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RESUMO

RODRIGUES, Taislene Butarello. Efeito da selecio natural em alelos
microssatélites (SSR) do feijoeiro e associacio com QTLs de caracteres
agronomicos. 2004. 90 p. Dissertacio (Mestrado em Agronomia/Genética e
Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Objetivou-se identificar marcadores microssatélites (SSR) selecionados
pela selecdo natural em populagdes segregantes do feijoeiro, conduzidas pelo
método da populacio (bulk) e verificar se alguns dos marcadores SSR estavam
associados a gendtipos de interesse agrondmico, como: produtividade de graos,
reacdo a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola) e peso de 100 sementes.
Foram avaliadas 107 familias da geracdo Fs e 107 familias F.4, provenientes do
cruzamento do Carioca MG x ESAL686, conduzidas pelo método da populagdo
(bulk). As familias foram avaliadas para produtividade de graos em trés épocas:
inverno de 2001 (Fs. 9 € Fas. 25), dguas de 2001 (Fs.10 € Faan6), € secas de 2002
(Fs.11 € Faan7) em Lavras - Minas Gerais. A reagdo para mancha angular e peso
de 100 sementes foram avaliadas somente na época da secas de 2002. A extracdo
de DNA foi realizada nas familias Fs.;; € Fa.p7. Utilizou-se nas reacdes de SSR
30 pares de primers que identificaram polimérfismo nos pais e no bulk de DNA
das familias F,4,7. Vinte e nove dos 30 locos foram selecionados pela selecdo
natural favorecendo os alelos de SSR do Carioca MG; e um tnico alelo do
ESAL 686 foi selecionado. A selecdo natural afetou todas as geragdes, e sua
intensidade foi especifica para cada loco e geracdo. Portanto, todos os alelos
selecionados de cada loco devem ser importantes para a adaptagdo em um
programa de melhoramento. Utilizando o procedimento de regressdo linear
multipla (stepwise), foram identificados 10 QTLs pelos marcadores SSR para
produtividade de grdos que explicaram uma variacdo fenotipica de 3,14%
a9,24%. Para mancha angular, foram identificados 6 QTLs, sendo que um de
efeito maior (BM154) conseguiu explicar 17,5% da variagdo fenotipica. Cinco
QTLs também foram identificados para peso de 100 sementes, sendo que o
primer X61293 estd associado a um de efeito maior (16,8%). A maioria dos
QTLs expressou-se em um sé ambiente e uma s populagdo, o que leva a uma
alta instabilidade, que pode ser devido as freqii€ncias genotipicas dos caracteres
estudados e dos marcadores, em conseqiiéncia da sele¢do natural.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — Universidade Federal de Lavras (UFLA)



ABSTRACT

RODRIGUES, Taislene Butarello. Effect of natural selection on common
bean SSR alleles and their association with agronomical QTLs. 2004. Cap.1.
90 p. Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) — Federal University
of Lavras, Lavras, MG.*

The objectives of this study were to identify microsatellite (SSR)
markers selected by natural selection, and their association with QTLs for grain
yield, angular leaf spot reaction and 100 seed weight, in common bean
(Phaseolus vulgaris) segreganting populations. One hundred and seven families
from the Fs generation and 107 from the Fas, derived from the Carioca MG x
ESAL 686 cross, were conducted by bulk method. The families were evaluated
for grain yield in the fall/winter season of 2001 (Fg.9 and Faa.ps), spring/summer
of 2001/2002 (Fg.;0 and Fy4.6), and summer/fall of 2002 (Fs.;; and F,4,7) in
Lavras, MG State. Plant reaction to angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola)
and 100 seed weight were evaluated only in the last season. DNA extraction was
set up from Fg.;; and F,4,7 families, and used in the SSR reaction with 30 pair of
primers that identified polymorphism in the parents and in a DNA bulk of the
Fas.07 families. In twenty nine out of 30 loci the allele from Carioca MG were
selected by natural selection, and in only one locus was selected the allele from
ESAL 686. The natural selection affected all generations, and its intensity was
specific for each locus and generation. Therefore, the selected alleles of all loci
should be important for improving adaptation. Using the multiple linear
regression through the stepwise procedure, 10 grain yield QTLs were identified
by the SSR markers which explained each one between 3.1% a 9.4% of the
phenotypic variation. For angular leaf spot 6 QTLs were identified and the one
with the largest effect (BM154) explained 17.5% of the phenotypic variation.
Five QTLs were also identified for 100 seed weight, and the primer X61293
presented the largest effect and explained 16.8%. Most QTLs expressed in only
one environment and population, showing their high instability, which might be
due to the genotipic frequencies, both of the markers and the agronomical traits.

*QGuidance Comittee: Jodo Bosco dos Santos — UFLA (Major Professor).

il



CAPITULO I



1 INTRODUCAO

A cultura do feijao é considerada uma fonte importante de alimento para
alguns paises, principalmente para o Brasil, por ser um produto bésico da
alimentacdo. No pafs, a cultura é realizada em quase todas as regides, onde a
cultivar predominante pertence ao grupo carioca. Estima-se que a producdo
nacional seja de dois milhdes de toneladas, com cultivares pertencentes a esse
grupo. Dada a importancia do grupo Carioca e a amplitude de ambientes em que
suas cultivares sdo usadas, é necessdrio que elas sejam adaptadas a toda essa
diversidade de ambientes. Entretanto, a selecio para maior adaptagdo ¢é
praticamente impossivel de ser realizada diretamente, devido a impossibilidade
de avalid-la, embora a selecdo de cultivares com maior produtividade de graos
ou com resisténcia a doencas de uma dada regido, indiretamente, deva contribuir
para aumentar a adaptagao.

Embora seja dificil selecionar plantas com maior adaptagdo, a selecio
natural € muito eficiente neste aspecto. No melhoramento do feijoeiro, alguns
métodos de conducdo da populacdo segregante favorecem a atuacdo da selecdo
natural. Entre eles, o método da populagdo ou ‘bulk” ¢ muito utilizado,
sobretudo pela sua facilidade e versatilidade de conducdo. Por este método, a
partir da geracdo F, as plantas s@o colhidas, suas sementes sdo misturadas e uma
amostra é utilizada para obter a geracdo seguinte. Esse processo repete-se até a
geracdo Fs, Fs ou até mesmo em geragdes mais avangadas, quando sdo retiradas
familias para serem avaliadas em experimentos com repeticoes.

Assim, com esse procedimento de conduc¢do da populacdo segregante, hi
oportunidade de atuar a selecdo natural e o melhorista pode se beneficiar de suas
acdes, como no aumento da produtividade de graos (Corte, 1999). No entanto,

nem sempre seu efeito é desejdvel, quando, por exemplo, se tem interesse por



plantas de héabito de crescimento arbustivo, precoces € com sementes grandes
(Hamblin, 1977; Allard, 1988; Corte, 1999; Silva, 2003). Nesses casos, € entio
necessdrio realizar a selegao artificial.

Dada a impossibilidade de selecdo direta para maior adaptagdo, com o
advento dos marcadores moleculares, hd a possibilidade de identificar alguns
genes que estejam ligados as regides gendmicas onde ocorram os alelos de
interesse (Allard, 1999). Nesse caso, embora seja invidvel avaliar o caréter
adaptacdo, pode-se ter idéia dos genétipos desejaveis e, conseqiientemente,
selecionar os marcadores a eles associados, a partir da alteracdo das freqiiéncias
alélicas dos mesmos, em uma populagdo submetida a a¢do da selecio natural.

De posse dos marcadores selecionados, pode-se verificar a associagdo
dos mesmos com alguns caracteres agrondmicos e identificar aqueles associados
com os alelos de interesse.

Com base nessas consideragdes, o objetivo do trabalho foi identificar
alelos de microssatélites afetados pela selecdo natural, em populagdes
segregantes de feijoeiro conduzidas em bulk. Procurou-se também identificar se

alguns marcadores estio associados a gendtipos de interesse agrondmicos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Variabilidade na cultura do feijoeiro

O género Phaseolus possui cerca de 50 espécies, as quais ocorrem em
todo mundo (Singh, 1989; Singh et al., 1991; Gepts & Debouck, 1991). Dentro
deste género, existem cinco espécies que possuem importidncia econdmica, a
Phaseulus vulgaris, P. lunatus L., P. coccineus L. subespécie coccineus, P.
coccineus subespécie polyanthus e P. acutifolius A. Gray, sendo que todas
diferem quanto ao sistema reprodutivo, ciclo de vida, distribui¢do geogréfica dos
ancestrais selvagens e grau de domesticacdo (Gepts, 1988; Santos & Gavilanes,
1998).

Com base em informag¢des morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas,
foram sugeridos trés centros de origem para o feijoeiro: um no México e
América Central (Mesoamericano), um segundo na regido Andina, e um
terceiro, de menor importancia, na Coldmbia (Singh et al., 1991, Gepts et al.,
1986; Koening et al., 1990; Gepts, 1988; Gepts & Bliss, 1986; Sprecher, 1988 e
Koenig & Gepts, 1989). Para a determinacdo desses centros de origem, os
autores se basearam em caracteristicas como o tipo de faseolina, a principal
proteina de reserva em sementes de feijoeiro cultivados e selvagens, bem como
na relacdo desta com caracteristicas morfoldgicas como o tamanho das
sementes. Desta maneira, ficou estabelecido que no centro de origem
Mesoamericano, as sementes de feijdo sdo pequenas e com faseolina dos tipos S
e M, no Centro Andino, estas sdo grandes e com faseolina dos tipos T, A, C e H,
e, no centro Colombiano, sdo pequenas e com faseolina do tipo B.

Dentro dos centros de domesticagdo, os genétipos de feijao puderam ser
divididos em seis ragas, sendo trés do centro Mesoamericano (Mesoamérica,

Durango e Jalisco) e trés do centro Andino (Nova Granada, Chile e Peru ). Elas



foram constituidas também baseando-se em andlises de caracteristicas
agrondmicas, morfoldgicas, bioquimicas e informagdes sobre adaptacdo (Singh
et al., 1991; Santos & Gavilanes, 1998).

Koenig & Gepts (1989), estudando 83 acessos selvagens de Phaseolus
vulgaris, concluiram que as duas principais regides geograficas (Mesoamericana
e Andina) podem ser delimitadas por acessos que exibiam padrdes
aloenziméticos para as enzimas leucina amino-peptidase (Lap3), glicose 6-
fosfato desidrogenase (Diapl) e xiquemato desidrogenase (Skdh). Os mesmos
autores concluiram também que a variabilidade genética € mais elevada na
regido mesoamericana, mas por outro lado, os gendtipos da regido Andina
apresentaram maior numero de locos polimdrficos para os 14 sistemas
enzimditicos estudados, provavelmente por causa da ocorréncia de alelos raros
para as aloenzimas Gpis2 e Mdhl das enzimas glicose fosfato isomerase e
malato desidrogenase, respectivamente.

Estudos dos variantes aloenzimdticos também indicam a transferéncia de
alelos de feijoes selvagens para os cultivados da espécie Phaseolus vulgaris, e
dividem o conjunto génico Mesoamericano em cinco subgrupos € o0 Andino em
quatro subgrupos (Singh et al., 1991).

Os tipos de faseolina S, T, C, H e A permaneceram nas espécies
domésticadas, que correspondem as espécies cultivadas atualmente, por
possuirem um elevado valor bioldgico, sendo assim favorecidas pela selegdo.
Outra razdo que explica a permanéncia desses tipos de faseolina nas espécies
cultivadas, € a provdvel existéncia de uma ligacdo génica ou grupo de genes
determinantes de aspectos essenciais as formas cultivadas como o atraso ou a
diminuicdo na deiscéncia das vagens (Gepts et al., 1986).

As formas cultivadas se apresentam bastante modificadas em relagdo as
formas silvestres gragas ao processo de domesticag@o. As atuais plantas de feijao

apresentam crescimento restrito e forma mais compacta, o que as torna de menor



altura e mais eretas, folhas maiores, caule mais robusto, flores, sementes e
vagens maiores, menor nimero de sementes por vagem, sementes com maior
permeabilidade a 4agua, supressdo do mecanismo de dispersdo das sementes,
grande nimero de cores das sementes, incluindo diversas manchas e estrias,
diminui¢do do conteido de fibras nas vagens, ocorréncia de neutralidade ao
comprimento do dia, permitindo o cultivo do feijao desde as zonas temperadas
até as tropicais (Santos & Gavilanes, 1998; Borém, 1997).

Houve um aumento da variabilidade no feijoeiro em relacdo as
caracteristicas morfoldgicas, por causa do processo de domesticacao realizado
pelos agricultores e a ampla variagdo no ambiente de cultivo (Gepts & Debouck,
1991; Santos & Gavilanes, 1998). Entretanto, esta mesma domesticacao reduziu
a variabilidade genética para a maioria dos outros caracteres, principalmente dos
feijoes de origem mesoamericana, o que ¢ comprovado pelos estudos com
faseolina em feijdo selvagens e cultivados (Gepts et al., 1986).

Este aumento da variabilidade morfolédgica e diminui¢do da variabilidade
genética pode ser explicado pelo fato de que as caracteristicas morfoldgicas, que
diferem feijoes cultivados de feijoes selvagens, serem controladas por um
nimero limitado de genes, com excecdo para a caracteristica tamanho da

semente (Gepts, 1991).

2.2 Selecao Natural

A selegdo ocorre quando individuos com um genétipo especifico produz
um maior nimero de descendentes que individuos de outro genétipo. Estas
diferencas genotipicas no sucesso reprodutivo se devem a diferengcas na
fertilidade e capacidade de sobrevivéncia; portanto, o sucesso reprodutivo de um
dado gendtipo é chamado de adaptabilidade. Se a diferenca de adaptabilidade
estiver de algum modo associada a presenca ou auséncia de um determinado

alelo, entdo a sele¢do atua sobre esse alelo. Quando um alelo estd sujeito a



selecdo, sua freqiiéncia nos descendentes ndo ¢ a mesma da dos pais, uma vez
que os pais contribuem desigualmente com alelos para a préxima geragdo. Deste
modo, a selec@o causa uma mudanga na freqii€ncia alélica e conseqiientemente
também na freqii€ncia genotipica (Falconer & Machay, 1996).

A selecdo atua sobre um genétipo através de seu fendtipo. Assim, a
efetividade da selecdo dependerd do grau de dominéancia exibido pelo alelo sob
acdo da selecdo. Para tanto, deve-se considerar os tipos de interacdo alélica para
se ter idéia da adaptabilidade. A sele¢do pode atuar contra um determinado alelo,
eliminando os gendtipos que o possuem, ou entdo atuar a seu favor, preservando
os gendtipos individuos que os possuem.

A forca da selecdo é expressa pelo coeficiente de selecdao (s), que
representa a reducdo (ou aumento) proporcional de gametas contribuidos por
determinado gendétipo, comparado a um gendtipo padrdo, que geralmente ¢ mais
favordvel. A contribui¢do do gendtipo favordvel é representado por 1, e a do

gendtipo desfavoravel por 1-s ( Falconer & Mackay, 1996; Hedrick, 1999). Essa

expressdo corresponde a adaptabilidade relativa (@, ) do i gendtipo em relagdo

aos demais. Assim, se o coeficiente de selecdo for igual a 0,1 (s=0,1), a
adaptabilidade serda de 0,9 (@, =0,9), o que significa que para 100 zigotos

produzidos pelo gendtipo favoravel, 90 serdo produzidos pelo genétipo contra o
qual a selecdo atua (Falconer & Mackay, 1996).

A eficiéncia da selecdo para alterar a freqiiéncia alélica depende do
coeficiente de selecdo e da freqii€ncia alélica inicial, além de variar em fungdo
do tipo de interacdo alélica presente. Portanto, deve-se levar em consideracdo
que quando a freqiiéncia do alelo recessivo é baixa, a selecdo é muito
ineficiente.

