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RESUMO

Estudos biométricos e de QTL associados a fixagéo biol6gica de nitrogénio em
feijdo-caupi.

Os estudos foram realizados para obter informacdes sobre o controle genético de
caracteristicas relacionadas a fixacdo biolégica do nitrogénio (FBN) no feijao-caupi,
para orientar o desenvolvimento de cultivares mais eficiéntes na fixacdo de Ny. Trés
linhas parentais de feijdo-caupi, com diferentes niveis no desempenho simbidtico,
IC-1 (ineficiente), BRS Pujante e BRS Marataoa (eficiente), foram cruzadas (IC-1 x
BRS Marataod e IC-1 x BRS Pujante) para obter populagbes segregantes F,. A
segregacao foi avaliada baseada em caracteres relacionados a FBN como, matéria
seca da parte aérea (MSPA), matéria fresca de ndédulos (MFN), nimero de nodulos
(NN) e nitrogénio acumulado (NA). A segregacdo para plantas eficientes e nao
eficientes indicou que a fixacdo de N, é controlada por dois genes, com efeito
epistatico dominante recessivo (13:3). As herdabilidades no sentido restrito foram de
78% e 90% MSPA, 58% e 78% para NN, 58% e 86% para MFN e 71% e 85% para
NA, para os cruzamentos IC-1 x BRS Pujante e IC-1 x BRS Maratao3,
respectivamente. Correlagdes significativas e positivas foram estimadas entre MSPA
x MFN e MFN x N, enquanto NN apresentou correlacdo negativa significativa com
NA e MSPA. Os parentais IC-1 e BRS Marataoa e 90 plantas da populacao F,, foram
genotipadas com 46,300 marcadores de polimorfismo de base Unica (SNP), dos
quais 910 marcadores polimorficos foram utilizados para construcdo do mapa. Os
resultados revelaram 11 grupos de ligacdes, com média de 82 marcadores por
cromossomo e distdncia media de 1,26 cM entre marcadores. A andlise de
recombinacdo dos marcadores SNPs indicou que os marcadores 2_ 12850 e
2 24723, localizados no grupo de ligacao 11, flanquearam o gene da FBN (cpi) com
6,7 cM e 5,64 cM de distancia, respectivamente. O método de mapeamento de
intervalo composto inclusivo (ICIM), identificou um Unico QTL para MSPA, NN, e NA
explicando 43,4%, 48,2% e 51,24% da variagdo total, respectivamente. Cinco
marcadores SNPs em um dos lados dos QTL foram validados na populagéo F,, IC-1
X BRS Pujante, com a tecnologia tera-primer ARMS-PCR, com 96% de acerto. Estes
resultados indicam o potencial de uso destes marcadores na selecao assistida por
marcadores para o melhoramento da FBN em feijdo-caupi. No geral, os resultados
indicam que a FBN em feijdo-caupi pode ser aumentada por métodos simples de
melhoramento.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, SNP, FBN.
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ABSTRACT

Biometric and QTL studies related with biological fixation of nitrogen in
cowpea.

The studies were carried out to obtain information on the genetic control of traits
related to the biological fixation of nitrogen (FBN) in cowpea, to guide the
development of cultivars more efficient to N fixation. Three parental lines of cowpea,
with different levels in symbiotic performance, IC-1 (inefficient), BRS Pujante and
BRS Marataoa (efficient), were crossed (IC-1 x BRS Marataod and IC-1 x BRS
Pujante) to obtain F, populations. Segregation was evaluated by FBN-related
parameters, such as dry matter (MSPA), fresh nodule matter (MFN), number of
nodules (NN) and accumulated nitrogen (NA). Segregation for efficient and non-
efficient plants indicated that N, fixation is controlled by two genes, with epistatic
dominant recessive effect (13: 3). Narrow-sense heritability values were 78% and
90% for MSPA, 58% and 78% for NN, 58% and 86% for MFN and 71% and 85% for
NA in the IC-1 x BRS Pujante and IC-1 x BRS Marataod crosses, respectively.
Significant and positive correlations were estimated between MSPA x MFN and MFN
x N, while NN showed significant negative correlation with NA and MSPA. The
parents, IC-1 and BRS Marataod, and 90 plants of the F, population were genotyped
with 46,300 single-base polymorphism (SNP) markers, of which 910 polymorphic
markers were used for map construction. The results revealed 11 linkage groups,
with a mean of 82 markers per chromosome and a mean distance of 1.26 cM
between markers. The recombination analysis of the SNP markers indicated
2 12850 and 224723 SNPs, located in the linkage group 11, flanking the gene of
FBN (cpi) with 6.7 cM and 5.64 cM distance, respectively. The inclusive composite
interval mapping method (ICIM) identified a single QTL for MSPA, NN, and NA, that
accounted for 43.4%, 48.2%% and 51.24% of the total variation, respectively. Five
SNPs markers in one side of the QTL were validated in the F, population, IC-1 x BRS
Pujante, with tera-primer ARMS-PCR technology, with 96% of certainty. This result
indicates a potential use of these markers for assisted selection for improvement
FBN in cowpea. The over all results indicated that FBN in cowpea can be improved
by single breeding methods

Key words: Vigna unguiculata, Nitrogen fixation, SNP, QTL.
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1. INTRODUCAO GERAL

A intensificacdo dos sistemas de producédo de alimentos e biocombustiveis
tem resultado no aumento crescente nos custos com fertilizantes nitrogenados e
prevé demandas futuras ainda maiores (PROCHNOW e ABDALLA, 2007). O
conceito ambiental de diminuicdo de energias fésseis no processo de producao dos
fertilizantes industriais nitrogenados, associado com a emisséo de gases como NO;
e NO, em que 0s novos sistemas mais sustentaveis (biotecnologia, agricultura de
precisdo) visam atender objetivos econdmicos e ambientais, tem resultado também
no aumento de interesse na fixacdo biolégica de Nitrogénio-FBN. A FBN reabastece
o N no solo sem o uso de fertilizantes nitrogenados e tem sido objeto de estudo por
representar o sistema fixador de N, de maior importancia para a agricultura (NEVES
e RUMJANEK, 1996).

A habilidade da FBN é facilitada pela complexa relagcdo simbibtica entre
hospedeiro e bactérias fixadoras de N,, que compreende 13 diferentes géneros
conhecidos genericamente como rizébio, culminando com o estabelecimento dos
nodulos radiculares (WILLEMS, 2006). Os nodulos radiculares abrigam no seu
interior células infectadas com microssimbionte (bacteréides) (WAIS, KEATING e
LONG, 2002). Nessa forma pleiomoérfica, as bactérias convertem o N, atmosférico
em amonia (NHs), uma forma de N que pode entdo ser incorporada em
componentes organicos, como proteinas e acidos nucléicos nas plantas e bactérias
associadas. Essa simbiose é explorada comercialmente em soja (Glycine max L.) ha
mais de cem anos, como exemplo de sucesso (ARAUJO e HUNGRIA, 1994).

Os processos fisioldgicos envolvidos na FBN sdo bastante complexos, com
diversas interacfes entre a planta e a bactéria fixadora (KNIEF, DELMOTTE e
VORHOLT, 2011). Essas interacdes ocorrem durante o estabelecimento, o
desenvolvimento e o desempenho da simbiose, produzindo respostas diferentes em
relacdo a diversidade de bactérias que nodulam o feijdo-caupi [Vigna unguiculata
(L.) Walp.], bem como variacdes em relagdo a eficiéncia simbidtica dentro dos
genotipos.

VariacOes genéticas na FBN em germoplasmas de feijao-caupi de 40 a 90 %

do N total acumulado pela cultura sdo encontradas na literatura (RUMJANEK et al.,
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2005; ALCANTARA et al. 2014). Essa diversidade na associagdo rizobio x
leguminosa representa um excelente potencial para melhoramento genético para o
desenvolvimento regional, com novas cultivares de feijdo-caupi mais eficientes e
competitivas, que podem ser posicionadas como uma importante ‘commodity’ para o
Brasil, com importancia econdémica semelhante a soja.

A FBN é geralmente considerada uma caracteristica quantitativa e com
grande influéncia ambiental (BLISS, 1993). Caracteristicas quantitativas sdo, muitas
vezes, dificeis de medir e os marcadores moleculares tém valor potencial em seus
diagnosticos (PATERSON, 1996). As regifes dentro do genoma que contém genes
associados a uma caracteristica quantitativa particular podem ser estudadas com
base em analises biométricas e mapeamento de ‘quantitative trait loci’ (QTL) para
identificar os fatores genéticos individuais que influenciam na fixacdo de N,.

Avancos importantes foram alcancados pela caracterizagdo e mapeamento
de QTL na soja e outras culturas como o feijdo comum (NODARI et al., 1993;
NICOLAS, HUNGRIA e ARIAS, 2006). No entanto, estudos genéticos sobre a FBN
envolvendo o hospedeiro em feijdo-caupi e outras leguminosas Sao escassos,
apesar da necessidade de informacao genética sobre FBN. Houve pouco progresso
no desenvolvimento de marcadores ligados a QTLs Uteis na selecdo de
caracteristicas agron6micas no feijdo-caupi. A identificacdo de QTLs para
caracteristicas relacionadas a FBN no feijdo-caupi, identificadas nessse trabalho,
assim como em outras leguminosas como o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) e
soja Glycine max (L.) (TSAI et al., 1998; NICOLAS, HUNGRIA e ARIAS, 2006),
facilitar4 o desenvolvimento de novas variedades mais eficientes.

Com base do exposto, o presente trabalho objetivou analisar o controle
genético da FBN em feijdo-caupi, em populacfes resultantes dos cruzamentos IC-1
X BRS Marataoa e IC-1 x BRS Pujante com o intuito de obter informacdes relevantes
para novas variedades de feijao-caupi mais eficientes na fixacéo biolégica de N.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Feijao-caupi, classificacdo e origem

O feijdo-caupi € uma planta da ordem Fabales, subfamilia Faboidea, tribo
Phaseoleae, subtribo Phaseolina, género Vigna, seccao Catiang, espécie [Vigna
unguiculata (L.) Walp. ] e subespécie unguiculata (VERDCOURT, 1970;
MARECHAL, MACHERPA, STAINER, 1978). Essa espécie é diploide, com 22
cromossomos (2n = 2x = 22) em suas células sométicas, genoma estimado em 620
Mb e aproximadamente 26% das sequéncias ricas em genes (ARUMUGANATHAN e
EARLE 1991; TIMKO et al., 2008).

A subespécie unguiculata foi dividida em quatro cultigrupos Unguiculata,
Sesquipedalis, Biflora e Textilis (PADULOSI e NG, 1997). Dentro do cultigrupo
Unguiculata, o Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) detém a maior
colecdo mundial e possui mais de 15 mil acessos coletados em 89 paises, dentro
dos quais 12 mil ja foram caracterizados (MAHALAKSHMI, LAWSON e ORTIZ,
2007). No Brasil, apenas os cultigrupos Unguiculata e Sesquipedalis (conhecido
como feijdo-de-metro) séo cultivados, com destagque para o Unguiculata que
compreende quase a totalidade das cultivares tradicionais e melhoradas (FREIRE
FILHO, LIMA e RIBEIRO 2005).

A origem e domesticacao do feijao-caupi constituem fonte de divergéncia
entre os pesquisadores. Ng e Maréchal (1985) descrevem a Africa ocidental como
sendo o centro de origem do feijao-caupi, precisamente das regides semiaridas da
Nigéria, sul do Niger, Burkina Faso, norte do Benim, Togo e norte de Camardes.
Essa afirmacdo também foi defendida por Padulosi e Ng (1997), em estudos
arqueoldgicos baseado em datacao realizada com o carbono-14 no feijao-caupi.

Os estudos com marcadores moleculares tipo polimorfismo de comprimento
de fragmento amplificado (AFLP), realizados por Coulibaly et al. (2002), evidenciam
que a domesticaco do feijdio-caupi ocorreu no nordeste da Africa, enquanto que Ba,
Pasquet e Gepts (2004) apontaram que a espécie foi domesticada por agricultores
no oeste da Africa, baseados em estudos com marcadores de amplificacdo aleatoria
de DNA polimérfico (RAPD). Esses resultados apoiaram o0s estudos argueoldgicos

anteriormente citados, sustentado a hipotese que o oeste da Africa é o centro de
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origem. Talvez o exato local de origem e domesticacdo do feijdo-caupi ainda néo
tenha sido totalmente elucidado, em razdo do limitado pool génico do mesmo,
apesar de apresentar uma ampla gama de fenétipos entre as cultivares (EHLERS e
HALL, 1997).

No Brasil, ha evidencias que a introducéo do feijdo-caupi foi realizada pelos
colonizadores portugueses, provavelmente no estado da Bahia (FREIRE FILHO,
1988). A partir de entéo, deu inicio ao processo de cultivo e melhoramento daqueles
tipos melhor adaptados e mais aceitos nas diferentes regides do pais,
acompanhando a colonizagdo. Com a disperséo para as diferentes regides de pais,
o feijdo-caupi recebeu diferentes nomes como feijao-de-corda, feijao-de-praia, feijao-
da-estrada, feijdo-de-rama, feijdo fradinho, feijdo macaca, macassa ou macacar,
entre outros (NEVES et al., 2011).

1.2 Morfologia e biologia floral

O feijdo-caupi é uma planta herbacea com caule flexivel, podendo assumir
crescimento determinado e indeterminado. A arquitetura € bastante variavel entre e
dentro das cultivares, com porte classificado em ereto, semiereto, semiprostado e
prostado, com o numero de nés e de ramificaces variaveis (FREIRE FILHO, LIMA e
RIBEIRO, 2005). A germinacao do feijao-caupi € epigea, com cotilédones inseridos
no primeiro n6 do ramo principal. O sistema radicular € do tipo axial, relativamente
superficial, com raiz principal e as secundarias apresentando nédulos quando em
associacdo com bactérias fixadoras de N,.

As flores do feijdo-caupi sdo androgenas, bem protegidas pelas pétalas,
apresentando o fendmeno da protoginia e da cleistogamia que favorece a
autogamia, com possibilidade de polinizagdo cruzada inferior a 1%, apresentando
alto grau de homozigose dentro de suas cultivares (EHLERS e HALL, 1997). Em
algumas variedades silvestres, a taxa de polinizacdo cruzada pode atingir valores
mais elevados, devido as particularidades genotipicas e ao ambiente. O fruto € uma
vagem de forma cilindrica, reta ou curvada com comprimento geralmente de 18-30
cm, contendo no seu interior sementes dispostas em fileiras. A semente é

constituida externamente de tegumento ou testa, hilo e caracteres relacionados ao
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hilo. Quanto a forma pode se apresentar arredondada, ovalada, eliptica, reniforme,
guadrangular e comprimida (FREIRE FILHO et al., 2011).

O tegumento dos graos apresenta ampla diversidade de cores, podendo ter
coloracdo uniforme ou apresentar estrias, manchas ou pontuacdes, ser opaco ou
brilhoso, com presencga e auséncia de hilo. Essas variagdes no tegumento do gréo
determinam o surgimento de varias classes e subclasses comercias. Segundo a
classificacao oficial do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (instrucao
normativa n°12, de 28 de marco de 2008, e a instrucdo normativa n° 56 de 24 de
novembro de 2009), o feijdo-caupi pertence ao Grupo Il e considera somente quatro
tipos de cores: branco, preto, misturado e classe cores (BRASIL, 2000). No entanto,
para obter uma nomenclatura que atendesse ao uso oficial e popular, e que pudesse
se tornar de uso facil e corrente entre os pesquisadores que desenvolvem novas
variedades, Freire Filho, Ribeiro e Santos (2000) incluiram subclasses as classes de
feijdo-caupi com graos branco, preto e cores. A classe Cores, foi dividida em dez
subclasses: mulato liso, mulato rugoso, canapu, sempre-verde, verde, manteiga,

vinagre, azuldo, corujinha e rajado.

1.3 Cultivo e importancia econdémica

O feijdo-caupi é uma das leguminosas mais importantes, cultivado como
fontes alimentar e forrageira nas regides secas dos trépicos, abrangendo parte da
Africa, Asia, Estados Unidos, Oriente Médio e Américas Central e do Sul (SINGH et
al., 2002). O seu cultivo é realizado principalmente pelo baixo custo competitivo em
relacdo a outras culturas. Esse baixo custo decorre da ampla adaptacdo aos mais
variados climas, tipos de solo, ciclo rapido de desenvolvimento, tolerancia a estresse
hidrico, pouca exigéncia a fertilidade do solo e a capacidade de fixar N, atmosférico
pela associacdo simbidtica por bactérias do grupo rizébio (MARTINS, NEVES e
RUMJANEK 1997).

A importancia do feijdo-caupi também se relaciona as questdes nutricionais.
A literatura mostra que o teor de proteina do feijdo-caupi varia entre as cultivares de
22% a 25%, com potencial para selecao de 32% (SANTOS et al., 2012). A maioria

dessas proteinas séo representadas por globulinas (65% a 80%) e albuminas (4% a
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12%) do total das proteinas encontradas na semente (NUGDALLAH e TINAY, 1997).
O feijdo-caupi apresenta quase todos os aminoacidos essenciais, carboidratos
(62%), minerais e vitaminas, além de grande quantidade de fibras e baixos teores de
gordura, desempenhando um papel importante na nutricio humana (ANDRADE
JUNIOR et al., 2002). Também possui altos teores de éacido folico e vitamina B,
necessarios durante a gestacdo das mulheres para prevenir defeitos na calota
craniana e na coluna vertebral (OGUNMODEDE e OYENUGA, 1970).

A Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura das NacfGes Unidas estima
gue cinco milhdes de toneladas de feijdo-caupi sdo produzidos anualmente, em 10
milhdes de hectares em todo mundo (FAO, 2017). Desta producéo, 70% encontra-se
em zonas secas da Africa Ocidental e Central. O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial de feijdo-caupi, respondendo por aproximadamente 586,2 mil toneladas
(CONAB, 2016), atras da Nigéria, com 2,1 milhdes de toneladas, e Niger, com 1,6
milhdes de toneladas (FAO, 2017).

No Brasil, o feijao-caupi € cultivado principalmente nas regibes semiaridas
do Norte (4,4 mil hectares) e Nordeste (425,5 mil de hectares), para atender trés
segmentos de grande relevancia de mercado para a cultura do feijdo-caupi: graos
secos, feijdo verde (vagem e grdos) e sementes. No entanto, essa grande area
cultivada no Nordeste detém participacao relativamente modesta, a qual decorre da
baixa produtividade, cerca de 374 kg ha® (CONAB, 2016). As condicBes
edafocliméticas nessas regides muitas vezes ndo sao satisfatdrias para o cultivo do
feijdo-caupi, mas constitui uma das principais fontes de oportunidade na geragao de
renda da agricultura familiar (TEOFILO et al., 2008). Nos ultimos anos o cultivo do
feijdo- caupi estd se expandindo dos ecossistemas de caatinga para as areas de
cerrados das regifes Centro Oeste e Centro Sul, como nova opcédo de cultura de
entressafra a ser explorada numa diversidade de sistemas de producgdo e niveis
tecnologicos (FREIRE FILHO et al., 2011). Nessas regides, sao registradas médias
de produtividade de 1.430 kg.h™* (CONAB, 2016).

1.4 Fixacao biologica de nitrogénio

O nitrogénio gasoso (N,) representa cerca de 80% da atmosfera terrestre, no

entanto, as plantas s6 podem utilizar formas reduzidas deste elemento (TAIZ e
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ZAIGER, 2009). O N é um elemento vital em todos os organismos. Nas plantas, €
necessario para a producao de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, lipidios da
membrana, entre outras. Assim, atender as necessidades de N de uma cultura € de
grande relevancia nas praticas agronémicas. O N necessario para o
desenvolvimento do feijdo-caupi pode provir do solo, principalmente pela
mineralizacdo da matéria orgéanica, dos fertilizantes nitrogenados e da fixagcéo
biologica de N,, mediante a associacdo de bactérias, genericamente denominadas
de rizébios (HUNGRIA et al., 1991).

Para realizar a FBN, um grande numero de plantas cultivadas mantem em
suas raizes uma populacdo ativa de microrganismos diazotréficos, compreendendo
principalmente bactérias (NETO, AZEVEDO e ARAUJO, 2003). Muitas destas
associacfes sofreram especializacbes ao longo do processo evolutivo, resultando
em relacdes simbidticas entre macro e microssimbionte para a FBN. Esta interacdo €
mediada por sinais moleculares exsudados por ambos 0s parceiros, 0s quais
resultam na ativacdo de genes envolvidos na sinalizacdo quimica, formacdo dos
nodulos e funcgdes fisiologicas de nddulos (AYISI, NKGAPELE e DAKORA, 2000).

As interacdes simbidticas entre bactérias e hospedeiros sdo mediadas pela
disponibilizacdo de compostos organicos secretados pelas raizes das plantas,
basicamente compostos fendlicos (flavondides) e betainas (GAGNON e IBRAHIM,
1998). Cerca de 30 genes indutores de flavondides foram isolados em nove géneros
de leguminosas (KRISHNAN, KUO e PUEPPKE, 1995; COOPER, 2004). Estes
compostos podem promover o movimento dos rizébios para as raizes das plantas e
atuar como substancias quimicas indutoras (MERCANTE, GOI e FRANCO, 2002).
Os flavonoides sdo biologica e quimicamente o maior grupo de metabdlitos
secundarios, com mais de 4.000 tipos, em que um subconjunto especifico deles esta
envolvido na mediacao da especificidade do hospedeiro nas leguminosas (PERRET,
STAEHELIN e BROUGHTON, 2000).

