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RESUMO

Este estudo teve por objetivo verificar se a selecdo natural atua em
populagdes segregantes de feijdo conduzidas na presenca e auséncia de N, bem
como verificar se a selecdo natural afeta a frequéncia dos alelos de microssatélite
de forma especifica, visando identificar aqueles que podem auxiliar na selecéo.
Foram obtidas quatro populacdes F8 originadas dos cruzamentos CI1-107 x Ouro
Negro e IAPAR-81 x VC-5 e conduzidas em bulk. Os genitores CI-107 e
IAPAR-81 sdo considerados responsivos e 0s genitores Ouro Negro e VC-5
tolerantes. Foram obtidas 100 progénies de cada cruzamento e conduzido na
presenca e auséncia de N. Foi extraido o DNA das 400 progénies, das quais 194
foram avaliadas na safra das aguas e 79, na safra de inverno quanto a producédo
de gréos. Essas progénies foram avaliadas em dois experimentos distintos com e
sem N, no delineamento latice 14 x 14 na safra das aguas e 9 x 9 na safra de
inverno. Utilizando-se os dados de produtividade média de grdos foram
estimados os indices de resposta a aplicacdo de N e realizadas as analises de
variancia individual e conjunta para safras e niveis Na média das duas safras, a
produtividade de grdos obtida com N foi 50% superior. No geral, a
produtividade média das progénies de cada cruzamento mostrou uma tendéncia
para uma maior produtividade no experimento de mesma origem em relacdo as
progénies de origem diferente, & excecdo daquelas originadas com N, do
cruzamento CI-107 x Ouro Negro, na safra das aguas. Observou-se também que
as progénies originadas em ambientes sem N foram mais eficientes e as
originadas com N foram mais responsivas. Esses resultados evidenciaram que se
0 objetivo € obter linhagens para condicOes sob estresse de N, a sele¢do deve ser
realizada nas mesmas condicfes, para aumentar a chance de sucesso, aliado ao
efeito da selecdo natural que atua para selecionar individuos mais adaptados para
um ambiente particular. Foram selecionados 35 pares de primers polimdrficos
nos genitores, sendo 20 comuns aos dois cruzamentos. Utilizando os DNAs das
400 progénies, constatou-se que a selecdo natural atuou em 22 dos locos
avaliados, independentemente do cruzamento e da origem da progénie. Alelos
dos dois genitores foram favorecidos pela selecdo natural. Foram ainda
identificados QTLs para o indice de resposta ao N e para producdo de graos,
sendo obtidos dois marcadores que foram comuns para o indice de resposta e
para producéo de grdos, tanto nas analises considerando as progénies de origem
sem N quanto considerando todas as progénies, independente da origem,
portanto, estes primers sdo marcadores potenciais para eficiéncia no uso de N.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris.  Eficiéncia de uso de nitrogénio.
Marcadores SSR. Adaptacéo



ABSTRACT

The objectives of this study were to verify whether natural selection acts
in segreganting populations of common bean conducted in the presence or
absence of N and also check whether natural selection affects the frequency of
microsatellite alleles in a specific manner, in order to identify markers that may
help in assisted selection. Four Fg populations originated from crosses CI-107 x
Ouro Negro and IAPAR-81 x VC-5 were obtained and conducted through the
bulk method. The parents CI-107 and IAPAR-81 are considered responsive and
the parents Ouro Negro and VC-5 tolerant. One hundred progenies were
obtained from each cross and conducted in the presence or in the absence of N.
The DNA was extracted from each of 400 progenies, and from thesel94
progenies were evaluated in the rainy season and 79 progenies in the winter
season for grain yield. The progenies were evaluated in two separate
experiments with and without N in a 14 x 14 lattice design in the rainy season
and 9 x 9 lattice design in winter crop. Using the data of mean grain yield it was
estimated the rate of response to N application (). Analyses of variance for
individual experiments and joint analyses for seasons and levels of N were set
up. The average grain yield of the two seasons obtained with N was 50% higher.
Overall, mean grain yield of progenies from each cross showed a tendency to
increased productivity in the experiment of the same origin in relation to the
progenies of different origin, except for those that originated with N of the cross
CI-107 x Ouro Negro, in the rainy season. It was also noted that progenies
originated from environment without N were more efficient for use N, and the
progenies originated from environment with N were more responsive. If the
goal is to obtain lines under N stress, the selection must be made under the same
conditions, to increase the chance of success coupled with the effect of natural
selection that acts to select individuals best adapted to this particular
environment. Thirty five primer pairs were polymorphic in the parents and 20 of
them were common to the two crosses. Using DNAs from 400 progenies it was
found that natural selection acted in 22 loci evaluated independently of the
parents and the origin of progeny. Alleles from both parents were favored by
natural selection. QTLs for o and grain yield it were identified and two
common markers were identified for the two traits in both analysis considering
the progenies originated without N and considering all the progenies regardless
of origin, so these primers are potential markers for the use efficiency of N.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Nitrogen use efficiency. SSR markers.
Adaptation
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CAPITULO 1:

Selecdo Natural na producdo de gréos e alelos de microssatélites em
populacdes conduzidas em diferentes niveis de N
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1 INTRODUCAO

A planta do feijoeiro é muito exigente em nutrientes, por possuir ciclo
curto e sistema radicular pouco desenvolvido. Devido a isso, para que a planta
possa expressar todo o seu potencial genético em produtividade de gréos, ela
necessita que 0s nutrientes estejam prontamente disponiveis nos momentos de
demanda (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O nitrogénio é um dos varios nutrientes exigidos para um bom
desenvolvimento do feijoeiro, encontrado em abundancia nas células das plantas
e, por isso, de grande importancia na producdo de semente. No entanto e na
maioria das vezes, ndo esta disponivel em quantidades suficientes nos solos de
regides tropicais (ALVES, 2002; FERREIRA; ANDRADE; ARAUJO, 2004).
Este problema é ainda agravado pelo fato da fixagdo bioldgica de nitrogénio,
normalmente ser insuficiente para suprir as necessidades da planta, mesmo com
o enorme esforco da pesquisa visando & melhoria da eficiéncia na fixagao
simbidtica desse nutriente. Para se ter uma produgdo em niveis econémicos é
entdo necessaria a adubagdo nitrogenada.

A grande maioria dos agricultores que utiliza agricultura tipicamente
familiar, praticamente ndo utiliza fertilizantes nitrogenados, por ser um insumo
relativamente caro. Dessa forma, € importante a obtencdo de cultivares que
apresentem maior eficiéncia de uso deste nutriente, ou seja, desenvolver
linhagens produtivas mesmo em ambientes com baixa disponibilidade de
nitrogénio mineral, mas também capazes de atender & adubacdo nitrogenada.
Entretanto, é dificil avaliar e selecionar tais linhagens. Uma alternativa para
contornar este problema € o uso da selecdo natural por meio da conducéo de
populagdes segregantes de feijoeiro em ambientes com e sem adubacdo
nitrogenada. A avaliacdo de populaces conduzidas nesses ambientes pode

permitir a identificacdo de progénies menos exigentes no emprego de adubos
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nitrogenados, bem como as mais responsivas a adubacao nitrogenada, uma vez
que a selecdo natural tende a selecionar genotipos mais adaptados a cada
ambiente particular (FURTINI et al., 2009).

O uso de marcadores moleculares, como 0s microssatélites, pode
contribuir para selecionar alelos para maior adaptacdo (LEITE, 2008;
RODRIGUES; SANTOS, 2006 e alguns desses alelos podem estar relacionados
a eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio, j& que em solos pobres em nitrogénio, a
eficiéncia no seu uso favoreceria a sobrevivéncia das populagdes e poderia
contribuir para a identificacdo de locos relacionados a capacidade de resposta a
adubacdo nitrogenada. Dessa forma, a identificacdo de marcadores relacionados
a maior eficiéncia no uso de N pode auxiliar na selecéo.

A maioria dos estudos envolvendo a utilizagdo de ferramentas
moleculares na identificacdo de genétipos eficientes no uso de N foi realizada
com gramineas, principalmente com as culturas do milho (AGRAMA et al.,
1999; GALLAIS; HIREL, 2004; HIREL et al., 2001) e trigo (DIAGUO et al.,
2006; LE GOUIS et al., 2008; MACCAFERRI et al., 2008; QUARRIE et al.,
2005). No caso do feijoeiro as pesquisas nessa area ainda sao escassas.

Como esse tipo de informacdo ainda é limitada para a cultura do
feijoeiro, o presente trabalho teve por objetivos verificar se a selecdo natural
atua em populagdes segregantes de feijdo conduzidas na presenca e na auséncia
de N e também verificar se a selecdo natural afeta a frequéncia dos alelos de
microssatélite de forma especifica, visando identificar aqueles que podem

auxiliar na selecéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Melhoramento do feijoeiro e a conducéo de populagdes segregantes

O feijoeiro é uma planta tipicamente autégama, devido a sua morfologia
floral que forca a liberacdo do pélen dentro da flor ou devido a ocorréncia de
cleistogamia, o que faz com que predomine a autofecundacdo como sistema
reprodutivo Nessa espécie, entretanto, a fecundacdo cruzada também pode
ocorrer, podendo variar de acordo com a cultivar. Porém, a taxa de ocorréncia
desse tipo de sistema reprodutivo € de no maximo 5% e é promovida
principalmente por insetos.

Existem vérias opgcdes de métodos de melhoramento e, no caso de
autdgamas, o método mais amplamente utilizado é a hibridacdo, que permite
reunir em um dnico individuo os alelos desejaveis que se encontram em
linhagens distintas. Para aplicagdo deste método, existem trés etapas
fundamentais: a escolha dos genitores, como combinar tais genitores e a escolha
do método de conducio da populagio segregante (BOREM, 1997).

A escolha dos genitores depende dos caracteres avaliados, do tipo de
heranga e da fonte de germoplasma disponivel. A escolha dos genitores pode ser
facilitada quando o carater melhorado for de heranca qualitativa, ou seja,
controlado por poucos genes e pouco influenciado pelo ambiente. No entanto,
esta escolha se torna mais dificil para caracteres quantitativos como a produgao
de gréos, controlada por muitos genes e muito influenciada pelo ambiente.

O objetivo do melhoramento de plantas autdgamas € o de obter
linhagens com o maior numero de alelos favoraveis. Com o decorrer das
geragdes, as frequéncias de heterozigotos diminuem, reduzindo & metade a cada
geracdo e a frequéncia de homozigotos aumenta na mesma proporcao. Portanto,
é necessario enfatizar que a probabilidade de selecionar uma linhagem com

todos os alelos favoraveis nas primeiras geracdes segregantes € muito pequena,
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sobretudo se o carater for controlado por varios genes. Desse modo, a selegdo s6
é iniciada apds a maioria dos locos estarem em homozigose, isto €, a partir da
geracdo Fs.

