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RESUMO

HAGIWARA, W.E. Emprego de RAPD em programa de retrocruzamento
em feijdo. Lavras: UFLA, 2001. 75p. (Dissertagdo - Mestrado em Genética

¢ Melhoramento de Plantas)*

Visando verificar a utilidade dos marcadores RAPD para acelerar a
recuperagdo dos fenétipos desejaveis em um programa de retrocruzamento,
foram selecionadas 167 plantas resistentes a0 fungo Colletotrichum
lindemuthianum, apés a inoculacio com a raca 2047. Essas plantas foram
divididas em dois grupos, sendo o grupo 1 formado por 73 plantas da populagio
F.RCy, mais os genitores, em que a linhagem G2333 foi o genitor doador do
alelo Co-7 de resisténcia e a linhagem ESAL696 a recorrente. O grupo 2 foi
formado com 88 plantas da populagio F\RC;, 2 da F2RC,, 4 da FiRC;, e os
genitores G2333 (doador) e os recorrentes ESAL696 e CI140. Foram extraidos o
DNA dessas plantas e dos genitores e obtidos 70 bandas polimoérficas utilizando-
se 34 primers, por meio do RAPD. Foram estimadas as similaridades genéticas
entre as plantas e genitores da cada grupo pelo procedimento de Dice.
Constatou-se que o RAPD foi eficiente para estimar o parentesco das popula¢des
FRRC, e FRC; de acordo com a genealogia dos mesmos. Os valores de
similaridade genética mostraram que existe ampla variabilidade entre as plantas
de cada grupo, sendo maior no grupo 2, devido a inclusio do CI140, como o
segundo genitor recorrente, que exibiu baixa similaridade com o ESAL696. As
familias derivadas das plantas selecionadas foram avaliadas junto com os
genitores recorrentes, na safra da seca, utilizando-se o delineamento latice
simples 13 x 13 onde foram avaliados o nimero dias para florescimento,
incidéncia de mancha angular (Phaeoisariopsis griseola), produgio de graos e
peso de 100 sementes. Na safra de inverno de 2000, as mesmas familias foram
avaliadas na geracdo seguinte utilizando-se um latice triplo 13 x 13, e foram
realizadas as mesmas avaliagdes do primeiro experimento, com excecdo da
incidéncia de mancha angular, incluindo a avaliagdo do porte das plantas e do
tipo de grios. Visando verificar se os marcadores explicaram, pelo menos em
parte, a variagdo nos caracteres morfo-agronémicos, foram estimadas as
correlagBes destes com a similaridade genética geral (sgg) e, também, com as
similaridades das plantas de retrocruzamento com os genitores. Com excegdo do
peso de 100 sementes, todos os outros caracteres tiveram pelo menos uma

* Comité orientador: Jodo Bosco dos Santos - UFLA (Orientador)



correlagdo significativa com os dados moleculares, a maioria, coerente com o
esperado, baseando-se nos fendtipos dos genitores avaliados no campo. Isso
mostra que pelo menos alguns marcadores explicam parte da variagdo dos
caracteres. Os resultados das correlagGes e de parentesco indicam que o RAPD
deve ser util para auxiliar na selecdo de plantas nas populagdes segregantes que
apresentaram maiores semelhancas ao genitor recorrente mesmo em RC;.

il



ABSTRACT

HAGIWARA, W.E. Utility of RAPD markers in a common bean backeross
breeding program. Lavras: UFLA, 2001. 75p. (Dissertation - Master

Program in Genetic and Plant Breeding)*

Aiming to check the viability of RAPD markers for helping to select
desirable phenotypes in backcross populations of common bean, 167 resistant
plants were selected after inoculation with 2047 race of Colletotrichum
lindemuthianum. Those plants were placed into two groups, one with 73 plants
from F,BC, population plus the donor parent, G2333 line, the carrier of Co-7
allele for C. lindemuthianum resistance, and the recurrent parent, line ESAL696.
The group 2 had 88 plants from F,BC,, 2 from F,BC;, 4 from F\BC;, the G2333
donor parent, and the recurrent parents, ESAL696 and the line C1140. DNA was
extracted from each plant and parents. 70 polymorphic bands were obtained, by
using 34 primers in the RAPD procedure. Genetic similarities between every
pair of backcrossed plants and parents were estimated according to Dice
procedure. High variability was detected among genetic similarity estimates,
mainly in group 2 due to the use of CI140 as a second recurrent parent that
exhibited small similarity to ESAL696. Also, RAPD was efficient for estimating
the relationship of F,BC, and F,BC, populations as expected by genealogy.
Families derived from each backcrossed plant and the recurrent parents were
evaluated in the field, using a simple lattice square 13 x 13, in the “secas” season
of 2000. In the next generation, they were evaluated in the winter season, using a
triple lattice square 13 x 13. Data were taken of number of days to flowering,
angular leaf spot (Phaeoisariopsis griseola), grain yield, 100 seed weight and
plant and grain type. Correlation between the traits and general genetic similarity
and also the traits and similarities of backcrossed plants with the parents was
estimated aiming to check if the marker explained, at least in part, the variation
in morpho-agronomical traits. All traits, with exception of 100 grain weight,
showed at least one significant correlation with RAPD data, that was generally
consistent based on the parents phenotypes, indicating that, at least some
markers are related to the variation of those traits. So, considering the correlation
and the relationship results, we can conclude that RAPD is useful for helping to
select plants more related to the recurrent parent, even i the BC, population.

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

O melhoramento genético do feijio (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil
tém visado varios caracteres de importincia agronémica, com destaque para a
produtividade, tipo de grios e resisténcia & patdgenos (Ramalho, Santos e
Zimmermann, 1993; Vieira, Borém e Ramatho, 1999).

Entre os patogenos mais importantes, o fungo Colletotrichum
lindemuthianum, causador da antracnose, que ocorre em todo o pais, é um dos
que se destaca por causar redu¢do de producdo de até 100%, especialmente, em
regides que apresentam temperatura amena e alta umidade, durante o ciclo da
cultura (Sartorato e Rava, 1994). A obtencdo de cultivares resistentes é a
altemativa mais eficiente para o controle da doenca, que é amplamente viivel,
devido ao fato do feijoeiro possuir varios genes independentes, cada um com um
ou mais alelos de resisténcia a varias ragas e com marcadores moleculares
ligados & maioria desses alelos ja identificados (Adam-Blondon et al.,, 1994;
Castanheira, Santos e Melo, 1996; Young e Kelly, 1996a; Alzate-Marin, 1996;
Santos e Ferreira, 1996; Santos, Castanheira e Melo, 1996; Young e Kelly, 1997;
Young et al,, 1998; Arruda, 1998; Castanheira et al., 1999; Silva, 2000). Esses
marcadores permitem a piramidacio dos alelos de resisténcia dos diferentes
genes, com a finalidade de aumentar a vida itil da resisténcia das cultivares.

Infelizmente, as linhagens utilizadas como fontes de alelos de resisténcia
sdo geralmente mal adaptadas e 0 meio mais viavel da transferéncia desses
alelos é o método de retrocruzamento. Por meio desse método, o genitor doador
do alelo de resisténcia ¢ inicialmente cruzado com o genitor recorrente, que deve
ser uma linhagem/cultivar ideal sob o ponto de vista de adaptagdo e fendtipos

agrondmicos de interesse. Os cruzamentos necessarios sio feitos com um ou



mais genitores recorrentes, visando aumentar a freqiiéncia de seus alelos na
populacdo segregante, juntamente com o alelo de resisténcia.

Normalmente, sdo necessirios de 5 a 6 retrocruzamentos para se
recuperar 98,4% ou 99,2% dos alelos do genitor recorrente, o que demanda
tempo para a obtencdo da nova cultivar. Essa taxa em que as plantas recuperam
o genétipo do pai recorrente é uma média para todos os locos e para todas as
plantas da populacio segregante, porém, considerando-se o conjunto de genes
responsivel pela expressio de caracteristicas agrondmicas e comerciais
desejaveis, estes podem estar sendo recuperados mais rapidamente, em algumas
plantas, nos primeiros retrocruzamentos. Se a cada retrocruzamento forem
identificadas essas plantas para serem utilizadas no préximo retrocruzamento o
tempo para fixar a maioria dos fenétipos desejaveis do genitor recorrente pode
ser reduzido, diminuindo, consequentemente, o tempo para o lancamento da
nova cultivar com o alelo de resisténcia.

Com o uso de marcadores moleculares como 0 RAPD pode ser possivel
identificarem-se os genétipos, com maiores proporgdes dos alelos do recorrente,
Ja na geracdo F; do primeiro retrocruzamento e sem'que s€ja necessario esperar
pela conclusdo do ciclo de vida da planta, possibilitando a redugdo no tempo nos
programas de melhoramento. A identificacdo dos genétipos, por meio do RAPD,
pode ser feita a partir da estimativa da similaridade genética, que corresponde ao
parentesco entre as plantas segregantes de cada retrocruzamento. As plantas que
apresentarem maior similaridade em relacdo aos genftor&s recorrentes devem
possuir maior proporgio de alelos do mesmo. Ha evidéncias de que a
diversidade genética identificada pelos marcadores RAPD esta correlacionada a
diversidade morfo-agronomica (Machado, 1999; Duarte, Santos e Melo, 1999).

Assim, os objetivos do trabalho foram: a. estimar a similaridade
genética, baseada em marcadores RAPD, entre plantas de diferentes

retrocruzamentos, provenientes do cruzamento do genitor doador G2333, com os



recorrentes ESAL 696 e CI140 visando identificar aquelas com maior
similaridade aos genitores recorrentes; b. verificar se a selecdo das plantas
resistentes a antracnose, com base na inoculagdo, foi concordante com a
presenca do marcador amplificado pelo primer OPL-04, que esti ligado ao alelo

Co-7 de resisténcia ao Colletotrichum lindemuthianum.



2 REFERENCIAL TEGRICO

2.1 Melhoramento pelo método de retrocruzamento

O método de retrocruzamento é usado para a transferéncia de um ou
mais alelos de interesse de um genitor doador, para um genitor recorrente,
normalmente cultivares elites, que ndo possuem os fenétipos condicionados por
esses alelos. Normalmente, o genitor recorrente é um genétipo adaptado,
superior em varios aspectos, mas que r3o possui os poucos alelos desejaveis do
ndo recorrente (Allard, 1971). O método permite manter as qualidades de uma
boa cultivar, enquanto se adiciona fenotipos desejaveis, tais como a resisténcia a
fatores de estresse ambiental ou qualidade nutricional de fontes de germoplasma
domesticado ou ndo domesticado (Reyes-Valdés, 2000).

O objetivo do retrocruzamento é recuperar os alelos do pai recorrente,
além daqueles que estdo sendo transferidos do parental doador. A taxa média de
recuperacdo depende da intensidade de selecdo para os fendtipos do parental
recorrente, que € praticada durante o retrocruzamento e o efeito da ligagio (Fehr,
1987). Na auséncia de selegdo e ligagdo, a porcentagem média de alelos do
parental recorrente, cresce a cada retrocruzamento, em metade da porcentagem
do germoplasma do parental ndo recorrente, que estava presente na geragdo
anterior ao retrocruzamento. Essa porcentagem de recuperagao do genoma do
genitor recorrente (GR) é dada pela expressio %GR=100[1-(0,5)""], em que n é
o numero de retrocruzamentos (Openshaw, Jarbol e Beavis, 1994). No entanto,
essa expressdo ignora o fenomeno conhecido por arraste ou retencio, devido a
ligacdo (‘linkage drag’) (Brinkman e Frey, 1977), ou seja, a persisténcia de
material genético do parental doador ligado ao alelo a ser introgredido. Assim,
as novas linhagens formadas pelo retrocruzamento diferem, nido somente no

gene de introgressdo, mas também, nos outros genes ligados a ela (Stam e



Zeven, 1981). Varios modelos foram desenvolvidos para a predi¢do da taxa do
genoma do parental doador que permanecem retidos nessas linhagens, como o
de Hanson (1959) e Stam e Zeven (1981). Este uitimo autor previu que um
segmento relativamente grande do cromossomo do doador pode permanecer
mesmo em gerag¢ées mais avangadas de retrocruzamento. No entanto, o arraste
de genes é importante somente se o parental doador tem caracteristicas
agrondmicas muito indesejaveis (T anksley et al., 1989), podendo inclusive, o
genétipo parcialmente convertido, ser superior ao totalmente convertido para o
genoma do recorrente (Lee, 1995).

Como o parental recorrente e o doador possuem os mesmos alelos, em
alguns locos e alelos diferentes em outros, a %GR refere-se aos locos em que os
alelos do pai recorrente diferem do doador. A amplitude da variabilidade
genética, em uma populagio segregante, é funcdo da divergéncia genética entre
os pais envolvidos nos cruzamentos, correspondendo, essa divergéncia, a
diferenca nas freqgiiéncias alélicas das populagdes (Falconer, 1981). Quanto
maior o nimero de locos, em que os alelos dos parentais diferem, maior sera o
tempo de recuperagio dos alelos do parental recorrente.

