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RESUMO

CARNEIRO, Flavia Fernandes. Genética da resisténcia do feijoeiro ao mofo
branco e o0 uso do retrocruzamento assistido por marcadores
microssatélites. 2009. 84p. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Melhoramento
de Plantas)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG"

A identificacdo de fontes de resisténcia de feijdo ao mofo branco e o
estudo da sua heranga sdo requerimentos primordiais para o sucesso de
programas de melhoramento visando a obtencdo de cultivares resistentes. Assim,
o presente trabalho foi realizado com os seguintes objetivos: 1) estudar a
natureza e a magnitude dos efeitos genéticos da resisténcia ao mofo branco e 2)
utilizar marcadores microssatélites (SSR) para acelerar o processo de
recuperacdo do genoma do genitor recorrente, bem como selecionar as plantas
de retrocruzamentos mais similares ao genitor recorrente que possuem um QTL
de resisténcia ao mofo branco. Para se obter as estimativas de pardmetros
genéticos, foram utilizados os genitores resistentes (G122) e suscetivel (M20) a
F, a F, e a 120 progénies F,;. Essas populagdes foram submetidas a inoculagio
do micélio, utilizando-se o método do método Straw test. Apds,
aproximadamente, 28 e¢ 38 dias da semeadura e 6 a 8 dias apos a inoculagdo,
procedeu-se a avaliagdo da reacdo ao mofo branco por meio de uma escala de
diagramatica de notas de 1 a 9. As avaliagdes foram realizadas em plantas
individuais e em nivel de média de progénies. Os resultados obtidos
evidenciaram o predominio de efeito aditivo na expressdo do carater e que
apenas um gene de reagdo ao mofo branco esta envolvido no controle da doenga,
embora o carater seja altamente influenciado pelo ambiente. As estimativas da
herdabilidade no sentido amplo obtidas indicam que a selecdo ¢ mais eficiente
com base na média de progénies e inoculagdes multiplas. No estudo da selegdo
assistida por marcadores SSR, foram obtidas 267 plantas F\RC; e 113 plantas
F\RC,, a partir do cruzamento entre os genitores G122 (doador) e M20
(recorrente). Foi extraido o DNA de cada uma das plantas obtidas, juntamente
com os dois genitores, para serem utilizados nas rea¢des de marcadores
microssatélites. Os dados de SSR foram submetidos a analise de similaridade
genética (sg;) entre cada planta e o genitor recorrente, utilizando-se o coeficiente
de Sorensen-Dice. Paralelamente, foi estimada a propor¢do de alelos do genitor
recorrente (PR). Os resultados indicaram que os marcadores SSR foram
eficientes para identificar individuos com grande propor¢do de recuperagdo do
genoma recorrente nos dois ciclos iniciais de retrocruzamento, permitindo um
ganho de até dois ciclos, se comparado com a recuperacdo esperada no

*Orientador: Jodo Bosco dos Santos (Orientador)



retrocruzamento convencional. Tanto a similaridade genética quanto a proporgado
de alelos SSR sao eficientes para selecionar plantas mais similares ao genitor
recorrente. Dentre as 20 plantas mais similares ao genitor recorrente foi possivel
selecionar quatro plantas F\RC;, portadoras do QTL de resisténcia ao mofo
branco, com média de 88% de alelos SSR do genitor recorrente e duas plantas
FiRC,, com média de 91% de alelos SSR do genitor recorrente.

il



ABSTRACT

CARNEIRO, Flavia Fernandes. Genetic control of common bean resistance to
white mold and backcross assisted by microsatellite markers. 2009. 84p.
Dissertation (Master in Plant Genetics and Breeding Program)-Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG

The identification of sources of resistance to the white mold in common
bean, and the study of its inheritance is primordial for the success of breeding
programs aiming at resistant cultivars. The present research had the objectives:
1) to study the nature and the magnitude of genetic effects of resistance to white
mold 2) use microsatellite (SSR) markers to accelerate the genome recovery of
the recurrent parent, as well as to select plants more similar to that parent with
the QTL for white mold resistance. The resistant (G122) and susceptible (M20)
lines were crossed and generated the F,, F, and F,.; progenies. The experiment
was set up using two replications in a randomized complete blocks design. The
parents and the three generations were inoculated using the mycelium (Straw
test) of the pathogen. Approximately 28 and 38 days after sowing and six to
eight days after the inoculation, the reaction to the white mold was evaluated in
each plant using a diagrammatic scale from 1 (no symptoms) to 9 (dead plant).
Data were analyzed on the individual plant level and on F,; progeny mean.
Results showed prevalence of additive effects in the trait expression and only
one gene was estimated to be involved in disease control, although the character
is highly influenced by environment. Wide sense heritability estimate indicates
that selection is more efficient based on progeny mean and multiple
inoculations. In the backcross (BC) study 267 F,BC; plants and 113 F,BC,
plants were used. DNA was extracted from each plant of both backcrosses and
from parents to obtain the SSR markers. Genetic similarity (sgj;) between each
BC plant and the recurrent parent was estimated using the Sorensen-Dice
coefficient. The proportion of the SSR alleles derived from the recurrent parent
(PR) was also estimated. Both, genetic similarity and the proportion of SSR
alleles were efficient for identifying plants more similar to the recurrent parent,
equivalent to BC; and BC4. Among the 20 plants more similar to the recurrent
parent it was possible to select 4F,BC, plants with the QTL for white mold
resistance and an average of 88% of PR and 2 F,BC, plants with 91% of alleles
from the recurrent parent.

il



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

A ocorréncia de doengas, de modo geral, contribui para a baixa
produtividade, a instabilidade na produgdo e o alto risco de implantacdo da
cultura do feijdo. O mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum) vem recebendo
lugar de destaque entre as doengas do feijoeiro, principalmente em areas de
cultivo sob pivd central, onde, geralmente, sdo realizados plantios sucessivos de
feijao na mesma area e tém-se condicdes ideais de temperatura e umidade para o
desenvolvimento do patogeno.

O controle da doenca em areas ainda ndo infectadas deve ser realizado
pelo emprego de semente de boa qualidade sanitaria, pelo controle do trafego de
pessoas e equipamentos provenientes de areas infectadas e pela inspecao
rigorosa da lavoura na fase reprodutiva, para a erradicacdo imediata de qualquer
foco da doenca. Em solos infestados, sdo recomendadas medidas integradas de
controle, pois, devido a rapidez de desenvolvimento da doenga, em condigdes de
ambientes favoraveis, medidas isoladas tém se mostrado ineficientes.
Recomenda-se a utilizagdo de fungicidas e de praticas culturais, tais como
rotagdo de culturas, eliminag@o de residuos culturais, redugdo da irrigacao e uso
de antagdnicos no solo. A medida de controle mais eficiente ¢ a resisténcia de
linhagens ao fitopatogeno, estando esta restrita a alguns genotipos (Kolkman &
Kelly, 2002), com potencial de uso nos programas de melhoramento, embora
ndo apresentem possibilidades de utilizagdo direta pelos produtores. E necessaria
a transferéncia de alelos de resisténcia de fontes exodticas e, muitas vezes, ndo
adaptadas, para cultivares elites. Entretanto, devido a dificuldade de avaliacdo e
a natureza parcial da resisténcia, ndo se tem obtido sucesso nos programas de
melhoramento. No Brasil, ha controvérsias sobre o nivel de resisténcia das
cultivares (Gongalves & Santos, 2008). O melhoramento visando aumentar esse

nivel certamente tera impacto significativo na cadeia produtiva do feijoeiro



comum, pois permitird o retorno ao sistema produtivo de areas produtoras de
feijdo, atualmente imprdprias ao seu cultivo, devido a alta incidéncia dessa
doenca, bem como contribuira para reduzir gastos com defensivos, os quais nem
sempre sdo eficientes.

Como as fontes mais conhecidas de resisténcia ndo sdo adaptadas, ha a
necessidade de se conhecer o controle genético da reagcdo do feijoeiro ao mofo
branco, em cruzamento com as linhagens elites. De posse dessa informagao, o
melhoramento podera ser mais eficientemente planejado e ha a possibilidade de
identificar marcadores de DNA para auxiliarem na selecdo. Isso porque a
avaliacdo da reacdo do feijoeiro a patogenos do solo € complexa, além de
depender de condi¢des experimentais favoraveis para o desenvolvimento da
doenga.

O trabalho foi realizado com os seguintes objetivos: 1) estudar a natureza
e a magnitude dos efeitos genéticos da resisténcia ao mofo branco e 2) utilizar
marcadores microssatélites (SSR) para acelerar o processo de recuperagao do
genoma do genitor recorrente, bem como selecionar aquelas mais similares ao

genitor recorrente que possuem um QTL de resisténcia ao mofo branco.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do feijao no Brasil

A cultura do feijao vem sofrendo grandes transformacdes no seu sistema
de cultivo. Na década de 1980, com o advento da irrigacdo, essa cultura
destacou-se como uma nova opc¢do para a safra de inverno (Aidar, 2003 &
Ferreira 1996). Hoje, o feijoeiro comum ¢ cultivado em trés safras por ano, em
todos os estados da Federacdo, em um expressivo numero de estabelecimentos,
sob diferentes estratos de propriedade e variados sistemas de produgdo (Costa &
Pinheiro 2005).

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris) ¢ uma cultura de grande importancia
econOmica e social para o Brasil. Seus grios constituem uma das principais e
mais acessiveis fontes de nutrientes e fibras para os brasileiros, estando presente
diariamente na dieta da populagdo urbana e rural. E rico em potassio, fosforo,
cobre, ferro, zinco e magnésio, minerais essenciais ao metabolismo humano. Por
essa razao, o pais ¢ o maior produtor e consumidor mundial dessa leguminosa.
Merece destaque o estado de Minas Gerais, responsavel por cerca de 16% da
produc@o nacional de feijdo, o segundo maior do Brasil, com area plantada de,
aproximadamente, 424 mil hectares (Companhia Nacional de Abastecimento,
CONAB, 2008).

A produtividade de graos de feijdo no pais, embora crescente, ainda ¢
pequena. Ha varios fatores que contribuem para a redugdo na produtividade.
Miklas (2006) apresenta uma previsdo dos principais estresses bidticos que
afetam a cultura, dentre eles, a ocorréncia de virus, bactérias, fungos e de
determinados tipos de pragas.

Os programas brasileiros para o melhoramento genético do feijoeiro tém
dado maior énfase a obtengdo de cultivares do grupo comercial Carioca, pela

grande demanda do mercado (Zimmermann & Teixeira, 1996). Essa reducdo da



base genética ¢ a selecdo na auséncia da pressdo do patdogeno levam a obtencdo
de linhagens com menores niveis de resisténcia, especialmente no caso do mofo

branco que ¢ parcial.

2.2 Mofo branco

O mofo branco é causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, sendo
um patdégeno de importdncia mundial, com mais de 408 espécies de plantas
hospedeiras (Boland & Hall, 1994). No Brasil, a ocorréncia de S. sclerotiorum
foi observada pela primeira vez em 1921, por Sacca, que verificou o fungo
sobre Solanum tuberosum L., no estado de Sdo Paulo. Nos anos seguintes, o
patégeno foi verificado sobre diferentes hospedeiros em outros estados do pais.
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary pertence a subdivisdo Ascomycotina,
classe Discomycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae. Nao exibe
interacdo especifica “gene-a-gene" com seus hospedeiros, sendo, portanto, um
patogeno de dificil controle.

As condigdes de clima favoraveis para seu desenvolvimento sdo alta
umidade e temperaturas amenas, entre 15° a 20°C. Nessa situagdo, uma lavoura
de feijdo pode sofrer, em média, perdas de 30% ou mais, podendo chegar a
100% em periodos chuvosos, quando medidas preventivas ndo sdo tomadas
(Oliveira, 2005; Rava, 2007). No Brasil, esta doenca tem maior importancia no
sul e no centro-oeste, quando ocorrem baixas temperaturas, principalmente em
areas de cultivo de girassol, cujos residuos mantém o inoculo em alta

concentragao.

Na auséncia de hospedeiro suscetivel, o fungo pode persistir por um
longo periodo no solo, por meio de estruturas de resisténcia, de coloracao
escura, conhecidas como esclerddios. Estas estruturas tém formato irregular, de
varios milimetros de didmetro e comprimento. A principio, apresentam

coloracdo branca e, posteriormente, tornam-se negros ¢ duros. Podem



sobreviver no solo por até 11 anos e sfo altamente resistentes a substancias
quimicas, calor seco até 600 graus Celsius ¢ congelamento (Coley-Smith &
Cooke 1971).

Os esclerédios podem germinar de forma miceliogénica ou
carpogénica. Enquanto, na forma miceliogénica, ha a produgdo de micélio
hialino e septado, na forma carpogénica, o esclerédio pode produzir um ou mais
apotécios. O apotécio libera ascosporos continuamente por 2 a 17 dias, com
média de 9 dias. A producdo maxima de ascosporos ocorre num intervalo de 2 a
3 dias entre o quarto e nono dia de vida ativa do apotécio. O total de ascosporos
produzidos por um apotécio atinge ao redor de dois milhdes.

Sdo varios os fatores que influenciam na germinag@o dos esclerddios
desse fungo, tais como: os nutrientes do substrato no qual o esclerdédio é
formado, a idade dos esclerdédios, os fatores ambientais, como umidade,
temperatura, luz, pH do solo, aeracao, a profundidade na qual o esclerddio se
encontra no solo e o tipo de solo (Phillips, 1987). O solo ndo cultivado
apresenta caracteristicas supressivas evidenciadas por retardamento do
aparecimento de estipes ¢ formagao mais lenta dos apotécios, em relacdo ao solo
cultivado (Costa & Costa, 2006, Brandao et al., 2008).

Os esporos germinados dos esclerddios sdo dispersos pelo vento e/ou
pela 4gua. A dissemina¢do do fungo pode também ocorrer pelas proprias
estruturas de resisténcia aderidas aos implementos agricolas, em restos culturais

ou em mistura com as sementes (Rava, 2007).

O fungo ataca toda a parte aérea da planta, principalmente no inicio da
floragdo ou apds a polinizacao das flores, as quais servem como fonte basica de
nutrientes para iniciar as infec¢des por esporos (Huinter et al.,, 1978). O
primeiro indicio da presenca da doenga ¢ o aspecto murcho da planta. Nos
orgios infectados sdo encontradas lesdes encharcadas, de coloragdo parda e

consisténcia mole, com micélio branco de aspecto cotonoso, cobrindo os tecidos



da planta. Com o progresso da doenca, as folhas e os caules infectados tornam-

se marrons e permanecem eretos, mesmo com a morte da planta.