Quando o heterozigoto é intermedidrio em relacdo aos homozigotos

(auséncia de dominincia), a eficiéncia da selecdo € melhorada porque parte

desses individuos podem ser eliminados. J4 quando a selecdo favorece o



heterozigoto (sobredominéncia), a freqiiéncia alélica tende para um equilibrio
em um valor intermedidrio, de modo que os dois alelos permanecem na

populagdo (Allard & Workman, 1963; Falconer & Mackay, 1996).

A adaptabilidade média da populagdo (5) pode ser dada como a soma
das contribui¢des relativas dos diferentes genétipos (Hedrick, 1999). Quando a
freqiiéncia alélica é alterada pela selecdo, alguns individuos sdo eliminados
devido a sua incapacidade de sobreviverem ou de se reproduzirem, e a
adaptabilidade média da populagdo € reduzida. A propor¢do da populacio que é
eliminada devido a causas genéticas é chamada carga genética e ela tem como
conseqiiéncia a presenca de alelos deletérios na populacao.

Em espécies tipicamente autdgamas, como o feijdo, que possui uma
pequena taxa de fecundacdo cruzada, as mudancas nas freqiiéncias alélicas
devido a selecdo direcional, seja ela natural ou artificial, sdo geralmente
incrementadas (Hedrick, 1999). A causa desse efeito pode ser mostrada
assumindo o equilibrio das freqii€éncias genotipicas pela autofecundagdo — isso é,
auséncia de heterozigotos. Nesse exemplo extremo, o efeito da selecio se reduz
a selecdo gamética e, nesse caso, o diferencial de sele¢do (Ag) corresponde a

diferenca entre os dois homozigotos, resultando no dobro do valor da mudanca

da freqiiéncia alélica (Ag), quando comparadas aos acasalamento ao acaso

(Hedrick, 1999).

2.3 Melhoramento do feijoeiro e efeito da selecao natural em populacoes
segregantes

O feijoeiro é considerado uma espécie tipicamente autégama, devido a

ocorréncia da cleistogamia, tornando a autofecundacdo o sistema reprodutivo

predominante (Marque Junior & Ramalho, 1995). Contudo, ainda ocorre uma

certa taxa de fecundagdo cruzada, inferior a 5%, devido principalmente a acdo de

insetos polinizadores, além das condi¢cdes ambientais e também das cultivares



semeadas, ou seja, do tipo de suas flores e da maior ou menor coincidéncia dos
periodos de floracdo (Vieira et al., 1999).

No melhoramento de plantas autdégamas existem vdarias opcdes de
métodos de melhoramento (Fehr, 1987; Ramalho et al., 1993; Borém, 1997).
Atualmente, o mais amplamente utilizado € a hibridagao, que visa a combinagao
em um mesmo individuo de dois ou mais fendtipos desejiveis que estdo em
individuos diferentes. Portanto, na condu¢do de um programa de melhoramento
por hibridacdo, hd algumas decisdes a serem tomadas, tais como: a escolha dos
genitores (Baenziger & Peterson, 1991; Abreu, 1997), como combinar esses
genitores e como conduzir as populagdes segregantes (Fehr, 1987; Ramalho et
al., 1993; Borém, 1997; Vieira et al., 1999).

Em uma populacdo segregante, nas suas sucessivas geragdes de
endogamia, € possivel verificar que a cada geracdo de autofecundacdo, hi uma
reducdo de 50% na freqiiéncia dos locos em heterozigose. Desta forma, na
geracdo F,, 50% dos locos estdo em heterozigose e 50% estdo em homozigose.
Na F;, a freqiiéncia de heterozigotos passa a ser de 25%, enquanto que a de
homozigotos passa para 75%, e assim, sucessivamente. O que necessita ser
enfatizado, € que a probabilidade de selecionar uma linhagem com todos os
alelos favordveis nas primeiras geracdes segregantes ¢ muito pequena, sobretudo
se o cardter for controlado por vdrios genes. Desse modo, a selecdo s6 € iniciada
apods a maioria dos locos estarem em homozigose, isto €, a partir da geragdo Fs.
Na auséncia de selecdo, na geracdo F.., a populacdo serd apenas constituida de
gen6tipos homozigéticos (BB e bb, considerando um gene com dois alelos), com
freqiiéncia de 50% de cada.

Entre as vantagens do método da populagdo, a mais evidente é a
facilidade de condugdo, pois ndo sdo necessdrias anotacdes, nem colheita
individual de plantas. Uma outra vantagem é a flexibilidade, isto é, se numa

dada safra o melhoramento tem grande nimero de familias a serem avaliadas,



pode-se postergar a abertura do bulk por uma ou mais geracdes sem alterar suas
propriedades genéticas. Uma terceira vantagem € a acdo da selecdo natural, a
qual pode atuar, contribuindo para a manutencao dos individuos mais adaptados,
isto €, com maior produgdo de sementes (Gongalves, 2000).

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

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

Visando verificar as trocas que ocorreram com a selecio natural, apds
alguns anos de condug¢do da populagdo, foi avaliado o desempenho de todas as
geracdes até entdo obtidas nos anos de 1960/66, 1965/69 e 1976/82. Os
resultados referentes as avaliagdes realizadas por mais de 50 geracdes foram
apresentados por Allard (1988), que relata o efeito das sucessivas geragdes em

varios caracteres, comparando-os com uma cultivar testemunha. Entre os

10



caracteres quantitativos, a maior €nfase foi dada a produtividade de grdos, peso
de 1000 sementes e ndmero de dias para o florescimento.

As producdes de graos das populagdes avaliadas por mais de cinqiienta
geracdes apresentaram um ganho de aproximadamente 1% por geracao. No caso
do peso de 1000 sementes, os resultados acompanharam o da produtividade de
graos, especialmente até a vigésima geracdo, quando entdo se estabilizaram. A
partir dai, o aumento no niimero de sementes por planta foi o que explicou os
incrementos na produtividade de graos. No que se refere ao ciclo, o efeito nao
foi muito pronunciado. Detectou-se um aumento de apenas trés dias no nimero
de dias para o inicio do florescimento nas sucessivas geracdes. Allard (1988),
salientou que a selecdo natural atuou preferencialmente sobre individuos com
maior estabilidade de producdo, isto é, aqueles que mantiveram produtividade
tanto em condi¢Oes favordveis quanto em condi¢cdes menos favoraveis.

Outros caracteres foram avaliados, entre eles o peso de espigueta,
comprimento da espigueta, densidade da espigueta, comprimento da arista,
nimero de graos por espigueta, tamanho do grdo, altura de planta, largura e 4rea
da pendltima folha e didmetro do colmo. Para isso, eram utilizadas 300 plantas
ao acaso por geragdo. Nas avaliacdes constatou-se que os caracteres peso da
espigueta e ndmero de sementes por espigueta foram os que mais sofreram a
acdo da selecdo natural, especialmente até a geracdo F,. Pequenos acréscimos
foram observados nas caracteristicas comprimento da arista, largura e drea da
penultima folha e didmetro do colmo, decréscimo no comprimento da espigueta
e aumento na densidade de espigueta ocorreram lentamente. As espiguetas
foram quase 10% menores e mais compactadas na média das ultimas geragdes
do que nas geracdes iniciais. Mudangas na altura média das plantas foram
pequenas até quase a geracdo F,s, quando entdo comecou a aumentar, ocorrendo

ai um acréscimo de 5% até a geracdo Fs;. Assim, conclui-se que a sele¢do
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natural atuou diferentemente sobre cada cardter, principalmente quanto a
intensidade.

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

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

Com o avango das geracdes, Gongalves (2000) utilizando as mesmas
populacdes segregantes de Corte (1999), observou que as plantas de hdbito
determinado, provavelmente por serem menos competitivas, foram sendo
gradativamente eliminadas. Concluindo-se assim que, se o objetivo é obter
linhagens de habito determinado, em populag@o que estiver segregando para esse
carater, o método do ‘bulk” ndo deve ser utilizado. No caso do peso de 100

graos, os resultados foram semelhantes ao do habito de crescimento, ou seja, a
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propor¢do de grdos grandes foi drasticamente reduzida com o avanco das
geragdes, como relatado por Hamblin (1975). Relatou-se ainda que a selecdo
natural atuou no sentido de preservar as plantas com maior produtividade, em
média de 5,2% por geragdo, em relacdo a populacio inicial.

Pirola et al. (2002), utilizando a populag@o proveniente do cruzamento
de ESAL 686 x Carioca MG, avangadas pelo método da populacdo até Fy4, em
trés locais do estado de Minas Gerais, Lavras, Lambari e Patos de Minas,
constatou que a variancia da intera¢do familias x locais foi de grande magnitude,
e inclusive bem superior a varidncia genética entre as familias. Ficou
evidenciado que durante a conducdo das populagdes segregantes pelo método da
populagdo, a selec@o natural atuou, preservando os individuos mais adaptados
para o ambiente em que ocorreu o avango das populagcdes. Havendo, entdo, a
necessidade dos melhoristas avangarem as populagdes segregantes em ambientes
diferentes, visando & obtencdo de linhagens que associem bom desempenho e
maior adaptacdo aos ambientes de cultivo em que se destacaram.

Uma decisdo importante do melhorista é com relagdo ao momento de se
iniciar a avaliacdo das progénies, ou seja, a abertura do ‘bulk” Silva (2003),
avaliando familias F,, Fg e Fy4, do cruzamento ESAL 686 x Carioca MG, em trés
épocas de semeadura diferentes (safra do inverno de 2001, safra das dguas de
2001 e safra da seca de 2002), verificou que a maior produtividade média foi
obtida, independente da safra, entre as familias derivadas de plantas F, e essa
superioridade foi de 20% em relacdo as familias derivadas de plantas F,.
Constatou-se a ag¢do da selec@o natural, preservando os individuos que deram
origem as familias mais produtivas e que o efeito da selecdo natural ndo se
restringiu apenas as primeiras geragdes de avango da populacio pelo método do
‘bulk™.

Quando o método da populagdo é comparado com outros métodos de

melhoramento, € possivel perceber que ele é mais eficiente, principalmente

13



quando se observam os ganhos para maior produtividade de grios, devido
somente a selecdo natural, que variaram de 2,4% a 5,2% por geracdo (Corte,
1999; Gongalves, 2000). Comparando com os ganhos obtidos com a sele¢do
artificial, eles variaram de 1,9% a 2,6% por ciclo (Abreu et al., 1994; Ramalho
et al., 2003).

Estudos realizados em alelos distintos, genétipos multilocos, aloenzimas,
fragmentos de restricdo e microssatélites permitem informar as inferéncias e
também deduzir sobre as mudangas genéticas realizadas ao longo do processo de
selecdo natural das populagdes (Allard, 1999). Segundo esse autor, as andlises de
marcadores moleculares levam a importantes conclusdes a respeito dos
mecanismos genéticos envolvidos no processo de melhoramento e adaptagao.

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

A deteccdo de polimorfismo no feijao também foi feita, utilizando-se
marcadores de DNA a base de PCR e correlaciona-se com o polimorfismo
identificado pelas isoenzimas (Skroch et al., 1992). Além disso, quando se
consideram varios caracteres morfoldgicos, de cultivares geneticamente muito
contrastantes, hd estreita associagdo da diversidade por eles gerada, com o
polimorfismo de marcadores aleatérios de DNA (Duarte et al., 1999).
Entretanto, quando as cultivares sdo menos contrastantes, essa associagdo fica

reduzida (Machado et al., 2000).
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2.4 Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

A tecnologia PCR (Polymerase Chain Reaction) foi concebida por
Mullis em meados da década de 80 (Mullis & Faloona, 1987; Saiki et al., 1985).
A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade de PCR tornam a técnica
particularmente poderosa para estudos genético-moleculares, mesmo
envolvendo grande nimero de individuos de qualquer organismo vivo. A reagao
baseia-se no pareamento de pares de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples), utilizados como primers que delimitam as seqiiéncias de
DNA de fita dupla, alvo de amplificagdo. Esses primers sdo sintetizados
artificialmente, de maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos venham a
complementar e permitir amplificar as seqiiéncias especificas flanqueadas pelo
par de primers (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Adicionalmente, quando o
primer obtido é de seqiiéncia aleatéria, como no RAPD (‘Random Amplified
Polymorphic DNA”), hd a possibilidade de se amplificar um conjunto de

fragmentos do genoma que constituem uma amostra do mesmo.

2.5 Marcadores de Seqiiéncias Simples Repetidas (SSR) ou microssatélites

Segundo Charlesworth et al. (1994), grande parte do genoma de
eucariontes € constituida por seqiiéncias de DNA repetitivas. O DNA repetitivo
é composto por DNA satétile (DNA altamente repetitivo), as seqiiéncias de
DNA microssatélites e minissatélites (DNA moderadamente repetitivo) e os
elementos transponiveis (DNA moderadamente repetitivo, mével e de
seqiiéncias dispersas).

As seqiiéncias de microssatélites consistem em pequenas seqii€ncias com
1 a 4 nucleotideos de comprimento, repetidas em fila (Ferreira & Gattapaglia,

1998). As seqiiéncias de microssatélites sdo observadas em diversos organismos.

De maneira geral, nas plantas, os sitios de microssatélites sdo distribuidos com
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uma freqiiéncia de um a cada 50 mil pares de bases (Morgante & Olivieri, 1993;
Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A variabilidade do comprimento dessas regides repetitivas podem ser
analisadas por PCR usando pares de primers que flanqueiam essa regido. Devido
ao grande ntimero de sitios (locos) repetitivos, o SSR é considerado marcador
altamente polimoérfico e multialélico. Entre as classes de marcadores existentes,
0 SSR € o que se aproxima mais do marcador ideal para o estudo de genética de
populagdes (Rafalski et al., 1991). Segundo Scott et al. (2000), os locos simples
dos marcadores de microssatélites s@o caracterizados pela sua
hipervariabilidade, abundancia e uniformidade, reprodutibilidade, multialélicos,
e heranca Mendeliana e do tipo codominante.

As maiores vantagens dos SSR é que as seqiiéncias amplificadas sdo
altamente estdveis e ideais para o uso de PCR. A sua distribuicdo, ao longo de
todo o genoma, possibilita que um ou mais locos sejam identificados préximos
ou mesmo dentro de genes de interesse, constituindo-se em um marcador ideal.
Gepts et al. (1991) sugeriram o emprego desses marcadores para auxiliarem no
melhoramento do feijdo. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada em
avaliacdes de germoplasmas e também no mapeamento genético (Gaitdn-Solis et

al., 2002).

2.6 Identificacao de QTLs (Quantitative Trait Loci)

2.6.1 Procedimentos para obtencao de populacoes para o estudo de QTLs
Um aspecto importante na detec¢do de QTLs (regido gendmica
identificada por um ou mais marcadores e que contém um ou mais locos
génicos), por meio de marcadores genéticos, € a necessidade de que a populagdo
sob estudo esteja em desequilibrio de ligacdo, ou seja, o desequilibrio de ligagao

entre dois locos ocorre quando as freqiiéncias genotipicas dos gametas diferem
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do produto das freqiiéncias dos alelos componentes, denotando a existéncia de
uma associac¢do significativa entre os dois locos (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
Caso contrério os alelos dos locos marcadores e dos poligenes ocorrem em
combinacdes equivalentes a distribui¢do independente, e os poligenes nio sdo
detectados. Tanksley (1993) comenta que em virtude disso é necessdrio a
geracdo de populagdes especiais, como retrocruzamentos, F,, F; e linhagens
recombinantes. O problema é que, nos casos das autofecundagdes sucessivas,
existe um menor desequilibrio de ligacdo devido a maior oportunidade de
recombinacdo meidtica (Burr & Burr, 1991). No entanto, Bearzoti (1998)
comenta que, em espécies autdgamas, o desequilibrio de ligacdo dissipa-se com
uma taxa lenta, tendo um limite diferente de zero. Este fato implica em uma
vantagem no tocante a utilizacdo de populagdes compostas de linhagens
recombinantes, bem como a utilizacio de marcadores moleculares no

melhoramento de plantas autdgamas.

2.6.2 Estratégias para deteccio de poligenes

Ainda que os delineamentos genéticos sejam relativamente simples,
existem complexas metodologias estatisticas propostas ao longo de vdrias
décadas para detectar a ligacdo entre os marcadores e os QTLs, utilizando as
estratégias de um sé ponto ou por intervalo (Law, 1967; Jayakar, 1970; Silver,
1985; Weller, 1986; Lander & Botstein, 1989 e Neumann, 1990).

