundo esses
autores, isto sugere que a sua contribuicdo para o tempo de cozimento era
dominante.

Além disso, Jacinto-Hernandez et al. (2003) concluiram que o carater
tempo de cozimento ¢ oligogénico, sendo controlado por dois genes. Garcia et
al. (2012) mapearam caracteristicas quantitativas (QTLs) para tempo de cocgio,
tendo identificado seis regides do genoma do feijdo que contribuem para a

expressdo deste carater, refor¢ando o fato de este caracter ser oligogénico.

2.3 Marcadores moleculares de DNA

Para que um programa de melhoramento registre progresso &
fundamental que o melhorista consiga selecionar genitores ¢ identificar
genoétipos superiores em populagdes segregantes. Os marcadores genéticos
podem ser uma ferramenta preciosa para discriminar genotipos através de
diferencas nas suas caracteristicas genéticas. Estes marcadores podem ser
classificados em morfoldgicos e moleculares (enzimaticos e de DNA). Segundo
Alzate-Marin et al. (2005), marcadores moleculares do DNA sdo segmentos de
DNA que estédo fisicamente ligados a locos ou até mesmo dentro de regides que

determinam caracteristicas de interesse.
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Marcadores de DNA foram primeiramente empregados no
melhoramento de plantas no inicio da década de 1980, com a descoberta do
marcador RFLP por Botstein et al. (1980). Nessa altura, a utilizagdo de
marcadores moleculares no melhoramento era limitada devido a custos
proibitivos relacionados a infraestruturas, equipamentos e falta de pessoal
qualificado, principalmente em paises em desenvolvimento (RIBAUT;
VICENTE; DELANNAY, 2010). As inovagdes em tecnologias de
sequenciamento de DNA estdo tornando mais rapido e mais barato, o processo
da andlise de locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) e abordagens da
selecdo assistida por marcadores. Além disso, os avangos tecnoldgicos neste
dominio contribuem para que os marcadores moleculares sejam cada vez mais
utilizados no processo de melhoramento, com o objetivo de acelerd-lo e
melhorar sua precisio (BOOPATHI, 2013; FRANCIA et al, 2005;
RASMUSSEN; PARSONS; JONES, 2012; XU; CROUCH, 2008).

Os marcadores de DNA podem ser evidenciados por métodos que
combinam o uso de enzimas de restricdo ¢ hibridagdo entre sequéncias
complementares de DNA, como no caso de polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP - “Restriction Fragment Length
Polymorphisms”) ou pela técnica de rea¢do de polimerase em cadeia (PCR -
“Polymerase Chain Reaction”). O grande potencial do uso destes marcadores
reside no fato de serem praticamente ilimitados em numero. Apds serem
encontrados, s@o de facil deteccdo e se comportam como “caracteres” de heranga
simples e previsivel. Além disso, sdo neutros, ndo sendo afetados pelo ambiente
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

Os marcadores mais referenciados na literatura sdo: “polimorfismo no
comprimento de fragmentos de restricdo (“RFLP” - Restriction Fragment
Length Polymorphisms”); polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (“RAPD
- Random Amplified Polymorphic DNA”), polimorfismo de comprimento de
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fragmentos amplificados (“AFLP - Amplified Fragmente Length Polymorphisms
AFLPs”), sequéncias simples repetidas (“SSR - Single Sequence Repeats (SSRs)
ou, simplesmente, microssatélites ¢ polimorfismos de um nucleotideo (“SNPs -
Single Nucleotide Polymorphisms”).

Cada tipo de marcador apresenta vantagens e desvantagens e a utilizagdo
de um ou de outro vai depender, entre outros fatores, do objetivo do estudo, da
infraestrutura disponivel, dos recursos financeiros para o investimento, da
disponibilidade de recursos humanos com treinamento apropriado e do nivel de
conhecimento da genética molecular da espécie a ser estudada (FALEIRO,
2007). Entre os marcadores, o SSR vem sendo amplamente usado,
principalmente pela facilidade de sua reprodugio.

Os microssatélites consistem de pequenas sequéncias com 1 a 6
nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem (XU, 2010). As sequéncias
de DNA que flanqueiam os microssatélites sdo geralmente conservadas entre
individuos de uma mesma espécie, permitindo selecdo de primers especificos
que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo. O
polimorfismo detectado através de microssatélites resulta da permuta desigual
ou o0 escorregamento durante a replicagdo do DNA, causando inser¢des/delegdes
(CAIXETA et al., 2009). Geralmente, os microssatélites identificam um tnico
loco no genoma e, por sua alta taxa de mutacdo, sfo frequentemente
multialélicos, além de segregarem de modo codominante (BRAMMER, 2000;
XU, 2010).

A andlise de RAPD envolve o emprego da PCR. A PCR ¢ baseada na
amplificacdo enzimatica de um fragmento de DNA flanqueado por dois primers
hibridizados em fitas de DNA opostas. Ciclos repetitivos de desnaturacéo,
anelamento dos primers e extensdo do DNA resultam na amplificacio do DNA
alvo (ALZATE-MARIN et al., 2005). Os primers sao oligonucleotideos de até

20 ou 25 bases que servem de iniciagdo para a sintese de DNA pela enzima Taq
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polimerase. A técnica de RAPD ¢ caracterizada pela utilizacdo de primers com
sequéncias aleatorias (portanto, sua sequéncia alvo ¢ desconhecida) com
tamanho ao redor de 10 bases. Desta forma, sempre que o genoma do individuo
a ser analisado apresentar uma sequéncia de nucleotideos correspondentes ao do
primer, o processo de amplificagdo sera iniciado, sendo que diferencas ao nivel
de DNA sio inferidas pela presenca ou auséncia de um determinado fragmento
amplificado  (BERED; BARBOSA NETO; CARVALHO, 1997;
SCHLOTTERER, 2004), portanto, o RAPD apresenta heranca do tipo

dominante.

A baixa temperatura necessaria para a ligagdo do primer ao DNA
molde torna o sucesso do uso do RAPD bastante dependente das
condi¢des de amplificacdo, fato que pode impedir que dados sejam
comparados entre diferentes laboratérios (REITER, 2001). Para contornar
essa limitacdo, marcadores RAPD podem ser transformados em
marcadores denominados por regides amplificadas caracterizadas por
sequéncias (SCAR - “Sequence Characterized Amplified Regions™).
Neste caso, a banda de DNA correspondente ao marcador RAPD ¢
clonada, sequenciada, e dois “primers” mais longos que o original sdo
identificados. Os marcadores SCARs sdo sintetizados e utilizados para
amplificar o mesmo marcador, s6 que agora numa temperatura de
anelamento mais elevada. Nessa condi¢@o, o processo de amplificagdo ¢
mais estavel e reprodutivel (PARAN; MICHELMORE, 1993).

Em feijdo, Jacinto-Hernandez et al. (2003) identificaram marcadores
RAPD ligados a QTLs associados ao tempo de cozimento, 0 que sugere 0 uso

destes marcadores para a selecdo assistida desta caracteristica.
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2.3.1 Mapeamento genético de QTLs

A identificacdo de marca fisicamente situada perto ou dentro do gene de
interesse permite implementar a selegdo assistida por marcadores (SAM), ou
seja, selecionar marcas polimorficas associadas ao gene de interesse. O
mapeamento de alelos associados a caracteristicas qualitativas ou caracteristicas
cujos fendtipos observados apresentam segregacdes Mendelianas (3:1; 1:2:1;
1;1) € bastante simples. Neste caso, a cossegregacdo do fendtipo e os marcadores
sdo analisados diretamente, ou seja, a caracteristica qualitativa é considerada
como se fosse um marcador (FALEIRO, 2011). O resultado desse tipo de
mapeamento sdo distdncias em centiMorgan (cM) entre os marcadores
moleculares e o gene associado a caracteristica qualitativa. No caso de
mapeamento de genes associados a caracteristicas quantitativas (QTLs), o
resultado sera a porcentagem da variagao fenotipica da caracteristica de interesse
explicada pelos marcadores moleculares de forma isolada e conjunta
(FALEIRO, 2011; SEMAGN; BJORNSTAD; XU, 2010).

A correlagdo genética entre o marcador molecular e a caracteristica
principal é definida pelo mapeamento genético. O mapa genético fornece a
localizagdo da marca no genoma ¢ a distancia relativa entre a marca ¢ o alelo de
interesse. Com base em trabalhos de mapeamento genético, ja foram
identificados varios marcadores moleculares associados tanto a locos para
caracteristicas de heranga qualitativa quanto a locos para QTLs.