Na auséncia de selegdo, na geracdo F., a populacdo derivada de
cruzamento biparental serd apenas constituida de genétipos homozigéticos com
frequéncia de 50% de cada gendtipo para cada loco. Considerando n locos e
utilizando esse mesmo raciocinio, pode-se predizer a probabilidade de
ocorréncia de locos em homozigose e heterozigose em uma geragao X, por meio
da expanséo do bindémio (a + b)" (RAMALHO; SANTOS; PINTO, 2008).

Assim, existem varios procedimentos para conduzir a populacdo
segregante até geracGes mais avangadas de autofecundacdo. Entre eles 0 método
de bulk, onde, a partir da F,, as plantas sdo colhidas em conjunto, massalmente e
tomada uma amostra de sementes para a obtencdo da F3. As sementes plantadas
em cada geracao sdo uma amostra das sementes colhidas das plantas na geracéo
anterior. O processo se repete por algumas geragdes e quando a maioria dos
locos estd em homozigose o bulk é aberto, ou seja, sdo colhidas plantas
individuais, que dardo origem as progénies. Posteriormente, essas progénies sdo
avaliadas em experimentos com repeticdes, até serem identificadas as melhores
linhagens.

Esse método possui algumas vantagens em relagdo aos demais, uma vez
que € menos oneroso. 1sso porque na sua conducdo, antes de as progénies serem
avaliadas, o gasto com area experimental e mao de obra é pequeno. Além disso,
possui facilidade de conducéo, ndo sendo necessérias anotagdes, nem colheita
individual de plantas, a ndo ser na Ultima geracdo de condugdo. Esse método
também possui maior flexibilidade, pois 0 melhorista pode postergar a abertura
do “bulk.” em safras com grande numero de progénies para avaliar, por uma ou
mais geracBes sem alterar suas propriedades genéticas. Essas vantagens --

comparadas aos demais métodos de conducao de populacgdo segregante -- tornam
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esse método um dos mais vantajosos para o feijoeiro, como observado Raposo,
Ramalho e Abreu (2000).

No decorrer das geracGes, a populacdo é submetida a sele¢do natural,
onde o0s genotipos mais competitivos, mais adaptados, aumentam de frequéncia
por apresentarem maior taxa reprodutiva. Devido a atuacdo da selecdo natural
neste método, o melhorista deveria escolher cuidadosamente o ambiente, para
que a selecdo natural possa agir na direcdo desejavel por ele. Por exemplo, uma
populacdo segregante para resisténcia a doenca deveria ser conduzida na
presenca do patogeno a fim de reduzir a produtividade das plantas suscetiveis.
Se a selegdo natural favorecer um determinado genotipo, a sua frequéncia ira
aumentar, Se, de outra forma, a selecdo natural agir contra tal genotipo, ele ira
diminuir sua frequéncia (ALLARD, 1999).

2.2 Selecéo natural

A selecdo natural é a sobrevivéncia ou reprodugdo diferencial de
gendtipos que diferem em um ou mais caracteres herdaveis e a taxa de variagao
dos gendtipos é particular para cada um.

A selecdo natural atua sempre que os genoétipos diferem no valor
adaptativo. Esse valor adaptativo é avaliado pela taxa de aumento de um
genotipo em relagdo a outros. Estas diferencas genotipicas no sucesso
reprodutivo se devem a diferencgas na fertilidade e capacidade de sobrevivéncia.
Portanto, 0 sucesso reprodutivo de um dado genétipo é chamado de
adaptabilidade (FUTUYMA, 1986).

A selecdo natural atua sobre um gend6tipo por meio de seu fenétipo. Ela
atua em alelos que estdo relacionados a adaptabilidade. Se determinado alelo é
favoravel, entdo a selecdo tende a aumentar a sua propor¢do, mas se €

desfavoravel, sua proporcdo tende a ser reduzida. Assim, em uma populagdo, 0s
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pais contribuem desigualmente, de tal forma que a adaptabilidade desta
populacdo seja aumentada. Isso leva a alteragdo das frequéncias alélicas e,
consequentemente, das frequéncias genotipicas, como observado nos trabalhos
de Allard (1999) e Rodrigues e Santos (2006). ). A frequéncia de um alelo pode
aumentar em um ambiente e diminuir em outro, dependendo da flutuacdo das
condicdes locais. Portanto, alguns alelos sdo favoraveis em alguns ambientes e
desfavoraveis em outros (ALLARD; HANSCHE, 1964).

A efetividade da selecdo natural dependerd do grau de dominéncia
exibido pelo alelo sob agdo da selegdo e da diferenca fenotipica entre os
individuos. Quanto menor a diferenca, menor a taxa de selecdo. Para tanto, deve-
se também considerar os tipos de interacdo alélica para se ter ideia da
adaptabilidade. A selec@o pode atuar contra um determinado alelo, eliminando
os individuos que o possuem, ou entdo atuar a seu favor, preservando 0s
individuos que os possuem.

Segundo Falconer e Mackay (1996), a forca da selecdo € expressa pelo
coeficiente de selecdo (s), que representa a reducdo (ou aumento) proporcional
de gametas contribuidos por determinado genétipo, comparado a um genotipo
padréo, que geralmente € mais favoravel. A contribuicdo do gendtipo favoravel é
representado por 1 e a do gendtipo desfavoravel, por 1-s. Essa expressdo
corresponde a adaptabilidade relativa (®;) do Genétipo i em relacdo aos demais.
Assim, se o coeficiente de selecdo for igual a 0,1 (s;=0,1), a adaptabilidade sera
de 0,9 (0; = 0,9), 0 que significa que para 100 zigotos produzidos pelo gendtipo
favoravel, 90 serdo produzidos pelo genétipo para o qual a selecdo atua
favoravelmente (FALCONER; MACKAY, 1996).

A selecdo pode se mostrar mais ou menos eficiente, dependendo das
frequéncias alélicas iniciais, sendo mais intensa quando a frequéncia do alelo

desfavoravel é maior e ineficiente quando sua frequéncia é muito baixa. A
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eficiéncia também pode ser alterada em funcdo de interacdes alélicas existentes,
bem como com o coeficiente de selecéo.

A adaptabilidade média da populagéo (5) pode ser dada como a soma

das contribuicdes relativas dos diferentes genédtipos (HEDRICK, 1999). A
adaptabilidade média pode ser reduzida, quando alguns individuos sdo
eliminados por possuirem alelos desfavoraveis, incapacitando sua sobrevivéncia
ou sua reproducdo. A proporcdo da populagdo eliminada em decorréncia de
causas genéticas é chamada carga genética e dela resulta a presenca de alelos
deletérios na populacdo. Em espécies tipicamente autdgamas, como o feijdo, que
possui uma pequena taxa de fecundagdo cruzada, as mudancas nas frequéncias
alélicas devido a selecdo direcional, seja ela natural ou artificial, sdo geralmente
incrementadas (HEDRICK, 1999). A causa desse efeito pode ser mostrada
assumindo o equilibrio das frequéncias genotipicas pela autofecundacéo, isto é,
auséncia de heterozigotos. Nesse exemplo extremo, o efeito da selecdo se reduz
a selecdo gamética e, nesse caso, o diferencial de sele¢do (Aq ) corresponde a
diferenca entre os dois homozigotos, resultando no dobro do valor da mudanga
da frequéncia alélica (Aq ), quando comparada ao acasalamento ao acaso
(HEDRICK, 1999).

Alguns trabalhos tém mostrado a agdo da selegdo natural, sobre a
producdo de gréos, e nestes observa-se que sua atuagdo € favoravel, como, por
exemplo, o trabalho realizado por Soliman e Allard (1991). Estes autores
investigaram a producéo de grdos em uma populagdo composta do cruzamento
de cinco cultivares de cevada, sendo que esta populacdo foi submetida & acdo da
selecdo natural, por trés geracdes, tendo sido observado um aumento acentuado
da producdo ao longo das geracGes, possivelmente devido ao aumento da
adaptabilidade.

Outro trabalho mostrando atuagdo favoravel da sele¢do natural foi o

realizado por Corte et al. (2002). Eles avaliaram seis populac@es obtidas de um
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dialélo parcial durante 17 geracGes sucessivas e este trabalho mostrou que a
selecdo natural atuou em todas as populagdes segregantes, contribuindo para um
aumento na média da producdo de graos de 2,5% por geracdo, sobre a média dos
pais.

Em trabalho realizado pelo programa de melhoramento da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), utilizando-se populacbes segregantes do feijoeiro
submetidas a atuacdo da selecdo natural, também se observou um aumento na
producdo de grdos ao longo das geragOes. Neste trabalho, a partir de trés
cruzamentos, foram obtidas seis populagGes segregantes, sendo trés conduzidas
em ambiente com adubagdo nitrogenada e trés em ambientes sem adubagéo
nitrogenada. Verificou-se a ocorréncia de maior produtividade em geragdes mais
avancadas (Fg), onde a selegdo natural teria atuado. Todas as populagdes foram
posteriormente avaliadas em experimentos com repeticdo e observou-se que a
selecdo natural atuou selecionando individuos mais adaptados para o ambiente
particular ao qual foram conduzidos (FURTINI et al., 2009).

Portanto, a selegdo natural pode até ser desfavoravel para alguns
caracteres de interesse agrondmico, como o habito de crescimento e peso da
semente. Porém, para muitos outros, como resisténcia a doencas e pragas,
producdo e resisténcia a fatores abioticos, ela é favoravel, permitindo a
manutenc¢do de individuos mais adaptados ao meio em que estdo submetidos.
Dessa forma, o melhorista pode utilizar os efeitos da selecdo natural para alguns
caracteres de dificil avaliagdo, como, por exemplo, eficiéncia de uso de algum

nutriente do solo.

2.3 Macronutrientes na cultura do feijoeiro

O feijoeiro é uma planta de ciclo curto, exigente em nutrientes, devido

ao seu sistema radicular pequeno e pouco profundo. Desta forma, é fundamental
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que os nutrientes estejam a disposicao da planta em quantidades, tempo e locais
adequados para que esta possa expressar seu verdadeiro potencial genético
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Dentre os nutrientes mais exigidos pelo
feijoeiro, estdo o fasforo (P), nitrogénio (N), potéssio (K), que sdo geralmente
empregados em maior proporcdo, sendo considerados 0s macronutrientes
primarios, bem como o enxofre (S), o célcio (Ca) e o magnésio (Mg), exigidos
em menores quantidades, sendo considerados os macronutrientes secundarios
(VIEIRA, 2006).