Entre as estratégias para detectar os poligenes, sob delineamentos
genéticos com cruzamentos controlados gerando o desequilibrio de ligag¢do
necessdrio, a técnica mais simples € a da andlise de um sé ponto. Nessa
aproximagdo para detectar os QTLs sdo analisados os dados de um unico
marcador a cada vez. As desvantagens desta andlise sdo: (a) quanto mais distante
se encontrar o QTL do marcador, menor a chance de ser detectado

estatisticamente, devido as recombinagdes entre o poligene e o marcador serem
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mais freqiientes, podendo resultar em falhas de classificacdo; (b) a magnitude do
efeito de um QTL detectado serd geralmente subestimada, devido também a
recombinacdo entre o marcador e o poligene. Ambos os problemas sio
minimizados com o aumento do nimero de marcadores no genoma, usualmente
a intervalos menores que 15 cM (Tanksley, 1993).

Uma outra estratégia é a andlise por intervalo (marcadores
flanqueadores), ou seja, grupos de marcadores ligados sdo analisados
simultaneamente com relacdo aos seus efeitos na caracteristica quantitativa.
Com o uso de marcadores ligados, é possivel compensar a ocorréncia de
recombinacio com o QTL, aumentando a probabilidade de detectd-lo e também
de obter estimativas ndo tendenciosas dos seus efeitos genotipicos (Lander &
Botstein, 1986, 1989). Um software amplamente empregado, que utiliza esse
procedimento, ¢ 0o MAPMAKER (Lander et al., 1987).

Embora o procedimento de identificacdo de QTLs por intervalo seja
superior a andlise por ponto, tem ainda a desvantagem de QTLs, situados fora do
intervalo estabelecido pelos marcadores, influenciarem o efeito daqueles que
ocorrem dentro do intervalo. Para sanar esse problema foi desenvolvido o
procedimento de andlise por intervalo composto, utilizando o programa QTL
Cartographer para Windows (Jansen, 1993 e Zeng, 1994) e posteriormente esse
software foi modificado para procedimento de anédlise por intervalo multiplo que
estima, além dos efeitos dos QTLs individuais, também a interacdo entre eles
(Zeng et al., 1999).

Uma exigéncia de todos esses procedimentos € a segregacdo mendeliana
de cada marcador livre dos efeitos de selecdo. Caso a selecdo atue sobre os
marcadores, as alternativas para avaliar a associacdo dos mesmos com as
expressdes dos caracteres sdo a andlise por ponto ou regressdo linear miltipla

(Ferreira, 1995).
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Os métodos mais comuns encontrados na literatura sdo: diferenca de
valores fenotipicos médios das classes de marcadores de uma populacido F, ou
geracdes derivadas F,; ou F,4 (andlise por ponto); estimativas de maxima
verossimilhanca (MAPMAKER); regressdo linear muiltipla e regressdao nao

linear mdltipla (Ferreira, 1995).

2.6.3 Identificacao de QTLs em feijoeiro

Em programas de melhoramento de plantas, geralmente, os caracteres de
importincia econdmica sdo controlados por um grande nimero de genes de
pequeno efeito, que sdo influenciados pelas condicdes ambientais, os quais sdo
denominados de caracteres quantitativos ou poligénicos. A expressdo desses
caracteres freqlientemente nao ocorre em classes distintas, pois hd sobreposi¢do
entre as classes fenotipicas, originando uma distribui¢cdo continua das medidas
do cardter (Mather & Jinks, 1984; Falconer & Mackay, 1996).

Ja no inicio do século passado, Sax (1923) associou marcadores
morfolégicos (coloracdo do grio de feijdo) com caracteres quantitativos

(tamanho do grdo), porém o desenvolvimento destes estudos foi dificultado,

%

devido ao pequeno numero de marcadores morfolégicos disponiveis,

(%

dificuldade de obtencdo de populacdes segregantes para estes marcadores e
heranca dominante do marcador (Bearzoti, 2000). Somente com o
desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas de marcadores moleculares é
que o mapeamento destes caracteres voltou a receber atencao dos pesquisadores,
com o intuito de entender melhor como os genes atuam no controle genético
destes caracteres e como podem ser utilizados em programas de melhoramento
de plantas.

Um método para integrar a genética molecular com a selecdo artificial,
com o objetivo de aumentar a eficiéncia do melhoramento, é conhecido como

selecdo assistida por marcadores. Indices que maximizam a taxa de
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melhoramento em caracteres quantitativos sob diferentes esquemas de selecdo
assistida por marcadores, combinando informacdes de polimorfismos genético
moleculares (locos marcados) com dados de variagdo fenotipica entre os
individuos, ja foram determinados (Lande & Thompson, 1990). Estes autores
verificaram que a eficiéncia da selecdo artificial pode ser aumentada
substancialmente, embora sejam necessdrias centenas de marcadores, como
também a avaliacdo fenotipica de alguns milhares de individuos.

A selegdo indireta, através de marcadores genéticos, tem sido sugerida
para caracteristicas com baixa herdabilidade, que requerem grandes popula¢des
para serem melhoradas (Zehr et al., 1992). Essas sugestdes baseiam-se no fato
de os marcadores serem distribuidos amplamente pelo genoma e de possuirem
gendtipos conhecidos, possibilitando o seu uso na identificacdo de individuos
superiores de forma mais eficiente, principalmente com reducio nos custos.

Para o feijoeiro, inicialmente foi desenvolvido um mapa de ligacdo
rudimentar, com a maioria dos marcadores sendo morfoldgicos e alguns poucos
marcadores isoenzimaticos (Basset, 1991). Andlises eletroforéticas da proteina
de reserva mais comum das sementes do feijoeiro (faseolina) e algumas
isoenzimas identificaram dois grandes grupos: Mesoamericano ¢ o Andino
(Gepts et al., 1986). Estudos com marcadores RFLP mostraram que algumas
sondas podem ser usadas para diferenciar esses dois grupos de feijoeiros, pois
apesar de detectarem baixos niveis de polimorfismo dentro de cada grupo, essas
sondas conseguiram detectar polimorfismo entre os grupos (Chase et al., 1991).
Apds a construcdo desse primeiro mapa, um novo mapa de ligacdo baseado
principalmente em marcadores RFLP foi construido usando familias de
retrocruzamento de um material de origem mesoamericana (XR-235-1-1) com
outro material andino (Calima) (Valejos et al., 1992). Esse mapa molecular
envolveu 227 locos de marcadores moleculares RFLP, dois locos de proteinas

das clorofilas a/b, um loco de pigmentacdo, nove isoenzimas e nove proteinas de
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sementes. Foi também utilizado neste mapa dois marcadores RAPD, sendo um
deles mapeado no cromossomo D e o outro no cromossomo F. Portanto, esse
mapa molecular do feijoeiro inclui 250 marcadores, compreendendo 980cM, que
representam aproximadamente 82% do genoma (Vallejos et al., 1992).

Nodari et al. (1993), apresentaram um mapa genético do feijoeiro,
construido a partir da geracdo F,, derivada do cruzamento entre uma cultivar
brasileira de origem Andina (Jalo) e uma linhagem desenvolvida no CIAT de
origem Mesoamericana (BAT 93). Esses genitores diferem em relagdo a origem
evolutiva, tipo de faseolina e a vdrias caracteristicas agrondmicas. Eles
analisaram a segregacdo de 152 marcadores, incluindo 115 locos de RFLP, 7
isoenzimaticos, 8 RAPD e outros marcadores morfoldgicos e de resisténcia a
doencas. Identificaram-se 143 marcadores para 15 grupos de ligacdo, sendo que
9 marcadores ndo se ligaram a nenhum grupo de ligacdo. O intervalo médio
entre marcadores foi de 6,5 cM, e somente um intervalo entre os marcadores
mapeados foi maior que 30 cM, sendo que esse mapa cobriu uma regido de
827cM, que representa, aproximadamente, 69% do genoma do feijoeiro.

Segundo Burr et al. (1988), a aplicacdo de marcadores moleculares,
utilizando linhagens recombinantes, por meio de cruzamento entre linhagens
contrastantes, poderd ajudar na identificacdo dos fatores genéticos que afetam a
produtividade e as respostas desses fatores a diferentes ambientes.

Melo (2000), visando mapear e identificar marcadores RAPD ligados a
QTLs controladores da produtividade de graos, peso de 100 sementes, época de
florescimento e reacdes ao oidio (Erysiphe polygoni) e a mancha angular
(Phaeoisariopsis griseola), utilizou uma populacdo de linhagens recombinantes
provenientes do cruzamento das cultivares Mesoamericanas Carioca e Flor de
Mayo. A populagdo segregante de feijoeiro foi avaliada em diferentes ambientes
e permitiu avaliar a existéncia de interagdo QTLs por locais e por época de

plantio para os mesmos caracteres. O autor utilizou em seus estudos os
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procedimentos de mapeamento por intervalo composto e de regressdo linear
multipla (Stepwise). Constatou que ha a possibilidade de identificar marcadores
moleculares ligados a QTLs de caracteristicas de importancia agrondmica em
feijoeiro, por meio de ambos procedimentos de andlise. Utilizando a regressao
linear multipla, o autor relata a identificacdo de 23 marcadores para
produtividade e graos, 18 para peso de sementes, 8 para época de florescimento,
12 para reacdo ao oidio e 10 para mancha angular. Com esse método, foi
possivel explicar 62,5% da variagdo para florescimento por meio de QTLs,
16,6% para peso de sementes, 41,67% para reacdo a oidio, 40,0% para mancha
angular e 8,70% para produtividade de graos, considerando a média de todos os
ambientes. Para o processo de mapeamento por intervalo composto,
identificaram-se oito para produtividade de graos, quatro para peso de sementes,
trés para florescimento, 10 para reagdo a oidio e dois para mancha angular. Esses
marcadores, se utilizados em um programa de selecdo assistida por marcadores,
podem contribuir para o aumento da eficiéncia de selecao.

Tar’na et al. (2002), usando os marcadores RFLP, SSR, AFLP ¢ RAPD,
identificaram 29 QTLs associados com caracteres agrondmicos no feijoeiro
comum. Foram identificados QTLs para hébito de crescimento, dias para o
florescimento, dias de matura¢do, acamamento de plantas e produtividade de
graos, mostrando a possibilidade de identificar marcadores moleculares uteis ao
processo de melhoramento do feijoeiro.

O efeito das dimensdes experimentais tais como o tamanho da amostra e
o nimero de ambientes testados, a capacidade de deteccdo de QTL bem como a
exatiddo e a precisdo da estimativa de QTL tém sido investigados em estudos de
simulagdo, geralmente com a hipétese de poucos (<10) QTL segregantes.
Schon et al. (2004) utilizaram-se de simulagdes computacionais para testar a
utilidade das estimativas imparciais do efeito de QTL. Para isso, utilizaram 976

progénies Fs do cruzamento teste de milho, avaliados em 19 ambientes
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diferentes. Em estudos de simulacdo, é conhecido que a distribui¢@o de recursos
experimentais tem um efeito crucial na capacidade de detectar QTL como
também na precisdo de estimativas de QTL. Eles verificaram, através desse
estudo, que a maxima discrepancia genotipica explicada por QTL foi de 52,3%
para umidade de graos, apesar do nimero grande de QTLs detectados. Em dados
simulados e experimentais, o efeito do tamanho da amostra, na capacidade de
detec¢do de QTL como também na exatiddo e precisdo de estimativas de QTL,
foi grande. O nimero de QTL detectados e a proporcdo da discrepancia
genotipica geralmente explicada por QTL aumentou mais com o aumento do
tamanho da amostrado do que com o aumento do nimero de ambientes testados.

Em conseqiiéncia das avaliagdes experimentais para a deteccdo de QTLs
terem incluidos ndmeros inferiores de individuos segregantes e de marcadores,
em relacdo aos recomendados nos estudos de simulacdo, em geral, parcelas
relativamente pequenas da variacdo fenotipica dos caracteres sdo explicadas
pelos QTLs. Em razdo desse fato e da interacdo genotipos por ambientes, as
informacdes dos QTLs ainda s@o pouco utilizadas para auxiliar na selecdo

(Schon et al., 2004).
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RESUMO

RODRIGUES, Taislene Butarello. Efeito da selecdo natural em alelos de
microssatélites (SSR) do feijoeiro. In: ____. Efeito da selecio natural em
alelos de microssatélites(SSR) do feijoeiro e associacio com QTLs de
caracteres agronémicos. 2004. Cap. 2. p. 32-62. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.*

Visando identificar o efeito de selecdo natural em alelos de
microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeat), utilizaram-se duas populagdes
segregantes de feijao (Fs e F,4), provenientes do cruzamento do Carioca MG x
ESAL686. A populagido segregante F, foi conduzida até as geragdes Fg e Fa4 pelo
método da populagdo (bulk), e foram amostradas 107 plantas de cada uma das
duas populacdes. Cada planta deu origem a uma familia, que foi conduzida pelo
método bulk até Fg.i; € Faun7. A extracdo de DNA foi realizada nas familias Fg.q;
e Fa4.7, utilizaram-se nas reagdes de SSR, 30 pares de primers que identificaram
polimorfismo nos pais e no bulk das familias F.s.»7. Vinte e nove dos 30 locos
foram selecionados pela selecdo natural, favorecendo os alelos de SSR do
Carioca MG; e um tnico alelo do ESAL 686 foi selecionado. A selecao natural
afetou todas as geragdes e sua intensidade foi especifica para cada locos e
geracdo. Portanto, todos os alelos selecionados de cada loco devem ser
importantes para a adaptagdo em um programa de melhoramento.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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ABSTRACT

RODRIGUES, Taislene Butarello. Effect natural selection on common bean
SSR alleles. In: . Effect of natural selection on common bean SSR alleles
and their association with agronomical QTLs. 2004. Cap.2. p. 32-62.
Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.*

Aiming at identifying the effect of natural selection on microssatellite
(SSR - Simple Sequence Repeat) markers, two segreganting populations (Fs and
F.4) of common bean (Phaseolus vulgaris), from the Carioca MG x ESAL686
cross were used. The F, population were conducted up to Fg and F,4 through the
bulk method, and 107 plants were sampled in each of those two populations.
Each plant derived one family that was conducted through the bulk whithin
family procedure up to Fg.; and F,sp;. DNA extraction was set up from each
family and used in the SSR reaction with 30 pair of primers that identified
polymorphism in the parents and in a DNA bulk of the F,4,7; families. The SSR
alleles from Carioca MG were selected by natural selection in 29 out 30 loci;
and in only one was selected the allele from ESAL 686. The natural selection
affected all generations, and its intensity was specific for each locus and
generation. Therefore, the selected alleles of all loci should be important for
improving adaptation in breeding programs.

* Guidance Committee : Jodo Bosco dos Santos - (Major Professor)
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1 INTRODUCAO

Durante a condug@o de uma populagado segregante, a selecdo natural atua
de forma a selecionar os individuos mais adaptados. Resta saber se essa sele¢ao
atua na direcdo desejada pelos melhoristas ou ndo. Sabe-se que, para certos
caracteres, como hdbito de crescimento e ciclo, nem sempre ela ocorre na
dire¢do almejada. Contudo, para produtividade de grios, tem sido comprovado
que a selecdo natural contribui para manter individuos mais produtivos
(Hamblin, 1977; Allard, 1988 e Corte, 1999). Em populacdes segregantes de
feijoeiro, submetidas aos efeitos da sele¢do natural por mais de sete geragoes,
constatou-se aumento acentuado na produtividade de grdos. Para outros
caracteres, como hébito de crescimento e peso de 100 grdos, a selecdo natural
contribui de modo a manter predominantemente individuos com hdébito de
crescimento indeterminado e com sementes menores (Gongalves, 2000).

Por meio de estudos com isoenzimas e marcadores moleculares,
realizados por Allard (1988), foi observada a ocorréncia de mudancas nas
freqiiéncias alélicas na maioria dos locos devido a agcdo da selecao natural.

