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RESUMO

A obtencdo de plantas que reunam o maior niimero possivel de alelos
favoraveis e que confere melhor adaptagdo as condi¢des ambientais € sem
duvida o objetivo primordial da maioria dos programas de melhoramento. Na
selecdo de gendtipos superiores deve-se considerar varios caracteres
conjuntamente e, principalmente, identificar o melhor método para condugdo
dessas populacdes segregantes. A conducdo de populagdes segregantes ¢
considerada a fase mais critica, laboriosa e onerosa de um programa de
melhoramento. Por isso, os objetivos deste trabalho foram: verificar o efeito de
diferentes métodos de condugdo da populacdo segregante de feijoeiro nas
alteragdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas de marcadores RAPD; estimar
parametros genéticos com informagdes de marcadores; verificar se eles explicam
a variagdo na produtividade de grdos. Para isso foram utilizados os dados
obtidos por meio de marcadores RAPD, referentes a 56 progénies conduzidas
pelo método genealdgico, 55 pelo método da populagdo, 61 pelo método “bulk”
dentro de progénies F,, 58 pelo método "bulk" dentro de progénies F; e 62 pelo
método de Descendéncia de uma Unica Semente (SSD), resultantes do
cruzamento Carioca x Flor de Mayo, e avaliados quanto a produtividade de
graos em F, e Fs por Raposo (1999). Foram identificadas as proporg¢des
fenotipicas por loco em F, e testadas aquelas que se desviaram a partir das
freqliéncias esperadas. Foram estimadas também as freqiiéncias alélicas, os
coeficientes de adaptabilidade acumulados de F, a F, de AA ¢ aa, e os
coeficientes de herdabilidade no sentido restrito{#2} por loco RAPD. Constatou-

se que todos os métodos de condugdo de populagdo segregante sofreram
alteragdes particulares nas freqiiéncias alélicas e que a selegdo natural atuou com
mais intensidade no método do “bulk”, preservando seu potencial para liberagdo
do maximo de variabilidade genética.

Palavras-chave: RAPD. Freqiiéncia alélica. Herdabilidade restrita. Coeficiente
de adaptabilidade. Conducao de populagdes.



ABSTRACT

The production of lines that meet the highest possible number of
favorable alleles that provide better adaptation to environmental conditions is
undoubtedly the primary purpose of most breeding programs. In the selection of
superior genotypes several characters should be considered, and especially
identify the best method for conducting the segregating populations. Conducting
the segregating populations is the most critical, laborious and costly phase to a
breeding program. Therefore, the objectives were: determining the effect of
different methods of conducting the segregating population in changing the
allele and genotype frequencies of RAPD; estimating genetic parameters using
marker informations and check if they explain the variation in grain yield. We
used RAPD data from 56 progenies conducted by the pedigree method, 55
progenies conducted by the traditional bulk method or population method, 61
progenies conducted by the method "bulk" within F, progenies, 58 progenies
conducted by the method "bulk" within F5 progenies and 62 progenies conducted
by the method single seed (SSD). All progenies are derived from the Carioca x
Flor de Mayo, and evaluated for grain yield in the F4 and Fs by Raposo (1999).
We identified the phenotypic proportion per locus in F, generation and tested
those who deviated from the expected frequencies. We also estimated the allele
frequencies, the coefficients of accumulated adaptability from F, to F4 of AA
and aa, and the the narrow sense coefficient of heritability (h%) per RAPD locus.
It was found that all methods of conducting segregating population had
particular effect on changing the allele frequencies. Also natural selection acted
on the bulk method, preserving its potential to release the maximum genetic
variability like happened when it was evaluated through grain yield.

Keywords: RAPD. Allele frequency. Narrow sense heritability. Coefficient of
adaptability. Conducting populations.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O aumento de produtividade das espécies cultivadas mais conhecidas
tem sido o principal responsavel no atendimento & demanda crescente de
alimentos e outros produtos agricolas no mundo. Varios fatores contribuiram
para esse aumento e nesse sentido o melhoramento genético merece destaque.
Na historia do melhoramento de plantas o homem vem praticando selecdo desde
o inicio da agricultura. No entanto, o melhoramento como ciéncia desenvolveu-
se de forma mais acentuada a partir do século XX, gracas ao uso dos
conhecimentos de genética. Em conseqiiéncia, a partir do uso da ciéncia no
melhoramento, foram conseguidos ganhos mais significativos em menor tempo.
Dentro desse contexto, tem-se, o feijao (Phaseolus vulgaris L.) que é uma das
culturas mais difundidas no mundo, representando metade dos graos das
leguminosas consumidas, sendo uma das principais fontes calérico-protéica para
uma populagdo de mais de 500 milhdes de pessoas, com predominancia para as
regides menos desenvolvidas do planeta (CARVALHO et al., 2008; ELIAS et
al., 2007).

No melhoramento dessa cultura normalmente se fazem cruzamentos bi-
parentais visando combinar alelos favoraveis em descendentes recombinantes. A
selegdo das progénies recombinantes, especialmente para os caracteres
quantitativos, ¢ feita em geragdes avancadas de autofecundagdo. Para se chegar a
essas geracgoes ha diversos procedimentos de conducao da populacio segregante,
entre eles tem-se: método da populagdo ou “bulk”, genealdgico, “bulk™ dentro
de progénies e Descendéncia de uma Unica Semente (SSD). Cada método leva a
alteragdes na constituicdo genética da populagdo, ndo s6 pelo efeito de

amostragem, mas principalmente, pelas intensidades varidveis que as selegdes



12

natural e artificial atuam (FEHR, 1987, RAMALHO; SANTOS;
ZIMMERMANN, 1993; RODRIGUES; SANTOS, 2006).

Nesse contexto ¢ importante identificar o método de condugdo da
populagdo segregante que libera maior variabilidade para assegurar maior
sucesso com a selegdo de linhagens. Essa avaliagdo normalmente ¢é feita por
meio dos caracteres agronomicos das linhagens derivadas dos diferentes
métodos para se julgar qual é o mais promissor (RAPOSO, 1999). Entretanto,
essa avaliagdo depende de se testar grande numero de progénies em
experimentos com repeticdes. Alternativamente, pode-se ter idéia da
constituicdo genética da populagdo segregante, conduzida por diferentes
métodos, utilizando-se de informagdes de marcadores de DNA, especialmente os
marcadores de QTLs dos caracteres de interesse. Tais marcadores, ao amostrar o
genoma, podem fornecer informagdes sobre a populagdo, relacionadas aos
caracteres de interesse e ao potencial da populacdo para selegao.

Dentre os marcadores moleculares baseados em PCR (Polymerase Chain
Reaction), o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) apresenta
vantagem por aliar baixo custo, alto grau de polimorfismo e simplicidade,
viabilizando obter grande numero de bandas. O problema de repetibilidade desse
marcador ¢ minimizado com a escolha de bandas fortes e com padrdes comuns
em varios genotipos, sob as mesmas condi¢des de reacao.

Com base no exposto, este trabalho teve como principais objetivos:

a) Verificar o efeito de diferentes métodos de condugdo da populagdo
segregante nas alteracdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas de
marcadores RAPD;

b) Estimar parimetros genéticos com informagdes de marcadores e
verificar se eles explicam parte das variagdes na produtividade de

graos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais sobre o feijao

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), domesticado no México ha 7 (sete)
mil anos (VIEIRA, 1967), tem sua importancia tdo antiga que relatos histdricos
de cerca de 1.000 a.C., fazem referéncias aos feijoes na Idade do Bronze, na
Suica, entre os Hebraicos e ruinas da antiga Troia revelaram evidéncias de que o
feijdo era o prato favorito dos robustos guerreiros troianos (YOKOYAMA,
2002).

A distribuicdo dos feijdes pelo mundo ¢ atribuida, pela maioria dos
pesquisadores, a ocorréncia das guerras, visto que este alimento fazia parte
essencial da dieta dos soldados em marcha. A difusdo do uso e cultivo desta
espécie para as mais remotas regides do planeta foi auxiliada pelos grandes
exploradores, ap6s o descobrimento da América (ZIMMERMANN; TEIXEIRA,
1996).

Atualmente, o feijdo ¢ um dos alimentos mais importantes para a
maioria das populagdes dos paises em desenvolvimento por ser a principal fonte
de proteina e de valor mais acessivel. Devido a sua ampla adaptagdo, ele ¢é
cultivado e consumido em todos os continentes, principalmente no Continente
Americano, sendo um dos componentes principais da dieta alimentar. Dai o seu
destaque sob o ponto de vista econdmico e principalmente social.

No Brasil, ao compor a dieta basica da populagdo, tanto do ponto de
vista social quanto econdmico, a cultura ¢ extremamente importante. Segundo
Lollato, Sepulcri e Demarchi (2001), o consumo anual por habitante, que na
década de 70 girava em torno de 27 kg, caiu para 15 kg /habitante nos anos 80 e
na década de 90 mostrava lenta recuperagdo, chegando a 17,3 kg/habitante/ano.

Nos tultimos 10 anos, a area cultivada tem permanecido acima de 5 (cinco)
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milhdes de hectares, produzindo em média 2,6 milhdes de toneladas, das quais
80-85% sdo de feijao de cor. No feijdo de cor, o Brasil é auto-suficiente. No
feijao preto, a produgdo nacional ¢ insuficiente para suprir o consumo, estando
centralizada nos estados do Rio de Janeiro, Parana ¢ Rio Grande do Sul, sendo
por isto costumeiramente importado, principalmente da Argentina. Além do
Parana, que ¢ o principal Estado produtor, os outros produtores importantes sao:

Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina.

2.2 Aspectos botanicos da cultura

O feijado comum pertence a classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae,
ordem Fabales e familia Fabaceae (SILVA; COSTA, 2003). E uma espécie
diploide, com 2n = 2x = 22 cromossomos (SINGH; SINGH; SINGH, 1991). O
género Phaseolus ¢ originario do Continente Americano (SINGH, 2001a) e
compreende 50 espécies (DEBOUCK, 1991; ZIZUMBO-VILLARREAL et al.,
2005).

Destas, apenas cinco foram domesticadas: feijao comum (P. vulgaris
L.), feijao de lima (P. lunatus L.), feijao ayocote (P. coccineus L.), feijao tepari
(P. acutifolius A. Gray) (GEPTS; DEBOUCK, 1991; SINGH, 2001la), e
P.dumosus (antigo P. polyanthus Greeman) (GEPTS, 2005).

As espécies de Phaseolus estdo distribuidas em todo o mundo e, além de
cultivadas nos tropicos, também se desenvolvem em zonas temperadas dos
hemisférios Norte e Sul (SILVA; COSTA, 2003). Entre elas, P. vulgaris L. ¢ a
mais cultivada, ocupando mais de 85% da area de produgdo semeada com todas
as espécies de Phaseolus no mundo (SINGH, 2001b).

O feijoeiro pode ser plantado em locais variando de 52° de latitude norte
a 32° de latitude sul e mesmo a altitudes superiores a 3.000 m. Porém, adapta-se

melhor as zonas altas dos tropicos e as zonas temperadas, podendo ser cultivado
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nos tropicos umidos, semi-aridos ¢ até mesmo em regides de clima frio, com
periodo vegetativo que pode variar de menos de 70 a mais de 200 dias
(SCHOONHOVEN; VOYSEST, 1991).

O feijoeiro comum apresenta folhas trifolioladas alternas; a
inflorescéncia ¢ um racimo que pode ser axilar ou terminal. As plantas so
classificadas, basicamente, de acordo com o hébito de crescimento, podendo este
ser determinado ou indeterminado. O habito de crescimento ¢ definido pelo
crescimento do caule ¢ habito de florescimento da planta, entre outras
caracteristicas. As plantas de habito de crescimento determinado desenvolvem
inflorescéncia no apice do caule ¢ dos ramos laterais, apresentam numero
limitado de nds, e o florescimento ocorre do apice para a base da planta. Nas
plantas de habito de crescimento indeterminado, os meristemas apicais do caule
e dos ramos laterais continuam vegetativos durante o florescimento, que ocorre
da base para o apice da planta, e as inflorescéncias se desenvolvem nas axilas
das folhas (SILVA, 2005). Os hébitos de crescimento podem ser classificados
em quatro tipos principais: tipo I, plantas de crescimento determinado e
arbustivo; tipo II, plantas de crescimento indeterminado e guia curta; tipo III,
plantas de crescimento indeterminado e guia longa; e tipo IV, semelhante ao tipo
111, porém, com plantas mais voliiveis e com internoédios mais longos (SANTOS;
GAVILANES, 2006).

Quanto ao porte da planta, este pode ser ereto, quando o caule possui
posigdo vertical e o angulo formado com os ramos ¢ inferior a 90°; semi-ereto, o
caule mantém a posicao vertical, porém o angulo ultrapassa os 90°; e prostrado,
o caule apresenta-se inclinado, tendendo a prostrar-se sobre o solo, e o angulo
formado pelo caule e os ramos atinge aproximadamente 120° (SILVA, 2005).

A flor ¢ do tipo papilionacea, apresenta calice gamossépalo e
campanulado, e corola composta por cinco pétalas: uma mais externa ¢ maior

denominada estandarte; duas laterais menores, chamadas asas; e duas inferiores,



16

fusionadas, denominadas quilha. A disposicdo de seus orgdos reprodutores
favorece a autofecundacgdo; as anteras sdo deiscentes e estdo situadas no mesmo
nivel do estigma e envolvidas completamente pela quilha; a polinizagdo ocorre
no momento ou pouco antes da antese, o que caracteriza a cleistogamia na
espécie (SANTOS; GAVILANES, 2006). Apesar de ser uma espécie autdogama,
pode apresentar taxa de fecundacdo cruzada de aproximadamente 3%, e
dependendo de fatores, como umidade ambiental, temperatura, distincia de
semeadura entre as cultivares, coincidéncia e duragdo do periodo de
florescimento, atividade de insetos polinizadores e tamanho de flor, pode atingir
valores mais elevados (MARQUES JUNIOR; RAMALHO, 1995).

Em relagdo a cor, a flor pode ser branca, rosa ou violeta, uniforme para
toda a corola ou desuniforme, apresentando estandarte e asas com diferente
coloragdo ou intensidade de cor (SILVA, 2005).

