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SANTOS, Fernanda Raquel Camilo dos. Obtencdo de linhagens de graos do tipo
especial em Phaseolus vulgaris por meio de retrocruzamentos. 2009. 61f.
Dissertacdo (Mestrado em Genética, Melhoramento Vegetal e Biotecnologia) — Pos
Graduagao — IAC.

RESUMO

O propodsito do presente estudo foi aumentar o tamanho do grio de trés linhagens
(Gen99TGR1-10, Gen96A14-7-3-15-3V2 e Gen99TG8-83) por meio de
retrocruzamentos com cultivares de tamanho grande de grao (Brancao Argentino,
Hooter e DRK-18). Essas cultivares sdo dos tipos branco, rajado e vermelho,
respectivamente, porém, de baixo potencial produtivo, sobretudo quanto a resisténcia as
principais ragas de antracnose presentes no estado de Sao Paulo (ragas 31, 65 e 89).
Durante o avango de geracdes foram empregados marcadores moleculares do tipo
microssatélites a fim de direcionar a sele¢ao para plantas com genoma mais proximo ao
genitor doador (grdos pequenos), e foram obtidos pardmetros genéticos para a
caracteristica massa de sementes. Os resultados revelaram a presenca de genes
deletérios em um dos cruzamentos, formado por gendtipos de pools génicos distintos
(Andino e Mesoamericano). A heranga da caracteristica massa de semente apresentou
diferenca entre os cruzamentos reciprocos, evidenciando ser uma caracteristica com
heranca materno. A sele¢do assistida por marcadores moleculares praticada nas
geragdes RC,F e F4 apresentou o mesmo grau de recuperagdo do genoma do genitor de
interesse. Portanto, ¢ mais vantajoso aplicar a selecdo assistida por marcadores
moleculares (SAM) na geragdo F4, por ser alcangcada mais facilmente. Foram obtidos
gendtipos com graos de massa semelhante a do genitor de maior massa, e resistentes as
ragas 31, 65 e 89 de antracnose.

Palavras-chave: feijdo, heranca materna, parametros genéticos, melhoramento,
microssatélites, selecdo assistida por marcadores.
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SANTOS, Fernanda Raquel Camilo dos. Obtaining special commom beans lines by
backcrossing. 2009. 61p. Dissertation (Master Degree in Plant Breeding) — Graduated
School — TAC.

ABSTRACT

The purpose of this study was to increase the size of seeds of three lines (Gen99TGR1-
10, Gen96A14-7-3-15-3V2 and Gen99TG8-83) by backcrossing with large varieties of
seeds (Brancdo Argentino, Hooter and DRK-18) representing the types white, stickered
and red, respectively, but low yield potential, particularly for resistance to the major
races of anthracnose on the state of Sao Paulo (races 31, 65 and 89). During the progress
of generations was used the microsatellite molecular markers to guide the selection of
plants with genetic background closer to the parent donor (small seeds) and genetic
parameters obtained for the characteristic mass of seeds. The results revealed the
presence of deleterious genes in one of the crossings, consisting of genotypes of
different gene pools (Andean and Mesoamerican). The inheritance of the characteristic
mass of seed showed the difference between reciprocal crosses, showing to be a
characteristic with maternal effect. The selection assisted by molecular markers in place
and F, generations RC,F; had the same degree of recovery of the parent genetic
background of interest and therefore more beneficial to implement marker assisted
selection (SAM) in the F4 generation, being less laborious to obtain. Was obtained,
finally, genotypes showing seed mass similar to the parent of higher mass, but resistant
to races 31, 65 and 89 of anthracnose.

Keywords: common bean, maternal inheritance, genetic parameters, breeding,
microsatellite, selection assisted by markers.

xiil



1 INTRODUCAO

Antes do surgimento do feijdo tipo carioca, no inicio da década de 1970, o
mercado de feijoes era representado por grande cultivar de tipos de graos. O tipo carioca
ganhou a preferéncia de boa parcela da populagdo consumidora e produtora e,
atualmente, representa cerca de 70% desse mercado, sendo o tipo preto o segundo mais
preferido.Tem ocorrido crescente demanda por novos tipos de graos, cujo cultivo pode
ser uma Otima opg¢do para pequenos e médios agricultores que, em sistema familiar,
respondem por 67% da producao nacional de feijao (CARBONELL, 1999).

Segundo EMBRAPA (2007), os feijoes do tipo especial t€ém mercado externo
garantido na Europa e Asia. THUNG et al. (2008) relataram que eles podem ser
explorados também no Brasil, desde que o pais consiga estabelecer uma cadeia
produtiva de feijao do tipo especial, composta por produtor, exportador e/ou traders,
industria e consumidor.

Entre os graos comercialmente importantes estdo os tipos Cramberry, tipico da
cultivar Hooter, Dark Red Kidney, caracteristico da cultivar DRK-18 e o tipo Alubia,
tipico do acesso Brancdo Argentino. As caracteristicas mais importantes para esses tipos
de grdos sdao o formato cilindrico e calibre de 170 graos em 100 gramas (g). Esses
materiais possuem, como principais defeitos agronomicos, a suscetibilidade as racas
fisiologicas 31, 65 e 89 de Colletotrichum lindemuthianum, agente causador da
antracnose, ¢ baixa produtividade, em funcdo da adaptabilidade moderada as condigdes
de cultivo no Brasil.

As linhagens Gen99TGR1-10, Gen99TG8-83 e Gen96A14-7-3-15-3V-2,
respectivamente, dos tipos Alubia, Cramberry e Dark Red Kidney, originadas do
programa de melhoramento genético de feijoes para graos especiais do IAC, sdo
resistentes a antracnose e apresentam alta produtividade. Entretanto, essas linhagens nao
apresentam graos fenotipicamente atrativos ao mercado consumidor, necessitando de
correcdes do formato e tamanho do grao.

Dentre os diversos métodos de melhoramento empregados em plantas
autdgamas, o retrocruzamento ¢ usado especialmente para melhorar a expressao
fenotipica de uma caracteristica de um dado cultivar para o qual ele ¢ deficiente

(RAMALHO et al., 2001). Nesse método, a geracdao obtida do cruzamento entre duas



linhagens genitoras ¢ retrocruzada com uma delas, considerada como pai recorrente,
sendo que, a cada geracdo de retrocruzamento, a propor¢do do genoma do genitor
doador, que possui a caracteristica desejada, ¢ reduzida pela metade. Segundo FEHR
(1987), o genitor recorrente deve apresentar os atributos agrondomicos desejados, pois
apenas uma caracteristica sera adicionada ao mesmo.

Com o desenvolvimento das técnicas de marcadores moleculares e a criagdao de
mapas genéticos a partir dos mesmos, a selec¢do assistida por marcadores (SAM) tornou-
se atraente para os melhoristas, podendo ser aplicada nos varios ciclos de cruzamentos
realizados no método do retrocruzamento (BENCHIMOL, 2003). Segundo FERREIRA
& GRATTAPAGLIA (1998), a utilizagdo da SAM ¢ a aplicagdo mais concreta da
tecnologia de marcadores no melhoramento, em programas de introgressdo via
retrocruzamento, pois permite a selecdo de individuos que apresentam, além do gene de
interesse, uma maior propor¢ao do genoma recorrente.

Tratando-se de caracteristicas quantitativas, atualmente o que vem sendo
realizado ¢ a identificacio de QTLs (Quantitative Trait Loci) ligados a essas
caracteristicas, conforme vasta literatura sobre esse tema (BERNANDO, 2008). Porém,
o sucesso da técnica tem-se demonstrado limitado, pois a maioria dos QTLs
encontrados responde por apenas uma pequena parcela da variabilidade fenotipica. O
mesmo autor afirmou ser relativamente facil identificar QTLs, mas raro ¢ o seu sucesso
na SAM.

Os objetivos deste trabalho foram:

- Aumentar a massa ¢ melhorar o formato de graos dos tipos branco, rajado e
vermelho, de linhagens avancadas do programa de melhoramento genético do feijoeiro
do IAC, por meio de retrocruzamentos com cultivares doadoras de caracteristicas
desejadas para feijoes de graos do tipo especial;

- Introduzir e avaliar a eficiéncia da selecdo assistida por marcadores moleculares
no programa de retrocruzamento para graos especiais de feijdo, como ferramenta para
recuperacdo do background gendmico das linhagens genitoras doadoras de boas

caracteristicas agrondmicas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijoes do tipo especial

Durante o processo de domesticagdo do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), em
conseqiiéncia do isolamento geografico, houve a formagdo de conjuntos génicos
adaptados as diferentes condi¢cdes ambientais, sendo o andino e o mesoamericano 0s
principais (HANNAH et al.,, 2000; VIEIRA et al., 2005). O conjunto Andino ¢
caracterizado, principalmente, por feijdes de graos grandes, enquanto que os
mesoamericanos possuem sementes pequenas (GEPTS & DEBOUCK, 1991).

Sao chamados graos do tipo especial aqueles que diferem do carioca e do preto.
Antes de 1970, existiam dezenas de cultivares de feijao no Brasil, a maioria de grdos
pequenos, mas haviam também de graos grandes, dentre elas Irai, Jalo ¢ Mantegdo, as
quais persistem até hoje, embora produzidas e consumidas em pequenas quantidades.
Houve, nessa década, necessidade urgente de aumentar a producdo de graos e, devido a
estabilidade de producdo e maior rendimento, foram adotadas as cultivares de grdos
pequenos, com a preocupacdo de nelas incorporar resisténcia as doengas mais
importantes do feijoeiro (GRAFTON & SINGH, 2000 apud THUNG et al., 2008).

Segundo THUNG et al. (2008b), no inicio da década de 1980 houve grande
restricdo, pelos grandes compradores, atravessadores e distribuidores de feijao no
Brasil, a comercializacio de -cultivares diversificadas. Em conseqiiéncia houve
diminui¢ao da producdo e comercializagao de tipos como mulatinho do Nordeste, roxo,
roxdo e rosinha de Minas Gerais e¢ Brasil Central entre outros. Atualmente, a
comercializagdo de feijoes graidos como Jalo, Canario, Rajado, Roxo e Rosinha se
restringe a mercados locais, sendo, juntos, responsaveis por 3% da producdo nacional
(PICHEL, 2006). Esses feijoes tém origem andina e sdo muito suscetiveis as doengas e
pragas (SINGH, et al., 1991).

Diante desse cenario, o Brasil tornou-se o maior produtor mundial de feijao. A
grande demanda interna pelo produto e a preferéncia nacional pelo tipo carioca, de
graos pequenos, sdo fatores limitantes para a exportagdo de feijdo. As cultivares
brasileiras de feijdo, com exce¢do das do grupo comercial preto, ndo sao
comercializadas ou encontram-se indisponiveis no mercado internacional (THUNG et

al., 2008b), que aprecia feijoes de graos grandes e coloridos.



Os paises desenvolvidos requerem qualidade dos graos normalmente expressa
pelo maior tamanho de graos, além de uniformidade na cor, forma e calibre do grupo
comercial pretendido.

As formas dos graos de feijdo no mercado internacional sdo redonda, eliptica e
ovoide. Quanto as cores, sao consideradas, dentre outras, branca, creme, marrom ¢
amarela. A maioria desses feijoes ¢ fosca e a combinacdo dessas caracteristicas forma a
classe comercial internacional, que ¢ semelhante a adotada nos Estados Unidos (USDA,
1982), um dos maiores exportadores de feijao.

Segundo MEDINA (2008), os mercados tradicionais de feijdo Alubia ou tipo
branco tém sido os paises da Europa Ocidental, em ordem: Espanha, Italia, Portugal e
Franca. Tais paises demandam melhor qualidade, com graos superiores, da ordem de
170 a 185 graos para cada 100 gramas (média de 0,55 a 0,59 gramas por semente).
Paises como Argélia, Israel e Libia demandam graos brancos de menor tamanho (240,
260 ou 300 graos por 100 gramas), com menor valor no mercado.

O mercado dos feijoes tipo Cranberry (rajados) concentra-se principalmente na
Espanha e Itdlia, sendo também os de maior qualidade aqueles que apresentam entre
170 e 185 graos em 100 gramas (MEDINA, 2008).

Os graos do tipo Dark Red Kidney (DRK) sdo comercializados principalmente
na Espanha e Panamad, sendo o produto de maior qualidade, assim como para os tipos
Alubia e Cranberry, aqueles que apresentam entre 170 e 185 graos por 100 gramas. Esse
tipo de grdo ¢ também comercializado em programas de ajuda humanitaria de paises
Europeus para a América Central, ¢ os de menor massa tém valor econdmico inferior
(MEDINA, 2008).

As grandes empresas brasileiras comegam, por falta de opg¢des no mercado
interno, a importar feijoes de classes do mercado internacional e, sob a forma de
contratos de produ¢do, multiplicam os materiais e procuram entrar nesse nicho global de
mercado. O problema ¢ que esses materiais ndo foram melhorados para as condigdes
tropicais e, diante desse fato, a unica forma econdmica viavel para a multiplicagdo do
“grao semente” seria sob ambientes naturalmente sadios, como no municipio de Lagoa
da Confusao (Tocantins). H4, entdo, necessidade de identificar feijoes especiais que
melhor se adaptem as condi¢des de cultivo do pais (EMBRAPA, 2007).

No Brasil, o melhoramento genético dos feijoes especiais (Jalo, Bolinha, Jabola,

Vermelho, Rajado, Brancos, Pintados, Canarios, entre outros) ainda ¢ considerado



pequeno e recente quando comparado ao melhoramento dos tipos carioca e preto,
principalmente no estado de Sdo Paulo.

A Embrapa Arroz e Feijdo vem selecionando tipos de graos promissores para
exportagdo. O trabalho se iniciou com 200 amostras cedidas pelo Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT), com sede na Colombia. Atualmente, trés linhagens se
destacam, uma com grao roxo graudo (Dark Red Kidney), outra com grao rajado de

fundo bege e listras vinho (Cranberry) e a ultima de grao branco (EMBRAPA, 2007).

2.2 Antracnose do Feijoeiro

A antracnose ¢ uma das doencas de maior importancia da cultura do feijoeiro,
especialmente em localidades com alta umidade relativa do ar e temperaturas de
moderadas a frias, sendo seu agente causal o Colletotrichum lindemuthianum (Sacc.
&Magnus). As perdas ocasionadas por esta doenga podem ser totais quando sdo
semeadas sementes infectadas em ambientes favoraveis ao crescimento do patdégeno, ou
sendo maiores quanto mais precoce for o seu aparecimento na lavoura.

A sintomatologia causada por C. lindemuthianum ¢é descrita por lesdes necroticas
de coloracdo marrom-escura presente nas nervuras principais e na face inferior da folha
e vagens. No hipocoétilo podem ser observadas lesdes alongadas, superficiais ou
deprimidas, podendo causar o estrangulamento e morte da planta (KIMATI et al. 1997).
Além de diminuir o rendimento da cultura, a antracnose deprecia a qualidade do produto
por ocasionar manchas nos graos, desvalorizando-o comercialmente (CHAVES, 1980).

Essa doenga pode ser encontrada ndo apenas no Estado de Siao Paulo, mas
também nos outros principais estados produtores de feijao no Brasil, como Rio Grande
do Sul, Santa Catarina, Parand, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Espirito Santo,
Alagoas, Sergipe e Paraiba (ALZATE-MARIN et al. 2003).

O C. lindemuthianum possui ampla variabilidade em relacdo a capacidade de
causar doenga em varias cultivares. Tal variabilidade ¢ identificada como diferentes
racas fisioloégicas (SARTORATO, 2002), cuja nomenclatura das racas foi padronizada
pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical, em 1988 (CIAT, 1990).

A dissemina¢do do patdégeno por meio de sementes infectadas ¢ altamente
eficiente, possibilitando o intercambio de diferentes racas entre diversas regioes
produtoras (RAVA et. al., 1994). De acordo com observacdes de TALAMINI et al.
(2004), as racas que apresentam maior distribui¢do geografica no Brasil sdo 65, 69, 73 e

81. No Estado de Sao Paulo, CARBONELL e colaboradores (1999) identificaram trés



principais racas do patogeno na cultura do feijao, 31, 65 e 89, sendo a raga 89 a mais
agressiva das trés. CHIORATO (2005) avaliou os resultados obtidos na reacao de 993
acessos do Banco de Germoplasma do IAC a estas trés racas fisiologicas de C.
lindemuthianum. Seus resultados revelaram que, destes, 172 mostraram-se resistentes a

elas.

2.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares passaram a ser utilizados no melhoramento
genético de plantas na década de 1980 (SOLLER & BECKMANN, 1983). Na teoria,
desde que revele polimorfismo entre individuos, todo fragmento de DNA pode ser
utilizado como marcador molecular. Comparados aos marcadores morfologicos,
oferecem amplas vantagens, pois ndo sofrem influéncias do ambiente e do estadio
fisiologico de desenvolvimento das plantas (SOUZA, 2001), permitindo a identificagdo
mais precisa dos genotipos em qualquer fase de desenvolvimento, além de fornecer um
numero quase ilimitado de polimorfismos, distribuidos ao longo de todo o genoma
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores microssatélites consistem de pequenas seqiiéncias com 1 a 6
nucleotideos de comprimento repetidas em tandem, que ocorrem naturalmente no
genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). Sao marcadores codominantes e sua
freqliéncia ¢ relativamente alta (AKKAYA et al., 1992). Acredita-se que durante a
replicacdo de uma regido repetitiva, as fitas de DNA separam-se e unem-se novamente
de forma incorreta, o que geraria copias de trechos de alelos com diferentes tamanhos
ou numeros de repeticdes, por meio da insercdo ou dele¢do de uma unidade de
repeticdo. O problema também pode estar associado ao sistema de reparo pela DNA
polimerase ou ainda, ser conseqiiéncia do processo de recombinacdo (FIELD & WILLS,
1996). Outro fator que também pode ser responsavel pela alta taxa de polimorfismo
destes marcadores € o crossing-over desigual, que por problemas no pareamento dessas
seqiiéncias durante o quiasma, aumenta a taxa de mutacdo das regides microssatélites
(SCHLOTTERER et al., 1998).

