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RESUMO

CARMO, S.L M. Avaliaciio de familias e uso de RAPD para identificar o
'stay green' em feijdo. Lavras : UFLA, 2001. (Dissertagdo - Mestrado
em Genética ¢ Melhoramento de Plantas).

Vérios programas de melhoramento genético de feijoeiro no Brasil
visam obter cultivares com menor indice de acamamento, ou seja, com porte
ereto. Um dos caracteres relacionados a este fenétipo é o 'stay green, que é a
senescéncia tardia do caule ¢ folhas em relagfio is vagens. Com tuito de
verificar a eficiéncia da selegdo direta e encontrar um marcador molecular do
tipo RAPD para o fenétipo 'stay green', utilizou-se a descendéncia do
cruzamento entre as cultivares Carioca MG (com 'stay green') e Carioca 300
Vagens (sem 'stay green'). O caréter foi avaliado em 89 familias F23 na safra da
seca de 2000, e F,4 na safra de inverno 2000. Juntamente com as familias, foram
incluidos os dois genitores e nove cultivares em um experimento em latice 10 x
10, com duas repetigdes nas secas e trés repeti¢des no inverno. Foi utilizado um
diagrama de notas para avaliagdo do stay green. Verificou-se que a selego
direta foi pouco efetiva em razdo da interagfo familias x ambientes ser um
complicador para obten¢dio de cultivares com esse fenétipo, como mostrou a
herdabilidade realizada de 22,9%. Assim, identificou-se um marcador RAPD,
amplificado pelo primer OPF04, o qual, no entanto, ndo se mostrou util para se
proceder a selegdo indireta do fenétipo 'stay green', porque é praticamente
independente.

Ortentador : Jodio Bosco dos Santos - UFLA.
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ABSTRACT

CARMO S.L.M. Families performance and use of RAPD for tagging the
‘stay green' in common bean . Lavras, 2001. (Dissertation - Master of
Science in Genetics and Plant Breeding)

Some common bean breeding programs in Brazil aim to obtain upright
cultivars. The stay green is one phenotype responsible for that type of plant
habit, and it means late senescence of stem and leaves in relation to the pods.
Aiming to verify the efficiency of selection for stay green, and also to find a
RAPD marker linked to its allele there was crossed the cultivars Carioca MG
(with stay green) and Carioca 300 VAGENS (without stay green). From that
cross there were evaluated 89 F,3 families in the dry season, and in winter of
year 2000. Besides the families, both parents and 9 checks were included in the
experiments using & 10 x 10 square lattice, with two replications i the dry
season and three in the winter. The treatments were evaluated using a score
diagram for stay green. Direct selection showed low efficiency due to the high
families by environments interaction, as was confirmed by the realized
heritability of only 22.9%. One RAPD marker was amplified by OPF04 primer
although it is almost independent of stay green allele, therefore it is unuseful for
assisting selection.

Adwviser: Jo#io Bosco dos Santos - UFLA.
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1 INTRODUCAO

Atualmente nos programas de melhoramento do feijoeiro, tém-se
buscado a obtengdo de cultivares tdo ou mais produtivas do que as que ja se
encontram no mercado, porém com um porte mais ereto. Isto porque as
plantas mais eretas facilitam a condug#o da cultura, possibilitando uma facil
locomog#io dos mmplementos agricolas e redugdo da incidéncia de alguns
patogenos, como exemplo o mofo branco (Sclerotinia esclerotium (Lib.) de
Bary), por contribuir para um melhor arejamento da cultura, modificando,
assim, o microclima favoravel ao fungo. Além disso, as plantas eretas
apresentam um menor indice de acamamento, proporcionam um menor
contato das vagens com o solo umido, reduzem as perdas e melhoram a
qualidade do produto.

Sdo varios os caracteres que se encontram associados com o porte mais
eretos, dentre eles o fenétipo denominado 'stay green' (Duncan, Bockholt e
Miller, 1981). Plantas com este fenétipo mantém ramos verdes até a época
da colheita, contribuindo, assim, para evitar O acamamento e,
provavelmente, aumentar a eficiéncia fotossintética, refletida em melhor
enchimento de gréo.

No Brasil, o fenétipo 'stay green' é encontrado com frequéncia em
cultivares de porte ereto tais como Rio Tibagi, FT Tarumé ¢ Carioca MG.
No entanto, mesmo com o conhecimento do controle genético do 'stay
green', monogénico ou oligogénico, este carater é bastante influenciado pelo
ambiente e tem expressdo somente no final do ciclo vegetativo (colheita),
promovendo um atraso no desenvolvimento de novas cultivares. Uma
alternativa para melhorar a eficiéncia da selegdo do referido fendtipo
consiste em realiza-la de forma indireta, de preferéncia na fase jovem da
planta, em outro carater de alta herdabilidade e altamente correlacionado



com o 'stay green'. Tal cariter pode ser um marcador molecular como o de
DNA, obtido por meio do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
A sele¢do por meio dos marcadores moleculares preenche os requisitos para
se ter maior eficiéncia com a selegéo indireta, com alta herdabilidade e
correlagdo com o caréter de interesse, desde que esteja intimamente ligada a
este.

Uma implicag#o desta alternativa ¢ a de promover a identificago de
plantas com 'stay green' em etapas iniciais de um programa de
melhoramento por meio do uso de marcadores moleculares. Assim, os
objetivos do trabatho foram verificar a eficiéncia de selegéio de familias com

o fenétipo 'stay green' e identificar marcadores RAPD que o identifiquem.



2 REFENCIAL TEORICO
2.1 O feijio-comum e sua importéncia

O feijdo-comum ¢ classificado como pertencente ao ramo Embryophytae
Syphonogamae; sub-ramo Angiospermae; classe Dicotyledoneae; subclasse
Archichlamydeae; ordem Rosales, familia Leguminosaea; subfamilia
Papilionoideae; tribo Phaseoleae; subtribo Phaseolineae; género Phaseolus L.; e
espécie Phaseolus vulgaris L.

Phaseolus vulgaris L. é uma espécie dipléide com 11 pares de
Cromossomos, ou seja, 2n=2x=22. Apresenta trés centros de domesticagdo na
América; uma na regiio central da América (México), de gendtipos com
sementes normalmente pequenas (<25g/100 sementes); outro no Sul do Andes,
no qual predominam feijoes de sementes grandes; e outro, de menor
importéncia, a0 Norte do Andes, com feijdes de sementes pequenas (Gepts e
Bliss, 1986; Gepts et al., 1986).

O feijdo ¢ uma planta autdégama, com polinizagdo do tipo cleistogamica,
por causa da estrutura de sua flor, na qual os érgéos masculinos e femininos s#o
bem protegidos pelas pétalas, e também porque os gréos de polen comegam a
cair sobre o estigma por ocasifio da antese.