Os flavondides atuam como sinais quimicos e determinam a compatibilidade
do hospedeiro vegetal com a bactéria por meio de um fator transcricional do tipo
LysR (PECK, FISHER e LONG, 2006), chamado proteina NodD (GAGE, 2009) ou
nodulacao Lipo-chitooligosacaridica (Nod) (D'HAEZE e HOLSTERS, 2002). O fator

Nod é secretado pelo riz6bio em resposta aos exsudados radiculares (YANG et al.,
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1994). A inducdo da producdo de fator Nod € especifica para a estrutura do
flavondide, o qual interage com a regido promotora (nod boxes) que esta localizada
apos a maioria dos genes (nod, nol e noe) envolvidos na nodulagdo e que,
dependendo da bactéria, esses genes podem estar localizados no DNA
cromossOmico ou plasmidial (GAGE, 2004).

Os produtos das bactérias do grupo rizébio (fatores Nod) variam quanto a
resposta aos flavanoides e determinam a especificidade entre planta hospedeira e
bactéria simbidtica. Em geral, bactérias do género Rhizobium tém a capacidade de
interagir com um numero limitado de plantas hospedeiras. No entanto, algumas
estirpes ja identificadas (Rhizobium NGR234) foram capazes de excretar 18
diferentes fatores Nod, o que permite nodular ampla gama de hospedeiros, ou seja,
mais promiscua (PRICE et al., 1992).

Apbs o reconhecimento do sinal quimico liberado pela planta, as bactérias
invadem os pélos radiculares e comecam a se enrolar, em resposta a penetracéo do
rizébio na raiz. Concomitantemente, a bactéria ativa o processo mitético na regiao
cortical da raiz, diferencia-se em sua forma endossimbiética fixadora de Ny,
denominada de bacteri6ide (OLDROYD e DOWNIE, 2004). Dentro desses nédulos,
as bactérias s@o capazes de reduzir o N atmosférico & amonia pela agdo da enzima
nitrogenase, que sera rapidamente convertida a amidas e/ou ureidos devido a sua
toxidade (BROUGHTON et al., 2006). A atividade da nitrogenase decresce no inicio
da frutificacdo, devido ao transporte para o dreno mais forte da planta, que sao os
gréos e vagens, ocorrendo diminuicdo na fixacdo biologica de N, (LAWN e BRUN,
1974).

1.4.1 O grupo rizébio

As bactérias fixadoras de N, coletivamente chamada de rizobio, pertencem
a cinco géneros principais, incluindo: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium,
Mesorhizobium e Sinorhizobium (ROGEL, ORMENO-ORRILLO e ROMERO, 2011).
Essas bactérias gran negativas possuem a capacidade de estabelecer relacdes
simbidticas com mais de 18.000 espécies da familia Leguminosae (Fabaceae),
induzindo o desenvolvimento de um novo 6rgédo, chamado de nddulo (COOPER,

2004). As bacteérias do grupo rizébio sdo organismos gram negativos, livres no solo e
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capazes de converter o N, atmosférico em NH3; apenas com a associacdo de vida
endossimbidtica com as raizes das leguminosas (COOPER, 2004).

As bactérias do grupo rizébio possuem tipicamente genomas multipartidos
grandes e complexos, o que pode aumentar o potencial de adaptacdo (GONZALEZ
et al., 2006; MACLEAN, FINAN e SADOWSKY, 2007). O tamanho do genoma do
género varia de 5,4 a 9,2 Mb e o nimero de plasmideo entre 0 a 7. Os plasmideos,
muitas vezes de 500 Kb de comprimento, também carregam genes esséncias que
permitem aumentar o potencial de adaptacdo de uma espécie (DOWNIE e YOUNG,
2001). A maioria dos genes relevantes para a simbiose em rizébios, muitas vezes se
encontra agrupado em plasmideos (Psym) ou dentro das ilhas gendmicas,
permitindo, assim, que ocorra a transferéncia horizontal e proporcione uma rapida
evolucdo e com grande potencial de ajustamento para as diversas condicdes
ambientais (BOUSSAU et al., 2004).

Os mecanismos genéticos regulados pelas bactérias para a FBN sdo melhor
compreendidos devido aos estudos comparativos ja realizados com outras
proteobacterias associadas a planta (MACLEAN, FINAN e SADOWSKY, 2007). Um
dos primeiros estudos mais completos com microorganismos diazotroficos foi
realizado com a bactéria Klebsiella pneumoniae por Arnold et al. (1988). Nesse
estudo foram obtidos grandes avancos na identificacdo de genes envolvidos em
diferentes etapas da nodulacéo (nod, noe, nol) e na sintese do complexo enzimatico
da nitrogenase (nif e fix), responsavel pela fixacdo do N, no nddulo.

1.4.2 Genes do hospedeiro

Os estudos para a investigacdo de genes hospedeiros essenciais para o
processo da FBN envolvem abordagens genéticas e gendmicas em leguminosas
com fendtipos anormais em diferentes etapas na FBN, devido a falhas nas funcdes
fisiol6gicas dos nédulos (BORISOV et al., 2003). Nessas plantas, dezenas de genes
envolvidos com a percepcao de Nod fatores, formacdo de nodulos e no processo da
FBN, denominadas de genes nodulinas, foram prospectados por tecnologias como
‘Expressed Sequence Tags’ (ESTs), e analise de microarrays (BRECHENMACHER
et al., 2009; LIBAULT et al., 2010). Essas informagdes sé&o de grande importancia

porque esses genes sao necessarios para a simbiose com bactérias fixadoras de Ny,
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por conseguinte, alguns dos genes, devem ter co-evoluido com o microssimbionte
(UEDA et al., 1995).

Como resultados, mais de 40 genes simbioticos envolvidos na formacao de
nodulos e no processo da FBN, denominados de nodulinas, foram identificados
desde entéo, e utilizados para identificar genes e produtos envolvidos na formagéo e
funcionamento de ndédulos (VANCE et al.,, 1988; LONG, 1989; BORISOV et al.,
2003). 26 genes envolvidos com a percepcdo Nod em diferentes etapas de formacao
de ndédulos foram caracterizados com base em mutantes, clonagem e estratégias de
mapeamento (KOUCHI et al., 2010).

As nodulinas foram divididas em duas classes principais: as nodulinas
precoces ou primarias (ENOD2, ENOD5, ENOD11, ENOD12, ENOD40, genes dim,
sym) e as nodulinas de func¢des tardias: leghemoglobia, NOD35 e transportadores
do simbiossomo (MYLONA, PAWLOWSKI e BISSELING, 1995). Os genes das
nodulinas primarias sdo geralmente expressos durante 0s primeiros estagios
"dialogo molecular”, antes do processo de fixacdo. Os genes nodulina tardios
codificam proteinas que desempenham papéis na transformacéo de bactérias em
bacteroides e sua colonizagédo dentro dos nédulos (VAN DE SANDE et al., 1996).

Muitas nodulinas tardias ainda necessitam de maiores informagdes sobre
sua estrutura génica, expressdo espacial e até mesmo a estrutura de seu promotor.
Poucos estudos com mutantes conseguiram identificar danos a simbiose quando
comparados com uma planta nao fixadora (fix) (KNEEN et al., 1990; HASER, et al.,
1992; VANCE, UHDE-STONE e ALLAN, 2003; PARK e BUTTERY, 1994;
SZCZYGLOWSKI et al., 1988). Em feijao-caupi, os estudos iniciais com mutantes
ineficientes foram realizados por PEMBERTON, SMITH e MILLER (1990) e
PURDOM e TRESE (1995). O mutante IC-1 apresenta nodulos brancos, pequenos,
reduzido numero de bacterdides, senescéncia prematura em células infectadas e
reduzido tamanho de parte aérea das plantas quando comparado com planta efetiva.
A fase em que ocorre a mudanca da atividade do ndédulo € semelhante ao que

provoca hospedeiros mutantes ineficazes (fix’) (SAGAN, et al., 1995).

1.5 Estimacdo dos parametros genéticos na expressao de caracteres
guantitativos
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A genética de caracteristicas agricolas de importancia pode ser estudada
com base em vérias ferramentas biométricas. Essas ferramentas dependem de
diferentes modelos de cruzamentos, como dialelo, linhagem x testador e
cruzamentos biparentais. A analise das médias e variancias de geracfes ¢ uma
ferramenta biométrica poderosa, uma vez que fornece informacfes adicionais sobre
as interacdes genéticas. A andlise de geracbes € uma técnica que fornece a
estimativa dos principais efeitos genéticos (aditivo, dominancia e suas interacdes
digénicas) envolvidos na expressao de caracteristicas quantitativas (MATHER e
JINKS, 1982).

Com as informacdes obtidas por meio de avaliacdes das geracdes Pi, Py, Fi,
F., RC1P1 e RC,P,, uma estratégia efetiva para o melhoramento pode ser formulada
com base nos resultados (SHARMILA, GANESH e GUNASEKARAN 2007). As
informacdes sobre os efeitos genéticos permitem ao melhorista saber quanto da
variacdo de uma cultura € genética e até que ponto esta variagcdo € hereditaria
(FALCONER, 1981). Isso, por sua vez, influencia a eficiéncia da selecdo que
depende principalmente da variancia genética aditiva, dos fatores ambientais e da

interacao entre o genotipo e o meio ambiente.

A acdo de genes pode ser definida como a forma como 0S genes se
expressam e esses genes podem controlar a expressdo da caracteristica,
individualmente ou em combinacdes (HALLAUER e MIRANDA,1988). As
abordagens genéticas e biométricas sdo usadas para estudar a forma como 0s
genes se expressam (MATHER e JINKS, 1982). Na genética mendeliana, a acéo
genética dominante refere-se a expressdo de uma caracteristica que aparece na
geracado F;. Os alelos recessivos ndao sao expressos na presenca de dominancia na
F1, mas reaparecem na geracdo seguinte (F;) (WELSH, 1981). No entanto, a
genética quantitativa divide a ac@o genética em variancia aditiva, de dominancia e
epistasia (ROBINSON, COMSTOCK e HARVEY, 1949, FALCONER, 1981).

Na presenca de acgdo genética aditiva, os caracteres heterozigotos nas
geracles F, sdo intermediarios dos dois genitores, porque a variagdo aditiva esta
associada aos efeitos médios dos alelos (FALCONER, 1981). A parte aditiva, que se
reflete na herdabilidade do sentido restrito, reflete o grau em que as progénies

7

provavelmente se parecerdo aos seus genitores. A acdo genética ndo é aditiva
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quando o modelo aditivo ndo explica adequadamente a variacdo (FALCONER,
1981). O tamanho da dominancia em relacdo a variancia aditiva indica o grau de
dominancia (ROBINSON, COMSTOCK e HARVEY, 1949). Portanto, os niveis de
dominancia em relacdo a média dos genitores das progénies espalham se de parcial

para sobredominancia nas progénies.

1.6 Melhoramento para a fixac&o biolégica de nitrogénio

O melhoramento genético do feijdo-caupi para maior eficiéncia na FBN é
uma importante ferramenta que pode beneficiar a sustentabilidade da sua produgéo,
porque a relagao simbidtica ndo é apenas benéfica para as leguminosas e bactérias,
mas também é capaz de promover o crescimento e a produtividade de outras
plantas em consoércio ou em cultivos seguintes (YANNI e ABD EL-FATTAH, 1999).
Devido a esses beneficios, a habilidade de fixar N» tem recebido merecida
importancia, especialmente pelo baixo custo, redu¢do dos danos ambientais e uma
crescente demanda da qualidade nutricional do feijao-caupi (DAKORA et al., 2015).

O feijdo-caupi é uma leguminosa de ciclo relativamente curto, que se
adaptou bem as condi¢cbes de clima e solo do Brasil, mas ainda apresenta baixa
produtividade de 400 a 500 kg.ha™ (FROTA e PEREIRA, 2000; LACERDA et al.,
2004). Essa baixa produtividade pode estar associada, principalmente, a
insuficiéncia na disponibilidade de nutrientes, sobretudo N, fator mais limitante para
a producao de hortalicas leguminosas (LACERDA et al., 2004). Estimativas indicam
que o feijdo-caupi fixa cerca de 60 a 100 kg N. ha' (DAKORA et al., 1987;
HUNGRIA, BARRADOS e VALLSGROVE, 1991; HORST e HARDTER 1994).
Valores inferiores e mesmo negativos também foram relatados (AWONAIKE,
KUMARASINGHE e DANSO, 1990; SANGINGA, LYASSE e SINGH, 2000; FREITAS
et al., 2012).

Variacdo genética no germoplasma de feijdo-caupi de 40 a 90 % do N total
acumulado pela cultura € encontrada na literatura (ALCANTARA et al. 2014,
RUMJANEK et al., 2005). Essa variacdo fornece a matéria-prima para os programas
de melhoramento e, portanto, indica um potencial uso da variabilidade genética da
FBN no feijao-caupi. Freire Filho et al., (1999) estimam produtividades potenciais

superiores a 5.000 kg. ha®, dependendo do genétipo, da interacdo rizébio-
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leguminosa e do ambiente. O melhoramento genético para maior eficiéncia da FBN
em feijdo-caupi pode ser de grande importancia na obtencdo de patamares de
produtividade como citado acima, porque, segundo Elkan (2009), cerca de 50% da
simbiose planta-leguminosa é controlada pelo hospedeiro.

A variagdo de cultivares com caracteristica associados a fixacdo de N, tem
sido demonstrada em muitas leguminosas (NICOLAS, ARIAS e HUNGRIA, 2002;
SIKINARUM et al., 2007; PROPOROV e TIKHONOVICH, 2003). No entanto, Bliss
(1991) relata que a selecdo efetiva para o aumento da fixacdo de N, em
leguminosas depende de muitos fatores entre os quais a escolha de caracteristicas
que podem ser medidas de forma precisa e econdmica, discriminando entre
unidades de selecéo superior e inferior. Caracteristicas genéticas como matéria seca
de plantas, nimero e massa de nodulos, nitrogénio acumulado, nitrogénio derivado
a atmosfera e produtividade foram utilizadas com sucesso na identificacdo de
variagcbes na fixagdo de N, nas cultivares em condicbes de deficiéncia de N
(SANGINGA, LYASSE e SINGH 2000; FALL etal.,, 2003; XAVIER et al., 2006;
FREITAS et al., 2012). No entanto, sdo relatados resultados divergéntes quanto a
avaliacdo de caracteristicas da FBN.

A nodulacdo e a fixagdo de N; em leguminosas sao geralmente
consideradas como sendo caracteristicas quantitativa (BLISS, 1993), mas com forte
influéncia ambiental, o que dificulta o melhoramento para a FBN (BLISS, 1985). O
numero e a massa de nodulos foram utilizados como caracteres para a selegcao de
cultivares mais eficientes na fixagdo de N, (HAFNER et al., 1992; SHIRAIWA,
SINCLAIR, HASHIKAWA, 1994; PIMRATCH et al., 2004). Segundo Hungria e
Bohrer (2000), a massa de nédulos por planta € um indicador do potencial simbidtico
porque, quando predominam nodulos maiores ha tendéncia de obter uma maior
massa nodular e maior eficiéncia do N, fixado, bem como matéria vegetativa. No
entanto, Christophe et al. (2011) relatam que a massa dos nédulos parece também
ser afetada pelo estado nutricional da planta, uma vez que um efeito compensatoério
do aumento do tamanho do nédulo pode ser devido a um excesso de fontes de C da
parte aérea ou nutrientes do solo.

Arrendell et al. (1985) selecionam plantas de amendoim (Arachis hypogea

L.) mais eficientes para FBN avaliando o numero e a massa de nédulos. No entanto,
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Nutman (1967) relata que a massa e o numero de nodulos sdo caracteristicas
inversamente relacionadas, ou seja, uma cultivar que apresenta numero elevado de
nodulos geralmente é ineficaz por apresentar muitos nédulos pequenos. Ferguson et
al.,, (2010) relataram que a formagdo de nddulos é realizada com base na
disponibilidade de N para a planta, como forma de balancear a necessidade de N
com o custo de suportar a interagdo simbittica. Essa regulagcado é determinada por
um sistema chamado autorregulacdo da nodulagdo, em que nddulos precoces
inibem o suprimento de nodulos posteriores pela transdugdo de sinais na parte
aérea da planta (PENMETSA et al., 2003).

Coale, Meisinger e Wiehold (1985) selecionaram variedades de feijao
comum superiores para fixacdo de N cultivando as plantas em solos com baixos
teores de N, avaliando a produtividade e a quantidade de N das sementes como
critérios de selecdo. No entanto, Elisondo et al. (1999) e Hungria e Bohrer (2000)
apontam para perdas na capacidade de fixacdo de N, em populacdes melhoradas
guando avaliados apenas o rendimento de sementes ou 0 N das sementes como
critérios de selecao.

De acordo com a complexidade genética citada acima, a melhoria genética
da FBN néo € uma tarefa facil. A herdabilidade para as caracteristicas da fixacao de
N, geralmente € baixa a moderada, pois exitem efeitos ambientais e interacdo
gendtipo x ambientais (BLISS, 1993; PIMRATCH et al., 2004; SIKINARUM et al.,
2007). Outra questdo, como observado, os métodos que quantificam caracteres da
FBN, geralmente indiretos e destrutivos, ndo permitem a selecdo direta de plantas
individuais para fixacdo simbidtica (BERGENSEN, 1980). Quando uma planta é
identificada como eficiente, ela ja foi destruida, sem possibilidade de deixar
descendentes. Tais métodos, portanto, sé podem ser utilizados em progénies e nao
em plantas individuais.

Varios métodos de melhoramento tém sido utilizados para melhorar os niveis
de fixacdo de N, em leguminosas avaliando os caractereres ja citados. Alguns dos
métodos incluem selecéo recorrente (BARRON et al., 1999; ELISONDO et al., 1999),
meétodo do retrocruzamento (BLISS, 1993) e descendéncia de uma semente Unica
(SSD) (PEREIRA e BRAIDOTTI, 2001). Por meio destes métodos, os melhoristas

conseguiram elevar a capacidade de fixar N, nas plantas fixadoras.
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1.7 Marcadores moleculares

A deteccdo e o rastreamento das variagbes alélicas dentro de um genoma
sdo realizados por varias ferramentas genéticas, chamadas de marcadores
moleculares (LATEEF, 2015). A aplicacdo dos marcadores moleculares tem sido
impulsionada principalmente pelo método de producéo, custo de deteccdo e pelo
nivel de reprodutibilidade. Dependendo do método de deteccao e do rendimento, os
marcadores moleculares podem ser divididos em trés grupos principais: marcadores
baseados na hibridacdo, de baixo rendimento, tais como polimorfismo no
comprimento de fragmento de restricdo (RFLPs-Restriction Fragment Lenght
Polymorphisms’); marcadores baseados em PCR-Polymerase Chain Reaction, de
meédio rendimento, que incluem amplificagdo aleatéria de DNA polimdrfico (‘RAPD-
Random Amplified Polymorphic’), polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado (‘AFLP-Amplified Fragment Length Polymorphism’), repeticbes de
sequéncia simples (‘SSR-single Sequence Repeats’); baseado em sequéncia de
marcadores: polimorfismo de nucleotideo simples (‘SNP-Single Nucleotide
Polymorphisms’) (BERNARDO, 2008). Essas ferramentas moleculares facilitaram as
andlises das estruturas do genoma das plantas e sua evolucdo, incluindo as
relacbes entre as leguminosas, como o feijdo-caupi (CHOI et al., 2004; YAN et al.,
2004; GEPTS et al., 2005).

Os marcadores RFLPs foram os marcadores mais amplamente utilizados na
genética molecular das plantas, devido a sua alta reprodutibilidade e codominancia
(TANKSLEY et al.,, 1989). No entanto, devido a deteccdo dos RFLPs ser um
processo demorado, trabalhoso, caro e ndo passiveis de automacao, esses
marcadores se tornaram obsoletos. Com a descoberta da tecnologia da reacdo em
cadeira da polimerase (PCR), a nova geracdo de marcadores RAPD, AFLP e SSR
passou a ser empregadas em varias plantas.

Os marcadores RAPDs sédo capazes de detectar simultaneamente locos
polimdrficos em varias regides de um genoma (DHANASEKAR, DHUMAL e REDDY,
2009). No entanto, eles s&o aleatorios e o nivel de sua reprodutibilidade é muito
baixo, devido a ligacdo nao especifica de ‘primers’. Embora os marcadores AFLPs
também sejam aleatérios, apresentam um nivel de reprodutibilidade e sensibilidade

muito alto, ainda sdo populares na pesquisa com genética molecular em culturas
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com pouco ou nenhuma referéncia, em que a sequéncia do genoma nao esti
disponivel (RIDOUT e DONINI, 1999; ZHANG et a., 2011). No entanto, 0s
marcadores AFLP ndo encontraram aplicacdo generalizada, devido ao método de
deteccao longo e laborioso, e também néo é passivel de automacao, com excessao
dos AFLPs fluorescentes semiautomaticos.

Os marcadores SSR eliminaram alguns dos inconvenientes das tecnologias
dos marcadores de DNA acima mencionados. Eles sdo altamente reprodutiveis,
altamente polimérficos e acessiveis a automacdo. Apesar do custo de deteccéo
permanecer alto, os marcadores SSR ainda s&o utilizados em todas as areas de
genética molecular (LIU e CORDES, 2004). As plataformas de microssatélites sao
pouco densas (espacamento médio de 5 a 10 cM entre locos). Deste modo, estes
marcadores podem conter mais de uma variagdo na sequencia de DNA, que seja
comum em uma populacdo ou mesmo rara. No entanto, a chance de dois individuos
de populagcbes diferentes apresentarem o mesmo perfil desses marcadores é
extremamente pequena (HAMILTON, 2009).