O desenvolvimento de mapas genéticos ¢ considerado uma das
aplicagdes de maior impacto da tecnologia de marcadores moleculares na analise
genética de espécies, e, potencialmente, no melhoramento de plantas. No
contexto de melhoramento de plantas, mapas genéticos possibilitam: (1) a
cobertura e analise completa de genomas; (2) a decomposi¢do de caracteristicas

genéticas complexas nos seus componentes mendelianos; (3) a quantificacdo do
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efeito destas regides genomicas que controlam caracteres de importancia; (4) a
quantificacdo do efeito destas regides na caracteristica estudada e; (5) a
canalizacdo de toda esta informacdo para uso em programas de melhoramento,
principalmente pensando na selegdo assistida por marcadores moleculares
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Assim, dois requisitos basicos sdo necessarios para o desenvolvimento
de um mapa genético: (1) reproducdo sexuada e producdo de descendéncia; (2)
uma fonte de marcadores moleculares com comportamento mendeliano. A
constru¢do de um mapa contempla um grande nimero de técnicas que incluem o
desenvolvimento de linhagens genitoras e populacdes segregantes adequadas, a
identificacdo de genotipos nos locos marcadores através de técnicas de biologia
molecular, ¢ a utilizacgdo de diversas técnicas de andlise estatistica e
computacional para a estimativa de ligagdo e distdncia entre marcadores
(COLLARD et al., 2005).

Diferentes tipos de geragdes tém sido utilizados para o mapeamento de
QTLs. Essas geragdes podem ser plantas F,, F; ou S, duplo-haploides, linhagens
endogdmicas recombinantes e retrocruzamentos entre a F; com o genitor 1
(RCy) e com o genitor 2 (RC,;), (KNAPP; BRIDGES; BIRKES, 1990). Deve
ser enfatizado que nos retrocruzamentos o primeiro numero indica qual o genitor
recorrente ¢ o segundo, quantos retrocruzamentos efetuados. A geracdo F, e os
retrocruzamentos RC;; e RC,; podem ser obtidos em poucas geragdes (YOUNG,
2001). Entretanto, como o desenvolvimento destas populagdes requere
relativamente poucas meioses, 1sso contribui para que mesmo 0S
marcadores que estdo longe de QTLs permane¢am fortemente associados
com ele. Tais associacdes com marcadores distantes dificulta a
localizagdo precisa dos QTLs. Outro aspecto ¢ que geracdes F, e de
retrocruzamentos sdo populacdes tempordrias, pois sdo altamente

heterozigoticas e ndo podem ser propagados indefinidamente através de
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sementes, ou seja, estas populagdes ndo podem ser avaliadas varias vezes
em diferentes condi¢des ambientais, anos e locais (SEMAGN;
BJORNSTAD; XU, 2010). Para contornar esse problema as geragdes F;, os
retrocruzamentos RC;, e RC,, sdo recomendados (ARUS; MORENO-
GONZALEZ, 1993). Neste caso, a ocorréncia de varias geracdes de
acasalamento aumenta o potencial nimero de eventos de recombinagdo e
melhora a resolucdo do mapa, isto é, terem ocorrido meioses suficientes
para reduzir o desequilibrio entre os marcadores moderadamente ligados
(SEMAGN; BJORNSTAD; XU, 2010).

Para a escolha de genitores, deve-se considerar a necessidade de
maximizar a probabilidade de detectar polimorfismo ao nivel de DNA. A
facilidade com a qual marcadores polimoérficos sdo detectados varia muito com a
espécie. Assim, Ferreira e Grattapaglia (1998) mencionam que espécies
autdgamas, essencialmente homozigotas na grande maioria dos locos, sdo menos
polimorficas do que espécies preferencialmente aldgamas, altamente
heterozigotas.

O primeiro mapa de liga¢do do feijao foi publicado no ano 1961, por
Lamprecht. Este mapa continha 26 caracteristicas morfoldgicas e muitos genes
controlavam a cor da flor, da semente ou caracteristicas relacionadas com as
vagens. Desde entdo, até 1990, foram desenvolvidos mapas utilizando
isoenzimas, proteinas de sementes ¢ muta¢des induzidas. Segundo Miklas e
Singh (2007), esses mapas eram rudimentares e forneciam pouca cobertura
gendmica e pouca utilidade para a selecdo assistida por marcadores. Para esses
autores, com o advento de marcadores moleculares de DNA na década de 1980,
genitores muito divergentes foram utilizados para construcdo de mapas de forma
a maximizar o polimorfismo em nivel de nucleotideos, diversidade fenotipica e

variabilidade na resisténcia a doencas, entre outras caracteristicas.
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Posteriormente foram desenvolvidos mapas integrados, utilizando diferentes
tipos e tamanhos de populagdo (por exemplo, F,, retrocruzamentos) e tipos de
marcadores (RFLP, AFLP, RAPD, SCAR). Esses mapas tinham como finalidade
a localizagdo de genes associados a varios caracteres de interesse como
resisténcia a doengas, fingerprintings gendmicos e estudos evolutivos.

O primeiro mapa genético molecular para o feijoeiro foi desenvolvido
utilizando a populagdo F,, derivado do cruzamento de BAT93 x Jalo EEP558,
com base em marcadores RFLP, permitindo a cobertura de 827 cM, sendo
considerado mapa nucleo para esta cultura. Os gendtipos parentais foram
selecionados com base em origem evoluciondria, isoenzimas, € por vdrias
caracteristicas agrondmicas (NODARI et al., 1993). Mais tarde, uma nova
versdo mais completa do mapa foi desenvolvida por Freyre et al. (1998), incluiu
563 marcadores e cobertos 1.226 cM do genoma utilizando a mesma populagdo
de mapeamento.

Em se tratando do mapeamento do feijdo para o tempo de cocgdo foram
avaliadas 140 progénies na gera¢do F,, e F,s utilizando 922 marcadores
microssatélites, sendo 105 com boa amplificagdo ¢ mapearam para 12 grupos de
ligacdo, cobrindo 1.303,7 ¢cM do genoma. Além disso, seis QTLs significativos
foram encontrados em dois ambientes e explicaram entre 11,54 — 21,63% da

variagdo fenotipica (GARCIA et al., 2012).

2.3.2 Selec¢ao assistida por marcadores de DNA

A SAM ¢ uma sele¢do indireta de caracteristicas de interesse com base
em marcadores moleculares. Assim, a estratégia de uso de marcadores requer
conhecimento bésico sobre a natureza genética do carater estudado. Desta forma,
sua utilizagdo tem como pressuposto a identificagdo e ou mapeamento prévio do

gene que controla o carater e a existéncia de marcadores que permitam
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monitorar a presenca de alelos favoraveis (COLLARD et al., 2005; MORRIS et
al., 2003; TORRES et al., 2010). Deve ser comentado que a SAM, além da sua
utilizagdo para caracteristicas monogénicas, também ¢ util em caracteristicas
quantitativas (LANDE; THOMPSON, 1990).

Os QTLs sdo detectaveis quando estdo em desequilibrio de ligagdo com
um marcador genético. O desequilibrio de ligacdo refere-se ao desvio das
frequéncias alélicas observadas em relacdo as frequéncias esperadas na
segregacdo independente. Este fato ocorre quando existe uma associagdo entre
locos ou entre marcadores ¢ QTL.

As aplicagdes empiricas deste procedimento revelaram que o sucesso de
SAM depende de varios fatores, incluindo a base genética da caracteristica, o
grau de associagdo entre o marcador molecular e o gene alvo, o niimero de
individuos que podem ser analisados e, no caso da introgressdo, o background
genético em que o alelo alvo tem de ser transferido (FRANCIA et al., 2005). Em
trabalho de simulacdo visando avaliar a sele¢do assistida em popula¢des de
tamanho finito, Moreau et al. (1998) constataram que a eficiéncia da selecdo
assistida ¢ influenciada pelo tamanho da populacdo, distdncia do marcador ao
QTL e pela herdabilidade, ou seja, pelos parametros biologicos (nimero e
efeitos dos QTLs) e aqueles dependentes apenas de condi¢des experimentais
(tamanho da populagao, distancia entre marcadores ¢ QTLs, e a probabilidade a
de cometer o erro tipo I). A herdabilidade do carater resulta do genotipo e das
condi¢des experimentais e pode ser incrementada pelo aumento de numero de
repeti¢des de gendtipos. Vale ressaltar, portanto, que nesse estudo, para um dado
tamanho da populagdo (N) e nivel de significancia (a), a eficiéncia relativa
diminui com o aumento do nimero de QTLs.