O fruto ¢ um legume, denominado vagem, constituido de duas valvas
unidas por duas suturas. A semente do feijoeiro ¢ exalbuminosa, ou seja, sem
albume. O tegumento das sementes apresenta ampla diversidade de cores,
variando do preto ao branco, bege, amarelo, marrom, vermelho, réseo, podendo
ter coloragdo uniforme ou apresentar estrias, manchas ou pontuagdes; e ser
opaco, brilhoso ou de brilho intermedidrio com presenga ou auséncia de halo

(DEBOUCK, 1991; SANTOS; GAVILANES, 2006; SILVA, 2005).

2.3 Origem, domesticacao e diversidade

Formas silvestres de feijoeiro comum sdo consideradas como ancestrais
das atuais formas cultivadas. Ocorrem em regides montanhosas do norte do
Meéxico (Chihuahua) ao norte da Argentina (San Luis), em altitudes de 500 a
2.000 m. As formas silvestres de feijdo comum foram descritas inicialmente, nos

Andes, por Burkart em 1941, 1943 e 1952 e, na Guatemala, por MacBryde em
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1947 (GEPTS; DEBOUCK, 1991). As formas silvestres produzem hibridos
viaveis com as formas cultivadas e, portanto, sdo consideradas como
pertencentes & mesma espécie bioldgica.

Informacdes baseadas em dados moleculares, como isoenzimas,
faseolina (SINGH; SINGH; SINGH, 1991) e marcadores (ALZATE-MARIN et
al., 2005) indicam que o conjunto génico de P. vulgaris L. consiste de dois
grupos principais, 0 Mesoamericano, que inclui populagdes no México, América
Central e Colombia, e o Andino, que inclui popula¢des no sul do Peru, Bolivia e
norte da Argentina (DEBOUCK et al., 1993).

Um terceiro grupo de feijdes silvestres, encontrado no Equador e norte
do Peru, parece ser intermediario entre os grupos Mesoamericano e Andino,
tanto em termo geografico quanto molecular. Este grupo apresenta uma
combinagdo de isoenzimas dos outros dois grupos e um tipo de faseolina (I) ndo
encontrado em outros materiais de feijao silvestre ou cultivado (DEBOUCK et
al., 1993). Kami et al. (1995) relatam que a variabilidade em informacao de
seqiiéncia de DNA para o locos faseolina sugere também que as populacdes
Mesoamericanas ¢ Andinas sdo derivadas das populagdes intermediarias. E que,
seguindo a dispersdo dos feijoes silvestres da area central no Equador e no norte
do Peru para as direcdes norte e sul, dois grupos distintos geograficamente
foram estabelecidos, nos quais a diversificagdo ocorreu em nivel molecular e
fenotipico.

Embora a separagdo geografica ndo tenha ainda sido datada, as
populacdes Andinas e Mesoamericanas estdo separadas por tempo suficiente
para o isolamento reprodutivo parcial baseado na complementagdo de pares de
genes (SINGH; MOLINA, 1996).

Estudos indicam que a divergéncia entre os feijoes Andinos e
Mesoamericanos ocorreu anteriormente a domesticacdo. A espécie possui

multiplos locais de domesticagdo por toda sua extensdo de distribuicdo na
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América do Sul Andina e América Central (SINGH; SINGH; SINGH, 1991),
sendo a Bolivia possivelmente um centro de domesticagdo primaria do grupo
Andino (BEEBE et al.,, 2001). Dentre as principais caracteristicas que
distinguem os feijoes cultivados Mesoamericanos ¢ Andinos, estdo o tamanho da
semente e o tipo de proteina faseolina presente na semente. O grupo Andino é
caracterizado por apresentar sementes de tamanho médio, grande e faseolinas do
tipo T, C, H, e A. O tipo mesoamericano caracteriza-se por apresentar sementes
pequenas (peso de 100 sementes com peso menor ou igual a 25 g) e faseolinas
do tipo S, Sb, Sd e B (SINGH; SINGH; SINGH, 1991).

O germoplasma de P. vulgaris foi classificado por Singh, Singh e Singh
(1991), com base em critérios morfologicos e ecoldgicos, em seis ragas
ecogeograficas: ragas Chile, Nueva Granada e Peru, de origem Andina; e ragas
Durango, Jalisco e Mesoamérica, de origem Mesoamericana. Entretanto, Beebe
et al. (2000) relataram que um grupo de acessos de plantas trepadeiras da
Guatemala ndao foi agrupado com nenhuma raca definida anteriormente,
indicando a existéncia de diversidade adicional dentro das ragas
Mesoamericanas.

Algumas dessas ragas t€ém sido dispersas para outros continentes ou
regides, incluindo o Brasil, tal que a produgdo de feijdo ¢ agora muito mais

importante fora dos centros de domesticacdo que dentro destes (GEPTS, 2005).

2.4 Melhoramento do feijoeiro

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

destaque para o melhoramento genético (VENCOVSKY; RAMALHO, 2000).
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O melhoramento genético do feijoeiro no Brasil ¢ realizado
principalmente por instituigdes publicas, concentrando-se nas Regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste. Alguns objetivos s@o comuns aos programas,
destacando-se boa qualidade comercial e culinaria dos grdos; resisténcia a
doencas, especialmente antracnose ¢ mancha angular, porte ereto e alta
produtividade (CARNEIRO, 2002).

O feijoeiro comum ¢ considerado uma espécie autégama, pois apresenta
taxas de fecundacdo cruzada inferiores a 5%, ou seja, ha predominio da
autopolinizagdo e deste modo, nos programas de melhoramento dessa cultura,
busca-se a obtencdo de linhas homozigotas com caracteristicas superiores as
existentes em cultivo. Considerando que se deseja reunir alelos favoraveis
presentes em varios gendtipos, o melhoramento do feijoeiro baseia-se
principalmente na hibridacdo de cultivares e/ou linhagens com a finalidade de
gerar populagdes segregantes, nas quais se procede a selecdo das melhores
linhagens (ROCHA et al., 2009; ZIMMERMANN et al., 1996).

Quando o objetivo ¢é a selecdo para caracteres de alta herdabilidade, ela
pode ser realizada massalmente em F,. Porém, a maioria dos caracteres
agronomicos ¢ de controle genético quantitativo e a sele¢do ¢ mais eficiente
quando se avaliam progénies em experimentos com repeticdo. Assim, a
populagdo segregante deve ser conduzida, por autofecundagado, as geracdes mais

avangadas até F, ou Fs. Para a condugao da populacao ha varios procedimentos.

2.4.1 Método de conducao das populagdes segregantes

A condugdo das populagdes segregantes ¢ considerada a fase mais
critica, trabalhosa e onerosa de um programa de melhoramento (ALMEIDA;
KITHL; ABDELNOOR, 1997; MALLMANN; SANTURIO; WENTZ, 1994) ¢

seu objetivo ¢ selecionar no final do processo gendtipos homozigdticos, em
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todos os locos (linhagens), com alelos favoraveis no maior nimero de locos
possiveis (ABREU, 1997). Fouiloux e Bannerot (1988) classificaram esses
métodos de condugdo de populagdes segregantes em duas categorias distintas. A
primeira categoria ¢ aquela que nao separa as fases de endogamia e selecao, e ja
a partir da geracdo F, quando ja existe variabilidade, inicia-se a sele¢do, que
continua no decorrer das sucessivas geracdes de endogamia. Um método que se
inclui nesta categoria, € o genealdgico (pedigree). A segunda categoria ¢ aquela
que separa essas duas fases, ou seja, a selecdo so se inicia apos a maioria dos
locos estar em homozigose e, nessa categoria inclui-se os métodos da populagio
(“bulk”), Descendéncia de uma Unica Semente (SSD — Single Seed Descent) e o
método do “bulk” dentro de progénies (CARNEIRO, 2002; RAMALHO;
SANTOS; ZIMMERMAN, 1993).

2.4.2 Método genealégico

Também descrito como método do pedigree, foi proposto por Hjaman
Nilson, mas foi Love, em 1927, o primeiro a apresentar uma descrigdo completa
do método (BOREM, 1997; RAPOSO, 1999).

O principio do método genealdgico € a selecdo individual de plantas, na
populacao segregante, bem como a avaliagdo de cada progénie separadamente.
Os individuos selecionados sdo avaliados pelo teste de progénie e, desta forma, a
selegdo ¢ feita baseando-se no genotipo desses individuos. O método inicia-se a
partir da geracdo F,, que deve ser conduzida em condigdes representativas de
cultivo. As plantas F, que se apresentam fenotipicamente superiores sio
selecionadas e os descendentes de cada uma constituem uma progénie F,.;, que é
semeada em linha. Nesta geragdo, procede-se a avaliacdo visual das progénies
superiores e das melhores plantas dentro dessas progénies. Cada planta F,3,

selecionada, sera conduzida em fileiras na proxima geracao (Fs.4). O processo se
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repete nas demais geracdes até que se atinja o nivel esperado de homozigose, em
geral em F5 ou Fg Ao final do processo colhem-se as linhagens individualmente
e elas serdo entdo avaliadas em experimentos com repeticdo (CARNEIRO,
2002). A variabilidade entre progénies aumenta e dentro de progénies diminui,
por isso, no método genealdgico sé se justifica a selecdo dentro de progénies até
a geracdo Fs (RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2003; RAMALHO; SANTOS;
ZIMMERMANN, 1993). Esse método provavelmente ¢ o mais empregado pelos
melhoristas de plantas autdgamas e apresenta uma série de vantagens, tais como:
controle do grau de parentesco entre as selecdes, descarte de individuos
inferiores de geragdes precoces e utilizagdo de dados obtidos para estudo
genético. Esse método também apresenta desvantagens, tais como a exigéncia de
uma elevada demanda de mao-de-obra e campo experimental, principalmente
para a identificagdo de cada planta selecionada. Sua principal desvantagem ¢ o
fato de que a selecdo ¢ feita apenas visualmente, o que requer pessoal altamente
qualificado, além de caracteres de alta herdabilidade e pouco influenciados pelo
ambiente, para que o método se mostre eficiente (BOREM, 1997; CARNEIRO,
2002; CUTRIM; RAMALHO; CARVALHO, 1997; SILVA et al, 1994).
Sobretudo, vale lembrar que a grande parcela de trabalho para a identificacdo da
genealogia de cada planta ndo resulta em grande beneficio pratico, ja que o
principal objetivo ¢ a selecdo de linhagens que retinam os fendtipos desejaveis.
Salvo quando se trata de estudos sobre a constituicdo genética e origem das

populacdes (FEHR, 1987).

2.4.3 Método da populacao

Também conhecido como método “bulk”, foi inicialmente proposto por
Nilson-Ehle, em 1908 na Suécia, para a cultura do trigo (ELLIOTT, 1958).

Primeiramente, percebeu-se que o método permitia o cultivo de grandes
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populagdes sem muito esforco, aumentando assim a oportunidade de
selecionarem plantas com alta produtividade. Esse método encontra-se descrito
em varios estudos de métodos de melhoramento, como por exemplo Allard
(1971), Borém (1997), Carneiro (2002), Elliott (1958) e Fehr (1987).

O desenvolvimento desse método inicia-se com o cruzamento de dois ou
mais genitores selecionados, conforme os objetivos do programa. As plantas F,
sdo conduzidas de forma a produzir muitas sementes. As sementes F, sdo
agrupadas e utilizadas para a obteng@o da populacdo F, (“bulk aberto), que deve
ser tdo grande quanto possivel. Colhem-se sementes F; em um s6 lote e elas sdo
utilizadas para se obter a geracdo seguinte. O procedimento é repetido até que se
obtenha o nivel de homozigose desejada (Fs ou F5), dependendo do melhorista e
da natureza do cruzamento. Assim, o0 método baseia-se na associagdo entre a
capacidade de competicdo ou agressividade dos individuos e a produtividade,
pois as geracdes segregantes submetem seus integrantes a uma competicao,
devido a pressdo de selecdo natural, havendo pequena ou nenhuma selecdo
artificial (BOREM, 1997).

A selecgdo natural, dependendo do carater pode atuar na dire¢do desejada
dos melhoristas (CORTE, 1999; GONCALVES, 2000; RAMALHO; ABREU;
SANTOS, 2003; RODRIGUES, 2004). Nesse processo, durante a conducdo das
geragdes segregantes ¢ recomendado praticar selegdo artificial em caracteres de
alta herdabilidade, ajudando assim a atuagdo da selecdo natural (GONCALVES,
2000).

As principais vantagens desse método sdo: economia da mao-de-obra;
baixo custo; possibilidade de condug@o de um grande niimero de populagdes; e
aumento da propor¢ao de individuos mais adaptados e competitivos (ALLARD,
1971). Como desvantagens, podem ser citados: a inadequagdo para espécies cujo
produto comercial ndo seja a semente; a impossibilidade de uso da casa de

vegetacdo para acelerar o processo; o ndo controle do pedigree; e riscos de
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perdas de gendtipos desejaveis com baixa capacidade de competi¢do, além das

perdas de combinacdes genotipicas devido a amostragem (BOREM, 1997).

2.4.4 Método descendéncia de uma Unica semente

O método SSD (Single Seed Descent ou Descendente de uma Unica
Semente), consiste em técnica de avango de geracdes, apds cruzamento,
coletando-se uma semente por planta, sem efetuar selecdo nas geracdes iniciais
de autofecundagdes, para aumento de homozigozidade nos descendentes e
obten¢ao de linhagens.

A principal caracteristica desse método ¢ a reduc@o do tempo requerido
para a obtencdo de linhagens homozigoticas, por meio do avango das geragoes
fora da época normal de semeadura da cultura durante todo ano. Nesse método,
o processo de avaliacdo de selecdo de gendtipos so se inicia apds a obtencdo das
linhagens em homozigose. Os individuos podem ser conduzidos em casa de
vegetagdo, uma vez que apenas uma semente por plantas ¢ utilizada para se obter
a geragdo seguinte. Portanto, uma das principais caracteristicas desse método ¢é a
separacdo da fase de aumento da homozigose da fase de selegdo. Assim, as
populagdes segregantes ndo precisam ser conduzidas no ambiente similar ao
qual a futura cultivar sera utilizada (BOREM, 1997). Esse método consiste
basicamente em tomar de cada planta da geracdo F,, uma Unica semente para
formar a geragdo seguinte, geralmente até Fs ou F; (CASTANHEIRA, 2001).

