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RESUMO

A fixacao bioldgica de nitrogénio (FBN) no feijao-caupi tem mostrado grande potencial
para aumento da contribuicdo a nutricdo das plantas, sendo reconhecida como eficaz
para diminuir o custo de producdo e a dependéncia por insumos externos. As
geracOes segregantes do feijao-caupi sdo tdo eficientes para a FBN quanto seus
genitores, porém ndo ha relatos na literatura sobre estimativas da herdabilidade desse
carater nessas geracdes. O objetivo deste trabalho foi analisar genitores e geracdes
segregantes desta cultura, por meio de parametros genéticos, correlacdes e analise
de trilha, quanto a FBN. O experimento foi conduzido de marc¢o a abril de 2016, em
bancadas ao ar livre na Estacdo Experimental de Cana-de-agucar de Carpina,
pertencente a Universidade Federal Rural de Pernambuco, localizada a 7° 51’ 04” de
latitude sul, 35° 14’ 27” de longitude oeste e 178 m de altitude, com delineamento em
blocos casualizados com quatro repeticdes. Foi utilizada uma mistura de duas estirpes
referéncias de Bradyrhizobium, recomendadas para o feijdo-caupi. As sementes foram
plantadas em bolsas de polietileno de 20 cm x 30 cm, tendo como substrato a mistura
de vermiculita e areia lavada na proporcao de 1:1. Os tratamentos avaliados foram os
parentais e as geragoes F2, F3 e F4. As parcelas foram compostas por 24 plantas de
cada um dos parentais e por 76 plantas de cada uma das geragodes, totalizando 1104
plantas. Avaliaram-se nimero de nédulos por planta (NN), massa seca de nodulos
(MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio
acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de nodulacdo (ENOD). A coleta das
plantas ocorreu aos 45 dias apGs a emergéncia (DAE) e os resultados evidenciaram
que a FBN nas geracdes segregantes foi tdo eficiente quanto nos genitores,
permitindo a obtencéo de gendtipos mais promissores a cada avanco das geracoes.
A metodologia de Jinks e Pooni é uma alternativa viavel na predi¢do do potencial de
populacdes segregantes em geracdes mais avancadas de feijao-caupi. As correlacbes
fenotipicas entre as variaveis demonstraram existir grande influéncia de cada uma
delas sob os demais. A analise de trilha foi adequada para explicar as relagdes entre
componentes primarios e o NAPA da planta, considerando a alta estimativa do
coeficiente de determinacéo (R?) e o baixo efeito residual. Os efeitos diretos e indiretos
das variaveis primarias indicaram ser possivel selecionar plantas com maior teor de

NAPA quando essas apresentam maiores valores das variaveis explicativas.

Palavras-chave: Estirpes. Inoculacdo. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata.
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ABSTRACT

Bological nitrogen fixation (BNF) in cowpea has shown great potential for increasing
the contribution to plant nutrition, being recognized as effective in reducing the cost of
production and dependence on external inputs. Segregating generations of cowpea
are as efficient for FBN as their parents, but there are no reports in the literature on
estimates of heritability of this character in these generations. The objective of this
work was to analyze segregating parents and generations of this culture, through
genetic parameters, correlations and path analysis, regarding the variables related to
BNF. The experiment was carried from march to april 2016, in outdoor benches at the
Experimental Sugarcane Station of Carpina (Federal Rural University of Pernambuco),
located at the Zona da Mata region of the State of the Pernambuco, Northeast of Brazil,
located at 7° 51' 04" south latitude, 35° 14' 27" west longitude, and 178 m altitude, with
a randomized block design and four replications. A mixture of two strains of
Bradyrhizobium, recommended for cowpea, was used. The seeds were planted in
polyethylene bags of 20 cm x 30 cm, using as a substrate the mixture of vermiculite
washed sand in a 1:1 ratio. The parents and the generations F2, F3 and F4 were used
as treatments. The plots were composed of 24 plants of each of the parents and 76
plants of each of the generations, totaling 1104 plants. The number of nodules per
plant (NN), nodules dry mass (NDM), roots dry mass (RDM), shoot dry mass (SDM),
nitrogen accumulated in the shoots (NAS) and nodulation efficiency were evaluated
(NODE). Plant collection was performed 45 days after emergence (DAE) and the
results showed that NBF in the segregating generations was as efficient as in the
parents, allowing more promising genotypes to be obtained at each generation
advancement. The Jinks and Pooni methodology is a viable alternative in predicting
the potential of segregating populations in more advanced generations of cowpea. The
phenotypic correlations between the variables showed a great influence of each of
them under the others. The path analysis was adequate to explain the relationships
between primary components and NAS of the plant, considering the high estimation of
the coefficient of determination (R?) and the low residual effect. The direct and indirect
effects of the primary variables indicated that it is possible to select plants with higher

NAS content when they present higher values of the explanatory variables.

Keywords: Strains. Inoculation. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata.
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1. INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

1.1. Introducéo

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), possui um dos maiores teores de
proteinas utilizaveis entre as leguminosas cultivadas e, sem davida, € uma das fontes
de proteina de plantas mais importantes entre as culturas exploradas pelos produtores
de grdos (Nwosu et al. 2013). E uma cultura muito importante para os semi-aridos
brasileiros, principalmente para os pequenos agricultores familiares (Marinho et al.
2017).

E uma leguminosa comestivel que recebeu no Brasil diferentes nomes vulgares
pelos diversos estados do pais. No Nordeste é denominado de feijao-de-corda, feijéao-
macassar ou macassa e feijdo chocha bunda. Na regido Norte é conhecido como
feijdo-da-coldnia, feijdo-de-praia e feijdo-de-estrada. Na regido Sul chama-se feijao-
miudo. Em algumas regides da Bahia e norte de Minas Gerais é conhecido como
feijdo-catador e feijdo-gurutuba e nos estados da Bahia e do Rio de Janeiro é
conhecido como feijao-fradinho. O feijdo-caupi € cultivado em regides tropicais e
subtropicais da Africa, Asia, América, Europa e Oceania (Freire Filho et al. 2011).

Esta cultura assume uma grande importancia socioecondémica, sendo a
principal fonte de proteina vegetal para as populacdes rurais, por ser dotado de alto
teor proteico, além de apresentar boa capacidade para formar simbiose com bactérias
fixadoras de nitrogénio e ampla adaptacao edafoclimética (Almeida et al. 2010, Zilli et
al. 2011).

Esta leguminosa multiuso é utilizada, principalmente, para a producao de graos
verdes e secos sendo considerada uma das principais culturas para 0s pequenos
agricultores do Norte e Nordeste brasileiro e esta avancando nas regiées Centro-
Oeste e Sudeste em razado do desenvolvimento de cultivares com caracteristicas que
favorecem o cultivo mecanizado, como porte mais ereto e baixo acamamento da
planta, permitindo maior adensamento, além de alta produtividade, resisténcia a
fitopatégenos, aumento do peso dos graos e reducéo do ciclo de maturacéo (Bezerra
et al. 2008, Freitas et al. 2016), dessa forma, torna-se uma boa op¢éo de cultivo para
0s agricultores da regido, seguindo as culturas tradicionais, como soja e milho.

E uma cultura que tem baixo custo de producéo, boa adaptacédo as chuvas
padréo e a possibilidade de colheita mecanizada (Freire Filho et al. 2011, Zilli et al.
2011).



17
Costa, I. G. Genética de geracdes segregantes de feijao-caupi quanto a fixacéo bioldgica de nitrogénio

A agregacao de valor do feijdo verde, hoje, representa uma grande
possibilidade do feijdo-caupi alcancar a agroinddstria e os mercados de outras
regides, podendo-se, inclusive, vislumbrar o mercado externo. Existem trés
segmentos de mercado para o feijao-caupi no Brasil: feijdo verde, representado pela
vagem verde ou grao verde debulhado; grdos secos e sementes, 0 primeiro
predominante e os outros dois em crescimento. O feijdo processado industrialmente
ainda se apresenta com mercado incipiente e pequeno, no entanto com boas
perspectivas. Portanto, o feijao-caupi pode ser considerado como importante fonte de
emprego e renda para regides rurais e areas metropolitanas (Freire Filho et al. 2011).

Muitos estudos tém apontado que o feijdo-caupi apresenta a capacidade de
nodular e estabelecer simbiose efetiva com uma alta diversidade de géneros de
bactérias, incluidos, entre outros, Allorhizobium, Aminobacter, Azorhizobium,
Burkholderia, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Methylobacterium, Microvirga,
Ochrobactrum, Paraburkholderia, Phyllobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium (Neves
e Rumjanek 1997, Willems 2006, Zhang et al. 2007, Moreira 2008, Vinuesa 2015, Leite
et al. 2017).

Pesquisas tém mostrado que a produtividade do feijdo-caupi tem sido
aumentada com a inoculacdo de algumas estirpes de rizébio, por intermédio de uma
simbiose efetiva e de alta eficiéncia agronémica (Zilli et al. 2011); diversos trabalhos
de selecdo de estirpes e de novos veiculos para formulacdo de inoculantes foram
realizados, e os resultados obtidos auxiliaram na ampliagdo da area plantada e
inoculada (Almeida et al. 2010, Costa et al. 2011, Fernandes Junior et al. 2012, Silva
Junior et al. 2012).

A produtividade do feijdo-caupi pode ser elevada com baixos custos de
producdo e aumento da renda, por meio da FBN, adotando-se a inoculacdo das
sementes com estirpes eficientes de bactérias do grupo rizébio. Esta tem sido uma
pratica atualmente explorada pelos produtores rurais (Zilli et al. 2009).

Com os avangos obtidos na fixagdo biologica de nitrogénio em feijdo-caupi,
tem-se a expectativa de que essa pratica se torne usual em todas as regides
produtoras, a qual, associada ao uso de cultivares melhoradas, possa reduzir custos
de producéo e elevar a produtividade devido ao incremento do nitrogénio atmosférico
disponivel para as pantas (Freire Filho et al. 2011).

Apesar da cultura apresentar ampla capacidade na FBN, nem sempre séo
observadas em campo respostas positivas no uso de inoculantes, tendo em vista que

o feijdo-caupi € cultivado, na maioria das vezes, por agricultores familiares, utilizando-
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se baixo aporte tecnolégico e devido a essa cutura apresentar baixa especificidade na
nodulacao (Zilli et al. 2008). A baixa especificidade do feijdo-caupi em relacdo ao
microssimbionte mostra-se limitante a exploracéo tecnoldgica da FBN, uma vez que
as bactérias nodulantes estabelecidas no solo, além de serem competitivas e estarem
em numero elevado, apresentam eficiéncia variavel na FBN (Thies et al. 1991, Hara e
Oliveira 2007).

Além das diversas peculiaridades apresentadas pelo microssimbionte, também
existem pesquisas demostrando que determinados cultivares de feijao-caupi
apresentam maior capacidade de nodulacdo e eficiéncia na FBN, o que permite
pensar em se otimizar as respostas quanto a FBN com a utilizacdo de cultivares
eficientes e com o subisidio de programas de melhoramento vegetal para a FBN (Melo
e Zilli 2009, Chagas Junior et al. 2010, Ferreira et al. 2011).

Apesar da importancia da herdabilidade da eficiéncia da fixagdo biologica de
nitrogénio, para os programas de melhoramento de qualquer cultura, nenhuma
referéncia bibliografica foi encontrada na literatura sobre estimativas da herdabilidade
desse carater em geracdes segregantes de feijdo-caupi. Comumente, encontram-se
estimativas de diversos parametros genéticos em genétipos dessa cultura, mas
referentes a dados de producéo e/ou caracteristicas morfolégicas ligadas a alguns
tipos de heranca genética.

Neste contexto, o objetivo com este trabalho foi analisar genitores e geracdes
segregantes de feijdo-caupi, por meio de parametros genéticos, correlacdes e analise

de trilha, quanto as variaveis relacionadas a fixacéo biolégica de nitrogénio.

1.2. REFERENCIAL TEORICO

1.2.1. A cultura do feijdo-caupi no cenério nacional

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), € uma dicotiledonea que pertence
a ordem Fabales, familia Fabaceae (leguminosa), subfamilia Faboideae
(papilonoidea), tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género Vigna e subgénero
Vigna, seccao Catiang (Freire Filho et al. 2011).

E uma leguminosa cujos grdos apresentam elevado valor nutricional e
composicao rica em compostos fendlicos capazes de ativar varias enzimas (Sreerama

et al. 2012). As folhas do feijdo-caupi possuem de 27 a 34% de proteinas e nos seus
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gréos o teor de proteina € de 22 a 25% (Belane e Dakora 2010). O feijdo-caupi tem
curto ciclo para maturidade e apresenta tolerancia a seca (Santos et al. 2010).

E uma planta de origem africana, considerada um importante componente dos
sistemas de cultivo nas areas mais secas e marginais das regides tropicais e
subtropicais da Asia, Oceania, Oriente Médio, sul da Europa, Africa, sul dos EUA e
Ameérica Central e do Sul (Fatokun et al. 2000). Seu cultivo é realizado em cerca de
45 paises (Abate et al. 2012) e o continente africano é responsavel por mais de 95%
da producéo mundial (FAO 2017).

A introducédo do feijdo-caupi no Brasil ocorreu na segunda metade do Século
XVI pelos colonizadores portugueses, pelo Estado da Bahia e, a partir dai, foi
disseminado por todo o pais (Freire Filho et al. 2011).

Atualmente, para efeito de regulamento técnico, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento — MAPA, considera a existéncia de dois grupos de feijao: o
feijdo-comum representado pela espécie Phaseolus vulgaris L. (Grupo 1) e o feijao-
caupi, proveniente da espécie Vigna unguiculata L. Walp. (Grupo II) (Brasil 2008).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de feijdo-caupi, ficando abaixo da
Nigéria e do Niger. Estes trés paises representam juntos 82,46 % da area colhida e
81,92 % da producdo mundial (FAO 2017, CONAB 2017). O feijao-caupi é o segundo
tipo de feijdo mais cultivado no Brasil. Sua producao se concentra nas regiées Norte
(73,7 mil hectares) e Nordeste (1,2 milhdes hectares), onde os estados maiores
produtores sédo CE, BA e PI. A producéo estimada para a safra 2016/2017, nestas
regides, foi de 479,4 mil toneladas, em uma é&rea de 1.186,1 mil hectares,
apresentando consequentemente, produtividade de 404 Kg.hal. Para o Brasil a
estimativa de producdo na safra 2016/2017 foi de 713,0 mil toneladas numa area
estimada de 1.409,3 mil hectares, apresentando uma produtividade média de 506
Kg.hat, superior a do Norte/Nordeste devido as técnicas de plantio do Centro/Sul
(CONAB 2017).