Se um determinado marcador de facil identificacdo fenotipica estiver
fisicamente ligado a uma pequena distancia de um gene que controla um carater

de interesse agronomico, a selecdo deste marcador resulta na sele¢do indireta do
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gene de interesse. A eficiéncia deste processo de seleg¢@o indireta, baseado na
segregacdo conjunta do marcador e do gene, ¢ uma fun¢do da distancia entre os
dois expressa em probabilidade de recombina¢do genética (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). O principio da selecdo assistida por marcadores ¢ a
correlagdo genética entre a marca e os diferentes genes envolvidos no controle
do carater. A correlagdo genética pode ocorrer devido a pleiotropia ou a ligagéo.
A pleiotropia ocorre quando um gene afeta mais de um carater ao mesmo tempo.
No caso dos marcadores, seria preciso que a marca estivesse dentro do gene, de
modo que eles estariam sempre juntos. Assim, espera-se que os diferentes
marcadores estejam ligados com os locos que contenham o alelo de interesse
(RAMALHO; LAMBERT, 2004).

Para o sucesso da selegdo indireta, é necessario que a herdabilidade do
marcador e a correlacdo deste com a caracteristica de interesse sejam altos.
Como a herdabilidade dos marcadores de interesse é igual a 1, o sucesso da
selecdo indireta depende da identificagdo de marcadores moleculares altamente
correlacionados com as caracteristicas de interesse, ou seja, a qualidade e
resolugdo do mapeamento gé€nico é a base para a selecdo assistida por
marcadores moleculares (FALEIRO, 2011).

Deve ser enfatizado que a eficiéncia da selecfo assistida sera tanto maior
quanto mais proxima for a ligagdo entre marcadores e os QTLs. Assim,
Guimaraes et al. (2009) comentam que a selecdo utilizando marcadores
flanqueando o QTL ¢ mais eficiente do que a selecdo baseada em unico
marcador. Ganhos na ordem de 38% foram obtidos utilizando marcadores
flanqueando o QTL em relagdo a sele¢do com base em Unico marcador, quando
a distancia do marcador ao QTL era de 20% de recombina¢do. Com 5% de
recombinagdo, o ganho reduziu para 11% (EDWARDS; PAGE, 1994).

Existem muitos trabalhos abordando aplicagdo de marcadores

moleculares na selegdo assistida e incluem a escolha de genitores, mapeamento
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genético e a atribuicdo de linhagens a grupos heterdticos. Os resultados variam
de concretos e positivos, a controversos € pouco significativos, no que concerne
a ganhos genéticos, economicos e de eficiéncia quando comparados com a
selegdo fenotipica (TORGA, 2008).

Deste modo, podem ser listadas algumas situacdes em que a selecdo
indireta através de marcadores se torna estratégica: quando a determinagdo do
fendtipo é complexa e ou possui custos elevados, em situagdes que requerem a
destruicdo da planta (resisténcia de nematodide-de-cisto em raiz), que requerem
quarentena ou quando se objetiva introduzir varias caracteristicas
simultaneamente (piramidagdo) (BOOPATHI, 2013). Além disso, em situagdes
em que a analise fenotipica necessita ser realizada em fase vegetativa mais
avancada (por exemplo, o tempo de cozimento do feijao), a selegdo em fases
juvenis pode resultar em reducdo significativa de tempo. Como a selecdo
fenotipica dos caracteres de baixa herdabilidade somente se torna eficiente em
geragdes mais avangadas, porque requer maior nimero de individuos para serem
avaliados, a SAM pode contribuir para acelerar o ganho. Também, quando a
caracteristica é expressa em somente um sexo, a sele¢io assistida pode ser
realizada em ambos os sexos, maximizando os ganhos com a selegdo (TORGA,
2008). Revisdo de cultivares lancadas em programas de melhoramento que
utilizaram a sele¢do assistida por marcadores moleculares ¢ apresentada por
Boopathi (2013) e Xu e Crouch (2008). No caso especifico do feijdo, Gepts et al.
(2008) mencionam as cultivares desenvolvidas com auxilio da SAM e
disponibilizadas aos produtores.

Em alguns casos, a SAM nio ¢ tdo eficiente quanto esperada (SHEN et
al., 2001). Uma das causas para o insucesso ¢ que as estimativas dos efeitos de
QTLs, para caracteristicas complexas, muitas vezes sdo inconsistentes

(BERNARDO, 2008; HOSPITAL, 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento de campo foi conduzido na area experimental do
Departamento de Biologia (DBI), setor de Melhoramento da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), localizada na regido sul do estado de Minas Gerais, a
910 metros de altitude, 21°14’ de latitude Sul e 45°00° de longitude Oeste. As
reagdes de PCR, utilizando marcadores SSR e RAPD, foram realizadas no

Laboratoério de Genética Molecular do DBL.

3.2 Linhagens utilizadas

Foram cruzadas a cultivar BRSMG-Madrepérola e a linhagem RP-2. A
cultivar BRSMG-Madrepérola ¢ proveniente do Programa conjunto de
Melhoramento do Feijoeiro da UFLA, Universidade Federal de Vigosa (UFV),
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) e Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa). E resultante do cruzamento
entre as linhagens AN512666-0 ¢ AN 730031. Apresenta porte prostrado, habito
de crescimento indeterminado, tipo III, com baixa tolerdncia ao acamamento
(ABREU et al.,, 2011). A linhagem RP-2 ¢ proveniente do Programa de
Melhoramento Genético de Plantas da Universidade Federal de Lavras (UFLA)
e apresenta porte ereto tipo II. Ambas tém grios tipo carioca. A BRSMG —
Madrepérola possui graos com fundo creme bem claro que é preservado por
longo periodo de tempo e menor tempo de cocgdo e a RP-2 apresenta graos com
fundo creme com escurecimento precoce e maior tempo de cocgio (ARAUJO;

RAMALHO; ABREU, 2012).
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3.3 Obtencio e avaliaciio fenotipica das progénies

A hibridagdo dos genitores para obtencdo das sementes F; foi realizada
no campo experimental da UFLA. As sementes da geracdo F; foram semeadas, a
campo, para obtencdo da geracdo F,. Na F,, 192 plantas individuais foram
tomadas aleatoriamente e tiveram seu DNA extraido para sele¢do assistida por
marcadores de DNA. Também foram tomadas aleatoriamente 97 plantas F, para
a sele¢do fenotipica juntamente com as 192 das quais foi extraido o DNA.
Assim, ao todo foram tomadas 289 plantas F,, todas foram multiplicadas a
campo para a obtencdo de progénies F,.4.

Em todas as geracdes o espacamento entre linhas foi de 50 cm e
densidade de semeadura de 15 sementes por metro linear. Na semeadura, a
aduba¢do utilizada foi de 300 kg/ha da formula 8-28-16 (N-P,0s5-K,0,
respectivamente). A adubagdo de cobertura foi realizada cerca de vinte dias apds
a emergéncia das plantas, a dosagem aplicada foi de 150 kg/ha de sulfato de
amonio.

Depois da maturagdo fisiologica, as plantas foram colhidas e as vagens
debulhadas manualmente. Apds a separacdo de impurezas, os grdos foram
acondicionados em sacos de papel e colocados por 3 dias ao sol para secar.
Depois, os graos foram armazenados em camara fria a 12°C e retirados apos 55
dias. Aproximadamente 60 dias ap6s a colheita, as progénies foram retiradas da
camara fria e avaliadas quanto ao tempo de coc¢do dos seus graos.

Para avaliar a porcentagem de cozimento de feijao foi utilizado o
delineamento em latice triplo 17x 17, com dois tratamentos comuns por bloco
representados pelos genitores. Nesse experimento, o grande numero de
progénies avaliadas e a capacidade da panela (pode comportar até 25 sacos de
filo, portanto, o bloco de tamanho 17 e dois tratamentos comuns ¢ razoavel)

utilizada para o cozimento foram os fatores determinantes para a escolha deste
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delineamento. Desse modo, as parcelas se constituiram de 50 grios de feijao de
cada progénie. Foram avaliados 291 tratamentos, constituidos por 192 progénies
F,4, cujo DNA foi extraido na F, para sele¢do assistida por marcadores, 97
progénies tomadas aleatoriamente para a selecdo fenotipica e 2 genitores.