As regides que contém as seqiiéncias simples repetidas sdo amplificadas por
PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando-se um par de primers especificos que
flanqueiam o microssatélite. Esta técnica revela polimorfismo em um loco devido a
diferengas no niimero de vezes (n) em que, por exemplo, um dinucleotideo (AG), se

repete naquele loco. Cada segmento amplificado de tamanho diferente representa um



alelo diferente do mesmo loco e, por este motivo, os marcadores microssatélites sao

multialélicos (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

2.4 Selecao Assistida por Marcadores (SAM)

A selecdo assistida por marcadores poderia aumentar a eficiéncia do
melhoramento de plantas se comparada com os métodos de melhoramento
convencionais, visto que os marcadores moleculares ndo sdo influenciados pelo
ambiente e sdo transmitidos mendelianamente. O principio da selegdo assistida baseia-
se na correlacdo genética entre a marca e os diferentes genes envolvidos no controle do
carater (RAMALHO & LAMBERT, 2004).

DERHER et al. (2003), em um estudo comparativo entre custo-beneficio da
realizacdo de retrocruzamento convencional e o assistido por marcadores moleculares
microssatélites, consideraram que a selecdo de genotipos através da SAM por
microssatélites apresenta um melhor custo-beneficio, quando comparado a seleg¢do
convencional.

Uma consideragdao em relacdo ao uso da sele¢do assistida por marcador € o fato
de ser necessaria a obtencdo de informagdes dos caracteres de interesse agronomico
com o maior rigor cientifico possivel para a constru¢do de mapas genéticos de ligagao
de regides de interesse saturadas de marcadores. Esse procedimento ¢ demorado e de
elevado custo (MELCHINGER et al., 2004). Porém, BERNARDO (2008) afirma que
futuras aplicagcdes de SAM irdo focar em metodologias para selecdo baseada em
marcadores, além da fenotipica e sem a utilizagdo de QTLs.

Em feijoeiro, a SAM vem ocorrendo com sucesso no casos dos alelos de efeito
principal, que em geral controlam os caracteres mono ou oligogénicos. Tais caracteres
possuem alta herdabilidade e, conseqiientemente, a selecdo fenotipica ¢é eficiente
(SANTOS, 2005).

ALZATE-MARIN et al. (2005) realizaram a SAM visando ao desenvolvimento
de feijoeiro resistente a doengas e obtiveram resultados satisfatorios. Mais
recentemente, BERALDO (2007) utilizou marcadores SCARs ligados aos principais
genes de resisténcia a antracnose para selecdo e obtencdo de linhagens avangadas de
feijoeiro contendo o maior nimero desses genes.

Os relatos de identifica¢do de Quantitative Trait Loci (QTL) t€ém aumentado nos
ultimos anos. Em feijdo, ja foram utilizados marcadores do tipo RFLP, RAPD, AFLP,

SSR e SCARs para localizacgdo de QTLs associados a diversas caracteristicas



agrondmicas, dentre elas produtividade, dias de florescimento e massa de 100 sementes.
(TARAN et al., 2003; MELO et al., 2002; FALEIRO et al., 2003; MURRAY et al.,
2004; RODRIGUES, 2004; TEIXEIRA, 2004).

BLAIR et al. (2006) mapearam QTLs derivados de marcadores microssatélites,
SCARs e marcadores de faseolina em feijoeiro, usando linhagens do cruzamento entre
uma cultivar andina e uma selvagem. Nesse estudo, foram identificados 41 QTLs para
oito caracteristicas avaliadas, sendo cinco para peso de sementes, dois para dias para
florescimento e um para producao, estaveis em dois ou mais ambientes.

Algumas limitagdes para identificagdo e aplicagdo de QTLs em programas de
melhoramento genético t€m sido consideradas por diversos autores. Em revisao sobre o
tema realizada por PEREIRA (2006), foi evidenciado que o numero de QTLs ¢
relativamente baixo, sendo que em 50% dos estudos relatados na literatura foram
identificados de 1 a 3 QTLs, enquanto mais de 10 QTLs foram identificados em apenas
12% dos estudos, e que a maioria dos QTLs explicam pequena parcela da variagdo
fenotipica. Entre os 747 QTLs relatados, 32% explicaram de 1 a 5% da variagdo
enquanto que 40% deles explicaram de 6 a 10% da variacdo. Em estudo de simulagdo
com populagdes pequenas foi observado superestimagdo dos seus efeitos, além do
pequeno numero de QTLs identificados (BERNARDO, 2002).

Segundo o mesmo autor, ¢ relativamente facil identificar um QTL em
experimentos de mapeamento, mas validar os efeitos dos QTLs previamente mapeados
¢ uma tarefa mais dificil. BERNARDO (2002) comenta que os resultados obtidos por
BEAVIS (1994) indicam que uma populacao para mapeamento deve ter cerca de 500
individuos ou familias, mas que o custo da avaliagdo fenotipica e molecular desse
nimero de progénies ¢ muito alto. O autor relata ainda que a maioria dos estudos de
mapeamento, em diferentes espécies, utiliza populagdes com menos de 250 individuos
ou familias e, conseqlientemente, os efeitos da maioria dos QTLs relatados na literatura
estdo superestimados.

Outra dificuldade na identificacdo de QTLs ¢ a forte interagdo do QTL com o
ambiente, que corresponde a ocorréncia de efeitos genéticos de magnitudes ndo
coincidentes para dado QTL mapeado em diversos ambientes, ou a ndo expressao do
QTL em alguns dos ambientes avaliados, problema ndo exclusivo da selegdo com
marcadores (PEREIRA 2008).

PEREIRA et al. (2008) utilizaram QTLs ligados a alta produtividade para

selecdo assistida e realizaram a comparagcdo com selecdo baseada apenas no fenotipo.



Os autores relatam que a ampla variabilidade entre familias e as altas estimativas de
herdabilidade possibilitaram obter elevados ganhos com a selecdo fenotipica. Os
marcadores explicaram pequena percentagem da varia¢do fenotipica e apresentaram alta
interagdo QTL x ambiente e QTL x populacdo. Esses autores concluiram que a sele¢ao
assistida por marcadores moleculares para caracteres quantitativos gerou baixos ganhos
e que a coincidéncia de familias selecionadas pelas duas metodologias foi baixa,
evidenciando, neste caso, a ineficiéncia do método, principalmente pela pouca
disponibilidade de marcadores ligados a QTL. BERNARDO (2008), em revisdo sobre o
uso de marcadores moleculares para selecdo de caracteristicas complexas em plantas,
dedica um capitulo da revisdao a utilizagdo de QTLs intitulado Inconsisténcia das

estimativas dos efeitos de QTLs; refor¢ando as limitagdes da utilizagdo dos QTLs.

2.5 Mapas Genéticos

Muitos mapas de ligacdo tém sido desenvolvidos para o feijoeiro ¢ o que
distingue estes mapas sdo: genitores utilizados, geracdo de segregacdo na qual foram
estabelecidos, as caracteristicas que segregam em cada populacdo, tipo e numero de
marcas utilizadas, além do grau de saturagdo do genoma. (GEPTS, 1999).

GEPTS (1999) comenta que apesar destas muitas diferengas, estes mapas tém a
mesma caracteristica que ¢ a escolha dos genitores, pois devido ao fato de o feijao
consistir em dois pools génicos maiores, os genitores das populacdes de mapeamento
tém sido escolhidos por pertencerem a pools génicos diferentes, ja que experimentos
tém demonstrado que o polimorfismo entre estes genodtipos aumenta consideravelmente
(DUARTE et al. 1994), e a escolha vem sendo feita portanto com a preocupagdo de
elevar o polimorfismo.

A comparagdo entre diferentes mapas de ligacdo de Phaseolus vulgaris tem sido
obtida com sucesso. FREYRE et al. (1998) criaram um mapa entre os genitores BAT93
x Jalo EEP558 e alinhou com mapas ja existentes, a correspondéncia deste mapa (mapa
de Florida) entre os mapas obtidos por GEPTS et al. (1993) (mapa de Davis) e por
ADAM-BLONDOM et al. (1994) (mapa de Paris), que foram obtidos com diferentes
gendtipos também representantes dos grupos Andino e Mesoamericano, mostraram que
ndo ocorreram grandes rearranjos no genoma do feijoeiro. Desta forma, foi obtido o
mapa integrado contendo 470 marcas RFLP, 570 de RAPD e 40 marcadores
bioquimicos e morfologicos, cobrindo 1226 cM, Os autores denominaram os grupos de

ligacdo por B1 a B11, nomenclatura esta que foi adotada por diversos autores.



Mais recentemente YU et al. (2000) e BLAIR et al. (2003) formaram novos
mapas a partir de marcadores microssatélites. BLAIR et al. (2003) compararam o seu
mapeamento com o obtido por YU et al. (2000) e encontraram grande consisténcia na
localizagdo das marcas SSR ao longo do genoma, mesmo tendo utilizadas diferentes

populagoes.

2.6 Heranca Materna

Segundo RAMALHO et al. (2000), um pequeno grupo de caracteres ¢ herdado
gracas aos genes ou produtos génicos presentes no citoplasma. O gameta feminino
contribui com a quase totalidade do citoplasma para o descendente ¢ a herancga destes
caracteres ¢ diferente daquelas controladas por genes nucleares. Assim, para se
constatar esse tipo de heranca, deve-se verificar se existe diferenca entre os resultados
de um cruzamento e de seu reciproco.

O efeito materno ¢ um caso de heranca controlado pelos genes nucleares da mae,
que sdo responsaveis por certas condi¢cdes do citoplasma do ovulo. Essas condigdes
determinam a expressdo fenotipica de alguns caracteres do filho, independentemente
dos genes doados pelos pais. Contudo, ¢ importante salientar que o efeito materno na
expressao destes caracteres nos descendentes se da apenas por uma, ou no maximo duas
geragdes (RAMALHO et al., 2000).

Quando ocorre efeito materno, atencao especial deve ser dada no momento da
selecdo de genotipos superiores, pois o fenotipo dos descendentes serd dependente do
gendtipo materno. Assim, a selecdo de sementes individuais na geracdo F, sera
totalmente ineficaz, pelo fato dos gendtipos destas sementes serem semelhantes e
representarem a expressdo do gendtipo da planta F; (RAMALHO 2000). Caracteres
como o teor de proteina (LELEJI et al., 1972), tempo de cozimento dos graos
(RIBEIRO et al., 2006) e o teor de calcio (JOST, 2008) apresentam efeito materno.

A heranca extracromossomica ocorre quando os genes estdo situados em
organelas do citoplasma, sendo os principais portadores destes genes as mitocondrias e
os plastos. O descendente de um cruzamento recebe essencialmente o citoplasma do
6vulo; assim os caracteres devidos a genes citoplasmaticos se expressam no filho,
apresentando sempre o mesmo fendtipo do gendtipo feminino (RAMALHO et al.,
2000), sendo entdo prevista. A macho-esterilidade ¢ o exemplo mais conhecido de

heranca citoplasmatica utilizada no melhoramento de plantas.
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos no Centro Experimental da Fazenda Santa Elisa,
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), no laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Recursos Genéticos Vegetais, € em casas de
vegetacdo e campo da APTA — Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronegécio, no

Centro de Graos e Fibras.

3.1 Material Vegetal

Foram utilizados seis gendtipos de feijao de graos especiais (trés cultivares e trés
linhagens) para a realizacdo de trés cruzamentos distintos, sendo um dos cruzamentos
representado por genitores do tipo branco (cultivar Brancdo Argentino x linhagem
Gen99TGR1-10), outro por genitores do tipo vermelho (cultivar DRK-18 x linhagem
Gen96A14-7-3-15-3V2) e um terceiro cruzamento envolvendo genitores do tipo rajado
(cultivar Hooter x linhagem Gen99TGS8-83). A Figura 1 ilustra os tipos de grios
correspondentes aos materiais citados ¢ a Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas
desses materiais. Todos os genotipos utilizados nos cruzamentos pertencem ao Banco

de Germoplasma de Feijoeiro do Instituto Agrondmico.

Tabela 1. Caracteristicas dos genitores Phaseolus vulgaris utilizados para realizagdo
dos cruzamentos: genealogia, tipo de grdos, caracteristicas referentes a semente, habito
de crescimento e resisténcia a antracnose.

Linhagem Sementes
'S Genealogia Tipo de grao Massa 100  Hébito de Resistente a
/cultivar Tamanho .
sementes (g) crescimento Antracnose
Brancgo desconhecida Branco Grande 50,0 1T Niao
Argentino
Chileno x (Chileno . .
Gen99TGR1-10 x IAC-Carioca Eté) Branco Pequena 30,41 II Sim
Hooter desconhecida Rajado Grande 50,0 I Nao
Pompador . . .
Gen99TGS8-83 < IAC-Carioca Eté Rajado Mediana 33,97 1 Sim
DRK-18 desconhecida Vermelho Grande 50,0 I Nao
Gen96A14-7-3-  (IAC-Carioca Akyta x Xan251) Vermelho Pequena 29.26 I Sim

1-53V-2 x (IAC-Carioca Pyatd x Marl)

Sementes Fg das linhagens utilizadas foram plantadas em vasos mantidos em
casa-de-vegetacdo, sendo que cada vaso recebeu duas sementes da mesma linhagem. Ao
todo foram semeadas 20 sementes de cada linhagem, totalizando 10 vasos, e duas

plantas por vaso, que receberam agua e nutrientes de acordo com as necessidades
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exigidas pela cultura do feijoeiro. Os vasos foram dispostos em bancadas para facilitar o

cruzamento dirigido na época de floragdo.

Figura 1 Fotografias ilustrativas de sementes das cultivares (a) e linhagens (b) de feijao
(Phaseolus vulgaris) do tipo especial: 1a- Brancdo Argentino, 1b- Gen99TGR1-10; 2a
Hooter, 2b - Gen99TGR8-83; 3a- DRK-18, 3b- Gen96A14-7-3-15-3V-2.

Para a realizacdo dos cruzamentos dirigidos foi adotada a técnica de hibridagao

artificial descrita por NUCCI (1940), envolvendo a retirada das anteras do genitor
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feminino, com auxilio de pinga, e seguida de polinizagdo com poélen da flor doadora ou
2 2
genitor masculino. Optou-se por deixar preso ao estigma feminino uma antera ou um

grupo de anteras do genitor masculino.

3.2 Avanco até a Geracao RC; F,

As sementes F; originadas dos cruzamentos entre as cultivares (P;) e linhagens
(P») foram colhidas e plantadas novamente em vasos sob condi¢des 6timas na casa-de-
vegetacdo. Concomitantemente, sementes da cultivar recorrente, que sdo aquelas de
maior massa de semente foram também semeadas, de forma que vasos com gendtipos
previstos para cruzamento fossem mantidos em bancadas adjacentes para facilitar a
realizagdao das polinizagdes controladas. As sementes dos genitores recorrentes foram
semeadas com trés repetigdes, uma a cada semana, sendo uma semana antes, na mesma
semana € na semana seguinte ao plantio das sementes das plantas que seriam
retrocruzadas, visando a disponibilidade de flores para os cruzamentos. No periodo do
florescimento, foi realizado retrocruzamento entre estas plantas (F; x P;), conforme
citado no item 3.2.

As sementes RC;F; foram pesadas e delas selecionadas 40 sementes de cada
cruzamento para a realizacdo de novos retrocruzamentos. Para plantas RC;F; os
genotipos de semente de cor vermelha, foram submetidas a primeira selegcdo assistida
por marcadores, descrita no item 3.4.5. Para a formacdo da segunda geracdo de
retrocruzamento, novamente sementes da cultivar recorrente foram também semeadas.
No periodo do florescimento, foi realizado retrocruzamento entre estas plantas, sendo
que todas as plantas dos cruzamentos envolvendo genétipos de cor branca e rajada
foram utilizadas para o retrocruzamento. No caso do cruzamento entre feijoes de cor
vermelha da semente, foram utilizadas para retrocruzamento apenas as plantas
identificadas como promissoras pela selegdo assistida e as demais descartadas.

Entre as sementes FRC; geradas nos trés retrocruzamentos, foram selecionadas
apenas aquelas que apresentavam massa individual maior que a média de seus genitores
para avango de geragdes. Estas foram semeadas separadamente em vasos dispostos em
casa de vegetagdo para obtencdo de um ciclo de autofecunda¢do. No caso do
cruzamento envolvendo sementes do cruzamento DRK-18 x Gen96A14-7-3-15-3V-2
(sementes vermelhas), enquanto as plantas cresciam, foi aplicada pela segunda vez a
selecdo assistida por marcadores moleculares. Foram colhidas as sementes

autofencundadas apenas daquelas plantas que possuiam maior por¢do genOmica do
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genitor doador, sendo as demais descartadas. Para os cruzamentos de sementes brancas
e rajadas, todas as sementes geradas da autofecundagdo que formaram a geracdo F,RC,

foram pesadas uma a uma.

3.3 Avango até a Geracao F4

Dos trés cruzamentos, foram selecionadas 50 sementes de maior massa da
geracdo F, e semeadas individualmente em vasos mantidos em casa de vegetagdo até a
producdo da geracao F;.

As sementes F; foram colhidas e tomada a massa, em gramas, de cada uma, por
planta. No caso do cruzamento das sementes rajadas e vermelhas, em que houve grande
variacdo de cor nessa geracdo, além da massa, também foi considerado o carater
coloracdo das sementes, haja vista que esse carater deve possuir efeito materno.

De cada planta, foram selecionadas 24 sementes que apresentavam massa acima
da média dos pais. Essas sementes foram semeadas em linhas para obten¢ao da geragao
F4, em condi¢des de campo (Figura 2). Quando secas, as vagens foram coletadas por

fileira e as sementes de geracdo F4 reunidas para obten¢do da massa total.

Figura 2 Feijoeiros em geragdo F;, referentes aos cruzamentos entre genotipos de
sementes vermelhas, brancas e rajadas, semeados em campo experimental. Campinas,
2008.