Em geral, as formas de prevengdo do mofo branco sdo: utilizar sementes
sadias, racionalizar o volume de 4gua na lavoura, manter a ldmina d’agua
uniforme, fugir do periodo mais frio e promover ou incrementar
microrganismos antagénicos no solo, como o Trichoderma (Moraes et al.,
2008). O uso de fungicidas pode ser necessario quando estas medidas ndo sdo
suficientes para assegurar o controle e, ainda, influencia no sucesso do controle
0 espagamento entre plantas, a densidade de semeadura e o dossel da planta que
deve oferecer maior aeragdo na lavoura (Rava, 2007).

Outro aspecto importante no manejo da doenca, principalmente
influenciando na eficacia dos fungicidas, ¢ o potencial de inoculo no solo,
representado pelo numero de esclerddios por metro quadrado e também pela
capacidade do fungo em disseminar e atacar as plantas, que pode variar entre os
isolados. Em solos infestados, com médio ou elevado numero de esclerodios,
sdo recomendadas medidas integradas de controle, devido a rapidez de
desenvolvimento da doenga nas condigdes de ambientes favoraveis, uma vez
que as medidas isoladas ndo tém se mostrado eficientes. Se a lavoura tiver uma
camada de palhada espessa, esta vai dificultar a formagdo e a liberagdo dos
apotécios e esporos do fungo (Oliveira, 2005). No Brasil, ndo ha disponibilidade
para os produtores de feijdo, cultivar resistente ao mofo branco, medida que

seria a mais indicada e econdmica para o manejo da doenga.

2.3 Métodos de avaliacao da resisténcia ao mofo branco

Hé varios métodos propostos para avaliagdo da resisténcia ao mofo
branco. Alguns melhoristas preferem avaliar a doenga no campo. Entretanto, as
dificuldades dessa avaliagdo sdo a disponibilidade de areas uniformemente

infectadas e as condi¢des favoraveis para o desenvolvimento da doenca (Lehner



et al., 2008). Além disso, quando se avaliam cultivares de porte diferente, as
mais arbustivas podem escapar da doenga, mesmo sendo suscetiveis (Miklas et
al., 2001).

Existem diversas metodologias artificiais de avaliagdo por meio da
inoculacdo do patdégeno (Tolédo-Souza & Costa, 2003) e também avaliagdo por
método indireto, em que as cultivares/linhagens sdo avaliadas a partir da reagdo
ao acido oxdlico em solucdo (Kolkman & Kelly, 2003). Estes autores
consideram que o método indireto de avaliagdo da resisténcia fisiologica ¢é
independente de mecanismos de escapes, como a diferenca de agressividade dos
isolados e o porte da planta.

De todos os métodos existentes, o Straw test, ou teste do canudo, é o
método mais simples de avaliagdo da resisténcia fisioldgica dentro do tecido do
caule principal e eficiente para auxiliar na identificagdo, na caracterizacdo e na
selegdo de genotipos resistentes ao mofo branco, sendo o mais utilizado nos
programas de melhoramento (Teran & Singh, 2008). Apresenta a vantagem,
além de outras, de ser ndo destrutivo, o que permite o avango do programa de
melhoramento para a obtengdo de progénies resistentes.

O straw test foi descrito por Petzoldt & Dickson (1996). Neste teste, as
plantas sdo inoculadas de trés a cinco semanas apos a semeadura. Os inoculos
sdo crescidos em meio de batata-dextrose-agar (BDA), adicionado de
cloranfenicol, na propor¢ao 1 gota do antibidtico/100ml de meio, a temperatura
de 20°C4#3, permitindo um crescimento uniforme. Para seguir um ativo
crescimento, é necessario multiplicar o fungo duas vezes e a inoculacao deve ser
realizada trés dias apos a segunda multiplicacdo. Nesse momento, a placa tem
crescimento demasiado com aparéncia de algoddo, mas ndo iniciou a formagao
de esclerddios. Ponteiras eppendorf sdo usadas para cortar o disco de agar da
placa, de modo que o micélio fique em contato com o apice cortado da planta.

Seis a oito dias apo6s a inoculagdo sdo realizadas as avaliagdes segundo a



seguinte escala descritiva da reacdo ao mofo branco: 1 - plantas sem sintomas; 2
- invasdo do fungo além do sitio de inoculagdo; 3 - invasdo do fungo proéximo ao
primeiro nod; 4 - quando o fungo atinge o primeiro no; 5- invasdo do fungo além
do primeiro nd; 6 - invasdo do fungo préximo ao segundo no; 7 - quando o
fungo atinge o segundo no; 8 - invasdo do fungo além do segundo n6 e 9 - morte
da planta.

Em trabalho realizado por Miklas et al. (1999) foi obtida alta pontuacao
de doenga em cultivares suscetiveis de feijdo comum, como Labrador e
Tenderlake, indicando que o straw test pode ser utilizado para detectar
resisténcia fisiologica em cole¢des nucleo. Foi observada forte correlagdo entre
os resultados do straw test aplicado em casa de vegetagdo e entre areas naturais
com infec¢do de mofo branco (Hall & Phillips, 1997; Hall & Phillips, 1998).

Geralmente, linhagens com conhecida resisténcia de campo a mofo
branco tém, consistentemente, pontuagdes inferiores a 5, quando avaliadas com
o straw test (Miklas et al., 1998) e sdo identificadas como potenciais fontes de
resisténcia fisioldgicas. Isso porque pontuagdo inferior a 5 representa elevados
niveis de restri¢do de desenvolvimento de lesdes (Petzoldt & Dickson, 1996).

E provavel que o straw test mensure apenas um tnico componente
(resisténcia fisiologica de tecidos da haste e entrends a invasdo do patdogeno) de
um complexo de fatores, incluindo mecanismos para evitar doengas, que
contribuem para resisténcia a campo. O straw test também foi utilizado para
detectar um QTL da linhagem G122 localizado no grupo de ligacdo B7 que
exibe grande efeito, explicando de 42% a 64% da variagdo na reagdo ao mofo
branco, em duas populacdes de feijdo. O QTL do grupo de ligacdo B7
apresentou menor efeito no campo, 17% e 12% (Miklas, 2006).

Milkas et al. (2001) concluiram que a resisténcia fisiologica detectada
pelo método straw test ¢ um componente da resisténcia no campo, ou seja, tanto

a resisténcia fisioldgica quanto mecanismos de escapes das plantas contribuem



para resisténcia a campo, o que pode superestimar a resisténcia. A combinagao
da resisténcia fisioldgica com mecanismos de escape da planta ¢ uma estratégia
atual de melhoramento, visando minimizar a perda da produgdo devido aos

danos causados por esse fitopatogeno.

2.4 Controle genético da resisténcia ao mofo branco

Um dos objetivos mais importantes do melhoramento genético de
plantas € o aumento da produtividade agricola associada a melhoria na qualidade
nutricional e na sanidade de gréos, frutos ou quaisquer partes da planta destinada
ao consumo. Esses objetivos podem ser alcangados por meio de melhorias nas
condi¢gdes ambientais ou por melhoria no potencial genético de individuos ou
populagdes.

Alterando-se as condi¢cdes ambientais e tecnoldgicas, ¢ possivel
aumentar a produtividade e promover varios outros beneficios, pois isso permite
que o individuo, planta ou animal aproveite de forma mais vantajosa as
condi¢cdes ambientais favoraveis. Os mais diversos ramos de conhecimento
contribuem para a melhoria no ambiente, como praticas culturais, controle de
pragas e doengas, irrigagdo, drenagem e adubagdo, entre outros.

A melhoria no valor genético de plantas e animais também contribui
para atingir as metas desejadas. A maioria das espécies apresenta grande
diversidade genética, sendo possivel selecionar e recombinar formas genéticas
mais adaptadas, de melhor qualidade e mais eficientes.

Em muitas situagcdes, o melhoramento genético ¢ o Unico meio de
conseguir aumentos na produtividade e qualidade e tem, em relagdo as técnicas
de natureza ambiental, a vantagem de promover alteragcdes hereditarias, ou seja,
de ser possivel transmitir as boas caracteristicas obtidas pelo melhoramento, aos
descendentes. Assim, em muitos casos, as vantagens agrondmicas podem ser

perpetuadas. Por sua vez, o melhoramento ambiental, normalmente, ¢ de alto



custo, algumas vezes nido adotado amplamente devido a problemas técnicos,
pessoal e financeiro e s6 proporciona bons resultados se o material genético
disponivel for melhorado, de forma que possa expressar todo o seu potencial
dentro das condi¢des adequadas do ambiente.

Caracteres quantitativos sdo, em geral, controlados por varios genes e
muito influenciados pelo ambiente, exibindo, dessa forma, variagdo continua (as
vezes descontinuas), ao passo que caracteres qualitativos sdo de heranga
monogénica (condicionados por um ou poucos genes) e tém pouca ou nenhuma
influéncia do ambiente (Falconer & Mackay, 1996).

O conhecimento do tipo de agdo génica que predomina, na base genética
de um carater, ¢ um ingrediente importante para uma condugao eficiente de um
programa de melhoramento. Quando o controle genético ¢ complexo,
envolvendo muitos locos, ou entdo quando a influéncia de fatores ambientais
sobre a expressdo do carater for pronunciada, entende-se ser dificil conhecer
com detalhe a natureza da ac¢do génica subjacente (Vencovsky & Barriga, 1992).

As conclusdes que se obtém em pesquisas sobre o tipo de agdo dos genes
sdo dependentes dos materiais genéticos estudados, numa dada espécie. E, pois,
temeroso se, a partir de estudos feitos em certos cruzamentos, inferir-se a
respeito do controle genético de um dado carater para a espécie como um todo.

O mecanismo de resisténcia ao mofo branco esta associado a caracteres
morfolégicos, como a arquitetura das plantas e a porosidade do dossel
(Kolkman & Kelly, 2002), que afetam as condi¢des microclimaticas e limitam o
estabelecimento e o desenvolvimento do fungo (Kolkman & Kelly, 2003). Além
das caracteristicas morfologicas, hd também a resisténcia parcial no feijoeiro,

denominada resisténcia fisiologica.

r

A resisténcia fisiologica de cultivares € a maneira mais eficiente de
controle do mofo branco, sendo a resisténcia completa inexistente no feijoeiro,

embora linhagens com certos niveis de resisténcia parcial tenham sido
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identificadas (Gongalves & Santos, 2008). Poucas sdo as linhagens comerciais,
desenvolvidas por melhoramento tradicional, que possuem resisténcia parcial ao
mofo branco (Miklas, 2006). A dificuldade em se desenvolver linhagens
resistentes a este fitopatégeno deve-se ao fato de a resisténcia parcial ser
quantitativa com moderada a baixa herdabilidade e a imprecisdo na avaliagao
(Miklas et al., 2004). Foram feitos alguns estudos quanto a natureza genética da
reacao ao mofo branco em feijdo, como pode ser visto a seguir.

Foram identificados, de forma independente, mais de dez locos de
caracteres quantitativos (QTL) que condicionam resisténcia ao mofo branco,
confirmando a complexidade e a natureza quantitativa da reacdo do feijao
comum ao patdogeno. Miklas et al. (2001) observaram que o QTL situado no
grupo de liga¢do B7 e localizado proximo ao loco da proteina de semente Phs
(phaseolina), presente em uma linhagem de feijdo andina G122, explicou 38%
da variagdo fenotipica da reagdo ao mofo branco, quando avaliada pelo método
do straw test e 26% quando avaliada no campo. Miklas et al. (2003) observaram
que o QTL presente na linhagem NY6020-4, que confere resisténcia ao mofo
branco situado no grupo de ligagdo B8, proximo ao loco que confere resisténcia
a antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum (Miklas, 2006),
explicou 35% da variagdo fenotipica, quando se utilizou o método do straw test
e 15% no campo. A resisténcia parcial causada por estes dois QTL,
provavelmente, ¢ condicionada pelos mecanismos de resisténcia fisiologica
versus mecanismos de escape da planta, porque eles foram mais expressivos
quando avaliados em casa de vegetacdo pelo método do Straw test.

Outros QTL derivados de G122, situados no grupo de ligacdo B1 e de
NY6020-4, situado no grupo de ligagdo B6, tiveram relativamente menor efeito
ou ndo se expressaram quando avaliados pelo método straw test em casa de
vegetacdo. Eles se expressaram em condi¢des de campo, o que se deve aos

mecanismos de escape da planta, como o porte ereto e o dossel aberto, o que
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permite a entrada de ar e luz, mantendo o ambiente seco e desfavorecendo o
desenvolvimento do fungo. Além desses, outro mecanismo de escape ¢ o
florescimento precoce, pois as flores sdo fontes de nutrientes para o
desenvolvimento do fungo (Miklas, 2007).

Miklas et al. (2001) observaram a extrema importancia de mecanismos
de escape da planta para reduzir a severidade da doenga em campo, pois
observaram que a linhagem AS55, que possui porte ereto e habito de crescimento
determinado, foi suscetivel em casa de vegetagdo, porém, resistente no campo.
Estes mesmos autores também observaram que além do QTL que confere
resisténcia ao mofo branco, outros quatro que conferem resisténcia a outros tipos
de doenga estdo localizados no mesmo grupo de ligagdo B7, como os QTLs que
conferem resisténcia a ferrugem do feijoeiro, ao mosaico-dourado-do-feijao, a
ferrugem-cinzenta-do-caule causada por Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid (Miklas et al., 2006) e resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum (Sacc
e Magn) Scrib., agente causal da antracnose (Greffroy, 1997). Em feijdo, bem
como em outras espécies (Ashfield et al., 1998), os genes de reacdo aos
patdgenos ocorrem frequentemente em grupos (Miklas et al., 2001).

Antonio et al. (2008), estudando o controle genético da resisténcia do
feijoeiro ao mofo branco por meio indireto, pela reacdo ao 4acido oxalico,
constataram que houve predominio do efeito aditivo e o controle genético foi
caracterizado por dominéncia parcial (d/a=0,47). Os resultados obtidos
revelaram também que apenas um gene de resisténcia estd envolvido, embora o
carater seja altamente influenciado pelo ambiente. A herdabilidade no sentido
amplo, no ambito de médias de progénies (0,47), foi superior a obtida em
plantas individuais (0,33), indicando que a selecdo deve ser mais eficiente com
base em avaliagdes de média de progénies.

O estudo da heranga e da variagdo nos caracteres qualitativos se baseia

na analise de geragdes, separando os individuos em classes e avaliando suas
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propor¢des nos resultados de certos cruzamentos. Entretanto, no estudo da
heranga de caracteres quantitativos, a informagdo com base unicamente no
individuo tem pouco valor, devido ao efeito aleatoério do ambiente. Se o efeito
do ambiente pode tanto aumentar quanto diminuir a manifesta¢ao fenotipica de
um carater, a média de um conjunto de individuos sera uma medida mais
confidvel, pois os efeitos do ambiente tendem a se cancelar. Assim, as
caracteristicas devem ser estudadas em ambito populacional. Outra medida
utilizada para definir uma populacdo, além da média, é a varidncia. Logo, no
estudo da heranga de caracteres quantitativos, avaliam-se quais fra¢cdes da média
e da variancia sdo herdaveis.