As vantagens desse método sdo: o fornecimento de maxima variancia
genética entre linhagens na populagdo final; possibilidade de atingir o nivel
desejado de homozigose rapidamente; facil conducdo com a ndo exigéncia de
um registro de genealogia; pode ser conduzido fora da area de adaptagdo; requer
pouca mao de obra e pequena area de plantio; colheita rapida com menos

esforco. E suas principais desvantagens sdo: menos opc¢do de selecdo nas
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geracdes precoces; ¢ ndo atuagdo da selecdo natural. Entretanto, no Brasil
pressupondo a existéncia de irrigacdo, o feijao pode ser cultivado durante todo o
ano na maioria das regides. Desta forma, a principal vantagem deste método em
relagdo a outros, que é o avango rapido das geragdes, deixa de existir (BOREM,

1997; CARNEIRO, 2002).

2.4.5 Método “bulk” dentro de progénies

Este método foi primeiramente, proposto por Frey (1954), e associa os
métodos genealdgicos e da populacdo. Com isso esperava-se diminuir o efeito de
amostragem, que ¢ um problema comum no método da populagdo e, também
tornar o método genealdgico mais barato e menos trabalhoso (RAPOSO, 1999).

Por esse método, pode-se obter plantas individuais a partir da populacao
base, e cada planta dard origem a uma progénie. As sementes provenientes de
cada progénie serdo misturadas e com elas se obt€ém a préxima geracdo de
endogamia. Na Universidade Federal de Lavras, esse método ¢ empregado no
melhoramento de feijoeiro com algumas modificagdes. Uma delas, esta
relacionada com a abertura do “bulk” (obtengdo de progénies), que ¢é feita na
geragdo F, ou F; (CASTANHEIRA, 2001).

A principal vantagem deste método ¢ a redugdo nas perdas por
amostragem e outro fator vantajoso € que a selegdo ¢ feita baseada em resultados
experimentais e ndao apenas visualmente. Além do mais, a sele¢do das progénies
¢ feita utilizando-se experimentos conduzidos por mais de uma geracdo e em
diversos locais. Em sintese, a selecdo ¢ feita baseada na performance média das
progénies obtidas de varios experimentos. Isso atenua o efeito da interagdo
genotipos x ambientes (RAMALHO; SANTOS; ZIMERMAM, 1993). Sua

principal desvantagem é o grande trabalho envolvido em experimentos com
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repeticdo e como conseqiiéncia pode-se ter problemas com a representabilidade
da variabilidade gerada no cruzamento (CASTANHEIRA, 2001).

O método do “bulk” dentro de progénies deve ser preferencialmente
utilizado em cruzamentos promissores, envolvendo genitores igualmente
adaptados e quando se deseja maior ateng@o no avango das geragoes (RAPOSO,

1999).

2.5 Eficiéncia dos métodos de conducao da populacao segregante

Como foi visto nos itens anteriores, os diferentes métodos foram
propostos visando corrigir eventuais problemas observados nos métodos ja
existentes (genealdgico e “bulk”). Todavia, uma forma de avaliar a eficiéncia
dos métodos de condugdo da populacdo segregante é determinar a variabilidade
liberada por cada um, bem como o nimero de progénies que apresentam maior
produtividade de graos como investigado por Melo, Santos e Ferreira (2004) e
Raposo (1999). De acordo com esses autores, ndo aconteceram diferencas
marcantes entre os métodos quanto a obtencdo de progénies superiores. Desde
que sejam conduzidos corretamente, todos possibilitam sucesso com a selegéo.
Porém, quando se considerou as estimativas de pardmetros genéticos e
fenotipicos, a facilidade e flexibilidade de condugao, os métodos da populagdo e

SSD foram os mais vantajosos.
2.6 Marcadores em genética e melhoramento
O homem vem praticando a selecdo de plantas desde o inicio da

agricultura, porém até o final do século XIX, esta era realizada empiricamente.

Com os avangos da genética no século XX, o melhoramento de plantas tornou-se
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uma ciéncia, resultando em ganhos mais efetivos em relagdo aos que haviam
sido atingidos até entdo.

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

O uso de marcadores em genética ¢ melhoramento remonta ao inicio do
Século XX, com os trabalhos pioneiros de: Bateson e Punnett (1905) que,
estudando ervilhas, indicaram a possibilidades de ligagdo entre os genes que
controlam a cor da pétala e o tamanho do grdo; Morgan (1910) demonstrou que
havia uma exce¢do na segregacdo independente postulada por Mendel. Haldane,
Sprunt e Haldane (1915) comprovaram a existéncia de genes ligados em animais
e; Emerson, Beadle e Fraser (1935) com a construgdo do primeiro mapa genético
em plantas para o milho. Esses estudos pioneiros formaram o embasamento para
a utilizagdo dos marcadores moleculares no melhoramento de plantas. Se um
marcador de facil identificagdo fenotipica estiver fisicamente ligado, a pequena
distancia, a um alelo que controla um fenétipo de interesse agrondmico, a
selecdo desta marca resulta na selecdo indireta do alelo de interesse.

Sax (1923) sugeriu que marcadores poderiam ser usados nos estudos de
caracteres quantitativos, associando pigmentagdo do tegumento com o tamanho
da semente do feijoeiro. Décadas mais tarde, Thoday (1961) se baseou no fato
de que marcadores estdo espalhados por todo o genoma de uma espécie, e supds
que seria possivel mapear todos os genes que determinam caracteristicas
quantitativas.

A diferenca entre caracteres quantitativos e qualitativos ¢ baseada na
magnitude do efeito da substituicdo alélica. Se a razdo entre o efeito da

substituicdo e a variagdo fenotipica total ¢ pequena, diz-se que o carater ¢
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quantitativo. Por outro lado, se o efeito da substituicdo alélica ¢ grande em
relagdo a variagdo fenotipica total, diz-se que o carater ¢ qualitativo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Caracteres de controle monogénico sdo relativamente faceis de serem
mapeados (TANKSLEY, 1993), porém a existéncia destes na natureza ¢é rara.
Isso se deve as macro mutacdes que sdo, em sua maioria, deletérias, e tendem a
ser eliminadas por selecdo natural. Assim, a variagcdo fenotipica para a maioria
dos caracteres se deve a mutagdes em locos de pequeno efeito que produzem
variagdo continua. Nesses casos, o controle genético se deve aos poligenes e seu
estudo envolve a genética quantitativa e a estatistica para obter diversas
estimativas como o numero de genes que controlam determinado carater, a
interagdo alélica predominante e a herdabilidade.

A partir da década de 1980, com o surgimento dos marcadores de DNA,
inaimeros trabalhos foram feitos visando utilizd-los para auxiliar no
melhoramento. Isso ocorreu basicamente porque, até entdo, o melhoramento
somente vinha sendo feito com base nas avaliagdes fenotipicas e, como se sabe,
o efeito do ambiente pode representar a maior parcela do fendtipo em varios
caracteres de interesse (SANTOS et al., 2010).

Ferreira e Grattapaglia (1998) afirmam que a integracdo efetiva de
metodologias moleculares ao processo de melhoramento representa o principal
desafio dessa area do conhecimento e que além da identificacdo de locos para
caracteres quantitativos, os marcadores moleculares possibilitam varias
aplicacdes no melhoramento de plantas. Dudley (1997) e Lanza, Guimaraes e
Shuster (2000) destacaram ainda, o estudo da diversidade genética, a selecdo de
genitores, o agrupamento de germoplasma de acordo com sua similaridade, o
fingerprinting, a protegdo de cultivares, pureza genética de sementes, e, analise e

caracterizagdo genética de individuos aparentados.
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2.7 Marcadores moleculares

Os avangos nas técnicas moleculares, na bioinformatica e na genética
quantitativa t€ém contribuido de forma sinergistica para o atual nivel de
conhecimentos sobre a estrutura genética de varias espécies cultivadas e
silvestres. Assim, varias sdo as aplicagdes dos marcadores moleculares, tanto
para auxiliar programas de melhoramento, quanto para estudos de variabilidade
genética, identificacdo e protegdo de cultivares, avaliagdo da pureza genética das
cultivares, mapeamento genético e ampliagdo dos conhecimentos nas
organizagdes dos genomas (LANZA; GUIMARAES; SHUSTER, 2000).

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fendtipo molecular
oriundo de um gene expresso (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998), tal como
isoenzimas, ou segmentos especificos de DNA (regides expressas ou nao do
genoma). Apos a confirmacdo da segregacdo, de acordo com as leis basicas da
heranca Mendeliana, um marcador molecular ¢ adicionalmente definido como
marcador genético.

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para
detecgdo de variabilidade genética ao nivel de seqiiéncia de DNA, ou seja, para
deteccdo de polimorfismo. Estas técnicas permitem a obtencdo de um numero
elevado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma dos organismos,
sendo de grande potencial para avaliacdo da diversidade genética e na
manutencao dos bancos de germoplasma.

A escolha de genitores e o planejamento dos cruzamentos sdo etapas de
fundamental importincia para o sucesso de um programa de melhoramento
(BOREM, 1997). Estas etapas podem ser auxiliadas por meio de marcadores
moleculares, que fornecem aos melhoristas informagdes genéticas adicionais e
mais detalhadas dos gendtipos, aumentando a probabilidade de obtencdo de

cultivares superiores.
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A identificagdo e selecdo de genitores superiores sdo etapas criticas em
espécies perenes, como fruteiras e esséncias florestais, uma vez que o tempo
para a obten¢do de uma cultivar melhorada ¢ bastante longa. O desenvolvimento
de marcadores moleculares de DNA proporcionou um grande impulso para a
determinagdo da variabilidade genética dentro e entre espécies de um mesmo
género, determinacdo da conservacao e ordem de genes em espécies de géneros
diferentes (sintenia) e em estudos gendmicos mais elaborados identificando
genes especificos.

A primeira técnica de visualizacdo de fragmentos de DNA foi descrita
por Southern (1975), derivando a técnica conhecida por Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restri¢do (RFLP - Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) (BOTSTEIN et al., 1980). Mais tarde, surge uma nova técnica
denominada Minissatélites ou Locos de Seqiiéncias Adjacentes que se Repetem
em Numero Variavel (VNTR - Variable Number of Tandem Repeats)
(JEFFREY; WILSON; THEIN, 1985). Com o surgimento da técnica de Reac¢do
de Polimerase em Cadeia (PCR - Polymerase Chain Reaction) (MULLIS;
FALOONA, 1987), aliou-se o poder da informacdo gerada por marcadores
moleculares e a rapidez da técnica baseada em ciclos continuos de desnaturagdo
e amplificag@o das fitas de DNA mediados pela enzima DNA polimerase em
pontos especificos do genoma, determinados pelo anelamento de primers
(seqiiéncia de nucleotideos de tamanho pequeno, variando geralmente entre 20 a
30 bases) especificos de seqiiéncia complementares a este ponto. Varias outras
técnicas utilizam o principio da técnica de PCR, tais como os marcadores do
tipo: Polimorfismo de Fragmentos Aleatorios e Amplificados de DNA (RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA) (WILLIAMS et al., 1990); Regides
Amplificadas de Seqiiéncias Caracterizadas (SCAR - Sequence Characterized
Amplified Regions) (PARAN; MICHELMORE, 1993); Microssatélites ou
Seqiiéncia Simples Repetidas (SSR - Simple Sequence Repeats) (LITT; LUTTY,



30

1989); Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP -
Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (VOS et al., 1995) e os
Polimorfismos de Base Unica (SNP’s - Single Nucleotide Polymorphisms)
(COLLINS; BROOKS; CHAKRAVARTI, 1998). A técnica RFLPs foi utilizada
em um grande nimero de estudos de caracteriza¢do de cultivares (AUTRIQUE
et al., 1996; GEBHARDT et al., 1989; O’ DONOUGHUE et al., 1994). Isso se
deve a sua alta consisténcia e repetibilidade na obten¢do dos resultados, embora
seja um procedimento complexo e ndo automatizavel.

A técnica de RAPD foi desenvolvida por dois grupos nos Estados
Unidos (WILLIAMS et al., 1990), e dentre as técnicas apresentadas ¢ a de
menor custo, simples e de facil implementagdo. Esta, contudo, tem a
desvantagem de apresentar repetibilidade baixa e pouco consistente de um
laboratorio para o outro, o que dificulta a comparacdo de dados obtidos em
diferentes locais. E importante salientar que quando sdo tomados os cuidados de
se usarem as mesmas condi¢cdes de amplificacdo e de se usarem somente as
bandas mais fortes, o RAPD ¢ tdo confiavel quanto o RFLP (HEUN;
HELENTIJARIS, 1993) e ISSR - Intersimple Sequence Repeat (LIMA, 2010).

Atualmente, novos marcadores eficientes e confiaveis vém sendo
também amplamente usados como o microssatélite e o AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) ou Polimorfismo de Comprimentos de

Fragmentos Amplificados (GUIMARAES et al., 2007).

2.8 O RAPD no melhoramento do feijoeiro

Na década de 1980 e principalmente 1990, entre as ferramentas
biotecnologicas surgidas e que passaram a ser utilizadas no melhoramento do

feijoeiro, destacam-se os marcadores de DNA.
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Entre os marcadores de DNA, o que primeiro se destacou foi a técnica
do RAPD por possibilitar analise gendmica, sem a necessidade do prévio
conhecimento das seqiiéncias do organismo sob estudo (LABORDA, 2003).
Marcadores RAPD s3o tecnicamente mais simples que outros tipos de
marcadores, como SSR, RFLP, entre outros, facilitando o estudo de um grande
numero de locos, e fornecendo uma amostragem aleatoria maior (WILLIAMS et
al., 1990).

Desta forma, o emprego desses marcadores pode ser indicado, também,
como uma forma de ‘etiquetar’ os alelos de interesse e auxiliar na selecdo dos
mesmos quando a selecdo fenotipica for ineficiente (SILVA; SANTOS, 2001).

Além da identificacdo de alelos, 0 RAPD tem sido amplamente usado
para o estudo da diversidade genética, dado o consideravel polimorfismo
identificado entre genotipos, e tem permitido identificar cultivares em algumas
oportunidades como em cevada (PENNER; ZHENG; BAUM, 1998; TINKER,;
FORTIN; MATHER, 1993), em arroz (MACKIEL, 1995) e em feijdo
(DUARTE; SANTOS; MELO, 1999; VASCONCELOS et al., 1996).