Em cada progénie foi retirada uma amostra contendo 50 grdos inteiros e
sadios. A amostra foi acondicionada em saquinho de filé contendo a respectiva
identificacdo e foi feito o amarrio do saquinho. Os saquinhos foram colocados
em agua destilada durante duas horas para hidratagdo. Posteriormente, os
saquinhos foram dispostos no fundo da panela de pressdo elétrica, de marca
comercial Mondial, com capacidade de 3,5 litros, para evitar o efeito do
posicionamento na discriminag@o das progénies. Na panela foram colocados 1,6
litros de agua destilada, descartando aquela utilizada na hidratagdo dos gréos.

O cozimento teve a duragdo de 50 minutos, sendo os primeiros 20
minutos para a estabilizacdo da pressdo, segundo recomendacdes do fabricante
da panela. Apés o cozimento e liberagdo da pressdo da panela, as amostras
foram retiradas e deixadas esfriar em bancada por 5 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente, 20 grdos cozidos e inteiros foram tomados
aleatoriamente e colocados no aparelho de Mattson, conforme o método
proposto por Carvalho (2013). Em geral, t€ém sido utilizados 25 grdos, o
correspondente ao numero de hastes do aparelho, contudo, tem havido
dificuldades de colocar grios no centro. Os pinos foram colocados
simultaneamente sobre os grios, em seguida, foram contados e registrados os
grios atravessados completamente pelas hastes. A porcentagem de cozimento foi
obtida pela divisdo do numero de graos perfurados por 20 e multiplicados por

100.



39

3.4 Extracao de DNA e selecio assistida com marcadores de DNA

Foi extraido o DNA de 192 plantas F, que originaram as progénies F,.4 ¢
dos genitores BRSMG Madrepérola e RP-2, de acordo com os procedimentos
utilizados por Rodrigues e Santos (2006).

Cerca de 2 gramas de folhas jovens de cada planta F, foram maceradas
em nitrogénio liquido e acrescidas de 10 ml de tampdo de extragdo CTAB a
65°C em um almofariz. O tampao é composto por 2% de CTAB, 100 mM de
TRIS (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1% de polivinilpirrolidona (PVP). Assim, a
suspensdo foi transferida para um tubo falcon de 50 ml e incubada por cerca de
30 minutos em banho-maria a 65°C. Nesse periodo, o material macerado foi
homogeneizado a cada 10 minutos.

A primeira extracdo de DNA foi realizada com a adi¢@o de cloroférmio:
alcool isoamil, na propor¢do de 24:1 em um volume de 10 ml. O tubo de
centrifuga foi agitado suavemente para a homogeneizagdo da suspensio. Neste
estagio, as fases organicas e aquosas foram separadas através da centrifugagio, a
10.000 rpm durante 5 minutos, e coletado o sobrenadante. Em seguida, os acidos
nucléicos foram precipitados, em uma mistura de 30 ml de alcool 95%: acetato
de amonia 7,5M (6:1), por 24 horas no freezer, a -20°C. Apos a precipitacdo, os
acidos nucléicos foram transferidos para tubos de microcentrifuga e
centrifugados novamente. O sobrenadante foi descartado e o pellet deixado em
temperatura ambiente para secagem. Depois de secos, os acidos nucléicos foram
hidratados de novo em tampao TE (ImM TRIS e 0,1mM EDTA).

Na segunda extra¢do foi misturado o fenol: cloroférmio: alcool isoamil
(25:24:1), ao que seguiu a separagdo da fase organica da aquosa através da
centrifugacdo a 14000 rpm por 5 minutos, coletando-se o sobrenadante para um
microtubo de 2 ml. Em um novo tubo, a fase aquosa, foi acrescentado

cloroférmio: alcool isoamil, na propor¢@o de 24:1 e, realizada a centrifugacdo. O
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sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo de 2 ml. O
sobrenadante foi precipitado pela adi¢do de pelo menos trés volumes de uma
mistura de acetato de sodio 3M: etanol 95% (1:20), por pelo menos uma hora no
freezer, a -20 °C. Ap0s a precipitagdo e secagem do DNA, este foi hidratado de
novo em tampado TE e quantificado em eletroforese horizontal em gel de agarose
1% utilizando-se marcadores de DNA com concentracdes conhecidas. O
material quantificado foi diluido em 4gua pura para a concentracdo de 10 ng/uL
para ser utilizado na PCR de microssatélites e RAPD.

Deve ser enfatizado que os 12 marcadores, dos quais 11 microssatélites
e um RAPD, utilizados neste trabalho foram identificados por Garcia et al.
(2012) e Jacinto-Hernandez et al. (2003), respectivamente, como ligados a QTLs
associados ao tempo de cozimento do feijdo (ver Tabela 1A, anexo). Desse
modo, esses marcadores foram utilizados nos genitores, em PCR, a fim de
identificar a ocorréncia de polimorfismo. Os marcadores polimoérficos nos
genitores foram também utilizados em 192 plantas F,. Os primers foram
sintetizados pela Invitrogen Brasil.

Para cada reagdo foram utilizados 20 mg de DNA gendmico, 100 uM de
cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1U de taq
DNA polimerase, tampdo (composto de 50 mM de TRIS pH 8,3, 20 mM de
KCl, 2 mM de MgCl,, 0,25% de ficol 400, 10 mM de tartrazine) e agua pura,
para perfazer o volume final 12 pl para cada reag@o.

A amplificacdo dos microssatélites foi realizada em termociclador
modelo Mastercycler Eppendorf, utilizando o programa: dois minutos a 95°C
para a desnatura¢@o inicial do DNA gendmico; 20 segundos para anelamento do
primer, a temperaturas que variaram de 48°C a 60°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, 20

segundos a 72°C para sintese de DNA e 5 minutos de extensdo final a 72°C. Os
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produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata e fotografado com camera digital.

As reacdes de RAPD foram realizadas de acordo com Jacinto-
Hernandez et al. (2003), com algumas modifica¢des que consistiram no volume
final de 12 pl para cada reagdo. Assim, a amplificacdo foi realizada em um
termociclador modelo Labnet MultiGene, seguindo o programa: um ciclo de
desnaturagdo inicial a 94°C durante 2 minutos; trés ciclos envolvendo a
desnaturagdo a 94°C durante 15 segundos, o anelamento a 37°C por um minuto
e a extens@o a 72°C durante dois minutos; seguidos de 36 ciclos de 15 segundos
de desnaturagdo a 94°C, 15 segundos de anelamento a 37°C, 2 minutos de
extensdo a 72°C; e a extensdo final teve duragdo de 5 minutos a 72°C. Os
produtos de amplificagdo foram resolvidos por electroforese em gel de agarose
de 1,5% (w/v), por trés horas, ¢ corados com brometo de etidio a 0,5 pg/ml. A
visualizac@o foi feita por meio de transluminador de luz ultra-violeta de marca

Fotodyne e as fotografias foram obtidas através da camera digital Kodak.
3.5 Analise dos dados

Depois de verificar os pressupostos de normalidade das distribuigdes de
erros pelo teste de Shapiro-Wilk, os dados da porcentagem de cozimento do

feijao foram transformados para arcosseno, utilizando a formula 1.

arco seno| |— x 2 (D)
100w

Onde:
X ¢ a porcentagem de graos cozidos e atravessados pelo pino;

IT é uma constante.
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Algumas progénies apresentaram 0% e 100% de grdos cozidos, nesta
. o 1 1 .
situacdo, os dados foram substituidos por (E) e (100 — E)’ respectivamente, de

acordo com Parsad (2003). O n corresponde ao numero total de gréos
submetidos ao cozimento por progénie e levados ao aparelho de Mattson para
serem avaliados. Neste caso, n € igual a 20 grios.

Depois de observados os pressupostos da normalidade da distribuigdo de
erros, os dados foram submetidos a analise de variancia considerando todos os
efeitos do modelo como aleatérios, exceto a média, a repeticdo e os tratamentos
comuns. A analise estatistica dos dados foi feita como auxilio do sofiware

estatistico SAS (CARY, 2013). O modelo adotado foi:
Yijk =m-+r+ ti(jk) + bj(k) + btki’ + Cijk

Onde:

Yij: valor observado da porcentagem de cozimento da progénie i, no
bloco j da repeticdo k;

m: efeito fixo e corresponde a média geral do experimento;

ry: efeito fixo da repeti¢do k, tal que k=1, 2, 3;

tii): efeito aleatdrio da progénie i (tratamento regular) dentro do bloco j
e na repeticdo k, tal que i=1, 2, 3, ..., 289;

bjw: efeito aleatorio do bloco j dentro da repeti¢do k, sendo j=1, 2,...,
17;

bt,;: efeito aleatorio da interacdo entre o tratamento comum i’ e a
repeti¢do k e 0, sendo i’ =1, 2;

eijn: efeito aleatdrio do erro experimental associado a observagdo Yy,
assumindo que os erros sdo independentes e normalmente distribuidos com

; q: EON . 2
média zero e variancia comum Oc .
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Para estimar a precisdo experimental, além do coeficiente de variag@o,
foi calculada a acuricia seletiva (7), por meio da expressdo apresentada por

Resende e Duarte (2007):
- 1
Igg = N (1 ~F (2)

Em que:

F: é o teste de Snedecor, em nivel de significancia (o0 = 5%).