Para se ter sucesso em um programa de melhoramento, ¢ fundamental
que se possa identificar, a partir dos valores fenotipicos, os individuos de

genotipos desejaveis e com a maior concentragdo de alelos favoraveis.

2.4.1 Estimativas de parametros genéticos e fenotipicos

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

Essas estimativas podem ser obtidas utilizando-se componentes de
médias e/ou variancias (Ramalho et al., 1993). O emprego da variancia é
preferido, uma vez que o uso de médias pode conduzir a conclusdes erroneas,
pois, neste caso, o que se obtém no final ¢ uma soma algébrica dos efeitos de
cada um dos locos individualmente e, se os dominantes estiverem atuando em
sentidos opostos nos varios locos, o efeito final é pequeno ou nulo. Isso ndo

acontece quando se usa a variancia, dado que os efeitos individuais de cada loco
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sdo elevados ao quadrado, ndo havendo possibilidade de eles se anularem. A
variancia permite, ainda, que sejam estimados a herdabilidade e o ganho
esperado com a sele¢do. Por isso, muitas vezes, ela tem sido preferida, embora
seja mais dificil de estimagdo, ou seja, suas estimativas sdo mais sujeitas a erros
experimentais, se comparadas com as estimativas de médias (Vencovsky &
Barriga, 1992).

Quando se utiliza variancia, estima-se, principalmente, a variancia
genética total, embora, em alguns casos, possa ser obtida a variancia genética
aditiva (6°4) e de dominancia (c”p). E necessario enfatizar que ha um ntimero
restrito de relatos de estimativas dos componentes genéticos da variancia quando
a frequéncia alélica ¢ diferente de 0,5, como ocorre quando se utilizam
retrocruzamentos. Neste caso, além da variancia genética aditiva e de
dominancia, a varidncia genética total contém também a covariancia entre os
efeitos médios (aditivos) dos alelos e os efeitos de dominancia dos homozigotos
(D)), a variancia genética dos efeitos de dominadncia dos homozigotos (D,) e a
depressdo por endogamia elevada ao quadrado (H") (Souza Janior, 1989).

Na obtengdo das estimativas de parametros genéticos sdo utilizados
diferentes procedimentos, tais como o emprego de linhas puras (Ramalho et al.,
1979; Ramalho et al., 1982; Pereira Filho et al., 1987), de familias de
populagdes segregantes da hibridacdo de dois ou mais genitores (Abreu et al.,
1990; Takeda et al., 1991; Collicchio et al, 1997) e os cruzamentos dialélicos
analisados por diferentes procedimentos (Otubo et al., 1996; Abreu et al., 1999;
Pereira et al., 2007).

Poucos trabalhos foram realizados para identificar o controle genético da
resisténcia ao mofo branco, especialmente em feijao. Miklas et al. (2001)
observaram que a herdabilidade da resisténcia do feijoeiro ao mofo branco,
quando estimada em casa de vegetagdo, pelo método do straw test, foi mais

baixa (0,65) do que quando estimada no campo (0,78). Este fato se deve a
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resisténcia fisiologica, detectada pelo straw test, ser um dos componentes da
resisténcia no campo, ou seja, tanto a resisténcia fisioldgica quanto os
mecanismos de escape contribuem para a resisténcia em campo.

Em colza (Brassica napus L.), na China, QTLs envolvidos na resisténcia
a Sclerotinia sclerotiorum foram detectados numa populagdo de 128 familias
F,3;. Um total de 13 locos foi identificado e seis QTLs foram detectados.
Encontrou-se que trés dos seis QTLs foram associados com resisténcia da folha
no estadio de plantula e, coletivamente, representaram 40,7% do total da
variagdo fenotipica, cada uma correspondendo a 23,2%, 16,6% e 13,6%,
respectivamente. Os outros trés QTLs foram associados a resisténcia a doenga
na fase de maturacdo da planta, explicando 49,0% da variagdo fenotipica. Foi
observada a presenca de epistasia, sendo predominante a interagdo do tipo
aditiva x aditiva (Zhao et al., 2004). Em girassol, observou-se que o efeito
aditivo contribui significativamente para a reducdo da lesdo aérea (Castafo,
2001). Em outro trabalho, com girassol, foram confirmadas a presenca de genes
quantitativos no controle do carater e a auséncia de efeitos nao aditivos (Baldini

et al., 2004).

2.5 Marcadores moleculares e sua aplicagdo no melhoramento de plantas
As descobertas de Darwin e Mendel foram fundamentais para
estabelecer as bases cientificas para o melhoramento genético de plantas, no
inicio do século XX. A integracdo recente dos avancos da biotecnologia, a
genOmica e as aplicagdes de marcadores moleculares, juntamente com as
praticas tradicionais de melhoramento de plantas, foram fundamentais para o
melhoramento molecular de plantas, uma ciéncia interdisciplinar que
revolucionou o melhoramento vegetal, no inicio do século XXI (Moose &

Mumm, 2008).
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Marcadores de DNA foram primeiramente utilizados no melhoramento
de plantas no inicio da década de 1980 (Soller & Beckmann, 1983). Eles podem
ser evidenciados por métodos que combinam o uso de enzimas de restri¢ao e
hibridizacdo entre sequéncias complementares de DNA, como no caso do
“Restriction Fragment Length Polymorphisms” (RFLP) ou pela técnica de
“Polymerase Chain Reaction” (PCR). O grande potencial do uso de marcadores
moleculares no melhoramento reside no fato de eles serem praticamente
ilimitados em numero. Apdés serem encontrados, sdo de facil deteccdo e se
comportam como ‘“caracteres” de heranga simples e previsivel, ndo sendo
afetado pelo meio ambiente (neutros).

O primeiro tipo de marcador de DNA utilizado no melhoramento de
plantas foi o RFLP (Helentjaris et al., 1986). Nessa técnica, o DNA total de um
individuo ¢é inicialmente isolado e clivado com enzimas de restricdo. Os
fragmentos obtidos sdo separados por eletroforese e transferidos para uma
membrana de nitrocelulose ou ndilon. Em seguida, fragmentos especificos
podem ser detectados pela incubacdo da membrana com uma sonda previamente
marcada (radioativamente ou a frio). Sonda € uma sequéncia de DNA
(normalmente da propria espécie em estudo) que ird, por complementaridade
entre as bases nitrogenadas, parear com um ou mais dos fragmentos contidos na
membrana. Esta sonda pode ser marcada por radioisétopo ou por fluorescéncia.
A posicdo na membrana em que a sonda hibridiza pode ser determinada por
autorradiografia. O polimorfismo entre diferentes individuos decorre de
variagdes nas sequéncias primarias dos sitios de restricio (SNPs) ou na mudanga
de suas posi¢des, devido a inser¢des e/ou delecdes (INDELS). As dificuldades
inerentes a técnica, o grande numero de etapas e o uso, em muitos casos, de
sondas radioativas impedem que o RFLP seja extensivamente utilizado no

melhoramento.
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O “Random Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) é uma técnica que
utiliza a reagdo de PCR para detectar fragmentos especificos de DNA (Welsh &
Mcclelland, 1990; Williams et al., 1990). Ao contrario do PCR convencional, o
RAPD utiliza apenas um primer curto (cerca de dez nucleotideos) que, devido
ao seu pequeno tamanho, pode parear em diversos pontos do genoma. Esse
marcador apresenta uma desvantagem que limita, até certo ponto, o seu uso
generalizado. A baixa temperatura necessaria para a ligagdo do primer ao molde
torna o processo bastante dependente das condigoes de amplificagdo. Para
contornar essa limitacdo, marcadores RAPD podem ser transformados em
marcadores “Sequence Characterized Amplified Regions” (SCAR; Paran &
Michelmore, 1993). Neste caso, a banda de DNA correspondente ao marcador
RAPD ¢ clonada, sequenciada ¢ dois primers mais longos que o original sdo
sintetizados e utilizados para amplificar o mesmo marcador, s6 que agora numa
temperatura de anelamento mais elevada. Nessa condigdo, o processo de
amplificacdo ¢ mais estavel e reprodutivel. A heranca do RAPD ¢ dominante,
pois apenas duas classes fenotipicas serdo detectadas: presenca ou auséncia da
banda de DNA (Williams et al., 1990).

“Amplified Fragment Length Polymorphisms” (AFLP) ¢ uma técnica
que combina a clivagem de fragmentos de DNA com enzimas de restricdo ¢ a
amplificagdo desses fragmentos por PCR (Vos et al., 1995). Resumidamente,
nessa técnica, 0 DNA de um individuo ¢ clivado com enzimas de restricao e as
suas extremidades ¢ ligado o adaptador, os quais servem de sitios de ligacao
para primers numa reagdo de PCR. Apesar de ser um tipo de marcador bastante
util para a realizagdo de “fingerprinting” de DNA, principalmente quando
existem poucas informagdes disponiveis a respeito do genoma de interesse, o
seu uso no melhoramento de plantas tem sido limitado, devido a dificuldades

metodologicas inerentes a técnica e ao seu elevado custo, ja que ¢ patenteada.
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2.5.1 Marcadores microssatélites (SSR)

Marcadores microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR) tém
sido preferidos a outros tipos de marcadores, pois utilizam a agilidade da técnica
de PCR, sdo codominantes e estdo espalhados ao acaso no genoma com uma
frequéncia relativamente alta, inclusive intragénicos (Akkaya et al., 1992). Essas
sequéncias sdo constituidas de um a seis nucleotideos, que ocorrem
naturalmente no genoma (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Devido a erros que
podem ocorrer durante a replicagio do DNA, diferentes individuos de uma
mesma espécie podem apresentar um numero variado de repeti¢cdes dentro de
um mesmo microssatélite, os quais constituem diferentes alelos.

Para que o microssatélite seja util como marcador, ele deve ser
inicialmente clonado, sequenciado e amplificado, a partir de primers que o
flanqueiem. Em seguida, os produtos de amplificacdo s3o separados por
eletroforese e visualizados. Na maioria das vezes, a eletroforese deve ser feita
em gel de poliacrilamida ou em gel de agarose de alta resolucdo (cerca de 3%),
devido a pequena diferenca de tamanho entre os fragmentos alélicos.

Marcadores moleculares baseados em microssatélites t€m sido
desenvolvidos em varias espécies de plantas cultivadas. Estes marcadores estdo
substituindo rapidamente outros marcadores em varios tipos de estudo genéticos,
principalmente devido a sua reprodutividade e simplicidade técnica, a pequena
quantidade de DNA requerida, ao baixo custo, ao grande poder de resolucdo e
aos altos niveis de polimorfismo (Borém & Caixeta, 2006).

Os microssatélites constituem uma das classes mais polimoérficas de
marcadores moleculares disponiveis hoje. Panaud et al. (1996) demonstraram
que marcadores de microssatélite em arroz sdo quase duas vezes mais
informativos que RFLP. Ha relatos de locos microssatélites com até 26 alelos

em soja (Rongwen eta al., 1995). Ao analisar 67 acessos de lupulo (Humulus
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lupulus L.) com 25 marcadores microssatélite, Stajner et al. (2005) encontraram
média de 10,6 alelos por loco, sendo obtidos, para um dos marcadores, 31 alelos.

Esse alto nivel de diversidade alélica possibilita a obtencdo de
polimorfismo em popula¢cdes multiparentais ¢ em populacdes derivadas de
hibridos de gendtipos relacionados, além de distinguir acessos de germoplasma
diretamente relacionados. Essa hipervariedade dos microssatélites e,
consequentemente, a possibilidade de utilizd-los em qualquer populacao
segregante, os torna marcadores ideais para mapeamento genético. A escolha da
populagdo para mapeamento ndo mais precisa ser feita com base na
maximizagdo da distdncia genética, mas sim visando a populagdo mais
informativa do ponto de vista das caracteristicas biologicas ou econdmicas de
interesse (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores de microssatélite tém sido uteis para a integracdo de
mapas genéticos e fisicos, além de, simultaneamente, proporcionar aos
melhoristas e geneticistas uma eficiente ferramenta para conectar variagdes
fenotipicas e genotipicas. Entretanto, pelo fato de o feijo ter um genoma
pequeno, os microssatélites ndao tém identificados polimorfismo suficiente para o
mapeamento dos marcadores, quando se utilizam os genitores selecionados,
tipicamente empregados nos programas de melhoramento (Pereira et al., 2007,
Cardoso et al., 2008)

A grande limitagdo dos microssatélites € a necessidade de serem isolados
e desenvolvidos especificamente para cada espécie, ndo sendo possivel utilizar a
estratégia de desenho de “primers universais” (Borém & Caixeta, 2006). Além
disso, o desenvolvimento desses marcadores envolve um processo demorado,
trabalhoso e com alto custo. No entanto, esta desvantagem ¢ compensada pela
facilidade e a eficiéncia do uso destes marcadores pela comunidade. Uma vez

desenvolvidos, eles podem ser utilizados com a facilidade e a rapidez tipica da
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PCR. Felizmente, para o feijoeiro, existem centenas de primers disponiveis em

http://www.css.msu.edu/bic.

2.5.2 Selecéo assistida por marcadores moleculares (SAM)

No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado, cada vez mais, a
manipulacdo assistida por marcadores moleculares, visando obter maior
eficiéncia na transferéncia de alelos de interesse. Marcadores moleculares
ligados a diferentes caracteristicas de importdncia econdmica tém sido
desenvolvidos, permitindo a selecdo indireta de caracteristicas desejaveis em
geracdes segregantes precoces. Esta estratégia reduziria o tempo, as fontes ¢ a
energia necessarias ndo s6 para desenvolver grandes populagdes segregantes por
varias geracdes, mas também para estimar pardmetros genéticos na sele¢do
assistida.

Potencialmente, o maior impacto da sele¢ao assistida por marcadores ¢
esperado para caracteristicas quantitativas. Selecdo indireta com base em
marcadores deve ser avaliada, considerando-se, simultaneamente, intensidade de
selecdo, herdabilidade, correlagdo genética, duracdo de uma geragdo de
melhoramento (selecdo e recombinagdo) e custo de cada alternativa, caso a caso
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Dentre os efeitos que afetam a eficiéncia da SAM, a herdabilidade da
caracteristica-alvo talvez seja a mais importante, devendo assim, nortear as
decisdes quanto ao uso da seleg¢@o assistida frente aos métodos tradicionais de
melhoramento. Lande & Thompson (1990) sugerem que, quando a proporg¢édo da
variancia aditiva explicada pelos marcadores excede a herdabilidade da
caracteristica, as vantagens da SAM podem superar aquelas do melhoramento
tradicional. A SAM sera mais efetiva quando os QTLs forem mapeados, seus
efeitos estimados em situagdes em que a herdabilidade ¢ alta e a selecdo for

realizada quando a herdabilidade ¢ baixa (Bernado, 2002).
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Um grande numero de caracteres quantitativos ja teve varios QTLs
identificados por marcadores. Para a maioria dos caracteres, o nimero de QTLs
¢ grande, de pequeno efeito e com fortes interagcdes com o ambiente. Neste caso,
raramente sdo utilizados na selegdo assistida (Bernardo, 2002; Torga, 2008).
Entretanto, alguns caracteres quantitativos possuem QTLs de grande efeito, os
quais tendem a ser mais estdveis e, at¢ 0 momento, sdo os que mais vém sendo
usados na selecdo assistida. Felizmente, no caso do mofo branco no feijoeiro,
alguns QTLs de grande efeito foram identificados e tém contribuido para
auxiliar na selecdo de plantas resistentes, uma vez que a avaliacdo fenotipica ¢

trabalhosa e pouco eficiente (Miklas, 2006; Carneiro et al., 2008).