Das sementes geradas, foram selecionadas as seis de maior massa dos

cruzamentos envolvendo sementes brancas e rajadas e colocadas para germinar em

camara BOD. Ao emitirem a radicula, foram transplantadas em caixa com vermiculita
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para serem avaliadas quanto a resposta as racas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum,
patdgeno causador da antracnose. A descri¢do desta avaliagdo encontra-se no item 3.5.
As seis progénies selecionadas do cruzamento entre DRK-18 x Gen96A14-7-3-
15-3V-2 e que apresentaram maior massa de sementes na geracao F, foram semeadas no
campo. De cada linha foi coletada amostra de uma planta para realizagdo da terceira

selecdo assistida, conforme descrita no item 3.4.5.
3.4 Marcadores Moleculares

3.4.1 Extracao e visualizaciao de DNA total

O procedimento adotado para extracdo de DNA total foi o mesmo para todas as
fases. O DNA foi extraido a partir de tecido fresco de folhas jovens maceradas na
presenca de N, utilizando o protocolo CTAB descrito por DOYLE & DOYLE (1990),
com modifica¢des: Para cada amostra, foram adicionados 200 mg do tecido macerado
em tubo plastico de 1,5 mL contendo 800 pL de tampdo de extra¢do pré-aquecido a
65°C. Os tubos foram fechados e agitados para ressuspender o tecido no tampao e
levados ao banho-maria (65°C) por 60 minutos, agitando-os manualmente a cada 10
minutos. Apds serem retirados do banho-maria e com a mistura em temperatura
ambiente, foram adicionados 700 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1) e os tubos
foram agitados por 1 minuto por inversdo obtendo-se uma emulsdo homogénea. Em
seguida, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante
transferido para novos tubos plésticos.

Foram adicionados 70% (v/v) do volume (= 500 pl) de isopropanol gelado,
misturado suavemente até formar um precipitado; os tubos foram centrifugados durante
10 minutos a 10.000g e, lentamente, descartado o maximo de sobrenadante invertendo
os tubos e deixando sobre a bancada por cerca de cinco minutos, sem perda do pellet.
Foram adicionados 500 pL de etanol 70% (v/v) para lavar o precipitado, deixando-o
imerso por 5 a 10 minutos, invertendo-o suavemente. Os tubos foram centrifugados
durante 5 minutos a 10.000g. Foi retirado o maximo do etanol sem perder o pellet.
Novamente, o pellet foi lavado por adigdo de 500 pL de etanol 95% (v/v) deixando-o
imerso por 5 a 10 minutos apos inversdes suaves dos tubos. Em seguida os mesmos
foram centrifugados por 5 minutos a 10.000g e retirado o maximo do etanol e o pellet
seco apos ter sido deixado sobre a bancada em temperatura ambiente por uma hora,

aproximadamente. Cada precipitado foi dissolvido em 100 pL de tampdo TE (10 mM
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Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0) acrescido de 1 uL. RNAse (10mg/mL) e deixado
sobre bancada overnight. O DNA total extraido de cada amostra foi armazenado a —
20°C.

Para verificacdo da qualidade e quantidade do DNA total extraido, 1 pL da
solucdo contendo DNA diluido em TE foi adicionado a 4 pL de H,O e a mistura
acrescentado 1 puL (6% do volume final) de tampao de carregamento de gel de agarose
(solugao de formamida contendo 0,10 % de azul de bromofenol e de xileno cianol, 50%
de glicerol e 0,01M de EDTA), totalizando 6 pL finais. A mistura foi depositada em gel
de agarose 1% para eletroforese do DNA total extraido por cerca de 45 min de migragao
(3,5 V/cm). Ao final, o gel foi imerso por 10 min em solug¢ao contendo 0,5 pg/mL de
brometo de etideo. A quantificacdo do DNA total extraido das amostras foi estimada
pela intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo sob luz ultra violeta
(UV), sendo comparada a concentracdo de padrdes de pesos moleculares conhecidos

(DNA do fago A).

3.4.2 Homogeneidade genética entre os parentais

Considerando que diversas plantas de cada linhagem foram utilizadas como
genitoras para os cruzamentos dirigidos, houve a preocupacao de se verificar o grau de
homogeneidade dentre elas, mesmo sabendo que se encontravam na oitava geracdo de
autofecundagdo. Para tanto, fizeram-se os testes com marcadores RAPD e SSR em 10
das vinte plantas utilizadas nos cruzamentos. Foi retirada e imediatamente imersa em
nitrogénio liquido uma folha no estaddio juvenil de cada planta utilizada, dos seis
genodtipos. Em seguida foi realizada a maceragdao das folhas e armazenado em

temperatura de -20°C para extragdo do DNA total.

3.4.2.1 Marcadores RAPD e SSR

Para obten¢ao dos marcadores RAPDs, foram utilizados dez primers (OPAK 20;
OPA18; OPI16; OPC08; OPB03; OPJ09; OPAC10; OPA04; OPAC20 ¢ OPASI13),
provenientes da Operon Technologies, Alameda, CA.

As reagdes de amplificacio de RAPD foram efetuadas em termociclador MJ
Research, modelo PTC-100 e PTC-200. O volume final das reagdes foi de 15 ul
contendo 50 ng de DNA, 10 mM Buffer 10x (50 mM de KCI; 10 mM de Tris-HCI, pH
8,9), 1,5 mM de MgCl,, 0,8 mM de dNTPs, 0,6 mM de primer, 1U de Tag polimerase;;
LGC Biotecnologia. A solucdo, preparada em placas de PCR foi programado para 39
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ciclos repetidos de 94°C por 15 s (desnaturagdo), 35°C por 30 s (anelamento) e 72°C
por Imin (extensdo). Apos, foi realizado um ciclo adicional de extensdo a 72°C por
Iminuto. As reagdes de RAPD foram aplicadas em gel de agarose 2,5% na presenca de
6% do volume de tampao de carregamento (solucdo de formamida contendo 0,10 % de
azul de bromofenol e de xileno cianol, 50% de glicerol e 0,01M de EDTA), ap6s cerca
de 2 horas de migracdo (3,5 V/cm), o gel foi imerso por 10 min em solu¢do contendo
0,5 pg/mL de brometo de etideo. E visualizado sob luz ultravioleta (UV),

Para a verificagdo da homogeneidade com marcadores SSR, foram utilizados os
locos BM 170; BM 160; BM 161; BM 164; BM 181; BM157 ¢ BM 184. As seqiiéncias
de bases nitrogenadas que formam estes primers sao apresentadas na Tabela 2, e a

descricao da obtencao ¢ visualizacdo esta descrita no item 3.4.3.

3.4.3 Obtencio e visualiza¢ao dos amplificados microssatélites

Para a amplificagdo dos locos microssatélites em todas as reacdes realizadas, as
condicoes foram as mesmas, de ciclos de reacdo e também de volumes e concentragdes
de reagentes, apenas diferenciando a temperatura de anelamento dos primers. As
condigdes estdo descritas a seguir.

As reagdes de amplificacdo (PCR) dos microssatélites foram efetuadas em
termociclador MJ Research, modelo PTC-100 e PTC-200. O volume final das reacoes
foi de 15 pl contendo 15 ng de DNA, 10 mM Buffer 10x, 1,5 mM de MgCl,, 0,8 mM de
dNTPs, 0,8 mM dos primers (forward e reverse), 1U de Taq polimerase. As amostras
foram submetidas a desnaturacdo inicial de 94°C durante 5 minutos, seguido de 30
ciclos de 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento, por 1 minuto, conforme
temperatura especifica do primer utilizado (Tabela 2) e a extensdo a 72°C por 1 minuto
e etapa final de 72°C por 20 minutos.

Os produtos resultantes da amplificagdo dos locos microssatélites foram
submetidos a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 7%. Para cada
amostra de 3 pl foram adicionados 3 pl de tampao formamida 2X (formamida 98 %,
EDTA 10 mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002 %, p/v e xileno cianol 0,002 %, p/v)
sendo em seguida realizada a desnaturagdo das amostras a temperatura de 95 °C por 3
minutos e imediatamente aplicada no gel. Como tampao para a corrida foi utilizado
TBE 1X. A corrida do gel teve a duragdo de aproximadamente 3 horas sob poténcia
constante de 70 W. A visualizagdo das bandas foi efetuada em solucdo de nitrato de

prata conforme descrito por CRESTE et al. (2001). E apds a secagem do gel, foi
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realizada a leitura das bandas e entdo obtida a imagem digitalizada do mesmo

utilizando uma camera digital.

3.4.4 Selecao dos locos SSR

A escolha dos locos SSR utilizados nas atividades de selegdo assistida foi
baseada na distribuicdo dos mesmos nos grupos de ligagdo do genoma de espécie
Phaseolus vulgaris. A idéia reside na hipotese de que o resgate da maior propor¢do do
genoma da linhagem doadora seria mais efetivo quanto mais bem distribuidos forem os
locos utilizados nos diferentes grupos de ligagdo da espécie. Assim, foram selecionados
locos SSR de mapas genomicos de feijao baseando-se em dois estudos, HARAND et al.
(2008) e outro de comunicagao pessoal, ainda ndo publicado, da pesquisadora Luciana
L. Benchimol, do Centro de Recursos Genéticos do IAC. Foram empregados 154 locos
para o presente estudo. Os locos SSR, a posicdo relativa dos mesmos nos diferentes
grupos de ligagdo da espécie bem como a seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados
nas reagdes de PCR e o tamanho do fragmento (alelo) esperado encontram-se resumidos
na Tabela 2. No caso dos locos fornecidos pela pesquisadora Benchimol, ndo foram
incluidas as sequéncias dos mesmos pois os seus resultados encontram-se em fase de
publicagdo.

Para obteng¢dao do polimorfismos, amostras foliares das seis plantas utilizadas
como genitoras foram utilizadas para extracdo e visualizagdo dos amplificados
microssatélites (itens 3.4.1 e 3.4.3) e comparagdo entre estas regides dos dois genitores
de cada um dos trés cruzamentos.

O polimorfismo (P) revelado entre os parentais foi avaliado de acordo com a

equagdo P = % emque: x ¢ o numero de locos polimorficos, € n € o nimero de

locos analisados.
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Tabela 2 - Locos utilizados para busca de alelos polimérficos entre os dois genitores de
cada um dos trés cruzamentos realizados. Sao apresentadas as seqiiéncias dos primers, o
tamanho do fragmento amplificado esperado, o grupo de ligagdo de Phaseolus vulgaris
que foram mapeados e as referéncias dos primers.

Loco Sequéncia F e R Fragmento Esperado Grupo de Referéncia
(pb) Ligacdo

BMS3 AAC TAA CCT CAT ACG ACA TGA AA 287 BO1 Gaitan-Solis et al.,
AAT GCT TGC ACT AGG GAGTT 2002.

BM68 TTC GTT CAC AAC CTC TTG CAT T 170 B04 Gaitan-Solis et al.,
TGC TTG TTA TCT TGC CCA CTG 2002.

BM114 AGC CTG GTG AAA TGC TCA TAG 234 B09 Gaitan-Solis et al.,
CAT GCT TGT TGC CTA ACT CTC T 2002.

BM137 CCG TAT CCG AGC ACC GTA AC 155 B06 Gaitan-Solis et al.,
CGC TTA CTC ACT GTA CGC ACG 2002.

BM138 TGT CCC TAA GAA CGA ATA TGG AAT C 203 BO05 Gaitan-Solis et al.,
GAA TCA AGC AACCTT GGA TCATAAC 2002.

BM139 TTA GCA ATA CCG CCA TGA GAG 115 B02 Gaitan-Solis et al.,
ACT GTA GCT CAA ACA GGG CAC 2002.

BM140 TGC ACA ACA CAC ATT TAG TGA C 190 B04 Gaitan-Solis et al.,
CCT ACC AAG ATT GAT TTA TGG G 2002.

BM141 TGA GGA GGA ACA ATG GTG GC 218 B09 Gaitan-Solis et al.,
CTC ACA AAC CAC AAC GCA CC 2002.

BM142 TTC CGC TGA TTG GAT ATT AGA G 157 B02 Gaitan-Solis et al.,
AGC CCGTTC CTTCGT TTA G 2002.

BM143 GGG AAA TGA ACA GAG GAA A 143 B02 Gaitan-Solis et al.,
ATG TTG GGA ACT TTT AGT GTG 2002.

BM149 CGA TGG ATG GAT GGT TGC AG 273 Gaitan-Solis et al.,
GGG CCG ACA AGT TAC ATC AAATTC 2002.

BM150 CGA ACT ATT TGA TAC TCA TGT GC 196 B07 Gaitan-Solis et al.,
TTG CAG GAC AGA TAA GTT AGA AGA 2002.

BMI51 CAC AAC AAG AAA GACCTCCT 153 BO8 Gaitan-Solis et al.,
TTA TGT ATT AGA CCA CAT TACTTCC 2002.

BM152 AAG AGG AGG TCG AAA CCT TAA ATC G 127 B02 Gaitan-Solis et al.,
CCG GGA CTT GCC AGA AGA AC 2002.

BM154 TCT TGC GAC CGA GCT TCT CC 218 B09 Gaitan-Solis et al.,
CTG AAT CTG GGA ACG ATG ACC AG 2002.

BMI155 GTT CAT GTT TGT TTG ACA GTT CA 114 BO05 Gaitan-Solis et al.,
CAG AAG TTA GTG TTG GTT TGA TAC A 2002.

BM156 CTT GTT CCA CCT CCC ATC ATA GC 267 B02 Gaitan-Solis et al.,
TGC TTG CAT CTC AGC CAG AAT C 2002.

BM157 ACT TAA CAA GGA ATA GCC ACA CA 113 B10 Gaitan-Solis et al.,
GTT AAT TGT TTC CAA TAT CAA CCT G 2002.

BMI159 GGT GCT GTT GCT GCT GTT AT 198 B03 Gaitan-Solis et al.,
GGG AGA TGT GGT AAG ATA ATG AAA 2002.

BM160 CGT GCT TGG CGA ATA GCT TTG 211 B07 Gaitan-Solis et al.,
CGC GGT TCT GAT CGT GAC TTC 2002.

BMI61 TGC AAA GGG TTG AAA GTT GAG AG 185 B04 Gaitan-Solis et al.,
TTC CAA TGC ACC AGA CAT TCC 2002.

BMI164 CCA CCA CAA GGA GAA GCA AC 182 B02 Gaitan-Solis et al.,
ACC ATT CAG GCC GAT ACT CC 2002.

BM167 TCC TCA ATA CTA CAT CGT GTG ACC 165 B02 Gaitan-Solis et al.,
CCT GGT GTA ACC CTC GTA ACA G 2002.

BM170 AGC CAG GTG CAA GAC CTT AG 179 B06 Gaitan-Solis et al.,
AGA TAG GGA GCT GGT GGT AGC 2002.

BM175 CAA CAG TTA AAG GTC GTC AAATT 170 BO05 Gaitan-Solis et al.,
CCA CTC TTA GCA TCA ACT GGA 2002.

BMI181 ATG CTG CGA GTT AAT GAT CG 192 B03 Gaitan-Solis et al.,
TGA GGA GCA AAC AGA TGA GG 2002.

BM183 CTC AAA TCT ATT CAC TGG TCA GC 149 B07 Gaitan-Solis et al.,
TCT TAC AGC CTT GCA GAC ATC 2002.

BM184 AGT GCT CTA TCA AGA TGT GTG 160 B11 Gaitan-Solis et al.,
ACA TAA TCA ATG GGT CAC TG 2002.

BMd-7 GGA TAT GGT GGT GAT CAA GGA 166 B02 Blair et al., 2003.
CAT ACC CAA TGC CAT GTT CTC

BMd-9 TAT GAC ACC ACT GGC CAT ACA 135 B04 Blair et al., 2003.
CAC TGC GAC ATG AGA GAA AGA

BMd-17 GTT AGA TCC CGC CCA ATA GTC 116 B02 Blair et al., 2003.
AGA TAG GAA GGG CGT GGT TT

BMd-18 AAA GTT GGA CGC ACT GTG ATT 156 B02 Blair et al., 2003.

TCG TGA GGT AGG AGT TTG GTG
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Continuagao ...

Loco Sequéncia F e R Fragmento Grupo de Referéncia
Esperado (pb) Ligacdo

BMd-22 GGT CAC TTC CGG AGC ATT C 121 Bl11 Blair et al., 2003.
CGG GAA ATG GAA GTC ACA GT

BMd-25 GCA GAT CGC CTA CTC ACA AA 118 B08 Blair et al., 2003.
CGT TGA CGA GAA GCA TCA AG

BMd-26 CTT GCC TTG TGC TTC CTT CT 141 B04 Blair et al., 2003.
TCC ATT CCC AAC CAA GTT TC

BMd-27 GGA CCC ACC ATC ACC ATA AC 109 Bl11 Blair et al., 2003.
TGG TGG AGG TGG AGA TTT GT

BMd-36 CAT AAC ATC GAAGCCTCACAGT 164 B03 Blair et al., 2003.
ACG TGC GTA CGA ATA CTC AGT C

BMd-37 GGC ACGAGC AACAATCCTT 134 B06 Blair et al., 2003.
CCA TCA TAG AGG GCA ACC AC

BMd-40 AAC CTT CTT GCG CTG ATC TC 197 B0O7 Blair et al., 2003.
TAG TGG CCA TTC CTC GAT CT

BMd-41 CAG TAA ATA TTG GCG TGG ATG A 250 BI11 Blair et al., 2003.
TGA AAG TGC AGA GTG GTG GA

BMd-42 TCA TAG AAG ATT TGT GGA AGC A 149 B10 Blair et al., 2003.
TGA GAC ACG TAC GAG GCT GTA T

BMd-44 GGC AGC TTA CTA ACC CGA AA 135 B08 Blair et al., 2003.
TTC CTT CCC CTT TCT TCT CC

BMd-45 GGT TGG GAA GCC TCA TAC AG 129 BO1 Blair et al., 2003.
ATC TTC GACCCACCTTGC T

BMd-46 GGC TGA CAA CAA CTC TGC AC 158 B09 Blair et al., 2003.
CTG GCA TAG GTT GCT CCT TC

BMd-47 ACC TGG TCC CTC AAA CCA AT 150 B02 Blair et al., 2003.
CAA TGG AGC ACC AAA GAT CA

BMd-50 TGG TGA GAG AAG GAC AAT AGC A 124 BOS Blair et al., 2003.
GCC GCT TGT GAC GTT TATTT

BMd-53 TGC TGA CCA AGG AAATTC AG 105 BO05 Blair et al., 2003.
GGA GGA GGC TTA AGC ACA AA

PV-gaat002 AAA CAC ACA AAA AGT TGG ACG CAC 167 B02 Yu et al., 2000.
TTC GTG AGG TAG GAG TTT GGT GG

PV-atgc001 TGC CAC CAC AGC TTT CTC CTC 126 B04 Yu et al., 2000.
TAT GAG AGA AGC GGT TGG CAC G

PV-atgc002 AGC TTT CAC ACT ATG ACA CCA CTG G 144 B04 Yu et al., 2000.
TGC GAC ATG AGA GAA AGA CAC GG

PV-ag003 TCA CGT ACG AGT TGA ATC TCA GGA T 164 BO1 Yu et al., 2000.
GGT GTC GGA GAG GTT AAGGTIT G

PV-at003 ACC TAG AGC CTA ATC CTT CTG CGT GAA 139 B04 Yu et al., 2000.
TGT GAA TAT CAG AAA GCA AAT GG

PV-gaat001 AAG GAT GGG TTC CGT GCT TG 164 B04 Yu et al., 2000.
CAC GGT ACA CGA AAC CAT GCT ATC

PV-gccacc001 CGT TAG ATC CCG CCC AAT AGT 95 B02 Yu et al., 2000.
CCG TCC AGG AAG AGC GAGC

PV-ag004 TTG ATG ACG TGG ATG CAT TGC 201 B04 Yu et al., 2000.
AAA GGG CTA GGG AGA GTA AGT TGG

PV-ag001 CAA TCC TCT CTC TCT CAT TTC CAA TC 157 BI1 Yu et al., 2000.
GAC CTT GAA GTC GGT GTCGTT T

PV-at006 CCG TTG CCT GTA TTT CCC CAT 132 BS Yu et al., 2000.
CGT GTG AAG TCA TCT GGA GTG GTC

GATSI11 CAC ATT GGT GCT AGT GTC GG 306 B10 Gaitan-Solis et al,
GAA CCT GCA AAG CAA AGA GC 2002.