A expressio dada por Openshaw, Jarbol e Beavis (1994) estima a taxa
média de recupera¢io do genoma recorrente, considerando toda a populagio,
porém, teoricamente, em populacdes muito grandes, em apenas uma geragdo
podemos selecionar o genétipo ideal, ou seja, possuindo o alelo desejado do
doador e o resto do genoma do parental recorrente. Considerando ¢ pares de
cromossomos de mesmo comprimento e na primeira geracio de
retrocruzamento, pela fun¢do de mapeamento de Haldane, a probabilidade de se
ter um individuo com o genétipo idéntico ao do Pai recorrente ¢ dada pela
expressio [/2(1-r,)]°, onde r,, é a taxa de recombinacdo entre as extremidades
dos cromossomos, resuitando em uma populag¢do extremamente grande, quando

¢ é elevado (Visscher, Haley e Thompson, 1996). Pela fungio de mapeamento



de Haldane, 7,, = %(1-¢™®), onde x ¢ a distincia do mapa genético entre as
extremidades dos cromossomos (Stam e Zeven, 1981). Assim, por exemplo, no
caso do feijdo, que possui 11 pares de cromossomos e considerando x = 1
Morgan, 7, sera de 0,4323 e, o nimero de plantas necessarias para se ter um
unico individuo com o genétipo desejado é de 1.038.232 plantas. No entanto,
mesmo em uma populagdo pequena, considerando o conjunto de genes
responsaveis pela expressdo de caracteristicas agronémicas e comerciais
desejaveis, muitos deles podem estar sendo recuperados mais rapidamente, em
algumas plantas, mesmo nos primeiros retrocruzamentos. Se a cada
retrocruzamento forem identificadas essas plantas, para serem utilizadas no
proximo retrocruzamento, o tempo para fixar todos os fenétipos desejaveis do
pai recorrente pode ser reduzido, diminuindo conseqiientemente o tempo para o
lancamento da nova cultivar com o alelo de resisténcia. Por essa razio é
recomendada a selecdo dos gendtipos que mais se assemelham ao genitor
recorrente, com base nos fendtipos desejaveis, nas populagdes segregantes dos
retrocruzamentos.

Um dos problemas que existem é a identificagio das plantas nas
geragbes segregantes de retrocruzamento, que sio mais proximas do genitor
recorrente. Uma altemativa ¢é identificar o parentesco dessas plantas com os

genitores, que podem ser estimados com o uso de marcadores genéticos.

2.2 Marcadores genéticos

Entre os tipos de marcadores utilizados em estudos genéticos e no
melhoramento de plantas tém-se os marcadores morfolégicos,
bioquimicos/enzimaticos e moleculares. Até meados da década de 60, os
marcadores utilizados em estudos de genética e melhoramento eram controlados
por genes associados a caracteres morfologicos. Entretanto, eles ocorrem em

numero muito reduzido para funcionarem como marcadores.



A técnica de eletroforese de proteinas e enzimas foi amplamente
empregada nas Ultimas décadas, para estudar a variagdo genética existente em
plantas e animais, porém, devido também ao seu numero limitado e ao baixo
nivel de polimorfismo mostrado em algumas espécies, os marcadores
bioquimicos/enzimaticos tém sido gradualmente substituidos por marcadores,
que detectem o polimorfismo diretamente na molécula de DNA (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Entre os vérios marcadores moleculares disponiveis atualmente,
destacam-se, pela sua maior utilizagdo, o RFLP (‘Restriction Fragment Length
Polymorphism’), o RAPD (‘Random Amplified Polymorphic DNA’), os
microssatélites ou SSRs (‘Simple Sequence Repeat’) e o AFLP (‘Amplified
Fragment Length Polymophism’) (Duarte, 1998). Esses marcadores sio de
grande utilidade na genética e methoramento, pela identificagdo de grande
polimorfismo, auséncia de efeito pleiotropico, ndo sofrerem influéncia do
ambiente e podem ser analisados em qualquer estadio de desenvolvimento
(Williams et al. 1990).

2.3 Marcadores PCR ¢ RAPD

A técnica de PCR (‘Polymerase Chain Reaction’) foi desenvolvida em
1984, por Kary Mullis (Mullis e Falloona, 1987, Saiki et al., 1985) e consiste na
amplificagdo, in vitro, de fragmentos de DNA, usando oligonucleotideos
iniciadores ou primers de seqiiéncia conhecida e complementares as
extremidades do segmento a ser amplificado, direcionando a sintese de DNA
alvo, em ciclos repetidos (Mullis, 1990). A reagio de PCR é realizada em um
termociclador, que fomece as temperaturas e respectivos tempos adequados a
desnaturagio da molécula de DNA, separando as fitas complementares, o
anelamento dos primers e a extensio do DNA em cada ciclo de replicagio,
durante os 25 a 40 ciclos.



A técnica de RAPD, descrita, independentemente, por Welsh e
McClelland (1990) e Williams et al. (1990), é uma variante do PCR, onde se
utiliza um tnico primer, em vez de pares de primers ¢ estes sdo mais curtos, em
geral de dez nuclectideos e, de seqiiéncia arbitraria, dispensando, assim, o
conhecimento prévio da seqiiéncia do fragmento de DNA complementar ao
primer, diminuindo o seu custo (Tingey, Rafalski e Williams, 1992). Cada
primer, normalmente, amplifica varios fragmentos, em regides arbitrarias do
genoma, os quais s3o separados por eletroforese. Devido ao nimero quase
ilimitado de primers diferentes, capazes de amplificar um grande nimero de
seqiiéncias aleatorias, visualizadas por meio de bandas distintas, ha a
possibilidade de alguns primers amplificarem fragmentos do genoma proximos
a0 alelo de interesse. Além disso, essas seqiiéncias constituem-se em uma
amostra do genoma, que permite estimar a similaridade entre genétipos, que
representam o parentesco entre eles (Skroch, Santos e Nienhuis, 1992).

Entre os marcadores de DNA, o RAPD é o mais simples e viavel de ser
empregado em qualquer programa de methoramento (Santos et al. 1994). Esses
autores encontraram concordancia entre os dendrogramas gerados, tanto por
RAPD como por RFLP e sugerem que as diferengas na estimativa da
similaridade genética entre RAPDs e RFLPs é devida mais a erros de
amostragem, do que a diferengcas em como o RAPD e o RFLP revelam
polimorfismos. As principais desvantagens do RAPD, em relagdo ao RFLP é
que eles sdo, usualmente, dominantes e possuem baixa reproducibilidade do
padrio de bandas, que s3o muito sensiveis a diferentes concentragdes dos
componentes de reacdo e a condigdes dos ciclos (Weeden et al., 1992). Porém,
no caso de identificacio de alelos, com o uso de dois marcadores, um em
atracdo, e outro, em repulsdo, pode se distinguir o gendtipo heterozigoto, da
mesma forma que os marcadores codominantes. Ja o problema de

reproducibilidade pode ser contomado com a padronizagdo das condigdes de



reacio entre os diversos laboratérios ou selegdo de primers pela
reproducibilidade (Skroch e Nienhuis, 1995b). Esses autores, também,
concluiram que o erro na amostragem como a tnica fonte de erro é suficiente
para explicar a variagio nas estimativas das distincias genéticas entre as
amostras independentes de bandas de RAPD por eles estudados.

A sele¢do de primers, que amplificam bandas polimorficas fortes, além
de minimizar possiveis falsos negativos, na ocorréncia de bandas, diminui
também seu custo, com a selecio de primers, que amplificam maior niumero de
bandas (Skroch e Nienhuis, 1995a). Foi demonstrada que a porcentagem de
falsos negativos é baixa, mas para bandas fracas esta pode atingir até 8%
(Weeden et al., 1992; Skroch e Nienhuis, 1995b), e podem afetar as estimativas
da similaridade.

Os fragmentos de RAPD, que identificam alelos de interesse, podem ser
convertidos em novos marcadores moleculares, baseados em PCR, como os
marcadores SCARs (‘Sequenced Characterized Amplified Regions’) (Melotto,
Afanador e Kelly, 1996) e os marcadores ASAPs (‘Allele-Specific Associated
Primers’) (Staub e Serquen, 1996), que sdo especificos e mais reproduziveis do
que o RAPD.

2.4 Selecio assistida por marcadores para resisténcia a antracnose

Varios autores contribuiram para desenvolver a teoria e as estratégias da
selegdo assistida por marcadores (MAS). O uso de marcadores moleculares em
programas de introgressdo, via retrocruzamento, ¢, talvez hoje, a aplicagio mais
concreta da tecnologia de marcadores moleculares no methoramento (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Isso se faz com o uso de marcadores moleculares
fortemente ligados aos alelos que se deseja introgredir, possibilitando o

monitoramento da presenca desses alelos nas geragdes de retrocruzamento.



No melhoramento visando resisténcia a doengas, o uso de apenas um
alelo vertical de resisténcia tém resultado em pequena durabilidade da
resisténcia nas cultivares. Para aumentar a vida util dos alelos verticais de
resisténcia de genes diferentes, uma alternativa é construir uma pirdmide de
genes, ou seja, reunir varios alelos de resisténcia de diferentes genes, em uma
unica cultivar (Pedersen e Leath, 1988; Mundt, 1990, Singh et al, 1992; Young e
Kelly, 1996b; Miklas, Stavely e Kelly, 1993; Miklas, Johnson e Stone, 1996;
Young e Kelly, 1997; Alzate-Marin et al., 1999c). Uma das dificuldades para a
construg¢do da piramide de genes € identificar a presenga de dois ou mais alelos
de resisténcia em um tnico genétipo. No caso do Colletotrichum
lindemuthianum, em que os principais alelos conferem resisténcia a um grande
numero de ragas, € necessario um conjunto de ragas diferenciadoras para esses
alelos para que eles possam ser identificadas em um unico genétipo (Silva,
2000). Como todas as ragas ndo sdo disponiveis para serem usadas como
diferenciadoras de genes e algumas nem foram identificadas, é impossivel ter
certeza de forma rapida, que dois ou mais alelos ocorrem em um tnico genétipo,
utilizando os procedimentos normais da genética por meio de incculagdes
(Young et al., 1998).

O uso de marcadores como o RAPD permite a sele¢io indireta para os
alelos de resisténcia, levando vantagem em relagdo aos métodos convencionais,
devido 2 sua maior eficiéncia e rapidez, principalmente, se forem usados
marcadores estreitamente ligados e flanqueando o alelo de interesse. Esse
procedimento contribui para reduzir o nimero exaustivo de testes de
patogenicidade e, assim, viabiliza a piramidagio de genes (Young e Tanksley,
1989; Kelly e Miklas, 1998).

Especificamente, em relacdo ao Colletotrichum lindemuthianum, em
feijio comum, ja foram identificadas varios marcadores ligados aos alelos de
interesse (Adam-Blondon et al., 1994; Castanheira, Santos e Melo, 1996; Young
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e Kelly, 1996a; Alzate-Marin, 1996, Santos e Ferreira, 1996; Santos,
Castanheira e Melo, 1996; Young e Kelly, 1997; Young et al, 1998; Arruda,
1998; Castanheira et al., 1999; Silva, 2000), num total de dez alelos em oito
genes independentes.

A linhagem G2333 ¢ uma das doze diferenciadoras para a antracnose ¢ é
resistente a todas as ragas que ocorrem no Brasil, conferida pelo alelo Co-7.
Além disso a cultivar é uma pirdmide de trés alelos de resisténcia contra o
patogeno, possuindo além do Co-7, 0 Co-5 e, provavelmente, o Co-3 (Alzate-
Marin et al, (1999a), todos identificados e marcados (Young e Kelly, 1997;
Young et al., 1998; Castanheira et al., 1999; Silva, 2000). Atualmente, alguns
autores acreditam que o alelo Co-7 ¢ na verdade o Co-42, que ¢ alelo do Co-4.
Um problema para o uso dessa fonte de resisténcia deve-se ao fato da linhagem
ter habito de crescimento tipo IV, ser sensivel ao fotoperiodo e possuir grios
vermelhos e brilhantes, portanto inaceitavel como cultivar. Assim, para um
eficiente aproveitamento de seus alelos de resisténcia é necessario um programa
de retrocruzamento, utilizando linhagens com boas caracteristicas agrondmicas e
comercials como genitor recorrente. O alelo Co-7 foi marcado recentemente,
pela técnica de RAPD, por Silva (2000), através do primer OPL04 (Operon
Technologies, Califoria, EUA), que amplifica uma banda situada a 0 cM desse

alelo, sendo portanto, o marcador ideal.

2.5 Coeficientes de similaridade usados em estudos com marcadores RAPD

O coeficiente de similaridade/dissimilaridade entre dois individuos
constitui o ponto de partida para varias técnicas de andlise multivariada, que
permitem melhor visualizacio dos relacionamentos entre os mesmos (Duarte,
1998). Devido & sua importincia, um grande numero de coeficientes de

similaridade tém sido propostos (Krzanowski, 1988).

11



Os mais simples coeficientes de similaridade relacionam-se com as
variaveis dicotomicas, onde cada variavel tem somente dois valores. Marcadores
tipo RAPD, que s3o binarios sdo incluidos nesse tipo de variavel. Para estes
marcadores, as quatro possiveis observagdes de comparagio entre dois genétipos
sdo classificadas baseadas na presenca (1) ou auséncia (0) de um marcador para
cada genotipo conforme a Tabela 1.