Contudo, ocorre uma taxa de fecundagdo cruzada natural que atinge, as
vezes, propor¢des que trazem consequéncias para os trabalhos de melhoramento
¢ para a manutengdo da pureza das cultivares. A polinizagfio cruzada ¢ realizada
por insetos e varia de lugar para lugar, devido a influéncia das condigdes do
meio sobre a populagdo e & atividade dos insetos. No entanto, tem-se demostrado
que a taxa de cruzamento ¢ baixa, ficando entre pouco acima de zero a 6%
(Vieira, 1960; Pompeu, 1963; Junqueira Netto e Lasmar Filho, 1971; Pacova e
Rocha, 1975; Marques Junior ¢ Ramalho, 1995).



Atualmente, o Brasil é o maior produtor ¢ consumidor mundial de
feijjdio-comum, com um consumo per capita de 17,84 Kg \ habitante \ ano,
constituindo uma excelente fonte protéica na dieta do brasileiro (Agrianual,
2001). Além da sua importincia para o brasileiro, essa leguminosa ¢ um dos
produtos agricolas de grande expressfio sdcio-econdmica, em virtude de ser
cultivada em grandes 4reas e da grande demanda de mao-de-obra empregada
durante o seu ciclo de cultivo.

Notadamente a partir da década de 80, parte da cultura do feijdo passou
a ser explorada também pelo empresario agricola, deixando de ser uma cultura
de subsisténcia para se transformar em uma cultura de alta tecnologia, com uso
de irrigagdio, uso balanceado de insumos e, as vezes, colheita mecanizada,
sobretudo nas Regides Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Esse produto agricola
constituiu uma das principais alternativas de cultivo de outono-inverno, ou seja,
nos meses de maio a julho. No entanto, quando o feijoeiro é explorado em
grandes éreas, um grande entrave que ainda se perpetua ¢ a colheita mecanizada,
podendo, inclusive, desmotivar os agricultores na expansgo das lavouras.

Desse modo, entdo, é altamente desejivel o desenvolvimento de
cultivares adequadas a colheita mecanizada, que apresentem boa produtividade e
possuam caule ereto, com poucas ramificagSes ou vagens nseridas em posigdo

mais alta em rela¢do ao nivel do solo.

2.2 Arquitetura da planta

Em estudos do porte do feijoeiro ou arquitetura da planta,
diversas caracteristicas devem ser observadas: habito de crescimento, nimero de
nos, comprimento de entrenés, difimetro do hipocétilo, nimero de ramificagGes,
desenvolvimento do caule, duragdio e grau de ligmificagéo, assim como altura de
insergdio da primeira vagem. Desse modo, maiores alturas da planta, aliadas a



um maior vigor, so essenciais para evitar o contato das vagens com o solo,
preservar as qualidades da semente e viabilizar a colheita mecénica do feijoeiro.
Com relagéio ao comprimento da haste principal e seus componentes primarios,
comprimento médio e nimero de intemédios, o ideal é que uma planta vigorosa
tenha um menor comprimento médio € um maior nimero de internédios (Santos
e Vencovsky, 1986a).

Dentre as caracteristicas do porte, o héabito de crescimento é o mais
estudado, ¢ pode ser dividido em héabito determinado ou indeterminado
(Vilhordo et al, 1980; Singh, 1982). As plantas de habito determinado
desenvolvem inflorescéncia no final das gemas apicais do caule principal e das
ramifica¢des, do dpice para a base. As cultivares que apresentam este habito tém
um menor periodo de florescimento, ou seja, s&o mais precoces. Ja nas plantas
de habito indeterminado, os meristemas apicais da haste principal e das
ramificagdes ndo sdio terminados em inflorescéncia, caracterizando um
florescimento mais prolongado e da base para o épice, ou seja, acrépeto.

Os habitos de crescimento, devido & diversidade de tipos de crescimento
das plantas e para facilitar a comunicag#o entre os melhoristas, sdo agrupados
em quatro tipos : L, IL, Ml e IV.

Tipo I - Determinado: Apresentam inflorescéncia nas gemas apicais €
laterais e altura em torno de 50 cm. Normalmente o periodo de floragdo é curto e
a maturagdo ¢ mais ou menos uniforme. Algumas cultivares com esse tipo séo:
Goiano Precoce; Manteig#o Foscol1; Novo Jalo, Ouro Branco.

Tipo I - Arbustivo Indeterminado com guia curta: As cultivares desse
tipo apresentam um pequeno crescimento da gema apical, com poucas ¢ curtas
ramas laterais, sendo mais eretas, com dossel relativamente compactos. A altura
média é de 70 cm, ¢ a maturagio das vagens é uniforme. S#o ideais para a
colheita mecanizada. Como exemplos, tém-se as cultivares: Rio Tabagi, FT



Tarumd, BR 6-Barriga Verde, BR 1-Xodo, BR-IPA 10; Carioca MG; Rico 23;
EMGOPA 201-Ouro.

Tipo Il - Indeterminado com guia longa, mas ndo trepador: As
cultivares enquadradas nesse tipo apresentam tendéncia trepadora com
ramificagdo relativamente forte, e as gemas terminais vegetativas no caule
principal ¢ nos ramos, nos quais ocorre a produg@o depois que comega o
florescimento. A altura das hastes principais pode atingir até 120 cm. Alguns
cultivares desse tipo s#o: Aporé, Bambui, Carioca, Mulatinho Paulista; Ouro
Negro.

Tipo IV - Indeterminado com guia longa, trepador : As cultivares so
trepadoras, com intensa produgéio de ndés no caule principal, poucos ramos
laterais e a haste principal atingindo mais de 2 m de comprimento. S3o mais
adaptadas ao plantio consorciado e a colheita manual. Como exemplos de
cultivares, tém-se : Flor de Mayo; Amarelinho de Cip6; Tomaba Morro; Preto de
Cip6 e Oaxaca.

Os tipos citados anteriormente podem ser subdivididos em subtipos,
dificultando a correta classificagfio do habito de crescimento. As caracteristicas
que permitem determinar os subtipos (Singh, 1982) s#io: Ia - ramos e caule
principal geralmente fortes e eretos; Ib - ramos e caule principal fracos,
prostrados e com alguma capacidade de trepar; IIa - ndo possui capacidade
trepadora; IIb - ramos terminais longos, com alguma capacidade trepadora; Illa -
ramos relativamente curtos, com fraca capacidade trepadora; b - ramos
longos, prostrados ou entrelagados, com moderada capacidade de trepar; IVa -
carga de vagens distribuida por toda a planta; IVb - maioria das vagens
concentrada na parte superior da planta.

Essa classificagfio apresenta dificuldades, pois o habito de crescimento é
muito influenciado pelo ambiente, podendo alterar a express&o do carater em



fungdo da temperatura, umidade ¢ matéria orgénica, dificultando as avaliag3es.
Além disso, o mimero de nés néio é um bom indicador do tipo de crescimento
devido & ampla variabilidade desse carater dentro de um mesmo tipo (Vilhordo
et al, 1980).

Visando melhorar a eficiéncia produtiva inspirada na revolugdo verde
que aconteceu durante a década de sessenta, os melhoristas sentiram necessidade
de buscar modificagSes na arquitetura das plantas, muito bem evidenciadas no
milho, cevada, trigo e no arroz. No milho, a simples redugdo na altura das
plantas, e a utilizagio de cultivares com folhas eretas permitiu uma maior
produgdo por unidade de area em virtude do aumento da densidade de plantio.
No arroz, os melhoristas tiveram a maior resposta & alta fertilidade do solo e &
alta densidade de semeadura com o uso de plantas baixas, de caules firmes €
folhas eretas, resultando em maior produgéio por unidade de area, menor
acamamento e melhor intercepto da luz por meio das folhas (Donald, 1968).