GATSI11B CCC ACA CAT TGG TGC TAG TG 160 B10 Gaitan-Solis et al.,
AGC GCA ATG CTA CTC GAA AT 2002.

GATS91 GAG TGC GGA AGC GAG TAG AG 224 B2 Gaitan-Solis et al,
TCC GTG TTC CTC TGT CTG TG 2002.

PVBRS ATT AGA CGC TGA TGA CAG AG 195 B06 Buso et al., 2006.
AGC AGA ATC CTT TGA GTG TG

PVBR14 TGA GAA AGT TGA TGG GAT TG 196 B06 Buso et al., 2006.
ACG CTG TTG AAG GCT CTA C

PVBR20 TGA GAA AGT TGA TGG GAT TG 197 B06 Buso et al., 2006.
TAC GCT GTT GAA GGC TCT AC

PVBR25 GAG CTT CTC CGT CCT GTG T 158 BO1 Buso et al., 2006.

CGA ACT GAA TCA GAA AGG AA
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Continuagao ...

Loco Sequéncia F e R Fragmento Esperdo Grupo de Referéncia
(pb) Ligacao

SSR-IACO1 TGC TTC CCC TTT GTTTGT T 217 BO1 Benchimol etal., 2007
AAG GGT CAG AAG AAG CAG AA

SSR-IAC02 ATG CTG GCC CCT CTT TTT CA 288 - Benchimol et al., 2007
CAT ATT TAC AGG GTG GGC TTC T

SSR-IACO03 TCC CAA ATC AGC ACA GG 296 - Benchimol et al., 2007
TTT CAG ATC CAT CAG TAG TTT C

SSR-IAC04 GGG GGT GGG ATG AAT GGA 241 B02 Benchimol et al., 2007
CAA TCG GAC CTG AAC AAT GAA A

SSR-IACO5 TTG CAA CAG CCT AAAATACCAT 206 - Benchimol et al., 2007
AGT CTC CCA ACC TCC TTC AAA

SSR-IAC06 CCG GCT CCT GCT GACG 187 BO7 Benchimol et al., 2007
ATG TTC TGC CTT TCG CTC CTT

SSR-IACO07 CTT GAG GGG AGT GTT AGA TGT A 230 - Benchimol et al., 2007
TCA GGA GCC AAG AGT CAAG

SSR-IACO8 CCC TCT AGT TTA AAG CCA TCT GCA 264 - Benchimol et al., 2007
GGA AAA TAA TCG GTT GT

SSR-IAC09 CTA GCC AGT TAC ATC AGA CGA 191 - Benchimol et al., 2007
TCC CCA TTT GCC ACT TC

SSR-IAC10 AGG AAC TAA AAG CCG AAC TGG 290 BO5 Benchimol et al., 2007
GCC TCC GCC GAT CAA CACTA

SSR-IACI11 TGA TAA AAATGG CTA CAC A 214 - Benchimol et al., 2007
TGA TAA AAA TGG CTA CAC A

SSR-IACI12 CAT TAT ATT CTT CTCCCT TAC G 233 - Benchimol et al., 2007
GAG CAA CAC CAA AAACTACT

SSR-IACI13 CCG CTG ATT GGA TAT TAG AGT G 153 - Benchimol et al., 2007
AGCCCGTTCCTITCGT TTAG

SSR-IACIS ATG CTC GCA CCT TCA ATC CA 217 - Benchimol et al., 2007
CAC TCG GGC AAG CTC ATA ACC A

SSR-IACI16 TGT AAC GCC CAG ATT TG 238 - Benchimol et al., 2007
GTT TGC ACT CCG ACG AT

SSR-IAC17 AGA GGT TTC TTG TTT GGT TAC 179 - Benchimol et al., 2007
ACG GTT GAATACTAGGGTTACT

SSR-IACI19 AGA ATG ATG GTGCTG AGA T 173 - Benchimol et al., 2007
CTT GGT GAA TTT GAT AGA CAT

SSR-IAC20 GCA TCG GCA GTTCATCATT 184 - Benchimol et al., 2007
AAC AAA AAC TAC AGC CATCAGC

SSR-IAC21 ACT AAA TAG GAG CAG GAA GAG 234 BO1 Benchimol et al., 2007
TAA CGA AAT CAA TAA CAG GGT

SSR-IAC22 TGC AAA CCA AAC CAA ACA 143 BO8 Benchimol et al., 2007
GGG AAA TGC AGG CTT AGA A

SSR-IAC24 TTG GGA AAA TTA TAG AGA ACA 165 B02 Benchimol et al., 2007
R AGC CAC TGA CCC TTA CAT

SSR-IAC25 GAG ACG TTT CAT AAT CAATA 297 B04 Benchimol et al., 2007
TTC ATG CAC AAT AAATCACT

SSR-IAC26 TTG GAT GGC AAT AAA ATA GCA 148 - Benchimol et al., 2007
TGT TGG ACT CAA AGG TGT TCT C

SSR-IAC28 AAA ATT CAG TGT CGT GTG 289 - Benchimol et al., 2007
AAG AGC TGT TAA GTT GAA TA

SSR-IAC29 ACT TTT GTT TTC CGC TGA TT 230 - Benchimol et al., 2007
CTA TTG GAG AAG ATG ATG AGA G

SSR-IAC30 AAT AGA AAT ACA AGA GCC AATG 154 - Benchimol et al., 2007
GGT GTC AGA AAATCA GAGGTAT

SSR-IAC34 TTT CCC CTC TAG TTT GTIT GTT 196 - Benchimol et al., 2007
CTG ACT GGG GTA TGA GAT GAG

SSR-IAC35 GTC CAA CAA TCA TCC AAC AGT 269 - Benchimol et al., 2007
ATA AGA AAT TCC CAG GCA AACA

SSR-IAC36 CTG TCG AGT GGA GGG GGA TAA 173 BO8 Benchimol et al., 2007
AAG GAT GAA TTT GAG GCA GTG G

SSR-IAC38 TGA CGG CAA AGA CACCA 255 - Benchimol et al., 2007
TAA GTA GCC AAC CAA TAA AA

SSR-IAC39 CTT TGA ATG CTT TAG ATG TTT G 220 - Benchimol et al., 2007
GTT TGC ACT CCG ACG AT

SSR-IAC40 TTC TGA TCT CCT GCT ACA CTA A 158 - Benchimol et al., 2007
TAA CTG GTC GAG ATA AAAATG G

SSR-IAC41 AGA CAC CCA GAT GGA ATA AGG 142 - Benchimol et al., 2007

TTC TAA TAC TCC CCA CCC ATC T
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Continuagao ...

Loco Sequéncia F e R Fragmento Esperdo Grupo de Referéncia
(pb) Ligacdo

SSR-IAC42 ATT CCA TGT GCA CCT TATTT 202 - Benchimol et al., 2007
ATT GTT CCG CTCCTG TAT C

SSR-IAC43 TGT GTC TAA TTC CCA GTT GA 153 - Benchimol et al., 2007
AGT CCA CCCCCT TTT ACA

SSR-IAC44 GTT GCG GCG GAA GAAGACT 178 - Benchimol et al., 2007
TTG CAT TTT AAT ATT TTG GTT G

SSR-IAC45 CAG ACA ACA CAA ATG AAC AGA 201 - Benchimol et al., 2007
TTT TGC AGC AGC TAT GAT TAT

SSR-IAC46 CCT TAC ATC TCA ACT CC TAC 253 B02 Benchimol et al., 2007
TGA TGT GAC AAA TAA AGA AG

SSR-IAC48 TGC ACG TGG AAC AGA CA 272 - Benchimol et al., 2007
ACT AAG TGC CAA ACAACCTATT

SSR-IAC49 GCC ATC CAT GAC AGA CAG 231 - Benchimol et al., 2007
GCT AAT ATA ACA CGC TAA AAA

SSR-IAC50 ATG ATA TAA CAACTC ACCATTT 169 - Benchimol et al., 2007
GTG CAA CTC CAC CAT TCT

SSR-IACS1 CCA GCA AAT AAA CAACCCCAA A 221 B02 Benchimol et al., 2007
AAC AGA GCA ACG AAA AAG AAGG

SSR-IAC52 TGC ATG TAT GTA GGC GGT TTA 203 B04 Benchimol et al., 2007
GTG GCT TTT GCT TTT GTA GTC A

SSR-IAC54 CTT TTG CCT TGT TTG GAG AG 152 - Benchimol et al., 2007
CAC CCT GTT GCA TTG ACT TAG

SSR-IACSS AAC CCG TGA ATCTTT GAG G 211 B09 Benchimol et al., 2007
ATT GAT GGT GGA TTT TGA A

SSR-IACSS8 CAT TGC ATC TGG TAT TGA 198 B09 Benchimol et al., 2007
AACTTT AGT CTT CGG CTG TGG A

SSR-IAC60 CTC AAG TCA GCC AGC AAG AAA 152 - Benchimol et al., 2007
AGA TTA CGG ACA AGG AAC TGA G

SSR-IAC61 CAC ACG CAC ACG GCA CAC 157 B10 Benchimol et al., 2007
TGG CAA TGG AAG AAG ACA AAAT

SSR-IAC62 AAC CCG TGA ATC TTT GAG G 211 B09 Benchimol et al., 2007
ATT GAT GGT GGA TTT TGA A

SSR-IAC63 TCG TAG CAC TAA GAT GGA AGA 210 - Benchimol et al., 2007
GTT TTG TGA ACT GTT GAA TGT G

SSR-IAC65 AGT GAT GAA ATA GATGCTCCTT 285 - Benchimol et al., 2007
GAC TAG ATG TTA CCCTCCTTC A

SSR-IAC66 AAT CAC ATC TTT AAC CCA ACA G 282 B04 Benchimol et al., 2007
TTC CAC TCC CTC CCT ATC TT

SSR-IAC67 GAA GCT GCG ACG GAA CAT AG 110 B04 Benchimol et al., 2007
CCT AGT CCC TCC CCA TCC CAG

SSR-IAC69 TTT TAA CAT GCT CCC TCC TAC 283 - Benchimol et al., 2007
GGT CCA CAA TCA AGC AGT CAA

SSR-IACS8 TTC TTG GGT GCT CGC TAC TTA 274 BO5 Benchimol et al., 2007
GTT TGG GAT CTC GGG ACCTT

SSR-IAC100 GTA AAC CGC AAA GAG ACA CC 274 B04 Benchimol et al., 2007
TGC AGG CTA CAC AAACACA

SSR-IAC128 191 B06

SSR-IACI129 * 294

SSR-IAC130 * 299 B7

SSR-IAC132 * 235 -

SSR-IAC134 * 251 -

SSR-IAC137 * 169 B10

SSR-IAC141 * 171 B02

SSR-IAC142 * 157 B11

SSR-IAC145 * 233 BO1

SSR-IAC150 * 190 BO1

SSR-IACI1S55 * 181 B10

SSR-IACI158 * 292 BOS

SSR-IAC159 * 298 BOS

SSR-IAC166 * 199 B02

SSR-IAC179 * 203 B04

SSR-IAC182 * 176 -

SSR-IAC205 * 277 -
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Continuagao ...

Loco Sequéncia F e R Fragmento Esperdo Grupo de  Referéncia
(pb) Ligacdo

SSR-IAC257 * 300 B07
%

SSR-IAC258 * 175 B02
*

SSR-IAC261 * 260 BOS
P

SSR-IAC262  * 243 BO7
%

SSR-IAC264 * 125 BO5
*

SSR-TIAC265 * 245 -
P

SSR-IAC266  * 269 BOS
%

SSR-IAC267 * 139 B04

FJ20 TTG GAA CAC CGT GGA ATG GA 251 - Campos et al., 2007
GAG GCT TTA GAC GTT GGA GAC A

FJ37 TTA TCG CTA GAT TCT TGT GTT A 231 B02 Hanai et al., 2007.
GGA TGC ATC TTT AGG AGT GA

FJ40 TCA ACA TTC TTG GTG TGG TT 288 - Hanai et al., 2007.
AAT GTT TAT ATT GGT TCA CTC A

FJ50 CATTTC ATGTGATTITCTCTTGT 226 BO8 Hanai et al., 2007.
ATT GTG CTC TCC TTT GAT AA

FJ51 AAG ATT TTT CCA GCG ACC TC 212 BO1 Hanai et al., 2007.
TTC ACG GAT CCA AAGTATTCTC

FJ53 CCG CGG ACT ACT GTA ATC TAT G 174 B08 Hanai et al., 2007.
GCA GCA AAA ACA AAATCA AATC

FI55 CAA ACA CTG ACA CAC ACA AAC GA 180 - Hanai et al., 2007.
AGA GAA ATC AAA GCC GAA GGA

FJ58 GAG CTT CGG TTC TTT TCT TTG 186 B0O7 Hanai et al., 2007.
GCA GCC TCC CAC ATA ATA GTA A

FJ59 GAG CGT GTT CCG AAG CGA GTT 201 - Hanai et al., 2007.

ACC CAGCCG AGACCAGCAG
C5P2

* Seqiiéncias ainda ndo publicadas pelo autor; — ndo mapeado em nenhum grupo de ligacao.

3.4.5 Sele¢ao assistida de plantas

Os locos utilizados para a genotipagem e selecdo assistida foram aqueles que se
mostraram polimoérficos entre os genitores. Foi realizada a sele¢do assistida nas
geragdes RCF;, RC,F, e F4 do cruzamento entre DRK-18 ¢ Gen96A14-7-3-15-3V-2, e
para todas o critério foi o0 mesmo apresentado a seguir.

No estadio juvenil das plantas, foram retiradas trés folhas jovens de cada genotipo
devidamente identificados. Foram realizadas a extracdo e quantificagdo do DNA,
conforme descrito no item 3.5.1. Realizou-se a reagdo de PCR para cada um dos locos
utilizados e, a seguir procedeu-se a visualizacdo dos locos amplificados, conforme
descrito no item 3.5.3.

Apods a leitura dos géis, o critério de selecdo dos gendtipos foi baseado na
percentagem de alelos do genitor doador de caracteristicas agronomicas de interesse,

estimada pela expressdo *GD%= [B+ (0,5H)/(B+A+H)] x 100, onde GD ¢ genoétipo
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doador, B indica numero de individuos homozigotos para o alelo de interesse (doador),
A alelos homozigotos para o genitor recorrente, de grao de maior massa, ¢ H individuos
heterozigotos, ou seja, a freqiiéncia alélica do genotipo de interesse.

Foram selecionados os gendtipos contendo a maior percentagem de alelos do
genoma B, em relagdo ao todo. Lembrando que o critério para escolha das sementes

geradas por estes genitores selecionados era apresentarem a maior massa.

3.5 Teste de Resisténcia a Antracnose

Os testes de resisténcia a antracnose foram realizados com isolados das racas
31,65 e 89, que sdo as trés mais freqiientes no Estado de Sao Paulo, de acordo com
CARBONELL et al. (1999). Os isolados foram obtidos junto ao Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Fitossanidade do IAC, em Campinas — SP. O isolamento do fungo
foi realizado em meio de cultura BDA + antibidtico (batata-dextrose-agar + tetraciclina
a 250 ppm) pelo método de plaqueamento da suspensdo de esporos dos fungos em agua
estéril. Os fungos foram obtidos a partir de lesdes de vagens infectadas e mantidos a
4°C pelo método de FIGUEIREDO (1967).

Seis sementes de maior massa de cada planta e uma testemunha suscetivel
(Rosinha G2) foram germinadas em papel Germitest, a temperatura de 25°C, por
aproximadamente trés dias em camara de germinacao. Apos este periodo, seis plantulas,
com cerca de 2 a 3 cm de comprimento de radicula, foram transplantadas para caixas
plasticas contendo vermiculita esterilizada como substrato.

Apos cinco dias do transplante, as plantulas foram inoculadas com suspensdo de
1,2 x 10° conidios/mL, com o auxilio de um pulverizador acoplado a uma bomba a
vacuo, pulverizando-se o indculo em toda superficie das plantulas, sobretudo em ambas
as faces das folhas. Apods a inoculagdo, as plantulas foram incubadas em sala
climatizada, com temperatura de 20°C (+ 2 °C) e umidade relativa do ar de
aproximadamente 90%, mantida por nebulizagdo durante cinco dias. Em seguida, foram
incubadas a 22 °C (+ 2 °C), por um periodo de 48 h.