Com base nas esperangas dos quadrados médios da analise de varidncia
foram estimados os seguintes pardmetros genéticos e fenotipicos:

Variancia genética entre progénies

o2 = QMProg ;QMErro 3)
Onde:
Gf,: estimativa da variancia genética entre progénies;
QMProg: quadrado médio entre progénies;
QMErro: quadrado médio do erro;

I': nimero de repetigdes.

Foi estimado também o intervalo de confianga para esses componentes,
a 5% de probabilidade, por meio da estimativa de suas variancias como proposto

por Wricke e Weber (1986), utilizando as seguintes expressdes:

2 2
gl Gp < 02 < g] 0p
p

2 2
Xa/2 Xi-a/2

g;: numero de graus de liberdade associados a estimativa,
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X2 /2 € X, /2: valores da distribuigdo tedrica de x? para g; graus de
liberdade, no nivel de probabilidade igual a 5%.

A herdabilidade (hZ) da capacidade de cozimento, pela expressio

proposta por Falconer e Mackay (1996):

2 _ %
h2 =2 )
F
Onde:
Gg: ¢ a variancia genética de progénies;
o&: corresponde a variancia fenotipica das progénies.
A variancia fenotipica, obtida pela férmula:
2 _ QMProg
OF = ——— (5)

r

Os intervalos de confianca da herdabilidade foram estimados através das

expressodes propostas por Knapp, Stroup e Ross (1985).

MPro -1
= {1 [(Qeromy )
QMErro/ 1-zvzivi

-1
LS = {1 - [(gx;;f) F%;uz;ul] }

Em que:

LI e LS: limites inferior e superior, respectivamente, da estimativa de
herdabilidade;
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F: valor tabeladoa 1l — a/2 e /2, em que a = 0,05;

Vq e Vy: graus de liberdade de QMProg e QMErro, respectivamente.
3.6 Estimativa do ganho com a selecéo fenotipica

O ganho com a selecdo, na média de progénies, para a porcentagem de

cozimento do feijdo foi estimado por meio da expressdo:

GS = ds x h? (6)

Em que:
ds: diferencial de sele¢do, que ¢ dado pela diferenca da média das
progénies selecionadas pela média geral do experimento;

h?: herdabilidade no sentido amplo da porcentagem de cozimento.

3.7 Estimativa do ganho com a seleco assistida por marcadores

moleculares

O ganho com a selegdo assistida por marcadores foi estimado de duas
maneiras: a primeira, por meio de um indice para a selecdo assistida (I) de
acordo com Stromberg, Dudley e Rufener (1994), a segunda estimativa obtida
através da intensidade de selecdo derivada pela expressdo proposta por Hamblin
e Zimmermann (1986).

Para obter a estimativa de I foram utilizadas 192 progénies que tiveram
seu DNA extraido na geragdo F,. Nesse indice, cada marcador foi considerado
como se fosse uma caracteristica em um indice de selecdo convencional. O vetor
com os valores do indice I para cada uma das progénies foi estimado pela

seguinte expressao:
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[=MQ (7

Em que:

M: E a matriz com “n” linhas (nimero de progénies) e “m” colunas
(nimero de marcadores). O valor de cada progénie para determinado marcador
corresponde a média da porcentagem de cozimento de todos os individuos que
apresentem o mesmo gendtipo do marcador;

Q: Corresponde a um vetor coluna de pesos associados com cada
marcador utilizado com “m” linhas. Os pesos foram determinados através do
teste F.

Uma vez disponiveis os dados de | para cada progénie, foi efetuada a
selecdo daquelas progénies que apresentaram os maiores valores de I. Foi
estimado o coeficiente de determinacdo R% do modelo, através da analise de
regressdo linear forward utilizando o pacote estatistico SAS (CARY, 2013). O
coeficiente de determinacao foi utilizado na expressdo do ganho esperado com a

SAM. O ganho com a SAM foi estimado pela expressio:

GSsam1 = dsp,xR%, (8)

Onde:

ds,,: € o diferencial de selecdo utilizando intensidade de sele¢do de
10%, dado pela diferenca entre a média das progénies selecionadas pelo indice
de selegdo (I) e a média geral das progénies;

R2 : E o coeficiente de determinacio.

Visando observar qual método foi mais eficiente para a sele¢do de
progénies para a capacidade de cozimento de grios foi feita a comparacdo entre

o ganho com a SAM e o ganho obtido com a selecéo fenotipica. Desse modo, foi
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aplicada a intensidade de sele¢do de 10% das progénies para maior porcentagem
de coccdo e comparados com 10% das melhores progénies da avaliagio
fenotipica.

A segunda forma utilizada para estimar o ganho com a SAM foi por
meio da intensidade de sele¢do obtida pela expressdo de coincidéncia proposta

por Hamblin e Zimmermann (1986):
E(%) = = x100 9)

Nessa expressao:

E: é a porcentagem de coincidéncia de progénies selecionadas por
marcas e pelo fendtipo.

Y: ¢ o numero de progénies selecionadas por marcadores que
apresentaram maior numero de marcas favoraveis e que coincidiram com
progénies da selecdo fenotipica. Portanto, o Y fornece a intensidade de selecio,
com a qual foi estimado o ganho com a seleg¢do assistida pelo método de
coincidéncia.

X ¢ o numero total de plantas selecionadas fenotipicamente;

A: refere-se a 5% do valor de X. Portanto, o A € assumido ser o nimero
de coincidéncias, entre as duas estratégias, que ocorra por acaso.

Em posse do diferencial de selegido foi estimado o ganho com a selegio

assistida por marcadores, pela expressao:
GSsam2 = dsgam2xh? (10)

Onde:
h? ¢ a herdabilidade no sentido amplo determinada em nivel de média

das progénies.
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3.8 Eficiéncia da Seleciio assistida por marcadores

A eficiéncia da SAM para a porcentagem de cozimento de feijao foi

determinada pela seguinte expressao:
GSsam
Es(%) = ——x100 (10)

Em que:

GSgam : ganho com a SAM que pode obtido pelo indice para a selecio
assistida (I) de acordo com a expressdo 8 de Stromberg, Dudley e Rufener
(1994), ou pela intensidade de sele¢do obtida por meio da expressdo 9 proposta
por Hamblin e Zimmermann (1986), assim esses ganhos t€ém a denominagdo
GSsam1 e GSgam 2, respectivamente. Na expressdo 8 a intensidade de selecdo ¢
fixada pelo melhorista e na expressdo 9 a intensidade de selecdo € variavel e
dependera do numero de progénies com maior nimero de marcas favoraveis.

GS: ganho esperado com a selecdo fenotipica em nivel de média das

progénies.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio fenotipica

Na Tabela 1 ¢ apresentado o resumo da andlise de varidncia da
porcentagem de cozimento de grios de feijdo, em latice, com e sem emprego dos
tratamentos comuns nos blocos. Depreende-se que com ou sem o uso dos
tratamentos comuns o coeficiente de variagdo (CV) foi baixo e a acuracia (14)
alta, indicando boa precisdo experimental.

Em ambos os casos, com e sem emprego dos tratamentos comuns, 0O
latice aumentou a precisdo experimental na discrimina¢do dos efeitos dos
tratamentos quando comparado com o delineamento em blocos casualizados
(DBC). Com efeito, o uso do latice com tratamentos comuns foi 2% mais
eficiente, ja sem o uso dos tratamentos comuns o latice apresentou a eficiéncia

de 5%. Portanto, o latice com tratamentos comuns foi 3% menos eficiente.
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Tabela 1 Resumo da analise de variancia da porcentagem de graos cozidos em
progénies F,4. Analise realizada no delineamento em latice 17 x 17,
sem e com o uso de tratamentos comuns

Sem tratamento comum Com tratamento comum
GL QM GL QM

Progénies 288 564,5432%* 288 565,6765%*
Erro efetivo 528 39,7856 628 40,4921
ER (%) 104,52 102,23
(%) 96,50 96,48
Média (%) 46,83 46,84
CV (%) 13,32 13,36
h? (%) 93,13 93,11
(LI-LS)' (91,58-94,40) (91,60-94,37)
R? (%) 89,98 88,53

** Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste de F.

" Limites do intervalo de confianga da herdabilidade (h?);

ER, R? Eficiéncia relativa do latice ao DBC e coeficiente de determinacio;
g a0, Gs acuracia e resposta a selegdo, respectivamente.