A partir dos padrdes de coincidéncia ou nio coincidéncia das variaveis
na comparag¢io de dois gendtipos, varios coeficientes de similaridade tém sido
propostos, combinando quantidades diferentes de a, b, ¢ e d. No coeficiente de
Gower (Gower, 1971), a similaridade entre qualquer par de genétipos i e j (Sg;)
€ calculada como: Sg; = al(a + b + ¢), avaliando assim a similaridade em
comparagdes onde ocorrem coincidéncia para a presenca de varidveis e
ignorando para a auséncia de variaveis, e descreve a similaridade entre plantas i
€ j como a proporgao de fragmentos RAPD comuns nas duas plantas (Mumm et
al., 1994). O coeficiente de Dice (Dice, 1945) enfatiza as comparagdes onde
ocorrem coincidéncia para presen¢a de variaveis, calculando a similaridade
como: Sg;; = 2a/(2a + b + ¢). Este coeficiente também pode ser escrito por Sg,; =
2N/(N;+ Nj) onde N;e N; sdo o nimero de fragmentos RAPD inerentes a plantas
i e j, respectivamente e N; € o numero de fragmentos RAPD comum as duas
plantas, assim, descreve a similaridade entre duas plantas como a proporgio de
fragmentos RAPD que permanecem inalterados em uma dada geragio (Mumm
et al.,, 1994). O coeficiente de Dice é também denominado de coeficiente de Nei
e Li, enquanto que o coeficiente de Gower é similar ao coeficiente de Jaccard
(Mumm e Dudley, 1995). Existem ainda varios outros coeficientes na literatura,
que sdo especificos para varidveis dicotémicas e que sdo empregados com

marcadores moleculares do tipo RAPD.
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TABELA 1. Tabela de contingéncia mostrando os quatro possiveis resultados de
comparacdes de dois gendtipos por marcadores RAPD

Gendtipo i
1 0
1 a b
Genétipo j (Ln 0,1)
0 c d
1,0) 0,0)

Considerando que os resultados das analises de agrupamento e a
ordenacdo podem ser influenciados de acordo com o coeficiente que ¢é
empregado (Jackson, Somers e Harvey, 1989), Duarte (1998) estudou oito
coeficientes de similaridade, nas subsequentes anilises de agrupamento e
ordenagdo de 27 cultivares de feijio, analisados por marcadores RAPD, com o
fim de identificar o mais adequado para o estudo da divergéncia genética desses
cultivares. Além dos coeficientes ja citados, os outros coeficientes empregados
no estudo foram a Rogers e Tanimoto, Andenberg, Russel e Rao, Ochiai e
Ochiai II, e concluiu que o coeficiente de Sorensen-Dice, ou coeficiente de Dice,
¢ o mais adequado para o estudo de divergéncia genética, utilizando marcadores
RAPD. O resultado foi concordante com o obtido por Mumm e Dudley (1994),
onde o coeficiente de Dice baseado em fragmentos de RFLP foi o mais

coincidente com os resultados da informacio de pedigree em milho.

2.6 Uso de marcadores moleculares em programas de retrocruzamento

Entre as vantagens oferecidas pelos marcadores de DNA para os
programas de retrocruzamentos tem-se a seleco indireta de alelos desejaveis,
selegdo para regides do genitor recorrente nio ligadas a regido introgredida e
reducdo do arrasto de regido indesejada do genoma (‘lmkage drag’), situada

proxima a regido introduzida, do parental doador, reduzindo consideravelmente
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o numero de gerages necessarias para recuperar o genoma do parental
recorrente na progénie retrocruzada (Lee, 1995). A redugdo do arrasto de genes
se da pela selecdo de individuos que carregam o alelo de interesse e sdo
homozigotos para alelos do parental recorrente, em locos marcadores fortemente
ligados (Frisch, Bohn e Melchinger, 1999a).

Apesar de ser uma técnica comprovadamente eficiente e empregada
tradicionalmente, na recuperagdo dos gendtipos desejados, a associagdo da
selegdo fenotipica com a selegdo baseada em marcadores moleculares permite
que um maior nimero de fendtipos do genitor recorrente seja recuperado em
menor pericdo de tempo, pois possibilitaria a seleg3o, na populagdo segregante,
de individuos que mais se assemelham ao genitor recorrente (Tanksley et al.,
1989). O uso de marcadores moleculares, permite a selecdo de individuos, que
além de possuir o alelo de interesse, apresentam uma maior propor¢io do
genoma recorrente, reduzindo assim o nimero de gera¢des de retrocruzamento
necessarias para o desenvolvimento de cultivares (Tanksley, Young e Paterson,
1989; Hilel et al., 1990).

Em seu estudo, Hospital, Chevalet e Mulsant (1992) previram um ganho
de duas geragdes com o uso de marcadores moleculares e mostrou que, nas
geragdes iniciais, um aumento do nimero de marcadores, em mais de trés por
cromossomo ndo ¢ eficiente, porém, assumiu independéncia entre todos os
locos, nos cromossomos sem o alelo a ser mtrogredido, o alelo do doador no
centro do cromossomo e um tamanho da popula¢do infinita. Segundo Openshaw,
Jarbol e Beavis (1994), o nimero de retrocruzamentos necessarios para a
recuperagao genomica de 97 - 98% pode ser reduzido de cerca de sete para trés
retrocruzamentos, por meio de selegdo assistida com 40 a 80 marcadores, em
uma progénie de 100 individuos, considerando-se um genoma de dez
cromossomos de 200 cM cada. Adicionalmente, o autor recomendou o uso de

quatro marcadores por cromossomo {(de 200 cM). Visscher, Haley ¢ Thompson
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(1996) investigaram por simulagdo o ganho relativo, em um programa de
retrocruzamento, utilizando somente marcadores, somente fendtipos, ou um
indice de marcadores e fendtipos e concluiu que os marcadores foram eficientes,
em programas de retrocruzamento, por introgredir um alelo e selecionar para um
'background’ desejado. Marcadores espacados de 10 a 20 centimorgans (cM)
deram uma vantagem de uma a duas geragbes de selegdo em relagio a selegio
fenotipica. Em seu trabalho com simulago, Frisch, Bohn e Melchinger (1999Db)
encontraram resultados semelhantes, com um ganho de duas a quatro geragdes
para a transferéncia de um tinico alelo.

Ainda, quanto ao niimero de bandas polimérficas necessarias nos estudo
de divergéncia genética, usando marcadores RAPD, Johns et al. (1997)
verificaram por reamostragem que 50 bandas produziam © mesmo
agrupamento, obtido com 106 bandas em um estudo com 69 cultivares de feijao
do Chile. Em um trabalho semelhante, Nienhuis et al. (1995) verificaram que
para numero acima de 100, praticamente ndo ha melhoria da eficiéncia,
ocorrendo a estabilizacdo do coeficiente de variacdo das distincias genéticas
entre os fendtipos. No entanto, a varidncia devido a amostragem ¢ inversamente
proporcional ao nimero de bandas utilizadas, enquanto que a variancia devido
ao erro de avaliagdo das bandas ¢ independente do nimero de bandas, o que faz
aumentar a importancia do erro de amostragem, quando se tem pequeno nimero
de bandas (Skroch e Nienhuis, 1995b).

Em relagdo a melhor estratégia, em termos da redugdo do numero de
plantas, Reyes-Valdés (2000) mostra que o uso de um conjunto de marcadores
recorrentes na primeira geracio e um conjunto diferente na segunda geracdo é a
mais vantajosa. Em analogia a resposta para um carater quantitativo, com
distribuicdo normal (Falconer e Mackay, 1996), a resposta para a selegio do
genoma recorrente pode ser calculada como R =i o r, onde 7 ¢ a intensidade de

selecdo, o € o desvio padrio do genoma recorrente, e r € a correlacio entre a
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propor¢do dos alelos do parental recorrente no loco marcador e a proporgio dos
alelos do parental recorrente por todo o genoma (Frisch, Bohn e Melchinger,
1999b). Como o préprio processo de retrocruzamento aumenta a proporgdo do
genoma recorrente, para uma unica sele¢do do genoma do parental recorrente
essa € mais eficiente se realizada na ultima geragdo de retrocruzamento, como
demonstrado por Hospital, Chevalet e Mulsant (1992). Quando se tém
populag¢des grandes de RC,, a resposta a sele¢do é alta, devido a altos valores de
o e r. No entanto, a cada geragdo de retrocruzamento, o ganho em termos do
genoma recorrente diminui pela metade (Frisch, Bohn e Melchinger, 1999b).

O uso de marcadores RAPD, para acelerar a recuperacio do genoma
recorrente, foi testado por Utumi (1996) e Carvalho (1997), para a cultura da
soja e por Arruda (1998) e, Faleiro et al. (1997) para a cultura do feijio. Os trés
primeiros autores nio encontraram uma boa concordancia entre as distincias
obtidas por marcadores e caracteres fenotipicos de interesse, porém, citam que
esses marcadores sdo uteis se associados a selegdo fenotipica. Esses autores
trabalharam com pequeno nimero de marcadores e avaliaram poucas plantas.
Utumi (1996) sugere que o uso de marcadores seja utilizado na pré-selegdo de
plantas no estigio vegetativo e uma posterior avaliacio fenotipica das plantas
selecionadas. Carvalho (1997) comenta que a selegdo conjunta através de
marcadores e fendtipo é mais precisa e rapida, permitindo a condugio de uma
populagdo com menor numero de individuos, pela pré-selecdo e uma
recuperacdo mais rapida das caracteristicas do genitor recorrente. Melo (2000a),
trabathando com cultivares de milho, encontrou uma correlagdo significativa,
porém de pequena magnitude entre a divergéncia genética avaliada por meio de
caracteres morfo-agronémicos e a estimada por meio de marcadores RAPD. No
entanto, Alzate-Marin et al. (1999b), utilizando a sele¢io assistida por
marcadores RAPD e usando diferentes primers, em cada ciclo de

retrocruzamento por quatro geragdes, conseguiu acelerar a recuperagio do
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fendtipo recorrente em, aproximadamente 4 ciclos de retrocruzamento, em
relagdo ao de um programa convencional.

A baixa correlagio entre a distincia estimada pelo marcador RAPD,
com caracteristicas agrondmicas e comerciais de interesse, provavelmente, se
deve ao fato do RAPD marcar regides aleatorias do genoma, a maioria distantes
dos locos, que controlam essas caracteristicas. Como a maioria dessas
caracteristicas sdo controladas por vdrios genes, o uso de marcadores de QTL,
Para a estimativa de divergéncia genética, pode ser uma solu¢do para aumentar a
correlagdo entre essas estimativas.

Entre os marcadores, 0 RAPD possui a inconveniéncia de ndo ser 100%
reproduzivel, especialmente, entre laboratorios diferentes. Entretanto, na
determinacio da diversidade genética, por meio da amostra do genoma em um
programa particular de retrocruzamento, por exemplo, as restrigdes da técnica
deixam de ser importantes, pois ha confirmagio dos resultados de genealogia e

dos obtidos por esses marcadores (Skroch, Santos e Nienhuis, 1992).

2.7 Andlise de agrupamentos

Para se ter informages relativas a cada par de tratamentos,
considerando n individuos, sdo estimados n(n-1)/2 medidas de
similaridade/dissimilaridade. Quando n é um niimero elevado, o reconhecimento
de grupos homogéneos pelo simples exame visual das estimativas torna-se dificil
ou impraticavel.

A anilise de agrupamento constitui uma metodologia numérica, com o
objetivo de propor uma estrutura classificatoria, ou do reconhecimento da
existéncia de grupos, sendo o seu resultado final um grifico em forma de arvore,
denominado dendrograma, de grande utilidade para a classificagio, comparagio
e discussio de agrupamentos biolégicos (Regazzi, 1998). O processo de
agrupamento, segundo Cruz (1990), envolve basicamente duas etapas: estimagio
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3 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras - DBI/UFLA, Lavras - MG. As avalia¢es de
campo foram realizadas na Area experimental do Departamento de Biologia. A
analise de RAPD foi realizada no Laboratério de Genética Molecular. O inéculo
do fungo Colletotrichum lindemuthianum, raga 2047 foi preparado no
Laboratorio de Resisténcia a Doengas.

3.1 Material genético e obten¢do das familias de retrocruzamento .

O material foi obtido do cruzamento de uma cultivar nio adaptada
(G2333 como genitor doador e as linhagens ESAL696 e CI140 como recorrente,
de acordo com a Figura 1. O G2333 é um material originado do México, e
possui o alelo Co-7 de resisténcia, contra todas as ragas do fungo Colletotrichum
lindemuthianum, que ocorrem no pais. No entanto, é um genétipo ndo adaptado,
possuindo grdos vermelhos e brilhantes, habito de crescimento IV e
sensibilidade ao fotoperiodo. O genitor recorrente ESAL696 possui grio do tipo
carioca, porém de fundo escuro, habito de crescimento II e ¢ um pouco mais
tardio que o CI140. O genitor recorrente CI140 possui grios do tipo carioca de
excelente qualidade porém possui habito de crescimento II1.

A geracdo F foi cruzada com a ESAL 696 e obteve-se a geragdo F;RC,.
Esta geracdo foi inoculada com a raga 2047, do patdgeno e obteve-se a geragio
F;RC, das plantas resistentes. Por autofecundagfo, obteve-se até a geragio
F4RC,. Por cruzamento da FsRC, com a linhagem CI140, que possui excelentes
caracteristicas agronomicas como recorrente, obteve-se uma geragio semelhante

a F\RC;, ja que ambos os genitores recorrentes sdo adaptados.
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FIGURA 1. Obtengido das familias de retrocruzamento.
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As plantas resistentes FiRC, foram também cruzadas com a linhagem
CI140, e obteve-se uma geragdo semelhante a F;RC,, que por autofecundacio
deu origem a geracdo F,RC,. Foi obtida também a geragio F,;RC;, usando
também o CI140 como recorrente. As populagdes F;RC,, F,RC,, F,RC; e F,RC;
foram inoculadas com a raga 2047 do fungo Colletotrichum lindemuthianum,
selecionando-se as plantas resistentes, sendo 73 plantas FsRC,, 88 F,RC,, 2
F:RC; e 4 F\RC;. Cada planta F4RC,, F,RC,, F,RC, e F,RC; produziu uma
familia F4sRC,, F;,RC,, F23RC; e F1,RCs, as quais foram avaliadas no campo,
Juntamente com os genitores recorrentes ESAL696 e CI140, na safra da seca de
2000 e dessas familias foram geradas familias F4;4RC,, F,;3RC,, F,uRC, e
F1:RC;, que foram avaliadas na safra de inverno de 2000, também junto com os

genitores recorrentes.