As plantulas foram classificadas conforme a norma proposta pelo CIAT (1990),
utilizando-se de escala de notas de 1 (resistente - sem sintomas) a 9 (suscetivel —
mortas), sete a dez dias apoOs a inoculagdo. Apenas as plantulas que ndo apresentaram
nenhum grau de ocorréncia de sintomas de doenca em todas as seis plantas da linha
(repeticdes) foram consideradas resistentes, sendo transplantadas para vasos e cultivadas

na casa de vegetacao.
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3.6 Efeito Materno e Parametros Genéticos

Dos trés cruzamentos reciprocos realizados (cultivar Brancdo Argentino x
linhagem Gen99TGRI1-10; cultivar DRK-18 x linhagem Gen96A14-7-3-15-3V2 e
cultivar Hooter x linhagem Gen99TGS8-83), foram obtidas as sementes F, e F; reciproco
para as trés combinagdes. As sementes foram semeadas obtendo-se as sementes F»,
RCP;: (F; x P;) e RCP;: (F; x Py). As sementes F; foram obtidas simultaneamente para
possibilitar a avaliagdo sob as mesmas condi¢des de ambiente. Os dados obtidos em
cada combinagdo de genitores, geracdes F; e F,, RCP; e seus respectivos reciprocos,
foram submetidos a analise da variancia e teste F a 1% de probabilidade, considerando o
efeito de geracdes como aleatorio.

O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado, considerando o numero
de observacdes como repeticdes para todas as geracdes. Para testar a hipdtese de
heranca materna, efetuou-se a comparagdo entre as médias pelo teste t a 1% de
significancia para os contrastes entre Py x P,, P; x Fy, P, x Fy, Py x F», P, x F; reciproco,
F, x F; reciproco, F, x F; reciproco, RC; x RC; reciproco, P; x RCP, e P, x RCP; As
estimativas dos parametros genéticos foram obtidas com as variancias dos genitores P; e
P, e das geragoes Fj, F,, RCP; e RCP,, com base na geragdo dos cotilédones.

A herdabilidade foi estimada em sentido amplo h* = o’ / o”, e restrito
h2r262 A/cs2 p, de acordo com o método dos retrocruzamentos proposto WARNER (1952),
sendo a variancia aditiva: cza=202p2 - (czRCl + czRCrl), variancia fenotipica: 62p= 62F2 €
variancia de ambiente em Fj: Vz(czpl + Gzpz), em que o’ é a variancia entre os individuos
F,; e GZR(;l e cchrl equivalem as variancias entre individuos RC;, dos retrocruzamentos
do hibrido F; com os genitores P, e P,.

A heterose na geracdo F; foi quantificada pela forma percentual, tanto para a

relacionada com a média dos genitores: H%=(FI-P)x100 quanto para heterobeltiose:
P

HT%=(F1-MP)x100 ; considerando-se P = média dos pais e MP o melhor pai.
MP
O numero estimado de genes relacionados com a caracteristica massa de

sementes foi obtido por meio da equagdo N =(P1-P2)* em que n= niimero de genes, P e
802

P, a média do maior € menor pai, € GZGFz a variancia genética da geracdo F».
b
Para a predi¢do de ganhos por sele¢do, foi considerada a selecdo de 20% das
plantas F, com maior massa de semente. O ganho esperado, considerando-se a selecdo e

a recombinagcdo dos individuos superiores em plantas F,, foi expresso por:
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GS = K20%xh*x+Jo?e., em que k 20% ¢é valor tabelado por CRUZ (2005), h* a
herdabilidade ampla e 6° gr, a varidncia genética da geragio F,. As andlises genético-

estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa SAS (1989).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores RAPD utilizados para verificar a semelhanga entre as plantas
utilizadas como genitoras demonstraram que estas eram semelhantes para os locos em

questao.

4.1 Locos Selecionados
Dos locos SSR testados, 107 (68,4%) distribuiram-se entre os 11 grupos de
ligacdo da espécie P. vulgaris, enquanto que os 48 locos restantes (30,9%) ndo ligaram-
se a qualquer um dos grupos de ligagdo do feijoeiro. O grafico apresentado na Figura 3
mostra a equivaléncia do niimero de locos SSR testados e respectiva porcentagem, por
grupo de ligacdo, conforme o mapa de ligagdo “bean core map” disponibilizado no site
www.css.msu.edu/bic, da universidade de Michigan State, além de locos ligados ainda
nao publicados, através de comunicagao pessoal com Benchimol.
A média de locos mapeados testados por grupo de ligagao foi de 9,6 marcas,

variando de 3 (B3) a 22 (B2).

50 1
45 4

35

@ Locos testados
25 A

% relativa aos
locos testados

81 g2 83 84 &S 88 &7 a3 8% 810 811 HNL

Figura 3 - Distribuicdo do niimero e porcentagem de 154 locos microssatélites por
grupo de ligagdo (B1 a B11) conforme dados de bean core map e do cruzamento entre
as cultivares de feijado IAC-UNA x CAL-143 para fins de utilizagdo em atividades de
selecdo assistida. NL representa o montante de locos ndo mapeados no referido
cruzamento. Campinas, 2007.
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4.1.1 Polimorfismo revelado entre os genitores do cruzamento Brancio Argentino
x Gen99TGR1-10

Dos 154 pares de primers de SSR testados, 43 (27%) apresentaram
polimorfismo entre a cultivar Brancao Argentino e a linhagem Gen99TGR1-10, com
média de 3,8 locos por grupo de ligacdo, incluindo os marcadores ndo ligados. O grupo
de ligacdo do cromossomo B4, o segundo com maior nimero de locos testados,
apresentou maior numero de marcas (8), seguido do grupo de ligagao B2, com 6 locos,
este grupo com maior numero de locos testados. Embora a distribuicao dos locos SSR
nos grupos de ligacao tenha abrangido todos os grupos, B1, B5, B6 ¢ B10 apresentaram
apenas um loco polimorfico. Nove dos 43 locos detectados ndo possuem ligagdo com
nenhum grupo cromossdmico. A Tabela 3 apresenta os locos que foram polimoérficos e

seus provaveis respectivos grupos de ligagao.

Tabela 3 - Locos microssatélites com polimorfismo entre a cultivar Brancao Argentino
e a linhagem Gen99TGR1-10 de feijao e o grupo de ligagdo derivado do cruzamento
entre as cultivares IAC-UNA x CAL-143 ao qual pertencem. Campinas, 2007.

Loco Grupo de Ligacdo Loco Grupo de Ligacao
PVBR25 Bl SSR-IAC266 B7
BMd7 B2 BMd40 B7
BMd17 B2 FJ53 B8
FI37 B2 FJ50 B8
GATS91 B2 BM151 B8
BM167 B2 SSR-IAC22 B8
BM143 B2 BM114 B9
BM181 B3 BM141 B9
BM159 B3 SSR-IACS58 B9
BM140 B4 SSR-IAC62 B9
BMd26 B4 GATS11b B10
PV-at003 B4 PVag001 B11
PV-gaat001 B4 BMd41 B11
SSR-IAC267 B4 SSR-IAC10 -
SSR-IAC100 B4 SSR-TIAC20 -
SSR-IAC66 B4 SSR-IAC60 -
SSR-IAC25 B4 SSR-IACO05 -
SSR-IACS88 BS5 SSR-TAC182 -
BMd36 B6 SSR-IAC265 -
BM183 B7 FJ40 -
SSR-IAC257 B7 FJ55 -
SSR-IAC266 B7 BM 149 -

- Nao associados a grupo de ligagao.
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A genealogia dos genitores utilizados nesse cruzamento provavelmente ¢ a
causa do baixo polimorfismo detectado. A linhagem Gen99TGRI1-10 ¢ originada do
cruzamento entre as cultivares Chileno (andina) e IAC Carioca Eté (mesoamericana),
retrocruzado para Chileno, sendo sua constituicdo genética de pelo menos 75% andina.
Ja a cultivar Brancao Argentino possui graos grandes e € proveniente da Argentina,
sendo provavelmente de origem andina, fato que estreita a variabilidade entre estes

materiais.

4.1.2 Polimorfismo entre os genitores do cruzamento Gen99TG8-83 x Hooter

Apenas 30 ou 19% dos 154 locos testados apresentaram polimorfismo entre os
genitores do cruzamento envolvendo a linhagem Gen99TGS8-83 e a cultivar Hooter. Na
Tabela 4 estdo relacionados os locos que apresentaram polimorfismo e a qual grupo de
ligagdo eles pertencem. Assim como para o cruzamento entre os genitores de sementes
brancas, o grupo de ligagdo que apresentou maior polimorfismo foi o B4 (6), seguido
pelo B2 (4). O grupo B6, que teve sete locos testados, nao revelou polimorfismo nos
mesmos, assim como nao foi observado polimorfismo em nenhum dos trés locos
mapeados no grupo de ligacdo correspondente ao cromossomo B3.

Também neste cruzamento a provavel explicacdo para o baixo polimorfismo
revelado entre os genitores € sua origem, sendo a linhagem formada entre o cruzamento

de Andino com Mesoamericano (Pompador x IAC-Carioca Eté).

Tabela 4 - Locos microssatélites com polimorfismo entre a cultivar Hooter e a
linhagem Gen99TG8-83 de feijao e o grupo de ligagdo derivado do cruzamento entre as
cultivares IAC-UNA x CAL-143 ao qual pertencem. Campinas, 2007.

Loco Grupo de Ligagdo Loco Grupo de Ligacdo
FJ51 B1 SSR-TAC22 B8
BMS53 B1 SSR-TAC266 B8
BM167 B2 BM114 B9
BM143 B2 BM154 B9
GATSO91 B2 BM141 B9
SSR-IAC24 B2 BM157 B10
BM68 B4 SSR-IACI155 B10
SSR-IAC67 B4 PVag001 B11
SSR-TAC66 B4 BM184 B11
PVatgc001 B4 SSR-IAC182 -
BMd9 B4 FJ40 -
SSR-IAC267 B4 FJ55 -
BM138 BS SSR-TAC28 -
SSR-TAC06 B7 SSR-IAC8 -
BM183 B7 SSR-TAC69 -

- Nao associados a grupo de ligagao.
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4.1.3 Polimorfismo revelado entre os genitores Gen96A14-7-3-15-3V-2 e DRK-18

Comparado aos outros dois cruzamentos, este foi o que apresentou a maior
divergéncia alélica entre os genitores avaliados. Provavelmente devido a origem
divergente dos genitores, visto que a cultivar DRK-18 ¢ de origem andina e a linhagem
Gen96A14-7-3-15-3V-2 ¢ proveniente do cruzamento duplo entre cultivares de origem
mesoamericana (IAC-Carioca Akyta x Xan 251) x (IAC-Carioca Pyata x Marl).

Dos 154 pares de primers microssatélites testados, 74 apresentaram polimorfismo
entre os genitores Gen96A14-7-3-15-3V-2 e DRK-18, o que equivale a 47% dos locos
testados. Os locos que apresentaram polimorfismo entre genitores e respectivos grupos
de ligacao ao qual pertencem estdo apresentados na Tabela 5.

O grupo de ligacdo B2, com 23 locos testados, apresentou maior polimorfismo
entre os genitores, com 15 locos apresentando alguma divergéncia alélica,
representando 69% de divergéncia no grupo de ligagdo. O grupo de ligacao B11, que
teve cinco locos testados, revelou dois locos com polimorfismo, com menor divergéncia
entre os genitores (40%). Para o grupo B3, que teve apenas trés locos testados, e todos
os trés foram polimérficos, sendo, portanto, considerada a maior divergéncia encontrada
entre os genitores (100%).

Para o cruzamento em questdo, o nimero médio de marcas encontrado por grupo
de ligacdo foi cinco. Porém, dos onze grupos de ligacdo da espécie em questdo, cinco
(B1, B3, B4, e B9 e B11) ndo atingiram cinco marcas polimorficas. Se considerado o
numero total de locos, ou seja, incluindo aqueles ndo associados a grupos de ligacao
conhecidos, essa média alcanga 6,7 marcas. Para o sucesso da selecdo assistida por
marcadores, OPENSHAW et al. (1994) recomendaram o uso de quatro marcadores por
cromossomo ¢ BENCHIMOL (2003) concluiu que a utilizagdo de seis marcas
polimorficas por cromossomo foi suficiente para a pratica da selegdo assistida por
microssatélites, pois quando comparadas a duas e quatro marcas, mostraram maior
precisdo para as estimativas de recuperagcdo do genotipo recorrente.

Considerando que o mapa genético do qual foram selecionados os locos SSR
distribuidos nos grupos de ligacdo foi derivado do cruzamento entre genitores de
origem andina e mesoamericana, o polimorfismo observado nos locos selecionados para
o estudo de sele¢do assistida provavelmente deriva da divergéncia genética entre estes
dois conjuntos génicos. Em contrapartida, no caso dos cruzamentos entre genitores do
mesmo grupo de origem, como foi o caso dos cruzamentos envolvendo genitores de

sementes brancas ou de sementes rajadas (origem andina), o polimorfismo encontrado
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entre estes dois cruzamentos foi consideravelmente menor do que para o cruzamento de

genotipos vermelhos.

Tabela 5 - Locos microssatélites com polimorfismo entre a cultivar DRK-18 e a
linhagem Gen96A14- Gen96A14-7-3-15-3V-2 de feijao e o grupo de ligacdo derivado
do cruzamento entre as cultivares IAC-UNA x CAL-143 ao qual pertencem. Campinas,
2007.

Loco Grupo de Ligacdo Loco Grupo de Ligacdo
PVBR25 B1 SSR-IAC06 B7
SSR-IAC21 B1 BM183 B7
FI51 B1 FJ58 B7
SSR-IAC04 B2 BMd-40 B7
BM167 B2 BMd-25 B8
BMd-47 B2 BM151 B8
BMd-17 B2 FJ50 B8
PV-gccacc001 B2 SSR-IAC266 B8
GATS91 B2 FJ53 B8
BMd-7 B2 SSR-IAC22 B8
BMd-18 B2 BM141 B9
SSR-IAC24 B2 BM154 B9
SSR-IACS1 B2 SSR-IACS5 B9
SSR-IAC141 B2 SSR-IACS8 B9
SSR-IAC258 B2 SSR-IAC155 B10
SSR-IAC166 B2 BM157 B10
FI37 B2 BMd-42 B10
BM143 B2 GATSI11 B10
BM159 B3 GATSI11B B10
BMd-36 B3 BMd-22 B11
BM181 B3 BMd-41 B11
BMd-26 B4 SSR-IACO05 -
PV-atgc001 B4 SSR-IACO08 -
BMd-9 B4 SSR-IACI11 -
SSR-IAC267 B4 SSR-IAC13 -
SSR-IACS52 B4 SSR-IAC29 -
BMd-53 BS5 SSR-IAC40 -
BM155 BS5 SSR-IAC54 -
SSR-IAC8S8 BS5 SSR-IAC65 -
SSR-IAC264 B5 SSR-IAC132 -
PV-at006 BS5 SSR-IAC182 -
BMd-37 B6 SSR-IAC134 -
BM170 B6 FJ55 -
PVBRS B6 FJ20 -
PVBR14 B6 SSR-IAC265 -
SSR-IACI128 B6 FJ59 -
PVBR20 B6 C5p2 -

- Nao associados a grupo de ligagao.
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Dez locos foram polimoérficos para os trés cruzamentos, sdo eles BM167, GATS91, PV-atgc001,

SSR-IAC267, BM183, SSR-IAC266, SSR-IAC22, BM141, SSR-IACI182, FJ55.

4.2 Compatibilidade nos Cruzamentos

Os cruzamentos artificiais realizados entre cultivares e linhagens dos
cruzamentos Brancdo Argentino x Gen99TGR1-10 (sementes brancas) e Hooter x
Gen99TG8-83 (sementes rajadas) ndo demonstraram problemas reprodutivos tanto para
a formacdo de hibrido F;, da geracdo RC,F; e RC,F, e demais geracdes de
autofecundagdo, F,, F3, F4 ¢ RC,F,, com sementes férteis, gerando plantas também
férteis.

Para o cruzamento entre genotipos de sementes vermelhas (Gen96A14-7-3-15-
3V-2 x DRK-18), houve grande dificuldade de sucesso, pois as flores emasculadas e
polinizadas com polen externo ndo formaram vagens com sementes sadias. Na maioria
das vezes a vagem era pequena e secava, abortando a formagao de sementes viaveis.

A alta taxa de inviabilidade verificada pode ser atribuida & incompatibilidade
provocada por genes deletérios provindos de feijoes de origem mesoamericana e andina,
j& que, segundo HANNAH et al. (2000) e VIEIRA et al.(2005), na histdria evolutiva da
espécie Phaseolus vulgaris, o isolamento geografico favoreceu o surgimento de
conjuntos génicos divergentes, adaptados as diferentes condi¢des ambientais. O fluxo
génico ainda ocorre através do processo de hibridacdo artificial, mas, em varias
situacdes, a geracao F; ndo produz sementes.

A incompatibilidade entre feijoes andinos e americanos foi constatada pela
primeira vez por COYNE (1965). Em 1980, SHII et al. (1980) demonstraram que os
alelos dominantes dos genes DI; e DI, quando presentes no gendtipo, provocam a
inviabilidade da planta. SHII et al. (1980) afirmaram ainda que os feijoes de sementes
grandes possuem o gendtipo dl;dl;DI,Dl,, enquanto os de sementes pequenas
apresentam o gendtipo DI;Dl;dl,dl,, Na geracdo F;, dois alelos dominantes estardo
presentes nos dois locos, surgindo a incompatibilidade (DI1,d;1Dl,dl,). Esses autores
afirmaram que a incompatibilidade ¢ altamente influenciada pelo ambiente e que as
plantas heterozigotas de geracdo F; apresentam crescimento severamente reduzido sob
condi¢des de altas temperaturas. Contudo, em temperaturas mais baixas, a expressao da
incompatibilidade ¢ retardada ou incompleta, o que possibilita a obtengdo da geragao F,.