E importante comentar que com e sem tratamentos comuns a
herdabilidade foi alta, indicando que grande propor¢do da expressdo fenotipica €
explicada por fatores genéticos. Nota-se, ainda, que ocorre a sobreposi¢do dos
seus intervalos de confianga, o que sugere que as progénies poderiam ser
avaliadas com a mesma eficdcia sem o emprego dos tratamentos comuns. E
importante notar que o uso dos tratamentos comuns nos blocos teve efeito na
discriminag¢do dos efeitos dos tratamentos. Pois, nas 30 melhores progénies,
além da mudanca do ranqueamento, houve uma nova progénie em cada grupo

(Tabela 2).
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Tabela 2 Porcentagem média de graos cozidos das 30 melhores progénies

Com trat. Comum Sem trat. Comum
Classificacdo Progénie Média Progénie Média
1 253 78,98 253 79,46
2 40 76,88 40 78,81
3 123 76,18 21 75,50
4 21 75,32 123 75,39
5 221 75,10 221 74,72
6 279 72,40 230 72,44
7 47 72,39 279 72,33
8 147 72,22 47 72,21
9 236 72,08 160 71,98
10 144 72,05 236 71,91
11 203 72,05 147 71,41
12 160 71,12 181 71,25
13 181 71,10 144 70,58
14 230 70,45 6 69,76
15 6 70,23 203 69,73
25 257 66,18 240 66,25
26 233 66,17 224 66,07
27 27 66,14 233 66,05
28 38 65,35 257 66,01
29 224 65,21 60 65,31
30 155 65,17 38 65,23

Em negrito, progénies coincidentes entre as 30 mais produtivas com e sem testemunhas
no latice.

A porcentagem média de cozimento (PMC) foi 46,84% ¢ 46,83% com ¢
sem tratamentos comuns, respectivamente. Nos dois casos, a PMC foi superior a
média de 42,48% do genitor com menor porcentagem de cozimento, ou seja,
com maior tempo de cocgdo e inferior em relagdo a média de 55,46% do genitor

com menor tempo de cozimento. Vale comentar que a porcentagem média de
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grios cozidos por progé€nie variou de 9,14% a 78,98% e de 8,74% a 79,46%,
com e sem o uso dos tratamentos comuns, respectivamente. A Figura 1 ilustra a
distribuicdo de frequéncia das progénies em relacdo a média da porcentagem de
grdos cozidos. Observa-se que o carater apresenta uma distribui¢do continua.
Esta variabilidade entre genotipos permite realizar a selecdo das progé€nies com
maior porcentagem de grios cozidos, ou seja, que apresentam reduzido tempo de

cozimento.
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Figura 1 Distribui¢o de frequéncia da média de porcentagem de graos cozidos
em progénies F,4

Deve ser comentado que a avaliagdo fenotipica da porcentagem de
cozimento foi realizada em 289 progénies F,4, incluindo as 192 progénies

resultantes de plantas individuais F,, nas quais foi extraido o DNA para também
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serem avaliadas através de marcadores. Desse modo, houve necessidade de
verificar se ha diferenca quanto a herdabilidade e ao ganho com a sele¢do
fenotipica, realizada em nivel de médias de 192 progénies F,4 quando
comparada com a obtida na média de 289 progénies, que igualmente foram
avaliadas pelo seu fenotipo. Os resultados obtidos mostram que ndo ha
diferenca, pois, quando consideradas 192 progénies a herdabilidade foi de
93,15%, e nas 289 progénies foi obtida a herdabilidade de 93,11%; os ganhos
obtidos com a intensidade de selecdo de 10% foram 20,62% e 21,60%,
respectivamente. Assim, pode-se considerar que as 192 progénies sdo
representativas das 289, o que torna validas as inferéncias a serem feitas para
esta populacdo a partir da andlise estatistica das 192 progénies.

Os dados de analise de variancia mostram que ha diferengas
significativas entre os genitores (P<0.01), o que possibilita fazer selecdo em
populagdes segregantes resultantes (Tabela 3). E importante notar que ha
diferengas significativas (p <0,01) entre progénies, indicando a possibilidade de
ganho com a selecdo.

Os limites dos intervalos de variancia de progénies (ag) foram positivos,

evidenciando que a ag ¢ diferente de zero. Alinhado com a herdabilidade alta, o

ganho com a selecdo em nivel de média das progé€nies foi expressivo e

corresponde a 46,12% em relagdo a média das progénies.
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Tabela 3 Analise de varidncia das porcentagens de grios cozidos

Fonte de variagdo (FV) G. L. Q.M.
Repeticdes 2 638,9172"
Blocos dentro de repetigdo (ajustado) 48 53,8507
Progénies (ajustados) 288 564,5432"
Entre genitores (trat. comuns) 1 4292,9810"
Contraste genitores Vs progénies ! 419,4029
Interagdo tratamentos comuns x blocos 100 40,7573
Residuo 528 38,8851
185,53
%
(LI-LS)' (162,62-213,99)
GS (%) 21,60

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

ag, GS varidncia entre progénies e ganho com a selecdo fenotipica em média das
progénies, respectivamente.

" Limites do intervalo de confianga da variancia de progénies (apz);

4.2 Analise com marcadores moleculares

a) Analise de associacio por marcas simples
Foram testados 12 marcadores nos genitores (Tabela 1A, ver anexo), no
entanto, apenas dois microssatélites apresentaram polimorfismo. Os
polimorficos foram usados na genotipagem de plantas F,. Vale ressaltar que o
marcador RAPD, embora tenha sido polimoérfico nos genitores, foi monomorfico
quando avaliado simultaneamente com plantas F,.
A partir dos dados de genotipagem de plantas F, e com a informacio
fenotipica do cozimento do feijio em progénies F,,4 resultantes, foram efetuadas
as analises de associagdo por marcas simples. Assim, os dados fenotipicos de

cozimento das 192 progénies foram associados aos marcadores polimorficos. Os
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resultados da associacdo por marcas simples sdo apresentados na Tabela 4. Da
tabela depreende-se que existe associag¢do entre os dois marcadores ¢ os QTLs
respectivos, visto que, o efeito dos gendtipos foi significativo pelo teste F a 1%
de probabilidade. Em ambos os marcadores foi detectado o efeito aditivo dos

QTLs e a ndo significancia do efeito de dominéncia, a 1% de probabilidade.



Tabela 4 Analise da associagdo por marcas simples por meio da comparagdo entre médias de porcentage
para cada marcador polimorfico

Marcador F.V G.L. QM. F Marcador F.V G.L. Q.M.
Genétipos1 2 5914,7614 45,58%** Genotipos 2 4565,2087
PV 141 Aditividade 1 11828,9174 91,16%* 1X04001 Aditividade 1 7153,6135
Dominancia 1 136,9523 1,06 Dominéncia 1 927,2900
Erro 189  129,7647 Erro 189  144,0457
Média (%) 47,35
ds,, (%) 16,88
RZ, 41,73

GSsam (70)

7,05

*, #* Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente pelo Teste de F.
" Genoétipos relativos ao marcador.
ds,,, R% e GSguy : diferencial de selecio, coeficiente de determinagio e ganho com a SAM, respectivamente.
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E importante mencionar que os marcadores polimérficos explicaram
32,16% (PV 141) e 9,57% (X04001) da variacdo fenotipica, pela regressdo
linear forward, quando seus efeitos foram analisados de forma individual; em

conjunto, explicaram 41,73% da expressdo fenotipica do carater.

b) Analise pela coincidéncia das progénies selecionadas por marcas
e fenotipicamente

Das 192 progénies avaliadas, 76 progé€nies apresentaram maior nimero
de marcas favoraveis. Pela expressdo 9, a coincidéncia entre progénies
selecionadas por marcadores com a sele¢do fenotipica foi 36,40%. Deve ser
comentado que, a coincidéncia serd maxima quando o numero de progénies
selecionadas pelo marcador for igual ao nimero de progénies selecionadas
apenas com base no fendtipo, e serd minima quando ndo houver concordancia
entre as progénies selecionadas com o marcador com aquelas selecionadas
fenotipicamente.