E importante salientar, contudo, que a diversidade genética estimada por
marcadores de DNA nao ¢ eficiente para escolha de genitores, porque nesse caso
se deseja aqueles contrastantes para um carater particular, como produtividade
de graos (YOUSEF; JUVIK, 2001) e nao se observa correlacdo entre diversidade
e capacidade de combinagdo relativas a produtividade de graos, tanto
envolvendo cultivares muito diversas (DUARTE; SANTOS; MELO, 1999)
quanto cultivares mais aparentadas (MACHADO et al., 2000).

2.9 Efeito da selecao natural em populagées segregantes

No melhoramento de plantas autdgamas existem varias opc¢des de

métodos de melhoramento (BOREM, 1997; FEHR, 1987; MENDES, 2009;



32

RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993). Atualmente, o mais
amplamente utilizado ¢ a hibrida¢do, que visa & combinagdo em um mesmo
individuo de dois ou mais fenétipos desejaveis que estejam em individuos
diferentes. Portanto, na conducdo de um programa de melhoramento por
hibridacdo, hd algumas decisdes a serem tomadas, tais como a escolha dos
genitores (ABREU, 1997; BAENZIGER; PETERSON, 1991), como combinar
esses genitores e como conduzir as populagdes segregantes (BOREM, 1997;
FEHR, 1987; RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993; VIEIRA;
BOREM; RAMALHO, 1999).

Em uma populagdo segregante, nas suas sucessivas geragdes de
endogamia, ¢ possivel verificar que a cada geracdo por autofecundacdo, ha uma
reducdo de 50% na freqiiéncia dos locos em heterozigose. Desta forma, na
geracdo F,, 50% dos locos estdo em heterozigose e 50% estdo em homozigose.
Na F;, a freqiiéncia de heterozigotos passa a ser 25%, enquanto que a de
homozigotos passa para 75%, e assim, sucessivamente. O que se faz necessério
enfatizar é que a probabilidade de selecionar uma linhagem com todos os alelos
favoraveis nas primeiras geragdes segregantes ¢ muito pequena, sobretudo se o
carater for controlado por varios genes. Desse modo, a sele¢@o so ¢ iniciada apds
a maioria dos locos estarem em homozigose, isto €, a partir da geragdo Fs. Na
auséncia de selecdo, na geracdo F, a populagdo sera apenas constituida de
genotipos homozigotos (AA e aa, considerando um gene com dois alelos), com
a freqiiéncia de 50% de cada alelo.

Entre as vantagens do método da populagdo, a mais evidente é a
facilidade de condugdo, pois ndo sdo necessdrias anotagdes, nem colheita
individual de plantas. Uma outra vantagem ¢ a flexibilidade, isto €, se numa
dada safra o melhorista tem grande nimero de progénies a serem avaliadas,
pode-se postergar a abertura do “bulk” por uma ou mais geragdes sem alterar

suas propriedades genéticas. Uma terceira vantagem ¢ a agdo da selecdo natural,
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a qual pode atuar, contribuindo para a manutencdo dos individuos mais
adaptados, isto €, com maior producgdo de sementes (GONCALVES, 2000).

Por algum tempo, questionou-se se a acao da selecdo natural se dava no
sentido que os melhoristas desejavam. Um dos primeiros trabalhos para
evidenciar a acdo da sele¢do natural na mistura de plantas foi conduzido por
Harlan e Martini (1938) com cevada. Eles verificaram grande variacdo na
adaptacdo, em fungdo da propor¢do de sementes colhidas de cada cultivar na
mistura, nos diferentes locais ¢ a rapidez com que uma ou mais cultivares se
tornaram dominantes em certas localidades com a conseqiiente eliminacdo das
demais. Depreende-se que a selegdo natural foi muito efetiva no avango da
mistura de linhas de cevada.

O que interessa, entretanto, ¢ o efeito da selecdo natural em uma
populagdo segregante, que € o que ocorre no método da populagdo. Um trabalho
de maior duragdo nesse aspecto também foi realizado com cevada, sendo
conduzido desde 1929 (ALLARD, 1988; SOLIMAN; ALLARD, 1991). Os
autores iniciaram com um composto denominado CCII, proveniente de um
dialelo de 28 cultivares, resultando em 387 hibridos Fi, que foram misturados.
Cerca de 15.000 sementes eram semeadas a cada geragdo em bloco isolado. Em
torno de 400.000 sementes eram colhidas por geragdo, sendo uma parte
armazenada e a outra parte misturada para ser utilizada na semeadura do ciclo
seguinte.

Visando verificar as trocas nas freqiiéncias alélicas que ocorreram com a
selegdo natural, apds alguns anos de condugdo da populagdo, foi avaliado o
desempenho de todas as geragdes até entdo obtidas nos anos de 1960/66,
1965/69 ¢ 1976/82. Os resultados referentes as avaliagdes realizadas por mais de
50 geragoes foram apresentados por Allard (1988), que relata o efeito das
sucessivas geragdes em varios caracteres, comparando-os com uma cultivar

testemunha. Entre os 11 caracteres quantitativos, a maior énfase foi dada a
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produtividade de grdos, peso de 1.000 sementes ¢ numero de dias para o
florescimento.

As produgdes de graos das populagdes avaliadas por mais de cinqilienta
geracdes apresentaram um ganho de aproximadamente 1% por geragdo. No caso
do peso de 1.000 sementes, os resultados acompanharam o da produtividade de
graos, especialmente até a vigésima geragdo, quando entdo se estabilizaram. A
partir dai, o aumento no nimero de sementes por planta foi o que explicou os
incrementos na produtividade de grdos. No que se refere ao ciclo, o efeito nio
foi muito pronunciado. Detectou-se um aumento de apenas trés dias no nimero
de dias para o inicio do florescimento nas sucessivas geracdes. Allard (1988),
salientou que a sele¢@o natural atuou preferencialmente sobre individuos com
maior estabilidade de producao, isto €, aqueles que mantiveram produtividade
tanto em condi¢des favoraveis quanto em condi¢des menos favoraveis.

Outros caracteres foram avaliados, entre eles o peso de espigueta,
comprimento da espigueta, densidade da espigueta, comprimento da arista,
numero de graos por espigueta, tamanho do grio, altura de planta, largura e area
da penultima folha e didmetro do colmo. Para isso, eram utilizadas 300 plantas
ao acaso por geragdo. Nas avaliagdes, constatou-se que os caracteres peso da
espigueta e niimero de sementes por espigueta foram os que mais sofreram a
acdo da selecdo natural, especialmente até a geragdo Fyy. Pequenos acréscimos
foram observados nas caracteristicas comprimento da arista, largura e area da
penultima folha e diametro do colmo, decréscimo no comprimento da espigueta
e aumento na densidade de espigueta ocorreram lentamente. As espiguetas
foram quase 10% menores e mais compactadas na média das ltimas geracdes
do que nas geragdes iniciais. Mudangas na altura média das plantas foram
pequenas até quase a geragdo F,s, quando entdo comegou a aumentar, ocorrendo

al um acréscimo de 5% até a geracdo Fs;. Assim, conclui-se que a selecdo
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natural atuou diferentemente sobre cada carater, principalmente quanto a
intensidade.

Hamblin e Morton (1977), estudando o controle genético dos caracteres:
producdo de sementes, numero de sementes por planta, nimero de sementes por
vagem ¢ peso de sementes, utilizaram os cruzamentos das cultivares de
Phaseolus vulgaris: Panameno x Cuarentano, Panameno x Masterpiece,
Panameno x Tenderwhite e Masterpiece x Tenderwhite, cujas populagdes foram
conduzidas pelo método da populagdo. Concluiram que a condugdo das
populagdes em “bulk” resultou em pequenas alteragdes nas populagdes de alta
producdo e aumento dos valores fenotipicos nas populagdes de baixa produgao.

O trabalho realizado por Corte (1999), visou verificar se a selecdo
natural atua na direcdo desejada pelos melhoristas, utilizando para isso seis
populacdes segregantes de feijoeiro e as respectivas linhagens genitoras (ESAL
686, Manteigdo Fosco, Carioca MG, Milionario e Ouro). Elas foram avaliadas
em experimentos conduzidos da geracao F2 até a Fis, pelo método da populagao,
em trés locais de Minas Gerais: Lavras, Lambari e Patos de Minas, € em trés
épocas de semeadura durante o ano. Constatou-se que a selecdo natural atuou em
todas as populacdes segregantes, nos trés locais, contribuindo com aumento na
produtividade de graos, em média de 2,4% por geragdo, em relagdo a média da
populagdo inicial avaliada.

Com o avango das geragdes, Gongalves (2000) utilizando as mesmas
populacdes segregantes de Corte (1999), observou que as plantas de habito
determinado, provavelmente por serem menos competitivas, foram sendo
gradativamente eliminadas. Concluindo-se assim que, se o objetivo € obter
linhagens de habito determinado, em populacdo que estiver segregando para esse
carater, o método do “bulk” ndo deve ser utilizado. No caso do peso de 100
graos, os resultados foram semelhantes ao do habito de crescimento, ou seja, a

propor¢ao de graos grandes foi drasticamente reduzida com o avango das
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geracdes, como relatado por Hamblin (1975). Relatou-se ainda que a selecdo
natural atuou no sentido de preservar as plantas com maior produtividade, em
média de 5,2% por geragdo, em relagdo a populagdo inicial.

Pirola et al. (2002), utilizando a populacdo proveniente do cruzamento
de ESAL 686 x Carioca MG, avangadas pelo método da populagdo até Fi4, em
trés locais do Estado de Minas Gerais, Lavras, Lambari ¢ Patos de Minas,
constataram que a varidncia da interacdo progénies x locais foi de grande
magnitude, e inclusive bem superior a varidncia genética entre as progénies.
Ficou evidenciado que durante a condugdo das populagdes segregantes pelo
método da populacdo, a selegdo natural atuou, preservando os individuos mais
adaptados para o ambiente em que ocorreu o avango das populagdes. Havendo,
entdo, a necessidade dos melhoristas avangarem as populagdes segregantes em
ambientes diferentes, visando a obtencdo de linhagens que associem bom
desempenho e maior adaptagdo aos ambientes de cultivo em que se destacaram.

Uma decis@o importante do melhorista € com relagdo ao momento de se
iniciar a avaliagdo das progénies, ou seja, a abertura do “bulk”. Silva e Costa
(2003), avaliando progénies F,, Fg ¢ F,4, do cruzamento ESAL 686 x Carioca
MG, em trés épocas de semeadura (safra do inverno de 2001, safra das dguas de
2001 e safra da seca de 2002), verificou que a maior produtividade média foi
obtida, independentemente da safra, entre as progénies derivadas de plantas Fpse
essa superioridade foi de 20% em relacdo as progénies derivadas de plantas F,.
Constatou-se a a¢do da selecdo natural, preservando os individuos que deram
origem as progénies mais produtivas e que o efeito da sele¢do natural ndo se
restringiu apenas as primeiras geragcdes de avanco da populacio pelo método do
“bulk”.

Quando o método da populagdo é comparado com outros métodos de
melhoramento, ¢ possivel perceber que ele ¢ mais eficiente, principalmente

quando se observam os ganhos para maior produtividade de grdos, devido
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somente a selecdo natural, que variaram de 2,4% a 5,2% por geragdo (CORTE,
1999; GONCALVES, 2000). Comparando com os ganhos obtidos com a selecao
artificial, eles variaram de 1,9% a 2,6% por ciclo (ABREU et al., 1994;
RAMALHO; ABREU; SANTOS, 2003).

Estudos realizados em alelos distintos, gendtipos multilocos,
aloenzimas, fragmentos de restricdo e microssatélites permitem fazer as
inferéncias e também deduzir sobre as mudancas genéticas ocorridas ao longo
do processo de seleg@o natural das populagdes (ALLARD, 1999). Segundo esse
autor, as analises de marcadores moleculares levam a importantes conclusoes a
respeito dos mecanismos genéticos envolvidos no processo de melhoramento e
adaptacao.

Descobriu-se que mudangas nas freqiiéncias dos alelos e dos genotipos
multilocos detectados por eletroforese, tanto nos parentes selvagens quanto nas
cultivares, permitem uma explicacdo mais precisa sobre a adaptacdo que estas
plantas sofreram ao longo das geragdes. Isso por um lado permite que a andlise
genética da evolucdo da adaptacdo inerente as caracteristicas quantitativas sejam
interpretadas na selecdo (ALLARD, 1999).

Rodrigues (2004), analisando o efeito da sele¢do natural em feijoeiro,
por meio de marcadores SSRs, afirma que a sele¢@o natural afetou todos os locos
segregantes de microssatélites, os alelos do genitor mais adaptado tiveram suas
freqliéncias aumentadas em 29 dos 30 locos e que a intensidade da selegdo
natural, nas geracdes em que ela ocorreu, foram particulares em cada loco. O
autor infere ainda que a selegdo natural atua ao longo de todo genoma.

Também pela natureza de distribui¢do aleatéria, o RAPD, permite
amostrar o genoma para se conhecer a constituicdo genética de populacdes
segregantes, inclusive detectar o efeito da selecdo natural mesmo no caso de

marcador dominante (HARDY, 2003).
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CAPITULO 2

Variabilidade genética de populacoes de feijoeiro conduzidas por

diferentes métodos

RESUMO

A obtencdo de plantas que reunam o maior nimero possivel de alelos
favoraveis e que confere melhor adaptagdo as condi¢des ambientais € sem
davida o objetivo primordial da maioria dos programas de melhoramento. Na
selecdo de gendtipos superiores deve-se considerar varios caracteres
conjuntamente e, principalmente, identificar o melhor método para condugdo
dessas populagdes segregantes. A conducdo de populagdes segregantes ¢
considerada a fase mais critica, laboriosa e onerosa de um programa de
melhoramento. Por isso, os objetivos deste trabalho foram: verificar o efeito de
diferentes métodos de conducdo da populagdo segregante de feijoeiro nas
alteragdes das freqiiéncias alélicas e genotipicas de marcadores RAPD; estimar
parametros genéticos com informagdes de marcadores; verificar se eles explicam
a variagdo na produtividade de grdos. Para isso foram utilizados os dados
obtidos por meio de marcadores RAPD, referentes a 56 progénies conduzidas
pelo método genealodgico, 55 pelo método da populagdo, 61 pelo método “bulk”
dentro de progénies F,, 58 pelo método "bulk" dentro de progénies F; e 62 pelo
método de Descendéncia de uma Unica Semente (SSD), resultantes do
cruzamento Carioca x Flor de Mayo, e avaliados quanto a produtividade de
graos em F; e Fs por Raposo (1999). Foram identificadas as propor¢des
fenotipicas por loco em F4 e testadas aquelas que se desviaram a partir das
freqliéncias esperadas. Foram estimadas também as freqiiéncias alélicas, os
coeficientes de adaptabilidade acumulados de F, a F, de AA ¢ aa, e os
coeficientes de herdabilidade no sentido restrito{#2} por loco RAPD. Constatou-

se que todos os métodos de condugdo de populagdo segregante sofreram
alteragdes particulares nas freqiiéncias alélicas e que a selegdo natural atuou com
mais intensidade no método do “bulk”, preservando seu potencial para liberagdo
do maximo de variabilidade genética.