Primeiramente descobertos no genoma humano, o polimorfismo de
nucleotideos simples (SNPs) provou ser universal, bem como as formas mais
abundantes de variagdo genética entre individuos da mesma espécie (GHOSH et al.,
2002). Embora os SNPs sejam menos polimoérficos do que os marcadores SSR,
devido a sua natureza bialélica (AA, Aa, aa), eles compensam facilmente esse
inconveniente por sua alta frequéncia, facilidade de automacao e estabilidade do
loco SNP comparado com o loco SSR (GUPTA e PRASAD, 2001). Devido a essas
vantagens, ha uma intensa aplicacdo de marcadores SNPs no melhoramento de
plantas, principalmente para caracteres complexos de heranca quantitativa
(MUCHERO et al., 2009; MAMMADOQJV et al., 2012; ADETUMBI et al., 2016).

Esses marcadores modernos representam variagdes da sequéncia de DNA
que ocorrem em um simples nucleotideo (A, T, C ou G) na sequéncia do genoma,
isto é, refletem mutagBes ocorridas no passado e que em, sua maioria, foram
eventos simples (GRIFFITHS et al., 2008). Desta forma, o polimorfismo é definido
como uma variacado genética em um simples nucleotideo dentro de um gene (ou
sequéncia de DNA), e que deve estar presente em pelo menos 1% da populacéo
para ser considerado SNP (ZIEGLER, KONIG e THOMPSON, 2008). A frequéncia
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habitual de SNP relatados para genomas de plantas é de cerca de 1 SNP a cada
100-300 pb (GUPTA e PRASAD, 2001).

Os marcadores SNPs podem ocorrer em regides com codificacdo (genes) e
regides nao codificantes do genoma, mas se mostraram mais comuns em regides de
introns (RAFALSKI, 2002a). Dependendo da sua localizacdo no genoma e do
Impacto na expressédo de um gene, eles sao classificados em SNP n&o codificantes,
SNPs codificantes, SNPs exdénicos, SNPs de cDNA e SNPs candidatos (KAHL et al.,
2004). Os SNPs em regifes nao codificantes e codificantes tém sido amplamente
estudados em algumas espécies de plantas, como Arabidopsis, milho e soja (CHING
et al., 2002; JANDER et al., 2002; ZHU et al., 2003).

Os marcadores SNP tém cada vez mais aplicacdes Uteis na melhoria das
culturas, a partir da crescente disponibilidade de colecfes de etiqueta de sequéncia
expressa ‘expressed sequence tags’-ESTs nos bancos de dados publicos, o que
reduziu os custos para descoberta dos SNPs. Essas colecdes tém sido fonte de
identificacdo de SNPs e possuem grande variedade de aplicacbes, como a
diversidade genética e estudos filogenéticos, mapeamento de associacao,
mapeamento de QTL, selecdo assistida por marcadores SAM e biologia evolutiva
(RAFALSKI, 2002b; OLSEN, 2004; LOPEZ et al., 2005; RAJESH e MUEHLBAUER,
2008).

O mapa genético consenso atual do feijdo-caupi foi construido com
marcadores EST-SNP (MUNOZ-AMATRIAIN et al., 2017). Assim, a identificacéo de
marcadores ligados a caracteristicas relacionadas a fixacdo de N,, apds o
mapeamento QTL, sera facilitada com o uso desses marcadores SNP derivados de
ESTs. No entanto, tem havido uma escassez de estudos sobre selecao assistida por
marcadores para caracteristicas associados a nodulacéo e fixacdo de N, no feijao-

caupi.

1.7.1 Mapa de ligagéo

Um mapa genético € um modelo abstrato do arranjo linear de um grupo de
genes e marcadores, que se baseia na recombinacdo homologa entre cromatides
nao irmas durante a meiose (CRISMANI, GIRARD e MERCIER, 2013). O arranjo
linear € baseado nos desvios da segregacao independente de Mendel e agrupados
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com o uso de ferramentas da biometria, visando localizar locos genéticos
associados com um fendtipo ou variavel de interesse, como um indicador
guantitativo da distancia linear entre dois genes e estimar seus efeitos. Isso engloba
o desenvolvimento de mapas de ligacdo genética apds a genotipagem de individuos
em populacdes segregantes com marcadores de DNA que abrangem o genoma
desse organismo.

A analise de ligacdo para uma combinacdo de dois locos € baseada na
comparacdo das frequéncias observadas e esperadas das possiveis classes
genotipicas (BHERING, CRUZ e GOOD GOD, 2008). O numero de possiveis
classes genotipicas é funcdo do numero de alelos nos dois locos considerados e da
populacao de referéncia utilizada ao qual se pode medir. A principal exigéncia é que
0s parentais possuam diferencas basicas entre os alelos que promovam a variacao
da caracteristica. No entanto, os genitores ndo precisam ser diferentes no valor
fenotipico médio da caracteristica, uma vez que diferentes combinacdes alélicas
podem produzir a mesma média fenotipica (LIU, 1998). Um mapa genético
polimorfico permite que as duas linhagens sejam distinguidas geneticamente.
Quanto mais detalhado o mapa de ligagdo (maior nimero de marcadores e da
populacdo), melhor serd a resolugdo de mapeamento. Em média, em organismos
vegetais ou animais, um segmento cromossémico de 10 cM pode conter cerca de
200 genes, com isso, uma alta densidade de marcadores genotipados aumenta a
resolucdo do mapeamento de QTL (RESENDE, 2008). O tamanho de populacdo de
50-250 individuos é usado no mapeamento. No entanto, para o0 mapeamento de alta
resolucdo e uma maior probabilidade estatistica para detectar a ligacdo, é
necessaria uma populacdo maior (MOHAN et al., 1997).

Semagn, Bjornstad e Ndjiondjop (2006) descrevem alguns passos para a
construcdo de um mapa de ligacdo genético. Na pratica, varios esquemas de
cruzamento sao utilizados para gerar a populacdo de mapeamento. Em todos estes,
0S genitores s&o cruzados para gerar uma populacdo F;. As linhagens
recombinantes (RIL) podem ser criadas por autofecundacéo de cada uma das
progénies F; por varias geragcdes (normalmente 8). Numa concepcdo F,, a
populacdo de mapeamento € gerada pela autopolizacdo da populagdo F;. No

retrocruzamento (RC), a populacdo de mapeamento €& gerada através do
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cruzamento da progénie F; com qualquer um dos genitores, ou ambos. No duplo
haploide, a populagcdo de mapeamento é obtida pela duplicacdo dos gametas da
populacao F; ou F».

O passo seguinte é decidir sobre o tipo de marcador molecular a ser
utilizado para a genotipagem da populacdo de mapeamento e fazer uma triagem
(screening) nos parentais para a deteccao de polimorfismo dos marcadores, seguido
pela genotipagem da populacdo de mapeamento e, finalmente, os dados séo
analisados quanto a ligacdo. Na analise de ligacdo, cada marcador é testado para
avaliar a conformidade aos padrdes de segregacao mendeliana. As frequéncias de
recombinacdo aos pares séo calculadas entre os marcadores e testada a existéncia
de ligacdo. Os grupos de ligacédo sao estabelecidos, a distancia do mapa estimada e
a ordem do mapa determinada. No mapeamento de ligacdo, a hipétese nula a ser
testada é a auséncia de ligagdo entre dois marcadores cuja frequéncia de
recombinacao (r) é de 50% (HO: r = 0,5) (LIU, 1998).

Os marcadores em populacdes de referéncia genética tém uma certa
expectativa de segregacao em termos de marcadores (F», 1: 2: 1, AA: Aa: aa, RC, 1:
1, Aa: aa, RIL, 1: 1, AA: Aa, e DH, 1: 1, AA: aa) (BOOPATHI, 2013). Embora o mapa
de ligacdo seja construido com base nos dados do marcador, as populacbes de
referéncia sdo simultaneamente caracterizadas por traco alvo (por exemplo,
resisténcia a doencas, tolerancia a seca) (LUCAS et al., 2011; GAUTAMI, et al.,
2012; DUANGSONG, et al., 2016).

1.7.2 Mapa de ligacédo do feijdo-caupi

Em feijdo-caupi os estudos de mapas de ligacdo genéticos associados a
marcadores sdo recentes e escassos. Menéndez, Hall e Gepts (1997) construiram o
primeiro mapa genético para o feijdo-caupi a partir de um cruzamento
intraespecifico. Para a construcdo desse mapa, foram utilizados marcadores RAPD,
RFLP e AFLP para a saturacdo do mapa e a identificacdo de doencas, pragas e
caracteristicas morfologicas. A maioria dos marcadores gerados eram
monomorficos. Ouédraogo et al. (2002) utilizando a populacdo de mapeamento

empregada por Menéndez, Hall e Gepts (1997), nesse caso em Fg, construiram um
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mapa de ligacdo de referéncia mais avancado para o genoma de feijao-caupi, tanto
em relacdo a cobertura do genoma, como em relacdo a densidade de marcadores.

O mapeamento de ligacdo no feijdo-caupi progrediu com a tecnologia dos
marcadores para produzir mapas genéticos informativos e cada vez mais densos
(MUCHERO et al., 2009; AGBICODO et al., 2010; ADETUMBI et al., 2016). A
referéncia foi o ensaio da lllumina 1536 Golden Gate, que foi desenvolvido e
implementado para mapear 928 SNPs derivados de etiqueta de sequéncia expressa
(EST) em caupi (MUCHERO et al., 2009). Este mapa representou uma melhoria
substancial em relagdo ao mapa anterior de feijdo-caupi, com dados mais especifico
da populacéo, utilizando 441 marcadores (AFLP, RFLP e RAPD) (OUEDRAOGO et
al., 2002). Agbicodo et al., (2010) construiram um mapa de ligacdo genética de caupi
com 113 RILs desenvolvidas a partir do cruzamento entre Danila x TVu7778. O
mapa consistiu de 282 marcadores SNP. Os marcadores foram selecionados a partir
da matriz de genotipagem de 1536 SNPs, utilizando o mapa consenso do feijao-
caupi (MUCHERO et al., 2009). O mapa com marcadores SNPs do feijdo-caupi de
2009 continha 928 marcadores dispostos em 11 grupos de ligacdo (680 cM) e foi
construido pela genotipagem de 632 individuos de seis popula¢Bes de linhagem
recombinante (RIL).

Em 2011 foi construido um mapa consenso para o feijdo-caupi (LUCAS et
al., 2011). Ambos os mapas consensos de 2009 e 2011 sdo baseados inteiramente
em SNPs derivados de EST e todas as populacdes foram genotipadas para o0s
mesmos 1536 loci. Recentemente, foi construido um mapa genético do feijao-caupi,
com 125 marcadores SNPs dispostos em 12 grupos de ligacao, cobrindo 378,1 cM.
O mapa foi construido pela genotipagem de 98 plantas da populacdo F, (ADETUMBI
et al., 2016).

Limitacbes dos mapas de ligacdes genéticas do feijdo-caupi, como pouca
densidade e existéncia de grandes espacos entre marcadores (OUEDRAOGO et al.,
2002, MUCHERO et al.,, 2009; AGBICODO et al.,, 2010; LUCAS et al.,, 2011,
ADETUMBI et al., 2016), foram superadas pelo mapa consenso disponibilizado por
Mufioz-Amatriain et al. (2017), que apresenta 37.372 SNPs e cobertura total de

873,11 cM, com média de 0,26 cM entre marcadores.
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1.7.3 Ligacéao e analise de locos quantitativos

Os locos de caracteristicas quantitativas (QTL) sé@o regides especificas do
genoma associados com caracteristicas quantitativas. A variacdo observada de
QTLs é devido a segregacdo de varios genes polimorficos. A identificacdo desses
genes é dificil, devido aos efeitos individuais relativamente pequenos de cada um
destes genes no fendtipo. Isso porque, 0s genes que contribuem para fenotipos
complexos geralmente estardo ligados apenas no sentido fisiologico, mas nao
genético (KEARSEY e POONI, 1996).

A andlise de QTL baseia-se no principio de detectar uma associacdo entre
caracteristicas (fenétipo) e as variantes (genétipos) de um marcador. Dessa forma,
0s marcadores genéticos que tendem a ser transmitidos juntamente com um valor
especifico da caracteristica, provavelmente estardo proximos de um QTL, afetando
essa caracteristica. Com base na presenca e na auséncia de um marcador em um
loco, a populacdo de mapeamento é dividida em duas ou trés classes para
marcadores dominantes ou co-dominantes, respectivamente, e a existéncia de
diferencas significativas entre 0os grupos para a caracteristica a ser medida é
determinada (TANKSLEY, 1983; COLLARD et al.,, 2005). Para cada classe, as
médias e variancias sdo calculadas para cada caracteristica. Apos a andlise
estatistica, a existéncia de diferenca significativa entre as médias das caracteristicas
dos individuos dentro de cada classe de marcador sugere uma relacdo entre o
marcador e a carateristica. Esse marcador, em particular, € considerado como sendo
ligado ao QTL (YOUNG, 1996). A produtividade, a toleréncia a seca, a fixacdo do N
e algumas formas de resisténcia a doenca sdo algumas das caracteristicas de
importancia agricola em plantas controladas por muitos genes. Essas caracteristicas
quantitativas sao muitas vezes dificeis de medir (PATERSON, 1996) e os

marcadores oferecem um valor potencial em seus diagnésticos.

1.7.3 Métodos de deteccdo de QTL

Na analise QTL, muitos métodos estdo envolvidos. Eles incluem analise de
marcador simple (AMS), mapeamento de intervalo simples (MIS), mapeamento de
intervalo composto (MIC) (TANKSLEY, 1983; LIU, 1998) e mapeamento de multiplos
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intervalos (MMI) (KAO, ZENG e TEASDALE, 1999). A anélise de marcador simples
(AMS) é o método mais simples para detectar QTL associado a marcadores simples.
Utiliza os procedimentos estatisticos do teste ‘t’, analise de variancia (ANOVA) e
anélise de regressao linear. O coeficiente de determinacdo (R?) obtido por regressao
linear explica a variacdo fenotipica decorrente de QTL ligada a um marcador. No
entanto, esse método apresenta limitacdes; a) quanto mais longe um QTL esté de
um marcador, menos provavelmente sera detectado. Isto € devido a eventos de
‘crossover’ entre o marcador e o QTL. b) a magnitude do efeito de qualquer QTL
detectado provavelmente sera subestimada, devido & recombinagdo entre o
marcador e 0 QTL. Para superar esses desafios, podem ser usados marcadores
densos cobrindo todo o genoma (geralmente em intervalos inferiores a 15 cM)
(TANKSLEY, 1993).

Com a aplicagdo dos métodos de intervalo simples e composto, mais de um
marcador € analisado por vez. Ambos os métodos utilizam mapas de ligacdo para
analisar o intervalo entre pares adjacentes de marcadores ligados ao longo do grupo
de ligacdo ou cromossomo simultaneamente, em vez de um marcador por vez
(LANDER e BOTSTEIN, 1989). O uso de marcadores ligados estabiliza a
recombinacdo entre os marcadores e 0 QTL, e € considerado estatisticamente mais
poderoso em comparag¢do com a analise de ponto simple (FALCONER e MACKAY,
1996).

O MIC, por outro lado, combina o mapeamento de intervalos e a regressao
linear, incluindo marcadores adicionais no modelo estatistico, além de pares
adjacentes de marcadores vinculados para o mapeamento de intervalos (JANSEN e
STAM, 1994). No mapeamento QTL, o método usado para detectar QTL deve ser
escolhido com sabedoria. O método de mapeamento de intervalo composto é
amplamente utilizado para o mapeamento de QTL em segregacOes de geracdes
derivadas de cruzamentos entre linhas endogamicas. Ao lidar com o QTL ligado, o
MIC é mais preciso e eficaz no mapeamento de QTL em comparacdo com a analise
de mapeamento de intervalo simples.

O modelo MIM baseia-se no modelo de Cockerham para interpretacdo de
pardmetros genéticos e o método de méaxima verossimilhanga para estimar

parametros genéticos. O MIM tem a possibilidade de estimar e analisar a epistasia
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entre QTL, valores genotipicos de individuos e herdabilidades e carcteristicas
quantitativas (KAO, ZENG e TEASDALE, 1999).

1.7.4 QTL relacionado com a fixag&o de nitrogénio

Dadas as inumeras influéncias genéticas sobre a fixacdo de N, técnicas de
melhoramento molecular, tais como QTL e a selecéo assistida por marcador, podem
potencialmente auxiliar programas de melhoramento na identificacdo de plantas
eficientes e ineficientes na fixacdo de N». No entanto, a aplicacdo dessas tecnologias
as caracteristicas da fixacdo de N permanece pouco conhecida.

Na familia das leguminosas, apenas alguns estudos genéticos para detectar
variagfes naturais e QTL para caracteristicas relacionadas a FBN foram realizados
em soja (TANYA et al., 2005; NICOLAS, HUNGRIA, ARIAS, 2006; SANTOS,
NICOLAS e HUNGRIA 2006; KAMFWA, CICHY e KELLY, 2015). A maioria desses
estudos focou em andlises QTL de caracteristica da nodulacdo e producdo de
biomassa. H& também informagBes sobre outras leguminosas como ervilha
(BOURION et al., 2010) e feijao comum (NODARI et al., 1993; TSAI et al., 1998).
Esses estudos demonstraram o potencial de mapeamento de QTL para
caracteristica da FBN, mas ainda é necessaria informacdo adicional sobre outras
espécies, como o feijao-caupi.

Nodari et al. (1993) detectaram QTL de efeitos menores associados a
caracteristica da nodulacdo (nimero de nédulos) em feijdo comum usando 70
plantas de uma populacdo de mapeamento F,. Doze QTLs contribuiram entre 9 e
18% na variacdo fenotipica. Souza et al. (2000) também identificaram QTL
explicando entre 4 a 11% da variacao do nimero de n6dulos em uma populacdo Fg.g
(linhas de linhagem recombinante, RILS) de feijoeiro comum.

Nicolas, Hungria e Arias (2006) cruzaram duas cultivares brasileiras de soja
e usaram 45 marcadores SSR em populacdo F, para identificar duas regides
gendmicas associadas ao numero de nodulos (NN) e ao peso seco do nédulo (PSN).
Um total de 21 locos SSR foram mapeados com um LOD score de 3,0 e uma
distdncia méxima de Haldane de 50 cM. Esses marcadores foram distribuidos em
nove grupos de ligacdo com cobertura de 251,2 cM. A contribuicdo do QTL foi de 7,1

e 10%, respectivamente. O baixo nivel de variagdo destes QTL é consistente com a
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natureza quantitativa da FBN e da heranca de nodulagcdo na soja. Seis locos
marcador foram localizados em trés grupos de ligacdo molecular (GLM): GLM B2
(Satt066), GLM H / J (Satt192), GLM B1 (Sattl97, Satt251 e Satt509) e outro
incluindo Sat 123 (GLM B1). O peso da parte aérea e peso de nodulos foram
significativamente associados ao Sattl97, enquanto que a relagcdo peso de
nédulos/nimero de nédulos foi associada ao marcador Satt 123. Foram também
reveladas seis interacfes epistaticas entre QTL n&o ligados para peso da parte
aérea.

Tanya et al. (2005), usando uma populagédo de linhagens recombinantes
derivadas de F, (RIL), encontraram varios QTL para NN, PSN, PSPA, bem como
para a atividade de reducdo de acetileno. Oito e sete QTL em uma populacdo de
soja RIL associada com numero de nodulos (NN) e tamanho de nédulo,
respectivamente, foram detectados por Hwang et al. (2014). Trés e um QTL para NN
e relacdo do peso seco de ndédulo ao numero de ndédulos (NDW / NN),
respectivamente, foram relatados por Santos et al. (2013) em soja.

Em feijdo comum, Nodari et al. (1993) foram os primeiros a informar sobre a
identificacdo de quatro QTL para NN na populacdo RIL de um cruzamento entre BAT
93 e Jalo EEP558, com o QTL representando 50% da variacdo fenotipica. Esta
mesma populagéo de RIL foi utilizada para detectar QTL para NN sob fertilizacdo de
nitrogénio mineral (N) baixa e alta (TSAI et al.,, 1998, SOUZA et al., 2000).
Recentemente, um estudo em ervilha identificou nove QTL para NN, quatro para
peso de nbédulos e oito para tamanho do sistema radicular de uma populagdo RIL
derivada de genitores que contrastam com caracteristicas de raiz e ndédulos
(BOURION et al., 2010).

Estudo de populacdes de linhagens recombinantes (RIL) da espécie de
leguminosa modelo Lotus japonicus, Tominaga et al. (2012) identificaram 34 QTLs
associados a 10 caracteristicas relevantes para fixacdo de N, e crescimento de
plantas. A atividade de reducdo do acetileno, o numero de nddulos por planta e o
comprimento da haste mostraram fortes correlagcbes QTL. Esse estudo detectou
locos reguladores de fixacdo de N, no cromossomo 5, que promoveu 0 crescimento
das plantas por meio da regulacdo do desenvolvimento dos nddulos, a deteccao de

um alelo no cromossomo 4, que influenciou o rendimento e o crescimento das
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plantas por meio da regulagcdo do N, e um QTL no cromossomo 3 que afetou o
namero de nédulos.

Ramaekers et al. (2013) realizaram uma analise de QTL da FBN em uma
populacao (RIL) de feijdo comum em ensaio de campo. Eles construiram 11 grupos
de ligacao e identificaram dois QTL que representam até 21% da variancia fenotipica
de N (%) no grupo de ligacdo 1 e 4. Em outro experimento em estufa, eles
detectaram dois QTL, representando até 18% da variagcdo do N total fixado pela
planta, nos grupos de ligacdo 4 e 10.