3.2 Extracio de DNA

De cada uma das 167 plantas resistentes das geragdes F;RC,, FiRGC,,
F:RC; e FiRC;, e também dos genitores foram extraidos o DNA, de acordo com
o procedimento descrito por Nienhuis et al. (1995), com algumas modificages.

Foram usados cerca de 2 gramas de folhas jovens, triturados em 10 ml
de tampao de extragdo e 20ul de B-mercaptoetanol em um almofariz com silica.
O tampao de extracdo ¢ constituido de 2% de CTAB, 100mM de TRIS (pH 8,0),
20mM de EDTA (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1% de PVP (polivinilpirrolidona). O
material triturado foi incubado por 30 minutos em tubos de centrifuga, colocados
em banho-maria a 65°C. Apds o banho-maria os acidos nucléicos foram
extraidos com 10ml da mistura cloroformio: alcool isoamil (24:1). Durante o
banho-maria, os tubos foram agitados levemente, e apés centrifugados, para
separar as fases organica da aquosa e foram coletados os sobrenadantes que
contém os acidos nucléicos. Estes foram precipitados pela adi¢do de 30m! da

mistura de etanol 95%: acetato de amoénio 7,5M (6:1) e mantidos em um freezer
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a -20°C por uma noite. Apés a precipitacdo, os acidos nucléicos foram
transferidos para tubos de microcentrifuga "Eppendorf”, centrifugados e secos.
Em seguida, os 4cidos nucléicos foram reidratados em tampao TE (ImM de
TRIS e 0,ImM de EDTA). Fai realizada a segunda extra¢do com cloroférmio:
alcool isoamil (24:1) e os acidos nucléicos do sobrenadante foram precipitados
pela adigdo de pelo menos trés volumes de uma mistura de acetato de sédio 3M:
etanol 95% (1:20). Os acidos nucléicos precipitados foram reidratados em
tamp&o TE e o DNA foi quantificado, usando-se o fluorimetro Hoeffer Scientific
TKO 100 e, posteriormente, diluido para a concentragdo de 10ng/ul, utilizada na
reagdo de RAPD.

3.3 Anilise RAPD

O DNA obtido foi amplificado pelo método RAPD, onde foram
utilizados 34 primers da “Operon Technologies™ (Califérnia - EUA), que
identificaram polimorfismos nos genitores. Cada reacdo RAPD foi preparada em
volume de 10ul, de acordo com o procedimento utilizado por Nienhuis et al.
(1995), com algumas modificagdes. Cada reacio conteve 20ng de DNA
gendmico, 100uM de cada um dos desoxirribonucletideos (dATP, dCTP, dGTP
e dTTP), 0,4uM de um oligonucletideo iniciador (primer), 0,6 unidades da
enzima Taq DNA polimerase, 50mM de TRIS {(pH 8,3), 20mM de KCl, 2mM de
MgCl,, Spg.ul”! de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10mM de tartrazine e 4gua pura
totalizando 10ul. As reagGes foram realizadas em tubos capilares de vidro, em
um termociclador refrigerado a ar (Idaho Technology, Idaho Falls, Idaho). O
termociclador foi programado para 40 ciclos, onde os dois primeiros ciclos
foram de 60 segundos para a desnaturagdo a 91°C, 7 segundos para o anelamento
do iniciador a 42°C e 70 segundos para a elongacdo a 72°C. Os 38 ciclos

subsequentes diferiram-se em relagdo aos 2 primeiros ciclos no tempo de
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desnaturago, reduzindo para | segundo. Finalmente, foi programada uma etapa
de 4 minutos a 72°C para a elongagio final.

Apés a amplificacio os produtos da reagio foram separados por
eletroforese, em gel de agarose a 1% em tampao TBE (0,045M de TRIS-Borato
e 0,001M de EDTA) a 65 volts por 4 horas. Os fragmentos de DNA foram
corados com brometo de etidio a uma concentragio de 0,5ug/ml, visualizados
em transiluminador de luz ultravioleta e fotografados com filme polaréide tipo
667.

As bandas foram classificadas visualmente como intensas, médias e
fracas, baseando-se na resolugdo e grau de amplificacdo. Foram utilizadas
somente as bandas intensas e médias para a anilise. No gel, cada banda foi
considerada um carater unico. A partir das bandas obtidas por esses primers foi
construida uma matriz de zero e um, onde 1 indica a presen¢a de banda e 0 a
auséncia. Essa matriz foi usada para se obter as estimativas da similaridade

genética entre as plantas comparadas duas a duas.

3.4 Analise da similaridade genética

As plantas oriundas do retrocruzamento foram divididas em dois grupos,
o grupo 1, contendo as plantas F,RC,; mais os G2333, ESAL696 e CI140, num
total de 76 plantas e o grupo 2, com as plantas F\RC;, F,RC; ¢ F\RC; mais os
trés genitores, num total de 97 plantas.

A similaridade genética (sg;) foi estimada para cada grupo por meio do
procedimento de Dice, utilizando-se a expressdo sg; = 2a/(2a + b + c), sendo
que a corresponde a presenga de uma determinada banda, nos individuos i e j; &
a presen¢a da banda, em i e auséncia em j; e ¢ a auséncia da banda em i e
presenca em j.

Os erros associados a cada similaridade (s,;) foram estimados a partir da

expressdo sugerida por Skroch, Tivang e Nienhuis (1992):
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Sse = [sgi(1 - sg)(m - 1)]*
onde:

n: nimero total de combinacdes a, b e ¢ utilizadas na estimativa da
similaridade genética;

O agrupamento das similaridades foi realizado por meio de um
dendrograma, obtido pelo método hierarquico aglomerativo da média aritmética
entre pares ndo ponderados (UPGMA), utilizando-se o programa NTSYS-PC 2,0
(Rohlf, 1992).

As familias geneticamente diferentes foram identificadas no
dendrograma a partir da estimativa do valor minimo de similaridade, acima do
qual as familias sio semelhantes, ou o valor méximo significativo de
similaridade (sg.). O sg,, foi estimado por meio do teste de 1, ao nivel de 1% de
probabilidade pela expressio:

Sgm=1-(tx §sg)
onde:

t: valor tabelado de ¢ com n-2 graus de liberdade;
S, - erro médio das comparagdes consideradas no dendrograma.

A partir das estimativas de similaridade, também foram obtidas as
similaridades observadas e esperadas dos genitores com as plantas oriundas de
retrocruzamentos, das geragdes F,RC, e FiRC;, com base nas similaridades
estimadas entre os genitores, obtidas pelos marcadores RAPD. A similaridade
observada corresponde a média das similaridades observadas entre as plantas de
cada retrocruzamento, com cada genitor. As similaridades esperadas entre
plantas de cada retrocruzamento, com os genitores (sge) foram calculadas pelas
seguintes expressdes (Skroch, Santos e Nienhuis, 1992):
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Similaridade esperada entre plantas RC, com os genitores:
Sgercigt = %681 + %682 % Sgeig2

S8erciga = %681 X SQg1g2 + 968>

Similaridade esperada entre plantas RC, com os genitores:
S8ercagr = 2081 + %682 % Sgyigr + %683 X SZg1gs
Sgercagz = %681 X Sgeig2 + Yog2+ g3 X Sgees

S8ercags = Y081 X 5Zg1gs + 682 X Sge2gs + %g;

onde:

%g:, %g: e %g;: porcemtagem esperada dos alelos dos genitores
ESAL696, G2333 e CI140, respectivamente, com base na
genealogia, nas plantas de retrocruzamento;

$8gig2, S8eig3 © SZgzgs: Similaridade genética observada entre os genitores,

onde g/, g2 e g3 sdo os genitores ESAL696, G2333 e CI140,
respectivamente.

Foi realizada a partigio das similaridades genéticas, em um componente

médio ( %), um componente geral, denominado de similaridade genética geral

(sgg), ¢ um componente especifico denominada de similaridade genética
especifica (sge), como proposto por Melchinger et al. (1990). Para essa particio
foi empregado um procedimento semelhante a analise dialélica, método IV de
Griffing (1956). O modelo empregado foi:

5g; = Sg+S8L; +58Y;+sge; +e;
onde e; é o erro médio das comparagdes associado a cada sg; e

eqiivalea 5, .
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Foi realizada uma anilise para cada grupo, incluindo somente os
genitores recorrentes utilizados em cada retrocruzamento, ou seja, ESAL696 no
RC, e ESAL696 e CI140 nos RC, e RC;, utilizando todas as #(n-1)/2 valores de

similaridade, onde 7 é o nimero de plantas de cada grupo.

3.5 Avaliagiio de campo

As 73 familias F,sRC,, 88 F12RC,, 2 F23RC; € 4 FioRCs e os genitores
recorrentes ESAL696 e CI140, totalizando 169 tratamentos, foram avaliados no
campo no periodo da seca de 2000, usando o delineamento latice simples 13 x
13, com parcelas de uma linha de um metro, espacadas de 0,50m. No inverno de
2000 as mesmas familias foram avaliadas na gerac¢do seguinte, utilizando-se um
létice triplo 13 x 13, com parcelas de uma linha de dois metros. Nos dois
experimentos foram realizados os tratos culturais normais da cultura, acrescido
da irrigacdo por aspersdo sempre que necessario.

As familias foram avaliadas com base no niimero de dias para o
florescimento, incidéncia de mancha angular (Phaeoisariopsis griseola),
producdo de grios em g/parcela e peso de 100 sementes. No experimento
conduzido na safra de inverno de 2000 foram feitas as mesmas avaliagdes do
primeiro experimento com excegdo da incidéncia de mancha angular e incluindo
a avaliagdo do porte das plantas e o tipo de grios. O nimero de dias para
florescimento corresponde a0 niimero de dias com pelo menos 50% das plantas
com uma flor aberta. Para a mancha angular foi usada um diagrama de notas de
1 a 9, proposta por Bergamin Filho et al,, (1995), utilizando a média de trés
avaliadores. O porte foi avaliado por meio de um diagrama de avaliacio do porte
como um todo, semelhante ao proposto por Collicchio (1995) por meio de dois
avaliadores. Para o tipo de gréos, foi usada uma escala descritiva semelhante &
utilizada por Marques Junior ( 1997), onde é tomada como padrio o tipo de grio

da cultivar Carioca, ou seja, gréos com coloragdo creme e estria marrom-clara, A
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escala usada foi de 1 a 5, com a nota 1 para grios do tipo "Carioca”, ou seja,
creme com estrias marrom-claras, fundo claro, sem halo, grios de tamanho
médio e ndo achatados. A nota 5 foi dada para materiais que apresentaram graos
fora do padrdo "Carioca". A avaliagdo do tipo de grios foi realizada por dois

avaliadores e ndo foi usada repetiges.

3.6 Anilise das caracteristicas morfo-agronémicas

As caracteristicas avaliadas nos experimentos de campo foram
submetidas a analise de varidncia, considerando aleatérias todas as fontes de

variagdo, exceto a média, segundo o seguinte modelo estatistico:

Yix =m + by + 15+ t; + e,

onde:

Yii: observagdo referente ao tratamento i no bloco k, dentro da repeticio
J;

m: efeito fixo da média geral do ensaio;

byg): efeito aleatorio do bloco k, na repeticéo j, sendo (k= 1, 2, ...,13);

1;: efeito aleatorio da repetigdo j, sendo (j = 1, 2) no caso da safra da seca
e(j =1, 2, 3) na safra de inverno;

t;: efeito aleatorio do tratamento i, sendo (i= 1, 2, 3, ...,169);

e;: efeito aleatério do erro experimental, da parcela que recebeu o
tratamento i, no bloco k, dentro da repeti¢do j, assumindo-se que os
erros sdo independentes ¢ normalmente distribuidos, com média zero
e variancia o’.
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3.7 Correlagies entre a similaridade genética e os caracteres agrondomicos

Foi estimada a correlagdo de Pearson, entre a similaridade genética geral
(sgg) de cada planta de retrocruzamento, e as respectivas médias ajustadas das
caracteristicas agrondmicas, avaliadas em cada época, para cada grupo. Foram
também estimadas correlagdes entre as similaridades das plantas de
retrocruzamento com os genitores e as respectivas médias ajustadas das
caracteristicas agrondmicas avaliadas em cada época, para cada grupo. As
estimativas das correlagSes foram testadas por meio do teste 7.