Palavras-chave: RAPD. Freqiiéncia alélica. Herdabilidade restrita. Coeficiente
de adaptabilidade. Conducdo de populagdes.
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ABSTRACT

The production of lines that meet the highest possible number of
favorable alleles that provide better adaptation to environmental conditions is
undoubtedly the primary purpose of most breeding programs. In the selection of
superior genotypes several characters should be considered, and especially
identify the best method for conducting the segregating populations. Conducting
the segregating populations is the most critical, laborious and costly phase to a
breeding program. Therefore, the objectives were: determining the effect of
different methods of conducting the segregating population in changing the
allele and genotype frequencies of RAPD; estimating genetic parameters using
marker informations and check if they explain the variation in grain yield. We
used RAPD data from 56 progenies conducted by the pedigree method, 55
progenies conducted by the traditional bulk method or population method, 61
progenies conducted by the method "bulk" within F, progenies, 58 progenies
conducted by the method "bulk" within F5 progenies and 62 progenies conducted
by the method single seed (SSD). All progenies are derived from the Carioca x
Flor de Mayo, and evaluated for grain yield in the F4 and Fs by Raposo (1999).
We identified the phenotypic proportion per locus in F, generation and tested
those who deviated from the expected frequencies. We also estimated the allele
frequencies, the coefficients of accumulated adaptability from F, to F4 of AA
and aa, and the the narrow sense coefficient of heritability (h%) per RAPD locus.
It was found that all methods of conducting segregating population had
particular effect on changing the allele frequencies. Also natural selection acted
on the bulk method, preserving its potential to release the maximum genetic
variability like happened when it was evaluated through grain yield.

Keywords: RAPD. Allele frequency. Narrow sense heritability. Coefficient of
adaptability. Conducting populations.
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1 INTRODUCAO

O melhoramento do feijoeiro vem proporcionando a obtengdo de
cultivares melhoradas ha varias décadas. O sucesso no final do programa de
melhoramento do feijoeiro por meio da hibridagdo depende da média do carater
e da magnitude da variabilidade gerada pelas populacdes segregantes. A
magnitude dessa variabilidade ¢ fun¢do da diversidade genética dos genitores e
também dos métodos de condugdo das populagdes segregantes. Portanto, a
escolha adequada dos genitores e também do método pelo qual sera conduzida a
populagdo segregante, asseguram a obtencdo de linhagens superiores com a
selecdo. Dentre os varios métodos para a conduc@o das populagdes segregantes,
sdo preferencialmente empregados o método genealogico (pedigree), método de
populacao (“bulk™), descendéncia de uma unica semente (SSD-Single Seed
Descent) e “bulk” dentro de progénies derivadas de plantas F, e de plantas Fs.

Em alguns programas de melhoramento a escolha do método muitas
vezes ¢ feita pelo habito de seu uso em vez de critérios cientificos. A escolha do
método mais eficiente de condugido da populacio segregante pode ser feita por
meio da avaliacdo da variabilidade das linhagens apds o avanco da populagdo
por véarias geragdes. Embora seja esse o procedimento em que se avalia a
variabilidade real liberada pelos diferentes procedimentos de conduc¢do e, para
cada carater de interesse, ele possui a desvantagem de demandar muito tempo e
trabalho experimental. Uma alternativa ¢ avaliar a variabilidade liberada pelos
diferentes procedimentos de condugdo, por meio da constituicdo genética da
populacdo baseada em marcador molecular aleatério como o RAPD, Random
Amplified Polymorphic DNA (MELO; SANTOS; FERREIRA, 2004;
WILLIAM; TAIT; INNES, 1991) ou preferencialmente marcadores ligados a
QTLs (Quantitative Trait Loci) de caracteres de interesse (HARDY, 2003).
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Os objetivos deste trabalho foram verificar o efeito de diferentes
métodos de condugdo da populagdo segregante nas alteragcdes das freqiiéncias
alélicas e genotipicas de marcadores RAPD, estimar parametros genéticos com
informagdes de marcadores e verificar se eles explicam variagdo na

produtividade de graos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducao do experimento

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo experimental
e no laboratorio de genética molecular do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, municipio de Lavras, localizada na Regido Sul
do Estado de Minas Gerais, a 910 metros de altitude, 21°58° S de latitude e 45°
22’ W de longitude.

2.2 Material Vegetal

Foram utilizadas 292 progénies, derivadas de um cruzamento biparental
cujos genitores foram Carioca e Flor de Mayo. Essas progénies foram obtidas e
avaliadas quanto a produtividade de grdos por Raposo (1999), no campo
experimental do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA) e na Estagdo Experimental da EPAMIG (Empresa de Pesquisa
Agropecudria de Minas Gerais), em Patos de Minas, localizada na regido do Alto
Sdo Francisco, a 856 metros de altitude, 18°35° S de latitude e 46°31° de
longitude.

A populagdo Carioca x Flor de Mayo foi conduzida por meio dos
diferentes métodos de condugdo das populagdes segregantes até a geragdo F..
Nesta geragdo, foram tomadas de 100 a 121 plantas ao acaso e as progénies Fy.s
foram avaliadas em Fs, com base na produtividade de graos, sendo selecionadas
as mais produtivas em cada método de condugdo, para a comparagdo dos
mesmos. Entre as progénies utilizadas, dos diferentes métodos de condugdo da

populagdo segregante, 56 foram obtidas pelo método genealdgico, 55 pelo
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método da populagdo, 62 pelo método SSD, 61 pelo método “bulk” dentro de

progénies F, e 58 pelo método “bulk” dentro de progénies F;.

2.3 Analise RAPD

A andlise RAPD foi realizada por Castanheira (2001). O DNA de cada
progénie foi extraido de uma mistura equitativa de folhas jovens provenientes de
16 plantas por progénie F..

Foram utilizados 23 primers decanucleotideos adquiridos junto a Operon
Technologies (California, EUA). Os fragmentos de DNA foram separados em
gel de agarose (1,2%), tratados com brometo de etideo, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotografados. As bandas polimoérficas foram
classificadas como fracas, médias ou intensas baseando-se na resolugdo e grau
de amplificagdo por meio de avaliagdo visual. As bandas polimérficas, geradas
por esses primers, identifica um ou mais QTLs responsaveis pela produgdo de
graos, dias para florescimento, peso de 100 sementes e reagdo aos agentes
causais do oideo e mancha angular (MELO, 2000).

Durante a avaliagdo dos géis, cada banda polimoérfica foi tratada como um
carater tnico. Foi elaborado uma matriz de 0 e 1, a partir da codificagdo da presenca
(1) e auséncia (0) de 42 bandas polimorficas (ANEXOS 1A, 1B, 1C e 1D), presentes

nas progénies provenientes de cada método de condugdo de populagio segregante.

2.4 Analise de dados moleculares

2.4.1 Estimativa das freqiiéncias alélicas observadas

Foram estimadas as freqiiéncias do alelo dominante (A) e recessivo (a)

para cada loco RAPD (banda), na populacao segregante (F4,), obtida por cada
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método de conducgdo. As estimativas foram obtidas a partir da expressdo
(HARDY, 2003):
9% =f1— 1 -+ (1401

Em que: £22 ¢ a freqiiéncia do fendtipo recessivo, f* é a freqiiéncia do
alelo dominante (A); I ¢ o coeficiente de endogamia da geragdo F,=0,75
(RAMALHO; ABREU; SANTOS, 1998).

Como a populagdo segregante foi obtida a partir do cruzamento de duas
linhagens, espera-se a presenca de dois alelos por loco e a frequéncia do alelo

recessivo (a)=1-f* = f*.
2.4.2 Estimativa das freqiiéncias tedricas genotipicas e fenotipicas

Considerando que a taxa de cruzamento (t) do feijdo na regido de Lavras ¢
inferior a 0,005 (JUNQUEIRA NETO; LASMAR FILHO, 1971; MARQUES
JUNIOR; RAMALHO, 1995; ORTEGA, 1974; PEREIRA FILHO;
CAVARANI, 1984; RAMALHO; SANTOS; ZIMMERMANN, 1993), as
freqiiéncias genotipicas foram estimadas por meio das expressdes (ALLARD;
JAIN; WORKMAN, 1968):

bron )= 570 = o+ 02850 ¢ [0 w0512

Freg.(4e) = Y = 5|08 7|+ 2015+ 0562|257 + 05|

-
!

Freq.(ad) = fpa™ = 5| i + 0,256 + 1| £ + 0557

Em que n corresponde a geragao F; e S corresponde a taxa de autofecundagao
igual a 0,995.

Portanto, as freqiiéncias fenotipicas esperadas em F, sdo:

FA=flat o Fo= £
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2.4.3 Teste da alteracao das freqiiéncias fenotipicas nas populacoes

segregantes

As proporgdes fenotipicas observadas (fo) foram comparadas com as
freqiiéncias fenotipicas esperadas para cada banda RAPD da populagio,

derivada de cada método de condugdo, pelo teste y° (MENEZES JUNIOR;

RAMALHO; ABREU, 2008), em que %2 = %::ﬂ‘ utilizando-se como

hipétese Ho=fo=fe. As fo correspondem ao numero de progénies com o fenotipo
dominante (quando =1, correspondente a presenga de banda RAPD) e com o
fenétipo recessivo (quando= 0, correspondente a auséncia da banda RAPD). A fg

corresponde a f *- para o fenotipo dominante e £22 para o recessivo, assumindo

auséncia de fatores que alteram as freqiiéncias genotipicas.

2.4.4 Estimativa dos coeficientes de adaptabilidade relativa acumulada

e média

Considerando o coeficiente de adaptabilidade relativa sobre o gendtipo AA
como ®;, sobre o genodtipo aa como w; € sobre o gendtipo Aa como m, = 1,0,
foram estimados os coeficientes de adaptabilidade relativa acumulada de F, a F,

por meio das expressdes (ALLARD; HANSCHE, 1964):
_ 0, | @55 + 2t + O.5HR -+ 0,5H])]
T 0g]eP + 0,25H) + t{P + 0,5H)Z]

_ 0410,56H + 2t(P + 0,5)(R -+ 0,5H)]
“2 = "0, [#(R + 0,25H) + t(R + 0,5H)Z]
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Em que, P ¢ O;: correspondem as propor¢des de AA nas geragcdes n ¢ n+l,
respectivamente; H e O,: propor¢cdes de Aa nas geragdes n e n+l; R e Os:
proporcdes de aa nas geragdes n e nt+1.

As propor¢des genotipicas da geragdo n sdo as esperadas em F; na
auséncia de fatores que alteram as freqiiéncias genotipicas. J4 em .E‘,;':Hﬂ sdo as
freqiiéncias genotipicas observadas, obtidas a partir das propor¢des fenotipicas
observadas. Como o RAPD tem heranga dominante e de acordo com Allard e
Hansche (1964) que consideraram ®,=1,0, a freqiiéncia observada para Aa foi

considerada a mesma esperada f:4- Assim, a freqiiéncia observada para AA foi

obtida extraindo-se f,* da freqiiéncia observada do fenétipo dominante.

2.4.5 Estimativa da herdabilidade no sentido restrito (h’) por loco

Visando conhecer a variabilidade liberada em cada método de condugdo

da populagdo segregante, foi estimada a i2 para cada loco RAPD por meio da
seguinte expressao (HARDY, 2003):
: Efffz'f‘}ﬁl—f_](l—fﬂ"j'ff
= 1+ P+ #1-D(1—fa)+2—1

Em que:
2 = Herdabilidade no sentido restrito;
I = Coeficiente de endogamia da geragdo F;= 0,75 (RAMALHO;
SANTOS; ZIMMERMANN, 1993);

f4~ = Freqiiéncia da classe de gendtipos correspondente ao fendtipo

dominante.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 23 primers utilizados por Castanheira (2001), selecionados a partir
de estudo realizado por Melo (2000), foram geradas 42 bandas polimorficas nos
genitores Carioca, da raga Mesoamericana ¢ Flor de Mayo, da raca Jalisco
(Tabela 1). As matrizes de 0 e 1, obtidas para cada método de conducio da
populacdo segregante, a partir do padrdo de bandas de todas as progénies,

encontram-se nos ANEXOS 1A, 1B, 1Ce¢ ID.

Tabela 1 Primers utilizados, nimero de bandas polimérficas nos genitores, grupo
de ligacdo onde ocorrem as bandas e respectivos tamanhos
(CASTANHEIRA, 2001; MELO; SANTOS; FERREIRA, 2002)

BANDAS POLIMORFICAS
PRIMERS CARIOCA FLORDE TOTAL GRUPOS DE TAMANHO

MAYO LIGACAO (Pares de base)

OPB 18 1 0 1 * -

OPE 20 0 1 1 1 891
OPF 10 0 1 1 1 1000
OPG 04 1 1 2 & -

OPG 16 1 2 3 4 676
OPG 19 1 1 2 4 851
OPH 03 3 0 3 1 955
OPI 06 0 1 1 2 480
OPI 07 1 2 3 * -

OPJ 04 1 1 2 & -

OPM 06 2 2 4 3 575
OPN 02 1 1 2 4 436
OPN 07 2 2 4 5 1698
OPN 10 0 1 1 3 851
OPO 02 0 2 2 * -

OPO 10 1 0 1 4 525
OPO 12 2 0 2 4 1412
OPO 13 1 0 1 4 1698
OPO 19 1 0 1 5 851
OPO 20 0 1 1 2 741
OPR 12 0 1 1 * -

OPS 10 1 1 2 5 562
OPW 11 0 1 1 * -

*Nao identificado o grupo de ligagdo ao qual pertence
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E importante frisar que as 42 bandas apresentaram heranca monogénica
como esperado (MELO, 2000), além de serem marcadores de QTLs da
produtividade de graos, dias para florescimento, peso de 100 sementes, reacao a
mancha angular e oidio. Além disso, nota-se que esses marcadores ocorrem em
pelo menos cinco cromossomos do feijoeiro, o que permite informar sobre a

variabilidade de varios caracteres de interesse agroeconomicos.