2.5.3 Retrocruzamento assistido por marcadores moleculares (MAS)

O método dos retrocruzamentos € utilizado no melhoramento de plantas
quando se deseja introduzir um ou poucos alelos em gendtipos elite,
completando-os nas caracteristicas especificas em que sdo deficientes (Borém &
Caixeta, 2006). Este método tem recebido grande atengdo nos programas de
melhoramento para a incorporagdo de caracteristicas introduzidas pelas técnicas
de engenharia genética nas cultivares comercias de plantas autdgamas, ou nas
linhagens-elite de plantas alogamas.

As caracteristicas mais utilizadas na introgressdo por retrocruzamento
sdo de heranca simples ou oligogénicas e, na maioria das vezes, sao
provenientes de gendtipos ndo-adaptados (Openshaw et al., 1994), mas
caracteristica de heranga poligénica também tem sido transferida por esse
método (Miklas, 2007).

Este método de melhoramento consiste em cruzar um genitor doador
(aquele que possui o alelo favoravel a ser incorporado) com um genitor
recorrente (aquele deficiente do alelo favoravel). A F, deste cruzamento ¢

novamente cruzada com o genitor recorrente e as progénies sdo selecionadas
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para o alelo de interesse e cruzada sequencialmente com o genitor recorrente,
mantendo o alelo favoravel introduzido (Borém & Caixeta, 2006). Em média, a
cada geragdo de retrocruzamento, recupera-se metade da constituicdo genética

do genitor recorrente, em relagdo a geragdo anterior (Tabela 1).

TABELA 1 Recuperagdo média tedrica do genoma do genitor recorrente, em um
programa de retrocruzamento.

Geracao Porcentagem média de recuperagdo do
genoma recorrente

F, 50,00
RCF, 75,00
RG,F, 87,50
RC;F, 93,75
RC,F, 96,88
RCsF, 98,44
RC4F, 99,22

Considerando que o genitor doador ¢, na maioria das vezes,
geneticamente divergente com relacdo aos genitores recorrentes, sao necessarios
até seis ciclos de retrocruzamento para a recuperacdo satisfatéria do genoma
recorrente (Borém & Caixeta, 2006). Estes valores apresentados na Tabela 1 sdo
médios, podendo sofrer desvios significativos em razdo do pequeno niimero de
plantas que sdo selecionadas a cada geragdo de retrocruzamento e da falta de
controle sobre o tamanho da regido gendmica do parental doador préximo ao
alelo-alvo, que ¢é introgredido por arraste genético (Young et al., 1989). Esses
desvios tendem a ser contra a recuperagdo do genoma recorrente, uma vez que a
selegdo fenotipica sempre ¢ feita para o fenotipo que foi introduzido do genitor
doador. Apos a ultima geragdo de retrocruzamento, as plantas selecionadas serao
heterozigotas para a caracteristica introduzida, necessitando-se de mais uma ou

duas geracdes de autofecundagdo para que a caracteristica seja fixada.
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Considerando a necessidade de mais uma geragdo para a multiplicacdo dessas
sementes e uma geragdo de ensaio de VCU, uma cultivar pode levar cerca de 10
geragdes para ser convertida pelo método de retrocruzamento (Borém &
Caixeta, 2000).

O tempo excessivo gasto para a obtencao das cultivares convertidas e o
arraste de alelos que conferem caracteristicas desfavoraveis sdo as principais
limitagdes dos programas de retrocruzamento (Benchimol et al., 2005). Em um
mercado altamente competitivo, como o agronegocio, apoés um periodo de seis
anos, as cultivares convertidas perdem a competitividade. Para tanto, a seleg@o
assistida por marcadores moleculares é uma estratégia ideal para reduzir o
numero de ciclos necessarios para recuperar o genoma do genitor recorrente,
bem como identificar a presenga do alelo alvo quando a sele¢do direta ¢ dificil,
impossivel ou quando o carater ¢ controlado por um alelo recessivo, sendo
expresso somente em geracao avangada (Frisch et al., 1999a). A eficiéncia da
selegdo assistida por marcadores em retrocruzamentos ¢ uma ferramenta de
melhoramento que tem sido avaliada considerando a herdabilidade do carater de
interesse e pelo monitoramento da regido de interesse do genoma duas a duas
(Hospital et al., 1997). Segundo Frisch et al. (1999a), o sucesso da selego
assistida por retrocruzamento depende do cromossomo portador, da posi¢cdo do
loco alvo, da distdncia que o marcador flanqueia o loco e do numero de
individuos avaliados.

Hospital et al. (1992) investigaram o uso de marcadores para recuperar o
genoma do parental recorrente durante um programa de melhoramento de
introgressdo e observaram que o numero reduziu de seis para trés geragdes.
Estes mesmos autores recomendaram o uso de dois ou trés marcadores por 100
cM, quando a posi¢do ¢ a densidade no mapa sdo conhecidas, porque o aumento
da densidade resulta em poucos beneficios. Frisch et al. (1999b) observaram, a

partir de simulagdo utilizando 80 marcadores mapeados em milho e selecdo
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fenotipica, que houve um aumento da populagdo da primeira geracdo de
retrocruzamento para a terceira geragdo e o numero de marcadores reduziu 50%,
sem afetar a propor¢ao de recuperagdo do genoma.

Benchimol et al. (2005), utilizando marcadores microssatélites, em
populacdo de retrocruzamento de milho, observaram que a média de
recuperacdo de gendtipo do parental recorrente na terceira geracdo de
retrocruzamento era compativel com o esperado no quarto ou no quinto ciclo de
retrocruzamento, mostrando a eficiéncia dos marcadores moleculares na reducéo
do numero de ciclos de retrocruzamentos. Em feijao, utilizando marcadores
microssatélites, foi possivel selecionar plantas com até 86% de similaridade com
0 genitor recorrente na primeira geragcdo de retrocruzamento (Carneiro et al.,
2008).

A escolha entre a selegdo assistida ou a convencional ¢ uma decisdo
dificil em qualquer programa de melhoramento, uma vez que os parametros a
serem avaliados, muitas vezes, ndo sdo facilmente compardveis. Dentre os
critérios a serem considerados estdo a relagdo custo-beneficio de cada estratégia
e a disponibilidade de recursos técnico-financeiros para a execucdo delas

(Borém & Caixeta, 20006).
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Genética da resisténcia do feijoeiro ao mofo branco
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RESUMO

O uso de cultivares resistentes ¢ o método mais eficiente e econdmico
para auxiliar no controle do mofo branco no feijoeiro. Entretanto, a identificag@o
de fontes de resisténcia e o estudo da sua heranga sdo requerimentos primordiais
para o sucesso de programas de melhoramento, visando a produgao de cultivares
resistentes. Assim, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a
natureza e a magnitude dos efeitos genéticos da resisténcia ao mofo branco. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com duas
repeticdes, tendo cada parcela sido constituida de cinco vasos de 3,5 litros, com
duas plantas de feijao. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo. Para
se obter as estimativas de parametros genéticos, foram utilizados os genitores
resistente (G122) e suscetivel (M20), a F;, a F, e as 120 progénies F,;. Essas
populacdes foram submetidas a inoculacdo do micélio (Straw test) apos,
aproximadamente, 28 ¢ 38 dias da semeadura e, 6 a 8 dias apds a inoculagdo,
procedeu-se a avaliagdo da reagdo ao mofo branco por meio de uma escala
diagramatica de 1 a 9. As avaliagdes foram realizadas em plantas individuais e
em nivel de média de progénies. O modelo aditivo-dominante adotado foi
eficiente para explicar os resultados, com R* proximos de 100%. Os resultados
obtidos evidenciaram o predominio do efeito aditivo na expressdo do carater e
que apenas um gene de reagdo ao mofo branco esta envolvido no controle da
doenca, embora o cardter seja altamente influenciado pelo ambiente. As
estimativas da herdabilidade no sentido amplo obtidas indicam que a selegdo ¢
mais eficiente com base na média de progénies e inoculagdes multiplas.
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ABSTRACT

The use of resistant cultivar is the most efficient and economical method
for helping to control the white mold. However, the identification of resistance
to the white mold sources of common bean, and the study of its inheritance is
primordial for the success of breeding programs aiming at resistant cultivars.
The present research had the objective of studying the nature and magnitude of
the genetic effects of resistance to white mold. The resistant (G122) and
susceptible (M20) lines were crossed and generated the F,, F, and F,.; progenies.
The experiment was set up using two replications in a randomized complete
blocks design. The parents and the three generations were inoculated using the
mycelium (Straw test) of the pathogen. The inoculations were set up two times
close to 28 and 38 days after sowing. Six to eight days after the inoculation, the
reaction of the white mold was evaluated in each plant using a diagrammatic
scale from 1 (no symptoms) to 9 (dead plant). Data were analyzed on the
individual plant level and on F,; progeny mean. The addictive-dominant model
was efficient for explaining the data, R* close to 100%. Results showed
prevalence of additive effects in the trait expression and only one gene was
estimated to be involved in the disease control, although the character is highly
influenced by the environment. Wide sense heritability estimate indicates that
selection is more efficient based on progeny mean and multiple inoculations.

35



INTRODUCAO

Conhecer o tipo de agdo gé€nica que predomina co controle de um
carater, ¢ importante para a conducdo eficiente de um programa de
melhoramento.

Estudos de heranga da resisténcia do feijdo ao mofo branco estdo
restritos a poucos relatos publicados na literatura, cujos resultados tém sido
controversos. Segundo Antonio et al. (2008), o carater ¢ controlado por um
gene, entretanto, ja foram identificados de forma independente, mais de dez
locos de caracteres quantitativos (QTL) que condicionam resisténcia ao mofo
branco (Milkas et al., 2001). As conclusdes que se obt€m em pesquisas sobre o
tipo de acdo dos genes sdo dependentes dos materiais genéticos estudados, numa
dada espécie. E, pois, temeroso, a partir de estudos feitos em certos
cruzamentos, inferir a respeito do controle genético de um dado carater para a
espécie como um todo, principalmente quando o controle genético é complexo,
envolvendo muitos locos ou, entdo, quando a influéncia de fatores ambientais
sobre a expressdo do carater for pronunciada, ¢ dificil conhecer com detalhe a
natureza da agdo génica subjacente (Vencovsky & Barriga, 1992).

Para se ter sucesso em um programa de melhoramento, ¢ fundamental
poder identificar, a partir dos valores fenotipicos, os individuos de genotipos
desejaveis e com a maior concentracdo de alelos favoraveis. Como as fontes
mais conhecidas de resisténcia ndo sdo adaptadas, ha a necessidade de se
conhecer o controle genético da reagdo do feijoeiro ao mofo branco, em
cruzamento com linhagens elites. Para se obter essa informacao, este trabalho foi
realizado com o objetivo de estudar a natureza ¢ a magnitude dos efeitos
genéticos da resisténcia do feijoeiro ao mofo branco. Assim, o melhoramento

podera ser mais eficientemente planejado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo, no Departamento
de Biologia (DBI) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O municipio de
Lavras situa-se na regido sul do estado de Minas Gerais, a 918 metros de

altitude, 21°58’ de latitude Sul e 42°22° de longitude Oeste.

2.2 Linhagens utilizadas

Foram utilizados dois genitores: a linhagem G122, que possui habito de
crescimento determinado, origem andina, semente grande e bege com pintas
vermelhas e ¢ fonte de resisténcia fisioldgica ao mofo branco (Kolkman & Kelly
2003). Porém, possui varias caracteristicas agrondmicas desfavoraveis, além de
nao ser adaptada as condi¢des de cultivo do estado de Minas Gerais. A linhagem
M20 possui grao tipo carioca, habito de crescimento tipo II, € portadora do alelo
Co-4%, Co-5 e Co-7 de resisténcia & antracnose e possui resisténcia a algumas
racas do agente causal da mancha-angular. Porém, ¢ altamente suscetivel ao

mofo branco.

2.3 Obtencao das geracdes Fi, F, e das progénies F.3

Foi realizado o cruzamento entre as linhagens M20 x G122 na casa de
vegetacdo do DBI/UFLA, obtendo-se a geragdo F; Posteriormente, estas
sementes foram semeadas no campo, a fim de se obter a geracao F,. A partir de
cada planta F, obteve-se uma progénie F,;, totalizando 120 progénies, que

foram utilizadas na condu¢do do experimento.
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2.4 Avaliacdo das progénies por meio da inoculacdo com micélio (Straw test
ou teste do canudo)

Foram avaliadas 20 plantas da linhagem G122, 20 da M20, 20 da F,, 60
da F, e 120 progénies F,;, cada uma representada por 20 plantas. O
delineamento utilizado foi de blocos casualizados com duas repeticdes. Cada
parcela foi constituida por cinco vasos plasticos de 3,5 litros, cada vaso
contendo duas plantas de feijdo. Em cada repeticdo foi utilizada uma parcela
para cada um dos genitores, para a geracdo F; e para cada progénie F,.; e trés
parcelas para a geragdo F,. Os tratos culturais foram semelhantes aos utilizados
no cultivo do feijao, acrescido de irrigacdo, de trés em trés horas, durante cinco
minutos.

Para a inoculagdo das plantas foi utilizado o método do straw test,
descrito por Petzoldt & Dickson (1996). Foram coletados esclerddios no campo
experimental de Ijaci, Minas Gerais, numa area de Pivd Central. Posteriormente,
o fungo foi multiplicado em placas de Petri contendo meio de batata-dextrose-
agar (BDA), adicionado de cloranfenicol, na propor¢do de uma gota do
antibiotico/100ml de meio BDA e mantido em BOD, a 20+£3°C, por trés dias. O
inoculo foi multiplicado mais uma vez, a fim de obter maior uniformidade,
também em BOD, a 20+3°C, por trés dias e fotoperiodo de 12 horas. Trés dias
apos a segunda multiplicagdo, utilizaram-se ponteiras eppendorf com disco de
agar contendo micélio para inocular plantas com, aproximadamente, 28 ¢ 38
dias de idade, ou seja, cada repeticdo foi inoculada e avaliada duas vezes, como
sugerido por Teran & Singh (2008).

