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RESUMO

Paraidentificar QTLs para produtividade de gréos e peso de 100 sementes em feijoeiro (Phaseolus vulgarisL.), foram usados
microssatélitesinfluenciados pel a sel ecdo natural, i dentificados na popul agéo derivada do cruzamento ‘CariocaMG* x ‘ESAL 686°,
conduzida pelo método da popul aggo até a geragéo F,,. Foram avaliadas 107 linhagens da geragéo F, e 107 daF,, em trés épocas
distintas: inverno de 2001 (F,, e F,,,.) em ljaci; aguas de 2001 (F,,, e F,,,,) e secas de 2002 (F,,, e F,,,) ambos em Lavras.
Utilizou-se o delineamento latice ssimples 18 x 18 em ljaci, e triplo nas duas outras épocas. Entre os 105 pares de primers utilizados,
30 foram polimarficos nos genitores e no bulk de DNA das linhagens F,, e utilizados, juntamente com as avaliagBes experimentais, na
andlise de regressdo linear mltipla - Stepwise. Foram identificados sete QTL s paraa produtividade de gréos em F, e seis QTLs em
F,,, sendoo marcador derivado do ‘ESAL686° (BM 156) o que exibiu maior efeito paraaumentar a produtividade. Para peso de 100
sementes foram identificados cinco marcadores em F, e dois em F,,, todos provenientes do genitor ‘ESAL686* e 0 que contribuiu com
o maior peso foi 0 X61293. A maioriados QTLS se expressou em um sd ambiente.

Termos paraindexacdo: QTLs, marcadores microssatélites, Phaseolus vulgaris.

ABSTRACT

Aiming to identify QTLsfor grain yield and for 100 seed weight of common bean (Phaseolus vulgaris L.), microsatellite
markers (SSR) affected by natural selection were selected in a population derived from the cross ‘Carioca MG x ‘ESAL 686¢,
advanced by the bulk breeding until F,, One hundred and seven F, lines, and 107 F,,, were evaluated in three environments: Winter
of 2001 (F,, and F,, ) at ljaci county spring/summer of 2001 (F and F,, ) and summer/fall of 2002 (F,,, and F,, ,.), both at
Lavras county S|mple lattice 18 x 18 experimental design was used at lj JaCI and triple lattice in the others environments. Thirty
polymorphic pair of primers were selected among 105, through the parents and a bulk of the F,, lines. The molecular and the
experimental datawere used in the multiple linear regression analysis (stepwise). Seven QTLs for grain yield were identified in F, and
sixinF,,, and the BM 156 marker (derived from ‘ESAL 686¢) showed the major effect. For 100 seed weight five QTLswereidentified

24

inF,and twoinF,, al of them derived from ‘ESAL 686°, and the major effect was exhibited by X61293 marker. Most of the QTLs

24!
expr&ssed in only one environment.

Index terms: QTLs, microsatellite markers, Phaseolus vulgaris.

(Recebido em 4 de novembro de 2005 e aprovado em 28 de julho de 2006)

INTRODUCAO

A maioriados caracteres de importancia econémica
resulta da agdo conjunta de varios genes e do ambiente
(ALLARD, 1999). Eles sdo denominados poligénicos ou
quantitativos, como a produtividade de graos em feijdo, que
exibem baixas herdabilidades nas popul agdes segregantes,
porque amaior parte da variacdo fenotipica ndo é de natureza
genética(RAMALHO et a., 1993). Conseglientemente, 0s
ganhos obtidos com a selecdo sdo reduzidos.

Com o desenvolvimento dos marcadores
moleculares, ha perspectivas para uma andlise mais

detalhada dos caracteres quantitativos, permitindo detectar,
mapear e estimar os efeitos de regides gendmicas que 0s
controlam e suas interagBes com ambientes (EDWARDS
et a., 1987). Tais regiBes gendmicas sdo referidas como
QTLs (Quantative trait loci) e cada uma pode incluir um ou
mais poligenes do carater quantitativo. Assim, as
dificuldades da andlise fenotipica podem ser reduzidas por
meio da identificacdo direta de QTLs por meio de
marcadores moleculares.

Na maioria dos procedimentos que identificam
marcadores ligados a QTLs exige-se que os marcadores
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tenham heranca mendeliana e ndo sofram efeito de selegéo
(LANDER & BOTSTEIN, 1989; MELO¢et a., 2002; ZENG,
1994). No entanto, tém sido identificados marcadores
moleculares influenciados pela sele¢do natural e sua
associacdo com maior adaptacéo (ALLARD, 1999). Além
disso, a selecdo natural tem se mostrado muito eficiente
para aumentar a produtividade de gréos (CORTE, 1999;
SILVA et al., 2004). Pode-se entdo inferir na possibilidade
de alguns desses marcadores estarem associados a QTLs
de interesse.