Tabela 2 Porcentagem de progénies com o fenotipo dominante (presenca de
banda) derivadas dos genitores Carioca ou Flor de Mayo e com
fenotipo recessivo (auséncia de banda) nos diferentes métodos

CONDUCAO CARIOCA FLOR DE MAYO
Presenca Auséncia Presenca Auséncia

Genealdgico 44,15 46,90 55,85 53,10
Populagéo 43,79 47,14 56,21 57,86
“Bulk” F, 45,62 44,50 54,38 55,50
“Bulk” F3 4491 45,83 55,09 54,17
SSD 45,83 44,20 54,17 55,80
MEDIA 44,86 45,72 55,14 55,28

As freqiiéncias médias de locos (bandas) herdados da cultivar Carioca,
melhor adaptada, em relagdo a Flor de Mayo, estdo apresentadas na Tabela 2.
Em relacdo a esses valores, os diversos métodos de conducdo de populagdo
utilizados nesse experimento praticamente nao diferiram em relagdo as
propor¢des médias desses fendtipos nos genitores. Entretanto, quando se
considera essas proporgdes por progénie e por método de condugdo, observa-se
que a menor amplitude de propor¢do de bandas herdadas da cultivar Carioca, em
relagdo a cultivar Flor de Mayo, ocorreu com o método genealdogico (ANEXO
1A) (CASTANHEIRA, 2001). Esses resultados eram esperados, conforme
salientado por Raposo (1999), devido a maior dificuldade de conducdo da

populacdo por esse método, além de impedir a atuacdo da sele¢do natural. De
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forma antagonica, no método da populagdo (ANEXO 1B) (CASTANHEIRA,
2001) ocorreu a maior amplitude dessas proporgdes.

Considerando os resultados do x> observados em cada um dos cinco
métodos de conducdo de populagdo segregante (Tabelas 3 a 7), pode-se observar
que a selecdo natural e artificial ou alteracdes devido a amostragem certamente
atuaram em todos os métodos. Isso ocorreu porque na auséncia desses fatores, as
proporgoes fenotipicas esperadas em F4 sdo 0,5625 com bandas e 0,4375 sem

bandas.

Tabela 3 Freqiiéncias fenotipicas, mais significativas, observadas e estimativas
de * por loco, com desvio de segregagdo, no Método Genealdgico
FREQUENCIAS

LOCOS AFENOT'P'CAia QUI-QUADRADOY
1 0,821 0,179 15,256% %
4 0,768 0,232 9,596%*
5 0,429 0,571 4,082
7 0,768 0,232 9,596%*
9 0,393 0,607 6,549%*
14 0,750 0,250 8,000%*
18 0,750 0,250 8,000%*
22 0,982 0,018 40,073% %
24 0,768 0,232 9,596%**
27 0,357 0,643 9,596%*
28 0,821 0,179 15,256% %
29 0,786 0,214 11,338%%*
34 0,714 0,286 5,243%*
35 0,714 0,286 5,243*
36 0,804 0,196 13,224%%%
38 0911 0,089 27,592% %
40 0,375 0,625 8,000%*
41 0,857 0,143 19,755% %
42 0,357 0,643 9,596

1/ *=P<0,05; **=P<0,01;***=P<0,001

Observa-se que a freqiiéncia de locos alterados foi diferente no método
genealogico, “bulk” dentro de F,, SSD, “bulk” dentro de F; e populagdo
(“bulk”). Das 42 bandas derivadas dos 23 primers, pode ser observado (Tabela
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8) que o método de SSD alterou as proporgdes fenotipicas no maior nimero de
locos (23), seguido do “bulk” dentro de F, (20), genealdgico (19), “bulk” dentro
de F; (17) e o método da populagdo (12).

Tabela 4 Freqiiéncias fenotipicas, mais significativas, observadas e estimativas
de y* por loco, com desvio de segregagio, no Método da Populagio

FREQUENCIAS
LOCOS FENOTIPICAS QUI-QUADRADOY

A Aa
4 0,764 0,236 8,898*
7 0,745 0,255 7,365%
9 0,382 0,618 7,184*
22 0,745 0,255 7,365%
26 0,309 0,691 14,113*
32 0,327 0,673 12,163%*
33 0,709 0,291 4,735%
34 0,782 0,218 10,576%*
36 0,745 0,255 7,365%
37 0,418 0,582 4,590%*
38 0,818 0,182 14,367**
40 0,418 0,582 4,590%*

1/ #=P<0,05; **=P<0,01;***=P<0,001
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Tabela 5 Freqiiéncias fenotipicas, mais significativas, observadas e estimativas
de y* por loco, com desvio de segregacdo, observados no Método
“bulk” dentro de progénies F,
FREQUENCIAS
LOCOS FENOTIPICAS QUI-QUADRADOY

4 0,8525 0,1475 23,147%%*

0,4262 0,5738 5,460*

17 0,7049 0,2951 5,923*

21 0,6885 0,3115 4,735*

0,7705 0,2295 12,127***

25 0,7213 0,2787 7,256%*

0,4262 0,5738 5,460*

34 0,8197 0,1803 18,304 ***

0,8525 0,1475 23,147***

0,8689 0,1311 25,787***

1/ #=P<0,05; **=P<0,01;***~P<0,001
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Tabela 6 Freqiiéncias fenotipicas, mais significativas, observadas e estimativas
de ¥’ por loco, com desvio de segregagio, observados no Método

“bulk” dentro de progénies F;

FREQUENCIAS

LOCOS FENOTIPICAS QUI-QUADRADOY
A Aa
1 0,3966 0,6034 6,794%*
4 0,8103 0,1897 15,066%**
12 0,3448 0,6552 11,637%%*
15 0,7931 0,2069 13,052% %
17 0,6897 0,3103 4,018*
22 0,9138 0,0862 30,195%**
23 0,7241 0,2759 6,449*
24 1,0000 0,0000 46,794%%*
25 0,7241 0,2759 6,449*
26 0,2414 0,7586 25,243 %%k
27 0,6897 0,3103 4,018*
28 0,8966 0,1034 27,311%%*
33 0,7586 0,2414 9,460%**
36 0,9483 0,0517 36,399%**
37 0,7241 0,2759 6,449%
38 0,9483 0,0517 36,399%**
41 0,7414 0,2586 7,882%*

1/ *=P<0,05; **=P<0,01;***=P<0,001
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Tabela 7 Freqiiéncias fenotipicas, mais significativas, observadas e estimativas
de y*por loco, com desvio de segregagdo, observados no Método SSD

FREQUENCIAS

LOCOS FENOTIPICAS QUI-QUADRADOY
1 0,7419 0,2581 9,624%*

4 0,8387 0,1613 21,923***

10 0,6774 0,3226 4,327*

15 0,4032 0,5968 7,719%*

22 0,8548 0,1452 24,481***

24 0,3710 0,6290 10,875%**

28 0,7097 0,2903 6,685%*

31 0,7097 0,2903 6,685%*

35 0,8226 0,1774 19,510%**

38 0,9516 0,0484 42,875%**

40 0,3710 0,6290 10,875%**

42 0,7097 0,2903 6,685%*
1/ *=P<0,05; **=P<0,01;***=P<0,001
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Tabela 8 Locos que sofreram influéncia da selecdo e/ou alteragdes aleatdrias nos
diversos métodos de conducdo da populacdo segregante

LOCOS . METODO _
GENEALOGICO __ BULKF, BULKF, _ POPULACAO __ SSD
1 *kokk ko ko
2 kkk
3
4 ok Hkokk Hkokk %3k Hkokk
5 *
B
7 ok * %3k *kk
8
9 * * *k3k
10 *
11
12 Hkokk
13
14 k3 *
15 * Hkokk ko
16
17 ¥
18 *kk
19
20 * *
21 *
22 kokk kokk kokk *k3k kokk
23 Hkokk * Hkkk
24 k3 kokk kokk kokk
25 *kk *
26 *kk Hkokk kkk
27 k3 * kokk
28 *kokk * *kokk ko
29 sk *
30
31 *kk
32 Hokck Hskk
33 *kokk ko *
34 * Hkokk kkk
35 * sk sk
36 *kokk *kokk *kokk *k3k *kokk
38 sk sk sk kokck Hskk
39 * *
40 kok * *kokk
41 Hskk k3% Hskk
42 kk ko
* 04 08 05 03 05
o 08 02 03 05 06
o 07 10 09 04 12
TOTAL 19 20 17 12 23

1/ #=P<0,05; **=P<0,01;***=P<0,001
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Observa-se, portanto, que ocorreram alteragdes menos intensas nas
freqiiéncias fenotipicas e em numeros de locos, provocadas pelo método da
populagdo. Nessas progénies, as propor¢des fenotipicas diferiram das esperadas
em menor intensidade em comparagdo com os outros métodos. Alteragdes mais
intensas ocorreram em alguns locos RAPD nas populagdes conduzidas pelo
método genealdgico, “bulk” dentro de progénies F; e SSD, que tiveram alguns
fenotipos dominantes quase fixados (Tabelas 3, 6 e 7).

Como ja salientado, em todos os métodos de condugdo de populacio
segregante houve influéncia do efeito de selegdes, tanto natural quanto artificial,
e certamente também, altera¢des devidas ao acaso. Os locos 4, 22, 36, e 38,
apresentaram diferencas significativas dos valores esperados em todos os
métodos. Ja os locos 3, 11, 13, 16, 19 e 30 apresentaram valores observados
proximos dos valores esperados ou sem diferencas significativas, em todos os
métodos.

Os locos 4, 22, 36 e 38 que apresentaram freqiiéncias alélicas
divergentes das esperadas, em todos os métodos de conducdo de populagdes,
devem estar relacionados positivamente com caracteres de interesse
agroecondmicos, visto que os primers que amplificaram essas bandas (locos), se
mostraram, na maioria, ligados a QTLs para producdo de graos, reagdo a mancha
angular e oidio, peso de 100 sementes e florescimento (MELO, 2000).
Entretanto, os locos que sofreram alteragdes nas proporgdes fenotipicas,
especificas em cada populacdo, sdo os mais informativos para se conhecer o
potencial de cada método para a liberacdo da variabilidade. Além disso, nota-se
que mesmo nos quatro locos que variaram em todos os métodos, essa variagdo
foi também menos intensa no método de populacido, especialmente nos locos 22,
36 ¢ 38. (Tabela 4).

Como foi realizado um cruzamento biparental, as freqiiéncias alélicas

esperadas em F, ¢ de 0,5 em todos os 42 locos RAPD. Entretanto, os
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procedimentos de conducgdo da populagdo segregante alteraram as proporgdes
fenotipicas em nimero variavel de locos, de 13 (populagdo) a 23 (SSD) (Tabela
8). Na realidade, as alteragdes ocorreram nas freqii€ncias alélicas desses locos e
refletiram nas alteragdes fenotipicas (Tabelas 9 a 13).

Constata-se que as propor¢des médias de presenca e auséncia da banda,
no geral, se mantiveram, em relagdo as proporcdes dos genitores, para todos os
métodos de 44,86% do Carioca, 55,14% Flor de Mayo (Tabela 2). Entretanto,
observa-se nas Tabelas 9 a 13 que uma consideravel quantidade de alelos para a
presenca de banda (A) alterou de freqiiéncia (36,6%) proveniente do genitor
Carioca, que € o mais adaptado as condi¢cdes do Sul de Minas Gerais ¢ também a
solos mais 4cidos (SINGH, 1992). Porém, 37,8% dos alelos (A) que aumentaram
de freqliéncia também vieram do Flor de Mayo, que embora seja o menos
adaptado as condigdes do Sul de Minas Gerais, ¢ um gendétipo que mostra alta
capacidade de combinacdo com genoétipos adaptados (ABREU, 1997). Esse
resultado, sugere que a selecdo natural exerceu um efeito importante nas
alteragdes das freqiiéncias alélicas, como também constatado por Rodrigues e
Santos (2006). Nesse caso, também o genitor Flor de Mayo contribui com alelos
favoraveis para maior adaptacao.