Para a inoculacdo, fez-se um corte no caule principal da planta e
colocou-se a ponteira com o disco de agar em que o micélio foi crescido. Seis a
oito dias ap6s a inoculacdo procedeu-se a avaliagdo da reagdo do feijdo ao mofo
branco por meio de uma escala de diagramatica de 1 a 9, em que: 1 - plantas sem

sintomas; 2 - invasdo do fungo além do sitio de inoculagéo; 3 - invasdo do fungo
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proximo ao primeiro no; 4 - quando o fungo atinge o primeiro no; 5 - invasao do
fungo além do primeiro nod; 6 - invasdo do fungo préoximo ao segundo no; 7 -
quando o fungo atinge o segundo no; 8 - invasdo do fungo além do segundo nd e

9 - morte da planta.
2.5 Analise de variancia e estimativa de parametros genéticos e fenotipicos

2.5.1 Obtengéo de variancias entre plantas individuais

As analises com plantas individuais foram realizadas com as populacdes
F,, F, e os dois genitores (Tabela 1). Adotou-se o delineamento de blocos
casualizados com duas repetigoes. Os dados de notas foram submetidos a analise
da variancia (Tabela 1), por meio do programa GENES (Cruz, 2006), utilizando-

se o seguinte modelo estatistico:

Yiik = m+ ti+ b; + eGj) T pwii

em que:

Yij: valor observado na planta k, do tratamento i, no bloco j;
m: média geral;

t;: efeito do tratamento i, com i variando 1 a 4;

b;: efeito do bloco j, com j variando de 1 a 2;

€ij): erro experimental associado a observagdo Yi;.

Pwjij: efeito da planta k dentro do bloco j que recebeu o tratamento i;
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TABELA 1 Esquema da andlise de varidncia adotada na avaliagdo do carater
reacdo do feijoeiro ao mofo branco, em plantas individuais.

FV GL QM
Repeticao r-1 Ql
Geragdo k-1 Q2

Erro (r-D(k-1)

Populacdes Variancias
Py gl 2

P, gl 2,

F gls 7,

F, gly Sz,

r e k: nimero de repetigdes e tratamentos, respectivamente;

&2, 62,, 62, € 62,: variancia fenotipica dentro dos genitores 1 € 2, F; e Fy,

respectivamente;

gly, glo, gls e gly; graus de liberdade associados aos genitores 1 e 2, Fy e F, ,
respectivamente.

2.5.2 Obtencao de variancias entre e dentro de progénies Fj.3

A partir das varidncias dentro de cada parcela, foi possivel estimar a
varidncia média dentro. Devido ao fato de o nimero de plantas ndo ser constante
dentro de cada parcela, a variancia dentro foi estimada pela seguinte expressao
(Ramalho et al., 2005):

2
Z%

nr

ES
Oy =

em que:

o, : variancia média dentro de cada progénie;

Zaji : somatorio das variancias dentro de cada parcela;

n: namero de progénie;

r: nimero de repeti¢des.

40



A partir da nota de cada progénie F,3, realizou-se a analise de variancia,
por época de avaliacdo (28 e 38 dias), para a estimativa da varidncia entre média
de progénies. Adotou-se um modelo semelhante ao empregado na analise dos
genitores F; e F,. Foi realizada também a analise conjunta, considerando as duas

épocas de avaliagdo, utilizando-se o seguinte modelo:

Yijg =m + b + &g + by + (te)j + e

em que:

Yij, : € a observagdo da progénie i no bloco j dentro da época q.
m: média geral

t; : € o efeito da progéniei (i=1,2,3, ..., 120)

eq : € o efeito da época q (q= 1, 2)

bq) : € o efeito do bloco j dentro da épocaq (j =1, 2)

(te)iq : € o efeito da interacdo da progénie i na época q

€qij : € 0 erro experimental médio

TABELA 2 Esquema de andlise de varidncia conjunta das notas médias de

reacdo ao mofo branco das progénies F,.3, aos 28 dias e 38 dias
apos a semeadura.

FV GL QM E(QM)
Tratamento (T) 119 Q1 8¢ 4 167 + kO7
Epoca de avaliacio (E) 1 Q2 Zk: (Ey)?
6: 4 = k-1
TxE 119 Q3 5 4 O
Erro médio 238 Q4 67

Estimou-se a correlagdo do desempenho médio das progénies F,.; nas

duas épocas de avaliagdo (I, ), a partir da seguinte expressdo:
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Cov,,
how ==,

2 2
0,0y

em que:

COVxy ¢ a covariancia das médias das progénies nas épocas de avaliacao
Tell

612 e OA'IZI, sd0 as variancias entre progénies F,3 nas avaliagdes I e II,

respectivamente.

2.5.3 Estimativas dos componentes de média e de variancia
As estimativas dos componentes de média e de varidncia foram obtidas
por meio do método dos quadrados minimos ponderados (Ramalho et al., 1993).
Para a estimativa dos componentes de média, foram utilizados os dados
médios das populacdes F,, F,, F5 e dos dois genitores. Considerou-se o modelo

aditivo e dominante sem epistasia, conforme a seguinte equagao:

B=(C’NS'C)'(C’ NS'Y)

em que:

A

[ : vetor dos estimadores, ou seja:

B =

o, a 3

2

M : estimador da média;

4 : estimador do desvio dos homozigotos em relagdo a média;
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A

d : estimador do desvio dos heterozigotos em relagdo a média;

N: matriz associada ao numero de plantas avaliadas, dada por:

n 0 0 0 0
0 n, 0 0 0
N= 0 0 n3 0 0
0 0 0 ny 0
0 0 0 0 ns

Sendo ny, n,, n3, N4 € ns 0 nimero de plantas das populagdes Py, Py, Fy, F,

e F3, respectivamente.

S: matriz das variancias associadas as populacdes, dada por:

& 0 0 0 0

0 6 0 0 0

S = 0 0 6 0 0
0 0 0 & 0
0 0 0 0 &

Y: vetor dos valores médios observados, dado por:
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ull N‘U| 0|

i

Jn

C: matriz do modelo na presente situagdo, corresponde a:

1 1 0
1 1 0
1 0 1
C - 1 0 v,
1 0 Vi

Esse sistema de equagdes foi resolvido utilizando-se o programa
MAPGEN (Ferreira & Zambalde, 1997). A avaliagdo do ajuste do modelo foi
realizada a partir do coeficiente de determinacio (R?).

Utilizou-se a equagdo descrita anteriormente para estimar também os
componentes de varidncia, em que S ¢ o vetor dos estimadores, &, (varidncia
genética aditiva), &; (varidncia genética de domindncia), & (variancia

ambiental entre plantas) e & (varidncia ambiental entre médias de progénies).

Para isso também foi utilizado o programa MAPGEN (Ferreira & Zambalde,
1997).
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I

ae

A2

b

C ¢é a matriz do modelo:

0 0 1 0
0 0 1 0
C= 0 0 1 0
1 1 1 0
1 % He %

NN
NN
o

N matriz que corresponde aos graus de liberdade associados a cada

populagao:
gl 0 0 0 0 0
0 gh 0 0 0 0
0 0 gl 0 0 0
N= 0 0 0 gly 0 0
0 0 0 0 gls 0
0 0 0 0 0 gls

Para gls, que é o grau de liberdade associado a & ,,, foi utilizada a

média harmonica, j& que o numero de plantas por parcela era varidvel (Ramalho

et al., 2005), estimada pela expressdo:
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1 1 1
e
k, K, Kk o
Em que:
p: nimero total de progénie;
ki, ks, ..., k, € 0 nimero de plantas em cada parcela.

O vetor Y corresponde as variancias observadas dentro de cada tipo de

populacdo e ¢ dado por:

Como nos componentes de média, a verificagdo do ajustamento do

modelo foi realizada utilizando-se o coeficiente de determinagdo (R?).

Foi estimada a herdabilidade no sentido amplo (ﬁ: ) e no sentido restrito

( ﬁf ) em nivel de plantas individuais (Ramalho et al., 1993).
o Gl+6l : &2

Ga+6L+6; Gr+6L+6;
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N
Foi estimada também a herdabilidade no sentido amplo (ha), em nivel

de média de progénies F,3, de acordo com Ramalho et al. (1993).

AN

= Q-
Q:

Qi e Qy: quadrados médios das progénies F,; e erro, respectivamente.
As expressOes para as estimativas dos intervalos de confianca da
herdabilidade estimada, em nivel de médias, foram as desenvolvidas por Knapp

et al. (1985):

C. . 1
Limite inferior: LI= {1 —
1 Fl—%;GLQZ;GLQ]
Q,
.. ) 1
Limite superior: LS = <1 —
Q, F£:GL g ,:6L o,
Q,
em que :

F: quantil superior a (1- ¢ /2) e « /2 da distribuicdo F (a = 0,05);
Glg: e Glgo: sdo os graus de liberdade associados a Q; e Q..
O numero de genes (K) envolvido no controle do carater foi estimado

pela expressdo desenvolvida por Wright (1934):
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_lc-cJ

~2 A2
8(6¢, -0 )

em que:

C, : média do genitor I;
C, : média do genitor 2;
o2, : variancia fenotipica de Fy;

2 JUN . .
O : varidncia ambiental.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Uso de médias e variancias de plantas individuais

O resumo da analise de variancia, das notas referentes ao carater
resisténcia do feijoeiro ao mofo branco nas geragdes, esta apresentado na Tabela
3. O efeito das geragdes ndo foi significativo, porém, houve tendéncia de
diferenca entre as médias das populagdes em ambas as avaliagdes, sendo P =
0,11 na primeira e P = 0,08 na segunda avaliagdo, indicando que ha pouca
variabilidade entre as geracdes.

Para se estudar o controle genético de um carater qualquer € essencial
que os genitores sejam contrastantes, como ocorreram com as notas médias de
reacdo dos genitores a0 mofo branco em ambas as avaliagdes (P<0,01). A
linhagem G122 obteve, em média, notas 3,00 e 4,61 e a cultivar M20, notas 4,56
e 7,13, nas avaliagdes 1 e II, respectivamente (Tabela 4). A maior nota da
cultivar M20 confirma a sua suscetibilidade ao mofo branco. Miklas et al. (2001)
observaram que a linhagem G122 foi moderadamente resistente, com nota média
5,2 pelo método straw test. Antonio et al. (2008), utilizando o método do acido
oxalico, observaram que a linhagem G122 foi também altamente resistente.
Essas diferencas entre as médias nas duas avaliagoes devem-se as diferentes
condicdes ambientais e, principalmente, a idade das plantas. Na primeira
avaliacdo, o desempenho médio das progénies em cada geracdo foi semelhante
ao desempenho médio dos genitores. Em principio, isso indica que ha
predominancia de efeito aditivo no controle do carater. Ja as médias dessas
populagdes na segunda avaliagdo indicam a ocorréncia de dominéncia.

A maior média dos genitores na avaliagdo II, provavelmente, deve-se ao
fato de a inoculagdo ser realizada no periodo de florescimento. Como relatado, o

fungo ataca toda a parte aérea da planta, principalmente no inicio da floragao ou
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apos a polinizagdo das flores, as quais servem como fonte basica de nutrientes
para iniciar as infecg¢des por esporos (Huinter et al., 1978).

Em termos de varidncia, a qual corresponde aos quadrados médios
dentro das geragdes (Tabela 3), pode-se observar que o genitor P;, nas duas
épocas de avaliagdo e a geracdo F), na avaliagdo I, apresentaram valores
préximos ou superiores a variancia da geragao F,. Por esse resultado, observa-se
a grande influéncia ambiental sobre o carater avaliado, pois as variancias dentro
dos genitores ¢ dentro da F; s@o todas ambientais, uma vez que as plantas sdo
geneticamente idénticas. E importante salientar que o P, (G122) é um genétipo
ndo adaptado as condi¢des experimentais e as variagdes no desenvolvimento das
plantas devem ter ocasionado maior variacdo na reacdo a doenca. Dentro da
geracdo F,, a variacdo ¢ devido a fatores ambientais e genéticos, portanto,
esperava-se que a variagdo dentro dessa geracdo fosse maior. A grande
influéncia ambiental sobre o carater estudado ja foi mencionada por Miklas et al.
(2006). Depreende-se, assim, a dificuldade da sele¢do de plantas resistentes em
populagdes segregantes. Assim, o melhorista deve optar pela avaliagdo de
progénies com um maior nimero de plantas, quando se espera maior ganho com
a selegdo.

E oportuno comentar que o erro entre as parcelas nas analises de
varidncia foi de magnitude relativamente pequena. Esse fato € comprovado por
meio das estimativas do coeficiente de variacdo (CV), que foram inferiores a
16%. Deve-se considerar que o valor do CV ¢ dependente do cardter avaliado,
da média observada do carater no experimento, do delineamento experimental

utilizado e do erro experimental.
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TABELA 3 Anélise de variancia da reagdo ao mofo branco, nas geragdes F; e F,
e dos genitores G122 (P;) e M20 (P,), nas duas épocas de avaliagao,
28dias e 38 dias apos a semeadura. Lavras, UFLA, 2008.

Avaliagdo I (28 dias) Avaliagao II (38 dias)
FV GL QM GL QM
Repeti¢do 1 2,94 1 0,002
Geracdes 3 0,91 3 4,048
Erro 3 0,18 3 0,648
Dentro 101 104
Dentro de P; 18 1,79 16 3,16
Dentro de P, 10 0,43 12 1,03
Dentro de F, 15 3,30 16 0,95
Dentro de F, 58 2,28 60 3,18
Total 108 111
CV(%) 11,12 15,89
Média 3,85 5,06

As estimativas dos pardmetros genéticos com base nas médias das
geragdes foram obtidas utilizando-se o modelo reduzido composto pelos
parametros m, a ¢ d (Tabela 4). E necesséario salientar, inicialmente, que o
ajustamento dos dados ao modelo aditivo-dominante foi muito bom, R?
praticamente 100% e as médias observadas explicam as esperadas (tabela 4).

Nas duas épocas de avaliagdo, o efeito genético aditivo foi mais
importante na determinac¢do do carater, com magnitude de, aproximadamente,
duas vezes maior que os efeitos de domindncia, sugerindo sua grande
contribui¢do para a resisténcia ao mofo branco. Observou-se efeito genético
aditivo significativo apenas na primeira avaliagdo, embora a estimativa da
segunda tenha exibido a mesma tendéncia. No entanto, nota-se que a primeira
avaliacdo foi mais eficiente para o estudo do controle genético. A prevaléncia
de efeito aditivo no controle genético da resisténcia ao mofo branco ¢ um
indicativo de facilidade na identificagdo de genotipos superiores, com maior

concentragdo de alelos favoraveis; portanto, uma condi¢do favoravel ao
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melhoramento genético. Este resultado estd de acordo com o encontrado por
Antonio et al. (2008), que observaram o predominio do efeito aditivo para a
resisténcia ao acido oxalico. A predominancia do efeito aditivo foi também
observada em colza e girassol, no controle do desenvolvimento da lesdo na
parte aérea provocada por Sclerotinia sclerotiorum (Zhao et al.,, 2004). A
estimativa do grau médio de dominancia foi de 0,41 na primeira ¢ de 0,48 na

segunda avaliagdo. De acordo com Ramalho et al. (1993), esse valor ¢

indicativo de dominancia parcial. Salientam-se os valores discordantes de d
nas duas avaliagdes. Entretanto, dado o elevado erro experimental associado a
estimativa, ndo se pode tirar nenhuma conclusdo sobre ela ou os parametros
dela derivados. Assim, pode-se afirmar, com mais seguranga, a presenca do
efeito aditivo no controle do carater.