Para determinar o efeito da sele¢do natural sobre os genétipos de uma
populacdo autégama, Allard & Workman (1963); Allard & Hansche (1964);
Allard et al. (1968) e Hedrick (1999), propuseram a determinagdo dos
coeficientes de adaptabilidade relativa sobre cada gendtipo de um dado gene.
Verificaram que esses coeficientes flutuavam ao longo das geragdes de
autofecundacdo, e que a variabilidade nos coeficientes de selecdo é devida a
mudancgas na composi¢do genotipica das populagdes.

Esse trabalho teve por objetivo identificar alelos de microssatélites
afetados pela sele¢dao natural em populagdes segregantes de feijdo, conduzidas

por meio do método da populagdo (bulk).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducao do experimento

Os experimentos foram conduzidos na drea experimental e no
Laboratério de Genética Molecular do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, municipio de Lavras, localizada na Regido Sul
do Estado de Minas Gerais, a 910 metros de altitude, 21° 58’ S de latitude e 45°
22’ W de longitude.

2.2 Obtencao da populacio segregante

Foi utilizada uma populacio segregante proveniente do cruzamento dos
genitores Carioca MG e ESAL 686. A Carioca MG é uma cultivar proveniente
da Universidade Federal de Lavras que possui hdbito de -crescimento
indeterminado tipo II, com grdos pequenos, tegumento creme com estrias
marrons, portadora do alelo Co.2 de resisténcia a algumas ragas do fungo
causador da antracnose e de ciclo normal. A ESAL 686 € uma linhagem
proveniente da Universidade Federal de Lavras com hébito de crescimento
indeterminado tipo I, com grios grandes, tegumento amarelo, de ciclo precoce
(80 dias) e resistente a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola).

O cruzamento entre esses dois genitores e 0 avanco das geracdes de F,
até Fig, foram realizados por Corte (1999). Dando continuidade, Gongalves
(2000) avancou as geracdes de Fi9 a Fos. As populagdes segregantes foram
avancadas pelo método da populacdo (bulk). Em cada geracdo, apds a colheita,
uma amostra das sementes de cada populacdo foi utilizada para obter a geracdo
seguinte.

No presente estudo foram utilizadas 107 familias descendentes da

geracdo Fg (Fg. 1) e 107 da Fu4 (Faa:27), também utilizados por Silva (2003), além
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dos dois genitores. Quinze sementes de cada familia, foram semeadas em

bandeja para a extracdo de DNA.

2.3 Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi feita de acordo com o procedimento semelhante
ao usado por Nienhuis et al. (1995), da seguinte forma: foram usadas cerca de 2g
de folhas jovens das 15 plantas de cada familia, que foram maceradas com 10 ml
de tampao de extragdo a 65°C em um almofariz. O tampao de extracdo contém
2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pHS8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4M NaCl e
1% PVP (polivinilpirrolidona). O material triturado foi colocado em um tubo de
centrifuga juntamente com 30 uL de B-mercapto-etanol, encubados por cerca de
30 minutos em banho-maria a 65°C. Apds, foi realizada a primeira extragdo de
DNA com 10ml de mistura cloroférmio: alcool isoamil (24:1).

Durante esta extracdo, as fases organicas e aquosas foram separadas por
centrifugacdo e foi coletado o sobrenadante. Em seguida, os 4cidos nucléicos
foram precipitados, apds colocar 30ml da mistura dlcool 95%: acetato de amdnia
(6:1). Essa mistura foi colocada no freezer por, pelo menos, uma hora. Apds a
precipitacdo, os dcidos nucléicos foram transferidos para tubos de
microcentrifuga. Em seguida, os 4cidos nucléicos foram reidratados em tampao
TE (ImM TRIS 0.1mM EDTA). Realizou-se uma segunda extracdo com
cloroférmio-dlcool isoamil e o sobrenadante foi precipitado pela adi¢do de pelo
menos, trés volumes de uma mistura de acetato de sédio: etanol 95% (1:20).
Apés a precipitagio o DNA foi reidratado em tampao TE e quantificado,
usando-se o fluorimetro HOFFER TKO100. O material quantificado foi entao

diluido em TE para a concentragdo de 10ng/uL para ser utilizado nas reacdes.
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2.4 Reacao de SSR (Simple Sequence Repeat)

A reacdo de microssatélite ocorreu em termociclador Mastercycler
Gradient 5331 eppendorf versdo 2.22 31-09. Ela iniciou-se com a desnaturagio
do DNA a 95°C por dois minutos, seguido de 32 ciclos. Cada ciclo foi
representado pela desnaturacdo a 94°C por 20s, a fase de anelamento variou
entre 46 a 68°C de acordo com o primer utilizado, por 20s, e uma fase de
alongamento a 72°C por 20s e, por fim, uma fase de alongamento a 72°C por 10
min.. Para cada rea¢do foram utilizados 5,94uL. de 4dgua de pura, 1,65uL de
tampao, 0,66uL de dNTPs (2,5mM), 1,65uL de cada par de primer (4mM),
3,3ul de DNA (10ng/uL), 1,44uL de taq diluente e 0,2uL de enzima taq
polimerase. Depois da amplificagcdo, os produtos da reagdo foram separados por
eletroforese em gel de agarose, variando de 2,0% a 2,5%, corado com brometo

de etidio e fotografado sob luz ultravioleta com camera digital.

2.5 Obtencao e analise dos dados

2.5.1 Pré-selecio dos pares de primers selecionados pela seleciao natural

Utilizaram-se 105 pares de primers SSR, dos quais 37 SSR
desenvolvidos por Yu et al. (2000) para P. vulgaris e 68 pares desenvolvidos por
Gaitin-Solis et al. (2002). Dos 37 pares citados por Yu et al. (2000), 12
apresentaram polimorfismo e apenas 18 dos 68 pares mencionados por Gaitin-
Solis et al. (2002) foram polimoérficos. Portanto, dos 105 pares de primers
avaliados, 30 (28,57%) apresentaram locos polimérficos e 75 (71,43%)
apresentaram locos monomorficos (Tabela 1A).

Foi efetuado preliminarmente rea¢des com os genitores Carioca MG,
ESAL 686 e um ‘bulk”, constituido por uma mistura eqiiitativa de DNA das 107
familias F,427. Os primers polimérficos selecionados foram utilizados para a

avaliacdo das 107 familias F,4.»7 € das 107 familias Fg.y;.
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Os fragmentos de DNA amplificados por cada par de primers foram
identificados em cada familia como: 0, aquela banda que apresentou apenas o
fragmento proveniente do genitor Carioca MG, 1, a banda proveniente do
genitor ESAL 686 e 2, a familia heterozigdtica portadora dos fragmentos dos
dois genitores.

As temperaturas de anelamento, porcentagem de agarose e o tempo de
eletroforese variaram de acordo com os pares de primers SSR. Para os 30 pares
de primers polimérficos, apenas um apresentou temperatura de anelamento
equivalente a 68-60 °C, 19 anelaram a 58-60°C, 8 anelaram a uma temperatura
de 55°C e apenas um par de primer a 46°C. As concentragdes dos géis a base de
agarose, também variaram de acordo com o tamanho do fragmento amplificado
para cada par de primers (2,0 a 2,5%). A duracdo da eletroforese, nos géis de
agarose foi de 2:30 a 3:30 horas, de acordo com cada primer estudado, & uma
poténcia de 100 Watts (Tabela 2A).

A estimativa do tamanho de cada fragmento de DNA foi realizada por
meio do procedimento sugerido por Sambrook et al. (1989). O tamanho das
bandas (pb) relativas aos genitores Carioca MG, ESAL 686 e o ‘bulk” das 107

familias F,4,7, estdo representadas no Tabela 3A.

2.5.2 Teste da alteracio das freqiiéncias genotipicas nas populacgoes
segregantes

As proporgdes genotipicas das duas populagdes foram comparadas para
cada primer por meio do teste de ¥ 2, cuja expressdo geral é:

) (FO - FE)?
R P

- , onde FO € a freqiiéncia observada e FE a freqiiéncia

esperada. Seja “A ' o fragmento de DNA (alelo) proveniente do genitor Carioca
MG e “A*” 0 alelo proveniente do genitor ESAL 686, ambos amplificados por

um dos primers utilizados. Assim, na j-€sima populacdo segregante, sendo j = 1
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correspondente a Fg e j = 2 correspondente a F,4, ocorrem os i-ésimos gendtipos,

sendo i = 1 correspondente a A'A', i = 2 correspondente a A'A> e i = 3

242 - ..
correspondente a A"A”. Representando por n; o nimero observado do i-ésimo

gendtipo na j-€sima geracdo, o nimero esperado correspondente é dado por:
3
e; =———, em que n, :Znij . N :Znij e n :Znij (Steel &
j=1 i=1 ij
Torrie, 1980).

.« o~ ~ . . 2
Para essas COl’ldlgOCS, tem-se entdo a estimativa do X, em que

2
(n,—e,)
2 . . . . P
X = E —2 Y com dois graus de liberdade, isto €, o produto do niimero
- e..
i ij

de populag¢des menos um pelo nimero de gendtipos por familia menos um.

2.5.3 Estimativas das freqiiéncias genotipicas e do coeficiente de

adaptabilidade relativa nas geracoes sucessivas da F, até F,

Considerando que a estimativa da taxa de cruzamento natural do feijao
na regido é de aproximadamente T = 0,005 (Pereira Filho & Cavariani, 1994;
Marques Jinior & Ramalho, 1995), e a taxa correspondente de autofecundacdo
S = 1-T = 0,995, foram estimadas as freqiiéncias genotipicas para cada par de
primer (loco).

Assim, sendo “A'” e “A * as freqiiéncias alélicas em cada loco, as
freqiiéncias genotipicas estimadas nas geracdes n € n+1 sdo fornecidas pelas

expressoes (Allard et al., 1968):

Freq (A'A") = £ =S[£" +0251+TLf™ +0,5£"1
Freq (A'A%) = " = S[0,5£, 1+ 2T £ +0.5 £, 1LF" +0.5 7]

Freq (AZAZ) — 3(n+l) — S[f3(n) +O’25f2(n)]+T[f3(n) +O,5f2(n)]2
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Considerando o coeficiente de adaptabilidade relativa sobre o genétipo
A'A' como @, , sobre o genétipo A’A* como @, e sobre o gendtipo A'A? como
®, =1,0, foram estimados os coeficientes de adaptabilidade relativa acumulada

de F, a Fs e de Fs a F,4 por meio das expressoes (Allard & Hansche, 1964):

_ O,[(0,58H +2T(P+0,5H)(R+0,5H)]
O,[S(P+0,25H)+T(P+0,5H)*]

o, — Os[0.58H +2T(P+0.5H)(R+05H))
 0,[S(R+025H)+T(R+0,5H)"]

Onde: P e O;: propor¢des de A'A' nas geracdes n e n+l,
respectivamente;
H e O,: propor¢des de A'A%a nas geracdes n e n+1;
R e Os: proporgdes de A’A” nas geragdes n e n+1.
As proporgdes genotipicas da geragdo n, sdo as esperadas em F; na
auséncia de sele¢do natural. J4 em F;, s@o as esperadas a partir das propor¢des

observadas em Fg, também admitindo-se a auséncia de selecao natural.

As estimativas dos coeficientes médio de adaptabilidade relativa (aT1 e
a73) foram obtidas de modo iterativo, de F, a Fg e de Fs a F»4 (Jain & Allard,

1960). O ajuste das estimativas foi realizado por meio do teste de )(2,

envolvendo as freqiiéncias genotipicas esperadas de F, a Fg e de Fg a F,4, que

foram estimadas por meio das expressdes (Allard & Hansche, 1964 e Allard et

al., 1968):
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Freq (A'A) = £ a @ {[S(/” +0.25"™)+TLE™ +05 £ 1)
Freq (A'A?) = fz(n+l) a o, {O,Ssz(n) + 2T[f1(n) + O’sz(n) ] [f3(n) n O,sz(") I

Freq (A2A2) — 3(n+l) a w3{[S(f3(n) +O,25 z(n))]-i-T[f;n) +0’5f2(,l)]2}

Nessas expressoes, as proporcionalidades podem ser transformadas em
igualdades pela divisdo da soma dos termos a direita do sinal de
proporcionalidade para cada gendtipo (geracdo n) pela soma do termo do lado
direito dos trés gendtipos, isto €, o somatdrio das freqii€ncias dos trés gendtipos

na geracao n.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estd ilustrada a pré-selec@o dos pares de primers SSR. Nela
pode-se diferenciar as bandas do Carioca MG (C), ESAL 686 (E) e do ‘bulk”
das 107 familias F,s.7 (B). Nesse exemplo, nota-se que o primeiro primer € o
dltimo, X74919 e JO1263, respectivamente, apresentaram polimorfismo do
mesmo modo que os outros 28 pares de primers utilizados no estudo. Portanto,
aparentemente todos os fragmentos de DNA polimdrficos foram selecionados
pela selecdo natural, pois no bulk somente foi identificada predominantemente a
banda de um dos genitores. No caso dos 12 primers desenvolvidos por Yu et al.
(2000), os fragmentos foram mapeados em cinco cromossomos diferentes,
indicando que a selecdo natural provavelmente exerceu seu efeito ao longo de
todo o genoma do feijdo. Isso é confirmado pelo seu efeito em todos os 30 locos

segregantes.

G E B 3¢ Bl iBj |@ IE (B (@' EVB}-C E' B i@ BB CUE B

FIGURA 1 — Padrido de bandas das cultivares Carioca MG (C),
ESAL 686 (E) e do ‘bulk” das 107 familias F 54,7

B).
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O tamanho das bandas (pb), de acordo com Sambrook et al. (1989), estd
apresentado na Tabela 3A, onde pode ser visualizado o tamanho de cada
fragmento de DNA relativo aos genitores Carioca MG, ESAL 686 e o ‘bulk”das
107 familias Fy4,7. Como pode ser observado, na maioria dos locos polimérficos
o tamanho das bandas do ‘bulk” é equivalente ao do parental Carioca MG. Isso
jé era esperado, uma vez que o Carioca MG € mais adaptado do que o genitor
ESAL 686 (Ramalho & Abreu, 1998; Singh, 1992). Apenas uma excecdo foi
encontrada quanto ao loco X60000, cujo tamanho de sua banda no ‘bulk”
equivaleu ao do ESAL 686, indicando para esse loco maior adaptabilidade dessa
regido gendmica.

E importante salientar que o fragmento de DNA, amplificado pelo
primer SSR BM 154 foi observado apenas no genitor ESAL 686. Como nenhuma
banda foi observada no genitor Carioca MG e nem no bulk, h4 a possibilidade
dele ser um marcador dominante (Liu et al., 2001; Silva, 2003). Além disso, a
auséncia do marcador no bulk, como na maioria dos casos, implica que a
presenca do fragmento, amplificado na linhagem ESAL 686 confere menor

adaptacdo do que a sua auséncia no genitor Carioca MG (Tabela 3A).

3.1 Freqiiéncias genotipicas observadas em Fs e F,

A partir do cruzamento das linhagens Carioca MG x ESAL 686, a
populagdo segregante F, foi conduzida em bulk até a geragdo Fs, de onde foi
tomada uma amostra de 107 plantas. A populacdo continuou sendo avangada em
bulk até F,4, onde novamente foi tomada outra amostra de 107 plantas.

1ss

Considerando como “A "o alelo do genitor Carioca MG em todos locos

295

e como ‘A 7’ o alelo do genitor ESAL 686, os nimeros observados dos gendtipos

em Fs e Fy, estdo apresentados na Tabela 1.

44



TABELA 1 - Numeros observados dos genétipos para os fragmentos
amplificados de microssatélites em Fg e Fp4 e comparagdo das

duas populagdes por meio do ¥ ’,

Primer Geragdo Fg Geragdo Fy % 2,
A'A A'A? A’A? A'A A'A? A’A?