Embora haja diferengas na literatura com relagdo as quantidades de
nutrientes absorvidas pelo feijoeiro, Rosalem e Marubayashi (1994), relataram
gue normalmente a exigéncia nutricional do feijoeiro é maior que a da soja, por
exemplo, e as quantidades médias de nutrientes exportados por 1.000 Kg de
gréos sdo: 35,5 Kgde N, 4,0 Kg de P, 15,3 Kg de K, 3,1Kg de Ca, 2,6 Kg de Mg
e 54 Kg de S. Vieira (2006) relata que os macronutrientes sdo, em geral,
absorvidos até aos 70 a 80 dias ap6s a emergéncia do feijoeiro e que a época de
maior absorgdo, ocorre entre 42 e 47 dias para a maioria dos nutrientes,
coincidindo com a época do florescimento e formacdo das vagens. Contudo,
para o enxofre, a maior absorc¢éo ocorre mais proxima do final do ciclo. O autor
relata ainda que o N, P, K, e S acumulam-se principalmente nos graos, o Ca nas
folhas e 0 Mg nas hastes.

A importancia do enxofre no sistema de produgdo do feijoeiro se
relaciona ao seu papel no desenvolvimento de raizes, na fixacao bioldgica de N,
e por se tratar de uma leguminosa que apresenta altos teores de proteinas. O
enxofre faz parte da constituicdo dos aminoacidos, cisteina e metionina, e
também atua em processos enziméticos. A deficiéncia desse mineral resulta em
perda do vigor e reducdo na producdo (SOUZA, 2005).

A deficiéncia em célcio provoca reducdo no crescimento, pouca

ramificacdo, as vagens ficam deformadas e murchas, as sementes ndo se
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desenvolvem e ocorre queda precoce das folhas. A deficiéncia em Mg causa
clorose internerval, amarelecimento geral e pontos necrosados, as plantas podem
apresentar atrofia, com folhas pequenas, talo rigido, reducdo na formacgdo de
ramos, folhas e flores (SOUZA, 2005). Esses nutrientes sdo essenciais para a
planta. Contudo, a deficiéncia desses nutrientes ndo é muito comum e a
necessidade de sua aplicacédo esta relacionada a calagem

O fosforo é essencial ao metabolismo das plantas e a sua baixa
disponibilidade na fase inicial do ciclo vegetativo pode causar restricdes ao seu
desenvolvimento, ndo sendo possivel recuperagdo posterior da planta, mesmo
guando se aumenta o suprimento de P a niveis adequados (GRANT et al., 2001).
O fosforo tem papel importante na formacdo de compostos energéticos como
ATP da célula, participando diretamente da respiracdo e fotossintese das
plantas, sendo também de grande importancia para leguminosas que apresentam
bactérias fixadoras de N, que absorvem de forma ativa os nutrientes do solo e
sintetizam vérios compostos organico (CAMARA, 2000).

O fosforo contribui para o desenvolvimento do sistema radicular e de
toda a planta, contribuindo assim para um melhor rendimento dos gréos e
favorecendo o desenvolvimento de bactérias fixadoras de nitrogénio. A sua
deficiéncia leva a queda acentuada na producdo, além do pequeno
desenvolvimento da planta, reducdo na producéo de flores e coloracdo das folhas
verde escura (VIEIRA, 2006).

Depois do N, o potassio (K) é o nutriente encontrado em maior
quantidade na planta do feijoeiro. Além disso, quase a totalidade do K é
absorvida pelo feijoeiro até 40-50 dias apds a emergéncia (ROSALEM, 1996).
Porém, resultados em pesquisas conduzidas em épocas diferentes mostram que a
resposta a tal fertilizante é pouco frequente no Brasil devido, principalmente, a
fertilidade natural do solo, com teores médios e altos de K (SILVEIRA;
DAMASCENO, 1993). O potéssio tem papel fundamental na ativagdo
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enzimatica, translocagdo de agucares, abertura e fechamento dos estdmatos e
regulacdo osmatica.

Em condicbes de baixa fertilidade dos solos, ocorre comprometimento
no desenvolvimento das plantas, gerando com isso baixa produtividade e até
mesmo morte precoce da planta devido a nutricdo inadequada (FERREIRA;
ANDRADE; ARAUJO, 2004).

Apesar de elementos como 0 oxigénio, carbono e hidrogénio serem mais
abundantes nas plantas -- em comparagdo ao nitrogénio -- este faz parte de
muitos compostos, como proteinas e acidos nucléicos presentes nas células
vegetais, sendo o macronutriente anibnico mais abundante nas plantas,
apresentando uma concentracdo que varia de 2 a 5% da matéria seca. O
nitrogénio pode ser obtido por meio da fixagdo bioldgica, ou pode ser absorvido
do solo. Inimeros trabalhos de pesquisa relatam que a fixacdo bioldgica
realizada no feijoeiro pode resultar em um aporte de 20 a 60 Kg/ha de nitrogénio
ao sistema, mas isso vai depender das condi¢Ges edafoclimaticas. Entretanto, é
necessario adubacdo adicional para se conseguir maior produtividade
(FANCELLI; TSUMANUMA, 2007). A absorcdo do N ocorre principalmente
sob a forma de nitrato (NO3) ou amdnio (NH,"), sendo a primeira forma a mais
frequente. Apos a absorgdo, ele é reduzido & aménia e é entdo incorporado aos
aminoacidos (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). A absor¢éo de nitrogénio
ocorre praticamente durante todo o ciclo da cultura, mas a época de maior
exigéncia, quando a velocidade de absor¢do é méxima, ocorre dos 35 aos 50 dias
da emergéncia da planta, coincidindo com a época do florescimento. Neste
periodo, a planta absorve de 2,0 a 2,5 Kg N/ha.dia (RAIJ, 1991).

O nitrato e os aminoacidos séo as principais formas de transporte de N
no xilema das plantas superiores. Nas plantas fixadoras de N,, como ocorre com
o feijdo, o transporte do N fixado é feito sob a forma de compostos como a

glutamina, uréidos e asparagina. O nitrogénio é redistribuido nas plantas via
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floema, sob a forma de aminoécidos e o suprimento insuficiente pelo meio
promove a mobilizagdo do N das folhas velhas para os 6rgdos e folhas mais
novas (FAQUIN, 2001). A reducdo de crescimento e o amarelecimento das
folhas mais velhas, que caem prematuramente e as nervuras que se tornam mais
destacadas do fundo sdo algumas das caracteristicas observadas em plantas
submetidas a uma nutricdo deficiente em nitrogénio.Essas caracteristicas sao
decorrentes da hidrélise das proteinas e do decréscimo no conteudo de clorofila
(ROSALEM; MARUBAYASHI, 1994).

Em diversos sistemas de producdo, a disponibilidade de nitrogénio é
guase sempre um fator limitante e sua influéncia no crescimento da planta é
maior do que a de qualquer outro nutriente. Isso se deve, principalmente, a sua
participacdo fundamental na formacdo dos aminoacidos que serdo utilizados na
formacdo das proteinas. Estas participam como enzimas nos processos
metabdlicos das plantas, tendo assim uma funcdo mais funcional do que
estrutural. O nitrogénio também é componente essencial dos acidos nucléicos,
membranas, horménios e moléculas de clorofila, sendo, portanto, fundamental
para o desenvolvimento da planta (SALGADO; VIEIRA, 1994).

Pelo fato de o N ser um elemento que se perde facilmente por meio de
processos como volatilizagdo, lixiviagéo e desnitrificacdo no sistema solo-planta,
seu manejo adequado -- visando maximizar a eficiéncia de seu uso -- é altamente
desejavel. Para tanto, tem-se buscado reduzir sua perda no solo e melhorar sua
absorcdo pelas plantas (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). ). Caso néo
seja adotado 0 manejo apropriado, pode ocorrer deficiéncia de N, o que resulta
em plantas com baixa fitomassa e senescéncia prematura, evidenciada pelo
amarelecimento das folhas mais velhas. A eficiéncia de uso das fontes de N
pelas culturas anuais como o feijoeiro é baixa, ao redor de 50%. Uma das causas
para esse baixo valor esté relacionada a dose e & época de aplicacdo inadequada
(FAGERIA; BALIGAR, 2005).
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Cerca de 50% do N total absorvido é exportado pelos gréos e o restante
permanece no solo, na forma de residuos culturais (FAGERIA; BALIGAR,
2005). A baixa recuperacdo de N é responsavel ndo somente pelo maior custo de
producdo, mas também pela polui¢do ambiental (FAGERIA; BALIGAR, 2005).
A melhoria da eficiéncia de uso de N é desejavel para aumentar a produtividade,

reduzir os custos de producdo e manter a qualidade ambiental.

2.4 Fixacao bioldgica de nitrogénio

A fixacgdo bioldgica de nitrogénio (FBN) consiste na transformacao do
N, biologicamente inerte em amodnia (NH;). Esse processo € mediado por
bactérias especializadas, denominadas rizébios, que em leguminosas se alojam
nos nodulos das raizes, onde realizam a fixag¢do do nitrogénio. A bactéria utiliza
os fotoassimilados produzidos pela planta hospedeira e a planta se beneficia do
N fixado pelo rizébio na forma de NHj, ocorrendo uma relacdo mutualistica
entre bactéria e planta.

Dentre as leguminosas ocorre diferenca na fixacdo de nitrogénio, sendo
algumas mais e outras menos eficientes. O feijdo comum ndo possui uma
fixagdo biolégica muito eficiente, sendo a fixagdo menor que sua necessidade.
Portanto, sdo necessarias outras fontes de N para suprir a necessidade da planta.
Deve-se considerar que pequenas doses podem ser benéficas a FBN e 0 excesso
de N mineral pode levar & redugdo da nodulacdo, uma vez que a nodulagdo
ocorre em funcdo da demanda nutricional e na presenca de N mineral estas
demandas séo reduzidas, ndo ocorrendo estimulo para nodulagdo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002; VALADAO et al., 2009).

Existem estimativas otimistas da fixacdo de N da ordem de 50 Kg/ha
(YAMADA, 1997) e ainda autores que afirmam que a inoculagdo de estirpes

eficientes de Rhizobium em cultivar nodulante de feijoeiro pode possibilitar a
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ndo utilizagdo de nitrogénio em cobertura na cultura do feijoeiro, sem afetar a
produtividade (FERREIRA; ANDRADE; ARAUJO, 2004). E no trabalho de
Valaddo et al. (2009) nota-se que a inoculacdo de sementes com estirpes de
rizébio proporcionou ao feijoeiro rendimento semelhante ao obtido com a
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados.