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi verificar se
marcadores microssatélites (SSR), influenciados pela
selecdo natural, est@o associados a gendtipos de interesse
agrondmico para a produtividade de gréos e peso de 100
sementes.

MATERIAL E METODOS

A partir do cruzamento daslinhagens ‘CariocaM G’
e ‘ESAL 686’, apopulagéo segregante F, foi conduzida em
bulk até a geracéo F,, de onde foi tomada uma amostra de
107 plantas (SILVA et a., 2004). A populagéo continuou
sendo avancada em bulk até F,,, onde novamente foi
tomada outra amostra de 107 plantas. O genitor "Carioca
MG’ é uma cultivar que possui habito de crescimento
indeterminado tipo 11, com gréos pequenos, tegumento
creme com estrias marrons e de ciclo normal. A "ESAL 686
€ uma linhagem com habito de crescimento determinado
tipo I, gréos grandes, tegumento amarelo e de ciclo precoce.

O DNA utilizado foi isolado a partir de 2g de folhas
jovens de 15 plantulas de cada linhagem, seguindo o
protocolo utilizado por Nienhuis et a. (1995). O DNA foi
quantificado, utilizando-se o fluorimetro HOFFER TKO100,
e entdo diluido em tampéo TE para a concentragéo de 10
ng/uL utilizado nas reacBes. A reagdo de microssatélite foi
realizada em termociclador Mastercycler Gradient 5331
eppendorf versdo 2.22 31-09 (RODRIGUES & SANTOS,
2006). Foram testados 105 pares de primers especificos
parao feijoeiro, nos genitorese em um “bulk” constituido
por uma mistura eqtiitativa de DNA das 107 linhagensF,, .,
para selecionar os marcadores polimérficos, que entéo
foram utilizados para avaliar as 107 linhagens F,, . e as 107
.., (RODRIGUES & SANTOS, 2006). Cadalinhagem foi
identificada por 0, quando apresentou apenas o fragmento
de DNA proveniente do genitor “CariocaMG’, por 1 se
apresentou ambos os fragmentos e por 2, se o fragmento
veio do genitor 'ESAL 686°.

As linhagens foram avaliadas também quanto a
produtividade de gréos e peso de 100 sementes. A
produtividade de gréos foi avaliada por Silvaet a. (2004)

em trés épocas: inverno de 2001 (F,, e F,,,.), semeadura
em agosto, em ljaci, utilizando o latice smples 18 x 18,
parcela de umalinha de um metro espagcada de 0,5 M, com
densidade de 15 sementes; aguas de 2001 (F,,, eF,, ).
semeadura em novembro de 2001 e secas de 2002 (F, ,, €
F,,.,), semeadura em marco de 2002, ambos em Lavras,
utilizando o latice triplo 18 x 18, parcela de duas linhas de
dois metros, espagadas de 0,5 M, e densidade de 15
sementes por metro. Em todas as épocas foi avaliado o
peso de gréos por parcela. O peso de 100 sementes foi
avaliado nas mesmas linhagens F, ,, eF,, ., utilizando-se
o delineamento inteiramente casualizado com duas
repeticoes.

Foi realizada aidentificacéo de QTLs por meio da
regressao linear multipla. Na andlise, os marcadores
moleculares corresponderam as variaveis independentes
e as avaliagOes fenotipicas as varidveis dependentes
(EDWARDS et al., 1987). Utilizou-se a produtividade de
gréos média de cada linhagem, avaliada por ambiente, de
F,aF,, edeF,  aF,_ ., etambém a produtividade
média dos trés ambientes de cada linhagem F, e F,,. Foram
utilizadas também as avaliactes de peso de 100 sementes
daslinhagens F e F,,.

O processo de selecdo de varidveis regressoras foi
0 Stepwise, segundo Draper & Smith (1981) e foi aplicado
para obter uma estimativa 6tima dos val ores genotipicos
dos QTLs, dos seus erros padréo e da porcentagem da
variacdo fenotipica em cada avaliagdo experimental. Para
identificar qual dos alelos de microssatélites € marcador
do QTL de interesse, foi redlizada a analise por ponto,
semel hante ao procedimento usado por Ferreira (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados 105 pares de primers SSR,
especificos para Phaseolus vulgaris, sendo 37
desenvolvidos por Yu et a. (2000), 68 desenvolvidos por
Gaitan-Solis et al. (2002), entre os quais 12 e 18 apresentaram
polimorfismo, respectivamente. Todos os 30 locos
polimarficos foram afetados pela selecéo natural e os alelos
provenientes do genitor ‘Carioca MG*, 0 mais adaptado,
teveram suas frequiéncias aumentadas em 29 dos 30 locos
polimérficos, de 40% a 100%, com maior intensidade em
F,.. Em apenas um loco a freqliénciafoi reduzidaem 72% ja
na geragdo F, e mantida até em F,, (RODRIGUES &
SANTQOS, 2006).