Deve ser levado em consideragdo que o emprego dos componentes de

média possui alguns pontos negativos, dentre eles, o de que os efeitos, tanto

aditivos (&) quanto os de dominancia (d ), podem se anular. Assim, em

determinados genotipos envolvendo varios alelos, alguns podem assumir

valores positivos e outros negativos. Com isso, o valor médio de & podera ser

muito pequeno, igual a zero ou até mesmo negativo. O valor médio de d

corresponde a soma algébrica dos efeitos de todos os locos heterozigdticos. Da

mesma forma, o valor de d também podera ser pequeno ou, até mesmo, igual a
zero, mesmo quando cada um dos genes, individualmente, mostre dominancia
completa. Isso ocorre, simplesmente, porque, havendo dominancia em dire¢des

opostas, os seus efeitos sdo mutuamente cancelados (Ramalho et al., 1993). E

importante salientar que o valor negativo para @ deve-se ao fato de as menores

r

notas referirem-se aos genotipos resistentes. Assim, o valor de 4 ¢ a

contribuicdo aditiva do alelo para resisténcia ao mofo branco.
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TABELA 4

Estimativas dos componentes de média e do grau médio de
dominancia da reagdo do feijoeiro ao mofo branco, obtidas do
cruzamento G122 x M20, a partir dos dados de plantas
individuais, avaliagdo aos 28 (I) e aos 38 dias (II) apds a
semeadura, respectivamente. Lavras, UFLA, 2008.

Componentes de médias

Avaliagdo I (28 dias)

Estimativa Erro padrao Prob.>|T]
m 3,76 0,12 0,0010
a -0,79 0,19 0,0556
d 0,32 0,46 0,559
d/a 0,41
X 2,74 0,2540
R? (%) 99,98%
Avaliagdo II (38 dias)
Estimativa Erro padrio Prob.>|T]
m 4,90 0,2958 0,0036
a -1,65 0,8416 0,1879
oT -0,79 1,0282 0,5213
d/a 0,48
x 26,76 0,0000
R? (%) 99,88
Médias
Avaliagdo I (28 dias) Avaliacdo II (38 dias)
Populagdes Observada Esperada Observada Esperada
G122 3,00 2,97 4,61 3,24
M20 4,56 4,54 7,13 6,56
F, 3,67 4,08 4,59 4,12
F, 4,18 3,92 3,90 4,50
F; 3,83 3,84 4,69 4,70

Pelas deficiéncias comentadas a respeito dos componentes de média e

pela complexidade das informagdes, torna-se necessario proceder ao estudo

combinado dos componentes de médias e varidncia, o que proporciona
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conhecimentos mais detalhados do fenémeno estudado (Cruz et al., 2004).
Todavia, os componentes de variancia apresentam a desvantagem de os erros
associados as estimativas serem muito maiores do que os erros associados as
estimativas dos componentes de média. Isso ocorre porque a varidncia é o
somatério dos desvios em relagdo & média elevada ao quadrado; assim, os erros
também sdo elevados ao quadrado. Mas, apresenta a vantagem de permitir
estimar a herdabilidade no sentido amplo e restrito e o ganho com a selecdo

(Ramalho et al., 1993).

As estimativas dos componentes de varidncia estdo apresentadas na

A2
Tabela 5. O modelo proposto constitui-se da varidncia aditiva (O-A ), da

A2 A2
“a . A . ‘A . . O z , .
varidncia de dominancia (O-D) e da varidncia ambiental (¢ ). E necessario

salientar que os dados se ajustaram ao modelo considerado. Tal fato foi

evidenciado pelos valores do R? de 93,57%, na avaliacio I e 92,63%, na

avaliagdo II, apesar da significancia do X 2. Dessa forma, pode-se considerar
que a variacdo da resisténcia ao mofo branco foi explicada pela varidncia dos
efeitos aditivos, dominantes e ambientais.

Pode-se observar que os limites da varidncia de dominancia (zerro
padrdo), na avaliacdo I, abrangeram valores negativos, indicando que os mesmos
devem assumir valores iguais a zero. Porém, na avaliacdo II, ha indicativo da
varidncia de dominancia, sendo a variancia aditiva predominante em ambas as
avaliagdes. Verificou-se, por meio da varidncia ambiental, que o ambiente
exerce consideravel influéncia na expressdo da resisténcia ao mofo branco,
1,9546 na primeira e 1,7451 na segunda avaliagdo, correspondendo a 54,37% ¢ a
55,92% da variagdo total, respectivamente, realgcando a observagao anterior.

Na avaliacdo I, foi estimada apenas a herdabilidade no sentido restrito
(h%=33%), porque a varidncia de dominancia foi assumida igual a zero. Na

avaliacdo II, as estimativas de herdabilidade no sentido amplo e restrito foram de
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44% e 31%, respectivamente, sendo a herdabilidade no sentido amplo um pouco
maior, o que evidencia que o efeito de dominancia é menos pronunciado do que
o efeito aditivo na expressdo do carater. Estas herdabilidades, embora de baixa
magnitude, sdo suficientes para sugerir que a resisténcia pode ser efetivamente

selecionada pelo método do straw test.

TABELA 5 Estimativas dos componentes de variancia da reacdo do feijoeiro ao
mofo branco, obtidas do cruzamento G122 x M20, a partir dos
dados de plantas individuais, em duas épocas de avaliacdo, 28 dias
e 38 dias apos a semeadura. Lavras, UFLA, 2008.

Avaliagao I (28 dias)
Componentes de variancias

Pardmetros  Estimativas Erro L1/ LS/ Prob.>|T]
Ga 0,9685 0,4636 0,8077 1,1830 0,172
Sy -0,6715 1,5092 - 0,5242 -0,8914 0,699
N 1,9546 0,7832 1,3396 3.1189 0,130
X 8,00 0,018

R? (%) 93,57%

Avaliagdo II (38 dias)
Componentes de variancias

Pardmetros Estimativas Erro LI/ LS/ Prob.>|T|
Oﬁi 0,9781 1,3536 0,7472 1,3359 0,540
Oﬁé 0,3977 0,2997 0,3215 0,5048 0,316
6'3 1,7451 0,7525 1,200 2,7684 0,146
X 9,39 0,0091
R %)  92,63%
LI/1: limite inferior; LS/2: limite superior; &i: variancia genética dos efeitos
~2 A2

.. ‘A . , . . N . O ‘A .
aditivos; Ob. variancia genética dos efeitos de dominancia; ~ ¢ : varidncia
ambiental.
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Observou-se que apenas um gene de reacdo ao mofo branco esta
envolvido no controle da doenga. No entanto, segundo Ramalho et al. (1993), a
determinacdo precisa do numero de genes ¢ muito dificil de ser obtida,
principalmente em fun¢do do efeito do ambiente na manifestacdo do carater,
como no presente estudo. Por essa razdo, o que se procura ¢ uma estimativa
aproximada desse numero. A identificacdo de um QTL de efeito relativamente
grande (em torno de 37%), detectado por Miklas et al. (2001), estd de acordo com
essa estimativa. No entanto, sabe-se que o controle genético ao mofo branco, em
campo, € quantitativo e muito influenciado pelo ambiente (Castafio et al., 1993),
além da influéncia de outros fatores que contribuem para a resisténcia,
principalmente o porte arbustivo (Miklas et al., 2003). Por essa razdo que o
método considerado mais eficiente para o estudo do controle genético e selecao
para resisténcia ao patdégeno, ¢ por meio da inoculagdo de micélio (Teran e Singh,

2008).

3.2 Avaliacdo das progénies segregantes (Fz:3)

Os resultados da avaliagdo fenotipica das notas médias dada para

resisténcia ao mofo branco, das progénies F,;, foram submetidos a andlise de

varidncia individual e conjunta (Tabelas 6 e 7, respectivamente).

Nas analises individuais constatou-se efeito significativo de progénies
(P<0,01), indicando que as linhagens genitoras das geracdes segregantes sdo
contrastantes para resisténcia a doenca.

A herdabilidade no sentido amplo foi de 39%, com intervalo de
confianga de 13,05% e 57,77%, na avaliagdo I e 47%, com intervalo de
confianga de 24,36% e 63,26%, na avaliagdo II. Como os limites inferiores e
superiores das herdabilidades foram positivos, tem-se maior confianga nessas
estimativas como indicadoras de sucesso com a sele¢do. Devido ao valor

ligeiramente superior da herdabilidade na segunda avaliacdo, depreende-se que a
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selecdo sera mais eficiente quando a inoculagdo for realizada aos 38 dias apods a
semeadura. Os valores da herdabilidade (h’) de média de progénies foram
semelhantes ao valor da herdabilidade no individuo. Em principio, esse resultado
indica que a selegdo ¢ igualmente eficiente tanto para plantas individuais quanto
para médias, quanto se utiliza o método do straw test. Entretanto, as diferencas
altamente significativas entre médias de progénies F,; e as estimativas mais
confidveis da h? indicam que a selegdo serd mais eficiente com base na média de

progénies.

Miklas et al. (2001) observaram que a herdabilidade da resisténcia ao
mofo branco, quando estimada em casa de vegetacdo, pelo método do straw test,
foi mais baixa (0,65) do que quando estimada no campo (0,78). Este fato deve-se
ao fato de a resisténcia fisiologica detectada pelo straw test ser um componente
da resisténcia no campo, ou seja, tanto a resisténcia fisioldgica quanto os
mecanismos de escape contribuem para a resisténcia em campo. Este mesmo
autor observou que a linhagem de feijao AS5 de porte ereto, habito de
crescimento determinado foi suscetivel ao mofo branco, quando avaliada em
casa de vegetacdo, porém, foi resistente em condi¢des de campo, realgando a
importancia de mecanismos de escape da planta para reduzir a severidade da
doenca em campo. A maioria dos mecanismos de escape da planta ao mofo
branco possui alta herdabilidade e ¢ facil de ser avaliada em campo. Por isso,
associar a resisténcia fisiologica com mecanismos morfolégicos de escape da
planta ao mofo branco ¢ estratégia de melhoramento viavel para assegurar niveis
adequados de resisténcia ao mofo branco (Miklas et al., 2003, Miklas et al.,
2004).

Devido a ocorréncia de muitas variacdes nas estimativas da
herdabilidade para a resisténcia ao mofo branco, acredita-se que isto se deve a

influéncia do genotipo parental, do método de avaliagdo utilizado e da interagdo
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genotipos x ambientes. Por essa razdo, foi realizada a analise de variancia

conjunta (Tabela 7).

TABELA 6 Analise de variancia de progénies F,; de notas médias de parcelas
nas duas épocas de avaliagdo, 28 dias e 38 dias ap6s a semeadura.
Lavras, UFLA, 2008.

QM
FV GL Avaliacao I (28 dias) Avaliagao II (38 dias)
Repeticao 1 327,49 75,2
Progénie 119 4,67%* 3,87**
Erro 119 2,83 2,04
Dentro 1,36 1,32
CV (%) 22,79% 14,53%
Média 3,77 4,69
Estimativas de parametros
Var. fenotipica 2,33 1,93
Var. ambiental 1,41 1,02
Var. genotipica 0,92 0,91
Herdabilidade amplo 0,39 (0,13 ¢ 0,58) 0,47 (024 ¢ 0,63)

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

Verificou-se efeito significativo de época de realizagdo do experimento
decorrente de alteracdes nas médias das progénies F,3, sendo a maior média
geral na avaliagdo II. Houve diferenca significativa entre as progénies F,.;. Foi
verificado efeito ndo significativo para a interacdo progénies x épocas de
avaliacdo. Assim, depreende-se que o comportamento das progénies F,; foi
coincidente nas diferentes épocas de avaliacao.

Para melhor elucidar a ndo ocorréncia de interagdo, foi estimada a
correlagdo fenotipica, genética e ambiental do desempenho médio das progénies
dentro de cada época de avaliagdo. Vale salientar que, muito embora a interagdo
envolvendo progénies x épocas de avaliagdo tenha sido ndo significativa, as

estimativas da correlagdo genética e fenotipica foram relativamente baixas, 0,23
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e 0,45 (P<0,01), respectivamente e¢ a correlacdo ambiental (0,60) foi de
magnitude superior, salientando o acentuado efeito ndo genético.
Provavelmente, um dos fatores que contribuiram com o grande efeito ambiental
foi o periodo de florescimento durante a segunda inocula¢do. Nesse periodo, as
plantas gastam muita energia. Assim, plantas classificadas como resistentes em
estagios iniciais posteriormente desenvolvem sintomas da doenga.

A herdabilidade no sentido amplo, estimada a partir da analise conjunta,
foi de 53,5%, com intervalo de confianga de 33,3% e 67,6%, magnitude superior
aos valores das estimativas das andlises individuais. Depreende-se que a
realizagdo de inoculagdes multiplas sera mais eficiente e proporcionara maiores
ganhos. Segundo Teran & Singh (2008), avaliagdes multiplas sdo recomendadas
a fim de se melhorar precisdo experimental e permitir detectar diferencgas nas

populagdes quanto a reacdo ao mofo branco.

TABELA 7 Analise conjunta das progénies F».; de notas médias, considerando a
avaliacdo aos 28 dias e 38 dias apds a semeadura. Lavras, UFLA,

2008.
FV GL QM
Epoca (E) 1 149,77%*
Progénies (P) 119 1,85%*
ExP 119 0,86
Erro 238 2,435
CV (%) 15,05%
Média 4,37
Herdabilidade amplo 0,53 (0,33 ¢ 0,67)

**Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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4 CONCLUSAO

O controle genético foi caracterizado, predominantemente, por efeito
aditivo. Pelo menos um gene de resisténcia estd envolvido, embora o carater seja
altamente influenciado pelo ambiente.

O método do straw test foi eficiente para estudar o controle genético da
reacao de feijoeiro ao mofo branco.