BM139 81 14 12 103 3 1 19,0558
BM141 63 8 36 87 20 0 44,9829%**
BM143 56 32 19 82 8 17 19,4097
BM149 86 0 21 106 1 0 24,0833%**
BMI152 77 21 9 103 3 1 23,6556+
BM154 54 0 53 105 0 2 63,6494%%%
BMI156 32 40 35 93 3 11 74,1269+
BM157 95 7 5 91 15 1 5,6618%

BM160 81 13 13 107 0 29,5957
BMI164 79 24 4 107 0 32,2151 %%
BMI165 61 5 41 85 0 22 14,6754
BMI172 69 29 9 92 14 1 14,9183
BMI175 60 18 29 107 0 0 60,2275%%%
BM201 92 3 12 78 0 29 11,2017
BM205 83 0 24 98 0 9 8,0613%*

BM210 81 4 22 99 1 11,3586%+*
BM211 81 0 26 96 0 11 7,3523%%

GATS91 38 19 50 69 12 26 18,1409
JO1263 90 0 17 107 0 0 18,4670+
JO4555 67 21 19 82 0 25 23,3282
K03289 70 20 17 99 5 3 23,7763%%*
M75856 74 0 33 105 0 2 32,8259k
U18349 72 0 35 107 0 0 41,8436+
U77935 88 0 19 96 4 7 9,8863%*

X52626 88 0 19 107 0 0 20,8513%#
X57022 77 0 30 103 1 3 26,8465%%*
X60000 14 0 93 15 0 92 0,0399™

X61293 48 2 57 100 2 5 61,8832%*%
X74919 53 41 13 97 4 6 45,9078+
X96999 85 0 22 104 0 3 16,3501 %%

a/ns=P=0,84; *=P < 0,05; * =P < 0,01; *** =P < 0,001.
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Na auséncia de sele¢do, as propor¢des esperadas de Fg, considerando T
= 0,005 e S = 0,995 e de acordo com as expressdes de Allard et al. (1968) sdo de
0,4938 A'A'; 0,0124 A'A” e 0,4938 A’A” e, em Fy sio de 0,4975 A'A'; 0,0050
A'A%e 0,4975 A’A% Portanto, constata-se que a selecdo natural atuou em todos
os locos de microssatélites. Observa-se na Tabela 1, que o efeito da sele¢ao
natural ocorreu tanto nas primeiras geragdes de autofecundagdo até Fg como
também nas geracdes mais avangadas, pois elas diferiram em 29 dos 30 locos,
isso porque, considerando os nimeros esperados de genétipos em Fs e F,4, na

auséncia da selecdo natural, as diferencas entre eles sdo tdo pequenas que nao
sdo detectadas estatisticamente ( ) 2= 0,3400; P = 0,8437).

Entre os primers que identificaram polimorfismo nos genitores e
desenvolvidos por Yu et al. (2000), o SSR JO4555 esté relacionado com o gene
que codifica a proteina kinase-1. O SSR K03289 faz parte de uma familia de
genes que codificam para a lectina ou phytohemaglutinina (PHA) e o SSR
U77935 para os genes que codificam para sn-glicerol-3-posfato aciltransferase,
tal como a proteina DNAJ-like e a chalcone sintase.

As proteinas kinase 1 est@o relacionadas com os processos metabdlicos e
celulares da planta, para a atuagdo de enzimas metabdlicas, entre elas a Acetil
CoA-carboxilase (Halford et al., 2003). As lectinas ou phytohemaglutinina
(PHA) sao glicoproteinas presentes nos cotilédones e endospermas das sementes
(Diaz et al., 1999). Estudos realizados por Fritz et al. (1995), demonstraram que
a proteina sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase, é responsdvel pela tolerancia ao
frio. A proteina DNAIJ-like € similar ao gene ARGI, que estd relacionado a
transducdo de sinais em sementes de Arabidopsis. Esta proteina também estd
relacionada a efeitos luminosos que atuam nas raizes dessa planta (Guan et al.,
2003).

A Chalcone sintase (CHS) ¢é responsdvel pela formacgdo primdria dos

flavondides, os quais estdo presentes em vdrias funcgdes fisioldgicas da planta, e
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principalmente na absor¢do dos raios ultra-violetas, nas folhas. O acimulo de
flavondides e isoflavonoides em resposta ao ataque de patégenos tem sido
verificado em muitas espécies e sua importincia como fitoalexina antiobidtica é
bem conhecida (Christensen et al., 1998)

Gaitan-Solis et al. (2002) observaram que os microssatélites flanqueiam
seqiiéncias que mostram homologia a nivel de nucleotideos para quatro
seqiiéncias de microssatélites de P. vulgaris isolados em clones MADS. Em
plantas, as proteinas MADS box parecem estar principalmente relacionadas com
o controle genético do desenvolvimento das flores (revisdo Greco et al., 1997).
Isto tem sido fortemente sugerido para o controle da cadeia regulatéria do
desenvolvimento de flores, que foi conservada durante a evoluc@o das plantas
(Ma, 1994; Theissen & Saedler, 1995).

Constatou-se que cinco dos 19 pares de primers polimérficos, citados

por Gaitdn-Solis et al. (2002), apresentaram essa homologia (Tabela 2).

TABELA 2 - Acido nucléico e proteina homologas de P.vulgaris de clones
microssatélites usados no estudo de seqiiéncia em GenBank

(Gaitan-Solis et al., 2002).

CIAT Organismos
Primer Acesso ao DNA homélogo Proteina homoéloga g
marcados
GenBank
Microssatélite DNA, .
BM139 AF483857 clone MADS - P. vulgaris
Glycine max clone .
BM152 AF483868 <DNA - Glycine max
BM160 AF483876 - Proteina hipotética A. thaliana
BM175 AF433886  Glycine max clone - Glycine max

cDNA
Contém similaridade a
BM210 AF483902 - acido graxo de A. thaliana
ciclopropano sintase
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As informacdes de associacdes de varios microssatélites com diferentes
genes, cujos produtos participam de diferentes vias metabdlicas da planta,
permitem inferir que os produtos das mesmas sdo afetados pela selecdo natural e

refletiram nas alteracdes das freqiiéncias genotipicas dos locos SSR.

3.2. Estimativas das freqii€ncias alélicas observadas e esperadas em Fs e F»4

Como as duas populagdes originaram-se de um cruzamento biparental,
deduz-se que as freqiiéncias alélicas em todos locos segregantes eram de 0,5 na
geracdo F, e elas deveriam permanecer inalteradas na auséncia da sele¢do
natural. Observa-se na Fg (Tabela 3) que em 25 locos de microssatélites houve
um aumento da freqiiéncia do alelo proveniente do genitor Carioca MG,
indicando que a selecdo natural favoreceu as plantas portadoras desses alelos.
Em quatro locos, X61293, GATS91, BM154 e BM156 as freqiiéncias alélicas
ndo se alteraram ou houve um leve efeito da selecdo natural favorecendo os
alelos provenientes do genitor ESAL 686. Apenas no loco X60000, a sele¢do
favoreceu acentuadamente o alelo proveniente do ESAL 686.

Na populagdo F,4 (Tabela 3), todos os 30 locos foram afetados pela
selecdo natural. Em 29 locos, o alelo proveniente do genitor Carioca MG foi o
favorecido pela selecdo e apenas o X60000 manteve as freqiiéncias alélicas
observadas em Fs.

Comparando as populagdes Fs e Fos, elas exibiram freqiiéncias alélicas
diferentes em 29 locos, indicando que a sele¢do natural atuou ndo sé até a
geracdo Fg, mas também de Fg até a geracdo F,4, favorecendo em diferentes
intensidades os alelos do genitor Carioca MG. Apenas a regido gendmica,
amplificada pelo primer X60000 no genitor ESAL 686, foi selecionada e apenas

nas primeiras geracoes segregantes até Fs.
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TABELA 3 — Estimativas das freqiiéncias alélicas observadas em Fg e Fy,

Freqiiéncia observada — Fg Freqiiéncia observada — Fy,
Primer Alelo Alelo Alelo Alelo
Carioca MG ESAL 686 Carioca MG ESAL 686
BM139 0,8224 0,1776 0,9766 0,0234
BM141 0,6262 0,3738 0,9065 0,0935
BM143 0,6729 0,3271 0,8037 0,1963
BM149 0,8037 0,1962 0,9953 0,0047
BMI152 0,8178 0,1822 0,9766 0,0234
BM154 0,5047 0,4953 0,9813 0,0187
BMI156 0,4860 0,5140 0,8832 0,1168
BM157 0,9206 0,0794 0,9206 0,0794
BM160 0,8178 0,1822 1,0000 0,0000
BM164 0,8505 0,1495 1,0000 0,0000
BM165 0,5935 0,4065 0,7944 0,2056
BM172 0,7804 0,2196 0,9252 0,0748
BMI175 0,6449 0,3551 1,0000 0,0000
BM201 0,8738 0,1262 0,7290 0,2710
BM205 0,7757 0,2243 0,9159 0,0841
BM210 0,7757 0,2243 0,9299 0,0701
BM211 0,7570 0,2430 0,8972 0,1028
GATS91 0,4439 0,5561 0,7009 0,2991
JO1263 0,8411 0,1589 1,0000 0,0000
104555 0,7243 0,2757 0,7664 0,2336
K03289 0,7477 0,2523 0,9486 0,0514
M75856 0,6916 0,3084 0,9813 0,0187
U18349 0,6729 0,3271 1,0000 0,0000
U77935 0,8224 0,1776 0,9159 0,0841
X52626 0,8224 0,1776 1,0000 0,0000
X57022 0,7196 0,2804 0,9673 0,0327
X60000 0,1308 0,8692 0,1402 0,8598
X61293 0,4579 0,5421 0,9439 0,0561
X74919 0,6869 0,3131 0,9252 0,0748
X96999 0,7944 0,2056 0,9720 0,0280
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Efeitos varidveis da selecdo natural, em diferentes locos génicos para
diferentes caracteres e em diferentes geragcdes, foram observados por Jain &
Allard (1960), Allard & Workman (1963), Allard & Hansche (1964) e Allard et
al. (1968). Utilizando marcadores isoenzimaticos, o efeito da sele¢dao natural
também foi notado (Allard, 1975; Allard, 1990; Allard et al., 1992; Allard 1999a
e Allard 1999b). Segundo os autores, os alelos favorecidos pela sele¢dao natural
estdo associados a maior adaptacdo a ambientes particulares.

A predominancia da selecdo natural, favorecendo alelos do genitor
Carioca MG, esta de acordo com o fato da maioria da drea cultivada com feijao
no Brasil ser com as cultivares desse tipo e indica ndo s6 a sua maior aceitacio,
como também a sua maior adaptabilidade (Ramalho & Abreu, 1998). A alta
produtividade do Carioca se estende também a vdarios outros paises e,
particularmente no caso do Brasil, pela sua maior tolerdncia aos solos acidos

(Singh, 1992).

3.3 Estimativas dos coeficientes de adaptabilidade relativa

Os coeficientes de adaptabilidade relativa (@, ) foram estimados para os

gendtipos homozigdticos relativos a cada par de primer. Por exemplo,

considerando “A ' o alelo proveniente do genitor Carioca MG e “A *” o alelo
proveniente do ESAL 686, foram estimados o @, para o A'A'eo W, para
A’A’. O coeficiente de adaptabilidade relativa do heterozigoto A'A” w, foi
considerado igual a 1,0 (Allard & Workman, 1963; Allard & Hansche, 1964 e
Allard et al., 1968). As estimativas de ®, e @, iguais a 1,0 indicam que ndo

ocorreu selecdo natural desses gendtipos, ou seja, eles apresentaram a mesma

eficiéncia reprodutiva do heterozigoto (Allard & Hansche, 1964). As estimativas

de @, e @; menores do que 1,0 indicam que a sele¢do natural atuou, reduzindo

a freqiiéncia desses gendtipos em relag@o ao heterozigoto, o qual possui a maior
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adaptabilidade e, inversamente, estimativas maiores do que 1,0 indicam que a
selecdo aumentou a freqiiéncia dos homozigotos em relacdo ao heterozigoto, que

€ nesse caso o de menor adaptabilidade (Hedrick, 1999).

Os valores dos coeficientes de adaptabilidade relativa acumulados (@, e
5 ) de F;7 a Fg variaram de 0,0202 a 0,7732 para o coeficiente de adaptabilidade

relativa @, , e de 0,0042 a 0,7186 para o coeficiente de adaptabilidade relativa
@, (Tabela 4).

E importante lembrar que esses coeficientes acumulados referem-se ao
efeito da selecdo natural sobre os homozigotos da geragdo F, até F;, durante seis
geracdes. Embora as amplitudes sejam semelhantes para ambos, indicando

intensidade muito varidveis de sele¢do sobre cada loco de microssatélite, nota-se
que o coeficiente acumulado médio @, foi superior a @, (Tabela 4), indicando
que a selecdo natural foi mais intensa sobre o homozigoto para o alelo

proveniente da linhagem ESAL 686 (A°A%). Observando cada loco, nota-se que
para apenas cinco (27,8%) a selecio do A*A” foi menos intensa do que do A'A".
No entanto, para todos locos, as estimativas de @, e @, foram inferiores a 1,0;
denotando a superioridade da combinagdo heterozigdtica. Sobretudo essas
estimativas confirmam a maior adaptagdo da maioria dos homozigotos para

alelos provenientes do genitor Carioca MG.

Devido a auséncia de individuos heterozigdticos, ndo foi possivel

estimar @, e @, acumulado para os seguintes primers: JO1263, BM211,

U18349, X52626, X57022, X60000, U77935, BM205, M75856, X96999,
BM149 e BM154.
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TABELA 4 — Estimativas por loco dos coeficientes de adaptabilidade relativa acumulados (@), ) e médios (@, ) de Fg e Fy,

Primers Coeficiente acumulado Coeficiente médio - Fg Coeficiente acumulado Coeficiente médio - Foy
- - 2 - - 2

0, (ON @, , X = o, W, , , X
BM139 0,1459 0,0216 0,640 0,400 0,0192 0,1216 0,0055 0,560 0,290 0,0336
BM141 0,0216 0,1135 0,680 0,610 0,0259 0,0325 0 0,480 0,010 0,2771
BM143 0,0441 0,0150 0,480 0,350 0,0361 0,0667 0,0287 0,535 0,482 0,0408
BM149 - - 1,310 1,020 0,8631 0,4129 0 0,500 0,458 1,8440
BMI152 0,0925 0,0108 0,580 0,320 0,0167 0,1243 0,0055 0,575 0,316 0,0491
BMI154 - - 1,300 1,290 1,1877 - - 0,579 0,615 0,1711
BMI156 0,0202 0,0221 0,390 0,400 0,0030 0,3176 0,0357 0,600 0,530 0,0455
BMI157 0,3422 0,018 0,760 0,390 0,0269 0,0096 0,0012 0,480 0,120 0,0315
BM160 0,1571 0,0252 0,653 0,428 0,0444 - - 0,768 0,253 0,0261
BMI164 0,0830 0,0042 0,560 0,210 0,0482 - - 0,768 0,253 0,0441
BM165 0,3076 0,2068 0,730 0,675 0,0469 - - 0,600 0,703 0,6109
BM172 0,0600 0,0078 0,525 0,285 0,0440 0,0287 0,0011 0,513 0,125 0,0330
BMI175 0,0840 0,0406 0,572 0,482 0,0442 - - 0,768 0,253 0,0437
BM201 0,7732 0,1009 0,867 0,576 0,0482 - - 0,582 0,759 0,4006
BM205 - - 1,229 0,985 0,9359 - - 0,503 0,631 0,6169
BM210 0,5106 0,1387 0,810 0,621 0,0486 0,4410 0,1089 0,555 0,543 0,1635
BM211 - - 1,310 1,066 0,9521 - - 0,505 0,642 0,6628
GATS91 0,0504 0,0664 0,514 0,543 0,1328 0,0637 0,0192 0,510 0,486 0,0456
JO1263 - - 1,255 0,925 0,8638 - - 0,768 0,690 0,0434
JO4555 0,0804 0,2280 0,560 0,400 0,0495 - - 0,615 0,677 0,9626
K03289 0,0882 0,0214 0,570 0,400 0,0044 0,0993 0,0090 0,556 0,368 0,0465
M75856 - - 1,305 1,130 1,0148 - - 0,575 0,637 0,1288
U18349 - - 1,350 1,189 1,0674 - - 0,768 0,600 0,0199
U77935 - - 1,198 0,909 0,9316 0,0846 0,2890 0,416 0,449 0,0474
X52626 - - 1,198 0,909 0,9316 - - 0,768 0,600 0,0109
X57022 - - 1,227 1,036 0,9893 0,5737 0,0433 0,490 0,524 0,0433
X60000 - - 0,835 1,179 0,9251 - - 0,710 1,170 0,0305
X61293 0,6051 0,7186 0,809 0,831 0,2537 0,5399 0,0229 0,548 0,507 0,0494
X74919 0,0326 0,0080 0,450 0,280 0,0064 0,1511 0,0207 0,575 0,435 0,0467
X96999 - - 1,265 0,995 0,8909 - - 0,625 0,759 0,0415
Médias 0,864 0,694 0,600 0,496
Sem Het. - - 1,232 1,053 - - 0,660 0,616
Com Het. 0,1944 0,0982 0,619 0,456 0,2045 0,0394 0,540 0,376

* significativo a 5% de probabilidade
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Para os coeficientes de adaptabilidade relativa acumulados de F,; a Fay

ocorreu uma variagdo de 0,0096 a 0,5737 para @, e uma variagdo de 0 a 0,2890
para o coeficiente de adaptabilidade relativa @, (Tabela 4). Nesse caso, as

estimativas @, e @, incluem o efeito da sele¢@o natural sobre os homozigotos

da geracdo Fs até a Fy;, durante 16 geracdes, portanto, 2,67 vezes o nimero de

geracdes em comparagdo com as estimativas de Fg. Nota-se uma menor

amplitude das estimativas de @; (0,2890) em comparacdo com as de @,

(0,5641), o que implica em menor oscilacdo dos coeficientes de adaptabilidade

relativa de A*A” nos diferentes locos. Comparando-se as médias de @, e @, de

ambas populagdes, observa-se o0 mesmo efeito da selecao natural, embora com
menor intensidade, provavelmente em funcio das freqiiéncias genotipicas mais
extremas.