A produtividade de graos é uma das caracteristicas
mais importantes, embora sgja a mais complexa, pois é
dependente de vérios outros caracteres e de inimeros
fatores ambientais. As linhagens analisadas por Silvaet al.
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(2004) exibiram diferencas significativas (P< 0,01) em todas
as geragOes. Na andlise conjunta a autora detectou a mesma
diversidade genética das linhagens, bem como ainteracao
significativa por ambientes.

No presente estudo, foram identificados dois
marcadores ligados a QTLs da produtividade de gréos em
F,, nasafrade inverno de 2001, destacando-se 0 BM 156,
proveniente do genitor ‘ESAL686¢, que contribuiu para
aumentar a produtividade em 11,08% (Tabelas 1 e 2). Na
época das &guas foram identificados quatro marcadores
ligados a QTLsS, 0 BM175 proveniente do ‘ESAL 686
explicou 6,47% da variacdo da produtividade, e os outros
trés (BM 154, BM 152 e X61293) contribuiram em conjunto
parareduzir aexpressdo em 14,65%. Para 0 experimento
realizado na safra das secas, foram identificados trés
marcadores ligados a QTLs, e sobressairam 0 JO1263 e 0
BM175, derivadosdo ‘ESAL 686¢, explicando 14,11%da
variacdo fenotipica, no sentido de aumentar a
produtividade. A andlise conjunta, envolvendo as trés
épocas, identificou dois marcadores ligados a QTLs
derivados do ‘ESAL 686°, sendo um deles no sentido de
aumentar a expressao do carater (BM156) e o outro de
diminuir (BM154), porém com magnitudes similares.

O marcador BM 154 ja tinha sido identificado no
experimento conduzido na safra das aguas e das secas e 0
marcador BM 156 também ja fora observado na safra de
inverno, ambos marcando o alelo do ‘ESAL686°. Portanto,
eles s8o mais Uteis para auxiliarem na selecéo, devido a
maior estabilidade. Assim, deve-se selecionar o alelo do
genitor ‘CariocaMG* ou do ‘ESAL 686¢, dependendo de
quem esté ligado ao QTL para maior produtividade de
gréos.

Na populagéo F,, foram identificados quatro QTLs
para a safra de inverno (Tabelas 1 e 2), destacando-se o
BM 156, com efeito na producéo semelhante ao observado
em F,, porém com menor intensidade (6,81%). Os demais
marcadores (BM 157, U77935 e BM201) foram responsaveis
em reduzir a expressdo fenctipica e explicaram 12,22% da
variacdo (Tabela 1). Na época das aguas foram
identificados dois marcadores, ambos no sentido de reduzir
aprodutividade, derivadosdo ‘ESAL 686 e contribuindo
em conjunto com 15,92% da variacdo fenotipica. Na época
das secas apenas um marcador ligado a QTL foi
identificado (BM210), no sentido de aumentar em 8,75% a
producdo e proveniente do ‘ESAL686¢.

Considerando as médias das trés épocas de
semeadura, foram identificados quatro marcadores ligados
a QTLs que controlam a producdo explicando em conjunto
24,56% da variacdo fenotipica. Entre eles destacou-se o

BM 156, derivado do ‘ESAL686¢ (11,05%), ficando
confirmado o seu efeito e estabilidade ja observados em F,
eassim, 0 seu maior vaor paraaselecdo assistida. O QTL
identificado pelo primer BM157, com efeito oposto, também
exibiu alguma estabilidade expressando-se nas diferentes
geracdes sempre no inverno. No geral, os marcadores de
QTLs foram de pequeno efeito e instaveis e podem ser
utilizados no inicio do programa de melhoramento, nafase
de plantas ou quando néo se dispde de sementes suficientes
para avaliagdo experimental com maior preciso.