No Nordeste, a producéo do feijdo-caupi, tradicionalmente, encontra-se nas
areas semiaridas, onde, devido a irregularidade das chuvas e das altas temperaturas,
outras culturas anuais ndo se desenvolvem satisfatoriamente. Essa regido possui
climas tropicais que proporcionam condi¢des edafoclimaticas favoraveis ao cultivo do
feijdo-caupi, semelhantes ao pais africano, seu local de origem (Brito et al. 2011).

Até a década de 90 seu cultivo era quase que exclusivo de pequenos e medios
agricultores de base familiar. Atualmente, essa cultura passou a ocupar outros

cenarios agricolas, em areas de perimetro irrigado e na safrinha, apés a cultura da
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soja, e comecou a ser cultivada por grandes produtores, com maior adogcédo de
tecnologia (Saboya et al. 2013).

O seu cultivo nas regides Nordeste e Norte, é realizado principalmente por
agricultores familiares que ainda utilizam préticas tradicionais. O cultivo do feijao-caupi
esta em expansao nas regides Centro-Oeste e Sudeste, onde passou a ser cultivado
em larga escala a partir de 2006, em razdo do desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas que favorecem o cultivo mecanizado. Nestas regides, a producéo de
feijdo-caupi provém, principalmente, de médios e grandes empresérios, com cultivo
altamente tecnificado (Freire Filho et al. 2011).

O feijdo-caupi esta entre as principais fontes de proteinas e energia para o
homem na regido Nordeste do Brasil, com cerca de 25% de proteinas, e 63% de
carboidratos nos graos. E uma rica fonte alimentar para as populagdes de baixa renda;
além do mais, possui altos teores de fibra alimentar, vitaminas, minerais, e uma baixa
qguantidade de lipideos, sendo, portanto, de grande importancia nessa regiao.
Ademais € um dos alimentos basicos para as populacées mais pobres e, também,
fonte de emprego e renda para milhares de pessoas (Tedfilo et al. 2008, Freire Filho
et al. 2011).

1.2.2. Melhoramento genético do feijao-caupi

O melhoramento genético do feijao-caupi no Brasil comecou na segunda
metade do século XVI com as primeiras introducdes de cultivares. Nos programas de
melhoramento, na fase inicial de suas atividades, utilizaram-se os métodos de
introducdo de germoplasma, selecdo massal, selecdo de plantas com teste de
progénie e genealdgico e, posteriormente, os métodos de descendéncia de uma Unica
semente (SSD) e de descendéncia de uma Unica vagem (SPD). O método
genealdgico foi 0 mais utilizado na geragédo de cultivares, seguido do método SPD
(Freire Filho et al. 2011).

O crescente aumento da pratica de cultivo tecnificado, incluindo a adocao de
cultivares melhoradas, associado a incorporagédo de produtores com um novo perfil e
do mercado consumidor mais exigente, tém gerado demanda por cultivares modernas
gue atendam as exigéncias de adensamento e de manejo dos sistemas tecnificados
(Bezerra et al. 2009).

O desenvolvimento de cultivares melhoradas, utilizadas nas Regides Centro-

Oeste e Sudeste, so foi possivel gragas a um programa de melhoramento com etapas
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bem elaboradas e infraestrutura adequada. Em 30 anos de pesquisa, 0 programa de
melhoramento genético de feijdo-caupi da Embrapa Meio-Norte lancou, em parceria
com outras instituicdes, 71 cultivares de varios tipos comerciais (branco liso, branco
rugoso, fradinho, marrom tipo sempre verde, marrom tipo mulato, marrom tipo canapu,
manteiga e verde), que se ajustaram as exigéncias do mercado (Freire Filho et al.
2011).

Portanto, a recomendacao de uma cultivar constitui um evento importante e
muito esperado pelo melhorista de plantas, bem como por produtores, e equivale a
reunir em um ou poucos gendtipos caracteristicas que promovam um desempenho
superior nestes em comparagdo com os encontrados no mercado.

Devido a necessidade de reunir um conjunto de caracteristicas em uma Unica
linhagem, os melhoristas devem tomar uma seérie de cuidados ao longo das diversas
etapas do programa de melhoramento até a obtencdo da nova cultivar. Dentre esses
cuidados, citam-se as preferéncias do mercado, a escolha dos parentais, 0 método de
conducdo das populagcBes segregantes, as estimativas de parametros genéticos, o
método de selecdo, os esquemas experimentais e os ambientes de avaliacdo
(Ramalho et al. 2012a).

Dentre as perspectivas do melhoramento do feijdo-caupi no Brasil, destaca-se
a obtencédo de cultivares mais eficazes na associacdo com bactérias do solo e na
fixacdo bioldgica de nitrogénio e tem-se a expectativa de que essa pratica se torne
comum em todas as regides produtoras, a qual, associada ao uso de cultivares
melhoradas, possa reduzir custos com a producédo e elevar a produtividade (Freire
Filho et al. 2011).

Existem varios métodos de melhoramento aplicaveis as espécies autbgamas,
todavia, eles podem ser incluidos em trés categorias: introducédo de cultivares, selecéo
de linhas puras e hibridacdo. A descricdo detalhada desses métodos é bastante
encontrada na literatura (Ramalho et al. 2012, Borém e Miranda 2013).

Independentemente do método a meta € atingir a homozigose ao final do
programa e a hibridacéo é utilizada quando o objetivo do programa € reunir num Unico
individuo (linhagem) os alelos desejaveis que se encontram em linhagens distintas
(Ramalho et al. 2012).

A populacao segregante, a partir da qual se realiza a selecéo das linhagens, é
obtida, normalmente, mediante a hibridagdo com o0 cruzamento entre genitores
superiores contrastantes. A selecdo de genitores e de populagbes segregantes

constitui a primeira etapa no processo de melhoramento e desta depende o sucesso
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das demais etapas e, consequentemente, a eficiéncia do programa, sendo uma das
decisbes de maior importancia a ser tomada pelo melhorista (Bertan et al. 2007,
Pereira et al. 2007).

1.2.3. Escolha de populagcdes segregantes

Nos programas de melhoramento genético de plantas autdgamas, conduzidos
por hibridacdo, a escolha das populacbes segregantes para o desenvolvimento de
genotipos capazes de propiciarem os ganhos de selecao desejados, constitui uma das
etapas mais criticas. Apesar de muitas populacbes serem obtidas e avaliadas
anualmente nos programas de melhoramento genético de feijdo, nem todas
apresentam potencial para que genoétipos com desempenho superior aos dos
genitores sejam selecionados e recomendados como cultivares. Portanto, a avaliagéo
do potencial das populacbes segregantes podera aumentar a eficiéncia dos
programas de melhoramento (Rocha et al. 2015).

A escolha de genitores é facilitada quando o carater a ser melhorado for de
heranca simples. Entretanto, quando se tratar de carater de heranca complexa, o0s
genitores devem ser escolhidos de forma a possibilitar a geracdo de populacdes
segregantes que associem média alta e grande variabilidade genética (Abreu et al.
2002).

Existem alguns métodos que auxiliam os melhoristas nessa escolha. Tais
procedimentos podem ser classificados em duas categorias: métodos que utilizam o
desempenho per si dos genitores e os métodos que utilizam o comportamento das
progénies (Vencovsky e Barriga 1992). H& inimeros trabalhos que discutem os
métodos de escolha das populacdes segregantes na cultura do feijoeiro. Entre 0s
procedimentos que auxiliam os melhoristas nessa escolha, Jinks e Pooni (1976)
apresentaram uma metodologia de predicdo do potencial das populacdes para a
selecéo de linhagens superiores aos genitores.

Alguns estudos relatam a eficiéncia do método de Jinks e Pooni (1976) em
feijdo (Otubo et al. 1996, Mendonca et al. 2002, Abreu et al. 2002, Carneiro et al.
2002, Rocha et al. 2015), em soja (Triller e Toledo 1996, Ribeiro et al. 2009), em arroz
(Santos et al. 2001), em trigo (Pimentel et al. 2013) e em abdbora (Laurindo et al.
2017).

O procedimento de Jinks e Pooni (1976) estima a probabilidade de ocorréncia

de linhagens com valores médios fenotipicos que superem um determinado padrao,
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na geracgdo infinito (F«), considerando-se a média e a variancia das geracoes iniciais.
A metodologia estima a probabilidade de a populacédo gerar linhagens superiores,
considerando que as variaveis avaliadas apresentam propriedades da distribuicdo
normal.

Essa probabilidade € obtida estimando a variavel Z pela expressao Z = (x-m)/s,
em que X é a média da cultivar considerada como padrao ou testemunha (L); m é a
média das linhagens na geracdo F- que, em um modelo sem dominancia,
corresponde a média da geracao Fz; s é o desvio padréo fenotipico entre as linhagens
e também, em um modelo sem dominancia, e pode ser obtido a partir dos dados da
geracédo F2 ou Fs.

De modo geral, a metodologia de Jinks e Pooni (1976) tem sido utilizada na
cultura do feijdo como alternativa para escolha de populacdes segregantes (Abreu et
al. 2002, Carneiro et al. 2002, Mendonca et al. 2002).

1.2.4. Fixacao biologica de nitrogénio

Diversas pesquisas tém sido realizadas com o proposito de aumentar a
producao de feijdo-caupi e entre as principais estratégias utilizadas estdo a simbiose
da cultura com bactérias fixadoras de nitrogénio e o aumento de sua eficiéncia
simbidtica (Naab et al. 2009, Chagas Junior et al. 2010, Gualter et al. 2011, Silva
Junior et al. 2012, Rufini et al. 2014).

A fixacao biolégica de nitrogénio € um processo pelo qual o nitrogénio presente
na atmosfera (Nz2) é convertido em formas que podem ser utilizadas pelas plantas,
sendo considerado um dos principais ciclos biolégicos do planeta (Canfield et al. 2010)
e estima-se que contribua com quase metade do nitrogénio disponivel no mundo
(Herder et al. 2010).

A reacao é catalisada pelo complexo enzimético nitrogenase, que é encontrado
em todas as bactérias fixadoras (Mendes et al. 2010). Esse processo é realizado por
bactérias diazotroficas, que em simbiose com leguminosas induzem a formacéo de
nodulos nas raizes e/ou caules das plantas, local onde se processa a conversdo do
nitrogénio em amaonia, posteriormente disponibilizada para as plantas (Rodrigues et
al. 2013).

A formacéo do nédulo ocorre apds a bactéria identificar o hospedeiro e entrar
na sua raiz, colonizando, assim, as células do cortex. As bactérias param de se

multiplicar e parte sofre modificacdes até se tornarem bacteroides. S6 quando estdo
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nesta forma, os rizébios sdo capazes de fixar o N2 por meio do complexo enzimatico
nitrogenase (Santos et al. 2008). Esta simbiose pode proporcionar melhor
desenvolvimento vegetativo e produtivo da cultura com baixo custo de producao
(Butrinowski et al. 2015), contribuindo para uma diminuicdo do uso de fertilizantes
nitrogenados. Segundo Santos et al. (2014) a adubacdo nitrogenada afeta a
nodulacao em feijdo-caupi, sendo restritiva em alguns solos.

A interacdo planta-micro-organismo, que ocorre na rizosfera, produz efeitos
positivos nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas do solo e pode provocar
importantes implicagées na agricultura (Balota et al. 2012).

Além de apresentar baixo custo de producéo, a FBN reduz a emissao de gases
qgque podem promover o efeito estufa, ao reduzir a necessidade de fertilizantes
nitrogenados, e, consequentemente, reduz a contaminacdo do lencol freatico pela
menor chance de lixiviacdo de quantidades aprecidveis de nitrato (Pelegrin et al.
2009). Esta pratica agricola é muito utilizada, mas a resposta da planta a inoculacao
€ determinada por diversos fatores bidticos e abioticos, que podem influenciar de
forma positiva ou negativa os resultados de producéo.

Devido as pesquisas e recomendacdes de estirpes especificas para a cultura,
minimizando alguns riscos, este processo passou a ser uma alternativa viavel para a
substituicéo, total ou parcial, dos adubos nitrogenados, desde que supra a cultura com
0 nitrogénio necessario para o seu crescimento e desenvolvimento, além de diminuir
os custos de producao e economizar combustiveis fésseis usados para a fabricacao
de fertilizantes nitrogenados (Oliveira Junior 2013). Quando essa associa¢do nao &
eficiente, ocorre mé formacéo do sistema radicular, alteracéo na fotossintese, reducao
na translocacdo de fotoassimilados e na producédo e alteracdes do crescimento
(Shridhar 2012).

O feijdo-caupi € considerado uma leguminosa promiscua, pois apresenta
capacidade de nodular com varios géneros de bactérias do grupo rizébios, cujo
emprego de estirpes tem baixo custo, podendo promover o aumento da produtividade
por meio de uma simbiose efetiva, sendo estas estabelecidas ou nativas dos solos
brasileiros (Gualter et al. 2008, Zilli et al. 2009, Costa et al. 2011). Entretanto, existem
importantes diferengas entre as estirpes bacterianas na eficiéncia da fixacao bioldgica
de nitrogénio quando em simbiose com essa cultura (Zilli et al. 2009).

Atualmente, existem quatro estirpes — UFLA 3-84 (SEMIA 6461), INPA 03-11B
(SEMIA 6463), BR 3267 (SEMIA 6462) e BR 3262 (SEMIA 6464) — autorizadas para

uso em inoculantes para o feijao-caupi (Brasil 2011), sendo que estas substituiram a
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antiga estirpe recomendada BR 2001 (Silva Janior 2012). Nos ultimos anos, as
pesquisas tém mostrado que as estirpes de Bradyrhizobium BR 3267 (SEMIA 6462)
e a BR 3262 (SEMIA 6464) contribuem positivamente para o fornecimento de
nitrogénio a cultura e, consequentemente, para o rendimento de gréos (Zilli et al.
2009).

A estirpe BR 3267 (Bradyrhizobium japonicum) foi selecionada e isolada de
nodulos de plantas de feijdo-caupi cultivadas em solos do Nordeste do Brasil, em
ambientes de floresta atlantica transicional para a regido do Semiarido, localizado nos
estados de Pernambuco e Sergipe. A estirpe BR 3262 (Bradyrhizobium elkanii) foi
isolada do Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica (SIPA) no municipio de
Seropédia, RJ.

As estirpes BR 3267 e BR 3262 sdo consideradas como "elites" para inoculagéao
de plantas de feijao-caupi no Brasil e varios estudos, sob condi¢cbes controladas e de
campo, mostraram que ambas as estirpes contribuem significativamente para o
rendimento das culturas, incluindo mais de 50% de acumulacédo de nitrogénio através
da fixagao bioldgica (Leite et al. 2017).