Avancos importantes foram alcancados pela caracterizacdo e mapeamento
de QTL na soja e outras culturas. No entanto, estudos genéticos sobre a FBN em
feijdo-caupi e outras leguminosas sdo escassos, apesar da necessidade de
informacéo genética sobre FBN. Houve poucos progressos no desenvolvimento de
marcadores ligados a QTL Uteis na selecdo de caracteristicas agronémicas no
feijdo-caupi. O progresso foi mais rapido em outras leguminosas, como o feijdo
comum e soja, e € possivel que algumas dessas informacdes possam ser
alavancadas, pois existe um grau significativo de sintenia entre essas leguminosas e

0 genoma de feijao-caupi.
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Resumo:

O objetivo do presente trabalho foi estimar paradmetros genéticos da fixagao
biolégica de nitrogénio (FBN) em feijdo-caupi, para orientar no desenvolvimento de
cultivares eficientes na fixacdo de N,. As analises de médias e variancias foram
realizadas com os parentais, F4, F, e RCs, dos cruzamentos constrastantes 1C-1
(ineficiente) x BRS Marataoa (eficiente) e IC-1 x BRS Pujante (eficiente). Analises de
segregacao para plantas eficientes e ndo eficientes indicam que a fixagédo de N, é
controlada por dois genes, com efeito epistatico dominante recessivo (13:3).
Herdabilidades de sentido restrito foram de moderada a alta, sendo de 78% e 90%
para matéria seca da parte aérea (MSPA), 58% e 78% para numero de
nodulos/planta (NN), 58% e 86% para matéria fresca de nddulos (MFN) e 71% e
85% para nitrogénio acumulado (NA), para IC-1 x BRS Marataoa e IC-1 x BRS
Pujante, respectivamente. Os efeitos génicos aditivos apresentaram contribuigdo
elevada para os caracteres avaliados. O numero de genes para MSPA, NN, MFN e
NA variou de 2 a 9 pelo método de Mather e Jinks, e de 1 a 2 pelo método de Lande,
nos dois cruzamentos. Segregacao transgressiva de quase 30% foi observada para

maior eficiéncia nas duas populagdes F,. Correlagdes significativas e positivas foram
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estimadas entre MSPA x MFN e MFN x NA, enquanto NN apresentou correlagao
negativa significativa com NA e MSPA. Os resultados indicam segregacao digénica
para fixagdo de N, e controle poligénico para FBN em feijdo-caupi, que pode ser

melhorado por métodos simples de melhoramento.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, fixacdo de nitrogénio, numero de genes,
herdabilidade.
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Genetic analysis for efficiency of biological nitrogen fixation in cowpea

Abstract:

The objective of this work was to estimate the genetic parameters of biological
nitrogen fixation (BNF) in cowpea in order to guide the development of efficient
cultivars in Ny fixation. The means and variances of the parents F4, F», and BCs, of
the crosses IC-1 (inefficient) x BRS Marataoa (efficient) (cross 1), and IC-1 x BRS
Pujante (efficient) (cross 2) were analyzed. Segregation analyses for efficient and
non-efficient plants indicate that N fixation is controlled by two genes with dominant-
recessive epistatic effect. Narrow-sense heritability estimates were 78% and 90% for
shoot dry matter (SDM); 58% and 78% for number of nodules/plant (NN); 58% and
86% for nodule fresh matter (NFM), and 71% and 85% for accumulated nitrogen
(AN), for cross 2 and cross 1, respectively. The additive gene effects highly
contributed to the evaluated parameters. Genes number estimates for SDM, NN,
NFM, AN ranged from 2 to 9 genes, by Mather and Jinks method, and from 1 to 2
genes by Lande method, im both crosses. Aimost 30% transgressive segregation
was observed for greater efficiency in both F, populations. Significant and positive
correlations were estimated between SDM x NFM and NFM x AN, while NN showed
significant negative correlation with AN and SDM. Results indicate digenic
segregation for N fixation and polygenic control for BNF in cowpea, which can be

improved by simple breeding methods.

Key words: Vigna unguiculata L., Nitrogen fixation, Number of genes, Heritability.
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Introducgao

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma importante fonte de
proteina vegetal, ferro e minerais, principalmente para as populagcées mais carentes
do Nordeste brasileiro e em muitos outros paises da Africa (Ddamulira et al., 2015;
Silva et al., 2016). Como em outras plantas leguminosas, o feijao-caupi possui a
capacidade de fixar N, pela associagdo simbidtica com bactérias do grupo rizébio,
na auséncia do suprimento adequado de N no solo (Freitas et al., 2012; Sarr et al.,
2015). Essa habilidade de fixar N, tem recebido merecida importancia especialmente
pelo baixo custo, redugdo dos danos ambientais e uma crescente demanda da
qualidade nutricional do feijdo-caupi (Dakora et al., 2015).

O melhoramento genético do feijao-caupi para maior eficiéncia na fixagao
biolégica de nitrogénio - FBN é uma importante ferramenta que pode beneficiar a
sustentabilidade da sua producdo. O potencial para o melhoramento da FBN tem
sido reconhecido em trabalhos avaliando diferentes gendtipos associado a estirpes
recomendadas (Xavier et al., 2006; Ndukwu et al., 2016). No entanto, os estudos
sobre a FBN em feijdo-caupi ndo estdo, na sua maioria, associados ao
melhoramento genético, diferentemente do que ocorreu com a cultura da soja no
Brasil, que o melhoramento foi direcionado a obtencdo de cultivares com alta
producao sem adubagao nitrogenada (Dobereiner, 1990).

O feijao-caupi, embora considerado uma cultura tropical, que se adapta bem
as condi¢des de clima e solo do Brasil, ainda apresenta baixa produtividade (400 a
500 kg. ha'1). Essa baixa produtividade pode estar associada principalmente a
insuficiéncia na disponibilidade de nutrientes, sobretudo N, fator mais limitante para
a producao de hortalicas leguminosas (Lacerda et al., 2004). Pesquisa realizada por
Freire Filho et al. (1999) estima produtividades potenciais superiores a 5.000 kg. ha’
' dependendo do genadtipo, da interagdo rizobio-leguminosa e do ambiente. O
melhoramento genético para maior eficiéncia da FBN em feijao-caupi pode ser de
grande importancia na obtengdo de patamares de produtividade como o citado
acima, porque segundo Elkan (2009), cerca de 50% da simbiose planta-leguminosa

€ controlada pelo hospedeiro.
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Apesar da importancia econdmica e social da FBN, poucos estudos tém sido
publicados sobre o controle genético da fixagdo de N, em feijdo-caupi. Proporov e
Tikhonovich (2003) relatam que a herdabilidade em sentido amplo e restrito para
fixagcdo de N,, em diferentes leguminosas, variaram de 0,76 a 0,90, indicando o alto
potencial para o ganho genético. Nicolas et al. (2002), estudando populacdes
derivadas de cultivares comerciais de soja, encontraram herdabilidade de sentido
restrito para caracteres de nédulos de 0,39 a 0,77, com predominancia do efeito
aditivo. Sikinarum et al. (2007), cruzando cultivares de Arachis hypogaea para alta e
baixa fixacao de N, estimaram, na populacao Fs, herdabilidade de moderada a alta
para peso de nodulo (0,63 a 1,0), massa de parte aérea (0,84 a 0,96) e nitrogénio
fixado entre (0,84 a 0,98). O conhecimento da extensdao de como os atributos sao
herdaveis € um pré-requisito para os programas de melhoramento genético. No
entanto, essas informacgdes sobre FBN para o feijao-caupi ndo estédo disponiveis.

O objetivo do presente estudo foi estimar parametros genéticos e
correlagdes para variaveis da FBN em feijao-caupi, baseados em dois cruzamentos
contrastantes, de forma a fornecer informagdes basicas para o melhoramento de

gendtipos mais eficientes na FBN.

Material e métodos

Material genético e cruzamentos

Trés linhas parentais foram utilizadas no presente estudo. IC-1 € um mutante
natural que produz ndédulos, mas é ineficiente para a fixagdo de N, denominada
Nod® Fix. Essa linha mutante é resultante de uma mistura varietal (Iron and Clay),
obtida a partir de sementes Kaufman (Ashdown, AR) (Pemberton, Smith e Miller,
1990). A cultivar BRS Marataoa, desenvolvida pela Embrapa Meio-Norte, é
resultante do cruzamento da cultivar Seridé com a linhagem TVx1836-013j. A BRS
Pujante foi desenvolvida pela Embrapa Semiarido do cruzamento da linhagem TE
90-180-26F com a cultivar Epace10. Essas duas cultivares sao recomendadas para
a regiao Nordeste do Brasil e identificadas pela capacidade de fixar N, com bactérias
do grupo rizébio (Leite et al., 2009; Marinho et al., 2014).
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As geragdes F4, F, e retrocruzamentos (RCs) foram obtidas a partir dos
cruzamentos, IC-1 x BRS Pujante e IC-1 x BRS Marataod. As flores foram
emasculadas antes da antese e os cruzamentos controlados realizados com pdlen
recém-coletado dos dois parentais. Todos os ensaios de campo foram realizados em
Petrolina, Pernambuco, Brasil (09° 23 S. 40° 22 'W e 365 m acima do nivel do mar).
As sementes dos parentais e das geragdes F1, F2, RCy (F1 x P¢1) e RC, (F1 x P2)
foram semeadas em vasos plasticos 3 L, contendo solo ndo estéril e mantidas em

ambientes protegidos com sombrite 70%.

Inoculacéao

Foi realizada uma inoculagdo com um mix de trés estirpes de rizobios
recomendadas para feijdo-caupi, BR 3267, BR 3262 e BR 3299, cedidas pela
Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ. As bactérias cresceram em meio YM liquido
(Vincent, 1970), até a concentragdo de células equivalente a 10° células/mL. Foram
realizadas duas inoculacbes com 1mL do in6éculo na semeadura e 5 dias apds a
emergéncia das plantulas. A expressao fenotipica, quanto a eficiéncia e ineficiéncia
da FBN na geracdo F,, foi determinada pela presenga ou auséncia de folhas

amareladas (aclorofiladas) aos 45 dias apds o plantio.

Variaveis analisadas

As plantas foram colhidas 40 dias apés a semeadura e avaliadas quanto as
caracteristicas relacionadas com a fixagao de nitrogénio: matéria seca da parte
aérea (MSPA), em g/planta; numero de ndédulos (NN), em nédulos/planta; matéria
fresca de nodulos (MFN), em g/planta e nitrogénio acumulado (NA), em g.kg'/planta.

A determinagao do N acumulado no tecido vegetal foi realizada pelo método
micro Kjeldhal de acordo com Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). A digestado da
amostra a partir do tecido vegetal seco e moido (0.1 g), foi realizada na presenga de
5 mL de H,SO4 (concentrado), mais uma mistura catalitica contendo sulfato de sédio
(NazS0y4), sulfato de cobre (CuSO4) e Selenito de sddio (Na;SeOs). As amostras
foram colocadas para digestao a temperatura de 350 °C durante 4 h até se observar
uma solugao limpida no tubo. A solugéo digerida foi colocada no aparelho Kjeldahl e

adicionados 15 mL de NaOH a 50% (p/v) em cada tubo. A mistura foi entdo destilada
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a vapor e o NH4 (amoénio) liberado do processo foi recolhido num baldo cénico de
100 mL, contendo 10 mL de HBO3; a 2% (acido bérico) e uma solugéo indicadora
(verde bromocresol e vermelho de metilo). A solugdo de reacao verde foi titulada
com solugcdo de HCI 0.01 M. No ponto final, a cor verde ficou rosa, indicando que
todo o N preso como (NH4):BO3; (borato de amoénio) foi removido como NH4CI
(cloreto de aménio). O N acumulado foi calculado utilizando a formula g / kg N =
(volume total de HCI titulado - volume gasto (mL) na titulagdo em branco) 14 x fator
de correcdo da solucdo titulante / massa da amostra (g). N (g.kg™") = ((V-B).14. FC) /
M).

Anaélises estatisticas

Avaliagcbes para ajustes entre as freqléncias observadas e as esperadas,
para hipéteses sugeridas de segregacao na populacao F; e retrocruzamentos, foram
efetuadas pelo teste do qui-quadrado ()(2).

Os parametros genéticos foram estimados com base na média e variancia
dos parentais e geragodes (F+, F2, RCq (F1 x P4) e RC;, (F4 x P2), como descritos por
Mather e Jinks (1982). O efeito relativo dos genes devido a aditividade e dominancia
foi estimado utilizando a analise ponderada dos quadrados minimos das médias das
geragbes (Mather e Jinks, 1982). Todos os calculos foram realizados no programa
Genes (Cruz, 2006) utilizando as geragbes segregantes e ndo segregantes
disponiveis no procedimento biométrico. As correlagcdes simples de Pearson foram
calculadas no programa Genes (Cruz, 2006), usando os valores observados para
cada planta.

Estimativa adicional para o efetivo numero de genes ou fatores (n) foi
estimado utilizando a formula de generalizagao descrita por Land (1981). O efetivo
numero de fatores e o numero atual de fatores (n), em que pp € up, S80 a média das
duas linhas parentais contrastantes e 2 é a varidncia genética da populacao F,. Esta
estimativa assume que as linhas parentais tém alguma variacdo nas caracteristicas
e que nem todos os locos sdo homozigéticos. As quarto estimativas para o2 foram
obtidas com o%= of — o, o=of —[(1/20},)+ (1/40},) + (1/403)), 0% =
20%, — O}, — Ohc,, €02 = Ope, + 0ac, — [08, + (1/20%,) + (1/203,)]. Para estimar

0 numero minimo de locos e os parametros genéticos, os dados da MSPA, NN, MFN
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e NA foram transformados para log (x +1) para tornar a varidncia aditiva como

recomendado por Lande (1981).

Resultados

Hipotese de segregacdo nas geragbes F» e retrocruzamentos para eficiéncia
da FBN

Foram observadas 125 plantas de coloragdo normal ou eficientes para FBN
e 44 amarelas ou aclorofiladas no cruzamento IC-1 x BRS Marataoa, enquanto no
cruzamento IC-1 x BRS Pujante, 145 plantas foram consideradas eficientes e 23
amarelas na populagao F», resultando nas hipéteses de segregacgéo 3:1 e 13:3 nos
cruzamentos, respectivamente (Tabela 1). Nos retrocruzamentos RC, observou-se
eficiéncia em 55 plantas e ineficiéncia de 20 plantas para o cruzamento IC-1 x BRS
Marataoa e 56 plantas eficientes e 19 para ineficientes no cruzamento IC-1 x BRS
Pujante, indicando segregacdo 3:1 em ambos os cruzamentos (Tabela 1). Esses
resultados indicam que a segregagao adequada na populacéo F, € de 13:3 e nédo de
3:1, como sugerido apenas pela analise da populagdo F,, o que demonstra a
importancia do retrocruzamentos para correta interpretagao dos dados.

Anélises de média e varidncia dos parentais e geragées F, F,, RC¢ (F1 x P4)
e RC, (F1 x P3) para MSPA, NN, MFN e NA

Os valores médios e das variancias da MSPA, NN, MFN e NA mostraram
variabilidade genética, indicando que as linhas parentais utilizadas nos cruzamentos
(IC-1 x BRS Marataoa e IC-1 x BRS Pujante) contrastam nas caracteristicas
estudadas (Tabela 2). Diferengas significativas entre os genitores contrastantes € um
importante estimador que permite evidenciar diferentes efeitos genéticos e também
a direcao da acao génica (Cruz e Regazzi, 1997). As médias das geracgdes F4 e do
RC, foram préximas ou semelhantes ao parental eficiente para essas variaveis,
indicando a existéncia de genes maiores com efeito de dominéncia em diregdo a
maior eficiéncia da fixagdo de N,. Os valores médios das geragdes F, estdo entre as
médias das geragdes F e o parental eficiente. As médias dos RC, estdo entre a
populacao F4 e o parental ineficiente. As maiores variancias foram observadas nas
populagdes F, e RC4, devido a maior parte dos locos segregantes estarem

presentes nessas populagdes (Mather e Jinks, 1982).
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As variancias foram todas positivas (Tabela 3), exceto as variéncias de
dominancia que apresentaram valores proximos a zero ou negativas. Dessa forma,
as variagdes genotipicas na populagao F, foram atribuidas a efeitos aditivos, em
razao de valores de dominancia negativa iguais ou proximos de zero. Segundo
Khodambashi et al. (2012), variancias de dominancia negativa indicam a presenca
de alelos redutores envolvendo o fendtipo dominante. Variancia negativa de
dominancia ndo sao incomuns e ja foram relatadas em algumas leguminosas,
Glicine max L. (Godoi e Pinheiro, 2009) e Vigna radiata L. (Igbal et al., 2015). Sob
essas circunstancias (valores de dominancia negativas iguais ou préximos de zero),
as herdabilidades nos sentidos restrito e amplo assumirdo valores idénticos
(Barakat, 1996).

Nessas analises, as herdabilidades de sentido amplo e restrito foram
consideradas idénticas e variaram de 78% a 90% para MSPA, 58 a 78% para NN,
58% a 86% na MFN e 71% a 85% para NA, para os cruzamentos IC-1 x BRS
Pujante e IC-1 x BRS Marataoa, respectivamente (Tabela 3). Herdabilidade no
sentido restrito de baixa a moderada para os caracteres da eficiéncia da fixacdo de
N, em feijdo-caupi foram reportados por Miller et al., (1986). Estimativas de
herdabilidade de moderada a alta de 0,49 a 0,71 para eficiéncia de N, em soja foram

reportadas por Nicolas et al. (2002).

Plantas transgressivas, para maior eficiéncia na fixagdo de N, foram
observadas na populacdo F; dos cruzamentos IC-1 x BRS Marataoa e IC-1 x BRS
Pujante (Tabela 3). A segregacao transgressiva obtida desses cruzamentos € um
indicativo da presenca de genes complementares entre os genitores, com
possibilidade de ganhos genéticos mediante a selegdo de linhagens superiores com
maior potencial para fixagdo de N, na populagdo F, e possiveis ganhos indiretos
para aumento nutricional e da produtividade do feijao-caupi.

Nessas analises, para ambos os cruzamentos, foi observada a importancia
dos efeitos génicos aditivos, com coeficiente de determinacéo variando de 45% a
88,4% para todos os caracteres da FBN avaliados (Tabela 4). Isso indica que o
ganho com os ciclos de selegado devera ser satisfatério, uma vez que o componente
associado a expressao das caracteristicas avaliadas para FBN é de natureza aditiva

e de magnitude elevada. Nicolas et al. (2002) observaram variancias aditivas em

50



288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319

Seido,S.L. Estudos biométricos e de QTL associados a fixacao biolégica de nitrogénio em feijao-caupi

cruzamentos de cultivares brasileira de soja para alta e baixa eficiéncia da FBN. Em
contraste com o observado nesse trabalho, Hungria et al. (2004) relatam que
variancia de dominancia foi mais importante do que a variancia de aditividade para
cruzamentos de alta e baixa FBN em soja, envolvendo dialelos completos.

O numero total de genes de acordo com estimativas usando a generalizagdo
de Lande (1981) para os cruzamentos IC-1 x BRS Marataoa e IC-1 x BRS Pujante
foi de, aproximadamente, 1.0 gene ou fator, exceto para NA no cruzamento IC-1 x
BRS Marataod que apresentou valor aproximado de 2.0. As estimativas do numero
de genes, com e sem reamostragem bootstraping, foram de 2 a 3 para MSPA, de 3 e
7 para NN, de 2 e 4 para MFN e de 1 e 3 para N no cruzamento IC-1 x BRS
Marataoa. No cruzamento IC-1 x BRS Pujante o numero de genes para MSPA foi de
2 a 4, para NN foi de 4 a 32, para MFN foi de 3 a 46 e para NA foi de 3 a 6 (Tabela
5). Em conjunto, estes resultados sugerem que poucos genes ou regides gendmicas
estdo envolvidos no controle de caracteres da FBN em feijao-caupi, apesar no

intervalo de confianga elevado para NN e MFN no cruzamento IC-1 x BRS Pujante.

Foram obtidas correlagbes significativas (p<0.01) entre os caracteres
avaliados para os dois cruzamentos, exceto MFN x NN no cruzamento IC-1 x BRS
Marataoa (Tabela 6). O parametro MSPA apresentou correlagéo positiva significativa
com o NA (0,46 e 0,42) e MFN (0,58). O NA apresentou correlacdo positiva
significativa com a MFN (0,28 e 0,16). Correlagcées entre a MSPA x NA, e com as
determinacdes relacionadas a massa de nodulos, também foram observadas em
amendoim (Borges et al., 2007). O NN mostrou correlacéo negativa significativa de
baixa a moderada com o NA (-0,56 e -0,58) e MSPA (-0,36 e -0,26). As correlacbes
negativas podem ter ocorrido devido a presenca de ndédulos pouco funcionais do
parental IC-1, indicando que NN n&o foi um indicador valido para maior eficiéncia da
FBN para os cruzamentos realizados. Hansen et al. (1993) observaram em feijoeiro-
comum que a correlacdo entre a maior nodulacdo e o aumento na fixagao de N, nao

é linear.
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Discussao

O feijdo-caupi € cultivado no Semiarido brasileiro sem emprego de
tecnologias, como aplicagéo de fertilizantes nitrogenados, que tem contribuido para
a baixa produtividade na regido. Estimativas de parametros genéticos, como
apresentados no presente estudo, contribuirdo para o desenvolvimento de cultivares
com maior eficiéncia da FBN, possibilitando o aumento na produtividade da cultura,
sem grandes investimentos em insumos.