3.8 Uso do primer OPL-04 para certificar se as plantas selecionadas
possuem o alelo de resisténcia Co-7

O primer RAPD OPL-04 (5’GACTGCACAC3 ") foi usada para verificar

se todas as plantas usadas na avaliagio possuem a resisténcia 3 raca 2047 do

fungo Colletotrichum lindemuthianum. Este primer amplifica uma banda de

aproximadamente 1000pb, situada a 0 cM do alelo Co-7 e foi identificada por
Silva (2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Analise de RAPD

Neste estudo, foram utilizadas 34 iniciadores, que geraram pelo menos
uma banda polimoérfica, num total de 70 bandas polimérficas, nas plantas de
retrocruzamento e genitores (Tabela 1). O niumero médio de bandas polimérficas
por iniciador de 2,06 foi baixo em relagio ao obtido por outros trabalhos com
feijdo, como Johns et al. (1997), Duarte (1998), Beebe et al. (1995), Vasconcelos
et al. (1996) e Skroch, Santos e Nienhuis (1992). Nesses trabalhos foram
analisadas varias linhagens muito contrastantes ou incluiram linhagens
adaptadas e ndo adaptadas. No entanto, o0 numero médio de bandas polimérficas
foi semelhante ao obtido por Melo (2000b), que utilizou plantas obtidas por
cruzamento de dois genitores de conjuntos génicos diferentes e, acima do obtido
por Machado (1999), que analisou somente linhagens e cultivares adaptadas.
Como no presente trabalho, utilizou-se plantas obtidas de retrocruzamento
empregando-se trés linhagens, sendo duas adaptadas e uma ndo adaptada, o
numero médio de bandas polimorficas por primer esta de acordo com o esperado
baseando-se nas literaturas citados acima.

Quanto ao numero de bandas necessarias para a selecdo do genoma
recorrente, em um programa de retrocruzamento, em um estudo de simulacdo
para selegdo assistida (Openshaw, Jarbol e Beavis, 1994) recomendaram o uso
de quatro marcadores por cromossomo (de 200 cM), o que daria 44 marcadores
no caso do feijdo (n = x = 11). Deve-se considerar ainda que os cromossomos do
feijoeiro sdo extremamente curtos, comparado com outras espécies (Vieira,
Borém: e Ramalho, 1999).
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TABELA 1. Iniciadores utilizados com as respectivas seqiiéncias de bases e
numero de bandas polimérficas, entre as plantas de retrocruzamento
e genitores utilizados.

Iniciador Seqiiéncia (5'- 3") N2 de bandas polimérficas
OPA-04 AATCGGGCTG 2
OPAA-16 GGAACCCACA 2
OPAC-07 GTGGCCGATG 3
OPB-07 GGTGACGCAG 1
OPB-08 GTCCACACGG 2
OPB-12 CCTTGACGCA 1
OPD-06 ACCTGAACGG 2
OPD-07 TTGGCACGGG 2
OPD-12 CACCGTATCC 2
OPE-06 AAGACCCCTC 1
OPE-08 TCACCACGGT 1
OPE-09 CTTCACCCGA 1
OPE-12 TTATCGCCCC 2
OPF-06 GGGAATTCGG 2
OPG-09 CTGACGTCAC 3
OPG-12 CAGCTCACGA 6
OPH-03 AGACGTCCAC 1
OPH-19 CTGACCAGCC 2
OPJ-10 AAGCCCGAGG 2
OPK-10 GTGCAACGTG 3
OPN-07 CAGCCCAGAG 2
OPO-16 TCGGCGGTTC 1
OPP-01 GTAGCACTCC 1
OPR-03 ACACAGAGGG 2
OPT-02 CACCCCTGAG 1
OPU-01 ACGGACGTCA 2
OPV-12 ACCCCCCACT 4
OPW-06 AGGCCCGATG 2
OPW-09 GTGACCGAGT 2
OPW-19 CAAAGCGCTC 2
OPZ-08 GGGTGGGTAA 3
OPZ-09 CACCCCAGTC 3
OPZ-11 CTCAGTCGCA 3
OPZ-12 TCAACGGGAC 1

Total

~3

0
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Hospital, Chevalet ¢ Mulsant (1992) mostraram que nas geragdes
iniciais um aumento do nimero de marcadores, em mais de trés por
cromossomo, ndo ¢ eficiente. Em seu trabalho de simulagdo por computador,
Visscher, Haley e Thompson (1996) encontraram ganhos de uma a duas
geragdes de selecdo, em relagio a selegdo fenotipica, usando marcadores
espacados de 10 a 20 centimorgans (cM), o que em feijio daria,
aproximadamente, de 60 a 120 marcadores, considerando o comprimento total
do mapa de ligagdo de feijdo de 1226 cM, obtido por Freyre et al. (1998). As
diferencas encontradas entre os trabalhos acima citados, devem-se as
pressuposi¢des adotadas pelos autores nas simula¢des. Adicionalmente, Johns et
al. (1997) verificaram por reamostragem que 50 bandas produziram o mesmo
agrupamento obtido com 106 bandas, em um estudo com 69 cultivares de feijao
do Chile. Em um trabalho semelhante, Nienhuis et al. (1995) verificaram que
acima de 100 bandas, praticamente ndo ha melhoria da eficiéncia, ocorrendo a
estabilizagdo do coeficiente de variagdo das distancias genéticas entre os
fendtipos. Assim, o numero de bandas polimorficas, usadas nesse trabalho é
razoavel, situando-se dentro do minimo recomendado pela maioria dos autores

citados acima.

4.2 Avaliacio da similaridade genética

Com base nas 70 bandas polimdrficas obtidas foi construida uma matriz
de similaridades genéticas, a partir do coeficiente de similaridade de Dice, para
cada grupo. As 10 plantas dos grupos 1 e 2 mais similares e as 10 mais distantes
com os genitores s3o mostradas nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. As
similaridades entre os trés genitores s30 mostradas em negrito nessas tabelas. As
similaridades observadas entre o genitor doador G2333 e os recorrentes
ESAL696 e CI140 foram baixos, enquanto que entre os recorrentes esse valor

foi maior (Tabelas 2 e 3), refletindo o grau de divergéncia entre os genitores.
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Mesmo no RC; varias plantas apresentaram similaridades acima de 50% com o
G2333 (Tabela 3), indicando que muitas plantas ainda apresentam proporgdes
elevadas de seu genoma. Em contrapartida, muitas plantas recuperaram o
genoma do genitor recorrente em propor¢des acima da média esperada (Tabela
4), chegando a 0,91 de similaridade com o ESAL696, em plantas do primeiro
retrocruzamento (Tabela 2). A Tabela 3 mostra que nas plantas do segundo
retrocruzamento houve também muitas plantas que recuperaram o genotipo dos
genitores recorrentes acima da média esperada (Tabela 4), chegando a 0,78 de
similaridade com o CI140 e 0,79 com o ESAL696. No entanto, essas estimativas
somente valem para os locos amostrados pelo RAPD e nio refletem,
necessariamente a recuperagio dos fenétipos desejados dos pais recorrentes.

Considerando as populagdes F;RC, e F;RC,, as similaridades esperadas
com base na genealogia e as observadas, baseadas nas similaridades entre os
genitores, foram bastante semelhantes (Tabela 4), mostrando a eficiéncia do
RAPD na predi¢do do grau de parentesco entre as plantas de retrocruzamento
para os locos amostrados pelos marcadores.

Analisando 17 linhagens provenientes de dois retrocruzamentos em
feijdo, Skroch, Santos e Nienhuis ( 1992) encontraram também uma boa
correspondéncia nos valores de similaridade esperada, com base na genealogia e
a observada por marcadores RAPD.

Deve ser enfatizado que as plantas F,RC, podem ndo representar a
propor¢do de alelos da populagio RC,, em razio da selecdo das plantas
resistentes terem sido realizadas na populagio segregante F,. O mesmo pode ter
ocorrido com as plantas RC;, que embora sejam plantas F,, foram obtidas a
partir da populagdo F;RC,. Provavelmente, essa é uma das causas do pequeno
desvio das similaridades esperadas, em relagio as observadas na Tabela 4.
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TABELA 2. Similaridades entre plantas da geragio FsRC, com os genitores, das
10 plantas mais distantes e das 10 mais similares.

Mais distantes
Tratamento ESAL696 Tratamento G2333
G2333 0,20 ESALG696 0,20
CI140 0,44 33 0,24
84 0,48 34 0,25
17 0,51 CI140 0,25
83 0,51 108 0,27
167 0,58 164 0,27
3 0,59 104 0,27
145 0,60 4 0,28
70 0,61 35 0,28
82 0,61 27 0,29
85 0,62 162 0,30
16 0,64 165 0,30
Mais similares

116 0,83 39 0,52
33 0,83 97 0,53
111 0,83 13 0,53
110 0,84 16 0,54
35 0,85 85 0,54
34 0,86 83 0,56
124 0,87 82 0,57
165 0,87 167 0,57
122 0,89 17 0,59
164 0,91 84 0,63
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TABELA 3. Similaridades entre plantas das geragdes F,RC,, F;RC, () e F;RC;
() com os genitores, das 10 plantas mais distantes e das 10 mais

similares.
Mais distantes
Tratamento ESAL696 Tratamento G2333 Tratamento Cl140
G2333 0,20 ESAL696 0,20 G2333 0,25
CI1140 0,44 Cl1140 0,25 100! 0,32
18 0,55 106 0,27 58 0,41
19 0,56 60* 0,28 51 0,41
148 0,56 91 0,29 ESAL696 0,44
372 0,57 75° 0,30 152! 0,49
52 0,57 24 0,30 99 0,52
114 0,57 73 0,30 118 0,53
20 0,58 132 0,32 44 0,54
131 0,58 47 0,32 121 0,55
79 0,59 49 0,32 89 0,55
63 0,59 147 0,32 42 0,55
Mais similares
32 0,75 88 0,51 37° 0,75
160 0,75 118 0,51 54 0,75
73 0,75 44 0,51 132 0,75
65 0,76 18 0,51 147 0,76
25 0,76 20 0,51 79 0,77
66 0,76 19 0,52 52 0,77
138 0,76 121 0,52 56 0,77
163 0,76 63 0,52 114 0,77
137 0,79 89 0,53 24 0,78
31 0,79 61 0,53 106 0,78

TABELA 4. Similaridades genéticas médias observadas e esperadas da
popula¢do FRC, e F;RC; com os genitores.

F4RC, FRC,
Observada Esperada Observada  Esperada
ESALG696 0,72 0,80 0,68 0,62
G2333 0,41 0,40 0,36 0,33
CI140 - - 0,63 0,70
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Esses resultados sugerem que as similaridades genéticas entre as plantas
dos retrocruzamentos e os genitores recorrentes sio uma indicaciio eficiente da
propor¢do de alelos dos genitores em cada planta e, conseqiientemente, deve ser
util para orientar a selecio daquelas com maior proporgio de alelos dos
recorrentes.

Para uma melhor visualizagdo da divergéncia genética entre as plantas,
foi construido um dendrograma para cada grupo, apresentados nas Figuras 2 e 3.
As hinhas de corte representam o valor maximo significativo de similaridade
(sgm), acima do qual as plantas sdo considerados semelhantes. Nota-se que nos
dois grupos o G2333 foi o mais distante, devido a menor propor¢io de seu
genoma nas plantas de retrocruzamentos.

A linhagem CI140 foi incluida no dendrograma junto com as plantas
F{RC,, apesar dela ndo ter participado como genitora, para a obtengio dessa
geragdo e, evidentemente, ficon distante das plantas de retrocruzamentos, porém
ndo tanto quanto a G2333, devido 4 sua maior similaridade com o ESAL696.
Apenas quatro plantas F,RC, foram estatisticamente semelhantes ao ESAL696
(Figura 2), mostrando que existe ampla variagio entre as plantas.

Na Figura 3, o ESAL696 ficou mais distante das plantas RC; e RC; em
relagdo ao Cl140 e, como esperado, um maior grupo de plantas foi mais
semelhante a esse ultimo recorrente. No grupo 2 nenhuma planta foi
estatisticamente igual a nenhum dos genitores recorrentes, o que era esperado
devido a menor similaridade observada das plantas RC; e RC;, com os genitores
recorrentes em relag¢do as plantas FsRC, com o ESAL696 (Tabelas 2, 3 e 4),
onde apenas quatro plantas foram semelhantes. A reducdo da similaridade entre
as plantas RC; e RC; com os genitores recorrentes ¢ devido ao fato da maxima
proporgdo média do genoma do recorrente esperado, no RC,, ser de 50% do
CI140, associada a baixa similaridade dessa linhagem com a ESAL696. Ja em
relagdo as plantas F,RC, essa proporgio é de 75% do ESAL696.
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FIGURA 2. Dendrograma das similaridades genéticas entre as plantas F4RC1 e
os genitores. Os numeros referem-se as plantas resistentes
selecionadas na populagio F4RC1.
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FIGURA 3. Dendrograma das similaridades genéticas entre as plantas RC,, RC;
e os genitores. Os numeros referem-se as plantas resistentes
selecionadas nas populagdes RC; e RC;.
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Observando-se as Figuras 2 e 3, cerca de 23% das plantas da populagio
RC, sdo diferentes entre si, enquanto que na populagdo de plantas RC, e RC;,
27% sdo diferentes. Esse resultado, 4 primeira vista, ndo era esperado, pois em
RC, ocorre, em média 75% dos alelos do genitor recorrente e 25% do doador,
enquanto que em RC,, espera-se que em média 87,5% de alelos do recorrente e
12,5% do doador. Portanto, esperava-se mais variacio em RC,. No entanto,
como ji salientado, o RC, foi obtido utilizando-se um segundo genitor
recorrente, o CI140, que € consideravelmente diferente do ESAL696 (Tabela 3,
Figura 3). Esse procedimento de mudar o recorrente a partir da RC, contribuiu
para aumentar a variabilidade genética entre as plantas, o que aliis é favoravel &
selecdo, aumentando a chance de se conseguir combinagdes fenotipicas
desejaveis. As plantas RC;, representadas pelos tratamentos 37, 60, 75 e 76 nio
foram classificadas entre as mais semelhantes ao CI140, porém foram avaliadas
poucas plantas e todas elas vieram de uma mesma plantas RC,, constituindo uma
amostra muito pequena. Embora tenha ocorrido maior variabilidade em RC; do
que em RC,, vale notar que a populagiio de plantas RC; é geneticamente mais
diferente do genitor doador, com valor de similaridade média de 36%, em
comparagdo com as plantas RC,, cuja similaridade é de 41% com o doador
(Tabela 4).