Na literatura encontram-se diversos trabalhos apresentando diferentes
percentuais de nitrogénio fixado biologicamente pela planta do feijao-caupi (Zilli et al.
2009, Belane e Dakora 2010, Costa et al. 2011, Silva Janior et al. 2012, Rodrigues et
al. 2013, Alcantara et al. 2014, Farias et al. 2016), deste modo, a importancia do
melhoramento genético vegetal, visando a fixacdo biolégica do nitrogénio, tem sido

enfatizada devido a variabilidade das leguminosas quanto a eficiéncia da FBN.

1.2.5. Parametros relacionados a fixacao biolégica de nitrogénio

De acordo com Gualter et al. (2011), bactérias fixadoras de nitrogénio
contribuem de forma significativa com um incremento da fixacdo biolégica do
nitrogénio e, logo, com o aumento de massa seca da planta. Em geral, as respostas
do feijoeiro a adubacéo nitrogenada e a inoculacdo tém sido variaveis quanto a
producdo de massa seca da parte aérea, sendo observados efeitos positivos ou, em
alguns casos, efeitos nao significativos (Pelegrin et al. 2009).

A MSPA informa sobre o estado nutricional da planta, onde maiores valores
podem inferir uma maior eficiéncia na translocagéo de fotoassimilados (Borges et al.
2012).
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A quantidade de nitrogénio fixado simbioticamente pela associa¢do rizobio-
planta pode estar relacionada com a biomassa dos nodulos (Dey 2004). A massa seca
dos ndédulos € um carater importante na avaliacdo da nodulacdo por rizébios em
virtude da melhor correlagéo com o desempenho simbi6tico. O nUmero e massa seca
de nodulos sdo parametros indiretos que avaliam o processo de fixa¢ao bioldgica do
nitrogénio (Peixoto et al. 2010).

O numero de nédulos por planta permite fazer inferéncias relativas a maior ou
menor susceptibilidade do hospedeiro a infeccao por bactérias fixadoras de nitrogénio
de diversos géneros. Assim, o nimero de nodulos € consequéncia da densidade de
bactérias presentes no solo, representando uma medida semiquantitativa do nimero
de células presentes, assim, uma maior nodulacdo pode ser considerada como um
forte indicativo de que a estirpe seja uma boa competidora e consegue se sobressair
em relacdo a outros micro-organismos do solo (Almeida et al. 2010).

Para avaliar a intensidade da fixacdo bioldgica de nitrogénio pelas plantas,
deve-se anotar o numero dos nédulos nas raizes de cada planta, sendo esse um dos
critérios para avaliacdo da presenca da simbiose rizébio-leguminosas, fazendo parte,
inclusive, do protocolo para avaliacdo da eficiéncia agronémica de estirpes no Brasil
pela Rede de Laboratorios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de
Tecnologia de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola (RELARE).

Em condi¢cdes de campo, havendo simbiose, considera-se que o nimero de
nédulos acima de 58 e a massa seca de nddulos acima de 0,33 gramas por planta
sao suficientes para garantir o fornecimento de nitrogénio por meio da FBN. Logo,
acredita-se que esses limites podem ser inferiores sem afetar a FBN para a cultura do
feijdo-caupi (Bastos et al. 2012).

O NAPA e a ENOD também sao parametros utilizados para avaliar a eficiéncia
da FBN, onde o NAPA tem sido considerado como indicador de estirpes com potencial
para compor inoculantes comerciais com eficiéncia simbiética e a ENOD como um
parametro indicativo da ocorréncia de uma associa¢ao simbibdtica eficaz (Alcantara et
al. 2014).

1.2.6. Parametros genéticos
O estudo e a identificacdo de parametros genéticos como, coeficiente de

variacdo genético, herdabilidade e correlagdo entre caracteristicas s&o muito

importantes, pois por meio destes pode-se conhecer a variabilidade genética, o grau
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de expressdo de um carater de uma geracdo para outra e a possibilidade de ganhos
por meio da selecéo direta ou indireta. Segundo Ramalho et al. (2012b), as estimativas
dos componentes da variabilidade existente em uma populacéo e sua relacdo com as
diferencas genéticas sdo fundamentais em qualquer programa de melhoramento, pois
permite conhecer o controle genético do carater e o potencial da populacdo para a
selecéao.

Estimativas de componentes de variancia genética confiaveis orientam os
melhoristas na selecao de individuos superiores em populacdes segregantes em um
programa de melhoramento (Borém e Miranda 2013). Pesquisas relatadas na
literatura tém constatado que o feijdo-caupi € um bom exemplo de ampla variabilidade
genética de caracteristicas agronémicas, nutricionais e culinarios (Matos Filho et al.
2009, Andrade et al. 2010, Silva e Neves 2011).

O acompanhamento da populacdo segregante possibilita ao melhorista o
controle de sua populacéo e de seus métodos. No entanto, a eficiéncia dos métodos
adotados depende de informacdes que podem ser preditas por meio dos componentes
de variancia. Assim, a obtencdo destes componentes tem sido de fundamental
importancia no melhoramento genético (Passos et al. 2011, Cruz et al. 2012).

Na genética e no melhoramento, as estimativas de parametros genéticos como
coeficiente de herdabilidade, ganho esperado com a selecdo e correlacdo entre
caracteristicas sdo obtidas por meio dos componentes da variancia (Ramalho et al.
2012).

1.2.7. Componentes de média e da variancia genética

No melhoramento vegetal, tdo importante quanto o genétipo de um individuo
na populacao é a capacidade desse genotipo transmitir suas caracteristicas aos seus
descendentes. Dessa forma, o conhecimento sobre a variabilidade genética existente
na populacéo e quanto dessa variabilidade é devido a cada um dos componentes da
variancia genética torna-se de fundamental importancia no melhoramento, uma vez
que a selecdo realizada s6 sera eficaz se recair sobre a parte herdavel da variancia
total (Ramalho et al. 2012b).

A estimacéo dos componentes de variancia € de grande importancia, tanto na
estatistica experimental quanto na genética e no melhoramento vegetal. Na estatistica
experimental, € fundamental para indicacdo da expressédo adequada do teste F. Em

relacdo a genética e ao melhoramento, as estimativas dos componentes da variancia
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sdo utilizadas para se obter outras estimativas, tais como: coeficiente de
herdabilidade, ganho esperado com a selecdo e correlacdo entre caracteristicas
(Ramalho et al. 2005).

Os componentes de variancia sdo muito importantes no melhoramento genético
de plantas, tendo em vista que os parametros genéticos permitem a escolha do
meétodo de melhoramento e da populacédo a serem utilizados e as estimativas desses
parametros podem ser obtidas por meio dos componentes de variancia.

Estes componentes representam as variancias associadas aos efeitos de um
modelo estatistico e podem ser obtidos com base em esperancas matematicas, onde
sao utilizados os quadrados médios da analise de variancia realizada conforme o
delineamento genético e experimental mais apropriado (Ramalho et al. 2005).

Os componentes de variancia auxiliam nas decisdes sobre a escolha de
métodos de melhoramento vegetal mais eficientes para o desenvolvimento de
cultivares superiores (Cruz 2005) e somente com o conhecimento desses parametros,
o melhorista pode tomar decisdes acertadas sobre os métodos a serem seguidos.

Para verificar a existéncia de variabilidade entre os gendtipos de feijao-caupi,
pesquisadores determinaram 0s seguintes componentes: variancia ambiental,
fenotipica e genotipica; coeficiente de variacao experimental e genotipico; coeficiente
de determinagcdo genotipica; quociente b; correlacbes ambientais, fenotipicas e
genotipicas (Matos Filho et al. 2009, Andrade et al. 2010, Correa et al. 2012, Correa
et al. 2015, Meira et al. 2017) e constataram que 0s germoplasmas em estudo
mostraram-se, a principio, promissores para trabalhos de selecdo ou hibridacdes

objetivando a melhoria das caracteristicas avaliadas.

1.2.8. Coeficiente de variagdo genético

O coeficiente de variacdo genético (CVg) tem como objetivo informar sobre a
variabilidade da populacao, tendo a média como referéncia. Esse € um parametro que
possibilita a comparacdo da variabilidade existente em diferentes populagbes, ou
dentro da mesma populagéo para diversas caracteristicas. O CVg representa a razao
entre o desvio-padrdo genético e a média da populagdo, ou seja, expressa a
magnitude da variacdo genética em relacdo a meédia do carater e se constitui em um
bom referencial, pelo fato de ser um parametro adimensional e diretamente

proporcional a variancia genética (Ramalho et al. 2012).
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O coeficiente de variacdo genético tem grande importancia porque pode
interferir na magnitude da variabilidade da populacdo em diferentes caracteristicas,
possibilitando comparar os niveis de variabilidade genética presentes em diferentes
genotipos, ambientes e caracteristicas (Ferrdo et al. 2008).

A variabilidade genética em feijdo-caupi ocorre, praticamente, para todas as
caracteristicas (Matos Filho et al. 2009, Andrade et al. 2010, Correa et al. 2012, Correa
et al. 2015, Meira et al. 2017).

Estimativas de coeficiente de variacdo genético elevadas indicam maior
variabilidade para o caréater, sendo altamente promissor para a realizagédo de selecéo
visando a obtenc¢éo de ganhos no melhoramento genético. Outra vantagem de estimar
coeficiente de variacdo genético é o fato de ser um indicador da grandeza relativa das
mudancas que possam ser conseguidas em cada caracteristica por meio da selecéo,
ou seja, um indicador do ganho genético (Rangel et al. 2000, Ferrdo et al. 2008,
Andrade et al. 2010).

1.2.9. Herdabilidade

Nos programas de melhoramento de culturas, de qualquer espécie, € essencial
o conhecimento sobre o0 montante da variabilidade genética existente nas espécies
para varias caracteristicas (Ajayi et al. 2014). Deve-se saber a variabilidade que ha
nas populagbes e também quanto dessa variabilidade é herdavel, pois isto permite
estimar parametros genéticos de grande utilidade como a herdabilidade, um dos que
mais contribui para os trabalhos de melhoramento. Segundo Bueno et al. (2006), a
estimativa de coeficientes de herdabilidade permite avaliar se a superioridade
fenotipica dos caracteres € de origem genética.

A herdabilidade é um indicativo de que a caracteristica pode ser transmitida
aos seus descendentes; no sentido amplo inclui a aditividade, dominancia e epistasia,
e no sentido restrito somente a aditividade na propor¢cao da variancia genética total
(Carvalho et al. 2001).

A herdabilidade é uma ferramenta de grande potencial, possibilitando a
estimacdo do ganho na selecdo e a definicdo da estratégia a ser utilizada para a
selecéo dos melhores gendtipos (Brim 1973, Fehr 1993).

A herdabilidade surgiu para quantificar se as diferengas entre os individuos sédo
de origem genética ou derivadas de fatores ambientais. Ela fornece a proporcao da

variancia genética existente na variancia fenotipica total, que pode ser perpetuada via
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selecdo, ou seja, a propor¢cdo da variancia genética que ha na variancia fenotipica
total, estimando a confiabilidade do valor fenotipico como indicador do valor
reprodutivo (Horner e Frey 1957, Ramalho et al. 2012a).

Desta forma, a herdabilidade possui um papel preditivo estimando a
confiabilidade do valor fenotipico como indicador do valor reprodutivo (Bernardo
2010).

Dentre as utilidades do conhecimento sobre a herdabilidade do carater, a que
tem maior destaque num programa de melhoramento € seu papel preditivo, que
expressa a confiabilidade do valor fenotipico como estimador do valor genotipico, de
tal forma que, quanto maior a herdabilidade, maior sera o ganho por selecédo para
essa carateristica (Ramalho et al. 2012a, 2012b).

A herdabilidade de um carater métrico € muito importante porque expressa a
proporcao da variancia total que € atribuida ao efeito médio dos genes, determinando
o grau de semelhanca entre parentes (Falconer 1996). Sendo a herdabilidade alta,
para determinado caréter, indica que a selecao individual de plantas para esse carater
deve ser efetiva nas primeiras geracdes segregantes; sendo baixa, a pratica da
selecdo para esses caracteres deve ser feita em geragdes mais avangadas quando
se espera que o valor genético da progénie seja mais precisamente avaliado
(Camargo et al. 1998).

Entretanto, a elevada pressdo de selecdo nas geragcbes precoces com
caracteristicas de alta herdabilidade pode ocasionar diminuicdo da variabilidade
genética para outras caracteristicas que possuem baixa herdabilidade (Brim 1973).
Para Cruz (2005), a herdabilidade sendo alta, havera alta correlacdo entre o valor
fenotipico e o valor genético.

Existem alguns métodos para se calcular a herdabilidade em plantas
autdégamas, no entanto, a escolha do melhor deles depende dos recursos genéticos
disponiveis e do objetivo do uso das estimativas (Baldissera et al. 2014).

A herdabilidade pode ser estimada de duas formas, uma no sentido restrito e
outra no sentido amplo. No sentido restrito considera apenas a variancia geneética
aditiva, ou seja, aquela que é fixada pela selecédo. Assim, a herdabilidade no sentido
restrito é a razdo entre a variancia genética aditiva e a variancia fenotipica e, devido
a isso, na maioria dos casos, € a mais importante para os melhoristas. Ja a
herdabilidade no sentido amplo considera a variancia genética total em relacdo a

variancia fenotipica e tem maior importancia em casos de plantas que apresentam
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reproducdo vegetativa onde o genoétipo € integralmente herdado (Pierce 2013,
Ramalho et al. 2012b).

De acordo com Hanson (1963), a herdabilidade no sentido restrito pode ser
utilizada para estimar o real melhoramento do processo de selecéo, ja a herdabilidade
no sentido amplo pode ser considerada como o limite superior da herdabilidade
restrita.

As estimativas de herdabilidade sdo obtidas em porcentagem e quanto maior
for o seu valor maior sera a contribuicdo da varidncia genotipica. Nesse sentido,
caracteristicas com baixa herdabilidade podem ser melhoradas por selecédo indireta,
pela selecdo de outras caracteristicas correlacionadas que possuem alta
herdabilidade (Shimelis e Shiringani 2010).

O simbolo usualmente empregado para herdabilidade é representado por h?,
ndo sendo elevado ao quadrado (Falconer 1996). Quando h?=1, o fendtipo é
completamente definido pelo gendtipo, ndo havendo influéncia do ambiente sobre a
magnitude do carater, e sendo h? = 0, a variabilidade do carater ndo tem origem
genética (Allard 1999).

Para um carater estudado, a herdabilidade ndo possui valor constante, estando
relacionada com uma determinada populacdo, determinado ambiente, o modelo
genético adotado e a precisdo experimental (Fehr 1993, Falconer 1996). As diferencas
para a herdabilidade sdo compreensiveis, pois nos estudos sao envolvidos diferentes
tipos de materiais genéticos, avaliados em épocas e ambientes diferentes.