Os resultados para segregacdo de plantas eficientes (verdes) e néo
eficientes (amarelas) indicam que a eficiéncia é controlada por dois genes com efeito
epistatico dominante recessivo para fixagdo de N,. Dessa forma, os gendtipos de
plantas eficientes (verdes) seriam A_B_ e A bb, e as plantas ineficientes (amarelas)
seriam aaB_. A epistasia ocorreria no gendtipo recessivo duplo aabb, onde a
combinagao bb seria epistatica sobre aa, ao qual condicionaria plantas eficientes
(verdes). A segregacgao digénica encontrada nesse trabalho esta em desacordo com
os estudos realizados com a linha IC-1, realizados por Pemberton et al. (1990) e
Purdom e Trese (1995), os quais, sugerem que as interrupgdes no desenvolvimento
do nodulo (ineficiente fix-) sdo condicionadas por alelos recessivos de simples par
de genes.

A linha mutante IC-1 apresentou NN quase trés vezes maior e reduzida
quantidade de MSPA, MFN e NA, comparado com os genaotipos eficientes avaliados
nos dois cruzamentos (Tabela 2). A maior quantidade de nédulos pode ter promovido
um crescimento reduzido da parte aérea, devido ao alto custo energético estimado
de 12 a 17g C por grama de N para manutengéo dos nédulos (Crawford et al., 2000).
A formacgao de nédulos é realizada com base na disponibilidade de N para equilibrar
a necessidade de N com o custo de suportar a interagao simbioética (Ferguson et al.,
2010). Essa regulacao é determinada por um sistema chamado autorregulacao da
nodulagdo, em que nédulos precoces inibem o suprimento de nddulos posteriores
pela transducdo de sinais na parte aérea da planta (Penmetsa et al., 2003).
Linhagens mutantes com numero elevados de nodulos, acompanhadas por uma
incapacidade para regular o numero de nodulos, sdo relatadas para outras
leguminosas, como Phaseolus vulgaris L. (Hansen, 1993), Pisum sativa L. (Sagan et
al., 1994; Bourion et al., 2007), Medicago truncatula (Cabeza et al., 2014).
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Valores trangressivos foram encontrados em plantas na populagdo F,
indicando que linhagens 30% mais eficientes na FBN podem ser selecionadas,
melhorando a produtividade e a qualidade nutricional do feijdo-caupi. Segregacdes
transgressivas também foram encontradas em algumas linhagens de soja para os
caracteres da FBN (massa da parte aérea, numero de nédulos, massa de nédulos e
nitrogénio acumulado) (Jaiswal e Singh, 1990; Nicolas et al., 2002; Santos et al.,
2006). A segregacao transgressiva € sugerida com o resultado de contribuigdes de
genes complementares de ambos os genitores, e que podem ser explorados no
melhoramento de plantas quando os individuos superiores sao selecionados
(Ibrahim e Quick, 2001).

Os parametros genéticos estimados para FBN em feijao-caupi nesse
trabalho podem desempenhar um importante papel no melhoramento genético para
a obtengado de resultados semelhantes ao encontrado na soja, em que o cultivo no
Brasil quase que independe da adubagao nitrogenada mineral (Hungria et al., 2005;
Fagan et al.,, 2007). As estimativas de herdabilidade de sentido amplo e restrito
foram de moderada a alta para os dois cruzamentos, indicando a possibilidade de
obtencao de linhagens superioras para FBN.

Trabalhando com amendoim, Arrendell et al. (1985) relataram estimativas de
herdabilidade de sentido amplo de moderada a alta para o niumero de nddulos,
massa dos nodulos, atividade da nitrogenase e massa da parte aérea. Os
parametros utilizados como indicadores da FBN s&o considerados como uma
integracdo de diversas caracteristicas quantitativas e possuem herdabilidade
variando de baixa a moderadamente alta (Pereira et al., 1993; Nodari, 1993). A
herdabilidade no sentido amplo e restrito para a FBN €& consistente com a magnitude
dos componentes de variancia aditiva estimados. Apesar da sua importancia, nao
foram encontrados relatos sobre a herdabilidade da eficiencia da FBN em feijao-
caupi, dificultando comparagdes mais amplas.

A magnitude do efeito dos parentais e dos efeitos aditivos para os
parametros da fixacdo bioldgica de N, evidenciam a possibilidade de obtencéo de
materiais homozigéticos superiores para a FBN em feijao-caupi, pela aplicagdo de
métodos comumente empregados no melhoramento de plantas autbgamas, como a

selecdo por ‘pedigree’ ou descendéncia de uma unica vagem. Quando alelos
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aditivos sdo predominantes, a selecdo de individuos superiores € facilitada e
produzira uma descendéncia também superior.

Neste estudo, dois métodos foram utilizados para estimar o numero de
genes efetivos. As estimativas do numero de genes para os caracteres da FBN
(MSPA, NN, MFN, NA), obtidas pelo método de Mather e Jinks, variaram de 2a 9, e
de 1 a 2 genes para o método de Lande (Tabela 5). O menor numero de genes
baseado no método de Lande, provavelmente, ocorreu porque esse método € mais
conservador na estimativa do numero minimo de genes, pois considera a diferencga
entre os valores médios dos genitores.

O método de Malter e Jinks (1982) parece fornecer informagbes mais
precisas quanto a natureza poligénica dos caracteres da FBN estudados,
principalmente matéria seca da parte aérea, em virtude da segregacao transgressiva
observada na populacdo F,. Assumindo que os caracteres da FBN, principalmente
numero de nodulos (NN), matéria fresca de nédulos (MFN) e nitrogénio acumulado
(NA) estao associados com plantas eficientes (coloragdao verde) e nao eficientes
(coloracdo amarela), os estimadores de genes de Lande (1981) apresentaram um
cenario mais proximo da realidade biologica, pois as estimativas de um gene séo
proximas da hipotese de segregacao pelo qui-quadrado para eficiéncia simbidtica.
Como discutido por Santos et al. (2012) estimativas de genes por procedimentos
biométricos apresentam limitacdes nas estimativas do presente estudo favorecem os
estimadores de Lande (1981) em relagdo aos estimadores com base na média e
variancia dos parentais e geragdes (Mather e Jinks, 1982).

Estimativas do numero de genes que contribuem para a variagédo genética
de caracteres quantitativos sao fundamentais para a genética quantitativa, com o
objetivo final de aplicar a selegao assistida por marcador no desenvolvimento de
novas cultivares mais eficientes na fixacéo de Ny (Zeng, 1992).

A eficiéncia para a fixagdo de N, foi negativamente correlacionada com o
numero de nodulos, possivelmente devido aos altos custos de carbono induzidos
para maior formacgao de nédulos do parental IC-1. Desta forma, gendtipos para alta
fixacdo de N2 ndo podem ser obtidos com o aumento no numero de ndédulos para os
cruzamentos realizados. Plantas que produziram maior MFN demonstraram produzir

maior MSPA e, consequentemente, fixar mais Nj, confirmando observagbes
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realizadas em feijdo-caupi (Ankomah, 1995). Correlagbes positivas também para
massa de nodulos e N fixado ja foram relatadas em outras espécies de leguminosas
como o amendoim (Hafner et al., 1992), soja (Shiraiwa et al., 1994), e feijao-comum
(Araujo et al., 2007). Para Hungria e Bohrer (2000), quando predominam nddulos
maiores ha tendéncia de ter-se maior massa nodular e maior eficiéncia do N3 fixado,
bem como a matéria vegetativa.

A maior massa de nodulos observada nesse trabalho sugere a existéncia de
mecanismos especificos do hospedeiro responsaveis pelo aumento da MSPA e NA
nas plantas. Trabalho realizado por Campos et al. (1987), identificou algumas
nodulinas tardias especificas do hospedeiro em nédulos eficazes (Fix') em
comparagao com os ineficazes (Fix’), como leghemoglobina e uricase, 0 que podem
ter contribuido significativamente para maior eficiéncia na FBN no feijao-caupi. As
nodulinas desempenham um papel fundamental no estabelecimento da simbiose
com bactérias do grupo rizobio e, talvez os alelos dos genes nodulinas estejam
correlacionados com diferentes simbiontes rizobiais na otimizacdo das associagdes
simbidticas. Regides gendOmicas associado a nodulinas promoveu uma alta
diferenciacao entre subpopula¢gdes em trabalhos realizados por Mufioz- Amatriain
(2017).No entanto, mais estudos sobre a expressao desses genes sd0 necessarios
para a obtencdo de resultados mais rapidos e promissores na identificacdo No
entanto, mais estudos sobre a expressdo desses genes sdo necessarios para a
obtencao de resultados mais rapidos e promissores.

Os resultados mostram a possibilidade de desenvolvimento de gendtipos de
feijao-caupi mais eficientes para a FBN e indiretamente para a produtividade de
graos e nutricional (Alcantara et al., 2009). Os valores da herdabilidade, a presenca
de efeitos génicos aditivos, numero relativamente pequeno de genes obtidas indicam
que a maior eficiéncia pode ser alcancada com relativa facilidade pela aplicacéo de
métodos de melhoramento de plantas autégamas. Portanto, a FBN em feijao-caupi
pode ser melhorada a exemplo da soja brasileira, que teve seu programa de
melhoramento focado na capacidade da planta em fixar N;, e atualmente a
recomendacao é a utilizacido de inoculantes sem a suplementacdo de fertilizante
nitrogenado, gerando uma economia por ciclo de aproximadamente de 320 kg. ha™
de N (Hungria et al., 2001).
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665 Tabela 1. Teste de qui-quadrado (x°) para nimero de plantas eficientes (folha verde)
666 e ineficientes (folha amarela), nas geragdes obtidas a partir dod cruzamentos IC-1 x

667 BRS Marataod e IC-1 x BRS Pujante

Cruzamentos  Geracéo N° de plantas Hip6tese x>
Total Verde Amarela
P, 40 40 0 10 0 (100%)
IC-1 P, 43 0 43 0:1 0 (100%)
X Fi 54 54 0 1:0 0 (100%)
" ASETSA o F 169 125 44 31 0,09 (75,5%)
13:3 5,88 (1,5%)
RC, 75 75 0 10 0 (100%)
RC, 75 55 20 31 0,11(73,8%)
P, 40 40 0 1.0 0 (100%)
IC-1 P, 43 0 43 0:1 0 (100%)
X F 54 54 0 1:0 0 (100%)
PU?;QSTE 31 11,4 (0,07%)
F, 168 145 23 13:3 2,82 (9,29%)
RC, 76 76 0 10 0 (100%)
RC, 75 56 19 31 0,04(94,6%)
668  Valores entre parénteses indicam a probabilidade associada ao valor do x° tabelado, com 1 GL
669  (3,841).
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Tabela 2. Estimativas das médias e variancias para caracteres relacionados a FBN

em feijdo-caupi nos parentais e geracoes Fi, F2, RC; e RC;, para os cruzamentos IC-
1 x BRS Marataod e IC-1 x BRS Pujante

Cruzamentose n MSPA (g/planta) NN (planta) MFN (g/planta) NA (g.kg™)
geracdes

X o X o X o X o
BRS Marataod 40 3,53 0,32 53 209 063 0,04 18,0 9,70
IC-1 ineficiente 43 1,15 0,15 125 863 0,38 0,01 6,37 0,96
=1 54 3,43 0,39 74,2 527 0,54 0,02 16,7 10,3
F, 169 2,86 2,98 553 812 052 0,07 16,4 44,7
RC,; (FixBRS 75 3,49 1,14 56,4 358 0,63 0,05 18,0 9,04
Marataod)
RC, (F xIC-1) 75 2,86 2,77 73,0 741 060 0,03 154 23,9
BRS Pujante 40 3,55 0,75 74 318 0,54 0,01 16,8 9,53
IC-1 ineficiente 43 1,15 0,15 125 863 0,38 0,01 6,36 0,98
F1 54 3,39 0,77 60,8 384 050 0,02 155 13,5
F, 168 3,29 2,43 80,3 1.101 0,49 0,04 13,7 22,6
RC; (FL x BRS 75 3,44 0,78 71 530 0,54 0,04 16,7 10,6
Pujante)
RC, (FyxIC-1) 76 3,34 1,18 81,8 1.023 0,47 0,03 151 211

MSPA = matéria seca da parte aérea; NN = nimero de ndédulos; MFN = matéria fresca de nédulos;

NA= nitrogénio acumulado.
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Tabela 3. Variancias (Var), herdabilidades restrita/ampla (h?) e valores (Val) de
acordo com as médias e variancias de geracgfes, para dois cruzamentos IC-1 x BRS
Marataod e IC-1 x BRS Pujante em feijao-caupi. Dados transformados para log(x +1)
Parametro MSPA NN MFN NA MSPA NN MFN NA
(g/planta) (planta) (g/planta) (g.kg") (g/planta) (planta) (g/planta) (g.kg™)
IC-1 x BRS Marataoa IC-1 x BRS Pujante

Var fenotipica 0,047 0,042 0,005 0,034 0,337 0,034 0,004 0,022
Var ambiental 0,004 0,016 0,002 0,004 0,007 0,014 0,001 0,006
Var genotipica 0,043 0,026 0,003 0,029 0,026 0,020 0,002 0,016

Var aditiva 0,040 0,033 0,004 0046 0,046 0,012 0,001 0,021
Var dominancia 0,003 -0,007 -0,001 -0,016 -0,019 0,007 0,0 -0,005
h2t 90 78 86 85 78 58 58 71

Val maximos' 4,6 184 1,03 24,9 5,22 184 0,82 23,24

Val minimos’ 0,42 23 0,19 4,5 0,42 45 0,19 4,48
Val maximos de 6,63 141 1,31 34,4 7,09 184 1,01 30,5
Fo'
Val minimos de 0,37 14 0,05 4,48 0,39 20 0,04 4,5
Fal

MSPA = matéria seca da parte aérea; NN = nimero de nédulos; MFN = matéria fresca de nédulos;
NA= nitrogénio acumulado. "Dados originais, n3o transformados.
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Tabela 4. Fonte de variacdo (FV), quadrado médio (QM) e coeficiente de
determinacdo (R?) obtidos pela decomposicdo ndo ortogonal da soma de quadrados
de parametros pelo método de eliminacédo de Gauss para eficiéncia da fixacdo de N,
em dois cruzamentos de feijdo-caupi

MSPA (g/planta) NN (planta) MFN (g/planta) NA (g.kg™)
Fonte Quadr Coeficien Quadr Coeficien Quadr Coeficien Quadr Coeficien
de ado te de ado te de ado te de ado te de
variagc médio determin médio determin médio determin médio determin
40 acéo (R?) acéo (R?) acéo (R?) acéo (R?)
IC-1 x BRS Marataoa

m 0,04 1,45 109 3,67 0,000 1,03 5,01 6,18

a 2,82 84,8 2629 88,4 0,029 45,2 68,2 84,1

d 0,16 4.8 0,57 0,01 0,009 14,7 1,72 2,13

aa 0,07 1,96 59 1,99 0,005 8,98 0,05 0,06

ad 0,12 3,70 155 5,24 0,009 13,9 4,21 5.2

dd 0,10 3,23 19 0,64 0,01 16 1,81 2,24

IC-1 x BRS Pujante

m 0,15 4,06 535 26,1 0,006 32,2 0,84 1,13

a 2,86 76,7 1341 65,4 0,013 62,6 54,8 73,6

d 0,11 3,01 48,5 2,36 0,000 2,09 4,73 6,36

aa 0,00 0,20 8,92 0,45 0,000 0,61 2,07 2,78

ad 0,47 12,8 99,1 4,84 0,001 0,08 7,84 10,5

dd 0,11 3,16 15,7 0,76 0,000 2,27 4,07 5,47

MSPA = matéria seca da parte aérea; NN = nimero de ndédulos; MFN = matéria fresca de nédulos;
NA= nitrogénio acumulado.
m = média dos parentais; a = efeito aditivo; d = efeito dominante; aa, ad, dd = interagdes epistaticas.
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Tabela 5. Numero minimo de genes ou fatores baseados em diferentes estimadores
(n) de Lande (1981) e Mather e Jinks (1982) para caracteristicas relacionadas com a
fixacdo de N, em dois cruzamentos (IC-1 x BRS Marataoa e IC-1 x BRS Pujante)

Baseado em land (1981) Baseado em Mather e Jinks
(1982)

Cruzamento Variaveis nl n2 n3 n4 X Sem Com
bootstraping bootstraping

MSPA 0,50 0,49 0.28 195 0,85 1,7 1,7 (1,2:2,4)*

IC x BRS NN 0,49 0,35 0,72 0,23 0,44 3,5 3,7 (2,4:6,6)*
Marataoa

MFN 0,19 0,24 0,27 0,09 0,17 2,9 2,8 (1,9:3,8)*

NA 1,49 1,19 0,93 1,67 1,3 1,7 1,8 (1,2:2,8)*

MSPA 0,30 0,30 0,32 0,28 0,3 1,6 1,7 (1,2:4,1)*

IC x BRS NN 0,90 0,71 058 0,91 0,75 9,0 14 (3,4:32)*

Pujante
MFN 0,16 0,16 0,11 0,27 0,18 6,4 11 (2,8:46)*
NA 0,73 0,71 045 1,52 0,86 3,3 3,3(2,1:6,0)*

MSPA = matéria seca da parte aérea; NN = nimero de nédulos; MFN = matéria fresca de nédulos;
NA= nitrogénio acumulado. *Intervalo de confianga do bootstrapping, entre paréntese (5% de
probabilidade).
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Tabela 6. Coeficientes de correlacdo simples entre pares de caracteristicas
relacionados a fixagdo de N, para os cruzamentos IC-1 x BRS Marataod e IC-1 x
BRS Pujante

Cruzamento IC-1 x BRS Marataoa Cruzamento IC-1 x BRS Pujante
Variaveis MSPA NN MFN NA MSPA MSPA MFN NA
MSPA
NN -0,36** -0,26**
MFN 0,58** -0,07" 0,58**  0,15**
NA 0,46** -0,56**  0,28** 0,42* -0,53** 0,16**

MSPA = matéria seca da parte aérea; NN = nimero de nédulos; MFN = matéria fresca de nédulos;
NA= nitrogénio acumulado. ** significativo a 1% pelo teste ‘1.
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CAPITULO llI

Mapa de ligacbes genéticas e mapeamento da eficiéncia da
fixacao de nitrogénio em feijao-caupi

Artigo a ser submetido a revista
Crop Breeding and Applied
Biotechnology (ISSN 1518-7853)
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Mapa de ligacOes genéticas e mapeamento da eficiéncia da fixagdo bioldgica
de nitrogénio em feijao-caupi

Resumo

Fixacao biologica de nitrogénio € uma importante ferramenta para a sustentabilidade
do feijao-caupi, podendo beneficiar tanto a relagdo simbidtica entre leguminosas e
bactérias, bem como o crescimento e a produtividade de outras plantas em
consorcio ou em cultivos seguintes. Os objetivos do presente estudo foram construir
mapa genético do feijao-caupi para os 11 grupos de ligacdo na populagao F, do
cruzamento IC-1 x BRS Marataoa, com base em marcadores SNPs, mapear o gene
cpi, tendo como referéncia adicional a introgressdo com mapa consenso da especie,
de forma a identificar marcadores para a selecao assistida para o desenvolvimento
de cultivares mais eficientes para a fixacdo biolégica de nitrogenio (FBN). Foram
genotipados os parentais e 89 plantas F, com 46.300 marcadores de polimorfismo
de base unica (SNP), dos quais 910 marcadores polimorficos foram utilizados para
construgdo do mapa. Os resultados revelaram 11 grupos de ligagdo, com média de
82 marcadores por cromossomo e distancia meédia de 1,26 cM entre marcadores. A
andlise de recombinacdo dos marcadores SNPs indicou que os marcadores
2 12850 e 2 24723, localizados no grupo de ligacdo 11, flanquearam o gene cpi
com 6,7 cM e 5,64 cM de distancia. A introgressao do grupo de ligagédo 11 com mapa
de referéncia do feijao-caupi revelou distancia reduzidas de zero a 0,6 cM para
esses marcadores, indicando a firme associagdo com o gene cpi. O mapa construido

e o mapeamento do cpi fornecem informagdes basicas que podem auxiliar no
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melhoramento genético de plantas mais eficientes na FBN em feijdo-caupi, por meio

da selecao assistida por marcadores.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, SNPs, FBN.
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Developmento of linkage map and mapping of the biological fixation of
nitrogen in cowpea

Abstract

Biological fixation of nitrogen is an important tool for the sustainability of cowpea,
which can benefit both the symbiotic relationship between legumes and bacteria, as
well as, the growth and productivity of other plants in consortium or in subsequent
crops. The objectives of the present study were to construct genetic map of cowpea
for the 11 linkage groups in the F, population of the IC-1 x BRS Marataoda, based on
SNPs markers, to map the cpi gene, with additional reference to introgression with
map Species consensus, in order to identify markers for assisted selection for the
development of more efficient cultivars for biological nitrogen fixation (BNF). Parental
and 89 F, plants were genotyped with 46,300 single nucleotide polymorphism (SNP)
markers, of which 910 polymorphic markers were used to construct map. The results
revealed 11 linkage groups, with a mean of 82 markers per chromosome and a mean
distance of 1.26 cM between markers. The recombination analysis of the SNPs
markers indicated that markers 2_12850 and 2_ 24243, located in linkage group 11,
flanked the cpi gene with 6.7 cM and 5.64 cM distance. The introgression of linkage
group 11 with cowpea reference map revealed reduced distance from zero to 0.6 cM
for these markers, indicating close association with the cpi gene. The constructed
map and the cpi mapping provide basic information that can help in the genetic
improvement of more efficient FBN cowpea plants, through the marker assisted

selection.