E necessario lembrar que as populacdes foram conduzidas até a geragdo
F4, quando foram tomadas cerca de 120 progénies nos métodos da populagdo,
SSD e genealdgico. Numero equivalente de progénies foram tomados em F, no
“bulk” dentro de F, e em F; no “bulk” dentro de F; (RAPOSO, 1999). Esse
numero de progénie € considerado adequado para amostrar a variabilidade
genética de caracteres quantitativos como produtividade de graos (FERREIRA,
1991; FOUILOX; BANNEROT, 1988). Essas progénies foram avaliadas em F.s
e selecionadas 64, com base na produtividade de grios, que foram avaliados em
F4¢. Portanto, houve o efeito dessa selecdo artificial, embora branda, em todas as

populagdes.
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Tabela 9 Freqiiéncias alélicas estimadas e coeficiente de adaptabilidade relativa
acumulada de AA (o ;) e aa (w;) no método Genealdgico

Frequéncias Coeficiente de
Origem Alélicas adaptabilidade
Carioca (C)
Flor de Mayo A A ® 3
Locos (F)

1 C 0,7783 0,2217 0,168544 0,04322
4 C 0,7171 0,2829 0,155579 0,05618
5 F 0,3703 0,6297 0,073468 0,13829
7 C 0,7171 0,2829 0,155579 0,05618
9 F 0,3370 0,6630 0,064825 0,14694
14 C 0,6972 0,3028 0,151258 0,0605
18 F 0,6972 0,3028 0,151258 0,0605
22 F 0,9764 0,0236 0,207439 0,00432
24 F 0,7171 0,2829 0,155579 0,05618
27 C 0,3042 0,6958 0,056181 0,15558
28 C 0,7783 0,2217 0,168544 0,04322
29 F 0,7373 0,2627 0,159901 0,05186
34 F 0,6580 0,3420 0,142614 0,06915
35 F 0,6580 0,3420 0,142614 0,06915
36 F 0,7577 0,2423 0,164223 0,04754
38 F 0,8853 0,1147 0,190152 0,02161
40 C 0,3206 0,6794 0,060503 0,15126
41 F 0,8203 0,1797 0,177187 0,03457
42 F 0,3042 0,6958 0,056181 0,15558

Correlacdo (ra, )=  0,9989
Correlagdo (ra, ;)=  0,9989
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Tabela 10 Freqiiéncias alélicas estimadas e coeficientes de adaptabilidade
relativa acumulada de AA (o ;) e aa (w3;) no método de Populagdes

Origem

Frequéncias

Coeficiente de

Alélicas adaptabilidade
Carioca (C)
Locos | Flor de Mayo A A o 3
(R
4 C 0,7124 0,2876 0,154558 0,057203
7 C 0,6922 0,3078 0,150158 0,061603
9 F 0,3268 0,6732 0,062153 0,149607
20 C 0,3776 0,6224 0,075354 0,136407
22 F 0,6922 0,3078 0,150158 0,061603
26 F 0,2609 0,7391 0,044552 0,167208
32 C 0,2772 0,7228 0,048952 0,162808
33 F 0,6524 0,3476 0,141357 0,070404
34 F 0,7329 0,2671 0,158958 0,052803
36 F 0,6922 0,3078 0,150158 0,061603
37 C 0,3605 0,6395 0,070954 0,140807
38 F 0,7745 0,2255 0,167758 0,044002
40 C 0,3605 0,6395 0,070954 0,140807
Correlagdo (ra, )=  0,9997
Correlacao (r,, ;)=  0,9997
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Tabela 11 Freqiiéncias alélicas estimadas e coeficientes de adaptabilidade
relativa acumulada de AA (o 1) e aa (03;) no método “bulk” dentro

de progénies F,

Origem

Frequéncias

Coeficiente de

Locos Alélicas adaptabilidade
Carioca (C)
Flor de Mayo (F) A A o 3

4 C 0,8147 0,1853 0,176054 0,035707

7 C 0,6479 0,3521 0,140347 0,071413

9 F 0,3681 0,6319 0,072901 0,138859
15 C 0,6128 0,3872 0,132412 0,075381
17 F 0,6479 0,3521 0,140347 0,071413
18 F 0,3835 0,6165 0,076869 0,134892
21 C 0,6303 0,3697 0,13638 0,075381
22 F 0,8541 0,1459 0,183989 0,027772
23 C 0,7201 0,2799 0,156217 0,055544
24 F 0,8741 0,1259 0,187956 0,023804
25 C 0,6657 0,3343 0,144315 0,067446
26 F 0,3375 0,6625 0,064966 0,146794
28 C 0,3681 0,6319 0,072901 0,138859
33 F 0,7386 0,2614 0,160184 0,051576
34 F 0,4949 0,2237 0,168119 0,043642
35 F 0,7573 0,2427 0,164152 0,047609
36 F 0,8147 0,1853 0,176054 0,035707
37 C 0,7201 0,2799 0,156217 0,055544
38 F 0,8343 0,1657 0,180021 0,031739
39 C 0,6479 0,3521 0,140347 0,071413
Correlacdo (ra, )=  0,9320
Correlagdo (ra, ;)=  0,9987
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Tabela 12 Freqiiéncias alélicas estimadas e coeficientes de adaptabilidade
relativa acumulada de AA (o ;) e aa (®;) no método “bulk” dentro

de progénies F;

Origem

Frequéncias

Coeficiente de

Alélicas adaptabilidade
Locos Carioca (C)

Flor de Mayo (F) A A o) 3
1 C 0,3404 0,6596 0,065719 0,146042
4 C 0,7655 0,2345 0,165862 0,045899
12 F 0,2930 0,7070 0,053201 0,15856
15 C 0,7457 0,2543 0,161689 0,050071
17 F 0,6315 0,3685 0,136653 0,075107
22 C 0,8892 0,1108 0,190897 0,020863
23 F 0,6688 0,3312 0,144999 0,066762

24 F 1,0000 0,0000 1,0 0
25 C 0,6688 0,3312 0,144999 0,066762
26 F 0,2012 0,7988 0,028165 0,183595
27 C 0,6315 0,3685 0,136653 0,075107
28 C 0,8679 0,1321 0,186725 0,025036
33 F 0,7068 0,2932 0,153344 0,058417
36 F 0,9326 0,0674 0,199243 0,012518
37 C 0,6688 0,3312 0,144999 0,066762
38 F 0,9326 0,7070 0,199243 0,012518
41 F 0,6877 0,3123 0,149171 0,062589

Correlagao (ra, o,)= 0,5641
Correlagdo (r,, ;)= 0,7843
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Tabela 13 Freqiiéncias alélicas estimadas e coeficientes de adaptabilidade
relativa acumulada de AA (o ;) e aa (3) no método SSD

i Frequéncias Coeficiente de
Origem Alélicas adaptabilidade
Locos Carioca (C)

Flor de Mayo (F) A A 0 03
1 C 0,6883 0,3117 0,149306 0,062455
2 F 0,3169 0,6831 0,059527 0,152233
4 C 0,7985 0,2015 0,172726 0,039034
7 C 0,6883 0,3117 0,149306 0,062455
10 C 0,6184 0,3816 0,133692 0,078068
14 C 0,6184 0,3816 0,133692 0,078068
15 C 0,3466 0,6534 0,067334 0,144427
20 C 0,3616 0,6384 0,071237 0,140523
22 F 0,8175 0,1825 0,17663 0,035131
23 C 0,7610 0,2390 0,16492 0,046841
24 F 0,3169 0,6831 0,059527 0,152233
27 C 0,7062 0,2938 0,153209 0,058551
28 C 0,6530 0,3470 0,141499 0,070262
29 F 0,3920 0,6080 0,079044 0,132716
31 C 0,6530 0,3470 0,141499 0,070262
32 C 0,7062 0,2938 0,153209 0,058551
35 F 0,7796 0,2204 0,168823 0,042938
36 F 0,8961 0,1039 0,192243 0,019517
38 F 0,9368 0,0632 0,20005 0,01171
39 C 0,6184 0,3816 0,133692 0,078068
40 C 0,3169 0,6831 0,059527 0,152233
41 F 0,7425 0,2575 0,161016 0,050744
42 F 0,6530 0,3470 0,141499 0,070262

Correlagdo (ra, ;)=  0,9989
Correlacao (r,, 03)= 0,9989

Assim, o fator que mais contribuiu para diferenciar os métodos de
conducdo da populacdo segregante foi a selegdo natural, que teve seu maior
efeito no método da populagdo, atuando sobre a totalidade da variagdo genética
desde a geragdo F,, seguido dos métodos “bulk” dentro de progénies F5 e dentro
de progénies F,. Nesses dois 0ltimos, a selecdo atuou somente dentro das
progénies onde a variabilidade genética ¢ menor do que entre elas (RAMALHO;

VENCOVSKY, 1978). Finalmente, a sele¢do natural atuou com menor
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intensidade no método genealdgico, uma vez que na sua conducdo sdo feitas
selecdes artificiais visuais e portanto, sdo tomadas as progénies e/ou plantas que
podem ter sofrido efeito da selegcdo natural. No método SSD a sele¢do natural
provavelmente ndo teve oportunidade de atuar porque foi tomada uma semente
de cada planta amostrada na F, e também das plantas descendentes até se obter a
progénie F4s. Assim, nesses dois ultimos métodos as oscilagdes nas freqiiéncias
alélicas devem ter tido maior contribuicdo do acaso, especialmente no
genealogico, dada a maior dificuldade de condugdo do mesmo (RAPOSO,
1999). Entretanto, no SSD, certamente também houve efeito de amostragem em
razdo de que uma Unica semente por planta ndo deve representar os descendentes
da mesma (RAPOSO; RAMALHO; ABREU, 2000).

Nesse contexto, as estimativas dos coeficientes acumulados de
adaptabilidade para os locos com desvio de segregagdo em relacdo ao esperado,
nao dizem respeito somente ao efeito da selecdo natural, especialmente para os
métodos genealdgico e SSD (Tabelas 9 a 13). As estimativas de adaptabilidade,
®; ¢ o3, referem-se, respectivamente, aos gendtipos AA e aa, ou mais
especificamente as regides gendmicas a eles ligadas. Valores de ®; € ®; menores
do que 1,0 indicam que os respectivos genotipos reduziram de freqiiéncia em
relacdo ao Aa (ALLARD; HANSHER, 1964; HEDRICK, 1999). Exceto para o
loco A na populagdo conduzida pelo método “bulk” dentro de progénies F;, em
que o alelo A derivado do genitor Flor de Mayo (Tabela 12) foi fixado, para
todos os demais observou-se maior adaptabilidade do Aa. Esse predominio do
heterozigoto ¢ uma forma da populacdo reter variabilidade genética, mesmo em
espécies com quase 100% de autofecundacdo como o feijdo (ALLARD;
WORKMAN, 1963). Na realidade, a manutencdo da heterozigose ocorre até em
geracdes muito avangadas como Fp; (RODRIGUES; SANTOS, 2006). Isso
explica os ganhos elevados em produtividade de grdos, superiores aos

conseguidos com a selecdo artificial obtidas de populacdes conduzidas em
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“bulk” em até Fy (CORTE, 1999; GONCALVES, 2000; SILVA, 2003). As
estimativas de ®; e 3 s@o na realidade funcdes das freqiiéncias alélicas como
indicam as correlagdes das Tabelas (9 a 13).

Na comparagdo dos métodos de condugdo da populagdo segregante, um
ponto importante ¢ identificar aquele que libera maior variabilidade util para
selecdo. As estimativas da herdabilidade no sentido restrito, por loco do
marcador, pode auxiliar nessa identificagdo, um vez que ela indica a parcela da
varidncia fenotipica que é devida a varidncia genética aditiva (HARDY, 2003).
Como a variancia fenotipica do marcador ¢ quase 100% genética, isso explica
porque os valores de k? foram elevados (Tabela 14). Nota-se ainda que as k? sdo
inversamente correlacionadas com as freqiiéncias dos alelos dominantes de
todos os locos.

Considerando o valor médio de k? para todos os locos, o0 método “bulk
dentro de F5” possui o menor valor (0,9194) e o método da populagdo o maior
valor (0,9460). Médias proporcionais também s3o observadas para todos os
métodos de condugdo da populagdo, quando se consideram somente os locos
com que alteraram as freqiiéncias alélicas em relagdo a 0,5. Nota-se ainda que a
variagdo dos valores de rZ por método de condugdo da populagdo foi menor para
o método da popula¢do. De acordo com a expressdo da kZ de Hardy (2003), o
valor da herdabilidade para a freqiiéncia do fenotipo dominante de 0,5625 em F4,
quando as freqiiéncias alélicas sdo 0,5, corresponde a 0,9492. Portanto, muito
proximo do valor médio da &? para o método da popula¢do. Deduz-se assim, que
o método da populacdo ¢ o que mostra maior potencial para liberar variabilidade
genética.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Raposo, Ramalho e
Abreu (2000) que estimou a h? da produgio média de grios das progénies
derivadas dos cinco métodos de conducdo da populagdo segregante, em duas

geragoes, Fu.5 € Fy. Ele notou, que também o método da populagdo se destaca
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com uma h’= 57,15%. Ele considerou ainda que os métodos “bulk” dentro de
progénies F, (h’= 53,36%) e F; (h’= 40,64) ¢ também o SSD (h’= 52,96%)
foram equivalentes quanto a capacidade de liberacdo de variagdo genética. O
método genealdgico foi o que liberou menor variagdo da produgdo de grios (h*=
34,77%). Mais uma vez, nota-se que a selecdo natural, que ocorreu
principalmente na populagdo conduzida em “bulk”, alterou as freqiiéncias
alélicas visando maior adaptacdo, mas também preservou o maximo potencial de
liberacdo de variabilidade. Isto ¢, manteve as freqiiéncias alé¢licas da maioria dos
locos proximas de 0,5.

Embora o maior problema do “bulk” seja as oscilagdes devido as
amostragens de uma geragdo para a outra, isso parece ndo ocorrer quando se usa
populacao de pelo menos 2.000 individuos por geragdo, como procedeu Raposo
(1999). Ja no método genealdgico, o grande nimero de anotagdes para
identificacdo de progénies e individuos dentro de progénies, restringe o tamanho
da populacdo. Isso leva a mais oscilacdes em freqiiéncias alélicas aleatorias,
principalmente porque as selegdes visuais ndo sdo eficientes para caracteres
quantitativos complexos como a producdo de graos (ABREU, 2010; MORETO
et al., 2007; RAPOSO, 1999; SILVA, 2009).

O método SSD ao amostrar uma semente de cada planta para gerar a
progénie, também leva a oscilagdes aleatdrias nas freqiiéncias alélicas de grande
numero de locos. Porém, devido a facilidade de condugdo da populagdo nas
geragdes segregantes e a preservacdo da representacdo das plantas F, na
progénie, ¢ o mais eficiente (RAPOSO, 1999) e dessa forma preserva também
ampla variagdo genética, embora ndo permita a atuacdo da selecdo natural
(CASTANHEIRA, 2001; FEHR, 1987; RODRIGUES; SANTOS, 2006).

O método de “bulk” dentro de progénies F, e F;, em fungdo do maior
nimero de avaliagdes experimentais das progénies durante a conducdo da

populagdo, também restringe o nimero de progénies. Isso ocasiona também
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alteragdes aleatorias em grande nimero de locos, embora permita a atuagdo
parcial da selecdo natural dentro das progénies, aliado a selegdo artificial mais

eficiente entre progénies (RAPOSO, 1999).