Ribeiro et al. (2012), estudando parametros genéticos de caracteristicas
morfologicas de feijdo-caupi, observaram existir uma grande variacdo envolvida nas
herdabilidades das caracteristicas comprimento do ramo principal, comprimento do
maior ramo secundario, nimero de ramos e nimero de nés por planta.

Na selecédo de individuos, cabe ao melhorista a tomada de decisdes relativa a
superioridade dos genoétipos com base em informagfes fenotipicas. Mas € preciso
muito cuidado, pois, ao selecionar um genétipo, em detrimento de outro, pode-se estar
eliminando genes de interesse ou repassando genes desfavoraveis para a geragcao
seguinte.

Quando o valor fenotipico corresponde ao valor genotipico, as comparacdes
com base em valores fenotipicos tém relagdo direta com as variagdes genéticas.
Desta maneira, a herdabilidade, como um parametro que quantifica as relacdes das
variancias fenotipicas e genéticas, torna-se uma ferramenta indispensavel no

melhoramento genético (Cruz et al. 2012).
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1.2.10. Correlagdes entre caracteristicas

O estudo da magnitude, direcéo e significancia das correlacdes existentes entre
caracteristicas possui grande importancia em programas de melhoramento, pois, em
geral, os melhoristas preocupam-se em aprimorar 0 material genético ndo para
caracterisricas isoladas, mas para um conjunto destes, simultaneamente. Portanto, a
informacéo sobre essas relacdes € um subsidio valioso para o melhorista na escolha
do procedimento mais eficiente a ser adotado principalmente quando a sele¢éo de um
carater de interesse apresenta dificuldades, por ser de baixa herdabilidade e por
apresentar problemas em sua identificacdo ou medicao (Vencovsky e Barriga 1992,
Nogueira et al. 2012).

O conhecimento da correlagdo entre caracteristicas € muito importante para o
melhoramento porque possibilita ao melhorista saber como a sele¢éo para um carater
influencia a expressdo de outras caracteristicas (Silva et al. 2016). Dessa forma, a
avaliacdo do sentido e da amplitude da resposta correlacionada na selecdo é de
fundamental importancia para a obtencao de genoétipos superiores para um grupo de
caracteristicas de interesse (Falconer 1996, Cruz 2005).

O coeficiente de correlacdo € uma medida que representa a variagao conjunta
entre duas caracteristicas e também mede a intensidade de associacado e a direcao
linear ou ndo entre esses. Pode ser realizada a partir da medida de duas
caracteristicas em certo nimero de individuos na populagéo, objetivando aprimorar o
material genético para um conjunto de caracteristicas. Possui causas genéticas e
ambientais, mas s6 as genéticas envolvem associacao de natureza herdavel, podendo
ser utilizada em programas de melhoramento (Cruz et al. 2012). Quanto mais proximo
de um, mais forte € a correlacdo entre as variaveis avaliadas (Charnet et al. 2008).

O coeficiente de correlacdo: a) € adimensional e seu valor absoluto néo
ultrapassa a unidade, sendo positivo, quando ocorre aumento nas duas caracteristicas
ou negativo, quando um carater aumenta e outro diminui; b) quando igual a zero reflete
a falta de relagdo linear e n&o associativa entre duas caracteristicas; c) a
independéncia entre duas caracteristicas ocorre quando a correlacdo é nula e as
caracteristicas apresentam distribuicdo normal bidimensional (Cruz et al. 2012).

Segundo Santos et al. (2015) as estimativas dos coeficientes de correlacao
fenotipica, genotipica e ambiental, para os pares de caracteristicas em niveis de
significancia e magnitude séo consideradas baixas, quando apresentarem valores

inferiores a 0,4; médias entre 0,4 e 0,7; e altas com valores superiores a 0,7. A
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independéncia entre duas caracteristicas ocorre quando a correlacdo é nula e as
caracteristicas apresentam distribuicdo normal bidimensional.

A correlacéo simples permite avaliar a magnitude e o sentido das rela¢cGes entre
duas caracteristicas, sendo de grande utilidade no melhoramento por possiilitar a
selecao indireta, que em alguns casos, pode levar a progressos mais rapidos do que
a selecdo do carater desejado. Selecionando caracteristicas de alta herdabilidade e
de facil afericdo, que evidenciem alta correlacdo com o carater desejado, pode-se
obter progressos mais rapidos em relacdo a utiizacdo da sele¢éo direta (Cruz et al.
2012).

A correlacdo constitui-se em uma alternativa de aproveitamento eficiente da
variabilidade presente nas popula¢des em curto tempo. Assim, sdo importantes para
determinar a associagao entre as caracteristicas, direcionando nessas, a selecao de
forma direta ou indireta. As correlacbes fenotipicas sdo diretamente observadas,
podendo ocorrer por causas genéticas ou ambientais. A genética é devido a
pleiotropia e a ligacdo génica. O efeito pleiotrépico expressa o efeito total dos genes
que estdo em segregacao. Por outro lado, a ligacdo génica é transitéria, podendo ser
alterada em geracdes avancadas devido a ocorréncia de permutas (Cruz 2005,
Ramalho et al. 2012a).

Ferreira et al. (2011) encontraram correlacao significativa e positiva entre as
variaveis NN e MSN em feijdo-caupi e também entre as variaveis MSN e MSPA.
Segundo esses pesquisadores, os resultados revelaram que o NN, MSN, MSPA e teor
NAPA, aumentaram até os 45 DAE.

Chagas Junior et al. (2010), estudando a eficiéncia agronémica de estirpes de
rizobios inoculados em gendtipos de feijao-caupi no Cerrado, observaram correlacao
entre MSPA e MSN com aumento da MSPA a medida que houve aumento da
biomassa seca de nodulos, evidenciando que as plantas que acumularam maior
guantidade de matéria seca de ndédulos também acumularam maior quantidade de
matéria seca na parte aérea.

Apesar de ser de grande utilidade na quantificacdo da magnitude e direcao das
influéncias dos fatores na determinacdo de caracteristicas complexas, o coeficiente
de correlacdo simples ndo determina a importancia dos efeitos diretos e indiretos das
caracteristicas que o compdem (Cruz et al. 2012), necessitando, pois que o melhorista
faca uso do desdobramento desse coeficiente que é realizado pela analise de trilha,
desenvolvida por Wright (1921) e pormenorizada por Li (1975).
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Embora a correlagéo seja uma caracteristica intrinseca de duas variaveis sob
uma determinada condi¢do experimental, sua decomposi¢cédo depende do conjunto de

caracteristicas estudadas (Cruz et al. 2012).

1.2.11. Anélise de trilha

A andlise de trilha é um importante artificio da estatistica multivariada, que
consiste em desdobrar correlacdes entre caracteristicas em efeitos diretos e indiretos
medindo a influéncia dessas variaveis sobre uma caracteristica principal (carater
basico), permitindo se escolher a estratégia mais eficaz na selecéo, para incrementar
o melhoramento genético (Kurek et al. 2001).

Esta técnica baseia-se na definicdo prévia da variavel principal e de outras
explicativas cujas inter-relacdes lineares sdo decompostas em componentes de
efeitos diretos e indiretos, considerando-se um modelo aditivo de regresséo linear
multipla e tem sido bastante utilizada em diversos campos da pesquisa experimental
(Cabral et al. 2011, Moura et al. 2012, Oliveira et al. 2013, Almeida et al. 2014, Freitas
et al. 2016).

O coeficiente de trilha, de caminhamento ou analise de causa e efeito € um
método que analisa um sistema de mdultiplas caracteristicas, relacionadas de modo
linear e inclui todos os fatores basicos (causas) e suas caracteristicas resultantes
(efeitos), como um coeficiente de regressdo padronizado porque é composto por uma
equacdao de regressdo multipla quando inter-relacées complexas estdo envolvidas (Li
1975).

O coeficiente de determinacéo (R?) é um indicador da adequacédo do modelo
utilizado e mede os efeitos das variaveis explicativas sobre a variavel principal (Kurek
et al. (2001). Se R? tiver um valor préximo da unidade é aceito que as variacdes na
varavel principal sdo explicadas em grande parte pelas variagbes das variaveis
explicativas (Borges et al. 2011).

A metodologia do coeficiente de trilha pode, portanto, melhor auxiliar o
melhorista de plantas, por permitir a visualizacdo do efeito direto que uma variavel
causa em outra e dos efeitos indiretos das outras caracteristicas relacionadas (Paiva
et al. 1982).

Cruz et al. (2012) apresentaram algumas propriedades associadas a
metodologia da analise de trilha: 1) a trilha (“path”) é direcional e seus coeficientes, os

guais expressam os efeitos diretos de caracteristicas, podem assumir valores maiores
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gue a unidade, negativos ou positivos; 2) pode ser usada para comparar efeitos de
caracteristicas mensuraveis em escalas diferentes, pois € um coeficiente de regressao
padronizado; 3) duas caracteriticas podem nao ser correlacionadas, mas o coeficiente
de trilha pode assumir valores diferentes de zero; 4) duas caracteristicas podem ser
completamente determinadas pela mesma causa em comum e, mesmo assim, nao
apresentarem correlacgéo.

A analise de trilha tem sido empregada com sucesso em muitos programas de
melhoramento genético vegetal com o objetivo de entender os artificios, as causas e
os efeitos, envolvendo a associacdo entre caracteristicas, como também, de
decompor a correlacdo existente em efeitos diretos e indiretos através de uma variavel
considerada principal associada a algumas caracteristicas secundarias (Kurek et al.
2001).

Nas referéncias bibliograficas encontram-se diversos trabalhos com analise de
trilha em varias culturas de importancia econémica, como feijdo comum, soja, acai,
cana-de-acucar e mamao (Cabral et al. 2011, Nogueira et al. 2012, Teixeira et al.
2012, Esposito et al. 2012, Silva et al. 2016).
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CAPITULO I

PARAMETROS GENETICOS EM GERACOES SEGREGANTES DE
FEIJAO-CAUPI QUANTO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
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2. PARAMETROS GENETICOS EM GERACOES SEGREGANTES DE FEIJAO-
CAUPI QUANTO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

2.1. Resumo

Com o objetivo de estimar parametros relacionados a fixagéo bioldgica de nitrogénio
(FBN) em cultivares de feijao-caupi, utilizando-se genitores e geracdes segregantes,
foi conduzido um experimento em bancadas ao ar livre na Estagdo Experimental de
Cana-de-acucar de Carpina, pertencente a Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Carpina — PE, Brazil, de marco a abril de 2016. Utilizou-se uma mistura
de duas estirpes referéncias de Bradyrhizobium, recomendadas para a cultura. As
sementes foram plantadas em bolsas de polietileno de 20 cm x 30 cm, tendo como
substrato a mistura de vermiculita e areia lavada na proporcédo de 1:1. Foram avaliados
0s parentais e as geracgoes F2, F3 e F4 no delineamento em blocos casualizados com
quatro repeticdes por meio das variaveis numero de nédulos por planta (NN), massa
seca de nédulos (MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de nodulagéo
(ENOD), coletados aos 45 dias ap6s a emergéncia (DAE). Nao houve diferenca
significativa entre as populagfes para as variaveis MSPA, NAPA e ENOD, porém seus
valores médios foram elevados, provavelmente devido a mistura das estirpes BR 3262
e BR 3267. Estes resultados se justificam pela elevada variancia ambiental e variancia
genotipica igual a zero. A FBN nas geracdes segregantes mostrou-se tdo eficaz
guanto nos genitores, permitindo a obtencédo de gendtipos mais promissores a cada
avanco das geracfes. A metodologia de Jinks e Pooni é uma alternativa viavel na
predicdo do potencial de populacdes segregantes em geracdes mais avancadas de

feijao-caupi.

Palavras-chave: Estirpes. Nodulag&o. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata.

2.2. Abstract

GENETIC PARAMETERS IN SEGREGANT GENERATIONS OF COWPEA ON
BIOLOGICAL NITROGEN FIXING
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In order to estimate parameters related to biological nitrogen fixation (BNF) in cowpea
cultivars, using parents and their segregating generations, an experiment was carried
out in outdoor benches at the Carpina Sugarcane Experimental Station of, located at
the Zona da Mata region of the State of the Pernambuco, Northeast of Brazil, (Federal
Rural University of Pernambuco), from March to April 2016. Bradyrhizobium
references, recommended for culture, were used as a mixture of two strains. The seeds
were planted in 20 cm x 30 cm polyethylene bags, with the mixture of vermiculite and
washed sand in a 1:1 ratio as the substrate. Parental and F2, Fs and F4 generations
were evaluated in the randomized block design with four replications using the
following variables: number of nodules per plant (NN), nodules dry mass (NDM), roots
dry mass (RDM), shoots dry mass (SDM), nitrogen accumulated in the shoots (NAS)
and nodulation efficiency (NODE), collected at 45 days after emergence (DAE). There
were no significant difference between the populations for the variables SDM, NAS
and NODE, but their mean values were high, probably due to the mixture of strains BR
3262 and BR 3267. These results are justified by high environmental variance and
genotypic variance equal to zero. FBN in the segregating generations proved to be as
effective as in the parents, allowing the generation of more promising genotypes at
each generation's advance. The Jinks and Pooni methodology is a tool in predicting

the potential of segregating populations in more advanced generations of cowpea.

Keywords: Strains. Heritability. Bradyrhizobium. Vigna unguiculata.

2.3. Introducao

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), € uma dicotiledbnea de origem
africana, conhecido, nas diversas regides do Brasil, como feijdo-de-corda, feijao-
macéssar, feijio-de-praia e feijio-mitdo. E uma leguminosa pertencente a ordem
Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, género Vigna
seccao Catiang (Freire Filho et al. 2011). Seu cultivo no mundo € realizado em 45
paises (Abate et al. 2012) e o continente africano é responsavel por mais de 95% da
producdo mundial (FAO 2017).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de feijao-caupi, ficando abaixo da
Nigéria e do Niger. Estes trés paises representam juntos 82,46 % da area colhida e
81,92 % da producdo mundial (FAO 2017, CONAB 2017). No Brasil, as principais
regides produtoras séo Norte e Nordeste, com o feijao-caupi se constituindo no prato
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basico das populagbes rurais (Tedfilo et al. 2008). Pelo regulamento técnico do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, existe o feijao-comum
(Phaseolus vulgaris L.), representando o Grupo | e o feijdo-caupi, (Vigna unguiculata
L. Walp.), o Grupo Il (Brasil 2008).