Com esses procedimentos, desenvolveu-se o conceito de idedtipo de
planta, ou seja, um conjunto de caracteres morfologicos, fisiolégicos,
bioquimicos, anatémicos e fenoldgicos que auxiliam para uma maior eficiéncia
fotossintética, caracterizando um modelo de planta que permite maior eficiéncia
na utilizago dos recursos (Donald, 1968; Rasmusson, 1987). Entretanto, o
ide6tipo deve ser considerado como um atributo dindmico, variando entre as
espécies e dentro da espécie, com a regifio de cultivo, finalidade da cultura, e
evoluindo juntamente com as mudangas nas praticas agricolas.

Adams (1973 e 1982) sugeriu um ideétipo para o feijoeiro considerando
o sistema de monocultivo em condi¢des favoraveis de umidade, luz, nutrientes e
temperatura, com a cultura desenvolvida em em periodo de 100 dias, plantas
espagadas de 35 cm entre fileiras e 6 cm dentro das fileiras, ou seja, em torno de
500.000 plantas por hectare. O tipo ideal de planta por ele proposto foi descrito
com base nas seguintes caracteristicas morfologicas: habito de crescimento



determinado, estreito, ereto; eixo central formado por um so caule ou com o
minimo de ramas eretas; grosso € vigoroso, com numerosos nos, taxa de
crescimento que permita rpida acumulagio de 4rea foliar 6tima; folhas
numerosas, pequenas, capazes de se orientar verticalmente; racimos axilares em
cada nd, com muitas flores; vagens longas, com muitas sementes; sementes de
maior tamanho possivel, dentro dos limites da sua classe comercial;, taxa
fotossintética alta e constante em todas as folhas; e alta taxa de translocagio dos
produtos da fotossintese das folhas para os 6rgéos de sua utilizagéo.

No caso de cultivares destinadas ao consércio com milho, o mesmo
autor recomendou as seguintes caracteristicas morfolégicas: crescimento
indeterminado com longos entrends, muitas ramas, folhas médias a pequenas,
grande numero de flores por récimo; grande nimero de sementes por vagem,
ciclo vegetativo longo; alta eficiéncia fotossintética; alta capacidade de
translocagio dos produtos da fotossintese para o 6rgéo utilizador; e alto indice
de colheita.

Na literatura, entre as caracteristicas relacionadas ao idedtipo do
feijoeiro, o porte da planta é que tem recebido uma maior ateng#o, isto porque as
plantas mais eretas reduzem as perdas na colheita manual e mecénica, séio mais
resistentes ao acamamento ¢ facilitam os tratos culturais (Santos e Vencovsky,
1986b; Acquaah, Adams ¢ Kelly, 1991; Brothers e Kelly, 1993).

Uma planta com hébito de crescimento tipo II apresenta um
potencial produtivo menor, quando comparada com plantas que apresentam
héabito tipo II, por possuir um menor namero de nés, tendo como consequéncia
um menor nimero de gemas capazes de produzir inflorescéncia. No entanto, tem
sido possivel obter cultivares com hébito tipo II tdo produtivas quanto as de tipo
III com o emprego da selegiio (Konergay, White e Cruz, 1992; Malburg e Kelly,
1992; Brothers e Kelly, 1993; Collicchio, 1995). Plantas de habito de
crescimento indeterminado com guia curta apresentam uma maior eficiéncia



produtiva quando comparadas com plantas do tipo II, isto porque as primeiras
s&0 eretas, com a maioria das vagens na regido central do caule, enquanto as
plantas do tipo Il apresentam 70% de suas vagens na regido basal (Kelly e
Adams, 1987), caracterizando uma menor qualidade do produto final devido ao
maior contato daquelas com o solo. Também tem-se verificado que as plantas
mais eretas apresentam uma menor incidéncia de patogenos, principalmente
mofo branco (Sclerotinia sclerotium (Lib.) de Bary), porque o microclima
gerado na regido inferior das plantas de habito tipo II ¢ modificado,
caracterizando um melhor arejamento da cultura (Coyne, 1980).

2.3 Controle genético do stay green

Ha consenso entre os melhoristas que o fenétipo 'stay green' ¢ importante
para assegurar plantas mais eretas, principalmente porque a senescéncia do caule
¢ mais tardia, s6 ocorrendo ap6s a maturagéo fisioldgica das vagens.

O processo de senescéncia tardia do caule, 'stay green', é observado em
algumas espécies de importdncia agrondmica como: milho, sorgo, girassol e
feijdo. (Duvick, 1992; Thomaz e Smart, 1993; Genchev, 1993).

E verificado em milho, sorgo e girassol que as cultivares com 'stay
green' sdo mais resistentes ao acamamento e ao estresse hidrico, além de serem
mais tolerante a pragas e doengas (Duncan, Bockholt e Miller, 1981). No
entanto, no que diz respeito a cultura do feijoeiro, so necessarias mais pesquisas
sobre o assunto para melhor esclarecimento a respeito dos beneficios trazidos

pelo 'stay green’.

Visando estudar o controle genético do 'stay green' em feijo, Aguiar
(1999) utilizou as geragdes F,, F;RCyy e F2RCy) de um cruzamento envolvendo

genitores que variavam na expressio do carater, concluindo que houve
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predominincia dos efeitos dominantes e que o controle deve ser monogénico ou
oligogénico, havendo também uma forte influéncia do ambiente sobre a
caracteristica . Entretanto, em sorgo observou-se que os genes se manifestaram
de forma dominante sob condigSes de cultivo normal, e sob estresse hidrico
houve predominéincia dos efeitos aditivos (Walulu et al, 1994). J& em girassol,
mesmo detectando significfincia para os efeitos aditivos, dominantes e de
epistasia aditiva x dominante, ocorreu predomindncia dos efeitos aditivos
(Culkadar-Olmedo e Miller, 1997, Culkadar-Olmedo, Miller ¢ Hammond,
1997).

Embora o controle genético do 'stay green' do feijoeiro seja mono ou
oligogénico, a acentuada influéncia do ambiente dificulta a selegdo. Desse
modo, uma alternativa para methorar a eficiéncia da selegéio do referido fenétipo
consiste em realizé-la de forma indireta, por meio de marcadores como os de
DNA.

2.4 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares de DNA diferenciam-se pela tecnologia
utilizada, revelando a variabilidade em relagd@o ao DNA, sendo classificados em
dois grupos, ou seja, os que envolvem o processo de hibridago e os que
promovem a amplificagéio do DNA (Milach, 1998).