A comprovagdo desse controle genético foi feita por ARANTES et al. (2008).
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No presente trabalho, também ocorreu confirmagdo pratica desses efeitos, pois
os cruzamentos realizados para a formag¢ao da geracao F; foram realizados no inverno, o
que provavelmente possibilitou a formagao das sementes, mas impediu a germinagao de
algumas sementes F,. Em outro momento, durante o verdo, com o objetivo de estimar a
herdabilidade da caracteristica massa de grdo, foram realizados 13 cruzamentos
dirigidos entre os genitores e, desta vez, uma Unica vagem foi formada, contendo apenas
trés sementes. Essas sementes foram plantadas para a obten¢do de retrocruzamento,
porém sem sucesso, pois todas as vagens derivadas dessas plantas secaram, abortando
0s graos.

Comparando-se a genotipagem dos dados moleculares de todos os individuos
inférteis, ndo foi possivel identificar algum loco que pudesse estar associado com os
alelos DI, e Dl,, pois em nenhuma das 74 marcas havia semelhanca total entre os alelos
das plantas inférteis, sendo que a porcentagem genOmica proveniente da linhagem de

interesse variou de 25% a 80%.
4.3 Sementes Vermelhas

4.3.1 Genotipagem e selecio de plantas RC;F; provenientes do cruzamento entre
DRK-18 e Gen96A14-7-3-15-3V-2

Dentre as 40 sementes plantadas da geracdo RC,F;, apenas 31 germinaram. O
DNA total de todas foi extraido e genotipado. Porém, 17 das 31 plantas morreram antes
da fase reprodutiva, sendo que apenas as 14 plantas restantes (35%) chegaram a
produzir flores.

Ao visualizar os alelos das plantas genotipadas, foi verificado que havia alelos
em homozigose provenientes dos dois genitores, além dos heterozigotos (A'A', A'A% ¢
A*A?Y), fato que ndo deveria ser observado na primeira geragio de retrocruzamento, uma
vez que a geracdo F; apresenta 50% de alelos de cada genitor e a primeira geragao de
retrocruzamento deveria ser composta por 75% de alelos do genitor recorrente e 25% do
genitor doador, na propor¢do esperada de 50% A'A' ¢ 50% A'A’. Ou seja, os
cruzamentos dirigidos ndo tiveram o resultado esperado, tendo ocorrido autofecundacdo
das flores F; e formado a geragdo F, em lugar da geracdo de retrocruzamento.

A Figura 4 ilustra o resultado das amplificacdes de microssatélites realizadas
com o loco PVBR14 em 31 plantas RC,F; do cruzamento entre Gen96A14-7-3-15-3V-2
(doador) e DRK-18 (recorrente).
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Figura 4 - Gel de poliacrilamida 7% ilustrando o perfil de amplificacdo do loco
microssatélite PVBR14 obtido na geragao RC,F; envolvendo os genitores P; e P»,
Gen96A14-7-3-15-3V-2 (doador) e DRK-18 (recorrente), respectivamente, em
Phaseolus vulgaris.Campinas, 2007.

Houve também grande variacao da freqiiéncia alélica na populagdo, sendo que o
alelo A' variou de 0,25 (loco FJ20) a 0,79 (loco BMd-40). Embora haja valores
discrepantes de freqiiéncia alélica no conjunto dos locos analisados, a média de
freqiiéncia alélica dos genitores foi de 0,51 (A') e 0,49 (A?), fortalecendo a hipdtese da
ocorréncia de autofecundacao ao invés de retrocruzamento.

Também foi verificado a ocorréncia de segregacdo mendeliana entre os 31
individuos da geracdo RC,F;, para todos os 74 locos genotipados. O teste de Qui-
quadrado demonstrou que a segregacdo avaliada na geracdo foi estatisticamente
semelhante a mendeliana para 63 dos 74 locos. Sete dos 11 demais locos apresentavam
desvio para homozigose de alelos do genitor Gen96A14-7-3-15-3V-2; trés
apresentavam desvio para homozigose dos alelos do genitor DRK-18 e um loco estava
presente na maioria dos individuos na forma heterozigota.

Dentre as 14 plantas que sobreviveram, houve grande variacdo na porcentagem
de alelos provenientes do genoma da linhagem doadora Gen96A14-7-3-15-3V-2, sendo
que as mesmas apresentaram de 34% a 72% dos alelos dos 74 locos observados da
referida linhagem (média de 55%).

Portanto, dos individuos avaliados, foram selecionados aqueles que
apresentavam 50% ou mais de alelos do genitor de melhores caracteristicas

agrondmicas (doador) para serem utilizados como genitores na geracao seguinte. Assim,
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foram selecionadas seis plantas para realizagdo do retrocruzamento com o genitor de
maior massa de sementes. O genoétipo de tais plantas apresentou de 50 a 72% dos alelos
do genitor de interesse, sendo a média de 60% de alelos A' provenientes da linhagem

doadora Gen96A14-7-3-15-3V-2.

4.3.2 Genotipagem e Selecio de plantas RC.F; e RC;F; provenientes do
cruzamento entre DRK-18 e Gen96A14-7-3-15-3V-2

As plantas RC/F; selecionadas pelos marcadores moleculares tiveram suas flores
retrocruzadas com o genitor de sementes de maior massa (DRK-18), e as sementes
RC,F; produzidas foram colhidas e pesadas. Um total de 38 sementes RC,F; apresentou
massa acima da média de cada uma das seis progé€nies retrocruzadas e foram
selecionadas para obten¢do da geracdo seguinte.

Apbs o retrocruzamento com o genitor DRK-18, a média da freqiiéncia do alelo
A' (Gen96A14-7-3-15-3V-2) seria, na auséncia da selegdo assistida ocorrida
anteriormente, de 25% (A?) e 75% (A") de locos do genitor recorrente. Entretanto, como
houve selecdo assistida, a nova freqiiéncia esperada teria a média de 70% de freqiiéncia
alélica de A* (DRK-18) e 30% do alelo A'.

Em nove das 38 plantas retrocruzadas foi verificado ocorréncia provavel
autofecundagdo, uma vez que muitos dos locos apresentavam homozigose para o alelo
do genitor doador (Gen96A14-7-3-15-3V-2). Estas nove plantas eram provenientes de
trés das nove linhas avangadas (sendo que em uma delas todas as quatro plantas eram
resultado de autofecundagdo, podendo, portanto, ter sido selecionadas de apenas uma
unica vagem. As outras duas progénies tiveram apenas um planta de cada uma com
provavel ocorréncia de autofecundagdo. Ou seja, nesses dois casos, apenas uma semente
de maior massa presente na vagem formada por autofecundagdo pode ter sido
selecionada.

Considerando todas as 38 plantas genotipadas, a média de freqiiéncia alélica do
genitor doador foi de 42% e a do recorrente de apenas 58%, valor estatisticamente
diferente da freqiiéncia esperada, de 30 e 70%, respectivamente. A Figura 5 apresenta
um gel de poliacrilamida 7% da genotipagem da geragdo RC,F; com o loco FJ270 para
ilustrar a freqiiéncia dos gendtipos obtidos nesta geragdo, apods selecao assistida na

geracdo anterior.
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Figura 5 - Gel de poliacrilamida 7% referente a genotipagem do loco FJ270 para as
plantas RC,F; provenientes do cruzamento entre DRK-18 (recorrente) x Gen96A14-7-3-
15-3V-2 (doador) em Phaseolus vulgaris.Campinas, 2008.

Desconsiderando as nove plantas derivadas de provavel autofecundagdo, a média
da freqiiéncia alélica proveniente do genitor Gen96A14-7-3-15-3V-) foi maior (35%) do
que a esperada (30%) nas 29 plantas restantes. Porém, esta diferenca ndo foi
considerada significativa pelo teste Qui-Quadrado, a 5% de probabilidade de erro

(Tabela 6).

Tabela 6 - Freqiiéncias alélicas esperadas e observadas na geragcdo RC,F; para os alelos
Al(genitor recorrente DRK-18) e A* (genitor doador Gen96A14-7-3-15-3V-2) com e
sem selecdo assistida em Phaseolus vulgaris.Campinas, 2008.

Freq. alélica A' Freq. alélica A
Esperada  Observada Esperada  Observada
Aufencg d; 759% ) 25% -
selecdo assistida
Presenga de 70% 65% 30% 35%

selecdo assistida

Na Tabela 7 estdo apresentadas a freqiiéncia genotipica da populacdo RC,F; para
74 locos SSR adotados para selegdo assistida e, na Tabela 8, a freqiiéncia do alelo do
genitor doador do referido retrocruzamento, média da massa de sementes RC,F,
variancia da massa das sementes RC,F, e indicag¢do de quais plantas foram selecionadas

para teste de resisténcia a antracnose para futuras selegdes para este carater agrondmico.
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Tabela 7 - Freqiiéncias genotipicas observadas na populacio RC,F; derivada do
cruzamento entre a cultivar DRK-18 e a linhagem Gen96A14-7-3-15-3V-2 de feijoeiro a
partir de 74 locos SSR. Campinas, 2008.

Freqiiéncia Genotipica Freqiiéncia Genotipica
hoco A'A! A'A’ A’A? boco A'A! A'A? A’A?
PVBR25 0,16 0,84 0,00 BM 160 0,26 0,55 0,18
SSR-TAC21 0,08 0,74 0,18 BM183 0,24 0,58 0,18
FI51 0,19 0,73 0,08 FJ58 0,18 0,66 0,16
SSR-IAC04 0,61 0,26 0,13 BMd 40 0,11 0,71 0,18
BM 167 0,68 0,00 0,32 BMd 25 0,39 0,45 0,16
BMd 47 0,26 0,66 0,08 BM151 0,22 0,53 0,25
BMd 17 0,50 0,47 0,03 FJ50 0,29 0,58 0,13
PV-gccacc001 0,93 0,00 0,07 SSR-TAC266 0,32 0,51 0,16
GATS91 0,55 0,42 0,03 FJ53 0,24 0,55 0,21
BMd-7 0,32 0,66 0,03 IAC 22 0,29 0,42 0,29
BMd-18 0,38 0,59 0,03 BM 141 0,50 0,34 0,16
IAC 24 0,27 0,57 0,16 BM154 0,24 0,43 0,32
SSR-IAC51 0,26 0,74 0,00 IAC 55 0,08 0,68 0,24
IAC 141 0,18 0,79 0,03 IAC 58 0,24 0,55 0,21
SSR-IAC258 0,26 0,68 0,05 IAC 155 0,05 0,68 0,26
IAC 166 0,26 0,68 0,05 BM157 0,26 0,58 0,16
FI37 0,39 0,55 0,05 BMd 42 0,31 0,42 0,28
BM 143 0,45 0,53 0,03 GATSI11 0,21 0,74 0,05
BM 159 0,24 0,58 0,18 GATS11B 0,11 0,63 0,26
BMd36 0,42 0,47 0,11 BMd 22 0,26 0,53 0,21
BM181 0,39 0,47 0,13 BMd 41 0,38 0,57 0,05
BMd 26 0,32 0,42 0,26 IAC 52 0,45 0,42 0,13
Pvatgc 1 0,26 0,58 0,16 IAC 05 0,13 0,58 0,29
BMd 9 0,34 0,53 0,13 SSR-TACO08 0,26 0,66 0,08
SSR-IAC267 0,89 0,00 0,11 IAC 11 0,22 0,65 0,14
BMd 53 0,08 0,55 0,37 IAC 13 0,05 0,63 0,32
BM 155 0,18 0,53 0,29 IAC 29 0,16 0,79 0,05
IAC 88 0,74 0,16 0,11 IAC 40 0,37 0,55 0,08
SSR-IAC264 0,21 0,63 0,16 IAC 54 0,26 0,61 0,13
Pvat 006 0,18 0,63 0,18 SSR-IAC65 0,24 0,47 0,29
BMd 37 0,18 0,68 0,13 SSR-IAC132 0,29 0,63 0,08
BM170 0,26 0,71 0,03 IAC 182 0,47 0,39 0,13
PVBR 5 0,29 0,68 0,03 SSR-IAC134 0,24 0,59 0,16
PVBR 14 0,26 0,71 0,03 FJS5 0,16 0,68 0,16
IAC 128 0,13 0,82 0,05 FJ20 0,16 0,65 0,19
PVBR 20 0,47 0,50 0,03 SSR-IAC265 0,24 0,71 0,05
SSR-IAC06 0,11 0,71 0,18 FJ59 0,45 0,53 0,03
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Tabela 8 - Freqiiéncia do alelo do genitor doador Gen96A14-7-3-15-3V-2 na geragdo
de retrocruzamento de feijoeiro de geracdo RC,F;, média da massa de sementes RC,F,,
variancia da massa das sementes RC,F, e indicagdo de quais plantas foram selecionadas
para teste de resisténcia a antracnose. Campinas, 2008.

Massa da semente Variancia da massa da Semente
Planta  Freq. alélica do doador
RC,F; (g) semente RC,F, Selecionada

1 0,267123 - -
2 0,328767 - -

3 0,253425 - -
4 0,315068 - -
5 0,308219 0,19 0,003025 Nao
6 0,315068 - -
7 0,342466 0,27 0,004467 Nao
8 0,328767 - -
9 0,764286 0,37 0,001316 Sim
10 0,342466 0,45 0,002673 Sim
11 0,376712 0,46 0,000824 Sim
12 0,589041 0,36 0,000449 Sim
13 0,635714 0,26 0,001058 Nao
14 0,643836 0,16 0,002496 Nao
15 0,734848 - -
16 0,513889 0,23 0,000814 Nao
17 0,562500 - - -
18 0,291667 0,24 0,006664 Nao
19 0,534722 - - -
20 0,422535 0,27 0,002122 Nao
21 0,375000 0,32 0,005801 Sim
22 0,486111 0,12 0,000665 Nao
23 0,493056 - - -
24 0,366197 0,36 0,001010 Sim
25 0,402778 0,37 0,002319 Sim
26 0,388889 0,43 0,003189 Sim
27 0,395833 0,37 0,002796 Sim
28 0,368056 0,29 0,002065 Nao
29 0,375000 0,29 0,003196 Nao
30 0,388889 0,36 0,002275 Sim
31 0,368056 0,25 0,001744 Nao
32 0,642857 0,29 0,001574 Nao
33 0,437500 0,29 0,001913 Nao
34 0,430556 0,39 0,005820 Sim
35 0,277778 0,35 0,002709 Sim
36 0,319444 0,43 0,003477 Sim
37 0,430556 0,37 0,003954 Sim
38 0,375000 0,31 0,003204 Nao
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4.3.3 Genotipagem da geracdo F4 do cruzamento entre DRK-18 e Gen96A14-7-3-
15-3Vv-2

As sementes F; do cruzamento entre DRK-18 e Gen96A14-7-3-15-3V-2 e que
nao foram utilizadas para realizagdo de retrocruzamento foram avancadas até a geracao
F4, sendo selecionadas aquelas sementes de maior massa para avango de cada geracao,
adotando-se um diferencial de selegao de 20%. Além da massa das sementes, também
foi considerada a coloragdo para selecdo das mesmas, visto que houve segregacao de cor
na geracdo F3, que equivale a geragdo F,, assim como segregagdo na geracdao Fy,
referente a geragdo F;. Foram genotipadas 37 plantas em geracdo F4 e contabilizadas as
freqiiéncias alélicas e genotipicas para a selecdo de plantas geneticamente mais
parecidas com o genitor Gen96A14-7-3-15-3V-2.

As freqiliéncias genotipicas esperadas nas geragdes sucessivas de autofecundagao
a partir do F; ¢, segundo RAMALHO et al. (2001), [1-(1/2)¥']/2 para os gendtipos
homozigotos (A'A' e A’A?) e [1/2]¢" para o genétipo heterozigoto (A'A?), sendo g a
geracao em questao.

Assim, a freqiiéncia genotipica esperada na geracdo F4 seria de 7/16 para
homozigotos (A'A' ¢ A’A%) e 2/16 para heterozigotos (A'A%). O teste Qui-quadrado
demonstrou que dos 74 locos analisados, 30 ndo apresentavam a freqiiéncia genotipica
esperada, sendo que, destes, 17 apresentavam maior propor¢do de gendtipos A'A'
(homozigoto para genotipo do genitor DRK-18), nove apresentavam maior propor¢ao
de A'A? e quatro apresentavam maior propor¢do do genétipo Gen96A14-7-3-15-3V-2.
O fato de 40% dos locos analisados apresentarem freqiiéncia genotipica do genitor de
maior massa provavelmente ocorreu devido a selecdo fenotipica realizada para sementes
de maior massa, provando que a selecdo fenotipica realizada para este carater resgatou
alelos desse genitor.

Quando consideradas as plantas individuais, a média da freqiiéncia alélica foi de
56% de alelos A' (DRK-18) e 44% de alelos A? (Gen96A14-7-3-15-3V-2), ndo
diferindo estatisticamente do valor esperado de 50% de freqiiéncia alélica para cada
alelo. A freqii€ncia alélica variou entre os individuos de 0,34 a 0,70 para o alelo
proveniente do genitor Gen96A14-7-3-15-3V-2, cuja composicdo genética foi alvo da
selecdo assistida do presente estudo. A Tabela 9 apresenta as plantas F4 genotipadas, a
freqliéncia alélica proveniente do genitor de interesse (Gen96 A 14-7-3-15-3V-2 ),

assim como a média de massa das sementes de geracao Fj.
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Tabela 9 - Plantas de feijao em geracao F4 e respectiva freqii€ncia do alelo proveniente
do genotipo doador Gen96A14-7-3-15-3V-2 fornecida a partir de 74 locos SSR e média
de massa das suas sementes. Campinas, 2008.