No Brasil, os dados da safra 2016/2017, apontaram o feijdo-caupi como o
segundo mais plantado do pais, com uma area de 1.409,3 hectares, estimativa de
producédo de 713,0 mil toneladas e produtividade média de 506 Kg.ha' (CONAB,
2017).

No Nordeste, a producdo do feijdo-caupi, tradicionalmente, encontra-se nas
areas semiaridas, onde, devido a irregularidade das chuvas e altas temperaturas,
outras culturas anuais nédo se desenvolvem satisfatoriamente. O cultivo nas regides
Nordeste e Norte é feito principalmente por agricultores familiares que ainda utilizam
praticas tradicionais. No Centro-Oeste, passou a ser cultivado em larga escala a partir
de 2006, principalmente por médios e grandes empresarios, com cultivo tecnificado
(Freire Filho et al. 2011).

Além de possuir ciclo curto para maturidade, essa cultura possui tolerancia a
seca (Santos et al. 2010) e capacidade de obtencéo significativa de nitrogénio por
meio da fixacdo biolégica, sendo uma boa opc¢éo a ser utilizada em rotacéo de culturas
e também na conservacdo e melhoramento da fertilidade do solo (Sreerama,
Sashikala e Pratape 2012).

O emprego da FBN, por meio da associacdo das leguminosas e bactérias
diazotroficas simbiontes, denominadas de rizobios, tem baixo custo e eleva a
producdo das plantas de feijao-caupi (Melo e Zilli 2009).

No Brasil, o programa de melhoramento do feijao-caupi, coordenado pela
Embrapa Meio-Norte, tem como objetivos principais: o desenvolvimento de cultivares
com porte adequado para exploracdo pela agricultura familiar e agricultura
empresarial; o incremento da produtividade e da resisténcia a estresses hidricos; o
aumento dos teores de proteina, ferro e zinco e a melhoria da qualidade visual e
culinaria dos graos (Freire Filho et al. 2011).

Pesquisas quanto a FBN em feijdo-caupi vém sendo intensificadas para selecao
de estirpes (Almeida et al. 2010, Alcantara et al. 2014), como novos veiculos para
formulagdo de inoculantes (Silva Junior et al. 2012) e objetivando aumentar a
produtividade e reduzir os custos de producéo (Borges et al. 2012, Saboya et al. 2013,
Martins et al. 2015), e os resultados obtidos auxiliaram na intensificacéo da inoculagao

do feijdo-caupi (Silva Janior et al. 2012).



53
Costa, I. G. Genética de geracdes segregantes de feijao-caupi quanto a fixacao bioldgica de nitrogénio

No entanto, constata-se uma lacuna nas pesquisas sobre a FBN com relacéo as
caracteristicas genéticas de geracOes segregantes de feijdo-caupi comparadas com
0S seus genitores. Neste contexto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar os
pardmetros genéticos relacionados & FBN em cultivares de feijdo-caupi, utilizadas

como genitores, e em suas geracdes segregantes.

2.4. Material e métodos

O experimento foi conduzido em bancadas ao ar livre na Estacédo Experimental
de Cana-de-acucar de Carpina, pertencente a Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), localizada a 7° 51’ 04” de latitude sul, 35° 14’ 27” de longitude
oeste, com 178 m de altitude, clima classificado como Tropical Chuvoso com verao
seco na classificacado de Képpen. A precipitacado pluvial total registrada no periodo de
conducao do experimento foi de 426,1 mm favorecendo o desenvolvimento vegetativo
da cultura.

As sementes dos parentais e das geracbes segregantes foram cedidas pelo
Programa de Melhoramento Genético de Feijdo-caupi do Instituto Agronémico de
Pernambuco - IPA. As geracdes F2, Fz e F4 foram obtidas, neste programa, por meio
da realizacéo do cruzamento P1 x P2 e das autofecundacdes das geracgdes F1, F2 e Fs.
Foi utilizada como genitor feminino a cultivar BRS Pajeu (P1) e como genitor masculino
a cultivar Patativa (P2), ambas com caracteristicas produtivas e padrao comercial.

O cruzamento P1 x P2 foi realizado em 2010, na sede do IPA, em Recife, quando
foram utilizados polens de flores coletadas pela manh&, mantidas em geladeira por
todo o periodo, até que botbes florais fossem emasculados e polinizados na tarde do
mesmo dia. A cada ano foram realizadas as autofecundacdes sucessivas de F1 a Fs.
Essas geracdes segregantes foram conduzidas pelo método da descendéncia de uma
Unica vagem (single pod descent) da geracdo F2 a Fs, quando foram abertas as
linhagens. Todas as sementes da geracdo Fi1 foram utilizadas para producéo da
geracgao F2. A partir da geragéo Fz, as sementes das vagens colhidas como indicado,
formaram um bulk com as sementes de todas as plantas do mesmo cruzamento. De
cada bulk se retirou uma amostra a ser semeada, compondo as plantas da geracéo
seguinte. O restante das sementes de cada cruzamento foi armazenado para
realizacdo de experimentos futuros.

Para implantagéo deste experimento, a semeadura foi realizada no dia 07 de

abril de 2016 e a coleta das plantas para avaliacédo em 26 de maio de 2016. O plantio
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foi realizado colocando-se duas sementes por bolsa, para assegurar a germinacao e
aproveitou-se a plantula mais vigorosa por ocasiao do desbaste, que ocorreu aos 15
dias apds a emergéncia (DAE), deixando-se uma planta por bolsa.

Utilizou-se o delineamento experimental de blocos casualizados com quatro
repeticdes, sendo avaliados cinco tratamentos: os dois parentais e as geracdes F2, F3
e F4. As sementes foram plantadas em bolsas de polietileno de 20 cm x 30 cm,
utilizando-se como substrato a mistura de vermiculita e areia lavada na proporgao de
1:1.

As parcelas foram constituidas de 24 plantas (4 fileiras de 6 plantas) para cada
um dos parentais e de 76 plantas (4 fileiras de 19 plantas) para cada uma das
geracoes F2, F3 e F4. Foi colocado um prato de isopor embaixo de cada bolsa e por
ocasiao do plantio foi realizada a irrigacao de todas as plantas deixando os substratos
saturados até encher os pratos, 0s quais receberam a cada dois dias 50 ml da solucéo
nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland e Arnon 1950).

As estirpes BR 3267 e BR 3262 de Bradyrhizobium utilizadas no experimento
foram cedidas pela Embrapa Agrobiologia. Para o preparo do inoculante ambas as
estirpes foram repicadas em frascos tipo erlenmeyers contendo meio liquido YM
(Manitol e extrato de levedura) e incubadas em agitador rotatério (220 rpm; 28°C; 96
h).

Em seguida, o inoculante foi conservado em geladeira. Apds a queda dos
cotilédones da maioria das plantas, procedeu-se a inoculacdo das mesmas. Para a
inoculacao, adicionaram-se 2,5 ml de meio de cultura YM contendo o mix das estirpes
BR 3267 e BR 3262 em cada bolsa contendo uma planta de feijdo-caupi.

Todos os dados para os componentes de nodulacdo foram coletados em plantas
individuais, inteiras. As plantas foram separadas em raiz e parte aérea, por um corte
no ponto de insercéo cotiledonar aos 45 DAE, para avaliacdo das variaveis numero
de nddulos por planta (NN), massa seca de nédulos (MSN), massa seca das raizes
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea
(NAPA) e eficiéncia de nodulagcéo (ENOD).

As raizes de todas as plantas foram lavadas sobre peneira para evitar perda de
nédulos, sendo estes destacados das raizes para determinagdo das variaveis NN,
MSN e MSR. Os nodulos, as raizes e a parte aérea fresca das plantas foram
acondicionados em bolsas de papel e colocados em estufa de circulacéo de ar a 60-
70 ° C até atingir o peso seco constante (x 72 h). Apds a secagem, a parte aérea de

cada planta foi pesada para determinacdo da MSPA, posteriormente foi moida, em
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moinho de facas tipo Willey e logo apds, submetida a digestdo umida para
quantificacdo do nitrogénio total, pelo método Kjeldahl (Silva 2009).

O NAPA foi calculado a partir do teor de N total, analisado por meio do método
Kjeldahl, multiplicado pela massa de matéria seca da parte aérea e a ENOD foi
determinada dividindo-se o N total da parte aérea pela massa seca de nédulos (Melo
e Zilli 2009).

Os dados de nodulacao foram testados quanto a normalidade (teste de Lilliefors)
e submetidos a analise de varidncia. As médias de cada tratamento foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foram determinados os
parametros genéticos como as variancias genotipica (o2g), fenotipica (o°f) e ambiental
(o%e) entre as médias das progénies, os coeficientes de variacdo genético (CVg) e
ambiental (CVe), o indice de variacdo (CVg/CVe), a herdabilidade (h?) e o coeficiente
de variacdo experimental (CV) para as diferentes variaveis relacionadas a fixacao
bioldgica de nitrogénio.

Para estimativa desses parametros genéticos, as andlises de variancia, para
todas as variaveis, foram efetuadas segundo o modelo matemético de Cruz, Regazzi
e Carneiro 2012. A analise foi realizada em delineamento em blocos casualizados
utilizando-se o programa computacional GENES (Cruz 2013). O nivel de significancia
foi calculado pelo teste F. Para as estimativas da variabilidade e demais parametros
genéticos entre e dentro das geracdes segregantes, realizou-se a analise de variancia
utilizando-se valores individuais das plantas para todas as variaveis.

A predicdo do potencial das populacdes segregantes foi realizada pela
metodologia de Jinks e Pooni (1976), que estima a probabilidade de cada populagéo
originar linhagens que superem um determinado padrdo. Essa probabilidade
corresponde a area a direita de um determinado valor de x, na abscissa da distribuicéo
normal, calculada utilizando-se as propriedades de uma distribuicdo normal
padronizada, estimando-se a variavel Z pela expressédo Z = (X - m)/s, em que X € a
meédia da linhagem considerada como padrao (L); m é a média das linhagens na
geracgao infinito (F~), que, em modelo sem dominancia, corresponde a media da

geracdo F2e s é o desvio padréo fenotipico entre as linhagens.

2.5. Resultados e discussao

Na analise de variancia, utilizando-se a média de cada parcela (Tabela 1),

observou-se boa precisdo experimental, pois a maioria das varidveis apresentou
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coeficientes de variacao (CV) baixos, exceto NAPA e ENOD que apresentaram baixas
precisdes (22,82) e (32,28).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia, com base na média de cada parcela, para
namero de nddulos (NN), massa seca dos nédulos (MSN), massa seca das raizes
(MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea
(NAPA) e eficiéncia de nodulacdo (ENOD).

Quadrados médios

FV GL

NN MSN MSR  MSPA NAPA ENOD
Blocos 3 179,65 0,0024 0,15 1,00 293310,92 7,041
Populagbes 4 2358,23" 0,0175" 0,73" 4,13"s 720563,43"S 14,48"
Residuo 12 138,45 0,0012 0,04 3,18 808373,21 21,56
CV% 8,84 9,85 6,05 19,22 22,82 32,28

** @ *: significativos ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste
F: "s: ndo-significativo pelo teste F.

Houve diferenca significativa a 1% de probabilidade, pelo teste F, entre as
geragdes estudadas para as variaveis NN, MSN e MSR, demonstrando haver situacao
desejada pelo melhoramento, ou seja, boa variabilidade genética entre as geracfes
para essas variaveis. Essas diferencas sdo um indicativo da possibilidade de ganhos
com a selecdo para as variaveis.

No estudo da FBN em diferentes gendétipos de feijao-caupi, Chagas Junior et al.
(2010) observaram diferenca significativa entre os genoétipos quanto a MSN. Costa et
al. (2011) encontraram diferencas significativas para as varidveis NN e MSN,
enquanto Zilli et al. (2011) encontraram diferencas nao significativas para a variavel
NN, mas significativas para MSN.

Os quadrados médios de MSPA, NAPA e ENOD néo diferiram entre si pelo teste
F (p> 0,05), indicando que as geracdes segregantes apresentaram comportamentos
semelhantes aos dos parentais, e entre si, em relacdo a expressao dessas variaveis.
Portanto, as geragcbes segregantes foram tdo eficientes na FBN quanto os seus
genitores. Esses resultados corroboraram os encontrados por Almeida et al. (2010),
Costa et al. (2011) e Alcantara et al. (2014), quanto a significancia para MSPA. Ja

Chagas Junior et al. (2010) encontraram diferencas significativas para este carater.
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O numero médio de nodulos por planta foi de 133,13 (Tabela 2), um valor
bastante superior aos obtidos em outros trabalhos (Almeida et al. 2010, Costa et al.
2011, zilli et al. 2011, Bastos et al. 2012, Saboya et al. 2013, Frigo et al. 2014, Santos
et al. 2014).

Tabela 2. Valores médios das variaveis numero de nddulos (NN), massa seca dos
nédulos (MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA),
nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de nodulagdo (ENOD), aos

45 dias apds a emergéncia.

Populacdes NN MSN MSR MSPA NAPA ENOD
(g planta!) (g planta?l) (gplanta?l) (mgmg?)

P1 17369a 0,46a 3,88 a 10,52 a 4637,43a 12,43 a
P2 137,95b 0,36b 3,32 b 10,19 a 3963,71a 13,557a
F2 116,30b 0,29b 2,72 c 8,86 a 3893,27a 17,22a
Fs3 118,61 b 0,30b 3,05 bc 8,48 a 3659,38a 15,33 a
Fa 119,12b 0,34b 3,13 bc 8,30 a 3549,33a 13,36 a
Média 133,13 0,35 3,22 9,27 3940,64 14,39

Médias seguidas de mesmas letras, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Segundo Bastos et al. 2012, em condi¢des de campo, no feijado-caupi, , havendo
simbiose, considera-se que o numero de nédulo acima de 58 e massa seca de nédulos
acima de 0,33 g planta! sédo suficientes para garantir um fornecimento de nitrogénio
por meio da FBN. Portanto, acredita-se que esses limites podem ser inferiores sem
afetar a FBN para a cultura do feijao-caupi.

Possivelmente, estes elevados valores para o NN tenham ocorridos devido a
inoculagdo com uma mistura de duas estirpes recomendadas para o feijao-caupi, tanto
qguanto por ndo haver diferenca significativa entre as geracdes segregantes e o
progenitor masculino, portanto havendo herdabilidade quanto a este carater.

Para a MSN nao houve diferenca significativa entre as geracdes segregantes e
o progenitor masculino, portanto também ha herdabilidade quanto a este carater. Esta
variavel apresentou média de 0,35 grama por planta, valor superior aos obtidos por
Almeida et al. (2010), Costa et al. (2011) e Saboya et al. (2013) e um inferior aos
constatados por Zilli et al. (2011), Frigo et al. (2014) e Santos et al. (2014).
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Para a MSR, um carater pouco estudado em outros trabalhos, houve diferencas
significativas entre as geracfes segregantes e seus progenitores e a variavel
apresentou uma média de 3,22 gramas por planta, valor superior aos obtidos por
Bastos et al. 2012 e semelhantes aos encontrados por Frigo et al. (2014).