Entre os marcadores que s#io caracterizados pela hibridag#o, encontram-
se os RFLP ("Restriction Fragment Length Polymorphism”) e minisatélites ou
locos VNTR ("Variable Number of Tandem Repeats"). Entre os que utilizam a
amplificagdo, estio o PCR ("Polymerase Chain Reaction”), RAPD ("Randon
Amplified Polymorphic DNA"), SCAR ("Sequence Characterized Amplified
Regions"); Microssatélites e AFLP ("Amplified Fragment Length
Polymorphism") (Milach, 1998).
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Em meados da década de 80, a tecnologia de reagéio de polimerase em
cadeia (PCR) foi estabelecida por Kary Mullis (Mullis e Faloona, 1987, Saiki et
al., 1985). A partir de entdio, esta tecnologia promoveu um avango na pesquisa
biolégica, tanto quanto ao entendimento dos processos biologicos fundamentais
como nas areas aplicadas a diagnosticos e melhoramento genético de plantas €
animais.

PCR é uma técnica facil, rapida, versatil, é uma poderosa ferramenta
para estudos genéticos moleculares e se baseia na sintese in vitro de segmentos
de especificos de DNA na presenga da enzima DNA polimerase
termorresistente. A reacdo de PCR ¢ processada por meio do anelamento e
extens#io enzimatica de um par de oligonucleotideos utilizados como iniciadores
que delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla alvo da amplificagéo.

Durante um ciclo de PCR ocorrem trés fases : desnaturagdo, anelamento
e extensdo. Na primeira, a hélice dupla do DNA de interesse ¢ desnaturada pela
elevagio da temperatura para 92 a 95°C. Na segunda, a temperatura ¢ reduzida
para 35 a 60°C, dependendo preferencialmente do tamanho e da sequéncia do
primer utilizado de modo a permitir a hibridizacdo DNA-DNA de cada primer
com as sequéncias complementares que flanqueiam a regifio alvo, o que constitui
o anelamento. Posteriormente, a temperatura é elevada para 72°C para que a
enzima DNA polimerase realize a extensfio a partir de cada terminal 3' dos
primers. Esta extensdo envolve a adig8o de nucleotideos utilizando como molde
a sequéncia-alvo, de maneira que uma cépia desta sequéncia é feita no processo.
Este ciclo € repetido por algumas dezenas de vezes por meio de um
termociclador, que fornece as temperaturas ¢ os respectivos tempos adequados
para realizagéio de cada etapa. Assim, a sequéncia de interesse dobra a cada ciclo
em uma progress#o geométrica, de modo que a quantidade inicial da sequéncia
alvo € produzida mais de um milh&o de vezes.
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Uma limitagdo do PCR para uso em larga escala advém da necessidade
de conhecimento prévio das sequéncias de fragmentos de DNA para obtengéo
dos primers. Uma modificagdo do PCR resultou no RAPD, que promove a
amplificagdo simultdnea de vérios locos anénimos no genoma utilizando primers
de sequéncia aleatoria (Williams et al., 1990).

O RAPD se diferencia do PCR em basicamente duas caracteristicas
distintas, isto é, o primeiro utiliza "primer” \inico ao invés de um par de
"primers" e esse tem sequéncia aleatdria. Desse modo, sua sequéncia-alvo é
desconhecida.

A amplificag@io de um fragmento RAPD no genoma em estudo ocorre
quando duas sequéncias de DNA complementares ao "primer” arbitréario estéio
suficientemente adjacentes (< 4000 pares de bases) e em orientagdo oposta, de
maneira a permitir a amplificagio exponencial de um segmento de DNA pela
DNA polimerase. A partir de entfio, o segmento de DNA amplificado pode ser
visualizado em gel de eletroforese corado com o brometo de etidio, em luz
ultravioleta.

Assim, o polimorfismo genético detectado pelos marcadores RAPD tem
natureza binaria, isto é, quando se comparam dois genétipos, um por ter um
fragmento de DNA amplificado e o outro ndo. Diferengas de apenas um par de
bases (mutagdes de ponto) so suficientes para causar a ndo complementariedade
do primer com o sitio de iniciagio e, assim, impedir a amplificagdo de um
segmento (Williams, 1990). Uma caracteristica importante dos marcadores
RAPD é que estes comportam-se como marcadores genéticos dominantes, isto €,
ao se observar uma banda no gel, ndo é possivel distinguir se aquele segmento se
originou a partir de uma ou de duas copias da sequéncia amplificada. Entfo, a
detecgio dos segmentos RAPD nio tem sensibilidade quantitativa suficiente
para discriminar o heterozigoto (Aa) do homozigoto (AA). Desse modo, o
gendtipo homozigético "recessivo” (aa) ¢ identificado pela auséncia da banda no
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gel e os genétipos homozigético "dominante” (AA) e heterozigdtico sdo
colocados juntos na mesma classe fenotipica, ou seja, presenga da banda. Assim,
a técnica RAPD detecta apenas dois alelos em cada loco.

O uso de RAPD ampliou significativamente o nimero de associagGes
entre marcadores moleculares e caracteres de heranga mono ou oligogénica de
importincia econémica. O grande nimero de marcadores distribuidos pelo
genoma permite uma amostragem mais completa na busca de ligagdo génica
com o loco de interesse. Desse modo, a técnica tem sido amplamente empregada
tanto na identificacéio de diversidade genética quanto na marcagéo de genes de
interesse agronémico, cOmo 0s genes responsaveis por reagio a patogenos em
diversas culturas, como feijoeiro (Nodari et al., 1993; Adam-Blodon et al., 1994;
Haley, Afanador e Kelly, 1994; Kelly, 1995; Miklas, Johnson e Stone, 1996,
Young e Kelly, 1996; Castanheira, Santos e Melo, 1996; Santos, Castanheira e
Melo, 1996; Alzate-Marin et al.,, 1997; Young e Kelly, 1997, Kelly e Miklas,
1998; Young et al., 1998; Arruda, 1998; Castamheira et al., 1999; Silva, 2000);
alface (Paran e Michelmore, 1993) e tomate (Martin, Williams e Tanksley,
1991); na viruléncia e diversidade genética de Colletrotrichum lindemuthianum
(Otoya et al,, 1993; Vilarinhos et al., 1995, Mesquita, 1997, Alzate-Marin et al,
1999); na identificagdio de hibridos verdadeiros em feijio (Alzate-Marin et al,
1996).

A identificagdo de marcadores em atragio e em repulsdo pode
caracterizar um aumento na eficiéncia da selegfio assistida por marcadores
moleculares do tipo RAPD, quando aqueles encontram-se fortemente ligados ¢
flanqueando o alelo de interesse. Caso esse alelo seja dominante, os marcadores
em repulsdo estardo nos individuos homozigotos recessivos ou heterozigotos
(Alzate-Marin et al, 1997, Haley, Afanador e Kelly, 1994; Young e Kelly,
1997).
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Para os melhoristas que langam mfo da biologia molecular como
ferramenta de selegdo, identificando alelos de importéncia agronémica, um
procedimento muito eficiente é a utilizag#o de misturas de DNA de individuos
homozigotos para o loco de interesse em populagdes segregantes, principalmente
em Fa. Esta estratégia foi inicialmente proposta por Amheim et al. (1985), sendo
posteriormente modificada por Michelmore et al. (1991), que propuseram seu
uso para rapida identificagfio de marcadores em regiGes especificas do genoma
utilizando populagdes segregantes, recebendo o nome de Bulked Segregant
Analysis (BSA).