As magnitudes e instabilidades dos QTLs
detectados estdo de acordo com as observagdes de Melo
et a. (2002) e Teixeira (2004), de que é realmente muito
dificil identificar um marcador estavel para a produtividade
de gréos, que sofre grandes influéncias ambientais. As
mudangas nas proporc¢des genotipicas com as geragdes,
devido a0 efeito da selecdo natural, tanto as relacionadas
a produtividade de graos, quanto dos marcadores, podem
também explicar, pelo menos em parte, a aparente
instabilidade dos QTLs em F, e F,,. Especialmente nos
casos de reducdo da freqiiéncia do marcador devido a
selecdo natural, a amostragem na populacdo segregante
fica comprometida e conseqiientemente, o efeito dos QTLS
por eles identificados. Além disso, as magnitudes
estimadas dos efeitos dos QTLs podem também ficar
superestimadas (BERNARDO, 2002).

Outra caracteristica de grande importancia no
melhoramento é o tamanho da semente, por estar
relacionada a aceitacdo comercia dacultivar. Embora sgja
um caréter com alta herdabilidade (RAMALHO et al., 1993),
a disponibilidade de marcadores pode também auxiliar na
selecdo, principalmente na condugdo das populagdes
segregantes pel 0 método da populagéo, em que a selecdo
natural exerce grande efeito para reduzir o tamanho da
semente (CORTE, 1999).

Para esse caréter a ‘CariocaMG* possui sementes
pequenas, com peso de 100 sementes de 18 a 20 g, enquanto
a‘ESAL 686° apresentasementesgrandes, superiora 359
por 100 sementes.

Em F, foram identificados cinco marcadores ligados
a QTLs, todos derivados da ‘ESAL 686¢ e contribuiram
para aumentar o peso da semente. O marcador X61293 foi
quem explicou amaior parte da variaggo fenotipica (18,65%)
e todos os marcadores em conjunto conseguiram explicar
38,49%, mais de um terco de toda a variagéo fenotipica,
mostrando que podem ser ferramentas importantes no
processo de selecéo, especia mente nas primeiras geracoes.
Esse resultado esta de acordo com os observados por Melo
et al. (2002), Park et d. (2000) e Teixeira (2004).
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TABELA 1 - Resumo das andlises de regressdo linear mlltipla da produtividade de gréos utilizando o processo de
Stepwise para a selegdo dos marcadoresem F e F,,.

Estimativas dos

Marcadores A R? parcial Erro padréo Testede F*
Par ametr os
Linhagem Fg — Inverno de 2001
Intercepto 4.401,27 153,75 819,43
BM156 331,72 0,1108 112,88 13,08
BM157 -382,19 0,0342 187,32 4,16
Linhagem Fs — Aguas de 2001
Intercepto 1.452,52 78,64 341,20
BM175 194,18 0,0647 51,88 7,26
BM154 -108,74 0,0689 44,62 8,27
BM152 -150,35 0,0409 69,00 511
X61293 -98,78 0,0367 45,37 4,74
Linhagem Fg — Seca de 2002
Intercepto 2.234,43 78,45 811,12
JO1263 210,26 0,0690 65,89 7,78
BM175 189,39 0,0721 56,63 8,72
BM154 -105,44 0,0373 48,78 4,67
Linhagem Fg — Conjunta
Intercepto 2.753,08 79,49 1.199,41
BM156 118,26 0,0462 51,05 5,37
BM154 -96,39 0,0577 40,37 6,43
Linhagem F,; — Inverno de 2001
Intercepto 5.116,97 100,01 2.617,94
BM156 332,35 0,0681 117,96 7,67
BM157 -490,21 0,0491 187,67 5,78
u77935 -369,21 0,0389 143,36 4,75
BM201 -172,25 0,0342 82,98 4,31
Linhagem F,, — Aguas de 2001
Intercepto 1.965,57 40,55 2.349,88
JO4555 -114,57 0,0646 40,55 7,98
U77935 -219,10 0,0946 65,95 10,96
Linhagem F,, — Seca de 2002
Intercepto 2.629,09 35,44 5.501,52
BM210 216,03 0,0875 68,08 10,07
Linhagem F,; — Conjunta
Intercepto 3.225,97 41,27 6.110,49
BM156 173,41 0,1105 48,68 13,05
BM201 -73,65 0,0382 34,24 5,00
BM157 -164,15 0,0332 77,44 4,49
u77935 -209,36 0,0637 59,16 8,02