Apesar de ndo haver diferencas significativas entre os parentais e as geracoes
segregantes, os valores médios em grama da MSPA foram superiores aos observados
por Costa et al. (2011), Zilli et al. (2011), Silva Janior et al. (2012), Saboya et al. (2013),
e semelhantes aos encontrados por Almeida et al. (2010), Chagas Junior et al. (2010)
e Borges et al. (2012).

Neste estudo, provavelmente, as condicfes climaticas durante o experimento
podem ter sido favoraveis a cultura, as bactérias fixadoras de nitrogénio ou a ambas.

Em geral, as respostas do feijoeiro a adubacgéo nitrogenada e a inoculagao tém
sido variaveis quanto a producédo de massa seca da parte aérea, sendo observados
efeitos positivos ou, em alguns casos, efeitos ndo significativos (Pelegrin et al. 2009).

De acordo com Gualter et al. (2011), as bactérias fixadoras de nitrogénio podem
contribuir de forma significativa com maior fornecimento de N2 para a planta e,
consequentemente, com aumento de MSPA.

A MSPA informa também sobre o estado nutricional da planta, onde maiores
valores podem inferir uma maior eficiéncia na translocacdo de fotoassimilados,
entretanto, estudos que avaliem a distribuicdo de massa seca nas plantas de feijao-
caupi inoculados com diferentes estirpes de bactérias fixadoras de N2 ainda séo
incipientes (Borges et al. 2012).

Neste trabalho o nitrogénio derivado da fixacao biolégica (NDFB) foi considerado
igual ao NAPA, tendo em vista que a inoculagcdo de bactérias diazotréficas foi a Unica
fonte de nitrogénio para as plantas.

Para o NAPA, também néo houve diferencas significativas entre os parentais e
as geragcbes segregantes, entretanto esta veriavel apresentou valores médios
superiores aos encontrados na literatura (Almeida et al. 2010, Costa et al. 2011, Silva
Janior et al. 2012, Alcantara et al. 2014).

Os resultados demonstraram que, apesar de ndo haver diferencgas significativas
entre as geracOes para esta variavel seus valores médios foram bastante elevados
em relacdo a outros trabalhos com inoculacdo de bactérias fixadoras, provavelmente
devido a mistura de duas estirpes recomendadas para feijao-caupi e a herdabilidade

desta caracteristica dos genitores para as geragcdes segregantes.
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Essa elevada acumulacdo de nitrogénio na parte aérea das plantas também
levanta a possibilidade de que as geracbes segregantes de feijdo-caupi sdo tao
eficientes na fixacao biolégica de nitrogénio quanto os seus genitores.

A ENOD apresentou valores médios bem acima dos observados por Zilli et al.
(2011), sugerindo que, provavelmente, a mistura das duas estirpes proporcionou um
aumento consideravel na eficiéncia de nodulacéo.

Com relacdo aos parametros genéticos (Tabela 3), para a caracteristica MSPA
observou-se um baixo percentual de herdabilidade média (23,04%) que ocorreu

devido a baixa variancia genética e elevada variancia ambiental.

Tabela 3. Estimativas de parametros genéticos para nimero de ndédulos (NN),
massa seca de nodulos (MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da
parte aérea (MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de
nodulacdo (ENOD).

Estimativas
Parametros
NN MSN MSR MSPA NAPA ENOD

o’f 589,55 00,0043 0,183 1,031 180140,8 3,62
o%e 34,61  0,0003 0,009 0,794  202093,3 5,39
029 554,94  0,0040 0,174 0,237 0 0
h? (%) 94,13 93,09 94,80 23,04 0 0
CVg (%) 17,69 18,07 12,93 5,26 0 0
indice b 2,00 1,84 2,14 0,27 0 0

o?f. variancia fenotipica; o%e: varidncia ambiental; o?g: variancia genotipica; h2

herdabilidade; CVg: coeficiente de variagdo genético; indice b= CVg/CVe.

As estimativas de variancias fenotipicas para as variaveis NN, MSN e MSR
apresentaram maiores proporcbes do componente genotipico em relacdo ao
componente ambiental, indicando baixa influéncia do ambiente nas variaveis
avaliadas e, por isso, essas variaveis apresentaram altos percentuais de
herdabilidade. Estimativas de herdabilidade nestas magnitudes indicam que ha
amplas possibilidades de ganhos genéticos para as variaveis por meio da selecao.

Segundo Andrade et al. (2010), caracteristicas que apresentam alto componente
genético em suas expressdes fenotipicas levam a obtencdo de ganhos via selecéo
visual. Nestas condicOes, essas variaveis sdo recomendadas para selecdo em

geracdes segregantes.
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Em relacdo ao valor do coeficiente de variagcdo genético (CVg), estimado em
5,26%, foi observada pequena variabilidade entre as familias para a variavel MSPA e
também para as varidveis NAPA e ENOD que apresentaram CVg com estimativas
iguais a zero. O ideal seria o coeficiente de variacdo genético atingir um valor acima
de 10,0, o que indicaria uma maior variabilidade, possibilitando a realizacdo de
selecdo, como aconteceu com os resultados apresentados pelas variaveis NN, MSN
e MSR.

A razdo CVg/CVe ou indice b foi de 0,27 para MSPA, valor considerado baixo.
De acordo com (Cruz, Regazzi e Carneiro 2012), a condicdo é favoravel para a
selecédo quando os valores do indice b sdo préximos ou maiores do que a unidade.

Desta forma, o baixo valor de indice b para o carater MSPA indica situa¢cédo ndo
favoravel a préatica de selecao, tanto quanto para as variaveis NAPA e ENOD que
tiveram essa razao igual a zero. J4 para as variaveis NN, MSN e MSR, o indice b
apresentou valores superiores a unidade, o que os coloca em condicdes favoraveis
para a selecéo.

A anadlise de variancia entre e dentro das geracfes segregantes (Tabela 4),
baseada nos valores individuais de todas as plantas das geracdes F2, F3 e Fu,
demonstrou diferencas significativas (P<0,05 ou P<0,01) pelo teste F, para as
variaveis NN, MSN e MSR.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia, entre e dentro das geracdes segregantes,
baseada nos valores individuais de todas as plantas, para as variaveis numero de
nddulos (NN), massa seca dos ndédulos (MSN), massa seca das raizes (MSR), massa
seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) e

eficiéncia de nodulacdo (ENOD), aos 45 dias ap0s a emergéncia.

Quadrados médios
NN MSN MSR MSPA NAPA ENOD
Blocos 3 1775,30 0,03 2,95 120,84 3272,46 929,54
Geragbes 2 5102,18" 0,23 14,59™ 24,35" 541,90™ 1196,07"
Entre

FV GL

. 1061,30 0,05 0,66 128,97 2779,63 846,85
geracoes

Dentro
. 900 1317,08 0,01 0,85 16,10 651,34 395,34
geracoes

Médias 116,50 0,31 296 8,55 3637,43 14,80
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Esse resultado sugere, portanto, que € possivel selecionar individuos entre e
dentro das progénies que apresentaram melhor desenvolvimento para estes
parametros e foram coincidentes em significAncia com os da analise de variancia
baseada nas médias das variaveis em cada geracao (Tabela 1).

No entanto, para as variaveis MSPA, NAPA e ENOD néao houve diferencas
significativas, indicando que os individuos apresentaram comportamentos
semelhantes para essas caracteristicas entre e dentro das geragdes analisadas.

Nas estimativas das variancias genotipicas (Tabela 5), observou-se que as
variancias entre as geracdes foram maiores do que as variancias dentro dessas

geracdes para as variaveis NN, MSN, MSR e ENOD.

Tabela 5. Estimativas de parametros genéticos, entre e dentro das geracdes
segregantes, para as variaveis numero de nédulos (NN), massa seca dos
nodulos (MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea
(MSPA), nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de nodulacao
(ENOD), aos 45 dias apds a emergéncia.

Estimativas das variaveis

i NN MSN MSR MSPA NAPA ENOD
o?ge 13,29  0,0006 0,045 0,0 0,0 1,14
o2gd 6,64  0,0003 0,022 0,0 0,0 0,57
CVge (%) 3,12 7,77 7,20 0,0 0,0 7,23
CVgd (%) 2,12 5,49 5,09 0,0 0,0 5,11

o’ge: variancia genotipica entre geragdes; o%gd: variancia genotipica dentro das
geracdes; CVge: coeficiente de variacdo genético entre geracdes; CVgd:

coeficiente de variacdo genético dentro das geracgdes.

As estimativas dos coeficientes de variagdo genética entre as geragdes variaram
de 3,12 a 7,77 % para NN, MSN, MSR e ENOD, sendo considerados zero para as
variaveis MSPA e NAPA, enquanto os coeficientes de variacdo genética dentro das
geracgOes variaram de 2,12 a 5,49% para NN, MSN, MSR e ENOD, sendo iguais a
zero para as variaveis MSPA e NAPA.

As variaveis MSPA e NAPA foram bastante influenciadas pelo ambiente,
provavelmente, por esse motivo, o0s coeficientes de variacdo genéticos entre e dentro
das geracOes segregantes, para estas variaveis, tenham apresentado valores iguais

a zero. No caso desta pesquisa, considerou-se como ambiente a inoculacdo das
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plantas com uma mistura de duas estirpes bacterianas recomendadas para o feijao-
caupi pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA.

O bom desenvolvimento das plantas nesse experimento também foi influenciado
pelo elevado volume de chuvas durante o periodo de 49 dias de conducdo do mesmo
(426,1 mm), uma vez que as bancadas estavam instaladas ao ar livre.

O coeficiente de herdabilidade foi alto, variando de 76,0 a 95,4% para as
variaveis NN, MSN e MSR. Altas estimativas de herdabilidade ao nivel de médias de
familias sugerem um bom controle genético das caracteristicas e, portanto,
possibilidade de sucesso na selecéo a partir dessas variaveis.

Para a predicdo do potencial das populacdes segregantes (Tabela 6), foi feita
uma avaliacao das variaveis NN, MSN, MSR e MSPA aplicando-se a metodologia de
Jinks e Pooni (1976), que objetiva encontrar linhagens que superem um valor padréo.
Para isso, considerou-se como padréao (L) o progenitor feminino BRS Pajed, cultivar
cujos valores médios foram NN (173,69), MSN (0,46), MSR (3,88) e MSPA (10,52)
(Tabela 2).

Tabela 6. Predicdo do potencial das geragbes segregantes para as variaveis
numero de ndédulos (NN), massa seca dos nédulos (MSN), massa seca das

raizes (MSR) e massa seca da parte aérea (MSPA), aos 45 dias apds a

emergéncia.

Variaveis A P (%)
NN 0,67 25,14
MSN 0,84 20,05
MSR 0,74 22,96
MSPA 0,88 18,94

Z: probabilidade de linhagens superiores a cultivar padréo; P: probabilidade de

superar o padrao; L: cultivar padrao.

Para a aplicacédo desse método, considera-se que a média da F2 € igual a média
da geracao F~ (Cruz, Regazzi e Carneiro 2012). Os valores de Z com suas respectivas
porcentagens, indicam a probabilidade de extrair linhagens superiores em uma
determinada populagao.

Observou-se que as caracteristicas que apresentaram variagcdes genotipicas

superiores as variacdes ambientais (Tabela 3) destacaram-se por apresentarem
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probabilidade de superar a cultivar padrdo entre 18,94% e 25,14% em geracodes
segregantes mais avancadas.

Por intermédio da utilizacdo da metodologia de Jinks e Pooni (1976), observou-
se que h& possibilidade de se obter populacdes segregantes mais promissoras,
inclusive com a probabilidade de produzir linhagens que superem a cultivar padrao
BRS Pajel (Pa).

2.6. Conclusodes

A fixacdo bioldgica de nitrogénio nas geracdes segregantes mostrou-se tao
eficaz quanto nos genitores, permitindo a obtencédo de genétipos mais promissores a
cada avanco das geragoes.

A metodologia de Jinks e Pooni se mostrou uma alternativa viavel na predi¢céo
do potencial de populacbes segregantes em geracdes mais avancadas de feijao-

caupi.
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CAPITULO IlI

CORRELACOES E ANALISE DE TRILHA EM GERACOES SEGREGANTES DE
FEIJAO-CAUPI QUANTO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
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3. CORRELACOES E ANALISE DE TRILHA EM GERACOES SEGREGANTES DE
FEIJAO-CAUPI QUANTO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

3.1. Resumo

Objetivou-se com esta pesquisa avaliar as correlacdes entre variaveis relacionadas a
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) em geracbes segregantes de feijdo-caupi e
desdobrar essas correlacfes em efeitos diretos e indiretos, por meio da analise de
trilha. Foi conduzido um experimento em bancadas ao ar livre na Estacdo
Experimental de Cana-de-acucar de Carpina, pertencente a Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Carpina — PE, Brazil, entre margo e abril de 2016. As sementes
foram plantadas em bolsas de polietileno de 20 cm x 30 cm, utilizando-se um substrato
composto por uma mistura de vermiculita e areia lavada na proporcéo de 1:1. Utilizou-
se uma mistura de duas estirpes referéncias de Bradyrhizobium, recomendadas para
a cultura. Foram avaliados os parentais e as geracoes F2, F3 e F4 no delineamento em
blocos casualizados com quatro repeticoes. A coleta dos dados foi realizada aos 45
dias apds a emergéncia (DAE). Analisaram-se as correlacdes fenotipicas e a analise
de trilha das varidveis niumero de nédulos por planta (NN), massa seca de nédulos
(MSN), massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), eficiéncia
de nodulacdo (ENOD) e nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA). As correlacdes
fenotipicas entre as variaveis relacionadas a FBN apresentaram altas magnitudes
demonstrando existir grande influéncia de cada uma das variaveis sobre as demais e
a analise dos coeficientes de trilha apontou que todos os componentes primarios (NN,
MSN, MSR, MSPA e ENOD) devem ser considerados quando se deseja aumentar o

NAPA em geracdes segregantes de feijao-caupi.

Palavras-chave: Bradyrhizobium. Estirpes. Progénies. Vigna unguiculata.