As progénies selecionadas correspondem a intensidade de selecdo de
40%. Assim, a média das 76 progénies foi de 55,73% e o diferencial de selecdo
obtido foi de 8,38%, portanto, o ganho com a SAM em 76 plantas foi de 7,81%.
Vale ressaltar que na selecdo fenotipica, quando aplicada a intensidade de
selecdo de 40%, a média da porcentagem de grdos cozidos obtida foi 60,81%, o
diferencial de selec¢do foi 13,46%, o que resultou em ganho de 12,54%. Desse

modo, a SAM pelo método de coincidéncia apresentou a eficiéncia de 62,28%.
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5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo fenotipica

Para avaliar a porcentagem de cozimento de feijdo foi utilizado o
delineamento latice triplo 17x17, com dois tratamentos comuns por bloco
representado pelos genitores. O latice deve ser preferido quando o nimero de
tratamentos ¢ grande, ou muito heterogéneo, ou ainda, quando certas limitagdes
restringem o tamanho dos blocos (HINKELMANN; KEMPTHORNE, 2008;
PIMENTEL-GOMES; GARCIA, 2002). O grande numero de progénies
avaliadas nesse experimento e a pequena capacidade da panela (pode comportar
até 25 sacos de filo, portanto, o bloco de tamanho 17 e dois tratamentos comuns
¢ razoavel) utilizada para o cozimento foram os fatores determinantes para a
escolha deste delineamento.

O emprego do latice foi eficiente, em relagdo ao DBC, com e sem o uso
de tratamentos comuns, o que ¢ confirmado pelas estimativas da ER. Em ambos
0s casos, as estimativas da f, € do CV indicam a precisdo experimental na
discrimina¢do dos efeitos das progénies na porcentagem de cozimento.
Entretanto, o uso dos tratamentos comuns nao foi eficiente na discriminagdo dos
efeitos dos tratamentos, visto que houve sobreposi¢do dos intervalos das
estimativas das herdabilidades, embora tenha ocorrido alteracdo do
ranqueamento de 30 melhores progé€nies quanto a porcentagem de cozimento.
Estes resultados indicam que o latice sem o emprego dos tratamentos comuns
nos blocos deve ser preferido para avaliar as progénies quanto a capacidade de
cozimento. Assim, o uso dos tratamentos comuns ndo compensa o tempo e
recursos adicionais. A ineficiéncia dos tratamentos comuns nos blocos do latice
também foi reportada por Carvalho (2013). Vale ressaltar que apesar de os

tratamentos comuns terem sido menos eficientes, seu emprego podera ser
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estratégico como indicativo das condigdes de condugido do experimento, ja que
seu comportamento em relacdo ao cozimento é conhecido. Por exemplo, se o
tratamento comum com maior porcentagem de cozimento apresentar-se com
menor porcentagem de cozimento em um determinado experimento chama a
atencdo dos melhoristas sobre as condi¢des experimentais que podem nao ser
adequadas, permitindo, por conseguinte, a tomada de medidas necessarias para
contornar o problema, ja que estes tratamentos servem como referéncia.

A estimativa da ag foi positiva, pois os seus intervalos de confianca
foram superiores a zero. E importante enfatizar que, na geragdo F,, a varidncia
genética entre progénies contém 1 de of (varidncia aditiva) e 1/16 de o}
(variancia de dominancia), consequentemente, a herdabilidade estimada ¢ no
sentido amplo. Contudo, nesta geracdo a of ¢ desprezivel porque sé explora
1/16 de o, além de ndo ter sido detectado efeito de dominancia nos QTLs
identificados (P<0,01), portanto, pode-se considerar que a varidncia genética
nesta geracdo ¢ aditiva, por conseguinte, assumir que a herdabilidade obtida € no
sentido restrito. Em termos praticos, a variancia estimada nesta geragdo reflete
mudangas no fenotipo decorrentes de alteragdes na dosagem de alelos ou
substituicdes alélicas. Segundo Bernardo (2010) e Moose e Mumm (2008), os
efeitos genéticos aditivos também sdo referidos como o valor reprodutivo,
porque sdo previsivelmente transmitidos a descendéncia.

A magnitude da herdabilidade é alta, indicando maior contribuicdo de
fatores genéticos no controle do carater. Resultados similares foram reportados
por Elia (2003) e Elia et al. (1997) que estimaram herdabilidade no sentido
restrito de 90%, por sua vez, Jacinto-Hernandez et al. (2003) obtiveram a
herdabilidade de 78%. A herdabilidade de magnitude alta pode estar relacionada
a carater controlado por poucos genes de grande efeito. Isso confirma o
expressivo ganho obtido no presente trabalho, com a selegdo fenotipica em nivel

de médias de progénies. Contudo, para este carater também foram relatadas



60

herdabilidades variando de 13,78% a 70,35% (GARCIA et al., 2012). Esses
autores atribuiram esta variagdo ao efeito da interagdo genotipos por ambientes;
nesta situagdo, plantas com QTLs idénticos apresentaram fenotipos diferentes
em diferentes ambientes. O ganho com a selecdo fenotipica em nivel de médias
de 192 progénies foi de 20,62%. Este resultado representa uma vantagem em

43,55% quando comparado com a média geral destas progénies.

5.2 Analise com marcadores moleculares

Dos 12 marcadores testados, apenas dois foram polimdrficos nos
genitores e em plantas F, (Tabela 1A, em anexo). O marcador RAPD, embora
tenha sido polimdrfico nos genitores, foi monomorfico quando avaliado
simultaneamente com plantas F,. A baixa reprodutibilidade de marcadores
RAPD tem sido reportada na literatura por varios autores em diversas culturas
(DAS; SAMIK; PAL, 2005; HERNANDEZ; MARTIN; DORADO, 1999;
PARAN; MICHELMORE, 1993) e no feijao (ADAM-BLONDON et al., 1994).
Visando contornar essa limitacdo, marcadores RAPD sdo transformados em
marcadores SCAR. Portanto, a banda de DNA correspondente ao marcador
RAPD ¢ clonada, sequenciada e dois “primers” mais longos que o original sdo
identificados. Os marcadores SCARs sdo sintetizados e utilizados para
amplificar o mesmo marcador, s6 que agora numa temperatura de anelamento
mais elevada. Nessa condi¢do, o processo de amplificagdo ¢ mais estavel e
reprodutivel (HERNANDEZ; MARTIN; DORADO, 1999; PARAN;
MICHELMORE, 1993; YANG et al., 2013).

O baixo polimorfismo em linhagens de feijdo provenientes de programas
de melhoramento ¢ considerado normal, visto que, muitos locos favoraveis ja se
encontram fixados, portanto, os genotipos sdo pouco divergentes quando

comparados aos gendtipos selvagens. Vale ressaltar que ambos os genitores
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utilizados neste estudo sdo do tipo carioca, por isso, tém origem comum. Por
outro lado, o reduzido nimero de marcadores polimdrficos pode resultar do fato
de terem sido utilizados poucos marcadores. Em feijdo, resultados similares
foram encontrados por Garcia et al. (2011, 2012) que relataram percentagens de
polimorfismos de 11,12% e 24%, respectivamente; mesmo com emprego de um
numero de marcadores relativamente maior. Por exemplo, entre os 315 SSR
testados por Garcia et al. (2011) na populacdo proveniente do cruzamento de
BAT93 com JALO EEP558, 24% (76) foram polimorficos, por sua vez, Garcia
et al. (2012), dentre 944 marcadores microssatélites utilizados, apenas 11,12%
(105) foram polimorficos devido a baixa divergéncia genética (ou contraste)
entre os genitores utilizados nestes cruzamentos, por serem da origem comum.
Os marcadores polimorficos PV141 e X04001 explicaram 32,16% e
9,57% da variagdo fenotipica, respectivamente, quando analisados isoladamente
pela regressdo linear forward; sendo que a utilizagdo simultdnea dos dois
explicou 41,73% da expressdo fenotipica do carater. Esses resultados indicam
que os marcadores polimdrficos explicaram uma parte consideravel da varia¢ao
fenotipica, portanto estdo associados a QTLs de grande efeito, considerando que
somente dois marcadores foram utilizados. Outro fato importante ¢ que os
efeitos dos marcadores foram validados em compara¢do com o estudo original,
quando eles foram identificados por Garcia et al. (2012), mesmo em populagdo
diferente. Isso indica que os QTLs foram relativamente estaveis. Entretanto, de
acordo com Garcia et al. (2012) o marcador PV 141 explicou 19,24% na F,4e o
marcador X04001 explicou entre 21,36% e 12,34%, na Fyy e Fys,
respectivamente. Esses autores observaram que o marcador X04001 encontra-se
a 11,7 cM de distancia com o QTL, ja o marcador PV 141 estd localizado a
17,6 cM em relagdo ao pico do QTL e apresentaram intervalos de 25,8 cM e

29,8 cM, respectivamente.
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O fato de a aglio simultdnea dos marcadores corresponder a soma dos
seus efeitos individuais, sugere que esses QTLs apresentam segregacdo
independente. Portanto, essa observagao ¢ apoiada pelo estudo de Garcia et al.
(2012), segundo o qual o marcador X04001 e PV141 estdo localizados nos
grupos de ligag¢do 1 e 9, respectivamente (Tabela 1A).