Tabela 14 Estimativas de herdabilidade no sentido restrito (h2), por loco RAPD e freqiiéncia do alelo A nos diferentes
métodos de condugdo da populacdo segregante e correlagdo (r) dos valores de hZ e as freqiiéncias dos alelos

dominantes do marcador ry,zg;. (Valores em negrito correspondem a locos com alteragdes significativas das
freqiiéncias alélicas)

METODO

Locos GENEALOGICO POPULACAO “BULK” F, “BULK” F3 SSD

(h3) (A) (k7) (A) (k) (A) (h9) (A) (r) (G

1 0,8537 0,7783 0,9295 0,5565 0,9278 0,5614 1,0052 0,3404 0,8841 0,6883
2 0,9523 0,4911 0,9921 0,3776 0,9566 0,4786 0,9162 0,5949 1,0136 0,3169
3 0,9828 0,4041 0,9488 0,5011 0,9336 0,5446 0,9347 0,5414 0,9314 0,5511
4 0,8743 0,7171 0,8759 0,7124 0,8415 0,8147 0,8580 0,7655 0,8469 0,7985
5 0,9947 0,3703 0,9614 0,4651 0,9100 0,6128 0,9707 0,4384 0,9256 0,5677
6 0,9888 0,3871 0,9230 0,5753 0,9790 0,4147 0,9529 0,4893 0,9371 0,5346
7 0,8743 0,7171 0,8828 0,6922 0,8979 0,6479 0,9099 0,6131 0,8841 0,6883
8 0,9828 0,4041 0,9360 0,5379 0,9509 0,4949 0,9099 0,6131 0,9371 0,5346
9 1,0064 0,3370 1,0100 0,3268 0,9955 0,3681 0,9881 0,3889 0,9314 0,5511
10 0,9768 0,4212 0,9360 0,5379 0,9219 0,5784 0,9408 0,5238 0,9080 0,6184
11 0,9585 0,4734 0,9614 0,4651 0,9623 0,4624 0,9648 0,4552 0,9428 0,5182
12 0,9888 0,3871 0,9551 0,4830 0,9336 0,5446 1,0220 0,2930 0,9371 0,5346
13 0,9523 0,4911 0,9551 0,4830 0,9394 0,5279 0,9162 0,5949 0,9484 0,5020
14 0,8811 0,6972 0,9861 0,3948 0,9278 0,5614 0,9469 0,5065 0,9080 0,6184
15 0,9206 0,5820 0,9614 0,4651 0,9100 0,6128 0,8646 0,7457 1,0030 0,3466
16 0,9460 0,5089 0,9800 0,4122 0,9100 0,6128 0,9224 0,5769 0,9371 0,5346
17 0,9768 0,4212 0,9164 0,5943 0,8979 0,6479 0,9036 0,6315 0,9139 0,6014
18 0,8811 0,6972 0,9488 0,5011 0,9900 0,3835 0,9286 0,5591 0,9707 0,4384
19 0,9523 0,4911 0,9295 0,5565 0,9160 0,5955 0,9881 0,3889 0,9314 0,5511
20 0,9707 0,4384 0,9921 0,3776 0,9679 0,4464 0,9766 0,4218 0,9977 0,3616
21 0,9397 0,5270 0,9424 0,5194 0,9040 0,6303 0,9347 0,5414 0,9541 0,4859

9L



Tabela 14, continuagdo

METODO
Locos GENEALOGICO POPULACAO “BULK” F, “BULK” F, SSD
(h7) (A) (k7)) (A) (k9 (A) (k7)) (A) (k7)) (A)

22 0,7889 0,9764 0,8828 0,6922 0,8285 0,8541 0,8170 0,8892 0,8406 0,8175
23 0,9334 0,5452 0,9031 0,6328 0,8733 0,7201 0,8908 0,6688 0,8595 0,7610
24 0,8743 0,7171 0,9098 0,6134 0,8219 0,8741 0,7814 1,0000 1,0136 0,3169
25 0,9768 0,4212 0,9424 0,5194 0,8918 0,6657 0,8908 0,6688 0,9256 0,5677
26 0,9646 0,4558 1,0333 0,2609 1,0062 0,3375 1,0545 0,2012 0,9484 0,5020
27 1,0180 0,3042 0,9488 0,5011 0,9566 0,4786 0,9036 0,6315 0,8780 0,7062
28 0,8537 0,7783 0,9098 0,6134 0,9955 0,3681 0,8240 0,8679 0,8962 0,6530
29 0,8675 0,7373 0,9676 0,4473 0,9846 0,3991 0,9224 0,5769 0,9870 0,3920
30 0,9585 0,4734 0,9098 0,6134 0,9452 0,5113 0,9224 0,5769 0,9484 0,5020
31 0,9888 0,3871 0,9921 0,3776 0,9394 0,5279 0,9589 0,4722 0,8962 0,6530
32 0,9707 0,4384 1,0276 0,2772 0,9679 0,4464 0,9347 0,5414 0,8780 0,7062
33 0,9076 0,6197 0,8964 0,6524 0,8670 0,7386 0,8778 0,7068 0,9428 0,5182
34 0,8944 0,6580 0,8690 0,7329 0,8544 0,7763 0,9347 0,5414 0,9198 0,5844
35 0,8944 0,6580 0,9614 0,4651 0,8607 0,7573 0,9099 0,6131 0,8532 0,7796
36 0,8606 0,7577 0,8828 0,6922 0,8415 0,8147 0,8029 0,9326 0,8147 0,8961
37 0,9646 0,4558 0,9981 0,3605 0,8733 0,7201 0,8908 0,6688 0,9256 0,5677
38 0,8182 0,8853 0,8549 0,7745 0,8350 0,8343 0,8029 0,9326 0,8015 0,9368
39 0,9270 0,5635 0,9614 0,4651 0,8979 0,6479 0,9162 0,5949 0,9080 0,6184
40 1,0122 0,3206 0,9981 0,3605 0,9336 0,5446 0,9589 0,4722 1,0136 0,3169
41 0,8397 0,8203 0,9676 0,4473 0,9394 0,5279 0,8843 0,6877 0,8657 0,7425
42 1,0180 0,3042 0,9921 0,3776 0,9509 0,4949 0,9824 0,4053 0,8962 0,6530

MEDIA h? 0,9330 0,9460 0,9200 0,9194 0,9204

Sp2 0.0035 0,0019 0,0024 0,0034 0,0121

(1, k) -0,99992 0,99997 0,99995 0,9999 0,99991

MEDIA h*(*) 0,9003 0,9388 0,8994 0,8867 0,9064

LL
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4 CONCLUSAO

a)

b)

As populagdes conduzidas pelos diferentes métodos provocaram
alteracdes particulares nas freqiiéncias alélicas de parte dos locos
RAPD, devido principalmente a selecdo natural (“bulk”, “bulk”
dentro de F, e “bulk” dentro de F; ), as alteragdes aleatorias
(genealdgico, SSD, “bulk” dentro de F, e “bulk” dentro de F;) e
selecdo artificial (genealogico, “bulk” dentro de F; e “bulk” dentro de
F3)

A selecdo natural altera as freqiiéncias alélicas para maior adaptacdo,
porém sempre preservando o potencial da populagdo para liberar o
maximo de variabilidade genética, como ocorreu no método do

“bulk”.
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ANEXOS

Tabela 1A Matriz de 0 a 1 obtidas pelo padrdo de bandas das progénies do método genealdgico (CASTANHEIRA,

2001). Locos (L) na horizontal x Progénies (P) na vertical

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

CA
FM

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

0

1 0 0 0

00

00 0 0 0 1

1

00 0 1 0 0

6

10

12
13
14
15
16
17
19
20
21

0 0 1

1

1 0 0

0 0

1

1

00

23

24
26

I 0 0 0 1

1

0 0 0 1

1

27
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Tabela 1A, continuagao

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

28

00 1 0 0 1
0 0 0 1

29

1

30
31

0 0 0 1

1

32
33

0 0 0 1

1

34
35

0 0

1
1
1

0 0 0
0 0 0
1

1
1

37
40
41

1 0 0 0 0

00

10 0 0 1

2
43

0 0 0 1
1

1
1

0 0

44
45

1

0 0 0

47

0

0 0 0
0

1

48

0

00

49

50
51

00

0

0 0 0

1
1

52
53

0 0 0

54
55

56
57
58
59
60

0O 0 0 0 0 O

1

0 0

0 0 1
1

1
1

0 0 0
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Tabela 1A, continuagao

P/IL 4 5 6 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
61 1 01 00 o 1 0 0 o0 1 1 1 0 1 0 O 1 0 0 o0 1 1 0 0 1 10 o0 o0 1 0 0 1 0 1 0
62 10 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 o 0 o0 1 1 1 1 1 0o 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 o 1 0
63 1 0 0 1 0 1 10 1 1 1 1 0 1 1 1 1 10 1 10 o0 1 0 1 1 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1
64 10 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 o 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0o 1 0
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Tabela 1B Matriz de 0 a 1 obtidas pelo padrdo de bandas das progénies do método da populagdo (CASTANHEIRA,

2001). Locos (L) na horizontal x Progénies (P) na vertical

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

0

00 1 0 O 0

CA
FM

01

1
1

10 0 0
0 0

02
03

0 0 1

1

04

05

07

08

0
0

1
1

00 0 0 O

09

00 0 O

1

10

0 0 0 1

1

12
13
14
16
18
20
22
23

24
25

1

0 0 0 0 1

1
1

26

0 0 0

27

28

1

0 0 0 0

1

29

30
34

1

00
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Tabela 1B, continuagdo

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

35

0 0
00

36
37
38
39
41

1 0 0 0 O

0

1

42
43

1

0 0 1
0 0 1

44
45

00

46

1

0 0 0 0

47

48

49

1 0 0 1

50
51

52
53

54
55

00 0 0 0 0 1

56
57
58
59
60
61

0 0 1
0

0 0

1

1 0 0 1

62
63

0 0 0 1

1

64
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Tabela 1C Matrizde 0 a 1 obtidas pelo padrdo de bandas das progénies do método “bulk” dentro de progénies F2 (CASTANHEIRA,

2001). Locos (L) na horizontal x Progénies (P) na vertical

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

CA
FM

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

14 15 16 17 18 19 20 21

13

0

0 0 0

0

0

0

0

0 0

01

02

1 0 0

0

03

05

0
00 0 0 O

06
07
08

1

0 0 0 1

1

09

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

0 0
1
1

0

0

22
23

0 0 0
0
0

1

0 00 0 0 O

24
25

26
27

88



inuacao

Tabela 1C, cont

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

11 12

10

PL 1 2 3 4 5 6 7 8 9

28

10 0 0 1

0

29
30
31

32
34
35

00 0 o0

1

36
37
38

0

1

0 0 0 O
0 0 0
1

0 0 0 0 O

1
1

39
40
a1

1

0 0 0

1

1

00

42

43

1

0O 1 0 0 0 O
1

0

1

44
45

1

0 0 0 O

47

48

49

50
51

0 0

52
53

0

0
1
1

00
00
00

54
55

0 0

1

1
1

0

0 0 0

56
57
58

1.0 0

1

00
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Tabela 1C, continuagdo
PL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
9 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
60 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 o 0 0 1 1 1 o 0 0 0 o0 1 0o 0 0 1 o 0 0 0 o0 1 o 0 0 o0 O 1 0
61 1 1 0 1 0 1 I 1 1 1 0 1 1 1 1 1 o 0 0 o0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0o 0 1 0o 0 0 1 0O 0 0 O
62 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1
63 0 0 1 I 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
64 0 I I 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
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Tabela 1D Matriz de 0 a 1 obtidas pelo padrdo de bandas das progénies do método “bulk” dentro de progénies F3 (CASTANHEIRA,

2001). Locos (L) na horizontal x Progénies (P) na vertical

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

0

00 1 0 O 0

CA
FM

0

0 0 0 0

1

01

02
03

0

00 0 0 O
1
1

1
1

1

0 0 0 O
0 0 0

0 0

04
05

1

0O 0 0 0 0 O

00 0 0 O

1
1

06

1
1

07

1 0O 0 1 0 0 O

08

09

10

11

1 0 0 0 0

1

1

00

12
13

14
15

0 0 0 1

16
17
18
19
22
23

1

0 0

23

0 0 0 1

26

1

0 0 0 0

27

28

0 0 0 1

1

29

91




Tabela 1D, continuagio

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

30
31

0

1 00 0

32
33

0 0 0 1
1

34
35

1

0 0 0

36
37
38
39
40
41

0 0 0 1

1

42
43

44
45

46

48

1

0 0
1
1

1

00

49

1

0 0 0

50
51

1

52
53

0 0 1

1

54
55

0O 0 1 0 0 0 1

56
57
58
59
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Tabela 1D, continuagio

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
61 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 10 1 1 1 1 1 0 1 0 1 10 1 10 1 r 0 0 o0 o0 1 1 1 r 0o 1 0 0 1 0
62 0 0 I 1 0 1 0 1 1 1 10 1 1 1 1 1 1 1 r 0o 1 0 1 1 0 1 o0 1 1 1 0 o0 1 0 1 10 1 1
6 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 10 1 1 I 0 1 1 1 $1 0 1 0 o0 1 0 O O O 1 o0 1 O 1 0 0 0 O
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ANEXO 1E Matriz de 0 a 1 obtidas pelo padréo de bandas das progénies do método da SSD (CASTANHEIRA, 2001). Locos (L) na

horizontal x Progénies (P) na vertical
PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

CA
FM

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

0

1 0 0 0

00

01

00 0 0 0 1

11

0

02

03

04

05

06

08

09

10

0
0 0 0

12
13
14
15
16
17
18
20
21

1

1 0 0 0 1

1

1

00 0 O

0 0 0

1

1

0 0 0

1

22
23

1

1 1.0 0 0 O
00 0 0 1
0 0 0 1

1
1

24
25

0 0 0 1

1

26

27

28
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Tabela 1E, continuagio

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

19 20 21

18

12 13 14 15 16 17

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

29

30
31

89
33

0 0

1

1

00

34
35

1

0 0 1

36
37
38
39
40
a1

0 0 0 1

1

42
43

1

1

00

44
45

0 0 0 1

1

46

47

48

10 0 1

49

50
51

1

0 0

52
53

54
55

56
57
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Tabela 1E, continuagio

PL 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
8 110 1 1.0 1 0 0 0O 1 0 1 10 1 1 0o 1 o0 1 o0 1 0 1 1 1 0 0o 1 o0 1 10 1 1 1 1 0 0 1
9 10 1 1 1 1 1 0 1 1 1 o 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0o 0 o0 1 1 1 1 o 1 0
6 1 011011 1 1 1 o0 1 o0 o0 O 1 0 1 r 0 o0 1 10 1 1 1 r 0 o0 1 10 0 1 1 1 10 o 1 0
61 1 1 0 1 1 1 1 0 1 O 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0o 0 0 1 0o 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0o 0 1 1
62 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
63 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 10 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 o 0 o0 1 1 10 1 1 0 1 0 1 0 1
64 1 01111 1 1 1 0 O 1 O 1 0 1 1 1 1 1 1 1 10 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 10
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