3.2. Abstract

CORRELATIONS AND PATH ANALYSIS IN SEGREGANT GENERATIONS OF
COWPEA ON THE BIOLOGICAL FIXATION OF NITROGEN

The objective of this research was to evaluate the correlations between variables

related to the biological nitrogen fixation (BNF) in segregating generations of cowpea



69
Costa, I. G. Genética de geracdes segregantes de feijao-caupi quanto a fixacao bioldgica de nitrogénio

and to unfold these correlations in direct and indirect effects, through path analysis. An
outdoor bench experiment was conducted at Carpina Experimental Sugarcane Station
of, located at the Zona da Mata region of the State of the Pernambuco, Northeast of
Brazil (Federal Rural University of Pernambuco), between March and April 2016. The
seeds were planted in 20 cm x 30 cm polyethylene bags, using a substrate composed
of a mixture of vermiculite and sand washed in a ratio of 1: 1. Bradyrhizobium
references, recommended for culture, were used as a mixture of two strains. Parental
and F2, F3 and F4 generations were evaluated in a randomized block design with four
replicates. Data collection was performed 45 days after the emergency (AED).
Phenotypic correlations and path analysis of the number of nodules per plant (NN),
nodules dry mass (NDM), roots dry mass (RDM), dry shoot mass (SDM), nodulation
efficiency (NODE) and nitrogen accumulated in the shoots (NAS). The phenotypic
correlations between the variables related to the BNF showed high magnitudes,
demonstrating that there is a great influence of each of the variables on the others,
furthermore the path analysis of the coefficients indicated that all the primary
components (NN, NDM, RDM, SDM and NODE) must be considered when it is desired

to increase the NAS in segregating generations of cowpea.

Keywords: Bradyrhizobium. Strains. Progenies. Vigha unguiculata.

3.3 Introducéao

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) € uma leguminosa consumida como
graos verdes e secos, possuindo elevado teor proteico, curto ciclo para maturidade e
tolerancia a seca. E uma dicotiledénea de origem africana, conhecida nas diversas
regides do Brasil como feijdo-de-corda, feijdo-macéssar, feijdo-de-praia e feijao-
mitdo. E cultivada em regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia, América, Europa
e Oceania (Freitas et al. 2016, Freire Filho et al. 2011).

Esta cultura tem grande importancia socioeconémica, sendo a principal fonte
de proteina vegetal para populacbes rurais. Apresenta ampla adaptacdo
edafoclimética com cultivo realizado em cerca de 45 paises (Abate et al. 2012), sendo
a Africa responséavel por mais de 95% da producdo mundial (FAO 2017).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de feijao-caupi, depois da Nigéria
e do Niger. Estes trés paises representam juntos 82,46 % da area colhida e 81,92 %
da producdo mundial (FAO 2017, CONAB 2017). No Brasil, as principais regioes
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produtoras sdo Norte e Nordeste com expansdo para as regides Centro-Oeste e
Sudeste (Rocha et al. 2009). Pelo regulamento técnico do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA, existem o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.),
representando o Grupo |, e o feijdo-caupi, (Vigha unguiculata L. Walp.), o Grupo Il
(Brasil 2008). No Centro-Oeste essa cultura avancou devido ao desenvolvimento de
cultivares melhoradas (Freire Filho et al. 2011).

Os dados da safra 2016/2017, apontaram o feijao-caupi como o segundo mais
cultivado do Brasil, com uma area de 1.409,3 hectares, estimativa de producdo de
713,0 mil toneladas e produtividade média de 506 Kg.ha' (CONAB 2017).

O feijdo-caupi apresenta capacidade de nodular com varios géneros de
bactérias do grupo dos rizébios (Zilli et al. 2009), cujo emprego de estirpes tem baixo
custo, podendo promover o aumento da produtividade por meio de uma simbiose
efetiva (Gualter et al. 2008, Costa et al. 2011).

O estudo das correlacdes é muito importante em programas de melhoramento,
principalmente quando a selecdo de um caréater desejavel apresenta dificuldades por
apresentar baixa herdabilidade e/ou problemas de medic¢do ou identificacdo (Nogueira
et al. 2012). Estimativas de correlacao e analise de trilha entre os componentes da
FBN permitem aos melhoristas determinarem o procedimento mais eficiente na
conducédo de um programa de melhoramento visando a fixagéo biologica.

A correlacdo representa a variagado conjunta entre duas caraceristicas e mede
a intensidade de associacao e direcao linear ou ndo entre elas. Porém, s6 a analise
de trilha permite compreender as relacbes entre as variaveis que definem ou
influenciam determinada caracteristica de interesse, desdobrando correlacées em
efeitos diretos e indiretos, medindo a influéncia dessas variaveis sobre uma
caracteristica principal (Wright 1921).

Para que a correlacdo entre variaveis forneca estimativas e interpretacdes
biologicamente corretas € necessario realizar a analise da multicolinearidade entre as
variaveis independentes. Além disso, o pesquisador deve estabelecer previamente a
importancia do conjunto de variaveis estudadas (Cruz, Regazzi e Carneiro 2012).

A FBN mostra-se indispensavel ao desenvolvimento do feijao-caupi (Silva et al.
2011), entretanto, estudos que avaliem as correlacdes entre variaveis da FBN em
geracdes segregantes dessa cultura ndo foram encontrados na literatura. Neste
sentido, os objetivos com este estudo foram avaliar as correlacdes fenotipicas entre

variaveis relacionadas a FBN em cultivares de feijao-caupi, utilizadas como genitores,
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e em suas geraclOes segregantes e realizar a analise de trilha tendo como carater

principal o acumulo de nitrogénio na parte aérea das plantas.

3.4. Material e métodos

O experimento foi conduzido em bancadas ao ar livre, em area da Estacao
Experimental de Cana-de-agucar de Carpina, pertencente a Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), localizada a 7° 51’ 04” de latitude sul, 35° 14’ 27" de
longitude oeste, com 178 m de altitude, clima classificado como Tropical Chuvoso com
verdo seco na classificacdo de Kdppen. A precipitacdo pluvial total registrada no
periodo de conducéo do experimento foi de 426,1 mm favorecendo o desenvolvimento
vegetativo da cultura.

As sementes dos parentais e das geracfes segregantes foram cedidas pelo
Programa de Melhoramento Genético de Feijdo-caupi do Instituto Agronémico de
Pernambuco - IPA. As geragdes F2, F3 e F4 foram obtidas, neste programa, por meio
da realizacdo do cruzamento P1 x P2 e das autofecundacdes das geracgdes Fi, F2 e Fs.
Foi utilizada como genitor feminino a cultivar BRS Pajel (P1) e como genitor masculino
a cultivar Patativa (P2), ambas com caracteristicas produtivas e padrao comercial.

O cruzamento P1 x P2 foi realizado em 2010, na sede do IPA, em Recife, quando
foram utilizados polens de flores coletadas pela manh&, mantidas em geladeira por
todo o periodo, até que botdes florais fossem emasculados e polinizados na tarde do
mesmo dia. A cada ano realizaram-se as autofecundacfes sucessivas de Fi1 a Fs.
Essas geracdes segregantes foram conduzidas pelo método da descendéncia de uma
Unica vagem (single pod descent) da geracdo F2 a Fs, quando foram abertas as
linhagens. Todas as sementes da geracdo Fi foram utilizadas para producédo da
geracdo F2. A partir da geragéo F2, as sementes das vagens colhidas como indicado
formaram um bulk com as sementes de todas as plantas do mesmo cruzamento. De
cada bulk se retirou uma amostra a ser semeada, compondo as plantas da geracao
seguinte. O restante das sementes de cada cruzamento foi armazenado para
realizacdo de ensaios futuros.

Para implantacéo deste experimento, a semeadura foi realizada em 07 de abril
de 2016 e a coleta das plantas para avaliacdo dos dados foi realizada em 26 de maio
de 2016. No plantio foram colocadas duas sementes por bolsa, para um melhor

desenvolvimento das plantulas e aproveitamento da mais desenvolvida por ocasiao
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do desbaste, que ocorreu aos 15 dias apos emergéncia (DAE), deixando-se uma
planta por bolsa.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualisados com quatro
repeticdes, sendo avaliados cinco tratamentos: os dois parentais e as geragoes F2, F3
e Fs4. As sementes foram plantadas em bolsas de polietileno de 20 cm x 30 cm,
utilizando-se como substrato uma mistura composta por vermiculita e areia lavada na
proporcéo de 1:1.

As parcelas foram constituidas de 24 plantas (4 fileiras de 6 plantas) de cada
um dos parentais e de 76 plantas (4 fileiras de 19 plantas) de cada uma das geracdes
F2, F3 e F4. Foi colocado um prato de isopor embaixo de cada bolsa e por ocasido do
plantio foi realizada a irrigacéo de todos as plantas deixando os substratos saturados
até encher os pratos embaixo de cada bolsa, os quais receberam a cada dois dias 50
ml da solucao nutritiva de Hoagland sem nitrogénio (Hoagland e Arnon 1950).

As estirpes BR 3267 e BR 3262 de Bradyrhizobium utilizadas no experimento
foram cedidas pela Embrapa Agrobiologia. Para o preparo do inoculante, ambas as
estirpes foram repicadas para frascos tipo erlenmeyers contendo meio liquido YM
(Manitol e extrato de levedura) e incubadas em agitador rotatério (220 rpm; 28°C; 96
h). Em seguida, o inoculante foi conservado em geladeira, até que a queda dos
cotilédones da maioria das plantas ocorresse, quando as plantas foram
inoculadas. Para a inoculagao, adicionaram-se 2,5 ml de meio de cultura YM contendo
0 mix das estirpes BR 3267 e BR 3262, em cada bolsa contendo uma planta de feijao-
caupi.

Todos os dados para os componentes de nodulacdo foram coletados em
plantas individuais, inteiras. Estas plantas foram separadas em raiz e parte aérea por
um corte no ponto de insercao cotiledonar aos 45 DAE.

As raizes foram lavadas sobre peneira para evitar perda de nddulos, sendo
estes destacados das raizes para determinacdo do niamero de nédulos (NN), massa
seca dos ndédulos (MSN) e massa seca das raizes (MSR). Os nédulos, as raizes e a
parte aérea fresca das plantas foram acondicionados em bolsas de papel e colocados
em estufa de circulacdo de ar a 60-70 ° C por cerca de 72 horas, até atingir peso
constante. Apds a secagem a parte aérea foi pesada para determinagdo da massa
seca da parte aérea (MSPA), posteriormente foi moida em moinho de facas tipo Willey
e submetida a digestdo umida para quantificacdo do N total, determinado pelo método
Kjeldahl (Silva 2009).



73
Costa, I. G. Genética de geracdes segregantes de feijao-caupi quanto a fixacao bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio acumulado na parte aérea (NAPA) foi calculado a partir do teor de
N total, analisado por meio do método Kjeldahl, multiplicado pela massa de matéria
seca da parte aérea e a eficiéncia de nodulagdo (ENOD) foi determinada dividindo-se
o N total da parte aérea pela massa seca de nédulos (Melo e Zilli 2009). O nitrogénio
derivado da fixacéo biolégica (NDFB) € igual ao NAPA, pois a inoculacéo de bactérias
diazotroéficas foi a Unica fonte de nitrogénio para nutricdo das plantas.

Para a determinacdo das correlagbes fenotipicas e realizacdo da andlise de
trilha, as varidveis avaliadas foram NN, MSN, MSR, MSPA, NAPA e ENOD. Para a
analise de trilha, a variavel NAPA foi considerada como principal e as demais como
variaveis explicativas ou secundarias. As estimativas de correlacédo fenotipica entre
variaveis da fixacdo biolégica de nitrogénio e o coeficiente de determinacéo (R?) foram
determinados segundo o modelo matematico de Cruz, Regazzi e Carneiro 2012,

As significancias das correlacfes fenotipicas foram estimadas pelo teste t com
n-2 graus de liberdade, em que n corresponde ao numero de geracdes avaliadas. Os
desdobramentos destas correlacbes em efeitos diretos e indiretos foram realizados
por meio da analise de trilha desenvolvida por Wright (1921).

Realizou-se o diagndstico de multicolinearidade da matriz X’X nas variaveis
explicativas, com base no nimero de condicdo (CN, a relacdo entre os autovetores
maiores e menores da matriz) e o valor determinante da matriz de correlacao entre as
variaveis analisadas, estabelecido por Montgomery e Peck (1992), em que NC < 100
nao constitui problema sério (multicolinearidade fraca); sendo 100 < NC <1000,
apresenta multicolinearidade moderada a forte e NC>1000, ocorre multicolinearidade
severa.

Para contornar os efeitos da multicolinearidade, sem a necessidade de
descarte de variaveis, foi utilizado o método de regresséo em crista (Cruz, Regazzi e
Carneiro 2012), em gque se adicionou uma variavel (k = 5,2568) a diagonal da matriz
X'X. Com esse procedimento, foi possivel obter um NC menor que 100, que
caracteriza multicolinearidade fraca e ndo compromete a analise de trilha.
Posteriormente, foram realizados os desdobramentos das correlacbes. Todas as

analises foram efetuadas pelo programa computacional Genes (Cruz 2013).

3.5. Resultados e discusséao

As estimativas das correlagfes fenotipicas entre os pares de variaveis foram

predominantemente de alta magnitude, acima de 0,7 (Tabela 1), e positivas para a
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maioria das variaveis, sugerindo, inicialmente, que um aumento em qualquer um
desses componentes, com excecao da ENOD, causaria aumentos correspondentes

na maioria das variaveis.

Tabela 1. Estimativas dos coeficientes de correlacdo fenotipica (rf), entre
pares, das variaveis numero de nédulos (NN), massa seca de noddulos (MSN),
massa seca das raizes (MSR), massa seca da parte aérea (MSPA), nitrogénio
acumulado na parte aérea (NAPA) e eficiéncia de nodulagdo (ENOD) em cinco

geracdes de feijdo-caupi.

Variaveis MSN MSR MSPA NAPA ENOD
NN 0,955™ 0,929 0,882 0,939 -0,705"
MSN 0,975™ 0,792"s 0,856"s -0,800"
MSR 0,840 0,887" -0,689"s
MSPA 0,876 -0,532"
NAPA -0,428"

** @ *: significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, respectivamente pelo

teste t; ": ndo significativo.

As estimativas dos coeficientes de correlacdo fenotipica, genotipica e
ambiental, para os pares de caracteristicas em niveis de significancia e magnitude
sdo consideradas baixas quando apresentam valores inferiores a 0,4; médias entre
0,4 e 0,7; e altas com valores superiores a 0,7 (Santos et al. 2015).

Utilizaram-se as correlacBes fenotipicas porque é o fenétipo que é utilizado
como base para a selecdo. As variaveis fenotipicamente correlacionadas apresentam
valor pratico de sele¢éo por possuirem alto componente genético em suas expressdes
fenotipicas, proporcionando a obtencédo de ganhos via selecéo visual (Andrade et al.
2010).