Considerando as duas geracdes, o efeito da selecdo natural foi mais
acentuado nas primeiras geragdes segregantes, em acordo com as observacdes de
Allard et al. (1968), e também porque as freqii€ncias genotipicas eram mais
similares, em conseqii€éncia das maiores freqiiéncias dos alelos desfavoraveis.

Também em F,4, devido a auséncia dos heterozigotos, ndo foi possivel
estimar os coeficientes de adaptabilidade relativa, acumulados para os seguintes
primers: JO1263, JO4555, BM211, BM160, U18349, X52626, BM164, BM175,
X60000, BM165, BM205, M75856, BM201, X96999 e BM154. Apesar de ndo
terem sido detectados heterozigotos em 12 locos em Fs e em 15 em F,4 a
freqiiéncia esperada do heterozigoto na auséncia de sele¢do natural é de 0,0124
em Fg e de 0,005 em F,4, no feijoeiro. Tais freqiiéncias devem-se ao sistema de
reproducdo da espécie, predominantemente por autofecundacdo, nas condig¢des
ambientais onde as populagcdes foram avaliadas. Portanto, as freqiiéncias de
locos onde foram observados heterozigotos em uma amostra de 107 plantas,

ainda foram muito elevadas, especialmente em F,4, denotando a superioridade
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adaptativa do heterozigoto. Segundo Allard & Workman (1963), o efeito da
selecdo natural, favorecendo a manutencio de heterozigotos, contribui para reter
a variabilidade genética na populacdo. Em acordo com os presentes resultados e
com a sugestdo de Allard & Workman (1963), a populacio utilizada no presente
trabalho foi avaliada quanto a produtividade de graos das familias em diferentes
geracdes, e constatou-se um ganho com a sele¢do natural muito superior ao da
selecdo normalmente praticada pelos melhoristas (Corte, 1999 e Gongalves,
2000 e Silva, 2003). Portanto, o aumento de produtividade, devido ao efeito da
selecdo natural, mesmo em geragdes muito avancadas de autofecundacio, é o
resultado do maior valor adaptativo de locos em heterozigose para esse carater.
Conseqiientemente, pode-se inferir que o elevado numero de locos
heterozigéticos de microssatélites, nas geragdes avancadas de autofecundacio,
também devem-se referir a regides gendmicas que contribuem para maior
adaptacdo e em especial, os alelos do genitor Carioca MG.

Em razado de se dispor apenas das populacdes Fg e F,4, ndo foi possivel

estimar os coeficientes de adaptabilidade relativa @, e @, por geragdo. Porém,

utilizando-se de um procedimento iterativo e utilizando-se o teste de ¥~ para
ajustarem as freqii€ncias genotipicas esperadas com as observadas em Fg e Fo,

foram estimados os coeficientes médios de adaptabilidade relativa (@, e @,)

para as duas populacdes (Jain & Allard, 1960). Foram observados grandes

flutuagdes nas estimativas (Tabela 4). Para as familias Fg.,;, constatou-se uma
variacdo entre 0,390 a 1,350 para o aTl e de 0,210 a 1,290 para o a)_3 . Notam-se
amplitudes semelhantes das estimativas de @, e ®;, que implica intensidades
particulares de selecdo sobre cada loco e em cada gendtipo por loco.
Considerando a média das estimativas de aTl (0,864) e de a)_3 (0,694), nota-se

que a selec¢do natural foi mais intensa no homozigoto para o alelo do ESAL 686
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(A’A%) do que no A'A'. Porém, ambos tiveram suas freqiiéncias reduzidas em
comparacdo com o heterozigoto, confirmando a superioridade adaptativa do
mesmo em todos os locos onde ele foi detectado. Considerando cada loco, nota-
se que o homozigoto A'A' foi mais preservado pela selecdo natural em 14 dos
18 locos onde ocorreram também o heterozigoto. Nos quatro restantes o efeito
da selecdo foi similar nos dois homozigotos.

Nos 12 locos onde ndo foram detectados heterozigotos em Fg, nota-se

que os coeficientes @, € @, assumiram valores em torno ou ligeiramente

maiores do que 1,0; indicando auséncia de selecdo natural nos homozigotos ou

mesmo um favorecimento deles em detrimento dos heterozigotos. As maiores
estimativas de @, e @, ocorreram porque o heterozigoto ndo exibiu vantagem

adaptativa e foram eliminados devido ao sistema predominantemente de
autofecundacgdo da espécie, ndao sendo detectado entre as 107 plantas tomadas
nessa geracdo. Observa-se nas Tabelas 3 e 4 que os alelos provenientes do
genitor Carioca MG foram selecionados em 10 locos, do genitor ESAL 686
apenas no loco amplificado pelo primer X60000, enquanto que no loco
amplificado pelo primer BM 154, aparentemente nao houve efeito da sele¢do

natural até a geracdo Fs.

Na populacio F,4 as estimativas de (le variaram de 0,416 a 0,768 e as

de w, 0,010 a 1,170. As médias dessas estimativas mostraram no geral um

efeito semelhante da sele¢cdo natural manifestado até a geracdo Fg, porém,
aparentemente com maior intensidade, especialmente nos locos onde os
heterozigotos foram observados. Entretanto, essas estimativas devem conter
maiores erros de amostragem, principalmente porque foram obtidas utilizando-
se como referéncia as freqli€ncias observadas. Entre elas, os genétipos
heterozigéticos e os homozigdticos para o alelo do genitor ESAL 686 ocorreram

com freqiiéncias muito baixas e certamente ndo representam a realidade na
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populacdo de 107 plantas F,4 (Tabela 3 e 4). Um indicativo da maior ocorréncia

de erros nas estimativas dos coeficientes de adaptabilidade relativa em Fp, €

também evidenciado pela menor associagdo entre @, ¢ @, (r=037*)e W, ¢
W, (r =0,76**). Ja as estimativas de Fg sdo muito mais confidveis pois elas
mostraram associacOes muito mais elevadas, isto é, entre @, e @, (r = 0,86*%)

eentre®; e @W; (r=091*%),

E importante mencionar que, embora os coeficientes médios da
adaptabilidade relativa expliquem as proporc¢des fenotipicas observadas em Fs e
F.4, provavelmente os coeficientes que ocorreram em cada geracdo segregante
oscilaram em torno dos valores médios. As razdes para essas oscilagdes foram
principalmente as diferentes condi¢des ambientais onde as populacdes foram
utilizadas. Essas condi¢des corresponderam a trés locais do Estado de Minas
Gerais e trés épocas de cultivo: inverno, dguas e secas, durante um periodo de
oito anos e que representam as condi¢des de cultivo do feijdo. Nessa fase de
avanco das geragdes, a populagdo foi conduzida em bulk, utilizando-se cerca de
1000 plantas por geragdo/ambiente, reduzindo assim as oscilacdes devidas a
amostragem. Acentuadas oscilagdes nos coeficientes de adaptabilidade relativa
por ciclo foram observadas por Allard & Workman (1963) em feijdo comum
(Phaseolus vulgaris), por Jain & Allard (1960) em cevada e por Allard &
Hansche (1964) em feijao lima. Todas essas espécies sdo autdgamas e
semelhantes ao P. vulgaris quanto ao sistema reprodutivo.

Finalmente, ¢ também importante salientar que os fragmentos SSR
selecionados pela selecdo natural, por constituirem regides gendmicas
associadas a maior adaptacdo, podem ser utilizados como marcadores pelo
melhorista, para se fazer selecdo assistida, como sugerido por Allard (1999a).
Assim, espera-se que a selecdo de gendtipos em populagcdes segregantes,

homozigéticos para os alelos selecionados pela selecdo natural, contribua para
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aumentar a adaptacdo das linhagens a serem selecionadas, em face da

impossibilidade de avaliacdo direta da adaptabilidade.
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4 CONCLUSOES

A selecdo natural afetou todos os locos segregantes de microssatélites e
os alelos do genitor mais adaptado tiveram suas freqii€éncias aumentadas em 29
dos 30 locos.

A intensidade da selecdo natural e as geracdes, em que ela ocorreu,
foram particulares em cada loco.

Com a atuagdo da selecdo natural ao longo de todo genoma, infere-se
que 30 ou mais locos devem afetar a adaptagdo.

Os alelos de microssatélites selecionados pela sele¢ao natural devem ser

usados na selecdo assistida para se aumentar a adaptabilidade.
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CAPITULO III

IDENTIFICACAO DE QTLs EM FEIJOEIRO POR
MEIO DE MARCADORES SSR SELECIONADOS PELA
SELECAO NATURAL
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RESUMO

RODRIGUES, Taislene Butarello. Identificacdo de QTLs em feijoeiro por meio
de marcadores SSR selecionados pela selecdo natural. In: ___ . Efeito da
selecio natural em alelos de microssatélites(SSR) do feijoeiro e associacao
com QTLs de caracteres agronémicos. 2004. Cap. 3, p. 63-85. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Genética e Melhoramento de Plantas) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Teve-se por objetivo verificar se alguns dos marcadores microssatélites
(SSR - Simple Sequence Repeat), afetados pela selecdo natural, estavam
associados a genétipos de interesse agrondmicos em feijao (Phaseolus vulgaris),
como: produtividade de grdos, reacdo a mancha angular (Phaeoisariopsis
griseola) e peso de 100 sementes. Foram avaliadas 107 familias da geragdo Fg e
107 familias F.s, provenientes do cruzamento do Carioca MG x ESAL686,
conduzidas pelo método da populacio (bulk). As familias foram avaliadas para
produtividade de graos em trés épocas: inverno de 2001 (Fs. ¢ € Fa4. 25), 4guas de
2001 (Fg.10 € Fz4.6), € secas de 2002 (Fs.;; € Fas.07) em Lavras - Minas Gerais. A
reacdo para mancha angular e peso de 100 semente foram avaliadas somente na
época da secas de 2002. A extracdo de DNA foi realizada nas familias Fg.i; e
Fas:07. Utilizaram-se nas reagdes de SSR, 30 pares de primers que identificaram
polimérfismo nos pais € no bulk de DNA das familias F..p;. Utilizando o
procedimento de regressdo linear miltipla (stepwise), foram identificados 10
QTLs pelos marcadores SSR para produtividade de graos que explicaram uma
variagdo fenotipica de 3,14% a 9,24%. Para mancha angular foram identificados
6 QTLs, sendo que um de efeito maior (BM154) conseguiu explicar 17,48% da
variagdo fenotipica. Cinco QTLs também foram identificados para peso de 100
sementes, sendo que o primer X61293 estd associado a um de efeito maior
(16,78%). A maioria dos QTLs expressou em um s ambiente e uma s6
populagdo, o que leva a uma alta instabilidade, que pode ser devido as
freqiiéncias genotipicas dos caracteres estudados e dos marcadores, em
conseqiiéncia da selecao natural.

*Qrientador: Jodo Bosco dos Santos — Universidade Federal de Lavras (UFLA).
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ABSTRACT

RODRIGUES, Taislene Butarello. QTLs identification in common bean by SSR
markers selected by natural selection. In: ____. Effect of natural selection on
common bean SSR alleles and their association with agronomical QTLs.
2004. Cap. 3, p. 63-85. Dissertation (Master in Genetics and Plant Breeding) —
Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

The objective was to identify microsatellite (SSR- Simple Sequence
Repeat) markers, selected by natural selection, associated with common bean
(Phaseolus vulgaris) QTLs for grain yield, angular leaf spot reaction and 100
seed weight. One hundred and seven families from Fg generation and 107 from
F.4 were derived from the Carioca MG x ESAL686 cross, that was conducted by
bulk method. The families were evaluated for grain yield in the fall/winter
season of 2001 (Fs.9 and Fa4ps), spring/summer of 2001/2002 (Fs.1o and Faa:.26),
and summer/fall of 2002 (Fs.;; and Fy4.,7) in Lavras, MG State. The reaction to
angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola) and 100 seed weight were evaluated
only in the last season. DNA extraction was set up also from Fg.; and Fas.;
families, and used in the SSR reaction with 30 pair of primers that identified
polymorphism in the parents and in a DNA bulk of the F,4.»; families. Using the
multiple linear regression through the stepwise procedure, 10 grain yield QTLs
were identified by the SSR markers which explained each one between 3.1% to
9.2% of the phenotypic variation. For angular leaf spot 6 QTLs were identified
and the one with the largest effect (BM154) explained 17.5% of the phenotypic
variation. Five QTLs were also identified for 100 seed weight, and the primer
X61293 is associated to the one of largest effect 16.8%. Most QTLs expressed in
only one environment and population, shoving their high instability, which
might be due to the genotipic frequencies, both of the markers and of the
agronomical traits.

*QGuidance Comittee: Jodo Bosco dos Santos — UFLA (Major Professor)
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1 INTRODUCAO

A grande maioria das caracteristicas herddveis de importincia
econdmica resulta da a¢do conjunta de varios genes, e geralmente € influenciada
pelas condi¢des ambientais. Estas caracteristicas sdo denominadas poligénicas,
quantitativas ou de heranca complexa. O fenétipo resultante apresenta variagao
continua em vez de classes fenotipicas discretas. Entre os vdrios caracteres
quantitativos de interesse para o melhoramento alguns, como a produtividade de
graos em feijdo, expressam nas populacdes segregantes baixas herdabilidades,
porque a maior parte da variacdo fenotipica ndo € de natureza genética.
Conseqiientemente, os ganhos obtidos com a selecdo s@o proporcionalmente
menores.

Com o desenvolvimento das técnicas dos marcadores moleculares, ha
perspectivas para uma andlise mais detalhada dos caracteres quantitativos,
permitindo detectar, mapear e estimar os efeitos de regides gendmicas que 0s
controlam e suas interacdes com ambientes. Tais regides gendmicas Sao
referidas como QTLs (Quantative trait loci). Cada QTL pode incluir um ou mais
poligenes do cardter quantitativo. Assim, dificuldades da andlise fenotipica
podem ser reduzidas por meio da identificacdo direta de QTLs. Isso se torna
possivel quando se utilizam marcadores moleculares que segregam
conjuntamente com 0s Mesmos.