As estimativas das herdabilidades no sentido amplo obtidas indicam que
a selecdo ¢ mais eficiente com base na média de progénies e com inoculagdes

multiplas.
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CAPITULO 3

Retrocruzamento assistido por marcadores SSR visando resisténcia ao mofo
branco em feijoeiro
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo utilizar marcadores microssatélites (SSR)
para acelerar o processo de recuperagdo do genoma do genitor recorrente, bem
como selecionar as plantas de retrocruzamento mais similares ao genitor
recorrente que possuem um QTL de resisténcia ao mofo branco. Foi realizado o
cruzamento entre as duas linhagens genitoras, G122 como doador ¢ M20 como
recorrente. A F; deste cruzamento foi retrocruzada com o genitor recorrente
(M20), obtendo-se 267 plantas da primeira geracdo de retrocruzamento (F;RC)).
Parte das sementes deste retrocruzamento foi guardada e parte foi novamente
cruzada com o genitor recorrente, obtendo-se 113 plantas da segunda geracdo de
retrocruzamento (F,RC;). Foi extraido o DNA de cada uma das plantas de
retrocruzamento obtidas, juntamente com os dois genitores, para serem
utilizados nas reagdes de marcadores microssatélites. Os dados de SSR foram
submetidos a analise de similaridade genética (sg;j), entre cada planta e o genitor
recorrente, utilizando-se o coeficiente de Sorensen-Dice. Paralelamente, foi
estimada a proporcdo de alelos do genitor recorrente (PR). Os resultados
indicaram que os marcadores SSR foram eficientes na identificagdo de
individuos com maior proporgao de recuperagdo do genoma recorrente nos dois
ciclos iniciais de retrocruzamento, permitindo um ganho de até dois ciclos, se
comparada com a recuperagdo esperada no retrocruzamento convencional. Tanto
a similaridade genética quanto a propor¢do de alelos SSR sdo eficientes para
selecionar plantas mais similares ao genitor recorrente. Dentre as 20 plantas com
maior propor¢do de recuperagdo do genoma, foi possivel selecionar quatro
plantas F\RC,, portadoras do QTL de resisténcia ao mofo branco com média de
88% de alelos do genitor recorrente ¢ duas plantas F{RC,, portadoras do QTL de
resisténcia ao mofo branco, com média de 91% de alelos do genitor recorrente.
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ABSTRACT

This research had the objective of using microsatellite (SSR) markers to
accelerate genome recovery from the recurrent parent, as well as to select plants
most similar to that parent with the QTL for white mold resistance. The donor
parent (G122) and the recurrent parent (M20) were crossed, and the F, was
backcrossed (BC) to the recurrent parent (M20) obtaining 267 F,BC, plants. Part
of seeds from this backcross was maintained and part was backcrossed again to
the recurrent parent, obtaining 113 F,BC, plants. DNA was extracted from each
plant of both backcrosses and from two parents, to obtain the SSR markers.
Genetic similarity (sg;) between each BC plant and the recurrent parent was
estimated using the Sorensen-Dice coefficient. The proportion of the SSR alleles
derived from the recurrent parent (PR) was also estimated. Both, genetic
similarity and the proportion of SSR alleles were efficient to identify plants most
similar to the recurrent parent equivalent to BC; and BC,. Besides it was select
plants with the QTL for white mold resistance and an average of 88% of PR in
BC, and 91% of PR in BC,.
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1 INTRODUCAO

O método do retrocruzamento tem por objetivo a introgressdo de um ou
mais alelos favoraveis de um genitor doador e a subsequente recuperacao do
genoma do genitor recorrente. O processo, geralmente, € utilizado para corrigir
genotipos-elites, nas caracteristicas em que sdo deficientes, por meio do
cruzamento com genotipos portadores do fenotipo que se deseja introduzir. Uma
das limitagdes do método é o longo tempo necessdrio para se completar o
processo, fazendo com que o gendtipo-elite utilizado como genitor recorrente
muitas vezes se torne obsoleto, ao final do programa de retrocruzamento. Os
marcadores moleculares apresentam-se como uma ferramenta importante para
aumentar a eficiéncia desse processo, uma vez que possibilitam a identificagdo
de individuos com maior propor¢do do genoma recorrente, além de auxiliar na
selecdo das plantas portadoras do alelo marcador desejavel (Openshaw et al.,
1994; Berloo, 1999; Hospital, 2001; Bouchez et al., 2002).

Dentre os tipos de marcadores moleculares disponiveis, os
microssatélites (SSR) apresentam-se como os mais adequados para a utilizagao
nos programas de melhoramento, devido as suas caracteristicas de
codominéncia, multialelismo e possibilidade de automagdo (Beckman & Soller,
1990; Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores microssatélites (SSR)
para acelerar o processo de recuperagdo do genoma do genitor recorrente, bem
como selecionar as plantas de retrocruzamento mais similares ao genitor

recorrente que possuem um QTL de resisténcia ao mofo branco.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local
Os retrocruzamentos foram realizados na casa de vegetacdo e as analises
moleculares no Laboratério de Genética Molecular, ambos no Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Linhagens utilizadas

Foram utilizados dois genitores: a linhagem G122, que possui habito de
crescimento determinado, origem andina, semente grande e bege com pintas
vermelhas e ¢é fonte de resisténcia fisiologica ao mofo branco (Kolkman & Kelly
2003), porém, possui varias caracteristicas agronomicas desfavoraveis, além de
ndo serem adaptadas as condigdes de cultivo do estado de Minas Gerais.
Também, a linhagem M20, que possui grao tipo carioca, habito de crescimento
tipo II, portadora do alelo Co-4% Co-5 e Co-7 de resisténcia a antracnose e possui
resisténcia a algumas racas do agente causal da mancha-angular, porém, ¢

altamente suscetivel ao mofo branco.

2.3 Retrocruzamento

Foi realizado o cruzamento entre as duas linhagens genitoras, G122 e
M20. A F, deste cruzamento foi retrocruzada com o genitor recorrente (M20),
obtendo-se a primeira geracdo de retrocruzamento F|RC,. Parte da semente deste
retrocruzamento foi guardada e parte foi novamente retrocruzada com o genitor
recorrente, obtendo-se a segunda geragdo de retrocruzamento, F;RC,.
Posteriormente, as sementes destas geragdes foram semeadas no campo
experimental do Departamento de Biologia da UFLA, obtendo-se 267 plantas
F\RC, e 113 F|RC,.
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2.4 Extracdo de DNA

De cada uma das plantas F\RC, e F,RC, obtidas e também dos dois
genitores, foi extraido o DNA, de acordo com o procedimento usado por Pereira
et al. (2007).

Foram utilizadas amostras de cerca de 2 gramas de folhas jovens de cada

planta, trituradas com 10 ml de tampdo de extragdo e 20ul def-

mercaptoetanol, em um almofariz com nitrogénio liquido. O tampao de extragdo
¢ constituido de 2% de CTAB, 100mM de TRIS (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1%
de polivinilpirrolidona (PVP). O material triturado foi incubado por 30 minutos
em tubos de centrifuga e colocados em banho-maria, a 65°C. Ap6s o banho-
maria, os acidos nucleicos foram extraidos com 10 ml da mistura cloroférmio:
alcool isoamil (24:1). Durante o banho-maria, os tubos foram agitados
levemente e, depois de centrifugados para separar a fase organica da aquosa, foi
coletado o sobrenadante, que contém os dacidos nucleicos. Estes foram
precipitados pela adicdo de 30 ml da mistura de etanol 95%:acetato de amonio
7,5M (6:1) e mantidos em um freezer, a -20°C, por uma noite. Apos a
precipitagdo, os acidos nucleicos foram transferidos para tubos de
microcentrifuga Eppendorf, centrifugados e secos. Em seguida, os acidos
nucleicos foram reidratados em tampao TE (1mM de TRIS e 0,ImM de EDTA).
Foi realizada a segunda extracdo com cloroférmio:alcool isoamil (24:1) e os
acidos nucleicos do sobrenadante foram precipitados pela adi¢do de, pelo menos,
trés volumes de uma mistura de acetato de sodio 3M: etanol 95% (1:20). Os
acidos nucleicos precipitados foram reidratados em tampdo TE. Uma terceira
extracdo foi realizada com cloroférmio-alcool-isoamil, com igual volume de TE.
Coletou-se o sobrenadante e o DNA foi precipitado (durante uma noite no
freezer) com alcool acetato de sodio até completar o tubo (1,5 ul). Centrifugou-
se por 10 minutos, a 10.000 rpm e os &cidos nucleicos foram reidratados com

tampao de TE. Aliquotas de DNA obtidas de cada linhagem foram quantificadas
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em gel de agarose 1%, ao lado de um padrio de concentragio de DNA,
construido a partir de DNA de fago A, nas concentragdes de 100, 200 ¢ 300
ng/ul. Mediante comparag@o visual da intensidade das bandas do DNA das
amostras e dos padrdes, a concentracdo de cada amostra foi estimada e,

posteriormente, diluida para a concentracao de 10ng/ul, utilizado nas reagdes.

2.5 Processo de amplificacdo de DNA e eletroforese

Cada reagdo foi preparada em um volume de 12 pl, misturando-se os
seguintes reagentes com as respectivas concentragdes (Pereira et al., 2007): 20ng
de DNA genomico, 100uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP,
dGTP, dCTP e dTTP), uma unidade da enzima Taq DNA polimerase, 2,25ul do
par de primer, 2,00uM de tampdo de reagdo (50mM tris pH 8,3; 2,0 mM MgCl,;
20 mM de KCI; 10pg de BSA; 0,25% de ficol 400; 10mM de tartrazine) e agua
bidestilada até totalizar 12ul. As amplificagdes foram realizadas em tubos de 0,2
ml em termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, por meio do seguinte
programa: uma etapa de 2 minutos, a 94°C, para a desnaturagdo inicial, seguida
de 40 ciclos, sendo cada um de 15 segundos para desnaturagdo a 94°C; 30
segundos para anelamento do primer em temperatura variavel de 55°C a 60°C e
30 segundos para extensdo a 72°C. Por fim, uma etapa de 2 minutos, a 72°C,
para extensdo final. Os produtos da amplificagdo foram separados por
eletroforese, em gel de agarose 3%, em tampao TBE (0,045 M Tris-Borato e
0,001 M EDTA), a 80V, por trés horas ¢ meia. Posteriormente, foram corados
com brometo de etidio, na concentracdo de 0,5 pl/ml, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne e fotografados em camera digital

Kodak.

2.6 Analise molecular
Primeiramente, verificou-se a existéncia de polimorfismo entre os

genitores, realizando reacdes de reacdo de polimerase em cadeia (PCR) com,
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aproximadamente, 480 pares de primers amplificadores de regides
microssatélites (SSR) de Phaseolus vulgaris, cujas sequéncias estdo disponiveis

em http://www.css.msu.edu/bic.

2.7 Analise de dados dos marcadores microssatelites e do SCAR Phs

As plantas resultantes dos retrocruzamentos foram avaliadas quanto a
resisténcia ao mofo branco, por meio do SCAR Phs desenvolvido
especificamente para esse tipo de resisténcia (Miklas, 2005). Essas plantas
também foram molecularmente avaliadas junto aos genitores, quanto a
similaridade genética em relacdo ao genitor recorrente, por meio de marcadores
microssatélites (SSR) polimorficos.

A identificacdo dos fragmentos de DNA amplificados por marcadores
microssatélites e separados por meio da eletroforese em gel de agarose a 3% foi
efetuada realizando-se uma analise visual, gerando uma matriz com base em
dados binarios em que os individuos segregantes foram genotipados quanto a
presenga de um determinado alelo amplificado (0) e auséncia deste mesmo alelo
(1). Nas geragdes de retrocruzamentos, espera-se um padrdo de bandas
homozigoto igual ao gendtipo recorrente e heterozigoto derivado de um alelo do
parental recorrente e o outro do parental doador, sendo esta Ultima a banda
polimoérfica (Figura 1).

Os dados de SSR foram submetidos a andlise de similaridade genética
utilizando-se o programa NTSYS — pc 2.1 (Rohlf, 2000). As estimativas de
similaridade genética (sg;), entre cada planta e o genitor recorrente foram
efetuadas pelo coeficiente de Sorensen-Dice, por meio da expressdo sgj =
2a/(2a+ b+ ¢), sendo a auséncia de bandas nos genoétipos i e j; b auséncia de
banda em apenas no individuo i e ¢ apenas no individuo j. No presente estudo, a
banda polimorfica, por ser aquela derivada do doador, foi considerada como

zero (0), devido ao fato de plantas mais semelhantes ao parental recorrente
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serem aquelas que possuem o gendtipo homozigoto. Portanto, nas estimativas de
similaridade genética (sg;), entre cada planta do RC com o genitor recorrente,
utilizou-se a como sendo auséncia de bandas nos genotipos i € j, o contrario do

critério adotado em outros estudos de similaridade.

PrL P21 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

FIGURA 1 Amostra de padrdo de bandas dos genitores G122 (P;), M20 (P,) e
das plantas FiRC, de 1 a 32, sendo as plantas 4, 8§ 24 28 ¢ 30
heterozigotas e as demais homozigotas.

Paralelamente, a propor¢do de alelos do genitor recorrente (PR) foi
estimada segundo a metodologia de Benchimol et al. (2005), por meio da
expressdo PR = B+0,5H/(B+H), em que B ¢ o nimero de plantas com o alelo do
recorrente ¢ H é o nimero de plantas com o genotipo heterozigoto.

Estimaram-se a correlagdo entre a sg;; e a PR correspondente, tanto para

o RC, quanto para o RC,.

71



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Selecdo de plantas resistentes por meio do SCAR Phs

Procedeu-se a avaliagdo das plantas dos dois retrocruzamentos, F{RC, e
FiRC,, por meio do SCAR Phs, a fim de identificar aquelas que possuem o QTL
que confere resisténcia ao mofo branco. A banda amplificada pelo par de
primers Phs (SCAR) ¢ derivada do genitor resistente G122 e possui cerca de
285 pb, cuja sequéncias sdo: S5’AGCATATTCTAGAGGCCTCC3’ e
5S’GCTCAGTTCCTCAATCTGTT3’. Esse primer amplifica parte do alelo para
faseolina T presente em feijdo de origem andina (Kami et al., 1995), como ¢é o
caso do G122. O alelo da faseolina T estd mapeado no grupo de ligacdo B7 de P.
vulgaris (Freyre et al., 1998). Embora, atualmente, se tenha pouco sucesso com
a selegdo assistida em caracteres quantitativos, ha relatos de que o QTL Phs,
identificado por Miklas (2005), possui grande efeito para explicar a variagao
fenotipica (Miklas et al., 2001; Miklas, 2007). Miklas et al. (2001) observaram
que o QTL Phs explicou 38% da variagdo fenotipica da reagdo ao mofo branco,
quando avaliada pelo método do straw test e 26% quando avaliada no campo.
Em outro trabalho, avaliando duas populacdes de feijdo, este mesmo QTL
explicou 42% a 64% da variagdo fenotipica da resisténcia ao mofo branco,
quando avaliada pelo método straw test e apresentou menor efeito no campo,
17% e 12% (Miklas, 2006a).