Diversos fatores podem influenciar a eficiéncia da fixacdo simbidtica de
N, dentre eles a temperatura e acidez do solo, teores de nutriente, diversidade
genética da cultivar e do rizébio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Isso tem feito
com que ocorra uma elevada variabilidade de resposta a nodulagdo nas
diferentes cultivares de feijoeiro, que em alguns casos tem levado ao insucesso
da utilizagcdo de inoculos nessa cultura no campo como nos trabalhos de Alves
(2002) e Silva (2002). Esses resultados levam a constatacdo de que, embora se
tenha obtido avanco no conhecimento dos fatores que afetam a fixacéo biolégica
de N, ainda ndo se tem informagdes seguras para se realizar a recomendagéo
generalizada de estirpes, cultivares ou inoculacdo para a cultura do feijoeiro
(ROSALEM, 1996).

2.5 Selecédo de plantas visando a melhoria da eficiéncia no uso de N

O nitrogénio, como um elemento essencial na nutricio mineral de
plantas, é conhecido por afetar varios caracteres de desenvolvimento e
arquitetura das plantas. . O interesse no estudo da eficiéncia no uso de nitrogénio
tem sido grande, devido aos riscos de dano ambiental pela eutrofizacdo dos
sistemas aquaticos, aumento no custo da producdo de alimentos e também
devido ao crescimento populacional mundial que tem aumentado a demanda na
producdo de alimentos, exigindo uma expansdo agricola para regides de baixa
fertilidade de solo, onde o retorno econémico € insuficiente para justificar o

emprego de pesadas doses de fertilizantes. Entdo, € necessario 0
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desenvolvimento de uma agricultura altamente produtiva que também preserve a
qualidade do meio ambiente (FAGERIA; BALIGAR, 2005).

Desde que uma grande quantidade de fertilizantes seja requerida para o
aumento da producdo, uma alternativa seria entdo selecionar cultivares ou
gendtipos dentro das diversas culturas que apresentam maior capacidade
produtiva e com o minimo de fertilizante nitrogenado, satisfazendo tanto o
interesse econémico, quanto o ambiental.

O efeito do nitrogénio nas plantas depende da espécie considerada, bem
como dos diferentes genotipos encontrados dentro de uma determinada espécie.
O arroz, trigo, milho, cevada e legumes em geral sdo as mais importantes
espécies cultivadas utilizadas na alimentagdo humana, desta forma a alta
produtividade destas culturas s@o alvos de muitos programas de melhoramento.
E, portanto, de grande importancia estudar a eficiéncia no uso do N (EUN),
definida como a produtividade de grdos por unidade de N disponivel no solo e
que pode ser dividida em dois processos: eficiéncia de absorcdo e eficiéncia de
utilizacdo do N.

Sao varios os conceitos de eficiéncia que podem ser utilizados para
EUN, os quais, em geral, se baseiam nos processos pelos quais as plantas
adquirem, translocam, acumulam e usam o nutriente para melhor produzirem
matéria seca e/ou grdos em condi¢cdes de baixo ou de alto nivel de nutriente.
Contudo, o conceito de EUN de uma cultura também deve ser considerado em
fungdo da textura do solo, condigdes climaticas, processos de interacdo entre
solo e bactérias (BURGER; JACKSON, 2004; WALLEY et al., 2002) e as
fontes de N, se sdo orgénicas ou inorganicas (SCHULTEN; SCHNITZER,
1998).

Tem sido proposta a classificacdo das cultivares em quatro categorias,
dependendo da producdo em solos sobre estresse do nutriente e da capacidade
em responder a adubacédo (BLAIR, 1993):
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a) Cultivares eficientes e ndo responsivas (ENR): Sdo as que
apresentam alta producdo sob baixos teores do nutriente, néo
respondendo ao aumento do fornecimento do nutriente;

b) Cultivares eficientes e responsivas (ER): sdo as que apresentam alta
producdo sobre baixos teores do nutriente e respondem positivamente
ao aumento do fornecimento do nutriente;

c) Cultivares ineficientes e responsivas (IR): sdo as que produzem
pouco sob baixos teores do nutriente e respondem positivamente ao
aumento do fornecimento do elemento;

d) Cultivares ineficientes e ndo responsivas (INR): sdo aquelas que
produzem pouco sob baixos teores do nutriente e ndo respondem ao
aumento no fornecimento do nutriente;

Na maioria das espécies vegetais o ciclo de vida das plantas no que diz
respeito a gestdo do N pode ser dividida em duas fases. A primeira fase é a
vegetativa, onde na planta em desenvolvimento, as raizes e folhas comportam
como Orgdos de assimilacdo de N inorganico e a sintese de aminoacidos
provenientes do N absorvido antes da floracdo é entdo reduzido por meio da via
de assimilacdo de nitrato. Nesta fase, os aminoéacidos formados sdo mais
utilizados para a sintese de enzimas e proteinas envolvidas, principalmente na
construcdo da arquitetura da planta e dos componentes da maquinaria
fotossintética. Na segunda fase, geralmente apés o florescimento, ocorre a
remobilizacdo do N acumulado pela planta e as raizes comegam a se comportar
como fontes de N, fornecendo aminoécidos que serdo exportados para 0s 6rgdos
reprodutivos e armazenamento, tais como sementes, bulbos ou troncos (HIREL
et al., 2007).

Estas fases vao entdo contribuir para o enchimento de gréos que varia de
espécie para espéecie e pode ser influenciado pela disponibilidade de N no solo

em diferentes periodos de desenvolvimento da planta, pelo calendério de



28

aplicacdo do fertilizante nitrogenado e por condi¢Bes ambientais, como luz e
varios fatores bioticos e abiodticos (HIREL et al., 2007).

Um dos desafios mais dificeis para os melhoristas € o de obter uma
producdo minima e satisfatoria sob condi¢Ges de baixa fertilizacdo, sendo entdo
necessarias pesquisas que expliquem, por exemplo, porque certos genotipos das
culturas advindas de determinados locais tém maior capacidade de absorver e
utilizar N em condicOes de baixa fertilizacdo. Isto permitird a identificacdo de
caracteres morfolégicos, fisiolégicos e moleculares associados a adaptacdo a
solos com estresse de N (LAFITTE; EDMEARES; TABA, 1997).

Em paralelo, estudos fisiolégicos da planta do milho combinados com
experimentos de caracteres morfol6gicos realizados em campo e QTLs
permitirdo identificar caracteres moleculares e bioquimicos, e componentes da
EUN que governam a adaptacdo em ambientes sob estresse de N antes e depois
do enchimento dos grdos em linhagens ou hibridos, exibindo capacidade
variavel para absorver e utilizar o N (GALLAIS et al., 2006).

O estresse nutricional pode estar relacionado a diversos fatores
morfoldgicos, anatdbmicos e fisioldgicos, como: alteracdo da razdo raiz/ parte
aérea; aumento do tamanho, densidade, diametro e formacédo de pélos do sistema
radicular; associacdo com microorganismos; modificacdes do micro ambiente na
rizosfera; distribuicdo e remobilizacdo do nutriente na parte aérea, mobilizando
de tecidos velhos para tecidos reprodutivos e meristemas; variacdo na
capacidade de absor¢do e capacidade de manutencdo do metabolismo, mesmo
em condicdes de estresse (MARSCHER, 1995).

A nutricdo com nitrogénio tem grande influéncia no desenvolvimento da
planta e por isso surgem questfes como: quais sdo 0s mecanismos de heranca da
EUN e como os varios eventos metabdlicos de assimilacdo do nitrogénio

interagem no desenvolvimento da planta para modular os caracteres complexos
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como o crescimento da planta, producdo de gréos e arquitetura (DAWSON;
MURPHY; JONES, 2008).

A compreensdo dos principais mecanismos da heranca da EUN ainda
ndo é clara, devido, principalmente, a complexidade inerente da EUN em funcéo
das interacBes genéticas multiplas e a fatores ambientais (DAWSON;
MURPHY; JONES, 2008). Em sua maior parte, 0S mecanismos genéticos tém
sido estudados, considerando-se as caracteristicas sob sele¢do que estdo voltadas
para 0 aumento da resposta em produtividade das culturas (DAWSON;
MURPHY; JONES, 2008; HIREL et al., 2007).

Vérios estudos na literatura buscam compreender 0s eventos
metabolicos associados a eficiéncia no uso de nitrogénio, bem como
correlaciona-la a diversos caracteres morfolégicos, anatémicos e fisiologicos,
cuja finalidade principal é o entendimento da base genética da EUN.

Hirel et al. (2007) associaram funcBes metabdlicas e caracteres
agrondmicos e observaram uma correlacdo alta e positiva entre contetudo de
nitrato, glutamina sintetase, produgdo e seus componentes. Por outro lado, a
atividade da nitrato redutase foi negativamente correlacionada. Os resultados
sugerem que 0 aumento na produtividade nos gendtipos de milho deveu-se a
habilidade de acumular nitrato em suas folhas durante o crescimento vegetativo
e de remobilizar o nitrato acumulado durante o enchimento de gréos.

Em experimento hidropdnico e de campo, Diaguo et al. (2006)
avaliaram os caracteres do trigo : massa seca, massa seca da raiz, nimero de
perfilhos e total de nitrogénio absorvido pelas plantas. Foi observada correlagdo
positiva desses caracteres entre si e também com a EUN.

Em trabalho com cevada Beatty et al. (2010) também correlacionaram
metabolismo com caracteres agronémicos.  Genoétipos de cevada foram
avaliados em diferentes niveis de nitrogénio e em condi¢es de camara de

crescimento para se determinar os efeitos sobre a absorcéo de N e a eficiéncia na
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utilizacdo de N. Foram comparados os niveis metabdlicos e producdo de
sementes. Fora selecionadas cultivares com maiores EUN durante anos, em
diferentes niveis de N. Observou-se que genotipos de alta EUN em ambiente sob
estresse predominaram em eficiéncia de utilizacdo com relagdo a eficiéncia de
absorcdo. No experimento realizado em hidroponia, o metabolismo de N foi
associado a niveis de aminoacidos que foram diferentes entre raizes e brotos. Em
campo, observou-se diferenga nos niveis de metabolitos das mesmas cultivares
em alto e baixo nivel de N.