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
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TABELA 2 - Medias de cada classe genotipica, por marcador, das linhagens F, e F,,
Linhagem Fg
Primers Média CariocaMG™ MédiaHeterozigoto  Média ESAL 686 Epoca/Car ater
BM156 4.233,76 4.733,49 5.031,68 Inverno/Producéo (i)
BM157 4.770,06 4.150,26 3.744,10 Inverno/Produczo (i)
BM175 1.263,07 1.062,04 1.600,95 Aguas/Producéo (a)
BM154 1.424,39 - 1.215,31 Aguas/Producéo (a)
BM152 1.405,76 1.052,62 1.219,97 Aguas/Producio (a)
X 61293 1.427,61 723,76 1.251,85 Aguas/Producio (a)
JO1263 2.269,98 - 2.655,97 Seca/Producéo (s)
BM175 2.275,24 2.032,85 2.632,54 SecalProducdo (s)
BM154 2.409,73 - 2.251,40 Secal/Producdo ()
BM156 2.641,21 2.785,28 2.898,34 (i)+(a)+(s)/Produczo
BM154 2.882,30 - 2.674,11 (i)+(a)+(s)/Produgao
X 61293 24,13 26,83 27,82 Secas/Peso de 100 sem.
K 03289 25,20 26,91 29,14 Secas/Peso de 100 sem.
X52626 25,62 - 28,56 Secas/Peso de 100 sem.
BM152 25,57 27,55 27,79 Secas/Peso de 100 sem.
GATS91 25,32 26,14 26,77 Secas/Peso de 100 sem.
Linhagem F,,
BM156 4.876,89 5.520,79 5.522,00 Inverno/Produgao (i)
BM157 5.017,76 4.702,96 3.694,86 Inverno/Produggo (i)
u77935 5.021,32 4.331,43 4.497,49 Inverno/Producgo (i)
BM201 5.043,59 - 4.739,82 Inverno/Producao (i)
JO4555 1.930,84 - 1.692,60 Aguas/Produgéo ()
u77935 1.915,83 1.556,28 1.499,87 Aguas/Produgéo ()
BM210 2.630,42 2.582,42 3.079,92 SecalProducdo (s)
BM156 3.120,34 3.406,33 3.479,45 (i)+(a)+(s)/Producao
BM201 3.196,76 - 3.080,60 (i)+(a)+(s)/Producao
BM157 3.179,30 3.112,24 2.684,67 (i)+(a)+(s)/Producéo
u77935 3.201,00 2.852,58 2.854,14 (i)+(a)+(s)/Producéo
BM211 22,57 - 24,16 Secas/Peso de 100 sem.
GATSO1 22,37 22,52 23,79 Secas/Peso de 100 sem.

Para as linhagens F,, foram encontrados apenas
dois marcadores ligados a QTL para peso de 100 sementes,
ambosderivadosda‘ESAL 686¢, aumentando aexpressdo
do caréter e explicando em conjunto 11,76% da variagdo
fenotipica (Tabela 3). Observou-se apenas um dos
marcadores detectados em F, e a aparente alta instabilidade
deveu-se a forte reducéo de frequiéncia dos marcadores

derivadosdo ‘ESAL 686° ou mesmo aeliminacdo deaguns
pela selecdo natural.

Considerando que o tamanho pequeno da semente
€ indesgjavel, os QTLs identificados pelos marcadores
selecionados foram favoraveis a0 melhoramento, para se
obter sementes de maior tamanho, especial mente para serem
usados quando se utiliza o método da populagéo, em que
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TABELA 3 — Resumos das andlises de regressao multiplas para peso de 100 sementes, utilizando o processo de

Stepwise, para selegéo dos marcadoresem F, . eF,, .

Estimativas dos

Marcadores Par Ametr os R? parcial Erro padrao Teste F*

Familia Fg.11

Intercepto 21,72 0,72 911,56

X61293 1,71 0,1865 0,35 24,08

K 03289 1,39 0,0472 0,46 7,09

X52626 1,29 0,0801 0,45 11,36

BM152 1,10 0,0258 0,53 4,24

GATSO1 0,91 0,0453 0,39 7,21
Familia Fos.07

Intercepto 22,23 0,23 9.078,08

BM211 0,66 0,0377 0,31 4,44

GATS91 0,60 0,0799 0,22 9,12

a selecdo natural atua no sentido de reduzir o peso da
semente.

E importante considerar que existe a possibilidade
dos marcadores que identificam QTLsS, serem
independentes das regiGes gendmicas identificadas. Nesse
caso, eles podem ter detectado 0s QTLs simplesmente pelo
efeito da selecdo natural, reduzindo a freqiéncia,
simultaneamente, do QTL e do marcador e gerando
associacbes em consequéncia de uma amostragem
inadequada da populacdo segregante.

CONCLUSOES

Existem marcadores influenciados pela selecéo
natural explicando o efeito de QTLs, tanto da producdo
guanto do peso de 100 sementes. A expressao dos QTLs
foi no geral instével e pode ter sido incrementada pela
selecdo natural.
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