Esta técnica se baseia na seleg@io de individuos com base nos fendtipos
extremos de uma populagéio segregante para a caracteristica de interesse. A
partir de entdo, as amostras agrupadas sio construidas ao misturar quantidades
iguais de DNA dos individuos selecionados, tendo uma uma amostra de DNA
com gendtipos idénticos em uma regifo gendmica de interesse e gendtipos ao
acaso em regides n#io ligadas a regifio alvo. Assim, as duas amostras tendem a
diferir somente na regifio alvo e s&o monomérficas para todas as outras regides.

Com isso, o BSA tem sido muito utilizado na identificagio de
marcadores ligados a genes responsaveis por caracteristicas de heranga simples.

Assim, em virtude do 'stay green’ do feijdio ter um controle mono ou
oligogénico, ha a possibilidade de identificar marcadores RAPD por meio do
BSA.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular e na area
experimental do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no Sul de Minas Gerais (21°14' S, 45°00' W, 900 m de altitude),
latossolo vermelho-escuro e clima CWb, de acordo com a classificag@o climatica

de Koppen.
3.1 Material e procedimentos experimentais

Foram utilizadas 89 familias, cada uma descendente de uma planta da
gerag#o F; do cruzamento Carioca MG (com stay green) x Carioca 300 Vagem
(sem stay green).

As 89 familias F»; mais os genitores e 9 cultivares foram avaliadas
durante o periodo da seca, em 2000 (semeadura em fevereiro). Utilizou-se o
delineamento de latice simples 10 x 10, sendo a parcela representada por uma
linha de 1m com 15 plantas. No inverno de 2000 (semeadura em jutho), os
mesmos tratamentos foram avaliados na geragdo F,4, em um latice triplo 10 x
10. A parcela foi representada por uma linha de 2m com 30 plantas. Foram
empregados os tratos culturais normais para a cultura do feijdo, acrescidos da
irrigag@o por aspersfo sempre que necessario.

As familias foram avaliadas para o fendtipo 'stay green' por meio de um
diagrama unico de notas (Walulu et al.. 1994, Aguiar 1999). Nesse diagrama, a
nota 1 refere-se & presenca do 'stay green' em todas as plantas e a nota 5 a

auséncia emn todas as plantas; ja notas de 2 a 4 referem-se a proporgdes variaveis
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de plantas com e sem 'stay green’. Anotou-se também a produtividade de griios
em gramas por parcela.

Os dados de 'stay green' foram submetidos & analise de varidncia de

acordo com o seguinte modelo estatistico :

Y =m+t; + 1, + bigy + ey

Yijk : valor observado na parcela que recebeu o tratamento 1, no bloco k,

dentro da repetigdo j;

m : média geral;

t; : efeito aleatdrio do tratamento i (sendoi=1, ..., 100);

I; : efeito da repeti¢do j (sendo j =1,2 ou 3);

by : efeito do bloco incompleto k dentro da repetigéo j (k= 1,..,10);

€ijx . erro experimental associado a observagéio Yjx.

A partir do modelo, realizou-se a anélise de varidncia em cada geragéio

(Tabela 1) e estimaram-se as varifincias genética e fenotipica, bem como a

herdabilidade no sentido amplo e os respectivos limites superior e inferior.

IL

Estimador da varidncia genética (67 r21) na geragiio I:

0'201-'21=

Q] - Qs
r

Estimador da varidncia fenotipica (6% 24 ) na geragdo I

1'5’21-'1-'2-1:'9l
Coor
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I  Estimador da herdabilidade no sentido amplo (h’y) na geragdo I, :

2 _ Ogray
Wa=—3—-
Crras

TABELA 1. Esquema da analise de variincia e esperangas matemétlcas dos
quadrados médios da anélise individual do latice.

F.V. QM E(QM)

Repetigdo
Tratamentos

Familias Q o’s +16°6

Genitores Q:

Cultivares Q;

Familias vs Genitores Q.

Familias vs Cultivares Qs
Erro efeti vo Qs o

r : namero de repeti¢des.
0% r21 : varidncia genética entre as familias originadas de plantas F; na geragéo
L

Iv. Estimadores dos limites superior (LS) e inferior (LI) das herdabilidade
no sentido amplo na gerag&o I (Knapp, Stroup e Ross, 1985), adotando-
se a probabilidadede 1 -a=0,95:

- 1_[[QMfam:’1iaiF .. ]’
Q NMErro 1—2:Gwma.fmlm
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sl [(QMfasz }F ]
OMErro | 2GLEmGLfamilias

Com interesse de verificar o efeito da interagio familias x ambientes,
realizou-se a andlise conjunta, utilizando as médias ajustadas das analises

individuais de acordo com o seguinte modelo estatistico :

Yie=m+t+r0+gx+ (t8xt i

Yij k . valor observado na parcela que recebeu o tratamento i, na
repetig#o j, dentro da geragio k;

m : média geral;

t; : efeito aleatério de tratamento i (sendo 1= 1, ..., 100);

G g : efeito fixo da geragdio g (sendok =1, 2);

Tj(g) : efeito aleatorio da repetigdo j, dentro da geragéio g (k= 1,2);

(tG)ig : efeito da interagéio do tratamento i com a geragdo g;

€ij (g) - erro experimental médio.
Utilizando as médias ajustadas das familias das analises individuais,

estimou-se a varifincia genética entre as mesmas por meio da covaridncia

(COVy, y.), usando a expressdo:

ORI VED,

n-1
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x, : média da familia i na gerag@o Fz3 onde G:1,..,89);

x',: média da familia i na gerag@io F24 onde (i: 1, ...,89).

A varidncia fenotipica foi estimada respeitando o modelo estatistico da

analise cojunta (Tabela 2).
L Varidncia fenotipica entre as familias :
= ¥l
e =L
rg

IL Herdabilidade no sentido amplo :
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TABELA 2:Esquema da anilise de varidncia e esperangas matematicas dos
quadrados médios da anélise conjunta para o caréter 'stay green'.

F.V. QM E(QM)
Geragéo
Tratamentos
Familias Qi o’ +rgo’a
Genitores Q:
Cultivares Qs
Familias vs Genitores Q.4
Familias vs Cultivares Qs
Tratamento x gera¢do Qs
Familias x gerag#o Q- & +r g Pox
g-1
Genitores x geragdes Qs
Cultivares x geragdes Qs
Familias vs Genitores x geragGes Qo
Familias vs Cultivares x geragdes Qu
Erro médio Qu o’

g : numero de geragdes.
r : numero de repetigdes.
o’ : varifncia genética entre as familias originadas de plantas F,.
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MR s uh o s oyl

11 Estimativa dos limites superiores(LS) e inferiores(LI) da

herdabilidade no sentido amplo, referente a analise conjunta:

1
LI=d1- QMFamiliay, .
QM@N'O l-i;:Gf)IanIanﬂfm

1
1S=11- OM Familias :
OMerro | 5GLEmaGLramilias

V. Estimativa da variancia da interagdo familias x geragoes :

2. _ Q’?-QIZ

O GE
r

Entdo promoveu-se a decomposi¢gdo dos componentes da
variancia da interagfio de acordo com a expressdo apresentada por Cruz

e Regazzi (1994):