Em vérios trabalhos também pode ser observada a reducdo na EUN com
0 aumento da oferta de N e esta redugdo pode estar relacionada a eficiéncia na
absorcdo, eficiéncia na utilizagdo e eficiéncia na retencdo do N (DAWSON;
MURPHY; JONES, 2008). Estudos com trigo e gramineas perenes mostraram
reducéo em todos esses componentes (HUGGINS; PAN, 2003).

Ortiz-Monasterio et al. (1997) verificaram que em todas as variedades
de trigo avaliadas, tanto a eficiéncia na absor¢do quanto na translocagdo para
utilizacao foram reduzidas em maiores suprimentos de Nitrogénio causando uma
grande reducdo na EUN.

Morris e Pausen (1985) demonstraram reducdo na eficiéncia de
translocacdo de N em ambientes com alto suprimento de N, quando comparado
ao baixo suprimento em estudos com a cultura do trigo.

Huggins e Pan (2003) ) mostraram que houve um ligeiro aumento na
absorcao de N disponivel em alto nivel, mas houve queda severa na retencdo de
N no solo, resultando em reducéo liquida da EUN.

Todos esses trabalhos mostram que ocorre uma adaptagéo das diferentes
culturas as condigdes de estresse de N, tornando-as mais eficientes na absorcao,

utilizacéo e retencdo do N nessas condigdes.
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2.6 Resposta diferencial do feijoeiro & adubacéo nitrogenada

A cultura do feijdo tem mostrado resposta positiva a aplicacdo de
nitrogénio, sendo que de um total de 80 experimentos em campo com a cultura,
conduzidos em cerca de 30 municipios de Minas Gerais, 64 % dos experimentos
responderam a aplicacdo do nitrogénio (VIEIRA, 2006). Isso esta relacionado ao
aumento da expectativa de producéo, propiciado pela evolucdo das cultivares e
das técnicas de cultivo.

No trabalho de Furtini et al. (2006), foi observado que somente algumas
linhagens responderam de forma positiva a adubagdo nitrogenada, o que
evidenciou a possibilidade de se identificar linhagens eficientes no uso de
nitrogénio em cobertura, bem como identificar linhagens que respondam ao
nutriente aplicado. Foram avaliadas 100 linhagens, dentre elas, 23 responderam
a aplicagdo do nitrogénio, sendo que 22 tiveram resposta positiva. Ocorreu
ampla variacdo da produtividade, com eficiéncia variando de 11,3 a 18,3 Kg/ha.

Procurando entender o comportamento diferencial das linhagens de
feijdo em relacdo a eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio (EUN), Lago et al.
(2009) utilizaram linhagens mais divergentes com relagdo & EUN do estudo de
Furtini et al. (2006). Os autores associaram os teores de N-total e fragdes
nitrogenadas das folhas (N-nitrico, N-insoltvel e N-soltvel) e a EUN. Houve
indicacdo de que, para algumas linhagens, as fragdes de N e N-total nas folhas
poderiam explicar a maior EUN.

Furtini et al. (2009) obtiveram populacfes segregantes a partir de
cruzamentos entre cultivares tolerantes e responsivas. Estas populagfes foram
estudadas para verificar a eficiéncia de utilizacdo de nitrogénio e a direcdo da
selecdo natural em ambientes com e sem adubacdo nitrogenada. As populacGes
avancadas em cada ambiente foram avaliadas nos dois ambientes. Foram

identificadas populag@es com maior produtividade média em cada nivel de N e



32

as populagdes obtidas a partir do cruzamento IAPAR-81 x VC-5 apresentaram
maior produtividade média, independentemente da origem e do nivel de
nitrogénio. Verificou-se também que popula¢Bes avancadas no ambiente sem
nitrogénio apresentaram maior produtividade média em ambientes sem
nitrogénio, sendo possivel selecionar populac@es com maior eficiéncia no uso de
nitrogénio.

Santos e Fageria (2007) associaram a resposta e eficiéncia do uso de N
pelo feijoeiro a0 manejo do fertilizante nitrogenado em solo de vérzea.
Observou-se que a aplicacdo do N no sulco de semeadura causou efeito salino
do fertilizante, reduzindo a populacdo do feijoeiro e mostrou maior eficacia
guando o N ¢é aplicado em sulcos distintos da linha de semeadura e 15 dias ap6s
a emergéncia. Observou-se também que houve diversidade na EUN entre as
cultivares avaliadas e que a produtividade de grdos estd positivamente
relacionada a recuperacao e utilizacdo de N e ambas diferem conforme o0 manejo
do fertilizante empregado.

Como a identificacdo de gendtipos favoraveis demanda intensa
experimentacdo nas condi¢cGes de uso da cultura, ha a possibilidade de se
identificar algumas regiGes gendmicas relacionadas 8 EUN com marcadores de

DNA, como os baseados na PCR (Polymerase Chain Reaction).

2.7 Reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

A tecnologia PCR (Polymerase Chain Reaction) foi concebida por
Mullis em meados da década de 80 (MULLIS; FALOONA, 1987; SAIKI et al.,
1985). A facilidade, rapidez, versatilidade e sensibilidade de PCR tornam a
técnica particularmente poderosa para estudos genético-moleculares, mesmo
envolvendo grande nimero de individuos de qualquer organismo vivo.

Essa técnica permite amplificar pequenos e especificos fragmentos do
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genoma, permitindo a obtenc&o, in vitro, de varias copias de determinada regido
do DNA. Como a reacdo de PCR ¢ especifica, pode-se obter a amplificacdo de
sequéncias de nucleotideos-alvo mesmo em uma amostra com grande
diversidade de sequéncias, permitindo a deteccdo de organismos especificos em
misturas heterogéneas.

Durante a PCR, ocorre a replicacdo do DNA in vitro, processada em trés
etapas: a desnaturacdo, o anelamento e a extensdo, que se distinguem por
diferentes temperaturas, constituindo um ciclo. Na desnaturagdo, ocorre a
separacao das cadeias complementares de uma molécula de DNA a 95°C. No
anelamento, ocorre a hibridizagdo dos oligonucleotideos iniciadores (primers)
em seus sitios complementares e em temperatura apropriada. A extensao ocorre
na temperatura 6tima de acdo da DNA polimerase, que é de aproximadamente
72°C. O nimero de ciclos varia de 25 a 40 (SALKI et al., 1985).

Os primers sdo pequenas moléculas de DNA de cadeia simples que
delimitam a sequéncia de DNA de fita dupla, alvo de amplificagdo (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998). Esses primers sdo sintetizados artificialmente, de
maneira que suas sequéncias de nucleotideos venham a complementar e permitir
amplificar as sequéncias especificas flanqueadas pelo par de primers
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Adicionalmente, quando o primer
obtido é de sequéncia aleatoria, como no RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”), ha a possibilidade de se amplificar um conjunto de
fragmentos do genoma que constituem uma amostra do mesmo.

Grande parte das técnicas moleculares hoje utilizadas apropria-se da

PCR ou de suas varia¢des para 0s mais diversos estudos moleculares.
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2.8 Marcadores microssatélites ou de sequéncias repetitivas

Diferentes experimentos realizados na década de 80 demonstraram que
grande parte do genoma de eucariontes é constituida por diferentes classes de
sequéncias repetitivas de DNA. O DNA repetitivo é constituido por sequéncias
altamente repetitivas (DNA satélite), sequéncias moderadamente repetitivas
(DNA microssatélites e minissatélites) e DNA mdvel e de sequéncias dispersas
(os elementos transponiveis, DNA moderadamente repetitivo também).

O DNA microssatélite ou sequéncias simples repetidas (SSR) consiste
de sequéncias repetidas em fila, geralmente de um a seis nucleotideos, ocupando
uma extensdo de até 100 pares de bases. Essas sequéncias sdo encontradas em
diversos organismos, tanto em seres eucariontes quanto procariontes e sao
distribuidas por todo o genoma, flanqueadas por sequéncias altamente
conservadas. Nas plantas, os sitios sdo distribuidos com uma frequéncia de um a
cada 50 mil pares de bases (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). As
sequéncias de microssatélite ocorrem tanto em regies que codificam quanto
naquelas que ndo codificam, porém suas frequéncias sdo maiores nas regides que
codificam.

Os microssatélites sao originados a partir do pareamento desalinhado de
sequéncias repetidas durante a replicagdo do DNA e pela permuta desigual, com
isso ocorre entdo a produgdo de nimeros variados de unidades repetidas, de
forma que fragmentos de microssatélites assumem comprimentos diferentes.
Cada um desses fragmentos de um dado loco é equivalente a um alelo de
determinado gene e pode ser analisado por PCR, usando pares de primers que
flanqueiam essa regido. Assim tornam os microssatélites (SSR) um dos tipos de
marcadores com maior variabilidade alélica e altamente polimorfico.

A deteccgdo das sequéncias de microssatélites amplificadas € feita em gel

de poliacrilamida ou agarose de alta resolucdo e separados por eletroforese. A
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utilizacdo de geéis adequados é indispensavel para a eficiéncia no trabalho
realizado com SSR a fim de que ocorra perfeita separagdo dos fragmentos de
DNA, pois esses diferem em poucos pares de bases, dependendo do nimero de
nucleotideos repetidos. Entre as classes de marcadores existentes, 0 SSR é o que
mais se aproxima do marcador ideal para o estudo de genética de populacOes
(RAFALSKI; TINGEY; WILLIAMS, 1991). Segundo Ferreira e Grattapaglia
(1998), os locos simples dos marcadores de microssatélites sdo caracterizados
por sua hipervariabilidade, abundancia e uniformidade, pois sdo distribuidos ao
longo de todo genoma, permitindo a cobertura completa dos cromossomos de
uma determinada espécie; reprodutibilidade que permite intercAmbio entre
diferentes grupos de pesquisa, facilitando a selecdo assistida; sdo do tipo co-
dominante, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sdo
visualizados; multialélicos e de grande contetido informativo, uma vez que cada
segmento amplificado é de tamanho diferente, representando um alelo do
mesmo loco e heranga Mendeliana . Assim, sdo considerados ideais para a
identificacdo e discriminacdo de genotipos e para estudos de populagoes.

As maiores vantagens dos SSR é que as sequéncias amplificadas sdo
altamente estaveis e ideais para o uso de PCR. Ao longo de todo o0 genoma, a sua
distribuicdo possibilita que um ou mais locos sejam identificados préximos ou
mesmo dentro de genes de interesse, constituindo-se em um marcador ideal.