Key words: Vigna unguiculata, SNPs, FBN.
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Introducéao

O feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) € uma espécie diploide (2n = 2x =
22), autdgama, com tamanho do genoma estimado em 620 Mb (Arumuganathan e
Earle, 1991). Essa leguminosa possui a habilidade de fixar nitrogénio devido a uma
relacdo simbidtica que mantém com bactérias do grupo rizébio (Leite et al., 2009).
Esta caracteristica, economicamente importante para o feijdo-caupi, fornece
nitrogénio e a acumulacdo de minerais pela associacao simbibtica com bactérias
fixadoras de nitrogénio atmosférico, dependendo das interacbes do macro e
microsimbionte e das condicBes ambientais (Mohammadi et al., 2012; Belane et al.,
2014). Embora ambas as partes da associacdo estejam sugeitas a variacao
genética, poucas informacfes estdo disponiveis no aspecto da planta hospedeira
(Bladergroen e Spaink, 1998; Shamseldin, 2013).

As interacdes iniciais para a formacdo do nddulo tém obtido grandes avancos
devido a identificacdo de plantas ndo nodulantes (Nod’) na presenca de bactérias
fixadoras de nitrogénio. A ndo nodulacédo é controlada pela planta hospedeira, pela
liberacdo de compostos fendélicos incompativeis com a regido promotora (nod boxes)
da bactéria, responsaveis pela inducdo da transcricdo de genes bacterianos
essenciais a nodulagcédo, (nod, nol e noe) (Geurts, Fedorova e Bisseling, 2005;
Madsen et a., 2010; Okazaki et al., 2016). Plantas nao-nodulantes tém sido
observadas em varias espécies de leguminosas e sédo geralmente determinadas por
alelos recessivos (Nigan et al., 1982; Vest e Caldwell, 1972; Ceccatto et al., 1988;
Novak, 2003).

A ineficiéncia na fixacao de nitrogénio (Fix’), apos a nodulacédo, tem sido relatada

em varias leguminosas e demostra que essa caracteristica pode ser controlada por
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alelos dominantes (Vest, 1970; Markwei e Larue, 1992) e recessivos (Pedalino et al.,
1993; Park e Buttery, 1994; Sagan, Huguet e Duc, 1994.). Em feijdo-caupi, 0s
estudos iniciais com mutante ineficiente IC-1 foram realizados por Pemberton, Smith
e Miller (1990) e Purdom e Trese (1995). Esse mutante IC-1 apresenta nédulos
brancos, pequenos e tamanho reduzido da parte aérea, quando comparado com
plantas com simbiose efetiva. O gene que confere a ineficiéncia foi denominado de
cpi, ndo tendo sido encontrado na literatura estudos do mapeamento desse gene
gue possibilitem a sele¢céo assistida por marcadores moleculares (SAM).

Limitacbes dos mapas de ligacdes genéticas do feijao-caupi, como pouca
densidade e existéncia de grandes espacos entre marcadores (Ouédraogo et al.,
2002, Muchero et al., 2009; Agbicodo et al., 2010; Lucas et al., 2011; Adetumbi et
al.,, 2016), foram superados pelo mapa consenso disponibilizado por Mufioz-
Amatriain et al. (2017), que apresenta 37.372 SNPs e cobertura total de 873,11 cM,
com média de 0,26 cM entre marcadores. Esse mapa consenso oferece
oportunidade Unica para introgressdo de grupos de ligacdo genéticas de baixa
densidade, mapeamento e desenvolvimento de marcadores para SAM.

Os objetivos do presente estudo foram construir mapa genético do feijao-caupi
para os 11 grupos de ligacdo na populacao F, do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa,
com base em marcadores SNPs, mapear o gene cpi, tendo como referéncia
adicional a introgressdo com mapa consenso da especie, de forma a identificar
marcadores para a selecdo assistida para o desenvolvimento de cultivares mais

eficientes para a fixagéo biologica de nitrogenio (FBN).
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Material e métodos
Material vegetal

Uma populacdo da F,, derivada do cruzamento entre plantas com ineficiéncia
para fixacdo de nitrogénio (fix) IC-1, e uma variedade comercial eficiente na fixacao
de nitrogénio (fix"), BRS Marataod. Uma Unica planta F; foi auto-polinizada para
produzir 169 individuos F,. Todas os cruzamentos e as populagcdes obtidas P4, P,, F;
e F, foram cultivados em ambiente protegido com sombrite 70% na Embrapa
Semiarido, Petrolina, Brasil.

Todas as plantas cresceram em vasos plasticos contendo 3L de solo ndo estéril,
sendo a colonizacéo rizobiana das plantas garantida com inoculacdo de um mix de
estirpes de bactérias BR 3267, BR 3262 e BR 3299 recomendadas para feijao-caupi.
As bactérias foram cultivadas em meio liquido YM (Vincent, 1970). No plantio e cinco
dias apdés a emergéncia, as plantulas foram inoculadas com 1 mL de indculo,
ajustado para 10° cel/mL. As estirpes de rizébio foram cedidas pela Embrapa
Agrobiologia, Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil. A identificacdo visual das plantas
eficiéncia para a FBN (plantas com folhas verdes) e ineficiéncia (plantas com folhas
amarelas) na populacao F; foi realizada 40 dias apds a emergéncia.

Genotipagem

O DNA foi extraido de folhas jovens e sadias de repeticdbes dos parentais e
individuais de plantas F, usando o protocolo CTAB modificado (Doyle e Doyle,
1990). O DNA extraido foi analisado em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000
UV-Vis) para estimar tanto a qualidade como a concentracdo do DNA. O DNA foi

diluido para a concentragao de 50 ng/pL em agua estéril e armazenada a -20°C para
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a realizacao das analises. 90 plantas F, do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa foram
selecionadas para genotipagem.

Para a genotipagem foi utilizada a matriz iSelect do feijdo-caupi (WG-401-1002;
lllumina, Inc). A genotipagem foi realizada em um leitor de chip iISCAN no Centro
de GenOmica de Saude Publica da Faculdade de Medicina da Universidade de
Virginia, Estados Unidos. Os SNPs foram identificados e filtrados em GenomeStudio
2.0 (lllumina, Inc.) com base nas orientacbes descritas nas notas técnicas de
genotipagem do lllumina

(http://www..illumina.com/documents/products/technotes/technote infinium genotypin

g_data _analysis.pdf) e um arquivo de agrupamento do feijdo-caupi previamento

desenvolvido (Mufioz-Amatriain et al.,, 2017). Os dados dos gendétipos foram
exportados do GenomeStudio para uma filtragem adicional com base nos parentais
e na segregacao F;,

Foram eliminados os marcadores SNPs que apresentaram diferentes
classificacdes genotipicas entre as repeticbes de um dos parentais, bem como o0s
SNPs monomorficos entre os parentais. SNPs que apresentaram falhas de reacdes
superioras a 10% foram também eliminados da genotipagem da populacao F,. Uma
planta F, foi excluida da analise devido ao grande numero de falhas nas reacdes
SNPs. O teste de qui-quadrado foi realizado para identificar e remover marcadores
com distorcao de segregacao mendeliana na populacao F, superior a a = 0,01.
Desenvolvimento do mapa de ligagéo

Os dados dos marcadores SNPs polimérficos foram utilizados para construir o
mapa de ligacdo utilizando o software IciMapping QTL versdao 4.1

(http://www.isbreeding.net/). Dados da eficiéncia (plantas cloroticas) e néo eficiéncia
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(plantas néo cloréticas) foram convertidos em AH e B, respectivamente, para
inclusdo nas analises de mapeamento.

Os SNPs redundantes foram removidos da analise com o comando 'Binning' do
programa. A ordem no mapa para cada individuo foi inspecionada para a formacao
dos grupos de ligagdo com o comando 'Grouping’, com LOD de 5,0. O algoritmo de
ordenacé&o nnTwoOpt (o vizinho mais préximo) foi usado para calcular as distancias
nos grupos de ligacdo. O critério de ondulacdo SAD (soma de distancias
adjacentes), utilizando oito marcadores, foi aplicado usando a funcédo ‘Rippling’. Os
valores obtidos para as frequéncias de recombinacdo foram convertidos em
distancia de mapa genético (centimorgans) usando a funcédo de Kosambi (1943). O
namero e a orientacdo do grupo de ligacdo foram atribuidos com base no mapa
consenso de feijao-caupi de 2017 (http://harvest.ucr.edu/).

A introgressao do grupo de ligacdo 11 com o mapa consenso do feijao-caupi
(Mufioz-Amatriain et al., 2017), foi utilizado para saturacdo da regido contendo o
gene cpi. A introgressao foi realizada no software IciMapping QTL, usando a funcgéo
consensus map construction. O algoritmo de ordenacdo nnTwoOpt (0 vizinho mais
proximo) foi usado para calcular as distancias no grupo de ligacées 11. O critério de
ondulacdo SAD (soma de distancias adjacentes), utilizando oito marcadores, foi

aplicado usando a fungéo ‘Rippling’.

Resultados e discusséo
A indentificagdo visual das folhas acrolorificalas nas plantas ineficientes na
populacdo F, IC-1 x BRS Marataod, co-segregaram para nodulos brancos e

pequenos, como descrito por Permberton, Smith e Miller (1990). A classificacao
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visual de plantas eficientes e ineficientes resultou na identificacdo de 125 plantas
clorofiladas e 44 plantas aclorofiladas. Os dados obtidos foram submetidos ao teste
de qui-quadrado ¥?, indicando segregacdo ndo mendeliana de 3:1, com dominancia
para o alelo que confere maior eficiéncia da FBN (Tabela 1). A segregacao
monogénica recessiva para a ineficiencia da FBN na linha IC-1 foi anterioremente

reportada por Pembeton et al. (1990).

Mapa de ligacao e identificacdo dos marcadores SNPs ligados ao gene cpi

Para a genotipagem de 90 plantas F», resultante do cruzamento entre IC-1 x BRS
Marataod, foram testados 46.300 marcadores SNPs. Apds a eliminacdo dos
marcadores monomorficos, com diferentes classificacfes genotipicas nas repeticdes
dos genitores ou com perdas de informacdes superior a 10%, formam selecionados
7112 marcadores polimorficos na populacdo. Em seguida, foram descartados os
marcadores em posicdes repetitivas. O mapa de ligacdes foi construido com 910
marcadores SNPs, distribuidos em 11 grupos de ligacdo com LOD score variando de
4 a9 (Tabela 2).

Os 910 marcadores SNPs polimérficos detectados nesse estudo cobriram
1140,12 cM, com média de 82 marcadores para cada grupo de ligacdo genética e
distancia média de 1,26 cM entre marcadores, apresentando alta saturacéo,
comparando com alguns mapas disponiveis para o feijdo-caupi. O maior e menor
comprimento foram observados para os grupos de ligacdo 3 e 10, respectivamente
(Tabela 2). O maior intervalo sem a presenca de marcador de 29,75 cM, foi
observado no grupo de ligacédo 4 e o menor de 5,19 cM, foi observado no grupo de

ligacdo 2 e 6 (Tabela 1).
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O gene cpi foi mapeado para intervalo de regido de 12,32 cM, sendo flanqueado
pelos locos SNP 212850, a 6,7 cM, e pelo marcador 2_24723, a 5,64 cM, no grupo
de ligacédo 11 construido para populacéo F, de IC-1 xBRS Marataoa (Figura 3).

Em feijdo-caupi os estudos de mapas de ligacbes genéticas com marcadores
moleculares sdo recentes. Menéndez, Hall e Gepts (1997) construiram o primeiro
mapa genético para essa espécie, associando os marcadores com pragas, doencas
e caracteristicas morfologicas, a partir de um cruzamento intraespecifico. Menéndez,
Hall e Gepts (1997) utilizaram 133 marcadores RAPD, 19 RFLP e 25 AFLP para
identificacdo de 12 grupos de ligacdo abrangendo 972 cM, com distancia média de
6,4 cM entre marcadores, com grupos de ligacdo variando de 3 a 257 cM de
comprimento. Ouédraogo et al. (2002), utilizando a populacdo de mapeamento
empregada por Menéndez, Hall e Gepts (1997), RIL Fq, construiram mapa de ligacéo
com 11 grupos de ligacdo com 441 marcadores AFLP, RFLP e RAPD, abrangendo
um total de 2.670 cM, com distancia média de 6,43 cM entre os marcadores.
Ouédraogo et al. (2002) também associaram varias caracteristicas de resisténcia a
viroses, doencas e as racas 1 e 3 de Striga gesnerioides.

O mapeamento de ligacdo no feijao-caupi progrediu com a tecnologia de
polimorfismo de nucleotideo Unico-SNP da Illlumina GoldenGate. Essa plataforma foi
desenvolvida e implementada para mapear 928 SNPs derivados de sequéncia
expressada (EST) de feijao-caupi (Muchero et al., 2009). Esses 928 SNPs foram
incorporados em mapa genético consenso, abrangendo 680 cM com 11 grupos de
ligagdo e uma distdncia meédia entre marcador de 0,73 cM. Adicionalmente,

(Muchero et al., 2009) mostraram a proximidade evolutiva entre o feijao-caupi e a
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soja e identificaram regides para estudos da gendmica funcional com base em
sintenia em leguminosas.

Agbicodo et al. (2010) construiram um mapa de ligacdo genética de feijao-caupi
com 113 linhas recombinantes, com 282 marcadores SNP, selecionados da matriz
de genotipagem de 1536 SNPs, utilizando o mapa consenso do feijdo-caupi
(Muchero et al., 2009). O mapa de Agbicodo et al. (2010) consistiu de 11 grupos de
ligacdo, tamanho total de 633 cM e distancia média entre marcadores de 2,24 cM.
Adicionalmente, os citados autores associaram a resisténcia a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. Vignicola (Xav). Lucas et al. (2011) construiram mapa
consenso para o feijdo-caupi, formado com 1107 marcadores SNPs alocados nos 11
grupos de ligacéo, cobrindo 680 cM do genoma, e distancia de 0,62 cM. Os mapas
consensos de 2009, 2010 e 2011 séo baseados inteiramente em SNPs derivados de
EST e todas as populacdes foram genotipadas para os mesmos 1536 locos.

Alguns dos mapas disponiveis para o feijao-caupi foram compostos de varios
tipos de marcadores e varias populacdes (Menéndez, Hall e Gepts, 1997;
Ouédraogo et al. 2002). Para aumentar o numero de marcadores no genoma de
feijdo-caupi, mapas consenso foram computados, mas os mapas podem ter faltado
na precisdo da ordem dos marcadores (Gaur et al., 2012). Assim, o mapa de ligagao
desse estudo pode ser considerado de boa precisdo em relagdo a ordem dos
marcadores, uma vez que os marcadores foram distribuidos nos grupos de ligacédo
com base em frequéncias de recombinacdo. As distancias genéticas entre

marcadores, bem como a ordem genética e a posicdo dos SNPs sdo consistentes.
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Introgressao de mapas

Para a introgressao de marcadores mais proximos a regido do gene cpi, foram
utilizados 3027 marcadores SNPs do grupo de ligacbes 11, disponivel no mapa
consenso do feijao-caupi (Mufioz-Amatriain et al., 2017). A introgressdo de mapas
no cromossomo 11 resultou em distancia reduzida, sendo inexistente para o loco
SNP 2 12850 e de 0,56 cM para o loco SNP 2_54459, nao incluido na analise da
populacdo F, do presente estudo. O loco SNP 2 24723, antes posicionado a 19,2
cM, com a introgressdo dos mapas foi posicionado a 10 cM no mapa de ligacao.

O Mapeamento de caracteres de heranca simples em feijdo-caupi foi relatado por
Rodrigues et al., (2012), que identificaram trés marcadores AFLP ligados ao gene de
resisténcia ao virus do mosaico dourado, com 2 marcadores flanqueando o referido
gene. Pottorff et al. (2012) mapearam locus de resisténcia da raca 3 de Fusarium
oxysporum (Fot3-1) para uma regido de 1,2 cM e identificaram o marcador SNP
1 1107 em co-segregacao com Fot3-1 em feijdo-caupi. Estes estudos mostram que
genes candidatos podem ser identificados para tragcos agronémicos de heranca.

No presente estudo foi identificada de forma pioneira, a regido gendmica
relacionada a plantas eficientes e ineficientes na fixagdo de nitrogénio com base no
NA, estando os marcadores 212850 e 2 24723, localizados a 6,7 cM e 5,64 cM de
distancia, respectivamente, flanqueando o gene cpi. A introgressdo com o mapa
consenso de feijdo-caupi reduziu as distancia para o gene cpi, possivelmente pela
ampla cobertura proporcionada, reduzindo as limitacdes da analise conjunta de
marcador dominante (cpi), com o marcador codominante (SNP). No cenéario
proporcionado pela introgressdo do grupo de ligacdo 11, as distancias dos SNPs

flanqueando o gene cpi foram reduzidas para zero ou 0,6 cM, indicando tratar-se de
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regido cromossémica firmemente associada com o gene da ineficiéncia da fixacao
do nitrogénio em feijao-caupi.

Apesar de haver mapas genéticos disponiveis para o feijdo-caupi, henhum
marcador ligado ao gene da ineficiéncia da FBN foi identificado, tornando este mapa
de ligagcdes o primeiro em uma populagdo de V. unguiculata segregando para
caracteristica da fixacdo de N,. Os marcadores 2_12850 / 2_24723, identificados no
presente estudo, despontam como forte candidato para uso em selecéo assistida por
marcadores moleculares, dada a sua maior proximidade com o gene cpi, da

eficiéncia a fixacao de nitrogénio em feijao-caupi.
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Tabela 1. Grupos de ligacdo genéticas com 910 marcadores SNPs na populacao F»
do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa

Grupo de ligacao Numero de Comprimento Distancia Maior
marcadores (cM) Média (cM) espaco

SNP (cM)

1 94 136,74 1,45 11,00

2 115 124,83 1,08 5,19

3 153 162,57 1,06 5,80
4 67 124,13 1,85 29,75
5 59 76,55 1,29 16,79

6 93 69,81 0,75 5,19

7 34 67,08 1,97 19,20

8 63 104,42 1,65 7,64
9 66 81,23 1,23 20,00

10 61 62,44 1,02 6,45

11 105 130,32 1,24 8,89
Total 910 1140,12 1,26 12,35
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Figura 1. Painel A: folhas de plantas n&o eficientes (amareladas) para N, (esquerda)
e folhas de plantas eficientes (verdes) para fixacdo de N (direita); Painel B: nédulos
de plantas eficientes (esquerda) e nddulos de plantas ineficientes (direita) para
fixacao de N..