1
(0-! —O';')z +E g;.0p (l"’}f')

=

onde :
Iy © correlagdo genética entre as médias das familias nas geragdes I e
I',

o, : desvio padrdo da varidncia genética entre familias F»3, na geragdo

I'
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G ;. : desvio padrdo da varifincia genética entre familias F., a geragdo

L

Utilizando o desempenho médio das familias ao longo das
geragdes, promoveu-se o célculo da herdabilidade realizada (h%y) e o
ganho realizado (GSg) com objetivo de verificar o efeito da seleg@io
precoce sobre o carater 'stay green', utilizando a média das 10 familias
com as menores notas para o fen6tipo, de acordo com a expresséio (Fehr
1987):

Me,_m,
2 _ rsr-"
B, = —S=Tr

em que :
m 4 e m, :média das familias selecionadas nas geragSes Te I,

m,;. e m, . média geral das familias nas geragdes I'e I.

em que :
m . = média das 10 melhores familias em F2; avaliadas em Fa.,

m ;.= média geral da gerag#io F,.



Foram estimadas as correlagdes genéticas e fenotipicas entre o 'stay
green'(x) e produgdio de grios(y) (g/parcela). Para isso foram estimadas as
covaridncias a partir da anlise de varidncia dos dois caracteres (TABELA 3).

TABELA 3: Resumo das analises de varidncias do 'stay green' (x), da produgéo
de grdos (y) e da soma dos dois caracteres (x + y) relativos &
avalia¢do das familias na gerag#io i(Fa3 € F24).

FV QMx QMx QMux:v ™ E(PM)
FAMILIAS Ql Qz Q3 PM|=] \2(Q3 - Qz - Q]) Covd(,,,ﬁ I'COVGi(,.y)
ERRO Q. Qs Qs PM=12(Qg - Qs - Qs) Covexy)

Com base nas esperangas dos produtos médios, estimaram-se as

covaridncias genética e fenotipica em cada geragdo.
L. Covaridncia fenotipica média entre os caracteres x e y ( Cov puy ) :

PM,

Cov pxyy= —
r

IL Covaridncia genética entre os caracteres x e y ( Cov gy )
PM,-PM
Cov amy) = 1 -2



ML Coeficiente de correlagio fenotipica ( I Fxy) ) :

COVF(J‘J!

TFxy) = 2
Orx)-OF(y)

Iv. Coeficiente de comelagiio genética entre x e y ( T Guxy) ), em cada

geragdo:
. Covm(x'y!
Gitxy) = 2 2
\/"of(x) ‘Oaily)
onde :

a’é,(,) : variAncia genética para o caréter x, na geragio 1,

aé‘(y) : variincia genética para o caréter y, na gerago i;

V. Correlagdio genética (T gxy)) considerando média entre x e y das duas
geragdes:

CovG!x, 5

T Gxy) ™
\/"3(:) Gty

onde Cov g, ) ¢ a covariéincia média entre o carater 'stay green' avaliado na

gerag#o Fa3 e a produgfio avaliada na geragéo Fz4, e vice-versa. Porém, Gé(,) ¢

a varifincia genética do carater 'stay green' e corresponde a covariéncia entre o
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'stay green' avaliado na geragfio F23 e F2. De modo semelhante, estimou-se a
varidncia genética para o caréter produgdo o5 ,).

As significincias de r g € 1 F foram testadas pelo teste t.
3.2 Identificag@io de marcadores RAPD ligados ao 'stay green'.
3.2.1 Extragdo de DNA

A extragiio de DNA foi feita usando um procedimento semelhante ao
utilizado por Nienhuis ef al. (1995). De cada planta F. foram colhidos
aproximadamente 2 gramas de folhas jovens, as quais foram trituradas em 10 ml
de tampdo de extra¢dio a 65°C em almofariz. O tampéo de extragio contém 2%
de CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8.0), 20 mM de EDTA (pH 8.0), 1.4 M de
NaCl e 1% de PVP (polivinilpirrolidona). O material triturado foi colocado em
tubos de centrifuga, juntamente com 20 ul de B-mercaptoetanol, e incubado por
30 minutos em banho-maria a 65°C. Apés o banho-maria, foi realizada a
primeira etapa da extrag3o de DNA com 10 ml da mistura cloroférmio : 4lcool
isoamil (24:1). Durante essa extracfio, as fases orgénica e aquosa foram
separadas por centrifugacfio. Foi coletado o sobrenadante e adicionado a 30 ml
da mistura dlcool 95% : acetato de aménio (7,5M), precipitando os acidos
nucléicos. Esta mistura foi colocada no freezer por pelo menos uma hora. Em
seguida, os &cidos nucléicos precipitados foram transferidos para tubos de
microcentrifuga e rehidratados em tamp&io TE (1 mM de TRIS e 0.1 mM de
EDTA). Foi realizada uma segunda etapa da extra¢fio com cloroférmio-alcool
isoamil e o sobrenadante foi precipitado pela adigio de pelo menos trés volumes
de uma mistura de acetato de sédio (3M) : etanol 95% (1:20). Apds a
precipitagfo, o DNA foi rehidratado em tampdo TE, quantificado, utilizando o
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fluorimetro Hoffer TKO100, ¢ diluido para concentragéio de 10 ng/ul utilizada

em reag#o.

3.2.2 Obtengdo dos bulks segregantes de DNA

Apo0s a extragéio do DNA das plantas F; e a identificag@o das classes
genotipicas destas por meio das plantas em familias F,4, foram formadas duas
misturas (bulks) de DNA: uma somente com DNA de dez plantas homozigéticas
com 'stay green' € outra com dez homozigdtica sem 'stay green’. Os DNA's de
cada planta foram misturados de forma equitativa, para que todas as plantas
fossem igualmente representadas no bulk,

A identificagdo das classes genotipicas das plantas F, foi feita a partir da
avaliag#io das familias no experimento de inverno de 2000, da seguinte forma. A
familia que mostrou 100% dos caules verdes foi proveniente de uma planta F,,
provavelmente homozigdtica para o fenétipo ¢ 'stay green', recebendonota l,ea
familia que se mostrou segregante foi proveniente de uma planta F», com o
fenétipo 'stay green' e heterozigética, as quais receberam notas intermediarias,
ou seja, notas 2, 3 e 4. Aquelas familias que se mostraram 100% sem o caule
verde foram provenientes de plantas F,, provavelmente homozigéticas para o
fen6tipo sem 'stay green’, recebendo, assim, nota 5.