A maior limitacdo do uso de microssatélites é a identificacdo dos
primers, pois se trata de um procedimento muito trabalhoso, que exige equipe
especializada, além de equipamentos para sequenciamento, tornando o
desenvolvimento dos marcadores SSR um processo de elevado custo
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Entretanto, para muitas espécies mais
estudadas j& estdo disponiveis as sequéncias para varias centenas ou milhares de
primers e inclusive para o feijdo (BEAN IMPROVEMENT COOPERATIVE -
BIC, 2007).
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2.9 Identificagdo de QTLs

Com o advento dos marcadores moleculares, tornou-se possivel mapear
e caracterizar 0s caracteres quantitativos, tanto em popula¢es naturais guanto
em populacbes experimentais. A grande aplicabilidade dos marcadores
moleculares se deve principalmente a neutralidade fenotipica, abundancia e nivel
de polimorfismo.

A vantagem da neutralidade fenotipica se deve aos alelos alternativos
nos locos marcados ndo sofrerem influéncia direta do ambiente, o que néo
apenas torna mais fécil detectar ligacdo em marcadores segregantes e poligenes,
mas também fornece uma maneira imparcial para estimar o efeito fenotipico. A
abundancia de marcadores permite que todo genoma seja marcado, sendo
teoricamente possivel detectar e caracterizar todos os poligenes que afetam um
carater quantitativo. Em uma populacdo, o nivel de polimorfismo depende,
evidentemente, da sua diversidade genética e do nimero de primers, no caso do
marcador SSR.

A capacidade de detectar poligenes depende do desequilibrio de ligacao.
E quanto maior esse desequilibrio, maior sera a ligacao fisica dos locos e maior
a capacidade de se mapear e caracterizar poligenes. Esse desequilibrio é maior
em populacBes segregantes F,, Fz ou de retrocruzamentos. Em populacGes
endogamicas, o desequilibrio & menor devido a maior possibilidade de
recombinagdes meioticas (BURR; BURR, 1991). Bearzoti (2000) comenta que,
em espécies autbgamas, o desequilibrio de ligacéo se dissipa em uma taxa mais
lenta e apresenta um limite diferente de zero. Para linhagens recombinantes,
apesar de o desequilibrio de ligacdo ser menor, elas possuem a vantagem de
poderem ser multiplicadas e retestadas com maior acuracia para as

caracteristicas quantitativas.
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A primeira anélise empregada na associacdo marcador molecular/caréater
quantitativo foi a analise por marca simples ou analise por pontos. Essa analise é
realizada para cada marcador separadamente. As desvantagens desta analise é
gue, normalmente, subestima-se a magnitude do efeito do QTL detectado,
devido & recombinacdo do loco marcador e 0 QTL e também ao devido efeito de
confundimento entre distdncia genética e magnitude do efeito do QTL,
resultando na localizagéo imprecisa do QTL (VIEIRA et al., 2006).

Entre as metodologias que consideram marcas individuais, destacam-se
0s métodos da regressdo multipla e o da maxima verossimilhanca, que permite a
estimacédo de a e d, além de ser assintoticamente ndo tendenciosa (BEARZOTI,
2000). E importante considerar que as varidveis avaliadas guardam certa
redundéncia entre si. Por essa razdo, sao usados os métodos de selecdo de
variaveis backward, forward e stepwise, para que um modelo seja buscado até
que se obtenha aquele em que sejam incluidas todas as variaveis significativas
pelo teste de t (BEARZOTI, 2000). Um dos problemas das analises de regressdo
linear é a deteccdo de falsos QTLs. Esse problema pode ser minimizado

aumentando-se o nivel de significancia o que reduz o poder de deteccdo.

2.10 Problemas na detec¢cdo de QTLs

Na maioria dos estudos realizados até hoje, nota-se que a grande maioria
dos QTLs identificados é de efeito menor, o que é facil perceber, ja que grande
parte dos genes em uma populacdo pode afetar os caracteres quantitativos.

As estimativas dos efeitos dos QTLs séo frequentemente inconsistentes
e estas inconsisténcias tém forcado os melhoristas a focar em QTLs de maior
efeito, que sdo mais consistentes, ou a desenvolver estratégias de melhoramento

que contornem essa inconsisténcia como mapeamento de QTLs, realizado
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independentemente dentro das varias populagdes F, (BERNARDO, 2008). As
razdes para essa inconsisténcia na estimativa dos QTLs incluem:

i- diferentes QTLs segregando em diferentes popula¢bes mapeadas; ii-interacéo
QTLs x ambientes; iii- interacdes epistaticas entre QTLs; iv- Super estimativa
do efeito e subestimativa do numero de QTLs em funcdo do tamanho
populacional geralmente pequeno. E esperado detectar diferentes QTLs em
diferentes populagdes de mapeamento, considerando que 0s QTLs podem estar
segregando em algumas populagfes e ndo em outras, ja que os diferentes
germoplasmas podem ter diferentes alelos de QTLs nas diferentes populagoes.

Diferencas na segregacdo dos QTLs ndo seria um problema se o alelo
original fosse identificado em uma fonte especifica de germoplasma e esta fonte
fosse utilizada como um parental comum. Por exemplo, em um trabalho
populacional com milho, a linhagem Sumai trés, que possuia o alelo Fhbl de
resisténcia a Giberela fusarium, foi cruzada com uma série de linhagens
suscetiveis ao Fusarium giberela. O loco Fhbl segregou em diferentes
cruzamentos, porque o gene de resisténcia Fhbl foi encontrado exclusivamente
em sumai trés (PUMPHREY; BERNARDO; ANDERSON, 2007). Contudo, esta
situacdo é pouco provavel, ja que para a grande maioria dos caracteres, 0s pais
ndo sdo muito divergentes e um Unico pai ndo possui 0 monopolio dos alelos
favoraveis em muitos locos de associados a QTLs, como ocorre na producdo de
grdos em linhagens elites (BERNARDO, 2008).

Quando se obtém um alelo de QTL favoravel, vindo de um doador
parental, o efeito do QTL introgredido pode variar, devido & ocorréncia de
epistasia, ou seja, interacOes genéticas entre QTLS, que podem aparecer nas
progénies devido a genes epistaticos advindos de um segundo parental (BLANC
et al., 2006). Pumphrey, Bernardo e Anderson (2007), observaram que o alelo de
resisténcia a Giberela fusarium, Fhbl, introgredidos em 13 progénies teve o

efeito de resisténcia esperado em 12 progénies. No entanto, observou-se efeito
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negativo em uma progénie. Este efeito negativo pode ter ocorrido devido a
interacOes desfavoraveis entre o alelo Fhbl e algum gene desconhecido na
linhagem receptora.

Blanc et al. (2006), avaliaram a producdo de grdos de seis populaces F,
de milho com 150 familias cada, obtidas a partir do cruzamento entre quatro
linhagens e detectaram muitas interagdes epistaticas. Estas interacGes foram de
8% para umidade de gréo, de 9% para dados de espiga e de 42% para produgao
de gréos. Sendo a producdo de grdos o mais complexo destes caracteres, estes
resultados sugerem que as interacfes genéticas entre QTLs sdo mais importantes
para caracteres controlados por um maior nimero de QTLs de efeitos menores
(BERNARDO, 2008).

Sabendo que um dos principios da genética quantitativa € o de que genes
que afetam caracteristicas complexas estdo sujeitos a interacdo genétipo X
ambiente, espera-se, entdo, a interagdo QTLs x ambiente. Isso corresponde a
expressao diferencial dos QTLs em relagdo as mudangas ambientais e essa
interacdo pode ocorrer de trés maneiras: (i) um QTL pode se expressar em um
ambiente e ndo em outro; (ii) um QTL pode se expressar fortemente em um
ambiente e de forma mais fraca em outro; (iii) um QTL pode se expressar de
forma muito diferenciada em certos ambientes ou mesmo apresentar efeitos
opostos em outros (VIEIRA, 2006). As plantas -- especialmente as autégamas e
de propagagdo vegetativa -- tendem a evidenciar um alto grau de interagdo
genotipo x ambiente, 0 que permite uma maior adaptacdo delas as variagdes
ambientais e também a manutenc¢éo das variagdes genéticas nas suas populagdes
(JAIN; MARSHAL, 1967). A interacdo G x E reduz a associacdo entre os
valores fenotipicos e genotipicos e leva a distintos niveis de significancia do
efeito do QTL em diferentes ambientes.

A Interacdo genOtipo x ambiente tem se mostrado significativa em

muitos estudos. Como, por exemplo, no estudo realizado por Kerns et al.(1999)
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com a cultura do milho, no qual encontraram evidencias de interacdo QTLS x
ambientes em 11 marcadores associados a ferrugem do milho, enquanto seis
marcadores ndo apresentaram uma associacdo significativa com o0s trés
ambientes avaliados. Em um estudo de mapeamento de QTLs para a avaliacdo
da producdo de grdos, da umidade do grdo, do peso de espiga, da concentracao
protéica e da altura da planta em uma populacdo de 344 individuos em milho,
Melchinger et al. (1998) identificaram um total de 107 QTLs. A interagdo entre
QTLs x ambientes significantes foi observada em cerca de um terco destes
QTLs.

Em um estudo com arroz, Xing et al.(2002) realizaram um mapeamento
genético cujo objetivo era identificar QTIs e determinar a interagdo entre eles e o
ambiente e a interagdo QTLs x QTLs. Neste estudo, foram utilizadas 240
linhagens endogamicas recombinantes oriundas do cruzamento das cultivares
Zhenshan 97 e Minghui 63. Os experimentos foram conduzidos em dois anos.
Por meio de analises com marcadores RFLP e SSR, foram detectados cinco QTL
para caracteres de produtividade da planta, dos quais dois foram detectados nos
dois anos. Para paniculas férteis por planta, foram detectados seis QTLs, dos
quais apenas um foi detectado nos dois anos. Para nimero de grdos por panicula,
foram detectados cinco QTLs, dos quais trés foram identificados nos dois
ambientes. Para peso de 1000 gréos, foram detectados nove QTLS, dos quais
guatro foram identificados nos dois anos. Estes dados mostraram intensa
interacdo QTLs x anos.

Vérios estudos realizados para a cultura do feijoeiro também tém
mostrado significativa interagdo QTL x ambiente. Em seu trabalho com feijéo,
Pereira et al. (2008) observaram que os QTLs identificados apresentaram
diferentes intensidades nas diferentes safras e nas duas populacfes avaliadas e
que aqueles QTLs identificados em uma populagéo ndo tiveram R2 significativo

para a outra populagéo. Resultados semelhantes foram obtidos por Bento (2006),
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que trabalhou com milho tropical e mapeou 24 QTLs, sendo que todos eles
sofreram interagdo com o ambiente. Assim como nos trabalhos de Torga et al.
(2010), Rodrigues et al. (2006) e Teixeira et al. (2004).