Na maioria dos procedimentos que identificam marcadores ligados a
QTLs exige-se que os marcadores candidatos tenham heranca mendeliana e nao
sofram efeito de selecdo (Lander & Botstein, 1989; Jansen, 1993 e Zeng, 1994;
Melo et al., 2002a e 2002b). No entanto, a identificacdo de marcadores
moleculares, selecionados pela selecdo natural e sua associagdo com maior

adaptacdo (Allard, 1999) aliado, simultaneamente, ao efeito pronunciado da
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selecdo natural para aumentar a produtividade de grios (Corte, 1999 e Silva,
2003), pode-se inferir na possibilidade de alguns desses marcadores estarem
associados a QTLs de interesse.

Procurou-se, entdo, verificar se alguns marcadores de microssatélites
(SSR), afetados pela selecdo natural, estdo associados a gendtipos de interesse
agrondmicos, como: produtividade de grdos, reacdo a mancha angular

(Phaeoisariopsis griseola) e peso de 100 sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material genético e caracteristicas avaliadas

Foram utilizados 107 familias Fg e 107 familias F,, provenientes do
cruzamento entre os genitores Carioca MG e ESAL 686.

As familias foram avaliadas para a producdo de graos, a reagdo ao agente
causal da mancha angular e peso de 100 sementes. A produtividade de graos foi
avaliada por Silva (2003) em trés épocas: inverno de 2001 (Fs.9 € Fa4.s), dguas
de 2001 (Fs.10 € Faao6) € secas de 2002 (Fg.;y € Fap7). A mancha angular foi
avaliada pela mesma autora, apenas na secas de 2002. O peso de 100 sementes
foi avaliado nas mesmas familias Fs.;; e Fao7, utilizando-se o delineamento
inteiramente casualizado com duas repeti¢cdes.

A reacdo ao patdgeno foi avaliada por meio da nota média atribuida por
dois avaliadores, na época de severidade mdxima da doencga (secas de 2002). As
notas variaram de 1 (suscetibilidade mdxima) a 9 (resisténcia completa),

segundo Rezende et al. (1999).

2.2 Identificacdo de QTLs por meio da regressao linear multipla

A andlise de regressdo linear multipla, envolvendo os marcadores e os
caracteres avaliados, foi realizada conforme procedimento descrito por Edwards
et al. (1987), que consideraram os marcadores moleculares como varidveis
independentes e as caracteristicas fenotipicas como varidveis dependentes. Nas
andlises, foi utilizada a produgdo de graos média de cada familia, avaliada por
ambientes, de Fgq a Fg.1; € de Fasos a Faspr. Além dessas, foi utilizada também a
produtividade média dos trés ambientes de cada familia Fg e de cada F,s. Além
da producdo de graos foram utilizadas também as avaliacdes de reacdo a mancha

angular e peso de 100 sementes das 107 familias Fg e 107 familias Fs. Em
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relagdo aos marcadores foram utilizados 30 locos polimérficos nos genitores e
um dos alelos de cada loco teve sua freqiiéncia aumentada pela selecio natural e
o outro teve a sua freqii€ncia reduzida, como se nota na Tabela 3 (capitulo
anterior) estimadas a partir das proporgdes fenotipicas (genotipicas) observadas.
Considerando como “A " 0 alelo proveniente do genitor Carioca MG e “A*” o
proveniente do ESAL 686, o genétipo A'A' foi representado por 0, 0 A*A” por 1
e A'A? por 2, para se realizar a andlise de regressio linear multipla.

O processo de selecdo de varidveis regressoras Stepwise mencionado por
Draper & Smith (1981) foi aplicado para obter uma estimativa 6tima dos valores
genotipicos dos QTLs, dos seus erros padrdo e da porcentagem da variagdo
fenotipica explicada em cada geragao.

No processo de Stepwise, inicialmente, coloca-se no modelo de
regressdo, somente o marcador com maior valor de F parcial que tenha sido
significativo. Em seguida, testa-se o marcador, dentre os candidatos a entrar no
modelo, que tem o valor mais alto de F parcial, na presenca do primeiro
marcador. Dentre os marcadores do modelo recém formado, aqueles que
apresentarem teste F ndo significativo sdo retirados do modelo e os que
apresentarem teste F significativo sdo mantidos. Esses testes sdo efetuados um
por um, a cada passo. O processo continuard até que todos os marcadores
candidatos a entrar no modelo sejam testados e até que todos os marcadores do
modelo tenham F parcial significativo (Ferreira, 1995 e Melo, 2000).

Para identificar qual dos alelos de microssatélite € marcador do QTL de
interesse, foi realizada a andlise por ponto, semelhante ao procedimento usado

por Ferreira (1995).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um programa de melhoramento do feijoeiro, a produtividade de
graos € uma das caracteristicas mais importantes, embora seja a mais complexa,
pois € dependente de varios outros caracteres e de inimeros fatores ambientais.

Os resultados de produtividade de graos, analisados por Silva (2003),
exibiram diferencas altamente significativas entre as familias, em cada uma das
geracoes, de Fgg a Fg.y; € de Fasns a Faspy. Na andlise conjunta, a autora detectou
a mesma diversidade genética das familias, bem como a interagdo significativa
familias por ambientes.

A andlise de regressdo linear mdltipla, considerando produtividade de
graos (Tabela 1) para a familia Fs na safra de inverno, identificou um marcador
(BM157) ligado a um QTL, no sentido de reduzir a expressdo fenotipica. Esse
marcador explicou 5,21% da variacdo fenotipica para esse cardter. Para a
produtividade no periodo das dguas foram identificados dois marcadores ligados
a QTLs, sendo que ambos contribuiram também para reduzir a produtividade de
grdos. O marcador BM143 foi o que explicou a maior parte da variacdo
fenotipica (8,69%) desse cardter, sendo que os dois marcadores em conjunto
foram capazes de explicar 12,46% dessa variacdo. Para o experimento realizado
na safra das secas, foi identificado um marcador (JO1263) ligado a um QTL,
sendo que ele explicou 6,90% da variacdo fenotipica referente a essa época e,
nesse caso 0 QTL expressou um efeito para aumentar a produtividade.

A andlise de regressao linear miiltipla conjunta, considerando as médias
das trés épocas de semeadura, identificou quatro marcadores ligados a QTLs que
controlam a produtividade de graos, sendo que trés deles no sentido de reduzir a

expressao do cardter e um de aumentar.
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TABELA 1 - Resumo das andlises de regressdo linear midltipla para
produtividade de grdos utilizando o processo de Stepwise

para a selecdo dos marcadores em Fs e Fa,.

Estimativas dos

Marcadores A R’ parcial Erro padrao Teste de F*
Parametros
Familia Fg — Inverno de 2001
Intercepto 4.754,25 94,64 2.523,40
BM157 -409,29 0,0521 170,42 5,77
Familia Fg — Aguas de 2001
Intercepto 1.477,09 61,72 572,82
BM143 -122,68 0,0869 55,22 10,00
BM152 -128,20 0,0377 60,56 4,48
Familia Fg — Secas de 2002
Intercepto 2.269,98 55.15 1694,15
JO1263 385,99 0,0690 138,36 7,78
Familia Fg — Conjunta
Intercepto 3.028,38 65,47 2.139,60
BM154 -232.99 0,0577 80,41 8,40
BM157 -175,53 0,0581 74,84 5,50
BM210 196,73 0,0423 75,43 6,80
BM152 -99,58 0,0314 50,12 3,95
Familia F,4 — Inverno de 2001
Intercepto 4.846,84 85,29 3.229,44
BM143 370,98 0,0762 126,03 8,66
Familia F,, — Aguas de 2001
Intercepto 1.860,77 170,16 119,58
BM165 801,98 0,0417 375,27 4,57
Familia F,4 — Secas de 2002
Intercepto 2.636,47 36,04 5351,94
BM210 272,37 0,0530 112,40 5.87
Familia F,4 — Conjunta
Intercepto 3.209,53 39,72 6.527,35
BM156 226,28 0,0924 70,34 10,35
U77935 -232.31 0,0638 70,50 10,86
BM201 -175,75 0,0490 69,78 6,34

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
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O marcador BM157 foi o que explicou maior parte da variacdo
fenotipica (5,81%). Esse marcador j4 tinha sido identificado no experimento
conduzido na safra de inverno. Portanto, entre os marcadores, esse pode ser o
mais util para auxiliar nos processos seletivos, devido a sua maior estabilidade.
Entretanto, deve ser selecionado para a sua auséncia, visto que sua presenca estd
ligada a redugdo da produtividade de graos.

O BM152 também identificou QTL nas dguas de 2001 e na anélise
conjunta, embora seja de menor efeito. Entre os marcadores de QTLs, que
aumentam a produtividade de graos, o BM210 € o mais favoravel, embora ele
tenha detectado QTL apenas na andlise conjunta. Considerando os quatro
marcadores em conjunto, pode-se verificar que eles conseguiram explicar
18,95% da variacdo fenotipica para esse cardter. Isso porque na cultura do feijdo
ndo é vidvel a obtenc@o de uma cultivar destinada a apenas uma época. Na
verdade, apenas cerca de 10% dos agricultores adquirem sementes (Ramalho &
Abreu, 1998) e as utilizam em todas as épocas. No entanto, os QTLs, que se
expressaram em apenas uma época também devem ser considerados na selecio,
pois devem contribuir para aumentar o ganho em épocas especificas.

Na populacdo F,4 foi identificado, um QTL diferente por época de
avaliacdo e todos com efeito positivo para aumento da produtividade (Tabela 1).
Entre eles, o QTL identificado pelo primer BM210, também mostrou-se
importante em Fg e com o mesmo efeito positivo, confirmando o seu valor.
Infelizmente, no entanto, ele ndo foi identificado na média dos trés ambientes e
inclusive, os QTLs que se expressaram nessa condi¢do o fizeram pela primeira
vez, salientando no geral, a instabilidade de expressdo dos QTLs. Vale salientar
que os trés marcadores identificados na média das trés épocas de semeadura,
conseguiram explicar 20,52% da variacdo fenotipica para esse carater, e sugerir
que eles devem ser utilizados no inicio do programa de melhoramento, assim

como os demais marcadores identificados nas diferentes épocas.
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As mudangas nas propor¢des genotipicas com as geracdes, tanto as
relacionadas a produtividade de graos, quanto dos marcadores, devido ao efeito
da sele¢c@o natural, podem também explicar, pelo menos em parte, a aparente
instabilidade dos QTLs em Fg e F,.

As magnitudes e instabilidades dos QTLs detectados estdo de acordo
com os observados por Melo (2000), mostrando que € realmente muito dificil
conseguir identificar um marcador estdvel para a produtividade de graos, visto
que € uma caracteristica complexa e que sofre grandes influéncias ambientais.

Uma das caracteristicas que influenciam na produtividade de grios é a
ocorréncia de doencas. No caso do feijoeiro, a mancha angular vem sendo
considerada uma doenga de grande importincia econdmica, visto que, nos
dltimos anos, as perdas atribuidas a ela chegaram a mais de 70%, dependendo da
suscetibilidade das cultivares, da patogenicidade das racas prevalentes e das
condi¢cdes ambientais como temperatura em torno de 24°C, associada a alta
umidade alterada de baixa umidade (Sartorato & Rava, 1994). Dessa forma, o
cultivo, na época da secas com irrigacdo, faz com que essa doenca tenha maior
importancia econdmica, e por isso a reacdo das familias a mancha angular foi
avaliada somente nessa época de cultivo.

Embora nio se dispusesse de dados com repeticdes para se realizar a
andlise de variincia para mancha angular, as notas médias por familia variaram
de 2,23 a 7,69, sugerindo também ampla variacdo fenotipica.

A andlise de regressdo para mancha angular (Tabela 2) para a populagio
Fs, identificou dois marcadores ligados a QTLs que participaram do controle
genético do cardter, sendo ambos no sentido de reduzir a ocorréncia da doenga.
O marcador BM154 foi o que explicou a maior parte da variagdo fenotipica
(17,46%), e os dois marcadores em conjunto conseguiram explicar 22,42% dessa

variacao.
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Para a populacdo F,, foram identificados quatro marcadores ligados a
QTLs para a mancha angular, sendo dois no sentido de reduzir e dois no sentido
de aumentar a ocorréncia da doenca. O marcador JO4555 foi o que explicou a
maior parte da variagdo fenotipica (9,65%), sendo que os marcadores em
conjunto explicaram 23,94% dessa variagao.

Segundo Yu et al. (2000), o marcador SSR JO4555 esta relacionado com
o gene que codifica a proteina kinase-1, e essa proteina estd relacionada com
processos metabdlicos de transducdo de sinais que levam a reag¢do de defesa da
planta (Halford et al., 2003). Um outro marcador (K03289), identificado para
mancha angular, porém em Fg, foi também citado por Yu et al. (2000), o qual faz
parte de uma familia de genes que codificam para a lectina ou
phytohemaglutinina (PHA), essas sdo glicoproteinas que estdo presentes nos
cotilédones (Diaz et al., 1999).

Novamente observou-se a instabilidade dos QTLs nas duas populagdes e
que pode ser conseqiiéncia das alteragdes nas proporcdes genotipicas da reacio e
dos marcadores, em conseqiiéncia da selecdo natural, como se verificou com a
produtividade de grios.

Porém, deve-se salientar que, em um programa de melhoramento
visando plantas resistentes a mancha angular, os marcadores identificados, tanto
em Fg quanto em Fy4, podem ser de utilidade para auxiliar o melhorista no inicio

do processo de selecao.
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TABELA 2 — Resumo das anélises de regressdo multipla para mancha angular,
utilizando o processo de Stepwise, para selecdo das marcadores
em Fg € F24.

Estimativas dos

Marcadores R’ parcial Erro padrao  Teste de F*

Parametros
Familia Fg
Intercepto 4,77 0,11 1.749,58
K03289 -0,26 0,0496 0,10 6,25
BM154 -0,65 0,1746 0,16 16,89
Familia F»4
Intercepto 5,31 0,11 2.219,46
JO4555 0,64 0,0965 0,21 9,18
BM156 -0,49 0,0431 0,20 5,78
U77935 -0,53 0,0439 0,20 7,22
M75856 1,64 0,0559 0,65 6,33

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Uma outra caracteristica de grande importancia no melhoramento é o
tamanho da semente, por estar relacionada a aceitagdo comercial da cultivar.
Geralmente, utiliza-se o peso de 100 sementes como indicador do tamanho.
Ramalho et al. (1993), comentam que essa caracteristica é controlada por poucos
genes e é pouco influenciada pelo ambiente, conseqiientemente, a herdabilidade
¢ geralmente alta e facilita a selecio. No entanto, a disponibilidade de
marcadores pode também auxiliar na selecdo, principalmente na conducio das
populagdes segregantes pelo método da populacdo, em que a selecdo natural
exerce grande efeito para reduzir o tamanho da semente.

Para essa caracteristica, os genitores que participaram dos cruzamentos
sdo bem divergentes. O genitor Carioca MG possui sementes de tamanho
pequeno, cerca de 18 a 20g por 100 sementes, enquanto que o genitor ESAL 686
apresenta sementes grandes, acima de 35g por 100 sementes.

Na Tabela 3 encontra-se o resumo da andlise de varidncia para peso de

100 sementes, com a decomposicdo do efeito de tratamentos para se avaliar a
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TABELA 3 — Resumo da andlise de variancia para o peso de 100 sementes de

familias provenientes de plantas Fs.;; € Fa.7.

Fontes de variacdo GL QM

Tratamentos 213 27,887**

Entre Familias Fs.i; 106 35,876%*

Entre Familias Fa4.07 106 8,386%*

Fg;]l A F24;27 1 1248,20**
Erro efetivo 212 0,132
Média em Fg;] 1 26,145
Média em F24;27 22,729
Média geral 24,437
CvV 1,49

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

variagdo entre familias em Fg.;; e Fa7. O coeficiente de variagdo salienta a alta
precisdo experimental de avaliacdo do cardter (Melo et al., 2002b).