3.2.3 Anélise de RAPD

A reagéio de RAPD foi preparada em volume de 10 ul, os quais se
misturaram os seguintes ingredientes, com as respectivas concentragdes: 200uM
dNTP's; 0,6 unidades de Taq DNA polimerase; 0,4uM de primer; tamp&o de
reagiio (50mM tris; 2,0 mM MgCl,; 20 mM KCl; 250ug/ml de albumina de soro
bovino; 1% de ficol 400; 1mM de tartrazine); 20 ng de DNA e agua pura. As
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reagdes foram realizadas em tubos capilares de vidro, em um termociclador
refrigerado a ar. O termociclador foi programado para 40 ciclos, com as
seguintes condigdes: 60 segundos para desnaturagio a 91°C nos dois primeiros
ciclos; 7 segundos para anelamento do primer a 42°C e 70 segundos para
elongacdio a 72°C; os 38 ciclos subsequentes diferiram dos dois primeiros apenas
em relagio ao tempo de desnaturagiio, reduzido para 1 segundo. Apbs a
amplificagdo, os produtos da reag#io foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio, visualizados em transiluminador
de luz ultravioleta e fotografados.

Foram utilizados 700 primers decanucleotideos na analise dos bulks
segregantes. O primer que produziu uma banda polimérfica nos bulks foi
utilizado para a andlise de toda populagéio F».

3.2.4 Estimativa da frequéncia de recombinag#o entre o 'stay green' e o marcador

A estimativa da frequéncia de recombinagéio entre o alelo para 'stay
green' e o fragmento de DNA polimérfico nos bulks foi realizada por meio do
procedimento da méxima verossimilhanga (Allard, 1956), utilizando a seguinte
expressdo:

2(p-1) | 2(1—9)] 2 )

D=N°Rel]| ———— °(Re0 °

el{3 2p J+N(R + Sel 2=p) + N°Se po1
I=NxIp A=D/1 P=p+A

Onde:

D: indicador do ajuste do modelo

p: frequéncia de recombinagéo inicial arbitraria

p’: frequéncia de recombinacéio ajustada
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Rel: plantas com stay green e com banda
Re0: plantas com stay green e sem banda
Sel: plantas sem stay green e com banda
Se0: plantas sem stay green e sem banda
I: indice de ajuste do modelo

Ip: indice tabelado

A: ajuste final do modelo
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As analises de varifncia individuais das familias F,3 e F24, baseadas no
carater 'stay green’, estdo apresentadas na tabela 4. Fica evidenciada, em nivel de
1% de significancia, a diferenca entre as familias quanto ao 'stay green'.

A precisdo experimental, avaliada por meio do coeficiente de variagdo
(Tabela 4), foi semelhante nas duas geraggio. Apesar de ter sido utilizada a média
de dois avaliadores, os valores de CV foram relativamente altos, semelhantes
aos que tém sido obtidos para a produtividade de gréios em experimentos de
campo e também semelhantes ao obtido por Aguiar (1999) para a avaliago do
'stay green'. Embora tenha sido utilizado o diagrama com apenas cinco notas, o
que aparentemente facilitaria a identificagio dos diferentes fenétipos, a grande
dificuldade decorre da influéncia do ambiente na expressdio do caréter.
Considerando esse fato, os experimentos foram conduzidos nos periodos de seca
e inverno, quando se pode controlar a umidade por meio da nrigag#io. Na cultura
do feijdo na época das Aguas, geralmente ocorre excesso de chuvas e a sua
distribui¢lio ¢ desuniforme, ocasionando maior irregularidade de expresséio do
'stay green’. Entretanto, hi que se considerar também que a irrigag3o, embora
seja mais uniforme quanto a periodicidade de volume de agua fornecido para o
experimento, provoca irregularidade de distribuigéio dentro da area e pode ser
uma das causas do aumento do erro experimental, como evidenciado pela
eficiéncia do latice. Vale salientar, ainda, que a avaliagdio das familias durante o
periodo de inverno-primavera (F24), no Sul de Minas Gerais, foi provavelmente
a mais eficiente, porque os fenétipos dos genitores foram como era esperado,
isto é, com 'stay green' para o Carioca MG e sem 'stay green' para o Carioca 300
Vagens. Nas época das secas, as notas médias dos genitores foram 3,989 para o
Cartoca MG e 4,011 para o Carioca 300 Vagens.
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TABELA 4:Resumo das anélises de varifincia individuais do caréter 'stay green'
avaliado nas familias Fz4 e F2,4, em Lavras 2000.

F.V. GL.(Fs) OQM(F23s) GL(F)  QM(F2)
Repeticdo 1 2
Tratamentos 99 1,211 ** 99 1,523 **
Familias 88 1,244 *» 88 1,494 *#
Genitores 1 0,042 ns 1 4,528 **
Cultivares 8 1,105 8 1,744
Familias vs Genitores 1 1,424 ** 1 0,190 ns
Familias vs Cultivares 1 0,060 ns 1 0,672
Erro efeti vo 81 0,52 171 0,398
CV (%) 25,25 22,83
Eficiéncia do latice (%) 1,15 1,26

**significincia em nivel de 1% pelo teste F.

Com base nas médias ajustadas das familias das duas geragdes,
processou-se a anélise conjunta, segundo Tabela 5. Verificou-se que os efeitos
familias e interagio familias por geragdes foram altamente significativos.
Especificamente a alta significancia das interag@o indica que a magnitude de
'stay green' das familias nfio foi coincidente nas duas geragdes. Quando se
decompds a interagdio, constatou-se que praticamente toda ela é de natureza
complexa (95,25%).

Conforme mostrou Aguiar (1999), provavelmente um ou cinco genes
controlam o caréter. Poder-se-ia, entfio, atribuir a interag#o ao fato de se terem
utilizado familias de duas geragSes diferentes (F23 e Fay). Entretanto,
principalmente se o controle genético do caréater ¢ monogénico com dominéncia
na expressdo (Aguiar 1999), espera-se ter, em Fy,, familias com 'stay green', sem
'stay green' e familias com 'stay green' segregantes, na propor¢do de 3 plantas
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com e uma sem 'stay green' em cada. J& em Fy,, espera-se ter familias também
com 'stay green’, sem 'stay green' e familias com 'stay green' segregantes, na
proporgdo de 5 plantas com e 3 sem 'stay green' em cada. Portanto, o uso de
geragdes diferentes no deve ter contribuido para aumentar a interag#io, uma vez
que sdo poucos os gendtipos diferentes para o caréter e, certamente, ndo houve
problema de amostragem de uma gerag#io para a outra, mesmo utilizando

parcelas pequenas.

TABELA 5: Resumo da anilise de varidncia conjunta do carater 'stay green'

avaliado nas familias F23 e Fa4.
F.V. GL QM
Geragéio 1
Tratamentos 99 1,8744 **
Familias 88 1,9579 *#
Genitores 1 1,821 ¢
Cultivares 8 1,3392 **
Familias vs Genitores 1 0,5064 ns
Familias vs Cultivares 8 0,1750 ns
Tratamento x geracio 99 0,7968 **
Familias x gerag#o 88 0,7296 **
Genitores x geragdes 1 1,7299ns
Cultivares x geragdes 8 1,381 **
Familias vs Genitores x geragdes 1 1,2346ns
Famiflias vs Cultivares x geragdes 1 0,7714ns
Erro médio 252 0,4591
CV (%) 20,52

**gignificincia em nivel de 1% pelo teste F.
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Assim, o que certamente ocorreu é a alta sensibilidade do carater as
variagSes ambientais, o que indica a grande dificuldade que o melhorista terd
para sele¢do de familias com maior 'stay green'.