Freqiiéncia alélica do Freqiiéncia alélica do

Planta  genitor Gen96A14-7-3- szfr?es;?;l(?g) Planta  genitor Gen96A14-7- Sg;[jes;?e(g)
15-3V-2 3-15-3V-2
1 0,4838 0,34 20’ 0,4193 0,44
2 0,5806 0,30 21 0,4531 0,28
3 0,3709 0,28 22! 0,4218 0,38
4 0,5000 0,31 23 0,3437 0,26
5! 0,5806 0,37 24/ 0,4375 0,38
6' 0,5500 0,40 25 0,4687 0,33
7 0,7031 0,34 26! 0,4687 0,37
8 0,4062 0,35 27 0,3437 0,31
0,3437 0,28 28 0,4375 0,27
10 0,4062 0,34 29 0,4193 0,32
11 0,3064 0,36 30 0,3709 0,33
12 0,3437 0,34 31 0,3437 0,29
13 0,3750 0,27 32 0,5468 0,28
14 0,4843 0,35 33 0,4062 0,30
15 0,5468 0,31 34 0,4375 0,31
16 0,4375 0,33 35 0,5500 0,29
17" 0,4375 0,46 36 0,3709 0,33
18! 0,3709 0,38 37 0,4375 0,32
19 0,3593 0,33 - - -

! Plantas selecionadas para avanco de geragio.

Oito de 37 plantas F, apresentaram massa das suas sementes acima da média do
genitor Gen96A 14-7-3-15-3V-2, que ¢ de 0,30g, bem como freqiiéncia igual ou superior
a 37% de alelos encontrados no referido genitor, ou seja, as plantas de numero 5, 6, 17,
18, 20, 22, 24 e 26 da Tabela 9. Destes, o genotipo de melhor desempenho foi o de
nimero 17, que apresentou média de massa de graos de 0,46g ¢ 44% de genoma
proveniente do genitor Gen96A14-7-3-15-3V-2. Estas plantas selecionadas serdo
incluidas no programa de melhoramento do Instituto Agrondomico no ano de 2009,
participando dos ensaios de Valor de Cultivo e Uso, além de serem testadas quanto sua

resisténcia a antracnose.
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4.4 Parametros Genéticos e Heran¢ca Materna
Foi constatado efeito significativo para massa de grios de feijdo a partir de
analises comparativas do produto dos cruzamentos, seus reciprocos € respectivos

retrocruzamentos realizados (Tabela 10).

Tabela 10 - Estimativas dos quadrados médios para massa de graos de feijdo,
considerando os genitores (P, e P,), as geragdes F;, F, e RCP;, RCP; e seus reciprocos,
obtidos nas combinagdes hibridas Brancdo Argentino x Gen99TGRI1-10; Hooter x
Gen99TG8-83 e DK-18 x Gen96A14-7-3-15-3V-2. Campinas, 2008.

Genotipo branco Genotipo rajado Genotipo Vermelho
Fon.te c~le GL Quafirgdo GL Quafirgdo GL Quafir?do
Variagdo médio médio médio
Geragdes 9 0,25682** 9 0,502986** 5 0,218294**
Residuo 476 0,00597 463  0,003844 136  0,004863
Total 485 - 472 - 141 -
CV% 18,76 14,51 21,76

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

A Tabela 11 resume os pardmetros genéticos estimados para o cruzamento entre
os gendtipos de sementes brancas, ou seja, a cultivar Brancdo Argentino ¢ a linhagem
Gen99TGR1-10. A herdabilidade ampla para este cruzamento foi de 63,59%, quando
utilizado o genitor de maior massa como feminino. No caso do cruzamento reciproco,
isto ¢, quando o genitor de menor massa ¢ utilizado como feminino, o valor de
herdabilidade diminuiu para menos da metade (30,56%) para a caracteristica massa de
graos.

Assim, se adotado um diferencial de sele¢do de 20%, o ganho esperado por
selecdo no caso do cruzamento em que o genitor de menor massa ¢ utilizado como
feminino sera de 8,7% contra 19,5% no caso do seu reciproco. Esses resultados sugerem
que a escolha do genitor feminino para a realizagdo de cruzamentos dirigidos deve ser
levada em consideragdo quando sdo realizados cruzamentos entre genotipos de
diferentes massas de graos.

As estimativas encontradas para heterose foram de -23% para o cruzamento
Gen99TGR1-10 x Brancdo Argentino e de 44% para o seu reciproco, indicando haver
heranga materna envolvida na caracteristica massa de semente. Assim, quando o
genotipo de maior semente foi utilizado como feminino, ocorreu heterose que ¢ o

desempenho superior do hibrido em relacdo a média dos seus genitores. A ocorréncia de
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heterose pode indicar a presenca de efeitos de interagdes alélicas do tipo sobredominte

ou dominante. Porém, esta questdo ndo esta geneticamente bem definida.

Tabela 11 - Estimativas das médias dos genitores (P; e P,) das geracdes F; e F,
retrocruzamento 1 (RCP;) e retrocruzamento 2 (RCP,) com base na geracdo de
cotilédone e seus respectivos desvios-padrao e nimero de sementes testadas, parametros
genéticos e predicdo de ganhos por selecdo para a massa de sementes de feijao do
cruzamento Brancdo Argentino x Gen99TGR1-10. Campinas, 2008.

Gen99TGR1-10(P,) Brancdo Argentino (P)

Genitor e geragao

X X
Brancao Argentino (P;) Gen99TGR1-10 (Py)
P, 0,50 + 0,10 (64)
P 0,36 + 0,06 (133)
F, 0,33 +£0,05 (13) 0,62+ 0,12 (10)

F, 0,36 £ 0,07 (124) 0,45 +0,10 (101)
RCP; 0,30 0,59
RCP, 0,20 0,60
Média 0,30 0,56
CV% 19,07

Variancia total (¢° ) 0,0054 0,0103
Varidncia ambiental (¢ ;) 0,00375

Varidncia genética (¢ ,) 0,00165 0,00655
Variancia aditiva (¢ ;) Negativo Negativo
Herdabilidade ampla (h%) (%) 30,56 63,59
Herdabilidade restrita (h?) (%) 9% -
Heterose (%) -23 44
Heterobeltiose (%) -34 24
Estimativa do niimero de genes 1,48 0,37
Valor méximo nos genitores 0,70

Valor minimo nos genitores 0,23

Valor maximo na F, 0,55 0,83
Valor minimo na F, 0,13 0,17
Diferencial de sele¢ao (DS) (%) 20

Ganho por selegdo (g) 0,0314¢g 0,0899¢
Ganho por sele¢ao (%) 8,7 19,5
Média predita para o primeiro 0,39 0,54

ciclo apo6s selecao

Segundo RAMALHO et al. (2000), a estimativa do nimero de genes sé pode ser

realizada quando os genitores forem contrastantes, houver auséncia de interagdo génica
e todos os genes terem efeitos iguais e aditivos sobre a expressdo fenotipica do carater.

Quando ndo satisfeitas algumas destas condigdes, o numero de genes serd subestimado.
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Provavelmente, a ocorréncia de sobredominancia afetou a estimativa do numero de
genes, que ficou extremamente baixo, sendo 1,48 para um cruzamento e 0,37 para seu
reciproco.

A estimativa da herdabilidade restrita, que contabiliza a quantidade de genes
aditivos sobre o carater, foi 9% quando utilizado o geno6tipo de menor massa como mae
e negativa para o seu reciproco. Esse fato corrobora com a hipdtese de que a interagdo
alélica ndo ¢ apenas aditiva.

No caso do cruzamento envolvendo sementes do tipo rajado (cultivar Hooter x
linhagem Gen99TGS8-83), os mesmos parametros genéticos encontram-se resumidos na
Tabela 12. A estimativa de herdabilidade obtida para os cruzamentos dirigidos foi de
28,5% quando considerado o genitor feminino como sendo o de menor massa de
sementes e de 49%, no caso do cruzamento reciproco, isto €, o de maior massa como
feminino. Assim como no caso do cruzamento anterior, os valores da estimativa de
herdabilidade no sentido amplo foram discrepantes quando comparados o cruzamento
entre os genitores e seu reciproco. Para este cruzamento ndo houve heterose, o que
significa que a média da geragio F, ndo foi superior 4 media dos pais. E possivel,
portanto que nesse caso a interacao alélica seja aditiva. Nesse caso o nimero de genes
estimado para a caracteristica massa de graos foi de 5,8 para o cruzamento entre o
genitor feminino Gen99TG8-83 e o masculino Hooter e de 1,7 genes no caso do seu
reciproco.

Foi encontrado valor sem significado bioldgico para a variancia aditiva para este
cruzamento do tipo rajado, o que impossibilitou a estimativa da herdabilidade restrita.

Quando comparados os pardmetros genéticos entre os cruzamentos entre
gendtipos de graos brancos e rajados ¢ visto que para ambos houve diferenca entre os
cruzamentos reciprocos, € que apenas para os brancos houve efeito de heterose.

E importante ressaltar que a herdabilidade estimada somente se aplica &
populacdo que forneceu os dados assim como as condi¢des do ambiente do local do
estudo. Quando nao sdo realizados ensaios em mais de um local ¢ ano, a herdabilidade
pode segundo BOREM & MIRANDA (2005) estar sendo inflacionada pelo componente
interacdo gendtipo e ambiente (GxA). Porém, a diferenca entre os valores da
herdabilidade, no sentido amplo, entre os cruzamentos realizados corrobora o efeito

citoplasmatico na caracteristica massa de sementes.
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Tabela 12 - Estimativas das médias dos genitores (P; e P,) das geracdes F; e F,
retrocruzamento 1 (RCP;) e retrocruzamento 2 (RCP,) com base na geragdo de
cotilédone e seus respectivos desvios-padrdo, pardmetros genéticos e predi¢do de
ganhos por selecdo para a massa de sementes de feijdo do cruzamento Hooter x
Gen99TG8-83. Campinas, 2008.

Gen99TG8-83 (P,) Hooter (P)

Genitore e geragao
X X

Hooter (P)) Gen99TG8-83 (P,)
P, 0,53 £ 0,05 (165)
P, 0,33+ 0,06 (126)
F, 0,33 £ 0,06 (15) 0,47 0,10 (13)
F, 0,36 = 0,07 (47) 0,43 £ 0,09 (77)
RCP; 0,45 0,45
RCP, 0,35 0,45
Média 0,37 0,45
CV% 14,51
Varincia total (¢° ) 0,00389 0,00604
Variéincia ambiental (¢ ;) 0,00305
Variancia genética (¢° ,) 0,00085 0,00294
Varidncia aditiva (¢° ) - -
Herdabilidade ampla (h%,) (%) 28,54 49,00
Herdabilidade restrita (h%) (%) - -
Heterose (%) -16 -39
Heterobeltiose (%) -32 -11
Estimativa do nimero de genes 5,8 1,7
Valor maximo nos genitores 0,67
Valor minimo nos genitores 0,21
Valor maximo na F, 0,58 0,57
Valor minimo na F, 0,30 0,25
Diferencial de sele¢ao (DS) (%) 20 20
Ganho por selecao(g) 0,024 0,0528
Ganho por sele¢do (%) 2,4 12
Média predita para o primeiro 0,394 0,47

ciclo apo6s selecao

A Tabela 13 resume as estimativas de parametros genéticos do carater massa de
sementes do cruzamento entre genitores de semente vermelha, DRK-18 x Gen96A 14-7-
3-15-3V-2. A variancia média observada entre as geracoes dos genitores foi maior que a
observada nas geracgdes F; e F; reciproco. Os valores negativos de variancia aditiva, sem

significado estatistico, sdo freqiientemente encontrados por melhoristas (BOREM &
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MIRANDA, 2005). Esses valores geralmente ocorrem quando se estima um
componente de varidncia de pequena magnitude associado a erro experimental de
grande propor¢do, sendo que o valor mais apropriado para esta estimativa seria por meio
da média de diversas estimativas para a caracteristica em estudo, obtidas em repetidos
experimentos (BOREM & MIRANDA, 2005). No caso particular deste cruzamento esse
valor negativo ocorreu devido ao fato de a geragdo F, ser inferior em relacdo a massa de

sementes quando comparada a media de seus pais.

Tabela 13 - Estimativas das médias dos genitores (P; ¢ P,) das geracdes F; e F,
retrocruzamento 1 (RCP)) e retrocruzamento reciproco (RCP,) com base na geragdo de
cotilédone e seus respectivos desvios-padrdo, pardmetros genéticos e predigdo de
ganhos por selegdo para a massa de sementes de feijdo do cruzamento DRK-18 x
Gen96A14-7-3-15-3V-2. Campinas, 2008.

Genitor ¢ geragio Gen96A14—7-§—15—3V-2(P1) DRK- is (P,)
DRK-18 (P») Gen96A14-7-3-15-3V-2 (P))

Py 0,28 £ 0,05 (92)
P 0,52 +£0,10 (78)
F, 0,21 £0,02 (4) 0,43 £0,07 (8)
F» 0,35+ 0,07 (9) 0,27 £ 0,05 (9)
Meédia 0,45 0,33
CV (%) 21,76
Varincia total (¢” ) 0,0059 0,0022
Varidncia ambiental (¢° ) 0,00795
Varidncia genética (¢° ,) Negativo Negativo
Variancia aditiva (¢ ,) Negativo Negativo
Herdabilidade ampla (h?,) - -
Herdabilidade restrita (h?) - -
Heterose (%) - -
Heterobeltiose (%) - -
Estimativa do nimero de genes - -
Valor maximo nos genitores 0,75
Valor minimo nos genitores 0,15
Valor maximo na F, 0,43 0,34
Valor minimo na F, 0,18 0,21

Diferencial de sele¢ao (DS) - -
Ganho por selecao - -
Ganho por selegao (%) - -
Média predita para o primeiro - -
ciclo apo6s selecao
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A comparagao de médias da massa de sementes obtida nas geragdes envolvendo
cruzamentos entre genotipos de sementes brancas demonstra que ha variabilidade
genética para esse carater entre as geracdes (Tabela 14). O contraste das médias de
massa de graos das geragdes F; x F; reciproca e F, x F, reciproca foram estatisticamente
diferentes a 1% de probabilidade de erro pelo teste t. A comparagdo de médias das
geragdes P; x F; e P; x F, ndo apresentaram diferenca significativa. Para essas geragoes,
o citoplasma era proveniente do genitor Gen99TGR1-10, de menor massa de semente.

No caso do contraste de médias das geragdes do cruzamento reciproco, P, x F;
(gendtipo Brancdo Argentino, de maior massa de sementes, considerado como
feminino), as médias foram estatisticamente diferentes. A média da geracao F; foi maior
do que a média do maior pai, fato que pode ser verificado na Tabela 11, onde para este
cruzamento houve heterose e heterobeltiose. Para a comparacao entre P, x F, reciproco,
as médias nao divergiram estatisticamente.

O retrocruzamento RCP; corresponde ao cruzamento entre o hibrido F;’
(Brancdo Argentino como gendtipo feminino) retrocruzado para o gendtipo
Gen99TGR1-10 (P;), apresentando, portanto, aproximadamente 75% do genoma do
genitor de menor massa de semente. Porém, quando comparado as geragdes Py, F; e F,
provenientes do cruzamento onde o genitor feminino ¢ o de menor massa de sementes,
ele difere estatisticamente com probabilidade maior que 99%, e a diferenca desta
geracdo RCP; ndo ¢ significativa quando comparada as geracdes P, e F», de sementes de
maior massa. Diferiu, porém, da geracdo F; reciproca, que apresentou heterose.

O retrocruzamento RCP, corresponde ao retrocruzamento entre o hibrido F;
(Gen99TGR1-10 como gendtipo feminino) voltado para o genitor P, de maior massa
(Brancdo Argentino). Apesar de terem sido retrocruzados com o genotipo de maior
massa de sementes, era detentor de citoplasma do gen6tipo de menor massa de semente,
e quando comparado com as geragoes Py, F; e F,, detentores do citoplasma do genotipo
Brancao Argentino, o valor destas ndo diferiu estatisticamente, e diferiram de todas as
geragdes onde o genitor de maior massa era utilizado como feminino.

Deste modo, os dados indicam que as sementes obtidas nas geragdes seguintes,
quando mantido o citoplasma, independe da caracteristica massa para que foi
retrocruzada, ndo apresentando diferenca entre a média da massa dos graos obtidos com
a média do genitor utilizado como feminino.

A comparacdo de médias entre as geragdes do cruzamento de genotipos de

sementes rajadas (Tabela 15) demonstra que ha variabilidade genética para massa de
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grao entre os genitores P; x P,. As geragdes F; x F; reciproca e F, x F, reciproca foram
estatisticamente diferentes com probabilidade maior que 99% pelo teste t. Os valores
positivos indicam a superioridade dos genitores de primeira ordem como fémea e os
valores negativos indicam a superioridade do segundo genitor do cruzamento servindo

como fémea.

Tabela 14 - Compara¢do de médias da massa de grao e nivel de significancia das
geragdes P; (Gen99TGRI1-10), P, (Brancao Argentino), F;, F;’(reciproco), F,, F,’
(reciproco), RC; e RC," (reciproco), em feijoeiro. Campinas, 2008.

i/j P, P, F, F F, F,’ RC, RC,’
Py -10,34 1,18 -10,42 -0,16 -9,61 -4,34 1,32
sk NS sk NS ok ok NS
P, 6,14 -5,61 10,01 1,83 -2,33 3,96
sk #ok e NS NS EES
F, -8,88 -1,24 -5,32 -4,01 0,63
sk NS B ok NS
Fy 10,25 6,59 5,54 6,54
ok ok sk sk
F, -9,31 -4,26 1,35
B #k NS
Fy’ 0,19 3,49
NS EES
RC, 3,13
Hok

RC/’

** significativo pelo teste t a 1% de probabilidade. NS nao significativo pelo teste t.

A exemplo do ocorrido com os cruzamentos entre os genitores de sementes
brancas, a comparacdo entre as médias das geragdes P; x F; e P; x F, dos gendtipos de
sementes rajadas apresentaram diferenca significativa. Porém, quando as médias das
geragdes F; x F, (relativas ao genitor feminino sendo o gendtipo Gen99TGS8-83, de
menor massa) foram comparadas, estas ndo diferiram estatisticamente, e o
retrocruzamento RCP;’, onde o F; de citoplasma Gen99TGS8-83 foi cruzado com o
genitor de maior massa, ndo diferiu dos cruzamentos onde a mae também era de
genotipo de menor massa. A mesma observacao pode ser feita quando comparados os
cruzamentos reciprocos (graos de maior massa): os cruzamentos F;” ndo diferiram do
F," e 0 RCP; (retrocruzados para graos de menor massa, porém com genitor feminino de
maior massa conservada) nao diferiu dos cruzamentos F;’e F,".