Visando verificar as contribuigdes dos componentes similaridade
genética geral (sgg) e similaridade genética especifica (sge), foi realizada uma
particdo da variagdo das similaridades, por meio da analise de variincia
apresentadas na Tabela 5. A parti¢io das similaridades genéticas mostra que
para o grupo 1, a sge explica a maior parte da variabilidade, considerando os
locos amostrados pelo RAPD, com coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,75
(Tabela 5). Ja no grupo 2, a contribuicio da sgg foi de 0,51, semelhante a sge.
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TABELA 5. Resumo da anilise de varidncia com a decomposicio da variagio
das similaridades genéticas (sgy) dos grupos 1 e 2, em
similaridade genética geral (sgg) e especifica (sge) e seus
respectivos coeficientes de determinagiio (R%).

Grupo 1 Grupo 2
FV GL SQ R? GL SQ R*
Cruzamentos 2700 22,25640 4559 26,38457
SGG 73 559183 025 95  13,52054 0,51
SGE 2627 16,66458 0,75 4464 1286403 0,49

Em uma anilise dialélica, espera-se que a capacidade geral de
combinagdo seja superior a capacidade especifica, quando o conjunto de
materiais é heterogéneo (Freire Filho, 1988). Analogamente, maiores
contnbui¢des do sgg indicam maior heterogeneidade dos materiais.
Provavelmente, o sgg contribuiu menos no grupo 1, devido a maior similaridade
das plantas com o ESAL696, com consegiiente diminuicdo da variabilidade
entre as plantas. A contribui¢io da sgg foi maior no grupo 2, provavelmente,
devido a0 uso do CI140 como genitor recorrente, a partir do segundo
retrocruzamento, o que gerou maior variabilidade entre os materiais como ja
comentado anteriormente. A sgg se deve a contribuigdo dos efeitos aditivos para
as similaridades e a sge aos efeitos ndo aditivos (Cruz e Regazzi, 1997).
Trabalhando com 8 linhagens de soja de varias origens, Barroso (2000) obteve
coeficiente de determinagdo de 0,74 para a distincia genética geral, indicando

maior heterogeneidade entre elas devido a efeitos aditivos.

4.3 Resultados das andlises das caracteristicas morfo-agronémicas

Observou-se ampla variabilidade para todos os caracteres avaliados,
tanto na seca como no inverno de 2000 (Tabela 2A e 3A). Esse resultado ja era
esperado, pois foram usados genitores contrastantes para os caracteres morfo-

agrondmicos. Apesar dos genitores possuirem tamanho de grios relativamente
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semelhantes, houve grande variabilidade para esse cariter nas familias de
retrocruzamentos.

O coeficiente de variagio em geral foi baixo (Tabela 2A e 3A), porém
para o carater producdo este foi elevado, tanto na seca como no mverno, sendo
de 27,5% e 18,15% respectivamente. Provavelmente, isso se deve ao tamanho
reduzido da parcela e o uso de apenas duas repeticoes na safra da seca, e a
ocorréncia de mofo branco, na safra de inverno, que foi severo em algumas
familias, devido a incidéncia desuniforme da doencga. Entretanto, esses valores
sdo semelhantes aos obtidos em outros experimentos semelhantes (Melo, 2000b;
Marques Junior, 1997; Nunes, 1997; Ferreira, 1998).

4.4 Correlagiio dos caracteres morfo-agrondmicos com a anilise molecular

A possivel contribuigio de algumas bandas RAPD, para explicar a
variagio dos caracteres morfo-agrondmicos avaliados foi verificada por meio
das estimativas das correlagdes. Assim, foram obtidas as estimativas das
correlagSes envolvendo a sgg e as médias de cada cariter avaliado nas familias
descendentes nas duas épocas. Foram também estimadas as correlagdes entre as
similaridades das plantas de retrocruzamento com os genitores e as respectivas
meédias dos fendtipos morfo-agrondmicos, avaliados nas familias descendentes.
As correlagdes tiveram pelo menos um valor significativo para todos os
caracteres, exceto peso de 100 sementes (Tabelas 6 e 7).

Segundo Melchinger et al. (1 990), que usou a distincia de Roger para
dados obtidos por RFLP, para calcular a distincia geral de Roger (GRD) e
especifica (SRD), o valor alto, positivo ou negativo da GRD, indica que o
gendtipo possui um elevado nimero de alelos, que ocorrem em baixa ou alta
freqiiéncia, respectivamente, em outras linhagens. De modo anilogo, o valor
positivo e alto da sgg indica que o genétipo possui muitos alelos em comum com
o conjunto de genétipos.
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TABELA 6. Correlagbes envolvendo as similaridades genéticas entre os
genitores e cada planta de retrocruzamento (58i EsaLess, S8i G333 €
S8i cir40), Ou a similaridade genética geral de cada planta (sgg;)
com os caracteres morfo-agronémicos, avaliados nas familias
descendentes na seca de 2000.

Dias para Reagdo a Producdo Pesode 100
Florescimento Mancha angular sementes
Plantas RC,
sge; 0,2357* -0,3283** -0,0017 -0,0576
S8i ESAL696 0,2763* -0,4609** 0,0970 -0,0497
5 G2333 -0,4844** 0,4575** -0,0679 0, 1142
Plantas RC, e RC;
sgg; 0,1476 -0,2033%* 0,3026%* -0,1561
SZi ESAL696 0,0277 0,0874 0,3253%* 0,0444
58iG2333 0,0333 -0,0891 0,1361 -0,0876
S8iciso -0,0379 0,0292 -0,1152 -0,1511

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

TABELA 7. Correlagoes envolvendo as similaridades genéticas entre os
genitores e cada planta de retrocruzamento (sg; eszs0s, 58 62133 €
58i cr140), ou a similaridade genética geral de cada planta (sgg)
com os caracteres morfo-agrondmicos, avaliados nas familias
descendentes no inverno de 2000.

Dias para Porte  Produgdo Peso de 100 Nota para

florescimento sementes  Grios
Plantas RC,
sgg; 0,2591* 0,0370  0,1455  -0,0899  0,0070
S8i Es4L696 0,2290* -0,2036 0,2136 -0,1205  0,1454
S8, G2333 -0,3365%* 0,1770 -0,3236** 0,2154 -0,1948
Plantas RC; e RC;

sgg; 0,0708 -0,0654 0,1995 -0,1810 -0,3248**
S8 ES4L696 0,3230**  -0,3547** 00,0357 -0,0469  -0,0926
$8iG2333 -0,1254 -0,0136  0,1503 0,0333  -0,0622
Sgicrito -0,0921 0,3725**  (,0834 -0,1435 -0,1331

* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste ¢, respectivamente.
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Apesar da sgg contribuir em menor proporg¢io do total da variagio entre
as similaridades das plantas RC,, esta teve varias correlagGes significativas com
0s caracteres morfo-agrondmicos.

As correlagdes positivas da sgg com o numero de dias para
florescimento, nas duas épocas, com as plantas RC,, indicam que plantas que
tiveram maior porcentagem de locos em comum foram também mais tardias no
florescimento. Como a maior parte das bandas RAPD presentes nas plantas de
retrocruzamento vieram do genitor recorrente e, portanto, foram mais comuns
entre essas plantas, sugere-se que plantas com maior proporgio do genoma
recorrente sdo mais tardias no florescimento. Essa hipétese pode ser confirmada
pelos valores das correlagdes nas Tabelas 6 e 7, onde a similaridade das plantas
RC com a ESAL696 tiveram correlagdes positivas com o nimero de dias para
florescimento e a similaridade com o G2333 tiveram correlagdes negativas. As
correlagdes envolvendo as plantas RC, e RC; ndo foram significativas, exceto a
similaridade com a ESAL696, no inverno de 2000, que foi novamente positiva.
Isso ocorreu, provavelmente, porque a freqiiéncia de alelos do ESAL696 é
menor nessas populagdes. Em acordo com esses resultados, o genitor ESAL696
foi 0 mais tardio em relagio ao CI140, nas duas épocas, na avaliagio de campo
(Tabela 4A e 5A).

As correlagGes negativas da SGG, com a reacdo a P. griseola, mostram
que plantas que tiveram maior porcentagem de locos em comum com todas as
outras plantas foram mais resistentes 3 mancha angular, indicando que as plantas
com maior proporgdo do genoma recorrente sio mais resistentes. Essa hipotese é
validada pelo fato da linhagem ESALG696 possuir alta resisténcia ao patogeno,
enquanto a G2333 é altamente suscetivel. A correlagio entre os valores de
similaridade das plantas RC, e RC; com a reagio a mancha angular sé foi
significativa para a sgg, em decorréncia da resisténcia ser proveniente da

ESAL696, que contribuiu com uma propor¢io muito menor de alelos para essas
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populagdes. Além disso, a C1140 que contribuiu com a maior parte dos alelos se
mostrou mais suscetivel do que a ESAL696 (Tabela 4A).

A correlagao com o porte foi significativa somente com as similaridade
das plantas RC, e RC; com os genitores recorrentes, sendo negativa com o
ESAL696 e positiva com o CI140, mostrando que plantas dessas geragdes mais
similares ao ESAL696 tiveram melhor porte, o que é esperado, ja que esse
genitor possui habito de crescimento tipo Il e o CI140 é tipo III (Tabela 7A). O
resultado ndo foi consistente no RC,, onde ocorreu maior variabilidade para o
porte (Tabela 7A), devido a maior proporgao do genoma do G2333, que possui
habito de crescimento do tipo IV.

A correlagdo positiva da sgg e da similaridade com o ESAL696 das
plantas das geragoes RC, e RC;, com a producdo na safra da seca, nio foi
consistente nas plantas de RC, e na safra de inverno. Vale ressaltar que nas duas
épocas o ESAL696 foi mais produtivo que o CI140, porém em média as familias
RC, foram mais produtivas nas duas épocas. A correlagio negativa da
similaridade das plantas RC, com o G2333 com a produgdo. pode ser devido ao
fato de o G2333 ser um genctipo ndo adaptado e também devido ao intenso frio
verificado no inverno de 2000. Esses fatos, certamente afetaram as plantas mais
semelhantes a esse genitor, como constatado pelos sintomas de algumas
familias, que se mostraram afetadas pelas baixas temperaturas. E importante
mencionar que os locos responsaveis pela produgdo possuem expressdes
inconsistentes, em diferentes épocas, como verificado por Melo (2000b) e
explica, em parte, os resultados obtidos nas duas épocas.

Ndo se observou associagdo dos marcadores com o peso de 100
sementes. Para a nota de graos a sgg das piantas RC, e RCs tiveram correlacdo
negativa, indicando que os genitores recorrentes contribuiram para a melhoria do
tipo de grao, porém o resultado ndo foi consistente nas correlacdes com as

similaridades das plantas RC, ou do RC; e RC; com os genitores.
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A auséncia de correlagdes entre as medidas de similaridade genética e os
caracteres morfo-agrondmicos, podem ter vérias origens como inacuricia das
estimativas de similaridade genética e/ou inacuracia nas medi¢des realizadas em
caracteres morfo-agrondmicos, ou pela prépria inexisténcia de correlagdes entre
os pardmetros da similaridade genética e das médias dos caracteres morfo-
agrondmicos. Neste estudo, provavelmente os 70 marcadores ndo foram
suficientes para amostrar todo o genoma. Muitos autores sugerem o uso de
marcadores espacados regularmente, ao longo de todo o genoma (Openshaw,
Jarbol e Beavis, 1994; Visscher, Haley e Thompson, 1996; Frisch, Bohn e
Melchinger, 1999b; Hospital, Chevalet e Mulsant, 1992), porém, para isso seria
necessario o conhecimento prévio de um mapa de ligagdo com marcadores
RAPD. Como os caracteres morfo-agrondmicos avaliados sfo controlados por
varios genes, provavelmente por QTLs de diferentes efeitos dispersos
irregularmente, ao longo do genoma e que interagem com o ambiente,
similaridades envolvendo apenas os marcadores para esses QTLs devem
fomecer melhores informagdes sobre os caracteres morfo-agrondmicos.

Embora tenham sido usados marcadores aleatérios, a maioria das
correlagGes significativas foram consistentes com os dados dos caracteres
morfo-agronémicos dos genitores. Isso indica que uma parcela dos marcadores
RAPD deve estar ligado aos QTLs desses caracteres e sdo importantes para a
sele¢3o de plantas mais similares ao genitor recorrente.

E importante mencionar que o feijdo possui um ciclo de vida curto e a
redugdo do numero de retrocruzamentos, por meio da selegio assistida com
marcadores, ndo implica em redugio muito significativa no tempo de obtengio
de uma cultivar melhorada. Provavelmente, a maior contribui¢io para essa
espécie € permitir a recuperacio de maior propor¢do de alelos do genitor

recorrente. Entretanto, a contribuicio dos marcadores para reduzir o tempo de
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obtencdo de uma cultivar melhorada, por retrocruzamento, é muito mais

significativa em espécies de ciclo longo como as perenes.