Observa-se que as variaveis primarias (NN, MSR e MSPA) apresentaram altas
correlagdes positivas e significativas com a variavel basica (NAPA). Na interpretacédo
das correlacdes, trés aspectos devem ser considerados: a magnitude, a direcéo e a
significancia. Estimativa de coeficiente de correlacéo positiva indica a tendéncia de
uma variavel aumentar quando a outra também aumenta, e correlacdes negativas
indicam tendéncia de uma variavel aumentar enquanto a outra diminui (Nogueira et
al. 2012).
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Os resultados constataram que os componentes considerados primarios estao
diretamente relacionados com a variavel basica NAPA, porém a veriavel ENOD tem
correlacdo negativa com essa variavel.

O NN foi a variavel de maior influéncia direta sobre o NAPA, pois apresentou
correlacdo significativa e positiva de maior valor (0,939). Para esse carater, foram
observadas correlacdes positivas e significativas (P<0,01 ou P<0,05) com a maioria
das variaveis, como MSN (0,955), MSR (0,929) e MSPA (0,882), com excecdo da
ENOD. Isso sugere que a selecao de individuos com elevados valores para NN pode
levar a ganhos em MSN, MSR, MSPA e NAPA.

Esses dados discordam quanto a significancia dos dados encontrados por Frigo
etal. (2014), que, analisando a inoculacgéo de estirpes de rizébio em feijao-caupi, entre
elas a estirpe comercial BR 3267, obtiveram correlacdo positiva, mas nao significativa,
do NN com MSN, MSR, MSPA e NAPA.

Entre as variaveis NN e ENOD se observou uma correlacdo negativa e nao
significativa (-0,705), indicando que para essa correlacdo, a selecéo indireta ndo é
eficiente, ou seja, a selecdo baseada em NN n&do resultaria em significativas
alteracdes para ENOD.

O carater MSN apresentou correlacdo positiva e significativa com a MSR
(P<0,01), positiva, mas nao significativa com a MSPA e o NAPA e negativa e nao
significativa com a ENOD. Chagas Junior et al. (2010), estudando a eficiéncia
agrondmica de estirpes de rizébios inoculadas em feijdo-caupi no Cerrado,
observaram um aumento da MSPA a medida que houve aumento da biomassa seca
de nodulos (MSN). Campanharo et al. (2010) obtiveram resultados divergentes, onde
a MSN apresentou correlagéo positiva e significativa com o NAPA.

A MSR apresentou correlacdo positiva e significativa com NAPA (0,887) e
positiva, mas nao significativa com MSPA e negativa com ENOD. O NAPA apresentou
correlagdes positivas e significativas com NN, MSR e MSPA, correlagao positiva, mas
nao significativa com MSN e negativa com ENOD. Para o carater NAPA, Frigo et al.
(2014) também encontraram resultados discordantes, pois a correlagdo foi negativa e
nao significativa com MSPA e MSR, coincidindo apenas a correlagdo da MSN com
NAPA que também foi positiva, mas nao significativa.

Observou-se que a ENOD foi o Unico carater que se correlacionou
negativamente com os demais, este pode ser um dado interessante para o

melhoramento do feijdo-caupi em relagdo a FBN, pois indica que a selecao indireta
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para essas correlacdes néo € eficiente, ou seja, a selecédo baseada em qualquer uma
dessas variaveis nao resultaria em significativos aumentos na ENOD.

Pelas estimativas do desdobramento das correlagbes em efeitos diretos e
indiretos das variaveis explicativas sobre o carater primario NAPA, por meio da anélise
de trilha (Tabela 2), verifica-se que o carater basico foi positivamente influenciado por
todas as variaveis explicativas, evidenciando a importancia destas variaveis em
programas de melhoramento que busquem explorar a eficiéncia da fixacdo bioldgica
de nitrogénio no feijdo-caupi.O conhecimento da analise de trilha permite estabelecer
a estratégia mais eficiente na selecéo para incrementar o melhoramento genético de
uma cultura.

O carater NN foi o que diretamente mais contribui para explicar o teor de
nitrogénio fixado pela planta (NAPA), pois apresentou um efeito total de média
magnitude (0,4 < r < 0,7) com efeito direto de 0,6313, compensando os efeitos
indiretos negativos ocorridos por via da MSR (-0,1554) e da ENOD (-0,3004), por meio
dos efeitos indiretos positivos por via da MSN (0,2639) e MSPA (0,1562), resultando
em uma estimativa positiva do coeficiente de correlacao (0,9396).

Isso demonstra que o NN é um carater eficiente em praticar-se a selecéo
indireta com o intuito de se obter ganhos significativos na FBN em parentais e
geracdes segregantes do feijao-caupi. Desse modo, o melhorista interessado em
aumentar o NAPA no feijdo-caupi deve aumentar a pressédo de selecdo sobre o NN,
porém nao pode desconsiderar as demais variaveis envolvidas na fixacdo biolégica
de nitrogénio.

As variaveis MSN, MSR e MSPA apresentaram razoaveis relacdes positivas
com o carater basico NAPA, porém seus efeitos diretos foram de baixas magnitudes.

Dessa forma, verifica-se que essas correlagcdes ocorreram devido a grande
influéncia do NN, pois os efeitos indiretos sobre o NAPA por via dessa variavel foram
elevados.

A variavel MSN apresentou efeito direto positivo de baixa magnitude (0,2762),
porém devido aos efeitos positivos por via das variaveis explicativas NN (0,6031),
MSPA (0,1404) e ENOD (0,3409) foi compensado o efeito negativo através da MSR
(0,1631), resultando em uma correlagéao de alta magnitude (0,8565).

Para o carater MSR o efeito direto foi positivo e de baixa magnitude (0,1673),
mas devido aos efeitos positivos por via das variaveis explicativas NN (0,5863), MSN
(0,2692) e MSPA (0,1490) foi compensado o efeito negativo através da ENOD
(0,2938), resultando em uma correlagéo de valor elevado com o NAPA (0,8870).
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Tabela 2. Estimativas dos efeitos diretos e indiretos dos componentes
explicativos da fixacao biolégica de nitrogénio, sobre o carater nitrogénio

acumulado na parte aérea (NAPA), em cinco gerag0es feijao-caupi.

Variaveis Estimativas
NN

Efeito direto sobre NAPA 0,6313
Efeito indireto via MSN 0,2639
Efeito indireto via MSR -0,1554
Efeito indireto via MSPA 0,1562
Efeito indireto via ENOD -0,3004
Total 0,9396
MSN

Efeito direto sobre NAPA 0,2762
Efeito indireto via NN 0,6031
Efeito indireto via MSR -0,1631
Efeito indireto via MSPA 0,1404
Efeito indireto via ENOD 0,3409
Total 0,8565
MSR

Efeito direto sobre NAPA 0,1673
Efeito indireto via NN 0,5863
Efeito indireto via MSN 0,2692
Efeito indireto via MSPA 0,1490
Efeito indireto via ENOD -0,2938
Total 0,8870
MSPA

Efeito direto sobre NAPA 0,1772
Efeito indireto via NN 0,5566
Efeito indireto via MSN 0,2188
Efeito indireto via MSR -0,1407
Efeito indireto via ENOD -0,2266
Total 0,8762
ENOD

Efeito direto sobre NAPA 0,4259
Efeito indireto via NN -0,4453
Efeito indireto via MSN -0,2210
Efeito indireto via MSR 0,1154
Efeito indireto via MSPA -0,0942
Total -0,4276
Coeficiente de determinacéo (R?) 0,9513
Valor de k usado na analise 5,2568

Efeito da variavel residual 0,0093
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Para a variavel explicativa MSPA o efeito direto também foi de baixa magnitude
(0,1772), porém os efeitos indiretos positivos ocasionados pelas variaveis NN (0,5566)
e MSN (0,2188), compensaram os efeitos indiretos negativos de MSR (-0,1401) e
ENOD (-0,2266), resultando em estimativa positiva de correlagéo (0,8762).

O efeito direto positivo da ENOD (0,4259), apesar de apresentar média
magnitude e contar com o efeito indireto positivo por via da MSR (0,1154), néo
compensou os efeitos indiretos negativos provocados por via do NN (-0,4453), do
MSN (-0,2210) e da MSPA (-0,0942), o que resultou em estimativa negativa do valor
do coeficiente de correlacdo sobre o NAPA (-0,4276).

Coeficientes de determinacdo com valores elevados indicam que a variacao do
carater principal foi determinada em grande parte pelas varidveis explicativas (Freitas
et al. 2016). Neste trabalho, o coeficiente de determinacéo da andlise de trilha foi maior
do que os relatados em alguns estudos (Moura et al. 2012, Ribeiro et al. 2012, Almeida
et al. 2014, Santos et al. 2014).

O coeficiente de determinagdo da variavel principal NAPA, originado pelos
componentes primarios, demonstrou que mais de 95% desse carater principal foi
determinado pelas contribuicbes das variaveis explicativas e apenas 0,93% pela
variavel residual. Assim, o modelo explicativo adotado expressou a relacdo causa e

efeito entre as variaveis primarias e a acumulacao de nitrogénio na parte aérea.

3.6. Conclusodes

As correlacdes fenotipicas entre as variaveis relacionadas a FBN demonstram
existir grande influéncia de cada uma das variaveis sobre as demais.

A analise de trilha mostrou-se adequada para explicar as relagdes entre 0s
componentes primarios e a acumulacao de nitrogénio na parte aérea, considerando a
alta estimativa do coeficiente de determinacéo (R?) e o baixo efeito residual.

Os efeitos diretos e indiretos das variaveis primarias indicam que é possivel
selecionar plantas com maior teor de NAPA quando essas apresentam maiores

valores das variaveis explicativas.
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ANEXOS

GENETICA DE POPULACOES SEGREGANTES DE FEIJAO-CAUPI
QUANTO A FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO
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NORMAS DE REDACAO DE DISSERTACAO OU TESE DO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM AGRONOMIA — MELHORAMENTO GENETICO DE PLANTAS

1. Normas Gerais

1.1. Dissertacéo constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de
Mestrado e a Tese constitui o produto final de pesquisas desenvolvidas em cursos de

Doutorado. Exigem investigacdes proprias a area de especializagdo e métodos

especificos.

1.2. A Dissertagdo ou Tese € de responsabilidade do discente, da Comissao
Orientadora e da Banca Examinadora.

2. Estrutura

2.1. A Dissertacao ou Tese devera ser composta de: (i) capa, (ii) paginas pré-textuais,

(i) corpo propriamente dito e, (iv) anexo (paginas pds-textuais).

2.2. A capa devera conter a autoria, titulo, local e ano da aprovacdo. As capas
encadernadas em mais de um volume deverdo conter as mesmas informacdes
acrescidas da identificacdo do respectivo volume. Dois (2) exemplares devem ser de

capas duras de cor preta e letras amarelas.

2.3. As paginas pré-textuais serdo compostas:

2.3.1. Primeira folha interna (pagina de rosto), contendo; (i) autoria, (ii) titulo; (iii) nota
explicativa de que se trata de um trabalho de Dissertagdo ou Tese, mencionando o
Programa de PoOs-Graduacdo, a Universidade e o grau pretendido (Mestrado ou
Doutorado); (iv) comité de orientacéo e (v) local e ano de aprovacao. Contara, no verso

desta folha, a ficha catalografica.

2.3.2. Segunda folha interna deve conter, o titulo, 0 nome do pos-graduando (a), a
data de aprovacéo, os homes e as assinaturas do orientador e dos participantes da

Banca Examinadora, local e data.
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2.3.3. Opcionalmente, poderdo ser incluidas paginas adicionais contendo: (i)
agradecimento (ii) oferecimento, (ii) dedicatéria e (iv) biografia do autor,

obrigatoriamente, deve conter (v) lista de simbolos, figuras, tabelas e sumario.

2.3.4. Folha (s) em que conste (m) o resumo em portugués, palavras-chave, o abstract
em inglés e key words. O resumo com no maximo 800 palavras deve destacar: o local
da pesquisa, delineamento estatistico, caracterizacdo do problema, focalizar o(s)
objetivo(s), sintese da metodologia, resultados obtidos e conclusdes.

2.4. O corpo da Dissertacdo ou Tese contera todo o trabalho impresso, avaliado e
aprovado pela Banca Examinadora. O corpo podera ser organizado na forma de

capitulos.

2.5. O corpo em capitulos serd composto das secbes: Capitulo I: Introducdo e
Referencial Tedrico; Capitulos (I ou mais a depender do nimero de artigos cientificos);
e Consideracdes Finais (opcional). As referéncias bibliograficas e citagbes seguirdo
as normas da Crop Breeding and Applied Biotechnology. As referéncias bibliograficas

deverdo aparecer ao final de cada capitulo.

2.6. O anexo (paginas pos-textuais) contera material pertinente e suplementar.

2.7. Inserir cabecalho a partir do Capitulo | até a pagina inicial da folha anexo(s).

3. Editoracao

3.1. Composicao tipografica. As dissertacdes ou teses deverdo ser impressas em
forma permanente e legivel, com caracteres de alta definicdo e de cor preta no tipo
Arial tamanho 12, com espagamento 1,5.

3.2. Notagdao cientifica e medidas. A nomenclatura cientifica devera ser diferenciada
contextualmente, de acordo com as normas internacionais. As unidades métricas

deverdo seguir o padrao do Sistema Internacional de Unidades.

3.3. Papel. Utilizar papel A-4 (210 x 297 mm) branco, e suficientemente opaco para

leitura normal.



86
Costa, I. G. Genética de geracdes segregantes de feijao-caupi quanto a fixacao bioldgica de nitrogénio

3.4. Margens. A margem esquerda deve ser de 3 cm e as outras margens de 2 cm.

3.5. Paginacdo. Todas as paginas textuais e pos-textuais deverdo ser numeradas em
sequéncia continua, i.e., desde a pagina do Capitulo | (texto corrido), até a ultima
pagina, em algarismos arabicos. A sequéncia deverd incluir tudo que estiver como
mapas, diagramas, paginas em branco e outros. As paginas pré-textuais deverao ser

numeradas, sequencialmente, como algarismos romanos minusculos.

3.6. llustracdes. Fotografias e outras ilustracbes deverdo ser montadas de forma
definitiva e incluidas no corpo da Dissertacéo ou Tese. E admitido o uso de cores nas
figuras e ilustracdes. Em nenhuma circunstancia dever-se-4 empregar fita adesiva ou
material similar para afixacéo de ilustracées no corpo da Dissertacdo ou Tese. Folhas
de tamanho superior a A4 serdo aceitaveis, desde que dobradas, de forma a resultar

em dimensdes inferiores ao tamanho do papel adotado.

Recife, 22 de maio de 2014.