A interacdo QTLs x ambientes também tem sido observada em trabalhos
relacionados a eficiéncia do uso de N, como nos estudos realizados com trigo
por Le goes et al.(2008) e Maccaferri et al. (2008).

Os resultados do mapeamento de QTLs podem ainda diferir devido ao
efeito Beavis, diferengas ocorridas devido ao tamanho populacional. Beavis
(1994) utilizou dados de simulacdo e também dados obtidos de 400 familias de
milho derivadas do cruzamento entre as cultivares B73 x Mol7 para determinar
o efeito de uma populacdo pequena no poder da deteccdo de QTLs e a acurécia
dos efeitos dos QTLs estimados. Com base nas médias das familias através do
ambiente, QTLs foram avaliados na populacdo inteira, com as 400 familias e
também foram avaliados quatro subconjuntos, cada um com 100 familias; as
familias foram divididas de forma aleatéria. Um total de quatro QTLs foi
detectado para a populacdo de tamanho de 400. Em contraste, apenas um dos
trés QTLs foi detectado em cada um dos subcunjuntos de 100 familias. O R2
estimado para a populacdo de 400 foi de 8% e com 100 familias o R2 foi de 8%
para 23%. Na simulacdo, Beavis (1994) considerou popula¢ées com 100, 500 e
1000 familias e mostrou que a populacdo com 1000 familias apresentou efeitos
de QTLs mais proximo do real. Populagdes pequenas levam a um menor nimero

de QTLs identificados e os QTLs identificados foram superestimados.
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2.11 QTLs para eficiéncia no uso do nitrogénio

Os marcadores moleculares também podem ser uma ferramenta
importante para auxiliar na selecdo de genotipos eficientes no uso de nitrogénio
e varios estudos tém sido realizados para a deteccdo de genes candidatos, que
podem, ao menos parcialmente, explicar a variacdo na eficiéncia no uso de
nitrogénio como o observado para culturas como milho (AGRAMA et al., 1999;
GALLAIS; HIREL, 2004; HIREL et al., 2001), trigo (DIAGUO et al., 2006; LE
GOUIS et al., 2008; MACCAFERRI et al., 2008; QUARRIE et al., 2005) e soja
(SANTOS; NICOLAS; HUNGRIA, 2006).

Hirel et al. (2001), estudaram a base genética da eficiéncia do uso de
nitrogénio em milho. Através do uso de marcadores moleculares, foram
selecionados QTLs associados a producdo, a glutamina sintetase, contetudo de
nitrato e nitrato redutase. Locos avaliados apresentaram coincidéncia, o que
pode ser devido a sua corregulagdo. Esses locos representam elementos chave
para o controle do uso de nitrogénio.

Objetivando identificar regides cromossémicas no trigo que controlam a
eficiéncia no uso de nitrogénio, Le Gouis et al. (2008) avaliaram uma populacéo
de linhagens diaplodides obtidas do cruzamento de duas cultivares: uma tolerante
a deficiéncia no uso do nitrogénio (Arche) e outra sensivel (Récital). As
populagdes obtidas foram avaliadas em trés anos com relagdo ao metabolismo da
glutamina sintetase e glutamato desidrogenase. Foram detectados 18 QTLs
localizados em 13 cromossomos para a atividade da glutamato desidrogenase e
15 QTLs localizados em 12 cromossomos para atividade da glutamina sintetase.
Vérios QTLs foram detectados em apenas um dos anos, evidenciando a grande
interagdo QTLs x ambientes, mas quatro QTLs para glutamato desidrogenase e
trés para glutamina sintetase foram detectados pelo menos em dois anos. Os

QTLS identificados foram comparados aos QTLs previamente detectados para
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caracteres agrondmicos de producdo e seus componentes e 14 dos 18 QTIs
identificados para glutamato desidrogenase e sete dos 15 identificados para
glutamina sintetase foram comuns. Esse estudo identificou entdo possiveis
QTLs candidatos envolvidos no controle da produgdo de grdos em relacdo a
eficiéncia do uso do nitrogénio para trigo e confirmou que ha uma variabilidade
genética para producdo de graos em baixo nivel de N.

Quarrie et al. (2005) constataram que QTLs especificos para producéo
de trigo foram detectados em condi¢des de baixa fertilizacdo com N e sugere ser
possivel melhorar a estabilidade de producdo, combinando QTLs relacionados a
produtividade que estdo expressos em ambientes com baixa fertilizagdo com N.

Outros estudos que relacionam a producdo de grdos e caracteres
relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio foram realizados por Agrama et.
al. (1999), Maccaferri et al. (2008) e Diaguo et al. (2006).

Agrama et al. (1999) estudaram populacbes de milho obtidas do
cruzamento de cultivares contrastantes para eficiéncia no uso de nitrogénio.
Foram utilizadas familias F,.; , conduzidas em ambientes com alta concentrago
de nitrogénio e em ambientes com baixa concentracdo de nitrogénio. Dentre
outros caracteres, foram analisados a altura da planta, a produtividade de gréos,
0 nimero de espigas por planta. Foram genotipados 99 fragmentos de restri¢do
obtidos por marcadores do tipo RFLP e utilizados para o desenvolvimento de um
mapa de ligagdo utilizado para identificar QTLs. Entre dois e seis locos foram
associados a cada caracteristica e as correspondéncias de varias regides
gendmicas associadas aos caracteres medidos sobre concentracdes limitadas de
nitrogénio sugerem a presenca de QTLs associados a eficiéncia de uso do
nitrogénio.

Maccaferri et al. (2008) estudaram uma populacdo de 181 linhagens
recombinantes de trigo derivada do cruzamento Meridiano x Claudio que foi

avaliada em cinco ambientes, variando o regime de agua e oferta de N. Foram
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avaliados os caracteres tempo de maturacdo, altura da planta, produgéo de gréos,
namero de espigas/mz2, nimero de graos/m? e peso de graos. Foi observada maior
média na producdo em ambiente com fertilizagdo normal de N. Nenhum QTL
para o ambiente com fertilizacdo de N normal foi observado. Todavia, observou-
se R2z= 24,1%, considerando alguns marcadores em condicBes de baixa
disponibilidade de N. Nesse estudo, foram observados QTLs mais explicativos
para condigdes de baixa (R%=62,2%) e alta irrigacdo (R?= 55,7%).

Também trabalhando com trigo em ensaios de campo, Diaguo et al.
(2006) detectaram nove QTLs em baixo nivel de nitrogénio e oito em alto nivel
de adubacdo nitrogenada relacionados a eficiéncia do uso de nitrogénio. QTLs
também foram observados para caracteristicas de alta correlagio com EUN
avaliadas em sistemas hidropdnicos.

Para leguminosas existem poucos trabalhos relacionados a detecgdo de
QTLs para eficiéncia no uso de N. Existem alguns estudos para caracterizacao
de estirpes fixadoras, deteccdo de organismos especificos nos extratos de solo
(REIS JUNIOR et al., 2002), bem como na identificagio de QTL associados &
simbiose (SANTOS; NICOLAS; HUNGRIA, 2006).

No estudo realizado por Santos, Nicolas e Hungria (2006), visando
detectar QTLs relacionados a fixacdo biol6gica, foram estudadas duas
populagdes de soja obtidas de cultivares com diferentes capacidades de fixacdo
biolégica. Os QTLs detectados para soja foram de efeitos menores: seis
marcadores microssatélites, relacionados & nodulagdo e detectados nas duas
populagdes estudadas, podem ser utilizados no melhoramento, visando a um
incremento na contribuicdo da fixagao bioldgica.

Gallais e Hirel (2004) verificaram que a maioria das regides
cromossdmicas relacionadas a caracteres de desenvolvimento vegetativo,
producdo, composicdo dos grdos e caracteristicas relacionadas a EUN detectadas

em baixo nivel de nitrogénio correspondiam a locos com caracteristicas
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quantitativas (QTLs) detectados sob alto nivel de nitrogénio. J& no estudo de
Agrama et al. (1999), a maioria dos QTLs associados a eficiéncia do uso de

nitrogénio foiidentificada em ambiente sob baixo nivel de N.
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CAPITULO 2:

Sele¢do natural em populages de feijdo conduzidas em diferentes niveis de
nitrogénio
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RESUMO

Visando verificar se a selecdo natural atua em populagdes segregantes de
feijao, foram obtidas quatro populagdes a partir dos cruzamentos, Ouro Negro x
Cl-107 e VC-5 x IAPAR-81 e conduzidas em bulk até a geragdo Fg na auséncia
e presenca de N. Os genitores Ouro Negro e VC-5 sdo considerados tolerantes
ao estresse de nitrogénio e IAPAR-81 e CI-107 responsivos. Foram tomadas
100 progénies, de cada cruzamento derivado de cada nivel de N. Foram
avaliadas 194 progénies na safra das aguas e 79 progénies na safra de inverno
quanto a producdo de grdos. Essas progénies foram avaliadas em dois
experimentos distintos com e sem N, no delineamento latice 14 x 14 na safra das
aguas e 9 x 9 na safra de inverno. Utilizando-se os dados de produtividade média
de graos foram estimados os indices de resposta a aplicagdo de N e realizadas as
analises de variancia individual e conjunta para safras e niveis. Na média das
duas safras a produtividade de grdos obtida com N foi 50% superior. No geral, a
produtividade média das progénies de cada cruzamento mostrou uma tendéncia a
uma maior produtividade no experimento de mesma origem, com excegdo para
as progeénies originadas com N do cruzamento CI-107 x Ouro Negro na safra das
aguas. Observou-se também que as progénies originadas em ambientes sem N
foram mais eficientes e as originadas com N foram mais responsivas. Esses
resultados evidenciaram que se o objetivo € obter linhagens para condi¢Ges sob
estresse de N, a selegéo deve ser realizada nas mesmas condigdes, para aumentar
a chance de sucesso aliado ao efeito da selecdo natural para selecionar
individuos mais adaptados para um ambiente particular.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris. Eficiéncia no uso de N. Adaptacéo.