Apesar da diferenca entre as geragdes genitoras com as demais, quando ocorreu
o avanco de geracdo de F; para F, e RC; conforme mantidas as maes, a média da massa
ndo divergiu em termos estatisticos.

Para o cruzamento entre os genotipos de sementes vermelhas, foram adquirudas
as geragdes Py, P,, F;, F;'(reciproco), F, e F,'(reciproco), as geracdes de

retrocruzamento ndo foram viaveis e por isso ndo puderam ser comparadas. Podemos
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observar na Tabela 16 que as geracdes P, e F; (graos de menor massa) ndo diferiram
estatisticamente, e a geracdo F,'- proveniente da autofecundacdo F,’- (DRK-18 x
Gen96A14-7-3-15-3V-2) nao diferiu destas duas geracdes. Esse fato ocorreu devido ao
baixo desempenho da geragdo F,, observada duas vezes anteriormente nas fases de
avango de geracdo para ganho de massa e recuperagao de background. A geragao F; foi

diferente do genitor P, pois sua média apresentava menor massa que a do P;.

Tabela 15 - Comparagdo de médias das massas e significancia das geracdes P,
(Gen99TGS8-83), Py(Hooter), F;, F,’(reciproco), F,, Fy'(reciproco), RC; e
RC, (reciproco). Campinas, 2008.

1/_] P, P, F, Flr F, Fz’ RC1 RClr
P, -28,83 -2,23 -8,28 -5,09 -12,65 -6,43 -4,38
ek sk sk ek sk sk sk
P, 10,38 3,46 15,37 11,45 3,97 10,26
kk Kk kk kk kK kk
F, -4,75 -0,87 -4,32 -3,68 -1,24
F/’ 4,92 0,94 0,70 391
F, -5,19 -3,57 -0,62
Fy -0,84 3,24
NS Kk
RC, -2,81
sk

RC[’

** significativo pelo teste t a 1% de probabilidade. NS néo significativo pelo teste t.

Tabela 16 - Comparagao de médias das massas e significdncia das geragdes P;(96A14-
7-3-15-3V-2), P,(DRK-18), F;, F,"(reciproco), F,, F, (reciproco). Campinas, 2008.

i/j P, P, F, F/’ F, F,’
P -13,67 1,91 -6,04 -3,23 0,19
ok NS ok *k NS
P, 7,94 2,73 5,59 8,56
kk kK sk kk
F, -5,23 -3,50 -1,51
F/’ 2,26 4,72
k% k%
F, 2,53
sk

Fy’

** significativo pelo teste t a 1% de probabilidade. NS nép significativo pelo teste t.

O fato de haver diferenga entre os cruzamentos reciprocos indica que o carater ¢
devido a genes citoplasmaticos (RAMALHO et al. 2001) Diante do exposto, ocorre
efeito citoplasmatico influenciando a caracteristica massa de graos em feijao.

JOSH et al. (2008) observaram que houve efeito materno na caracteristica teor
de célcio e ferro em graos de feijdo, sendo que a geracdo F, e F, reciproca ndo diferiam

estatisticamente, apresentando entdo o produto da fecundacdo F;, e concluem que a
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selecdo deve ser realizada na geragdo F;, que ird expressar a segregacao da geracdo
referente a geracdo F», revelando que a maior parte do ferro e célcio no feijado depende
do tegumento, que ¢ tecido materno. Dessa maneira, as sementes F; apresentam
tegumento e cotilédones em geragdes diferentes.

O que pode ser observado no presente estudo ¢ a discordancia do trabalho de
JOSH et al. (2008), pois a geragao F; e seu reciprocoF,” permaneceram estatisticamente
diferentes, assim como a gera¢do de retrocruzamentos, onde o citoplasma da mae,
quando mantido para graos de maior ou menor massa, conferiam o fenotipo da geragdo
seguinte, independendo do grio de poélen a que era submetido o cruzamento.
RAMALHO et al. (2000) afirmaram que o efeito materno pode durar por uma ou no
maximo duas geragdes, pois € um caso em que os genes que o controlam sdo nucleares,
responsaveis por certas condi¢des do citoplasma.

Com base na matéria seca da semente do feijoeiro, MESQUITA (1989) afirma
que o tegumento representa 9% da massa total, os cotilédones sdo responsaveis por 90%
e o eixo embrionario 1%. RAMALHO et al. (2000) afirmaram que o descendente de um
cruzamento recebe essencialmente o citoplasma do dvulo, assim, os caracteres devidos a
genes citoplasmaticos se expressam no filho, apresentando sempre o mesmo fenoétipo da
mae.

Perante a informacao de que o tegumento ¢ responsavel por apenas 9% da massa
da semente, que o efeito materno permanece por no maximo duas geracdes e que o
efeito citoplasmatico ¢ sempre transmitido ao filho, é possivel acreditar que a heranca
massa de graos em feijoeiro seja produto de heranga citoplasmatica, podendo ser do
plasto ou da mitocondria, cujo efeito mais conhecido em plantas ¢ o de macho-
esterilidade. Porém, MESQUITA (1989), ao estudar o tamanho da semente de feijao
utilizando cruzamento reciproco, contou as células do tegumento com auxilio de cortes
transversais e paradérmicos dos progenitores e das sementes da planta F,. O autor
constatou diferencas nos cruzamentos reciprocos na geragao F; da semente, mas nao na
geracdo F», indicando a presencga de efeito materno. Neste caso, desenvolvimento do
grao sofre grande influéncia do tegumento, que ¢ um tecido materno, uma vez que
representa uma barreira fisica, pela sua localizagdo como envoltério da semente,
impedindo a expressdo do gendtipo contido nas células cotiledonares.

Nao ¢ possivel afirmar qual heranca governa a caracteristica massa de sementes
ou se pode estar associada aos efeitos materno e extracromossdomico. Pode ser afirmado,

no entanto, que em programas de melhoramento de feijoes com sementes de massa
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muito diferentes, deve-se manter o citoplasma do fendtipo desejado e que a selecao
fenotipica ndo deve ser realizada na gera¢do F,. Um novo estudo, mais detalhado, deve

ser realizado para o entendimento da heranga desta caracteristica.

4.5 Desempenho da Massa das Sementes de Acordo com o Avanc¢o de Geracdes
A Tabela 17 apresenta a média dos valores de massa das sementes, de acordo
com sua geragdo e tipo de semente. E demonstrada também a média de massa de

semente dos genitores.

Tabela 17 Média da massa de todas as geracdes avaliadas para os cruzamentos entre
plantas de sementes brancas, rajadas e vermelhas, e numero de observacdes em cada
uma das geragdes. Campinas, 2008.

Geragiio Semente Branca Semente Rajada Semente Vermelha
Massa (g) Num. Obs. Massa (g) Num. Obs Massa (g) Num. Obs
P, 0,50 - 0,50 - 0,50 -
P> 0,30 - 0,34 - 0,30 -
RCF, 0,35 51 0,36 30 0,24 60
RC,F; 0,40 93 0,56 21 0,30 73
RC,F, 0,52 1166 0,61 285 0,33 381
F> 0,39 170 0,37 169 0,22 379
F; 0,42 220 0,42 464 0,31 1058
Fy 0,38 1130 0,40 1216 0,35 2859

Nao houve diferenca significativa, pelo teste F, entre os valores de massa de
semente, para os cruzamentos de gendtipos brancos e rajados, no avango da geracdo F,
até a geracao F4, ficando estabilizados os valores de média de massa, apesar de ter sido
feita a selegdo de sementes de maior massa. Esse fato pode ser decorrente pelo nao
controle em utilizar somente gendtipos de geracdo F, proveniente de gendtipo feminino
de maior massa, haja visto que foi observado heranga materna para essa caracteristica.
Os valores médios observados sdo proximos aqueles da média entre os genitores.

Ja para o cruzamento entre os genotipos de sementes vermelhas houve um
aumento de massa de grdos significativo, pelo teste F, que foi causado pela pela
incompatibilidade entre os genitores, uma vez que na geracdo F, as sementes
apresentaram média de massa muito abaixo (0,22) da média até mesmo de seu genitor
de menor massa (0,30). Segundo JOHNSON & GEPTS (2002) e BRUZI et al. (2007),
no cruzamento entre genotipos andinos e mesoamericanos, quando a geragao F; ¢
viavel, a populagdo segregante quase sempre apresenta performance inferior a ambos os

genitores.
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A média de massa de sementes resultantes do retrocruzamentos entre genotipos
brancos e rajados aumentou nas duas geragdes de retrocruzamento e também na geracao
de autofecundagao (RC;F;). Como para os retrocruzamentos foram utilizados individuos
F, originados de cruzamento onde o genitor feminino era o de maior massa, sendo
mantido o citoplasma deste gendtipo; foram retrocruzados para o genitor de maior
massa, ¢ a selecdo fenotipica foi para graos também de maior massa, houve um retorno
rapido dos valores médios da massa das sementes.

Assim como no presente trabalho, RAMALHO et al. (1998) verificaram qual a
estratégia a ser utilizada para melhorar a eficiéncia na sele¢do de plantas de feijoeiro de
porte ereto e com graos tipo carioca, de maior aceitagdo comercial e concluiu que a
melhor estratégia ¢ utilizar retrocruzamento para o pai com graos dentro do padrdo
desejado e proceder a recombinacdo das melhores progénies selecionadas.

Além do efeito citoplasmatico, o fato de ter ocorrido uma recuperacgio rapida da
caracteristica massa de sementes indica que os genes envolvidos em tais caracteristicas
devem ser poucos, uma caracteristica portanto oligogénica, corroborando o valor
estimado para o genotipo rajado (1,7 genes), quando mantidos os citoplasma do
genotipo de maior massa. RAMALHO et al. (2000) apresentaram valor estimado de 4,6
genes relacionados a massa de sementes de feijado em estudo realizado na Universidade
de Lavras.

Sao exemplos de caracteristicas importantes para o melhoramento vegetal e de
provavel heranca oligogénica: espessura de casca e acimulo de o6leos essenciais em
eucalipto (ZOBEL & JETT, 1995), resisténcia a mancha angular, a ferrugem e a
antracnose no feijoeiro comum (SARTORATO & RAVA, 1994), resisténcia a ferrugem
em soja (VIJAYALAKSHMI et al., 2005).

Para o cruzamento entre gen6tipos de sementes vermelhas, do mesmo modo que
na geragao F,, o RC,F; teve a média de massa abaixo da média do seu pior pai, fato que
legitima a ocorréncia da autofecundacdo ocorrida ao invés de retrocruzamento,
formando, ao invés de RC,F,, a geracdo F,, que, como visto anteriormente, por se tratar
de gendtipos com pools génicos muito diferentes tornou a geragdo F, inferior a seus pais
(JOHNSON & GEPTS, 2002; BRUZI et al., 2007). As geragdes seguintes, F3 ¢ Fy
recuperaram a média do menor pai, provavelmente devido a selecdo que foi realizada
para sementes de maior massa, porém nao houve ganho que o diferenciasse do pai de

menor massa, pelo teste t.
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4.6 Teste de Resisténcia as Racas 31, 65 e 89 do Agente Causal da Antracnose

Foram testados 101 genoétipos (incluindo os seis genitores) quanto a resisténcia
as racas 31, 65 e 89 do agente causal da antracnose, cada gendtipo representado por 6
plantas ou repetigdes. As geragdes testadas foram aquelas provenientes da
autofecundagdo das plantas RC,F, ou seja, RC,F,, sendo as repeticdes as seis sementes
de maior massa de cada gendtipo, para cada um dos trés cruzamentos (sementes
brancas, rajadas e vermelhas), e sementes provenientes das geragdes F4 dos cruzamentos
de sementes brancas e rajadas. As sementes provenientes do cruzamento entre os
gendtipos sementes vermelhas ndo foram testadas, uma vez que estavam no campo e
suas folhas seriam coletadas para a genotipagem e sele¢do assistida por marcadores.

A Tabela 18 apresenta o numero de gendtipos testados para cada geracdo e o

numero dos que foram resistentes e suscetiveis.

Tabela 18 - Resisténcia de gendtipos de feijoeiro as racas 31, 65 e 89 de antracnose.
Campinas, 2008.

Genotipo n° total de Resistente
genétipos testados n° %
RC,F, vermelho 14 13 93%
RC,F, branco 52 47 90%
RC,F, rajado 17 4 24%
F4 branco 7 5 T1%
F4 rajado 5 1 20%

Entre as 14 plantas RC,F, selecionadas para o teste de resisténcia através dos
locos microssatélites, apenas uma nao se mostrou resistente, sendo as 13 demais
resistentes as trés racas. Um aproveitamento de 93% das plantas, que foram entdo
transplantadas para vasos na casa de vegetagdo. Provavelmente, as plantas selecionadas
possuiam os genes de resisténcia provenientes do genitor 96A14-7-3-15-3V-2, resistente
as trés ragas testadas (BERALDO, 2007).

Foram selecionados 17 gendtipos RC,F, do cruzamento entre os genitores
rajados para o teste. Destes, apenas quatro foram resistentes as trés ragas testadas, genes
que também devem ser provenientes do genitor doador Gen99TGS8-83, resistente as
racas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum (BERALDO, 2007).

Os genotipos de graos brancos tiveram aproveitamento de 90 e 71% (RC,F; e Fy,

respectivamente) de resisténcia em relacdo ao total testado. O genitor doador
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Gen99TGR1-10 E fonte de resisténcia, assim como os demais doadores dos outros dois
cruzamentos, as ragas 31, 65 e 89 de C. lindemuthianum (BERALDO, 2007).

Tais valores altos de resisténcia a antracnose para os gendtipos de sementes
brancas pode ser devido ao fato de haver maior fonte de resisténcia na linhagem
utilizada como genitora, em comparagao & linhagem utilizada no cruzamento de plantas
com sementes rajadas (BERALDO, 2007).

Na Figura 6 pode ser verificado exemplo de planta resistente e suscetivel a
antracnose. A Figura 7 demonstra as plantas resistentes a antracnose que foram
transplantadas e suas sementes multiplicadas. O fato da resisténcia a antracnose no
feijoeiro ser condicionada por oligogenes (SARTORATO & RAVA, 1994) facilita a

transferéncia destes genes para a descendéncia, quando comparados a genes de

caracteristicas poligénicas.

Figura 6 - Sintomas de antracnose (Colletotrichum lindermuthianum) em plantas de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris). a) Planta com sintoma. b) Planta sem sintoma.

Figura 7 - Plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) resistentes as racas 31, 65 ¢ 89 de
Colletotrichum lindemuthianum.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O programa de melhoramento do feijoeiro do IAC visa a obtencdo de cultivares
de elevada produtividades, adaptabilidade e resisténcia as principais doengas. Muito
embora a principal prioridade seja o desenvolvimento de graos do tipo carioca, também
foi incorporado o melhoramento de feijoeiros para graos especiais, de maior massa de
sementes, tendo em vista a demanda crescente por feijoes do tipo exportacdo, que
poderao ser cultivados no sistema de agricultura familiar e com maior rentabilidade que
os demais feijoes. Nesse caso, o estudo revelou que no momento da adocao do
genotipos para serem cruzados visando ao aumento da massa de sementes, atengdo
especial deve ser dada ao genitor utiizado como mae dos cruzamentos, haja vista que o
carater massa de sementes possui heranca materna. Além disso, a introduc¢do de
marcadores molecularaes nos procedimentos de selecao assistida para recuparagdo do
background genético de um dos genoétipos parentais parece ser uma estratégia a ser
seguida. Muito embora nossos resultados ndo sejam conclusivos, pois as sementes da
geragdo atual (F4) do cruzamento entre materiais de sementes vermelhas (DRK-18 x
Gen96A14-7-3-15-3V-2) ainda ndo foram agronomicamente avaliadas em condigdes de
campo para confirma¢do da recuperacdo do genoma do genétipo doador (Gen96A14-7-
3-15-3V-2), dados preliminares de resisténcia a antracnose das plantas desta geracdo
revelam que uma propor¢do maior do que a esperada (auséncia de selecdo assistida)
apresentaram resisténcia a trés ragas do patdégeno causador desta doenca, sugerindo que
a sele¢do assistida por marcadores SSR foi eficiente. No entanto, o seu sucesso ira
depender da divergéncia possivel de ser observada entre os genitores que, por sua vez,
sera maior ou menor em fungdo, fundamentalmente, da origem genética dos mesmos.

Finalmente, os cruzamentos reciprocos identificaram a ocorréncia de heranca
ndo somente nuclear para a caracteristica massa de graos. Fica a sugestdo para trabalhos
mais detalhados para o entendimento da heranga massa de grios em feijoeiro,
avancando mais uma ou duas geragdes para identificacdo de que tipo de efeito esta
relacionado a esta caracteristica, se materno ou extracromossomico. Esses dois
fendmenos se confundem e a diferenciacdo deles pode, segundo RAMALHO et al.

(2000) ser realizada através de cruzamentos sucessivos.
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a)

b)

6 CONCLUSOES

A escolha de genitores de P. vulgaris para fins de cruzamento deve estar associada a
origem genética dos mesmos, uma vez que genes de incompatibilidade poderdo se
expressar em determinadas combinagdes envolvendo materiais de pools génicos

diferentes;

Se o objetivo do programa de melhoramento for aumentar a massa dos grdos, o
genitor de maior massa deve ser mantido como mae para obtengdo da geracao F,

assim como nos retrocruzamentos SUCessivos;

Para o carater massa de grios de feijdo, duas geragdes de retrocruzamentos s3o o

suficiente para retornar a massa do genitor de maior massa;

A aplicagdo da selegdo assistida por marcadores moleculares SSR com finalidade de
resgatar o genoma de um dos genitores durante o avango de geragdes foi menos

onerosa ou trabalhosa na geragdo F4 do que nas geragdes de retrocruzamentos;

Houve ganho de massa de sementes por meio de retrocruzamentos com € sem
selecdo assistida por marcadores moleculares. Embora preliminares, a observagao de
maior propor¢do de plantas resistentes a antracnose dentre aquelas selecionadas com
auxilio de marcadores sugerem que a selec¢ao assistida foi mais vantajosa, na medida
em que se espera maior propor¢do do genoma doador entre as palntas selecionadas

por esta técnica.
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