Outra razdo para se utilizar a selecdo assistida por marcadores
moleculares para a resisténcia ao mofo branco deve-se a dificuldade de
avaliacdo fenotipica, principalmente em campo, onde ha dificuldade de obter
inoculagdo uniforme do patéogeno, além da avaliacdo da resisténcia a este
fitopatdgeno no campo ser afetada por mecanismos de escapes da planta, como
por exemplo, o porte ereto que, juntamente com a resisténcia fisioldgica,

superestima a resisténcia (Miklas et al., 2001). A combinagdo da resisténcia
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fisiologica com mecanismos de escape da planta é uma estratégia atual de
melhoramento, visando minimizar a perda da produgdo devido aos danos
causados por esse fitopatogeno.

Dentre as 267 plantas F1RC, 128 apresentaram a banda amplificada pelo
SCAR Phs e 139 ndo apresentaram a banda e, provavelmente, ndo possuem o
QTL. Como se esperava, aproximadamente metade das plantas possuia 0 SCAR
que confere resisténcia ao mofo branco ¢ a outra metade ndo o possuia, sendo
suscetivel, ou seja, segregacio de 1:1 (x*=0,453, P=0,501) (figura 2).

Dentre as 113 plantas FiRC, 22 apresentaram a banda amplificada pelo
SCAR Phs e 91 ndo apresentaram a banda e, provavelmente, ndo possuem o
QTL. O resultado também foi de acordo com o esperado: 25% das plantas
possuiam o QTL e 75% nao possuiam, segregando 3:1 (X2=1,84, P=0,175)
(figura 3).

Como o alelo da faseolina T parece ser responsavel por parte da
resisténcia fisioldgica ao mofo branco e o marcador estd dentro do mesmo,

espera-se 100% de eficiéncia na selecdo do QTL (Miklas, 2005).

Pl P2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 1415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

FIGURA 2 Amostra da analise de eletroforese dos produtos de amplificacdo das
primeiras plantas F;RC; com o SCAR Phs. A seta indica o marcador
do genitor resistente G122 (P,). As canaletas correspondem, em
ordem crescente, a: M20 genitor recorrente (P;), G122 genitor
doador (P)) e das plantas F\RC, de 1 a 37.
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FIGURA 3 Amostra da analise de eletroforese dos produtos de amplificagdo das
primeiras plantas F{RC, com o SCAR Phs. A seta indica o
marcador do genitor resistente G122 (P,). As canaletas
correspondem em ordem crescente a: G122 genitor doador (P,),
M20 genitor recorrente (P;) e das plantas F;RC, del a 36.

3.2 Recuperacdo do genoma recorrente

Dos 480 primers testados nos genitores, quanto a existéncia de
polimorfismo, apenas 25 primers, 5,2% (Tabela 1), foram polimoérficos e
utilizados nas plantas F{RC;_ Nas plantas F{RC,, foram utilizados 23 primers, ou
4,79% (Tabela 1). O menor niimero de primers no segundo retrocruzamento se
deve a recuperacdo do genoma do genitor recorrente, ou seja, dois dos primers
utilizados na geracdo F;RC; ndo foram polimoérficos entre as plantas F;RC, O
polimorfismo revelado pelos marcadores moleculares foi relativamente baixo e
pode ser devido ao processo de domesticagdo e reducdo da variabilidade
genética da espécie, que ocorre, principalmente, entre gendtipos originarios de
um mesmo centro de domesticagdo (Benchimol et al., 2007). Em estudo
realizado por estes autores, 0 DNA de 20 acessos de feijoeiro, entre andinos e
meso-americanos, foram amplificados por 123 marcadores microssatélites e
observado baixo indice de polimorfismo dos locos, conteudo informativo de
polimorfismo (PIC) médio de 0,45.

O PIC ¢ comumente usado em genética como uma medida de
polimorfismo de um marcador genético, em analise de ligagdo. O reduzido
polimorfismo encontrado em genotipos de feijdo por marcadores SSR tem sido

relatado em diversos trabalhos (Cardoso et al.; 2008; Carneiro et al.; 2008;
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Torga, 2008). Beebe et al. (2001), em um estudo de diversidade genética de
gendtipos de feijoeiro comum representativos do pool génico andino, com base
em marcadores dominantes do tipo AFLP, encontraram uma base genética
estreita entre os genotipos analisados e concluiram que estes genotipos,
provavelmente, derivam de populagdes silvestres comuns e que as variagdes
morfoldgicas presentes se devem ao processo seletivo imposto pelo homem, nao
estando, atualmente, os marcadores moleculares eficientes em captar esse tipo

de variacao.

TABELA 1 Primers SSR utilizados, com suas respectivas sequéncias,
temperatura de anelamento (TA) e geracdo de retrocruzamento

(GR).
SSRs SEQUENCIA 5°---3° TA GR
BMd-19 GCCAACCACATTCTTCCCTAC
GGAAGCGAGGCAGTTATCTTT 60°C 1,2
BMd-36 CATAACATCGAAGCCTCACAGT
ACGTGCGTACGAATACTCAGTC 60°C 1,2
BMd-41 CAGTAAATATTGGCGTGGATGA
TGAAAGTGCAGAGTGGTGGA 60°C 1,2
BM210 ACCACTGCAATCCTCATCTTTG
CCCTCATCCTCCATTCTTATCG 60°C 1,2
BM-114 AGCCTGGTGAAATGCTCATAG
CATGCTTGTTGCCTAACTTCTT 60°-58°C 1,2
BM-152 AAGAGGAGGTCGAAACCTTAAATCG
CCGGGACTTGCCAGAAGAAC 60°-58°C 1,2
BM156 CTTGTTCCACCTCCCATCATACG
TGCTTGCATTCTAGCCAGAATC 60°-58°C 1,2
BM157 ACTTAACAAGGAATAGCCACACA
CTTAATTGTTTCCAATATCAACCTG 60°-58°C 1,2
BM164 CCACCACAAGGAGAAGCAAC
ACCATTCAGGCCGATACTCC 60°-58°C 1,2
BM175 CAACAGTTAAAGGTCGTCAAATT
CCACTCTTAGCATCAACTGGA 60°-58°C 1,2
BM143 GGGAAATGAACAGAGGAAA
ATGTTGGGAACTTTTAGTGTG 55°-55°C 1,2
...continua...
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...TABELA 1 Cont...

X57022 AAGGATGGGTTCCGTGCTTC
CACGGTACACGAAACCATGCTATC 60°-58°C 1,2
U18349 CTGAAGCCCGAATCTTGCGA
CGCGAGAGGTGAACGAAAGC 55°-55°C 1,2
GATS91 GAGTGCGGAAGCGAGTAGAG
TCCGTGTCCCTCTGTCTGTG 60°-58°C 1,2
BM172 CTGTAGCTCAAACAGGGCACT
GCAATACCGCCATGAGAGAT 60°-58°C 1
BMd-11 GCTCAACATTCCAGAGGCTAA
TCAAACCTACATAAATAAAACAAAACA 60°C 1
BM197 TGGACTGGTCGATACGAAGC 1,2
CCCAGAAGATTGAGAACACCAC 60°-58°C
M75856 CAATCCTCTCTCTCTCATTCCCAATC 1,2
GACCTTGAAGTCGGTGTCGTTT 60°-58°C
BM200 TGGTGGTTGTTATGGGAGAAG
ATTTGTCTCTGTCTATTCCTTCCAC 60°-58°C 1,2
BM201 TGGTGCTACAGACTTGATGG 60°-58°C
TGTCACCTCTCTCCTCCAAT 1,2
BM139 TTAGCAATACCGCCATGAGAG
ACTGTAGCTCAAACAGGGCAC 55°-55°C 1,2
BM98 GCATCACAAAGGACTGAGAGC
CCCAAGCAAAGAGTCGATTT 60°-58°C 1,2
BMd-45 GGTTGGGAAGCCTCATACAG
ATCTTCGACCCACCTTGCT 60°C 1,2
BM202 ATGCGAAAGAGGAACAATCG 1,2
CCTTTACCCACACGCCTTC 60°-58°C
BM149 CGATGGATGGATGGTTGCAG
GGGCCGACAAGTTACATCAAATTC 55°-55°C 1,2

" corresponde as plantas F{RC,, > corresponde as plantas F;RC.

Os marcadores identificados como polimorficos nos genitores foram

genotipados nas plantas das duas geragdes de retrocruzamento (RC). A partir

dos dados genotipados, foram geradas as matrizes de similaridade genética, a

fim de estimar a similaridade entre os gendtipos de RC e o genitor recorrente,

identificando os mais proximos geneticamente do genoma recorrente (M20).

Quando genotipadas com 25 pares de primers SSR, as 267 plantas F;RC;

obtiveram média de recuperagdo do genoma recorrente de 74+8%, pelo método
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de Benchimol et al. (2005), em concordancia com a média esperada na geracao
F.RC,, 75% (x2:0,533, p=0,465) e 63+14%, pelo coeficiente de Dice, ndo sendo
a média observada de acordo com o resultado esperado (x’=7,68, p=0,006).
Porém, houve correlagdo alta e positiva (98,86%) entre os dois métodos de
estimativa da similaridade. Selecionando-se as oito plantas F{RC; com maior
proporg¢ao de recuperagcdo do genoma do recorrente: 222, 227, 14, 19, 159, 218,
253, 237 (Tabela 2), a média obtida foi de 93% pelos dois métodos utilizados, o
que corresponde a propor¢do da recuperagdo do genoma esperada no terceiro
ciclo de retrocruzamento, que ¢ 93,75% (x*=0,096, p=0,757). Depreende-se que
os 25 pares de primers, distribuidos em 9 dos 11 cromossomos do feijdo, foram
eficientes para amostrar o genoma da espécie e permitiram estimar o parentesco
das plantas RC; com o genitor recorrente e selecionar os mais aparentados,
equivalentes a reducdo de até dois ciclos de RC.

As 113 plantas F{RC, foram genotipadas com 23 dos 25 pares de primers
SSR utilizados para genotipar as plantas FRC; (Tabela 1). A média de
recuperacdo do genoma recorrente de 83+7,3%, pelo método de Benchimol et al.
(2005), foi resultado coerente com a média esperada na geragdo F|RC,, de
87,5% (x2=1,85, p=0,174) e 80+11,4%, pelo coeficiente de Dice, estando a
média observada préoxima a média esperada (x2=5,14, p=0,023). Porém, houve
alta correlagcdo entre ambos os métodos de avaliagdo (99,05%), semelhante ao
observado em RC,. Pode-se observar, pelos dados das Tabelas 2 e 3, que as
progénies mais semelhantes ao recorrente sdo as mesmas nos dois métodos de
avaliacdo. Portanto, tanto a similaridade genética quanto a proporcao de alelos
SSR sdo eficientes para selecionar plantas mais similares ao genitor recorrente.
Provavelmente, o que contribuiu para reduzir a média, em ambos os
retrocruzamentos, pelo coeficiente de Dice, foram os individuos com menor
proporc¢ao de recuperacdo do genoma recorrente, sendo 7,69% no primeiro e

35,71% no segundo ciclo de retrocruzamento.
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TABELA 2 Proporgao de alelos SSR do recorrente (PR) e similaridade genética
(sgij) das 20 plantas F,RC, mais similares ao genitor recorrente

(M20).

Plantas PR Sgii
24 0,86 0,84
105 0,86 0,84
255 0,86 0,84
257 0,86 0,84
67 0,87 0,85
57 0,88 0,86
260 0,88 0,86
47 0,90 0,88
16 0,90 0,89
18 0,90 0,89
70 0,90 0,89
200 0,90 0,89
222 0,907 0,89
227 0,92 0,91
14 0,92 0,91
19 0,92 93% 0,91 93%
159 0,94 > 0,94 >
218 0,94 0,94
253 0,94 0,94
237 0,96 ) 0,96 )

Média 0,90 0,89

Selecionando-se as cinco plantas com maior propor¢do de recuperagdo
do genoma do recorrente: 31, 51, 48, 94 ¢ 87 (Tabela 3), as médias obtidas
foram de 95,20% (PR) e 94,8% (sgij), o que corresponde a propor¢do da
recuperacdo do genoma esperada no quarto ciclo de retrocruzamento, que ¢ de
96,87% (x2=0,92, p=0,33 ¢ x2=1,41, p=0,23, respectivamente). Certamente,
haveria maior propor¢do do genoma do recorrente se tivesse realizado a selegdo
assistida por marcador SSR na geracdo F|RC; e se somente aquelas plantas
FiRC, mais similares ao recorrente tivessem sido utilizadas para se obter o

segundo retrocruzamento.
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Considerando o custo e o trabalho na obtengdo dessas informagodes,
depreende-se que ¢ compensador selecionar plantas com maior propor¢do de
alelos do recorrente apenas em RC,, pois nesta geracdo ja foi suficiente

selecionar plantas altamente semelhantes ao genitor recorrente.

TABELA 3 Proporgao de alelos SSR do recorrente (PR) e similaridade genética
(sgij) das 20 plantas F;RC, mais similares ao genitor recorrente
(M20), utilizando as duas metodologias.

Plantas PR 5&ij
32 0,91 0,90
40 0,91 0,90
47 0,91 0.90
50 0,91 0,90
58 0,91 0,90
65 0,91 0,90
79 0,91 0,90
88 0,91 0,90
96 0,91 0,90
101 0,91 0,90
80 0,93 0,93
84 0,93 0,93

5 0,93 0,93
43 0,93 0,93
70 0,93 0,93
87 0,93 0,93
94 0,93 0,93
48 0,96 95,20% 0’95 94,80%
51 0,96 0,95
31 0,98 0,98
Média 0,93 0,92

Dentre as 20 plantas F;RC; mais similares ao recorrente (Tabela 1), 16,
260, 57 e 255 possuem o SCAR Phs e média de 88% de alelos do recorrente,
equivalente a 87,5% da média esperada em RC, (x°=0,023, p=0,879). Dentre as

20 plantas FRC, mais similares ao recorrente (Tabela 3) a 32 e a 101 possuem o
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SCAR Phs e 91% de alelos do recorrente. Depreende-se que a utilizagdo dessas
plantas para constituir o préximo ciclo de retrocruzamento contribuird para
acelerar o processo de recuperagdo do gendtipo do genitor recorrente e

portadoras do QTL de resisténcia ao mofo branco.
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4 CONCLUSAO

Os marcadores SSR foram eficientes na identificacdo de individuos com
maior propor¢do de recuperagdo do genoma recorrente nas geracdes iniciais de
retrocruzamento, havendo ganho de até dois ciclos, se comparado com aquele
esperado no retrocruzamento convencional.

Foi possivel selecionar plantas com grande propor¢do de alelos do
genitor recorrente e portadoras do QTL de resisténcia ao mofo branco.

Tanto a similaridade genética quanto a propor¢do de alelos SSR sdo

eficientes para selecionar plantas mais similares ao genitor recorrente.
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