O ganho alcancado com a SAM por meio da associagdo por marcas
simples foi de 7,05%, o que corresponde a um aumento em 14,88% em relacdo a
média das 192 progénies e representa 34,19% do ganho obtido com a selegdo
fenotipica. Provavelmente se maior numero de marcadores pudesse ter sido
utilizado, o ganho com a selecdo assistida seria maior. Além disso, ¢ importante
notar que embora esses QTLs tenham sido identificados em genitores diferentes
e tenham se expressado em ambientes diversos ao desse estudo, eles mostraram-
se estaveis e, portanto, Uteis para selecdo assistida em nivel de plantas
individuais, como F,. Pois, ha até efeitos maternos na expressdo fenotipica do
carater. Assim, por essas razdes, a selecdo fenotipica foi mais eficiente do que
assistida. A baixa eficiéncia da sele¢@o assistida devido ao emprego de um
nimero reduzido de marcadores polimdrficos foi também relatada por Pereira
(2006). Por isso, sempre que possivel, a utilizagdo de maior nimero de
marcadores polimorficos para SAM ¢ desejavel.

Como o DNA foi extraido em plantas individuais da gera¢do F,, a
selecdo de plantas portadoras de trés ou mais alelos favoraveis tem mais
possibilidades de originar linhagens com maior porcentagem de cozimento.
Neste contexto, das 192 progénies avaliadas por marcadores, 76 apresentaram
maior numero de marcas favoraveis, por isso, foram selecionadas. Dentre 76
progénies com marcadores favoraveis, 30 progénies tiveram quatro alelos
favordveis e 46 progénies apresentaram trés alelos favordveis. Deve ser
ressaltado que as plantas selecionadas correspondem a intensidade de selecdo de

40%, esta quantidade ¢ razodvel ja que se trata da selegdo assistida por
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marcadores, pois permite a aplicacdo de fraca intensidade de sele¢@o e isso
possibilita praticar sele¢do para outros caracteres € continuar a obter ganho.

O ganho com a selecdo de 76 progénies, por marcadores, pelo método de
coincidéncia foi de 7,81%. Com a selecdo fenotipica, quando aplicada a
intensidade de selecdo de 40% o ganho obtido foi de 12,54%. Desse modo, a
SAM pelo método de coincidéncia apresentou a eficiéncia de 62,28%, que pode
ser considerada alta, levando-se em conta o pequeno numero de marcadores
utilizados e também ao fato dela ter sido realizada em planta F, em um carater

influenciado em parte por efeito materno.
5.3 Comparacio da seleciio assistida por marcadores de DNA e fenotipica

E importante observar que com a selecdo assistida por marcadores
utilizando o indice derivado por Stromberg, Dudley e Rufener (1994), ou seja,
associando a informag@o da marca com o fendtipo, a eficiéncia relativa foi de
34,19%. Embora tenha alcan¢ado algum ganho (Tabela 4), a SAM foi menos
eficiente; sendo preferivel a selegdo fenotipica. Pelo método proposto por
Hamblin e Zimmermann (1986), que consiste na andalise da coincidéncia das
progénies selecionadas por marcas com as selecionadas fenotipicamente, a
eficiéncia relativa foi de 62,28%, apesar de ser alta ela é inferior a sele¢do
fenotipica . Observa-se que o método de Hamblin ¢ Zimmermann (1986)
permitiu um incremento 28,11% em relagdo ao método proposto por Stromberg,
Dudley e Rufener (1994); esse aumento era esperado, pois, no primeiro método
foi utilizada a herdabilidade cuja magnitude ¢ alta (93,15%) e no segundo, foi
usado o coeficiente de determinagdo baixo (41,73%).

Mesmo utilizando apenas dois marcadores, como no presente trabalho,
tomando em conta que o carater apresenta o efeito materno (necessita de mais

uma geracgdo para avaliar) e sua avaliagdo fenotipica é laboriosa e realizada no
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fim do ciclo, ainda é compensador praticar a sele¢do assistida em plantas F,.
Nesse caso, poder-se-ia praticar a sele¢do assistida em 1000 ou mesmo mais
plantas F,, aplicando intensidade de selecdo fraca, selecionando uma proporg¢ao
maior de plantas, por exemplo, de 10 a 30%; escolhendo-se aquelas com o
maximo de marcadores favoraveis. Esse procedimento permitiria reduzir o
numero de progénies a serem avaliadas, entre as quais se espera a grande
maioria com boa capacidade de cozimento. Além disso, entre elas seria possivel
praticar a sele¢@o para outros caracteres agrond0micos € comerciais importantes.
Aplicando esse principio neste trabalho, que é o que ocorre na pratica
com os melhoristas, e selecionando 10% em 76 plantas previamente
selecionadas por marcadores, o ganho obtido foi de 15,79%. Considerando que
inicialmente foram selecionadas 76 plantas F, somente com base no marcador o
ganho foi de 7,81%, assim, o ganho total com a sele¢do de 8 plantas (10% em 76
plantas F,) ¢ de 23,60 e corresponde a soma do ganho obtido com a selecdo de
76 plantas com 8 plantas todas da F,. Comparativamente a 20,62% alcangado
com a selec@o fenotipica com intensidade de 10% realizada somente uma vez em
192 progénies. Entretanto, houve aumento de 2,98% pois, com a selecdo de 76
plantas seguidas da sele¢do de 8 plantas o ganho foi de 23,60%, apesar disso, a
selecdo somente com base em marcadores, ou seja, sem dados fenotipicos,
provavelmente ndo pudesse registar este aumento, pois a probabilidade de se
selecionar as 8 melhores em 76 plantas ¢ 0,05%, portanto, € muito baixa. Deve
notar-se que a herdabilidade em 192 progénies foi de 93,15%, portanto, em 76
progénies a herdabilidade reduziu para 89,33%. A redugdo que ocorreu foi
devido a problema de amostragem, ou seja, devido a redugdo do tamanho da
populacdo. No entanto, a redugdo foi muito pequena, o que mostra a enorme
variacéo genética na populagdo de progénies e também ¢ uma indicacdo de que o

numero de QTLs (genes) segregantes ndo € muito grande.



65

6 CONCLUSOES

A selegdo assistida por marcadores de DNA apresentou ganho
equivalente a 62,28% da sele¢do fenotipica, devido a pouca disponibilidade de
marcadores polimorficos. Assim, um procedimento recomendavel ¢ o uso de
marcadores em plantas F, para eliminar aquelas menos promissoras e a selecdo
fenotipica para outros caracteres na populacdo de progénies previamente

selecionada.
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Tabela 1A. Primers SSR e RAPD utilizados, temperaturas de anelamento (TA),
padrio de bandas (PB) encontrado, referéncias da identificagdo dos
QTLs ligados ao tempo de cozimento, grupos de ligacdo (GL) e

QTLS respectivos.

TA PB Referéncia do primer e de QTL
Primers (°O) QTLs GL
BM200 58-60 M  Garciaet al. (2012) 1 Ctl.2
BM 202 58-60 M  Garcia et al. (2012) 9 Ct9.2
PVESTBR270 60-60 M  Garcia et al. (2012) 1 Ctl.3
PvM34 55-55 M Garcia et al. (2012) 9 Ct9.1
IAC28 48-48 M  Garcia et al. (2012) 1 Ctl.1
PV 131 58-60 M  Garcia et al. (2012) 9 Ct9.1
PV 141 55-55 P Garcia et al. (2012) 9 Ct9.2
X04001 55-55 P Garcia et al. (2012) 1 Ctl.1
X 13329 58-60 M  Garcia et al. (2012) 1 Ctl.3
PVESTBR 272 60-60 M  Garcia et al. (2012) 9 Ct9.3
F
X80051 46-46 M  Garcia et al. (2012) 9 Ct9.3
UNAM 16' 37 M Jacinto-Hernandez et al. (2003) N. D N.D

" Todos os marcadores sdo microssatélites exceto o UNAMI6 que é RAPD; M —
monomorfico; P-polimoérfico em pelo menos um dos genitores; N.D — informag@o nio

disponivel.