As estimativas das varifincias genéticas e fenotipicas das familias, bem
como da interagdo familias por geragdes, encontram-se na Tabela 6, tanto a
partir das andlises individuais quanto da conjunta. J& as estimativas de
herdabilidade no sentido amplo (h’a), com base nos dados de cada geragdo e da
média das geragGes, encontram-se na Tabela 7.

TABELA 6: Estimativas das varidncias genéticas e fenotipicas das geragdes e da

anélise conjunta.
Variéncias Fas Fa4 Conjunta
o’ 0,362 0,3653 03114
o 0,622 0,498 0,4079
O’GE _ _ 0,0555
6’og simples _ _ 0,0025
oe complexa _ . 0,0529

TABELA 7: Estimativas das herdabilidades no sentido amplo do caréter 'stay
green’, a partir dos dados das analises individuais e conjunta, e
seus repectivos limites superiores e inferiores.

Geragdo Estimativa LI LS

Fa3(%) 58,20 35,89 72,85

F24(%) 73,35 61,18 81,32
Conjunta(%) 76,34 67,38 83,64
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De posse destes resultados, constata-se mais uma vez a variabilidade
genética e fenotipica para o cariter em estudo. Apesar da interaglio ser
principalmente do tipo complexa, ela representou cerca de 35,65% da variagio
genética entre familias. Por isso, as estimativas de herdabilidade podem ser
consideradas altas.

Apenas em F,; ela foi de 58,2%, provavelmente devido ao erro
experimental ligeiramente superior, em consequéncia da utilizagdo do menor
tamanho da parcela.

Esses resultados de herdabilidade indicam que se tera sucesso com a
seleggo fenotipica. Os ganhos estimados com base nas avaliagdes individuais e
conjunta encontram-se na Tabela 8. Entretanto, mais uma vez se observa o efeito
da interagd@o do tipo complexa, dificultando o sucesso esperado com a selegéo,
quando se realiza a sele¢io em um ambiente para obter ganho em outro, como
mostra a herdabilidade realizada de 22,3%. Como se nota, o ganho realizado em
Fy4 a partir da selegdo das 10 melhores familias em Fp3 foi baixo, quando
comparado com os ganhos baseados nos pardmetros genéticos das duas
geragGes. Considerando a seleg#io das 10 melhores familias com base na média
das duas geragdes, apenas quatro seriam ideais no periodo da secas e quatro no
periodo de inverno-primavera.

Considerando a dificuldade para selecionar o fendtipo ‘stay green' e, por

outro lado, a suposigéio de que cultivares com 'stay green’ devem ser favoraveis,

TABELA 8: Estimativas dos ganhos com a seleg#o considerando a média das 10
familias de maior expresséo do fenétipo 'stay green'.

Estimativa Fa3 Fa4 Conjunta
GS -0,5915(20,72%) -0,7975(28,86%) -0,7203(25,64%)
GSr(%) - - 0,2335(8,45%) -
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porque devem contribuir para que as plantas tenham porte mais ereto e melhor
enchimento de gréios (Rosenow, Woodfin e Clark, 1988), ¢ interessante avaliar a
associag@io do carater com produtividade de griios (Tabela 9). Os resultados de
correlagéio, embora baixos, indicam que gen6tipos com maior 'stay green’ (notas
entre 1 e 2) realmente devem contribui para 2 maior produtividade de gréos.

O panorama que se observa ¢ a importincia da obtenc#io de cultivares
com 'stay green' 0 que, a primeira vista, pode parecer fécil em face do controle
genético monogénico ou oligogénico (Aguiar 1999). Entretanto, a sensibilidade
do carater aos fatores ambientais, gerando principalmente uma inversdo na
expressio dos fendtipos com e sem 'stay green’' em diferentes ambientes, torna
dificil o sucesso com a seleg#io direta. Assim, uma alternativa é praticar a
selegdo indireta por meio de marcadores do tipo RAPD ligados ao 'stay green'.

A andlise dos bulks por meio do RAPD permitiu a identificag3o de um
marcador amplificado pelo primer QOPF4, provavelmente ligado ao 'stay green',
O primer OPF4 foi entdio utilizado para a analise RAPD da populagéo F,. De
posse dos dados de RAPD e da express#io do carater com e sem 'stay green' das
plantas F,, avaliadas a partir das familias Fy,, foi realizada a anélise de co-
segregac@o. E necessario mencionar que o cariter 'stay green' segregou entre
familias Fz4 na proporgéio de 75% com 'stay green' para 25% sem 'stay green'
(X%=1,65), indicando um controle genético monogénico, concordando com o
resultado obtido por Aguiar (1999). Nessa segregagdo, foram consideradas como
presenga de 'stay green' todas familias com nota até 3,5 (Xu, Rosenow e
Nguyen, 2000), pois, como mencionado anteriormente, ocorreu segregagéo
dentro das familias descendentes de plantas F, heterozigéticas e isso ocosionou
um aumento da nota média da familia.
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TABELA 9:Correlagéio fenotipica e genética entre a producdio de grdos (g) e a
nota de 'stay green’ do cruzamento Carioca MG x Carioca
300vagens, em duas épocas em Lavras.

Estimativa Fas Faq Média
Correlagdo Fenotipica - 0,2870 ** -0,2128 ns
Correlagd@o Genética -0,3964 -0,2229 -0,5053 **

**significincia em nivel de 1%.

As familias com notas acima de 3,5 foram consideradas sem 'stay green'.
Embora em algumas dessas familias tenham sido encontradas algumas plantas
com 'stay green’, isso era esperado, pois, como também ja constatado, esse
fendtipo ¢ muito influenciado pelo ambiente.

A utilidade do marcador é diretamente dependente da sua distancia em
relagdo ao alelo de interesse. Quanto mais préximo, mais eficientemente se
podera praticar a seleg#o indireta. No presente caso, infelizmente, o fragmento
de DNA amplificado pelo primer OPF4 se recombinou com o alelo para 'stay
green', a uma frequéncia de 0,43 (erro padrdo=0,00774). Portanto, esse marcador
¢ praticamente independente do alelo 'stay green' e, consequentemente, inutil
para fins de selegfio indireta. Deve ser mencionado que os bulks segregantes
foram analisados por meio do RAPD utilizando os 700 primers disponiveis.
Entre eles, apenas o OPF4 foi o que amplificou o fragmento de DNA mais
préximo do alelo de 'stay green’. Dada a importincia desse fendtipo para o
methoramento do fenj#o e, principalmente, a dificuldade da seleg&o direta, novos
primers devem ser utilizados, ou mesmo outros marcadores, visando identificar

um marcador mais eficiente para realizar a seleg#io indireta.
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5 CONCLUSOES

A selegiio direta em etapas iniciais de um programa de melhoramento
para o 'stay green' é pouco efetiva devido a forte interagdo familias por
ambientes.

O fragmento de DNA amplificado pelo primer OPF04 néio ¢ um bom
marcador para o 'stay green' por se encontrar praticamente com distribuig@o
independente, pois a frequéncia de recombinagéo entre eles foi de 0,43 (erro
padrdo = 0,00774).
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