Constatou-se ampla variacdo fenotipica (P<0,01), entre as familias de ambas as
geracdes e também a maior média da geracdo Fg em comparagdo com a Fo,
confirmando o efeito da selecdo natural no sentido de reduzir o peso da semente.
Na verdade, o efeito da selecdo natural € principalmente para aumentar o
nimero de sementes por planta e hd uma compensagdo, reduzindo o seu
tamanho.

A andlise de regressdo linear multipla para o peso de 100 sementes
(Tabela 4) na familia Fg, identificou quatro marcadores ligados a QTLs, que
participaram do controle genético desse carater, sendo que todos eles contribuem
para aumentar sua expressdo. O marcador X61293 foi o que explicou a maior
parte da variagdo fenotipica (16,78%) e todos os marcadores em conjunto
conseguiram explicar 31,78%. Portanto, os marcadores SSR conseguiram
explicar praticamente um ter¢co de toda a variacdo fenotipica, mostrando que

podem ser ferramentas importantes no processo de selecao.
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TABELA 4 — Resumos das andlises de regressdao miltiplas para peso de 100
sementes, utilizando o processo de Stepwise, para selecdo dos

marcadores em Fg.1; € Fa.0r.

Estimativas dos . ~
Marcadores A R’ parcial Erro padrao  Teste de F*
Pardmetros

Familia Fg;] 1

Intercepto 23,17 0,56 1709,66
X61293 2,98 0,1678 0,65 20,80
X52626 2,64 0,0689 0,92 8,31
U77935 2,22 0,0444 0,92 5,78
X96999 2,01 0,0367 0,86 5,49
Familia F24;27
Intercepto 22,57 0,20 12.234,80
BM211 1,59 0,0561 0,64 6,24

* significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Esse resultado estd de acordo com os observados por Melo et al.
(2002b), para peso de 100 sementes.

Ja para a familia F,4, foi encontrado apenas um marcador (BM211),
ligado a QTL para peso de 100 sementes, contribuindo também para aumentar a
expressao do cardter, explicando 5,61% da variacdo fenotipica.
Considerando que o tamanho pequeno da semente € indesejiavel, os QTLs
identificados pelos marcadores foram favoraveis ao melhoramento, para se obter
sementes de maior tamanho, especialmente para serem usados quando se utiliza
o método da populacdo, em que a sele¢cdo natural atua no sentido de reduzir o
peso da semente.

Novamente notam-se QTLs diferentes, expressando-se nas geracdes Fg e
F,s. Certamente para esse cardter, que ¢ muito afetado pela selecdo natural, a
aparente e inesperada instabilidade de expressdio dos QTLs deveram-se as

mudancas nas proporcdes genotipicas para o peso de 100 sementes e também
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para alguns marcadores, em conseqiiéncia da selec@o, que atuou para originar as
duas geracoes avaliadas.

Considerando todos os caracteres avaliados, trés marcadores
identificaram QTLs em dois ou mais caracteres. Nesse caso, € necessario avaliar
se a selecdo de um QTL para um carater € favoravel ou desfavoravel a outro. Por
exemplo, o marcador BM156 identifica um QTL que € favordvel para aumentar
a producdo de graos e também para identificar plantas mais resistentes a mancha
angular. No entanto, na maioria dos casos isso ndo acontece, como o BM154 que
identifica um QTL favordvel e de efeito relativamente pronunciado (17,46%)
para aumentar a resisténcia a mancha angular, porém, contribui para reduzir a
produtividade de graos (5,77%). Nesse caso, considerando o efeito mais
pronunciado do QTL para resisténcia, é compensador o seu uso. No caso do
marcador amplificado pelo primer U77935, nota-se que ele identificou QTLs
que afetam os trés caracteres, favoravelmente ao peso de 100 sementes e para
resisténcia a mancha angular, porém contribui para reduzir a produtividade de
grdos. Segundo Yu et al. (2000), este marcador (U77935) codifica para sn-
glicerol-3-fosfato-aciltransferase, e essa proteina é responsdvel pela tolerincia
ao frio (Fritz et al., 1995).

As médias de cada classe genotipica por marcador relativas a
produtividade de graos, mancha angular e peso de 100 sementes, de Fs e Fo,
estdo representados na Tabela 5. No geral, observa-se que os alelos do genitor
carioca MG contribuiram para aumentar a produtividade de grdos em Fg com
exce¢do do JO1263. Porém, esse marcador foi identificado na época das secas,
periodo em que a incidéncia da mancha angular é maior, portanto uma possivel
explicacdo para maior produtividade esta no alelo proveniente do genitor ESAL
686, que apresenta resisténcia a essa doenca. Surpreendentemente, em Fy
observou-se o oposto. Entretanto, os resultados dessa geracdo devem ser

considerados com cautela, isto €, em razao das freqii€ncias de todos os alelos do
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ESAL 686 serem muito baixas, implica que um pequeno nimero de familias
contribuiram para a média. Ja a alta freqiiéncia dos alelos do Carioca MG
implica que um grande nimero de familias contribuiram para a média e, entre
elas, as de baixa produtividade devido a outros locos, resultando na reducio das
médias. Conseqiientemente, devem ser considerados principalmente os QTLs
identificados em Fs.

No caso da resisténcia a mancha angular e do maior peso de sementes a
maioria dos QTLs de interesse foram identificados no ESAL 686, como
esperado, tanto em Fg quanto em F,4. Portanto, o efeito das menores freqiiéncias
alélicas em F,; ndo interferiram na identificacdo dos QTLs, como na
produtividade de graos, provavelmente porque aqueles dois caracteres sdo de

controle genético mais simples (Mendonga et al., 2003).
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TABELA 5 — Médias de cada classe genotipica por marcador das familias Fg e

Faa.
Familia Fg
Primers Epoca / Cardter Média ATAT  Média A’A7  Média A'A’
BM157 Inverno (i) / produgao 4.770,06 3.744,09 4.150,25
BM143 Aguas (a) / produgio 1.447,38 1.293,40 1.115,63
BM152 Aguas (a) / produgio 1.405,76 1.219,96 1.052,62
JO1263 Secas (s) / produgao 2.269,98 2.655,97 -
BM152 (i)+(a)+(s) / produgao 2.831,62 2.724,63 2.610,27
BM154 (i)+(a)+(s) / produgdo 2.882,30 2.674,11 -
BM157 (i)+(a)+(s) / produgao 2.806,75 2.709,67 2.454,57
BM210 (i)+(a)+(s) / produgao 2.821,97 2.671,58 2.504,51
BM154 Secas / mancha angular 4,68 3,94 -
K03289 Secas / mancha angular 4,58 3,49 4,07
U77935 Secas / 100 sem. 25,57 28,79 -
X61293 Secas / 100 sem. 24,13 27,82 26,83
X52626 Secas / 100 sem. 25,62 28,56 -
X96999 Secas / 100 sem. 25,68 27,94 -
Familia F,,
BM143 Inverno (i) / produgéo 4.853,44 5.154,19 5.656,41
BM165 Aguas (a) / producio 1.860,77 2.662,75 -
BM210 Secas (s) / produgao 2.630,42 3.079,92 2.582,42
BM156 (i)+(a)+(s) / produgdo 3.120,35 3.479,46 3.406,34
BM201 (i)+(a)+(s) / produgao 3.196,77 3.080,60 -
u77935 (i)+(a)+(s) / produgao 3.201,00 2.854,14 2.852,59
BM156 Secas / mancha angular 5,41 4,65 4,75
JOA4555 Secas / mancha angular 5,16 591 -
M75856 Secas / mancha angular 5,30 7,27 -
U77935 Secas / mancha angular 541 4,95 4,40
BM211 Secas / 100 sem. 22,57 24,16 -

80



E importante considerar que existe a possibilidade dos marcadores, que
identificam QTLs, serem independentes das regides genOmicas identificadas.
Nesse caso, eles podem ter detectado os QTLs simplesmente pelo efeito da
selecdo natural, simultaneamente, sobre o QTL e o marcador. H4 assim, a

necessidade de confirmacao da validade dos marcadores identificados.
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4 CONCLUSOES

Utilizando o processo de regressdo linear multipla (Stepwise), foi
possivel identificar 10 marcadores para produtividade de graos, sendo 6
identificados na familia Fg e 4 na familia F,4, 6 marcadores para mancha angular
(Phaeoisariopsis griseola), sendo 2 identificados na familia Fg e 4 na familia F,4
e 5 marcadores para peso de 100 sementes, sendo 4 identificados na familia Fg e
1 na familia F,.

Observou-se a instabilidade dos QTLs nas duas populacdes que pode ser
conseqiiéncia das alteracdes nas proporcdes genotipicas dos caracteres estudados

e dos marcadores, em conseqiiéncia da sele¢do natural.
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TABELA 1A - Pares de primes microssatélites que identificaram polimorfismo nos genitores.

Primers Seqiiéncia SSR 5a3 Seqiiéncia do Primer Referéncia

ARISHST (€D Right  ACTGTAGCTCAAACAGGGOAC Gaitin-Sols et 1. 2002
AiS3559 (G Right  CTCAXAAACCACAACGCACC Gaitin-Sols et . 2002
AFissio @Ay Rigt  ATGTIGGGAACTTTTAGTGTG Gaiin-Sos t a1 202
AFiS3565 (TGOMTAGE  Rih  GGGCCGACAAGITACATCAAATTC Gatén-Solfs e al. 2002
AFisH6S (G Right  CCGGGACTTGCCAGAAGAAC Gaitin-Solis et . 2002
AFISIT0 €Dy Right  CTOAATCTGAGGAACGATGACCAG Gaitin-Solis et 2. 2002
ARSI €Dy Right  TGCTTGCATCTCAGCCAGAATC. Gaitin-Solis et 2. 2002
ARISHET3 (GAY Right  GTTAATTGITICCAATATCAACCTG Gaitin-Solfs e 1. 2002
e GAISGANs o oo Gaitin-Solfs et al. 2002
S GIWOAE i CenrCABGCCOATATOe Gaitdn-Solfs et al. 2002
ARiS379 (TAWCAW Rl TTCITTCATICATATTATTCCGTTCA Gaitin-Sols et 1. 2002
AP (@A) Right  GCAATACCGCCATGAGAGAT Gaitin-Solis et 2. 2002
igilggsg% (AT)s(GA)1 Ili?;tht gé:g?gg;:ééfg ACng%\é:TT Gaitén-Solis et al.,2002
illz/izg(élg% (GA)15 Ilifght %g?gggg?g?gﬁ?gggégff Gaitén-Solis et al.,2002
ARISI01 (G Right  TGAGCTGOGATTTCATTTCTG Gaitin-Sols et . 2002
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‘TABELA 1A, cont.”

Primers Seqiiéncia SSR 5a3® Seqiiéncia do Primer Referéncia

BM210 Left ACCACTGCAATCCTAATCTTTG e
AF483902 CDss Rightt  CCCTCATCCTCCATTCTTATCG Gaitdn-Solfs et al.,2002
BM211 Left ATACCCACATGCACAAGTTTGG e
AF483903 Do Right ~ CCACCATGTGCTCATGAAGAT Gaitdn-Solis et al.,2002
GATS91 Left GAGTGCGGAAGCGCGTAGAG e
AF483842 (GA Right  TCCGTGTTCCTCTGTCTGTG Gaitdn-Solis et al.,2002
101263 (ATCCO);(AG),  Left ATGCATGTTCCAACCACCTTCTC Vu et al.2000
PV-ATCC001 (TAC); Right ~ GGAGTGGAACCCTTGCTCTCATC .
104555 (CTT)5(T)3 Left GAGGGTGTTTCACTATTGTCACTGC Vu et al.2000
PV-CTTO001 (CTT)s Right  TTCATGGATGGTGGAGGAACAG .
K03289 Left AGCTTTCACACTATGACACCACTGG

PV-ATGC002 (ATGC)s Right  TGCGACATGAGAGAAAGACACGG Yuetal.2000
M75856 Left CAATCCTCTCTCTCTCATTTCCAATC Vu et al.2000
PV-AG001 Right ~ GACCTTGAAGTCGGTGTCGTTT uetal,
U18349 Left CTGAAGCCCGAATCTTGCGA

PV-GGC001 (GGO)s Right CGCGAGAGGTGAACGAAAGC Yu et al,,2000
U77935 Left CGTTAGATCCCGCCCAATAGT

pv-Gecaccoor  (GCCACO)s Right ~ CCGTCCAGGAAGAGCGAGC Yu et al,,2000
X52626 Left TCTCCATGCATGTTCCAACCAC

PV-ATCC003 (ATCC)s Right  GGAGTGGAACCCTTGCTCTCATC Yu etal.2000
X57022 Left AAGGATGGGTTCCGTGCTTG

PV-GAATO001 (GAAT)s Rightt ~ CACGGTACACGAAACCATGCTATC Yuetal.2000
X60000 (AT)A(T), Left ACCTAGAGCCTAATCCTTCTGCGT Vu et al.2000
PV-ATO003 (AT)s Right ~ GAATGTGAATATCAGAAAGCAAATGG .
X61293 (AT) Left AATCTGCCGAGAGTGGTCCTGCC Vu et al.2000
PV-AT004 18 Right  GATTGAAATATCAAAGAGAATTGTTAC uetal,
X74919 (AT) Left CCGTTGCCTGTATTTCCCCAT Yu et al..2000
PV-AT006 5 Right CGTGTGAAGTCATCTGGAGTGGTC

X96999 (AT) Left AGTCGCCATAGTTGAAATTTAGGTG Vu et al.2000
PV-ATO008 o Right  CTTATTAAAACGTGAGCATATGTATCATTC uetal,
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TABELA 2A - Temperatura de anelamento, concentracdo de agarose e tempos
utilizados na eletroforese para a separado dos fragmentos de
DNA amplificados por cada par de primers

Primers Temp. de anelamento (°C) Agarose (%) Eletroforese (h)
BM139 55-55 2,5 3:15
BM141 55-55 2,5 3:00
BM143 55-55 2,5 3:15
BM149 55-55 2,5 3:00
BMI152 58-60 2,5 2:30
BM154 55-55 2,5 3:00
BM156 58-60 2,0 2:45
BM157 58-60 2,0 2:45
BM160 58-60 2,0 2:45
BMI164 58-60 2,5 3:00
BM165 58-60 2,5 3:00
BM172 58-60 2,0 2:30
BM175 58-60 2,5 3:00
BM201 58-60 2,5 3:00
BM205 58-60 2,5 3:00
BM210 68-60 2,5 3:15
BM211 58-60 2,0 3:00
GATS91 58-60 2,5 3:10
JO1263 58-60 2,5 3:00
JOA4555 58-60 2,0 3:00
K03289 58-60 2,0 2:30
M75856 58-60 2,5 3:00
U18349 55-55 2,5 3:00
U77935 58-60 2,5 3:00
X52626 55-55 2,5 3:00
X57022 58-60 2,5 2:45
X60000 58-60 2,5 2:45
X61293 55-55 2,5 3:30
X74919 58-60 2,0 3:00
X96999 46-46 2,5 3:00
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TABELA 3A - Tamanho das bandas (pb) relativas ao Carioca MG, ESAL 686 ¢
0 ‘Bulk’em F ..

Primers Carioca MG (pb) ESAL 686 (pb) ‘Bulk” (pb)
BM139 100 129 100
BM141 209 170 209
BM143 155 178 155
BM149 295 300 295
BM152 129 141 129
BM154 - 275 -
BM156 209 219 209
BM157 110 126 110
BM160 182 209 182
BM164 162 200 162
BM165 229 245 229
BM172 79 100 79
BM175 178 200 178
BM201 178 145 178
BM205 200 204 200
BM210 229 224 229
BM211 174 200 174
GATS91 224 200 224
JO1263 200 158 200
JO4555 158 182 158
K03289 158 145 158
M75856 224 214 224
U18349 209 224 209
U77935 89 100 89
X52626 200 178 200
X57022 200 204 200
X60000 158 178 178
X61293 170 186 170
X74919 174 138 174
X96999 229 245 229
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