4.5 Uso do primer OPL-04 para certificar se as plantas selecionadas
possuem o alelo de resisténcia Co-7

Somente 83 plantas apresentaram a banda que identifica o alelo Co-7 de
resisténcia a raca 2047, do fungo Colletotrichum lindemuthianum, sendo 35
plantas F,RC; e 48 plantas do RC; e RC;. As 84 plantas que nio apresentaram a
banda provavelmente nio possuem o alelo Co-7 de resisténcia, uma vez que o
marcador encontra-se em ligagdo completa com o alelo Co-7 (Silva, 2000).
Poderia se questionar a validade dessa informagdio, porque, em geral, os
resultados da inocula¢do sdo 100% eficientes. Entretanto, isso ocorre quando ela
€ realizada em plantas jovens, com cerca de 5-10 dias apdés a germinagio e
mantidas em cdmara umida por cerca de 72 horas. O procedimento de
inoculagdo utilizado ndo foi exatamente o ideal, em razdo da semeadura ter sido
realizada em vasos, com cerca de 20 kg, com o fim de se colherem as sementes
das plantas resistentes, para se obter as familias descendentes. Além disso,
devido a desuniformidade da germinagdio, a inoculagdo foi retardada e muitas
plantas que se mostraram resistentes podem ter sido escapes. Uma maneira de
confirmar essa hipétese € realizar uma nova inocula¢do nas familias derivadas
das plantas resistentes com a raca 2047. Entre as plantas F,RC,, que
apresentaram a banda marcadora, espera-se que na maioria das familias delas
derivadas, as plantas sejam 100% resistentes e poucas familias segreguem para o
alelo de resisténcia. Dentre as plantas RC,, apenas duas sio F,, enquanto que o
restante RC; e RC; sdo da geragio F,, cujas plantas, possuem o alelo Co-7 em
heterozigose, assim, todas as familias delas derivadas vdo estar segregando para

esse gene.
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5 CONCLUSOES

1- A similaridade genética obtida por marcadores RAPD mostrou-se itil para
selecionar plantas mais similares aos genitores recorrentes, tanto em RC,
quanto em RC,.

2- De acordo com a presenga do marcador do alelo Co-7, nas plantas de
retrocruzamento, a inoculagio com a raca 2047 foi, parcialmente eficiente
para a selecdo das resistentes.
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TABELA 2A - Resumo da anlise de varincia para os caracteres avaliados na

safra da seca de 2000.
GL oM
Dias para Reagdo 4 mancha Produgio Peso de 100
florescimento angular (notas) ( sementes

Repatigbes 1 0,757 10,39 821,683 2,977
Tratamentos
- NZo ajustados 168 1,973%* 0,689¢+ 5102,958%+ 19,656**
- Ajustados 168 1,955%* 0,666** 5409,223** 19,671%*
Blocos dentro de
repetigSes (adj,) 24 1,046 0,582 3946,113 3342
Erro
- Efaivo 144 0,833 0,386 2767,17 1,809
-DBC 168 0,841 0,398 2828.695 1,926
- Intrabloco 144 0,807 0,367 2642459 1,69
CVe (%) 1,982 13,793 27,502 5339
Eficiéncia do 100,94 102,95 102,22 106,45
Latice
Média (a.) 46,041 4,5055 191275 24,960

** Teste F significativo a 1% de probabilidade,

TABELA 3A - Resumo dasanalise de variincia para os caracteres avaliados na

safra de inverno de 2000.
GL QM
Dias para Porte (notas) Produgio Peso de 100
florescimento (g/parcela) sementes (g)
Repetigdes 2 17,757 033 26218,834 3,398
Tratamentos
- Ndo ajustados 168  12,422%+ 0,893%s 12260,342%+ 19,569%¢
- Ajustados 168 12,283*¢ 0,836°* 12210,232%+ 19,4479+
Blocos dentro de
repeticdes (adj,) 36 3,491 0912 6932,643 3,113
Erro
- Efetivo 300 1,818 0217 3403,705 1,426
-DBC 336 1,914 0,277 3616,350 1,534
- Intrabloco 300 1,725 0,201 3218955 1344
CVe (%) 22948 13,7503 18,146 5349
Eficiéncia do 105,26 127,35 106,26 107,55
Latice
Média (3).) 58,763 3391 321,509 22329

** Teste F significativo a 1% de probabilidade.
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TABELA 4A - Médias ajustadas para os caracteres fenotipicos avaliados nas
familias F1:2RC2, Fz;sRCz (l) [ FmRC; (2) na safra da seca de

2000.
Familias Dias para Reagioa P. Produgdo Peso 100 Marcador
florescimento notas) _{g/Pascela) sementes () Co-7
7 46,85 b* 486 b 23790 a 2681 c 1
8 4539 a 456 b 200,20 a 2662 ¢ 1
9 4489 a 442 a 21362 a 2316 d 0
10 4451 a 362a 15755 b 213d ]
1 4584 a 433 a 18795 b 2137 e 0
18 4749 b 457 b 19301 a 2442 d 0
19 4503 a 507b 23456 a 2340 d 0
20 4599 a 435 a 24515 a 2467 4d 0
24 4748 b 500 b 207,19 a 2541 d 1
25 4599 a 452 a 24638 a 2728 ¢ 1
26 4595 a 413 a 29581 a 2478 d 1
31 46,05 a 509 b 23095 a 26,18 ¢ 0
R 46,09 a 542b 26250 a 2184 c o
40 4547 a 503 b 197,80 a 211 e 1
41 443 a 497 b 17188 b 23284d 0
42 4693 b 451 a 201,77 a 220¢ 0
43 4548 a 480 b 17340 b 276 ¢ 0
4 4542 a 448 a 20722 a 2438 d 0
45 4646 b 465 b 17477 b 235 d 1
46 4592 a 409 a 16337 b 2372d 1
47 4597 a 464 b 25566 a 2478 d 1
48 497 a 516 b 17108 b 2825¢ 1
49 4548 a 453 a 12001 b 2710 ¢ 0
50 4591 a 424 a 22041 a 26,14 ¢ [}
S1 492a 510 b 8659 b 3058 b 0
52 4488 a 4871 23303 a 2825 ¢ 0
53 4656 b 382a 207,80 a 2953 b 0
54 4503 a 493 b 24288 a 30,17 b 0
56 4458 a 459 b 188,40 b 284 ¢c 0
57 4502 2 443 a 20522 a 2687 ¢ 1
58 45,05 a 560 b 185,77 b 30,11 b /]
61 4506 a 461 b 231,08 a 25454d 0
62 46,08 a 382a 26501 a 2435d o
&3 4551 a 403 a 20041 a 2624 ¢ ]
65 4592 a 5583 b 23727 a 3022 b 0
66 4547 a 417 a 24903 a 259 a 1
67 45,08 a 3680 a 22980 a 2847 ¢ 1
73 4604 a 43 a 269,36 a 2117 e [+)
74 46,08 a 387 a 23766 a 2358 d o
' 46,03 a 431 a 24841 a 2199 ¢ 1
78 4704 b 433 a 17859 b 2669 ¢ 1
79 4499 a 494 b 17103 b 2577 c 1
80 47,04 b 48 b 180,89 b 2501d 1
88 4754 b 3%4a 208,16 a 2420d 0
89 4555 a 449 a 271709 a 2395d [+]
90 4548 a 386 a 21949 a 2144 e ]
91 4799 b 473 b 260,68 a 268 ¢ 0
92 4545 a 416a 252,11 a 2346d 0
[ <] 46,06 a 411 a 27004 a 2328d 1
M 4553 a 422 a 261,22 a 25M¢c 1
continua

68



TABELA 4A, Cont.

Famitias Dias para Reagioa P. Produgdo Peso 100 Marcador
florescimento grisecia (notas) {g/Parceta) sementes (qg) Co-7
85 4653 b 443 a 235,00 a 28,08 ¢ 1
99 4552 a 485 b 13550 b 3153a 0
105 4597 a 39%a 17527 b 2526 d 0
106 4501 a 462 b 152,56 b 26,62 ¢ 0
107 4497 a 4730 171,74 b 2931 b 0
13 4751 b ana 16741 b 2350 d 1
114 4701 b 408 a 246,83 a 2638 ¢ 1
115 4753 b 378 a 2776 a 284d 1
118 4592 a 4300 219,78 a 2534 d 0
119 4604 a 480 b 23796 a 2434 4d o
120 4550 a 487 b 233,14 a 2914 0
121 4500 a 358a 19792 a 2504 d 0
130 46,49 b 434 a 202,75 a 28,14 ¢ 0
131 4545 a 528b 204,19 a 2662 ¢ 0
132 4549 a 534 b 255,11 a 2590 ¢ 1
133 4546 a 412a 21430 a 2469 4d 1
124 4646 b 399a 18708 b 2561 d 1
135 4501 a 478 b 27671 a 2606 ¢ 1
137 4648 b 445 a 296,08 a 2959 b 1
138 4645 b 524 b 17868 b 2725 ¢ 1
139 47,49 b 394a 27597 a 2420d 1
140 4849 b 480 b 206,39 a 2338d 1
141 4801 b 401 a 27132 a 2349d 1
142 4594 a 522 b 20072 a 2520 d 1
148 4594 a 410a 196,85 a 2333d 1
147 4744 b 4646 17163 b 2570 ¢ 1
148 4649 b 426a 180,26 b 2737 ¢ 1
149 4643 b 444 a 26709 a 2694 ¢ /]
150 4697 b 461b 12563 b 26,85 ¢ 1
151 4593 a 456 b 20523 a 2461 d 0
153 4547 a 512b 27694 a 2720 ¢ 1
154 4599 a 422a 24687 a 2437 d 1
156 4689 b 417 a 2189 a 272 ¢ 1
187 4608 a 501 b 188,26 b 2564 d 1
158 46,04 a 4,79 b 2744 a 2142 ¢ 1
159 4554 a 417 a 28822 a 2535d 1
160 4560 a 37a 161,86 b 2537 4d 1
163 4504 a 492 b 23783 a 2820 ¢ 1
100' 46,06 a S72b 17190 b 2206 e 1
152' 4547 a 443a 18752 b 2851 ¢ 0
37 4804 a 552b 23814 a 2399d 1
60? 4506 a 409 a 262,66 a 286t ¢ o
75 4558 a 472b 158,08 b 2546 d o
76 4660 b 555 b 23701 a 2438d 1

*Meédias seguidas de mesma letra sio sermﬁanté:pelo teste de Scott-Knott, a
nivel de 5 % de probabilidade.
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TABELA 5A - Meédias ajustadas para os caracteres fenotipicos avaliados nas
familias F4.sRC, e dos genitores recorrentes na safra da seca de

2000.
Famifias Dias para Reagio d P, Produgio Peso 100 Marcador
florescimento notas {g/Parcela) sementes (g) Co-7

1 48,89 b* 456 b 18424 b 261 e 1
2 4636 b 490 b 18252 b 2444 d 1
3 47,88 b 444 a 188,30 b 24,13 d 1
4 4691 b 456 b 128584 b 2310d o
s 47350 474 b 144,76 b 2385d 1
6 4539 a 441 a 17331 b 2551d 1
12 4585 b 419a 238,13 a 3304 a (o]
13 4481 a 363 a 8507 b 3053 b 0
4 4554 a 4,78 b 16159 b 3106 b 0
15 45,00 a 556 b 201,77 a 2782 ¢ 0
16 4500 a 644 b 16755 b 2456 d 0
17 4555 a 622b 22,19 24,10d 1]
21 4554 a 439 a 26145 a 2104 e 1
2 4554 a 408 a 21686 a 2177 e 1
23 4505 a 429 a 244,79 a 2250 e 1
27 4860 b 415a 12153 b 2727 ¢ 0
28 4756 b 426 a 187,711 b 2613 ¢ 1
29 48,06 b 47 b 15449 b 23,16 d 1
30 4611 a 425a 158,13 b 284d 1
3 4655 b 404 a 12609 b 2334 d 0
34 468,60 b 441 a 12939 b 2357d 0
35 4510 a 460 b 10781 b 244 e 0
36 4961 b 398a 133,74 b 2093 e 1
as 4505 a 488 b 11932 b 348 a 0
39 4501 a 449 a 137.76 b 3160 a 0
55 4603 a 363 a 129,76 b 237 e 1
s9 4802 a 489 b 21037 a 3139a 0
64 4652 b 439 a 13759 b 3107 b 1
68 4554 a 504 b 11688 b 2455 d 1
(-] 4504 a 458 b 130,76 b 285d 1
0 46,60 b 470 b 10540 b 1854 f 1
Ial 4554 a 388 a 23022 a 2945 b 0
72 4607 a 438 a 237,77 a 2967 b 0
81 4550 a 443 a 13507 b 263 e 1
82 4450 a 530 b 149,85 b 2375 d 0
<] 455a 6,09 b 16249 b 235e 0
84 4499 a 560 b 18531 b 2575 ¢ 0
85 453 a 493 b 62,86 b 1946 ¢ o
86 4449 a 38a 12345b 2147 e 0
87 4554 a 376 a 161,75 b 244 e 0
96 4458 a 472 b 10864 b 20,10 f 0
97 4452 a 406 a 12646 b 2042 f 0
o8 4505 a 456 b 7101 b 19,87 0
101 46,06 a 357 a 16532 b 1936 f o
102 4558 a 528 b 16325 b 2091 ¢ 1
103 4551 a 33 a 198,65 a 240 e 1
104 4702 b 369 a 10383 b 26,60 ¢ 1
108 4547 a 394 a 12652 b 2527d 0
109 46,03 a 439 a 79,15b 2399 d 1
110 4547 a 424 a 17898 b 2521 d 0
111 4650 b 390 a 280,52 a 2Re 1
112 4847 b 368 a 12612 b 2127 e 1
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TABELA 5A, Cont.