90



480
481

482

Seido,S.L. Estudos biométricos e de QTL associados a fixacao biolégica de nitrogénio em feijao-caupi

NNACDUNNYNOUNNS2A2200
AaNan0OLUNOONODOSUD
QOLONOUNUNONDEROWAD

b
a0

OOONUUSNOnNNA

daddaadaadadaa
VWWWNNNNadddaa
Naapbhyaahih
hAunadsddhaios

NNGROOUSOWOhSNNCOSbnak

HOaNNNSO0000800Ra00adand
n

1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
1
1
2
2
2
2
2
2
2
1
2
2
2
2
2
2
2

Chr_2

0.00 1_1202
1.70 2 19243
3.08 2_17051
7.a2 1_0s549
1027 2_26151
10.83 2 50954
13.11 1_o728
16.54 1_o987
16.54 2_ 55533
4741 2 04339
17 .67 1_0221
18.24 2_o9122
18.20 2_ 33431
19.93 2 33173
20.a9 2_ao0010
40.49 2_06990
41.05 2_21959
4275 2 02695
43.32 2_ 23599
43.28 4 2_17s508
aa.as4 2_a6255
44.45 4 1_025

as5.014 2_ 34091
45584 2_ 31138
54.47 4 2_a1056
55.60 4 2_22417
56.16 4 2_ 382174
56.16 2_A0542
56.75 4 2"aaz16
56.75 1 2_a5301
56.75 4 2_s0414
56.75 4 2_ 04626
57.31 2_05314
57.87 2_05966
57.87 2" asazs
58.49 2_ 33312
59.62 2_a14z0
60.18 2 23573
60.74 2_41155
61.87 2_aavsa
62.43 2_ 54787
63.00 2 12708
63.56 2_ 02766
64.12 2_09146
65.25 2_ 01373
65.25 2 09167
65.84 2 32523
65.24 1_1255
66.40 2_03701
66.96 2_1aa1A
68.09 2_11476
68.66 2_a1192
68.66 2"avaa9
62.66 2_ 00275
69.79 2 00545
7092 2_00Z248
72.63 1_094as
¥3.19 2_10681
7a.29 2_ 44198
76.02 2_ 03292
¥7.A5 2_oBE42
79.54 253943
79.54 2_30315
79.54 2_01707
20.10 2_3ara7
81.23 2_1a178

Cchr_3
000 2_02743
1.23 2_32408
1.23 2_00846
2.36 2_2Z000
236 2_ 54912
204 2_28690
204 1_0539
407 2 03385
577 2_07460
6.90 2_o6852
7.46 1_0199
a7 2_ 09757
10.30 2_48650
1258 2_03003
1314 1_0079
13.70 2_oz2085
14.83 1_0656
15.40 2_s539004
15.40 2 0z8z2
1597 2_02141
1597 2_00570
16.54 211534
17.10 2_04693
17.66 2_02566
18.23 2_45035
18.79 2_14107
1292 236993
19892 2_ 29407
20.49 1_0102
21.06 2_23052
21.06 2_s51989
21.65 2_00413
21.85 2_04010
2165 201348
2221 1_0681
2334 2_ 21975
24.47 2_03803
25.60 2_04316
25.60 2_24692
26.17 2_07903
27 .88 2_0=BT22
2844 2 15922
3072 2_ 01759
31.87 2_06529
31.87 2_28780
31.87 1_0093
33.01 2_04927
33.57 2_32598
3413 2 25101
3528 236439
35.28 2_os3sos
36.98 2_os5841
39.26 2_07356
s9.82 2_ooasg
A40.95 2_00533
4152 2_05101
4265 2_00656
42.65 2 52892
43.23 2_13037
44.36 2_09575
4493 2_o01927
aA5.49 2_00535
45.49 2_408568
46.06 1_0491
46.62 203926
47.19 1_os12
47.19 2_a2541
ar.7e 2_23118
ag.az 2_00432
4948 2 32723
50.61 2_44975
51.7. 2 54847
52.87 223649
53.44 2_07130
54.00 2_a46347
52.04 2_S55T7T7T
61.48 2 16981
5206 2_ 54264
6322 2_o77=22
6378 2_15070
64.35 2_ 00024
64.91 2_06743
65.47 2_14262
56.60 2_01306
6747 2_02579
6773 2_oooz5
6773 2_47369
67.73 2_ 53583
70.70 1_1087
7¥1.835 2_0o412
7766 2 21213
8426 255314
8426 2 54170
8426 2_aa7as
84.26 2_oos26
84.83 2_26365
2a.8 2_0079
8885 2_ 03554
8885 2_25021
92.41 2 24042
9297 1_n9sa
92.97 2_42765
93.55 2_o03181
24.11 1_016
0468 2_ 05401
9524 2_02786
96.96 2_az241
o810 2_ 04363
102.81 2_agas2
102.81 2_s3084
102.81 2_a0601
10281 1-0968
10337 2_07250
10450 1_0740
105.06 2 32545
105.62 2_17765
113.81 2_ooos7e
118.41 2_06036
119.54 2_23730
12067 2_09441
12123 2_ 03387
12123 2 39775
127.a8 2_oooog
129.75 1_0465
130.31 1_1240
130.31 2_32071
130.288 2_0z2209
13204 2_ 05265
132.04 2 31639
132.04 2_01215
133.74 2_oo0109
133.74 2_o02972
134.32 1_1056
134.32 2_0G928
13432 238833
13432 2 10700
134.89 2_03019
135.46 2_15004
136.02 2_10631
137.15 2_15010
137.72 1_1512
139.99 2 12421
14056 2 02616
146.39 1_1206
147.53 2_01672
148.09 2_01430
150.95 2_01849
150.95 2_1133a
15152 2_0&389
152 .08 2_00134
157.95 2"o1998
158.52 2_01999
162.57 2_o0s162

0.00
0.00
0.56
117
147
2.30
4.57
6.27

higlitah o Sinin

NNBhlas

b
WWOWSASABNEROWAOENSbS

aain

2_aagas

Chr_§

0.00 2_54903
6.45 2_oovis

.01 2_01119
1662 2_00305
1718 2 27897
1831 2_ 50416
1887 2 28521
35.66 2_02316
36.22 2_06287
3738 2_ag895
3738 2_03406
37.94 1_pas2
3964 2 26560
a0.22 2_Aa4771
a0.22 2_00476
4182 2_10658
4305 2_oo895
43.05 4 2_40030
a4 7T 4 2_03698
45 90 4 2_27511
46.46 4 2_43090
4816 4 2_40079
as.72 4 2_a2191
49.29 4 2_33364
49.85 4 2_39526
5041 4 2_30558
5212 4 2 35752
53.25 2_23886
54.95 2_07997
54.95 4 2 41296
55.55 4 2 41487
55.55 4 Z_A4195
5555 1_0030
5725 1_0800
57.25 2 27571
57.24 2_og48s
52 97 2_03244
5953 2_20382
60.66 2 04164
61.79 2_01629
61.79 2 25146
61.79 2_04a214a
61.79 2 25077
6179 1- 0578
63.49 1_1253
64.05 1_1095
6206 2_05582
6919 2_oooas
6976 2_26903
6976 2_ 32803
69.76 1_1322
71.46 1_0924
T2.02 2_01334a
7372 2_19541
7485 2”11138
75.42 2" 04393
75.98 2_01036
7s5.98 2_43767
765 2”13870

Figura 2. Grupos de ligagdo (Chr_) 1, 2, 3, 4 e 5 contruidos com marcadores SNPs e
gene cpi em populagédo F, do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa.
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Figura 3. Grupos de ligagéo (Chr_) 6, 7, 8, 9, 10 e 11contruidos com marcadores
SNPs e gene cpi em populagdo F, do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa.
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Figura 4. Posicionamento do gene cpi no grupo 11 do mapa de ligacbes consenso

para feijao-caupi.
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CAPITULO IV

Mapeamento de QTL da nodulacdo ineficiente associados a
eficiéncia da fixacao de nitrogénio em feijao-caupi.
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Mapeamento de QTL da nodulacdo ineficiente associados a
eficiéncia da fixacao de nitrogénio em feijao-caupi.

Sirando Lima Seido*, Carlos Antonio Fernandes Santos, , Michael Paul Timko.

S.L. Seido, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de
Medeiros, s/n, Dois Irmaos- CEP: 52171-900- Recife/PE. C.A.F. Santos, and M.P.
Timko, Department of Biology, University of Virginia, Charlottesville, VA 22904 USA.

* Autor correspondente (siroseido@hotmail.com)

Resumo

Apesar da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) ser um processo chave e de
importancia econdmica e social em leguminosas, os estudos com loci de variacéo
quantitativa (QTL) para fixacdo de N, sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi
estimar QTL associados a quatro caracteres relacionados com a FBN em populacéo
F, resultante do cruzamento de linha ineficiente, IC-1, com duas linhas eficientes,
BRS Marataod e BRS Pujante, para apoiar o desenvolvimento de cultivares de
feijdo-caupi com maior eficiéncia para FBN. Populacdo de 89 plantas F, de IC-1 x
BRS Marataod foi genotipada com 7212 marcadores SNPs. O método de
mapeamento de intervalo composto inclusivo (ICIM) foi adotado para estimar QTLsS
para massa seca da parte aérea (MSPA), numero de nddulos (NN), matéria fresca
de nddulos (MFN) e nitrogénio acumulado (NA). Um Unico QTL para MSPA, NN, e
NA foi identificado com grande efeito explicando 43,4%, 48,2% e 51,24% da
variacao total. Cinco marcadores SNPs, em um dos lados dos QTL, foram validados
na populacdo F,, IC-1 x BRS Pujante, com a tecnologia tetra-primer ARMS-PCR,
com sucesso de 96% nas plantas genotipadas. Esses marcadores tém grande
potencial para a selecdo assistida para o desenvolvimento de novas cultivares
eficientes para fixacdo de N,, bem como oferecem oportunidade para o estudo
evolutivo da FBN e a saturacdo da regido alvo para clonagem de genes envolvidos
na FBN.

Palavra-Chave: QTL, Fixag&o de nitrogénio, SAM
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QTL mapping related to efficiency of biological fixation of nitrogen
in cowpea.

Abstract

Although biological fixation of nitrogen (BNF) is a key process of economic and social
important in legumes, studies with quantitative variation loci (QTL) for N, fixation are
scarce. The objective of this work was to estimate QTL associated with four FBN-
related traits in F, population resulting from the inefficient line, IC-1, with two efficient
cultivars, BRS Marataod and BRS Pujante, to support the development of cowpea
cultivars with greater FBN efficiency. Population of 89 F, plants of IC-1 x BRS
Marataod was genotyped with 7212 SNP markers. The ICIM method was used to
estimate QTLs for shoot dry mass (MSPA), number of nodules (NN), fresh mass of
nodules (MFN) and accumulated nitrogen (NA). A single QTL for MSPA, NN, and NA
was identified explaining 43.4%, 48.2% and 51.24% of the total variation, located in a
chromosome region of 11.1 cM in the linkage group 11 of cowpea. Five SNPs
markers, in one side of the QTL, were validated in the F, population IC-1 x BRS
Pujante, with tetra-primer ARMS-PCR technology, with 96% of certainty in the
genotyped plants. These markers have great potential for assisted selection for the
development of novel efficient cultivars for N, fixation, as well as provide opportunity
for the evolutionary study of FBN and saturation of the target region for cloning of

genes involved in BNF.

Key words: QTL, Nitrogen fixation, SAM.
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Introducéao

O feijdo-caupi € uma das principais culturas com distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (Badiane et al., 2012). Essa cultura exerce um
importante papel na agricultura sustentavel, devido a capacidade de produzir em
ambientes desfavoraveis, ampla adaptabilidade, e capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico, pela associacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio, coletivamente
chamadas de rizobio (Timko, Ehlers e Roberts, 2007; Diouf, 2011). Essa simbiose
envolve processos bastante complexos, mediada por sinais moleculares exsudados
pelo macro e microssimbionte, que levam a formacgédo de nédulos, um novo 6rgao,
onde ocorre a fixagdo biologica do nitrogénio (FBN) (Ayisi, Nkgapele e Dakora,
2000).

A fixacdo de N3 no feijao-caupi e em outras leguminosas, talvez tenha grande
contribuicio no melhoramento dessas plantas, nos ultimos anos, devido a
disponibilidade de populac¢des superiores mais produtivas (Freire Filho et al., 2011).
Essa relacdo pode ser fundamentada porque para sustentar uma maior producdo de
graos, que é resultante de uma gama de metabdlitos, um aumento correspondente
no fornecimento de carbono e nitrogénio € essencial (Taiz e Zaiger, 2009). Embora
uma maior capacidade fotossintética possa ter proporcionado mais carbono
(Richards, 2000), h& hipétese que a capacidade de fixar N, também tenha sido
aprimorada durante o melhoramento dessas plantas.

As interacdes iniciais da organogénese do ndédulo tem tido grandes avancos
na identificacdo dos nod fatores, pela clonagem de genes mutantes (GEURTS,
Fedorova e Bisseling, 2005; Madsen et al., 2010; Okazaki et al., 2016). No entanto,
pouco se sabe sobre a interacdo entre 0 micro e macrossimbionte para o
estabelecimento funcional da fixagcdo de nitrogénio. A utilizacdo de plantas mutantes
deficientes na fixacdo de nitrogénio ndo é um processo préatico. No entanto, em
varios fendtipos com mutacdo foram realizadas caracterizagdo morfologica,
molecular e mapeamento de alguns genes da nodulagdo (Pemberton, Smith e Miller,
1990; Purdom e Trese, 1995; Marsh e Schultze, 2001).

Atualmente, mais de 200 fendtipos anormais em diferentes etapas na FBN

foram relatados na literatura. Esses fenétipos incluem plantas ndo-nodulantes (nod"),

94



62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

Seido,S.L. Estudos biométricos e de QTL associados a fixacao biolégica de nitrogénio em feijao-caupi

com baixa nodulagdo (nod®), hipernodulantes (nod™*), bem como aqueles que no
fixam nitrogénio (fix) devido a falhas nas fungdes fisioldgicas dos ndédulos (Borisov
et al., 2000). Como resultado, mais de 40 genes simbioticos foram identificados
desde entdo, e utilizados para identificar genes e produtos envolvidos na formacgéo e
funcionamento de ndédulos (Vance et al., 1988; Long, 1989; Borisov et al., 2000). A
caracterizacdo desses mutantes (fix-) promoveu informacdes relevantes sobre o
mecanismo que controlam nas plantas hospederias, e a atividade da fixacdo de
nitrogénio em leguminosas (Duc e Messager, 1989; Haser et al., 1992; Park e
Buttery, 1994; Peterson e Barnes, 1981; Smith e Knight, 1984). Um dos primeiros
trabalhos foi realizado por Kneen et al., (1990) que mapearam o gene identificado
por Sym 13, em plantas mutantes de Pisum sativum com ndédulos ineficazes (fix). O
gene Sym 13 foi localizado no cromossoma 2 e ligado a genes para chiquimato
desidrogenase e esterase-2 (enzimas da biossintese de aminoéacidos). No entanto,
h& poucos relatos sobre o mapeamento de caracteristicas relacionadas a FBN em
feijao-caupi.

Vérias tentativas foram feitas para melhorar a caracteristica de fixacdo de N
em leguminosas com o feijao comum (Graham, 1981, Bliss, 1989). Como resultado,
alguns genotipos foram langados com sucesso (Bliss et al., 1993). No entanto, uma
das principais restricdes para a melhoria da FBN é que as caracteristicas sédo de
heranca quantitativa, e com grande influéncia pelo meio ambiente (Bliss, 1985).

Estudos foram realizados para identificar QTL em leguminosas de importancia
econdmica como a soja e ervilha, com foco em caracteristicas relacionados a FBN.
Hwang et al. (2014) relataram oito QTL em uma populacdo de linhagens
recombinantes (RIL) de soja, associado ao numero de nodulos e sete QTL para o
tamanho do nddulo. Santos et al. (2013), também trabalhando com soja, detectaram
trés QTL para numero de nddulos e um QTL para a relacdo peso seco de nddulo e
namero de nédulos. Tanya et al. (2005) relataram varios QTLs, explicando até 10%
da variacdo fenotipica para o numero de nodulos e peso seco. Em uma populacao
RIL de soja, Bourion et al. (2010) relataram nove QTL para niamero de nddulos e
quatro QTL para peso seco de nodulo em uma populacéo RIL de ervilhas.

O objetivo deste trabalho foi identificar QTL utilizando marcadores SNPs,

relacionados a FBN, em populagdo F;resultante do cruzamento de uma linha
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ineficiente 1C-1, com duas linhas eficientes na fixagcao de nitrogénio BRS Marataoa e
BRS Pujante para apoiar o desenvolvimento de cultivares de feijdo-caupi com maior

eficiéncia para FBN.

Material e métodos
Material vegetal

A populacdo F, (F,M

, h = 174) foi derivada do cruzamento entre a linha
ineficiente na fixacdo de nitrogénio (fix), IC-1, e variedade comercial eficiente na
fixacdo de nitrogénio (fix"), BRS Marataod. Uma Gnica planta F; foi auto-polinizada
para produzir 175 individuos F, que foram avaliadas para a eficiéncia e ineficiéncia
sob ambiente protegido com sombrite 70% na Embrapa Semiérido, Petrolina, Brasil.

Todas as plantas cresceram em vasos plasticos de 3L de solo, sendo a
colonizacdo rizobiana garantida com inéculo de mix de estirpes de bactérias BR
3267, BR 3262 e BR 3299 recomendadas para feijao-caupi. No plantio e cinco dias
apos a emergéncia, as plantulas foram inoculadas com 1 mL de in6culo ajustado
para 10° cel/mL. As estirpes de rizébio foram cedidas pela Embrapa Agrobiologia,
Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

A identificacdo fenotipica para a ineficiéncia da FBN foi realizada pela
presenca de folhas verde ou aclorofiladas e a cor dos nédulos marrom ou branco. A
populacdo F, foi avaliada individualmente aos 40 dias apds a emergéncia, apés a
identificacdo fenotipica para a eficiéncia (folhas verdes) e a ineficiéncia (folhas
aclorofiladas) e a cor dos nodulos eficiente (marrom) e ineficiente (branco). As
plantas foram avaliadas para quatro caracteristicas: massa seca da parte aérea
(MSPA), nimero de nédulos (NN), massa fresca de nédulos (MFN) e nitrogénio
acumulado (NA). A MSPA, em g/planta, foi determinada apds secagem em estufa a
65 °C até atingir peso constante. O N total do tecido vegetal foi determinado pelo
método micro Kjeldhal, de acordo com Malavolta, Vitti, Oliveira (1997).

Genotipagem
O DNA foi extraido de folhas jovens e sadias de repeticoes dos parentais e

individuais de plantas F, usando o protocolo CTAB modificado (Doyle e Doyle,
1990). O DNA extraido foi analisado em espectrofotbmetro (NanoDrop® ND-1000
UV-Vis) para estimar tanto a qualidade como a concentracdo do DNA. O DNA foi

diluido para a concentragao de 50 ng/pL em agua estéril e armazenada a -20°C para
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a realizacdo das analises. Noventa plantas F, do cruzamento IC-1 x BRS Marataoa
foram selecionadas para genotipagem, incluindo 10 individuos extremos da
distribuicao fenotipica e 70 selecionados aleatoriamente do restante da populacéo.

A matriz de consorcio iSelect do feijdo-caupi (Muiioz-Amatriain et al., 2017)
foi utilizada para a genotipagem dos individuos F, do IC-1 x BRS Marataoa e trés
repeticbes de cada parental, IC-1 e BRS Marataoa. A genotipagem foi realizada pelo
Centro de Gendmica de Saude Publica da Faculdade de Medicina da Universidade
de Virginia, Estados Unidos. Os SNPs foram identificados e filtrados em
GenomeStudio 2.0 (lllumina, Inc.) com base nas orientagbes descritas nas notas
técnicas de genotipagem do lllumina

(http://www.illumina.com/documents/products/technotes/technote infinium genotypin

g_data_analysis.pdf). Os dados dos genétipos foram exportados do GenomeStudio

para uma filtragem adicional com base nos parentais e na segregacao F.

Foram eliminados os marcadores SNPs que apresentaram diferentes
classificagdes genotipicas entre as repeticbes de um dos parentais, bem como 0s
SNPs monomorficos entre os parentais. SNPs que apresentaram falhas de reacdes
superioras a 10% foram também eliminados da genotipagem da populagéo F,. Uma
planta F, foi excluida da analise devido ao grande numero de falhas nas reacdes
SNPs. O teste de qui-quadrado foi realizado para identificar e remover marcadores
com distorcdo de segregacdo mendeliana de 1:2:1 na populacdo F, superior a
a=0,01.

Desenvolvimento do mapa de ligacéo
O mapa de ligacbes genéticas foi desenvolvido usando o softwere

IciMapping QTL versédo 4.1 (http://www.isbreeding.net/). As distancias entre os loci
foram calculadas usando a fungcédo de mapeamento (Kosambi) e agrupamento LOD
Score (logaritmo da razéo de verossimilhanca) de 3,0 a 9.0. A ordem no mapa para
cada individuo foi inspecionada e os chamados SNP duvidosos foram excluidos para
reduzir o erro da genotipagem e a influéncia da parentalidade incompleta. O nimero
e a orientacdo do grupo de ligacéo foram atribuidos com base no mapa consenso de
feijdo-caupi de 2016 (Mufioz-Amatriain et al., 2017).
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Mapeamento e Validacdo de QTL
As andlises de QTL foram realizadas no software IciMapping QTL verséo

4.1. O mapeamento de intervalo composto inclusivo (MICI) foi utilizado para a
analise de QTL dos caracteres MSPA, NN, MFN e NA. O método de mapeamento de
intervalo composto inclusivo (ICIM), foi aplicado com 0s seguintes parametros:
fendtipo ausente = delecdo, Step = 2 cM, PIN = 0.001. Limiar LOD score de 4,5 foi
atribuido com base em testes de permutacao (n = 1.000, P = 0,01).

Apoés a deteccdo dos QTL co-localizados para as caracteristicas, excluindo
peso de nddulos, a populacdo F,™, de IC-1 x BRS Pujante foi usada para validagéo.
Cinco marcadores tetra-primer ARMS-PCR (Ye et al.,, 2001), baseado nos SNPs
fortemente ligados ao QTL, foram desenvolvidos e todos os individuos F,"™’ foram
genotipados. 0] aplicativo Tetra-primer (ARMS-PCR)

(http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primerl.html) foi empregado para

desenho dos primers. A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) foi realizada
para 20 ul contendo 1x Taq buffer, 200 uM dNTP, 50 ng de DNA gendmico,
concentracbes apropriadas de primer e MgCl, (Tabela 3), 1 unidade de Taq
polimerase. A PCR consistiu de 2 min de desnaturacdo (95 °C) seguido por 35
ciclos de 1 min: desnaturagdo por 1 min. a 95 °C, anelamento de 55 a 60 °C,
extensdo de 1 min. a 72 °C, seguido por uma extenséao final de 2 min. a 72 °C. Os

amplicons foram visualizados em gel de agarose corados com brometo de etidio.

Resultados

Fenotipagem

Na populacdo IC-1 x BRS Marataoa as cores das folhas e dos noédulos em
plantas eficientes e nao eficientes co-segregaram, sendo observados 128 individuos
eficientes (fix*) e 46 nao eficientes (fix') para FBN, indicando distribui¢do de 3:1 (x* =
0.10). Na populagéo IC-1 x BRS Pujante foi observada co-segregagdao, com
proporcoes diferentes, sendo 149 fix" e 26 fix para FBN 13:3 ()(2 = 1.74), apesar de
ambas as populagdes terem um parental em comum.

As médias dos caracteres NA e MSPA foram o dobro nos individuos Fix",
ocorrendo o inverso para NN em plantas fix e fix” NN, enquanto para MFN os

valores médios foram aproximados para plantas eficientes e ndo eficientes nas duas
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populacdes avaliadas (Tabela 1). O NN, eficientes ou ndo para FBN, foi 1.5x
superior na populagédo tendo como parental o BRS Pujante, sugerindo que esse
parental pode ter maior habilidade para producdo de namero de nédulos do que o
parental BRS Marataoa (Tabela 1). Para os demais carateres nao foram observadas
diferencas acentuadas entre as duas populagbes (Tabela 1). A amplitude para
valores extremos foi semelhante nas duas populacbes para 0s caracteres
analisados, exceto para NN que apresentou valores de até 184 na populacéo IC-1 x
BRS Pujante (Tabela 1). O Teste de Shapiro-Wilk apresentou pequenos valores,

indicando normalidade para os dados das variaveis analisadas (Tabela 1).