Famifas Dias para Reagio a P. Producao Peso 100 Marcador
florescimento notas) sementes (g) Co-7

116 46,96 b 500 b 183,16 b 24,13 d 1
17 4647 b 485b 20234 a 2370d 1
122 4705 b 354a 158,56 b 2422 d 1
123 4499 a 388 a 21338 a 2543 d 1
124 4553 a 388 a 2193 a 225 ¢ 1
125 4599 a 484 b 18952 b 19,09 f 1}
126 4704 b 521b 268,82 a 20,07 f 0
127 4604 a 539 b 2224 a 2115e ]
128 45,05 a 360 a 16517 b 233 e 1
129 4598 a 414 a 17757 b 238 e 1
136 46,95 b 395a 19253 a 2705¢ 0
143 4745 b 341 a 12090 b 2008 1
144 4940 b 335a 11834 b 2198 e 1
145 4647 b 483 b 15467 b 2334d 1
185 4643 b 490 b 10945 b 23,15d 1
161 4504 a 380 a 182,68 b 3256 a L]
162 4657 b 429 a 12023 b 2515 d 0
164 4758 b 429 a 11,12 b 1889 f¢ 0
165 47,58 b 381a 14154 b 19,06 f 0
166 46,10 a 468 b 18947 b 1882 f [1]
167 45,08 a 556 b 162,87 b 2718 ¢ 0
1140 48,04 a 476 b 83,05b 2343d 0
ESALB96 46,99 b 452 a 24349a 2389d 0

*Médias seguidas de mesma letra sio semelhantes pelo teste de Scott-Knott, a
nivel de 5 % de probabilidade.
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TABELA 6A - Médias ajustadas para os caracteres fenotlplcos avaliados nas
familias F13RC,, F4RC, (1) e F13RC; () na safra da inverno de

2000.
Famila Dias para Porte (notas) Produgdo Peso 100 Tipode Marcador
Florescimento __lg/parcela) sementes (g) Grio™ doCo-7
7 §9.41b* 327b 350,32a 22,58e 25 1
8 58,59b 339b 367,03a 231e 25 1
9 56,902 332 340,69a 20,84e 2 0
10 55.85a 360c 305,19b 2025¢ 3 0
1 £9,52b 3.78¢ 356,292 19,59 3 0
18 §724a 355¢ 386,30a 23,14d 35 0
19 56,44a 295b 410,20a 2291d 45 0
20 58,54b 342b 41625a 24,04d 35 0
24 60,50¢ 3,99¢c 314,14b 22,06e 3 1
25 58,57b 2,78a 43524a 2335d 25 1
26 6031¢c 337b 425,892 2,14e 2 1
31 58.30b 3,04b 350,41a 2,884 3 0
32 £9,72b 3.74¢ 338,162 22.87d 25 0
40 58,04b 299b 411,63a 20,90¢ 4 1
M 57.07a 3,000 364,012 21,73e 2 0
2 6328d 320b 42757a 19,68 3 0
43 §5.87a 397¢ 282.92b 23,83d 45 0
44 5724a 3,15b 368,882 2250e 3 0
45 $4,77a 343b 314,880 227¢ 45 1
45 5741a 328b 31337b 21,42¢ 3 1
47 €091c 332b 367,24a 2125e 45 1
43 5627a 3%6¢c 335,67a 22.80d 3 1
49 5727a 3.88¢ 391,93a 245e 5 0
50 $6.93a 281a 3266a 22,98d 4 "]
51 56,282 2,660 256,85b 27.89b 4 0
52 5727a 3,71c 440,183 25,08d 35 0
53 £8,11b 2,72a 355,782 237e 45 0
54 S827b 344b 332,99a 24,174 4 0
56 58,74b 3,66¢c 318 41a 2287d 4 0
57 §8,13b 404c 343,162 2239¢ 15 1
S8 £9,20b 335b 242,14b 24,26d 4 0
61 59,02b 368¢c 341.61a 2225¢e 45 0
62 §9,17b 322b 282,17b 22,08e 3 0
59,35b 3290 39451a 23.03d 4 0
65 57.55a 3.36b 384,48a 27,84b 3 0
65 575%a 3.43b 3%0.25a 28,14b 2 1
67 5921b 3.40b 332,62a 25,00d 45 1
73 58,08b 3,18b 271,26b 19,57t 2 0
74 60,98¢ 338b 349,79a 19,68¢ 45 0
7 5737a 354c 334,57a 2321d 3 1
78 S721a 382¢ 289,01b 22.99d 4 1
79 58,238b 338b 330.65a 23,30d 3 1
80 60,49¢ 324 353.62a 21,52e 35 1
88 S787b 3.00b 410962 23024 35 ]
89 $8,53b 361c 390,84a 22,650 45 0
920 60,26¢ 341b 283.48b 19,05¢ 4 0
91 £9,30b 360c 426213 22,80d 45 0
92 §825b 368¢ 35828a 19,021 35 0
s $9,06b 225a 271,120 2130 15 1
o4 S527b 3,12b 404312 2224e 4 1
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TABELA 6A, Cont.

Famika Dias para Porte (notas) Produgio Peso 100 Tipo de Marcador
Florescimento (gparcela) _  sementes (g) Grao™ do Co-7
95 58,11b 3.76¢c 299 50b 23,78d 45 1
99 5651a 3.09b 244,26b 28,09b 45 )
105 §8,84b 3.13b 309,93b 21,44e 3 0
108 56.94a 3.74c 305,06b 24,894 35 0
107 $6,19a 367¢ 358,77a 23,64d 25 0
13 58,08b 407c 398,052 20,79¢ 25 1
114 5841b 3.28b 318,60a 23.29d 35 1
15 59,07b 393c 37292a 21,04e 4 1
118 5599a 3,40b 353,802 2397d 3s 0
19 5881b 330b 28656b 20,31f 25 o
120 §7.50a 3,76¢c 317.90a 19,78f 25 0
121 $629a 350¢ 34355a 1961f 3 o
130 58,58b 3,19b 386,883 24,00d 3 0
131 $6,592 353c 34533a 24,064 4 0
132 59.40b 3.35b 359,99a 22,48e 3 1
133 5865b 3,10b 377.63a 21,08e 35 1
134 57,88b 2,72a 35291a 2.71e 15 1
135 59.72b 290a 402,63a 21,49¢ 15 1
137 59.45b 3.04b 371,853 22,600 2 1
138 $9,64b 3.82c 35427a 2261e 35 1
139 58,89b 2,74a 321,67a 2295d 2 1
Pérola= 6099¢ 3.73¢ 40031a 21,74e 3 1
141 61,87¢ 3,78¢ 34323a 19.49¢ 15 1
142 58,79b 342b 305,85b 22,16e 3 1
146 $8.42b 338b 270,17b 22,36 3 1
147 58,13b 395¢ 353,08a 227e 3 1
148 57.49a 3,34b 379,08a 22,68e 4 1
149 5837b 2.83a 358,16a 23,59d 2 °
150 57.41a 3.25b 380,77a 25,154 35 1
151 $8,07b 3.11b 362,35a 21,49e 2 0
153 58,80b 306b 33543a 23,72d 2 1
154 60,75¢ 320b 339,982 20,45¢ 2 1
156 59,07b 3,01b 356,75a 2354d 15 1
157 58,68b 3,t1b 372,653 24854 2 1
158 §7.82b 347¢c 42341a 22.48¢ 25 1
159 5761a 361c 461,80a 2350d 35 1
160 59,31b 3,10b 371,293 23,124 2 1
163 57.97b 262a 34543a 24,494 3 1
100 59,06b 3.40b 312,020 19,44f 5 1
152* 56,77a 308b 302,58b 2641c 45 o
3P 56.96a 386c 302,06b 2328d 2 1
60° 5934b 328b 472,602 2524d 3 )
752 57.1a 267a 34225a 21960 2 o
76 59,78b 3.86¢c 282.22b 21,75¢ 25 1

*Médias seguidas de mesma letra s3o semelhantes pelo teste de Scott-Knott, a
nivel de 5 % de probabilidade.

** Para o tipo de grio nio foi usada repeticdes.

*** Devido 4 perda das sementes da familia 140 (F12RC,) esta foi substituida
pela cultivar Pérola.
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TABELA 7A - Médias ajustadas para os caracteres fenotipicos avaliados nas
familias F44RC; e nos genitores recorrentes na safra da invemo

de 2000,
Famiba Dias para Porte (notas) Produgiio Peso 100 Tipode Marcador
Florescimento _ {g/parcela) sementes (g) Grio™ _do Co-7

1 63924° 3,77¢ 355,63a 19.31f 25 1

2 63.26d 3,00b 345,042 20,47¢ 4 1

3 89,17b 4,05¢ 390,022 21.62e 2 1

4 58,08b 3176 3I02a 21,90e S 0

5 §8,92b 3,78¢c 285,23b 19,88f S 1

6 59,80b 359¢ 280,89b 21,88¢ 25 1
12 63,14d 220a 339,22a 27,55b 45 [+}
13 5555a 229a 188,16¢ 26,42¢ 45 0
14 $6,69a 3,60¢ 260,83b 2887b 45 0
15 5639a 3,03b 326,69a 26,40¢c 5 o
16 5§6,16a 295b 304,32b 2441d s 1]
17 55,06a 2652 282576 2228e 5 0
21 58,57b 2,75a 333,932 19.20f 5 1
2 59,60b 3,73¢c 229.77b 19,661 S 1
3 59,03b 356¢ 279,89b 19,66f s 1
27 61,66¢c 3.36b 321,11a 23,69d 49 (]
28 6243¢c 337b 306,45b 23,78d 5 1
29 5824b 4,16¢ 31320b 20,73e 5 1
30 58,80b 356¢ 312,76b 2425d 45 1
k<] 59,13b 263a 294,46b 2151e S 0
34 6032¢c 2242 281,09b 213%¢ 5 0
35 6353d 4,77d 158.56¢ 20,13f 5 0
36 84,67¢ 38ic 300,53b 2007 5 1
a3 56,16a 333b 251,656 31,90a 45 0
39 56,682 2,802 245,79 27,15¢ 45 0
S5 65,74¢ 347¢ 293,590 18,931 3 1
S8 $9.28b 328b 265.21b 2722¢ 45 0
64 58,74b 383¢ 300576 28,33b 3 1
68 5781b 33tb 359,38a 22,11e s 1
69 58,07b 383¢c 32725a 2057e 5 1
70 59,86b 4,45d 23347b 20,79¢ 5 1
71 5763a 3,80c 35891a 24.42d 45 0
72 5791b 3276 382,62a 24,78d 35 0
81 58,55b 356¢ 29554b 20,001 s 1
82 §7,26a 296b 33291a 24,90d 5 1]
83 5666a 3,09b 246,50b 229e¢ 5 0
84 §5.83a 351¢c 251,75b 24,12d 5 0
85 56,80a 401¢ 159,92¢ 19,30f 25 0
86 58,18b 5,13d 89,204 21,35e 4 0
87 66,52e¢ 507d 233,65b 19,19 45 0
96 §763a 4.44d 178 82¢ 18279 4 0
97 61,73¢ 4,87d 67,55d 18,96f 45 0
88 58,78b 4,78d 139,18¢ 18,391 3,5 0
101 60,86¢ 324b 310,59b 18.26g 4 0
102 60,40¢ 332b 260,65b 20,05 s 1
103 §7,795 337b 37387a 20,68¢ 5 1
104 60,30¢c 3,35b 286,89b 2511d 5 1
108 56,18a 3.03b 28391b 233e s 0
103 58,16b 385¢ 213,83¢c 20,80e s 1
110 57,29a 3.25b 270,61b 21,57¢e H] (]
111 80,36¢c 267a 275,29b 21,66e 5 1
112 58,50b 3,06b 2185ta 21,04e S 1

.. continva ...
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TABELA 7A, Cont.

Famita Dias para Ports (notas) Peso 100 Tipode Marcador
Florescimento gm ) sementes (g) Grio™ _do Co-7

118 58,67b 362¢ 273.31b 22,45¢ 5 1
117 58.84b 385¢ 279,58b 2,05¢ s 1
12 58,75b 281a 358,41a 20,85e 5 1
123 58,44b 336b 298,65b 2061e s 1
124 59,20b 2,82a 300.87b 2051e s 1
125 6227¢c 338b 297,13b 17,159 45 0
126 €4,59¢ 3,30b 375483 16,53g S 0
127 56,95a 3,04b 23581b 17,589 35 0
128 58,14b 3587¢ 323,78a 20,38f S 1
129 59,19b 3.17b 307,08b 20,96e 2 1
136 57,22a 234a 281,18b 25,03d 5 o
143 62,29¢ 4,69d 208,89¢ 18569 S 1
144 64,15d 4,09c 320,44a 19,74 5 1
145 S7.84b 354c 26329b 22 56e S 1
155 59,70b 3.88¢c 237,74b 24,09d 5 1
161 56,15a 2.78a 287,59b 29.28b 5 0
162 58,89b 2,65a 338,29a 24,23d s 0
164 60,78¢c 352¢ 336,95a 1791g 45 0
165 5961b 3,90c 305,000 17479 45 o
166 57,43a 294b 319,68a 17,189 45 0
167 $631a 241a 303.61b 25,174 35 0
ESAL6E936 61,40¢c 189a 350,30a 21,76e 3.5 o
Ci140 58,00b 388¢ 318.84a 22.49¢ )

*Médias seguidas de mesma letra sdo semelhantes pelo teste de Scott—Knott, a
nivel de 5 % de probabilidade.

** Para o tipo de grio ndo foi usada repeti¢des
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