Identificacdo de QTL e mapa de ligacao

O mapa de ligacBes genéticas para analises de QTLs foi construido com
7212 SNPs, ap0s filtragens para distor¢éo e segregacao e classificacdo dubia entre
os parentais. Os SNPs foram distribuidos em 11 grupos de ligacdo, abrangendo
1.140,12 cM e média de intervalo de 1,2 cM (Capitulo III).

QTL para NA, MSPA e NN foram mapeados em regido genémica de 6,6 cM,
com posicao de 6,8 a 13,4 cM no grupo de ligagbes 11, enquanto outra de 2,1 cM,
na posicédo de 2,3 a 4,5 cM nesse mesmo grupo de ligacéo, foi identificado para
apenas NA (Tabela 2, Fig. 1). Nos demais grupos de ligacdo ndo foram identificados
QTLs, considerando o LOD score de 4,1 (Figura 2). Para o carater MFN ndo foram
detectados QTL nos grupos de ligacao de feijdo-caupi, incluindo o grupo 11 (Tabela
2, Fig. 2).

Os QTL mapeados em conjunto para MSPA, NA e MFN estao localizados
nos intervalos entre os loci dos SNPs 2_12850/2 24723, enquanto QTL adicional
para NA esta localizado no intervalo 2_01474/2_49466, no grupo de ligacdo 11 (Fig.
1). Os efeitos aditivos estimados para os alelos foram de -6,3 e -1,10 g/kg para NA, -
1,22 g/planta para MSPA e 3,0 para NN por planta, explicando 16,14 a 35% da
variacao fenotipica para NA, 49,3% da variancia fenotipica para MSPA e 48% para
NN. (Tabela 2).

O QTL para ineficiéncia da FBN foi validado pela genotipagem F,™. A
validacédo com cinco marcadores tetra-primer ARMS-PCR, com posicao de 13,24 cM
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no grupo de ligagbes 11 de feijdo-caupi (Tabela 3 e Fig. 1) em individuos da
populagédo F, de IC-1 x BRS Pujante confirmou, em 96% das classificacdes para fix*
e fix’, as estimativas de QTL detectados na populacédo F, de IC-1 x BRS Marataoa.
Esses resultados indicam o potencial dos QTL detectados no presente estudo para a
selecdo assistida por marcadores para desenvolvimento de cultivares eficientes e

estudos evolutivos para FBN em feijao caupi.

Discussao

O estudo com linhas pouco eficientes na fixacdo de N, € um ideotipo
morfolégico de grande relevancia para os estudos da FBN no feijdo-caupi
(Pemberton, Smith e Miller, 1990; Purdom e Trese, 1995). O contraste de genoétipos
eficientes x ndo eficientes permite identificar a heranca e as bases genéticas de
caracteristicas relacionadas a FBN, como observado na cultura da soja (Nicolas,
Hungria e Arias, 2006) e ervilha (Kneen et a., 1990). No entanto, a falta de
informacdes tem sido um fator limitante para a compreensédo do controle genético da
associacdo simbiotica em feijdo-caupi e outras leguminosas de importancia
econdbmica. No presente estudo, uma linhagem ineficiente e uma cultivar eficiente na
FBN foram cruzadas para obter uma populagcéo segregante F, e realizar, de forma
pioneira, analises para deteccdo de QTLs relacionadas a quatro caracteres da FBN
em feijdo-caupi.

A importancia da FBN na produgdo mundial de alimentos, principalmente
leguminosas de maior destaque econémico, tem sido enfatizada por varias décadas
(Dobereiner, 1990). Essa associagdo simbiotica ndo € apenas benéfica para as
leguminosas e bactérias, mas também €& capaz de promover o crescimento e a
produtividade de outras plantas em consoércio ou em cultivos seguintes (Yanni e Abd
El-Fattah, 1999). Devido a esses beneficios, a habilidade de fixar N, tem sido objeto
de estudos envolvendo interagdes gendtipo-hospedeiro (RUMJANEK et al., 2005;
Alcantara et al. 2014). Essa associagcao tem recebido merecida importancia,
especialmente pelo baixo custo, redu¢cdo dos danos ambientais e uma crescente

demanda da qualidade nutricional do feijdo-caupi (Dakora et al., 2015). Rumjanek et
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al. (2005) estimaram que a contribuicdo da FBN para o feijao-caupi esta na ordem
de US$ 13 milhdes, somente para a regido Nordeste do Brasil.

Dada a grande importancia econdémica e social, o entendimento dos
mecanismos moleculares envolvidos na interacdo entre leguminosas e rizobio ainda
é deficiente (kouchi et al., 2010). Para estabelecer um procedimento de avaliacdo da
FBN por programas de melhoramento, técnicas simples, rapidas e nao destrutivas
baseadas em campo, como a selecdo assistida molecular, devem ser
implementadas, visando o desenvolvimento de cultivares com maior eficiéncia para
FBN em feijao-caupi.

O método de mapeamento de QTL, usando o método de mapeamento de
intervalo composto inclusivo (ICIM), leva em consideracdo as correlacdes entre as
caracteristicas avaliadas. Esta analise conjunta melhora o poder estatistico dos
testes, a precisdo da estimacdo dos parametros e permite a inferéncia das causas
genéticas (ligacdo genética ou pleiotropia) da ocorréncia de QTLs coincidentes
(Jiang e Zeng, 1995). Das quatro caracteristicas avaliadas para fixacdo de N, nesse
estudo, trés apresentaram associacdo significativa com um Unico QTL, e
flanqueadas pelos marcadores SNPs 2 12850, 2 24723, 2 01474 e 2_49466. A
MSPA, NN e o NA parecem ser governados por uma regido gendmica que segrega
em bloco. No caso de QTL ligados, uma selecdo baseada em marcadores
moleculares poderia promover aumentos da MSPA, NN e NA, apesar da correlacéo
negativa observada entre NN e MSPA, e NN e NA, relatada em muitos trabalhos
(Hansen et al. 1993).

Embora houvesse muitas diferencas entre as linhas parentais no
mapeamento das populacdes e no tipo de marcadores, nossos resultados nao
encontram QTLs como identificado em outros trabalhos. Em feijdo comum, alguns
estudos com QTL relacionados a FBN, foram publicados (Nodari et al., 1993; Tsai et
al., 1998; Souza et al., 2000; Ramaekers et al. 2013; Kamfwa, Cichy e Kelly, 2015).
A maioria desses estudos identificou (QTL) com foco em apenas a caracteristicas
relacionadas a FBN.

Nodari et al. (1993) foram os primeiros a relatar a identificacdo de quatro QTL
para NN na populacdo RIL de um cruzamento entre BAT-93 e JaloEEP558 de feijao

comum, sendo o QTL responsavel por 50% da variacdo fenotipica. Esta mesma
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populacdo de RIL foi utilizada para detectar QTL para NN, aplicando doses baixas e
alta de nitrogénio quimico (Tsai et al., 1998; Souza et al., 2000).

Para o total de N fixado na FBN, dois estudos identificaram QTL associadas a
FBN em feijdo comum (Ramaekers et al., 2013; Kamfwa, Cichy e Kelly, 2015).
Ramaekers et al. (2013) realizaram andlise QTL de caracteristicas relacionadas a
FBN em uma populacgdo (RIL) derivada de um cruzamento constrastante e avaliada
em campo e casa de vegetacdo. Eles identificaram dois QTL em plantas cutivadas
em casa de vegetacao, representando até 18% da variacdo do QTL para N total da
planta, nos grupos de ligacdo 1 e 4, enquanto que no ensaio de campo, apenas um
QTL para porcentagem de nitrogénio derivado da atmosfera (% Ndfa) foi identificada
no grupo de ligacdo 4. Kamfwa, Cichy e Kelly (2015) estudaram caracteristicas da
nodulacdo como MSN e NN em diferentes gendtipos de feijoeiro andino. Eles
relataram dois QTL, ambos estavam localizados no cromossomo 9, com uma
explicacdo de até 12% da variabilidade para NN.

Em soja, Nicolas, Hungria e Arias (2006) cruzaram duas cultivares brasileiras
de soja e usaram a populacdo F, e 45 SSR para identificar duas regides genémicas
associadas ao numero de nédulos (NN) e & massa de nddulos (MN). Um total de 21
locos SSR foram mapeados e cada QTL contribuiu com 7,1 e 10%, respectivamente.
Seis locos de marcadores localizados em trés grupo de ligacdo MLG B2 (Satt066),
MLG H/J (Satt192), MLG B1 (Satt197, Satt251 e Satt509) e outro no grupo MLG B1
(Sat_123). A MSPA e o MSN foram significativamente associadas ao loco Satt197,
engquanto que o MSN e MSN/NN foram associadas ao loco Satt_123.

Como citado acima, avancos importantes foram alcangados pela
caracterizacdo e mapeamento de QTL na soja e feijdo comum. No entanto, estudos
genéticos sobre a FBN em feijdo-caupi e outras leguminosas sao escassos. Houve
poucos progressos no desenvolvimento de marcadores ligados a QTL Uteis na
selecdo de caracteristicas agronémicas no caupi. O progresso foi mais rapido em
outras leguminosas relacionadas (como feijdo comum e soja) e é possivel que
algumas dessas informacdes possam ser alavancadas, pois existe um grau
significativo de sintenia entre essas leguminosas e o genoma do feijao-caupi.

O QTL identificado no presente estudo tem potencial para a selecéo assistida

por marcadores para elevar a FBN no feijao-caupi. A avaliagdo molecular das 175
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plantas F, de IC-1 x BRS Pujante com tetra-primer ARMS-PCR de SNPs, detectados
como QTL da FBN em IC-1 x BRS Marataod, classificou 96% das plantas
identificadas para eficiéncia e ineficiéncia, indicando o potencial da aplicacdo dos
tetra-primer para diagnostico em trabalhos para melhoramento da FBN em feijao-
caupi. Analises de informacdes do genoma com o presente mapeamento QTL
podem fornecer evidéncias sobre a fungcao desses genes no processo FBN.
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Tabela 1. Média, amplitude e teste Shapiro-Wilk (S-W) de plantas eficientes e
ineficientes para fixacdo biolégica de nitrogénio para os caracteres nitrogénio
acumulado (NA), massa seca da parte aérea (MSPA), numero de ndédulos (NN) e
massa fresca de ndédulos (MFN) nas populacbes F, de IC-1 x BRS Marataoé (n =
174) e IC-1 x BRS Pujante (n=175) fenotipadas 40 dias apds emergéncia das

plantulas
Populacdo Carater Média Amplitude  S-W
Plantas
eficientes Plantas ineficientes Total
2,52 -
IC-1 x BRS NA (g/kg) 19,01 8,87 16,3 35,56 0,048
MSPA
Marataod  (Q) 3,60 0,83 2,83 0,32-6,63 0,000
NN 43,99 86,30 55,18 14-141 0,000
MFN (g) 0,62 0,28 0,53 0,04-1,49 0,011
4,20 -
IC-1 x BRS NA (g/kg) 15,03 7,02 13,84 30,52 0,000
MSPA
Pujante (9) 3,69 1,00 329 0,26-7,55 0,001
NN 71,87 125,69 79,86 11-184 0,003
MFN (g) 0,54 0,38 0,52 0,01-1,26 0,362
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Tabela 2. Grupo de ligacbes genéticas, posicdo (cM), marcadores SNPs
flanqueadores, coeficiente de determinacéo (R?), LOD score e efeito de aditividade
(add) para mapeamento QTL caracteres nitrogénio acumulado (NA), massa seca da
parte aérea (MSPA), niumero de ndédulos (NN) e massa fresca de nédulos (MFN) da
fixac&o biologica de nitrogénio em populacédo F, de IC-1 x BRS Marataoa.

Marcadores
Caréter Grupo de Posicéo flanquearam R?%® LOD Add®
ligacéo (cM) (Esquerda/direita) Minimo
NA (g/kg) 11 23-453 2 01474/2 49466 3510 93 63
NA (g/kg) 11 6,8—-13,4 2 12850/2 24723 16,14 45  -1,10
MSPA (g) 11 6,8—13,4 2 12850/2 24723 43,44 10,4 -1,22
NN 11 6,8-13,4 2 12850/2_24723 48,2 15,6 3,0

MEN (g) : : : - - -

#Variancia fenotipica explicada por cada QTL
® Efeito aditivo da substituicdo de um alelo do BRS Marataoa por um alelo IC-1
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599 Tabela 3. Sequéncias dos Tetra-Primers ARMS, condicbes PCR e tamanho
600 esperado dos amplicons em validagéo de QTL detectados na populacéo F, de IC-1 x
601 BRS Marataod em individuos F, de IC-1 x BRS Pujante

602
603
Marcado Tm Mg™*
r Primer* (°C  Anelament (mM Amplico
) 0 (°C) ) n (bp)
Concentraca
Sequencia (5’-3) 0
(LM)
AACTAGATGATGTATAATCCTCTTTCTGC

2 00349 FI ¢ 0,25 63 55 2 202
Rl AGCAGTGCCTAAATTATGTTGACAACGT 0,25 65 236
FE GTGTTCTTTCAGGTTTTTCTTTCACCAT 1,50 64 380
RE GGTTATGGTAGAGAGGGATGAACTTTTG 1,00 64

200352 FlI TGGCAAAAGTTCTTGGAACCATTTCC 0,25 68 55 3 206
Rl AGTAATTACTGTGGCACCCCCCACAATA 0,10 68 235
FO TTTTGCTTCTGCATTGCAAAACTCAGTT 1,00 68 387
R
O AAAACTATCCAACCAGCCCATGACAGAC 2,00 68

2_15618 FlI TTTAAGATGTGGTGTGATGACTGGTA 0,25 61 60 2,5 234
Rl  GTCCAATCTATATGTAAAAATTCAATCCC 0,25 61 192
FO GTATTGTTTGGAAACGGAGATGTATTTA 1,00 61 371
R
O TTTTTCTACTTTGAACCCGTTCTAAACT 1,50 61

2_16203 Fl TTTGATGTTATTATGATGAGATCTGCAA 0,25 62 55 3 236
Rl ATGCCCAAAAAATAGAAATAGACCAAC 0,25 62 261
FO TTATAATGATTTATACGAGCTTGTTCTTGG 1,50 62 442
R
O AATTACGATGTCGGAATAGTAGAGTTCC 2,00 62

2 24723 Fl ATGATCCTCCAGCTGAGAATTCTTGCAT 0,10 68 55 2 246
Rl  TTGTAGCATGATTGAAATCAATGGAGCAG 0,10 68 223
FO TTCATCACAGGCTACGGAGCTACAATTG 1,00 68 412
R
O AGGTTGTCAGATGCATGGGAATGTAGAA 1,00 68

604 'FI=Forward Interno, RI=Reverse Interno, FE= Forward Externo, RE=Reverse Externo
605
606

607
608

609
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chr_11
2_13064
2"o01883
2710566
2 01474
aNA-11-1
2 49466 QNN-11-1
aNA-11-2

gmMsPA-11-1

99.26 — - 2_18697
102.12 — - 2_05870
104.39 — - 2_01027
104.39 — - 2_50291
104.96 — - 1_0606
107.21 — - 2_13285
116.71 — - 2_00150
117 .27 — - 2_16120

8 - 2_33247
118.96 — - 2_0D1352
119.53 — - 1_02816
120.09 — - 2_29929
121.22 — - 2_24291
121.78 — - 2_04761
12463 — - 2_ 26383

612 Figura 1. Grupo de ligacdes genéticas 11 do feijdo-caupi com mapeamento QTL
613  para os caracteres nitrogénio acumulado (NA), massa seca da parte aérea (MSPA),
614 numero de nodulos (NN) e massa fresca de nédulos (MFN) da fixacdo bioldgica de
615  nitrogénio em populagéo F, de IC-1 x BRS Marataoa.
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Figura 2. Analise de QTL, usando o método de mapeamento de intervalo composto
inclusivo (ICIM), para caracteres nitrogénio acumulado (NA), massa seca da parte
aérea (MSPA), numero de nodulos (NN) e massa fresca de nodulos (MFN) da
fixac&o bioldgica de nitrogénio em populacéo F, de IC-1 x BRS Marataoa: Painel A —
Onze grupos de ligacao, e B — Grupo de ligagdes 11 de feijao-caupi.
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CONSIDERACOES FINAIS

O feijdo-caupi € uma cultura beneficiada com a fixag&o bioldgica de nitrogénio
(FBN), realizada pela simbiose com bactérias noduliferas, denominadas rizébios. No
entanto, a auséncia de estudos da heranca da FBN, juntamente com sua
dependéncia ambiental, dificulta o progresso significativo no melhoramento de
plantas mais eficiéntes na fixagdo de nitrogénio para o feijdo-caupi. As pesquisas
relatadas nesta tese foram conduzidos para investigar a variagdo no potencial da
FBN e entender melhor a base genética da FBN no feijao-caupi.

No capitulo | “Referencial téorico”, ficou evidenciado que a FBN € um
processo de sumo importancia para a sustentabilidade das leguminosas,
principalmente do feijdo-caupi. Devido a capacidade de realizar a fixagdo de
nitrogénio atmosférico, essa cultura possui importancia como alimento basico em
muitos paises situados em zonas tropicais e subtropicais do mundo, com excelente
perspectiva no mercado internacional. No entanto, mesmo com importancia
econdmica e social da cultura, pouco se sabe sobre os mecanismos relacionados a
FBN dessa planta. Diante dessa desafio, tentamos explorar a variacdo genética de
caracteristicas relacionada a FBN, através de dois cruzamentos contrastantes IC-1 x
BRS Marataod e IC-1x BRS Pujante em busca de resultados que permitissem o
melhoramento para caracteristicas relacionadas a fixacéo de nitrogénio da cultura.

No capitulo Il, determinamos os parametros genéticos para orientar no
desenvolvimento de cultivares eficientes na fixacdo de N, no feijao-caupi. Dos
cruzamentos das linhas contrastantes, foram obtidos as geracdes F1, F, € RCs para
a determinacao dos parametros genéticos. Os resultados mostram a possibilidade
de desenvolvimentos de gendtipos de feijado-caupi mais eficientes para a FBN com
base na segregacao transgressiva na populacao F,. Os valores da herdabilidade, a
presenca de efeitos génicos aditivos, numero relativamente pequeno de genes e as
correlagcdes obtidas, indicam que a maior eficiéncia pode ser alcancada com relativa
facilidade pela aplicagdo de métodos de melhoramento de plantas autégamas.

No capitulo Ill, realizamos a confeccdo do mapa genético para o feijao-caupi,
com a genotipagem do 90 plantas F, resultante do cruzamento IC-1 x BRS

Marataod. Nesse mapa, indentificamos marcadores ligados ao gene cpi, tornando
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este mapa de ligacbes o primeiro em uma populacédo de V. unguiculata segregando
para caracteristica da fixacdo de N,. Os marcadores identificados no presente
estudo, desponta como forte candidato para uso em selecdo assistida por
marcadores moleculares, dada a sua maior proximidade com o gene cpi, da
ineficiéncia da fixacéo de nitrogénio em feijao-caupi.

No capitulo IV, estimamos QTL associados a quatro caracteres relacionados
com a FBN na populacdo F,. Os SNPs detectados como QTL da FBN no
cruzamento IC-1 x BRS Marataod, foram aplificados pela método tetra-primer
ARMS-PCR. Esses SNPs classificaram 96% das plantas identificadas para eficiéncia
e ineficiéncia, com grande potencial de utilizacdo em programas de selecéo assistida
visando melhoramento da FBN no feijdo-caupi.

Andlises de informacfbes do genoma com o presente mapeamento de QTL
podem fornecer evidéncias sobre a funcédo desses genes no processo da FBN. Com
a identificacdo dos genes situados dentro de regibes cromossémicas responsaveis
pela expressdo de caracteres complexos como a FBN, é possivel a elaboracéo de
estudos com o objetivo de avaliar a resposta dos QTLs em diferentes ambientes.
Isso pode, eventualmente, resultar no desenvolvimento de cultivares melhoradas,
tanto a partir de técnicas tradicionais de melhoramento quanto através da utilizacao
de ferramentas que possibilitem a transformacao genética de plantas.

Ganhos na produtividade como resultado apenas de melhoras do ambiente
podem ser limitados, principalmente em regides onde a agricultura é praticada com
uso de tecnologias avangadas. No futuro, esses ganhos dependerao,
principalmente, das melhorias genéticas. Assim, melhoristas precisam desenvolver e
aplicar novas metodologias, visando obter maior eficiéncia e rapidez no
desenvolvimento de cultivares potencialmente mais produtivas. Diante disso, espera-
se que esse trabalho possa cumprir seus objetivos, vindo a tornar-se um guia de
orientagdo a ser utilizados no melhoramento para aumentar a fixagdo de nitrogénio

no feijao-caupi.
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Niveis de alguns componentes do solo utilizado para o plantio em vaso do feijdo-caupi.

N% C% |RelaggoC/IN| C.E | pH P K | Na|calmg| Al [H+al[sB]cTtc]| v [ cu | Fe | Mn | zn
mS cm” mg dm™ cmolc dm™ % mg dm3
0.05161 | 0.534 1035| 035 |54| 23 Jo007]001]|18]11]005]| 16 | 3 | 45 | 656|067 81.8]653] 8.28
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