Melhoramento genético.
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ABSTRACT

Aiming at verifying if natural selection acts in segregating populations
of common bean, four populations derived from the crosses Ouro Negro x Cl-
107 and VC-5 x IAPAR-81 were obtained, and conducted in bulk until Fg under
presence and absence of N. The parents Ouro Negro and VC-5 are considered
tolerant to nitrogen stress and IAPAR-81 and CI-107 responsive. One hundred
progenies were derived from each cross in each N level, and 194 progenies were
evaluated in the rainy season and 79 progenies in the winter season based on
grain yield. These progenies were evaluated in two separate experiments with
and without N in a 14 x 14 lattice design in the rainy season and a 9 x 9 lattice
design in winter season. Using mean grain yield it was estimated the index of
response to N application (o), and performed individual and joint analyses of
variance considering seasons and N levels. The average grain yield of the two
seasons from environment with N was 50% higher. Overall, the mean grain yield
of progenies from each cross showed a tendency to increase productivity in the
experiment of the same origin, except for the progenies originated with N from
crossing CI-107 x Ouro Negro in the rainy season. It was also noted that families
originated in environments without N were more efficient for using N and those
originated with N were more responsive. If the goal is to obtain lines under N
stress, the selection must be made in the same condition, to increase the chance
of success coupled with the effect of natural selection to select individuals best
adapted to a particular environment.

Keywords: Phaseolus vulgaris. Nitrogen use efficiency. Adaptation. Genetic
breeding
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1 INTRODUCAO

A produtividade da cultura do feijoeiro pode ser afetada por varios
fatores como, por exemplo, a cultivar utilizada, o0 manejo da cultura e o0s
estresses bidticos e abidticos. Entre os fatores abitticos que afetam a cultura do
feijoeiro, destaca-se a caréncia de nutrientes no solo, sendo o nitrogénio um dos
nutrientes que mais afetam a produtividade desta cultura (VIEIRA, 2006).

Embora seja uma leguminosa, o feijoeiro apresenta fixacéo bioldgica de
nitrogénio insuficiente para suprir as necessidades da planta. Por isso, na maioria
das vezes, é necessaria a aplicagdo de nitrogénio na cultura. H4, contudo, um
grande namero de agricultores que praticamente ndo utiliza a aplicacdo de
fertilizantes e outro grupo que utiliza todos os recursos disponiveis para
aumentar significativamente a producdo. Pensando nisso e nos custos
expressivos dos fertilizantes nitrogenados, os programas de melhoramento tém
buscado como alternativa a obtencdo de linhagens que sejam mais eficientes na
utilizacdo do N.

A eficiéncia na utilizacdo do nitrogénio pode ser avaliada pelo retorno
da produtividade por unidade de N aplicado, identificando linhagens
responsivas. E também pela capacidade de algumas linhagens apresentarem uma
boa produtividade em condicGes de estresse de N.

A maioria dos trabalhos sobre eficiéncia no uso de nitrogénio foi
realizada com gramineas, principalmente com as culturas de milho (AGRAMA
et al., 1999; GALLAIS et al., 2006; HIREL et al., 2001) e trigo (HUGGINS;
PAN, 2003; MORRIS; PAUSEN, 1985; ORTIZ-MONASTERIO et al., 1997).
Para a cultura do feijoeiro, alguns trabalhos tém sido realizados no Brasil
(FURTINI et al., 2006, 2009; LAGO et al., 2009).

A avaliacdo e selecdo de genotipos eficientes no uso de N tém se

mostrado dificil e a utilizacdo da selegdo natural por meio da conducgdo de
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populagdes segregantes do feijoeiro em ambientes com adubacéo nitrogenada e
sob estresse de N apresenta-se como uma alternativa para essa dificuldade. A
conducdo de populacdes nesses ambientes pode favorecer a obtencdo de
linhagens mais responsivas e eficientes no uso do N. Assim, este estudo teve por
objetivo verificar se a selecdo natural atua em populagdes segregantes de feijao,
derivadas dos cruzamentos Ouro Negro x CI-107 e VC-5 x IAPAR-81,

conduzidas em bulk até Fg na auséncia e na presenca de N.



61

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Local de realizacdo do experimento

O experimento foi conduzido na area experimental do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras, municipio de Lavras, localizada na
Regido Sul do Estado de Minas Gerais, a 918 metros de altitude, 21° 14° S de
latitude e 45° 55° W de longitude.

2.2 Obtencdo das populagdes segregantes

Foram utilizadas populacdes segregantes provenientes dos cruzamentos
VC-5 x IAPAR-81 e Ouro Negro x CI-107. As quatro linhagens utilizadas séo
provenientes do banco de germoplasma da UFLA e dessas, trés possuem graos
do tipo carioca. A linhagem Ouro Negro possui gréos negros. As linhagens Cl-
107 e IAPAR-81 foram consideradas responsivas e VC-5 e Ouro Negro
identificadas como tolerantes & baixa disponibilidade de nitrogénio (FURTINI et
al., 2006). Essas populagdes foram conduzidas pelo método da populagdo em
dois ambientes: o primeiro, que recebeu 100 Kg /ha de N, sendo 1/3 aplicado na
semeadura e o restante em cobertura e 0 segundo, em que ndo se utilizou
adubacgdo nitrogenada. Esse procedimento foi repetido até a geracdo Fg
(FURTINI et al., 2009). Nessa geragdo, foram obtidas progénies que foram
avaliadas em campo quanto a producéo na safra das aguas e na safra de inverno.

Nesse estudo, foram utilizadas 400 progénies, sendo 100 provenientes
de populagdes conduzidas em ambiente com adubacdo nitrogenada e 100, em
ambientes sem adubacdo nitrogenada, de cada cruzamento. Destas progénies,

foram avaliadas na safra das aguas aquelas que possuiam maior nimero de
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sementes e, na safra de inverno, aquelas que possuiam 0s maiores e menores

indices de resposta ao N (o).

2.3 Conducdao dos experimentos

As progénies foram avaliadas em dois experimentos distintos e
contiguos. No primeiro, ndo se utilizou fertilizante nitrogenado e o segundo
recebeu 100 Kg/ha de N, sendo 1/3 aplicado na semeadura e o restante em
cobertura, as avaliagfes foram realizadas nas safras das aguas e de inverno. Na
semeadura, 0s dois experimentos receberam também 80 Kg/ ha de P,Os e K,0.
Para isso, foram aplicados 400 Kg/ha do formulado 0-20-20 de N, P,0Os e K,0,
respectivamente.

Os experimentos da safra das dguas foram conduzidos no delineamento
experimental latice simples 14x14, envolvendo as 194 progénies com maior
nimero de sementes e mais duas testemunhas. As parcelas foram constituidas
por duas linhas de um metro, com espacamento de 50 cm, com 15 sementes por
metro.

O experimento da safra de inverno foi conduzido no delineamento létice
triplo 9x9, sendo avaliadas 79 progénies selecionadas com base no indice de
resposta (o) e duas testemunhas (cultivar Ouro Negro e VC-5). As progénies
com maiores e menores indice de resposta (o) foram selecionadas visando
facilitar a selecdo assistida por marcadores. As parcelas foram constituidas de
duas linhas de dois metros, com mesmo espagamento e numero de sementes por
metro utilizados na safra das aguas.

Em ambas as safras, a semeadura foi realizada no sistema de plantio
direto. Para isso, a area foi submetida a previa dessecacdo, aplicando-se glifosato

cerca de 15 dias antes da semeadura.
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O controle de plantas daninhas foi efetuado por meio da mistura
fomesafen e fluazifop-p-butyl em pds-emergéncia. Antes da implementacéo dos
experimentos, foram realizadas as analises de solo para cada safra e foram
obtidas as caracteristicas quimicas apresentadas na Tabela 1. As caracteristicas
do solo foram distintas nas duas safras, especialmente para o teor de fésforo.
Dentro de uma mesma safra, as caracteristicas foram semelhantes para os

experimentos nos dois niveis de N.

Tabelal Analises quimicas dos solos amostrados a profundidade de 0 a 20 cm,
na area experimental em Lavras

Anélise Quimica® Safra das aguas 2008 Safra de inverno 2009
pH em H,0 5,9AcM* 6,1AcM
P (mg .dm™) 8,5M 31,8MBo
K (mg.dm?) 70M 100Bo
Ca** (cmol..dm?) 2,1M 2,9Bo
Mg* (cmol..dm™) 0,7M 1,0Bo
AP (cmol.dm™) 0,1MBa 0,0MBa
H+AI (cmol..dm™®) 2,9M 32M
SB (cmol.dm™) 3,0M 4,2Bo

t (cmol..dm™) 3,1M 4,2M

T (cmol.dm™) 5,9M 7,4M
V (%) 50,7M 56,5B0
m (%) 3MBa OMBa
MO (dag.Kg™) 2,4M 2,5M
P-rem (mg L™ 16 16

Analises realizadas no laboratdrio de analise de solos do Departamento de Ciéncia do
Solo da UFLA;! SB = soma de bases trocaveis; t = CTC efetiva; T = CTC potencial; V =
indice de saturacdo de bases; m = indice de saturacdo de aluminio; MO = matéria
organica. AcM — acidez média, MBa — teor muito baixo, Ba — teor baixo, M — teor
médio, Bo — teor bom, MBo — teor muito bom.
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2.4 Analise dos dados de campo

Foram obtidos os dados de produtividade de grdos das progénies em
cada experimento, com e sem N, em cada safra. As andlises individuais para
cada experimento foram realizadas no programa estatistico SAS, versdo 8.0,

conforme o modelo estatistico:

Yig= K+ pi+0j + b g+ e

yiit - Observagdo referente a progénie i na repeticéo j no bloco k;

K Média geral;

pi : Efeito da progénie i, sendo i = 1,2,3,...,196 no experimento das aguas e 81
no de inverno;

q; : Efeito da repeticdo j, sendo j = 1,2, no experimento das aguas e 3 no de
inverno;

by : efeito do bloco k dentro da repeticdo j, sendo k = 1, 2, 3,..., 14 no
experimento das aguas e 9 no de inverno;

eijt : erro experimental e;xNN(0,62)

O modelo da analise de variancia para cada experimento, com e sem N e

suas respectivas esperancas dos quadrados médios esta apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 Esquema da andlise de variancia para cada experimento, com e sem N,
com as respectivas esperancas dos quadrados médios, utilizados na
analise para produtividade de graos

FV GL QM E(QM)
Progénies vl Q1 0%+ 167
Erro v2 Q2 0%

r: nimero de repeti¢des
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Posteriormente, foram realizadas as analises conjuntas envolvendo os
dois experimentos, com e sem nitrogénio, em cada safra, empregando a
metodologia apresentada por Ramalho, Ferreira e Oliveira (2005). Os efeitos de
niveis e média foram considerados fixos e os demais efeitos foram considerados

aleatdrios para a safra das aguas e para a safra de inverno.

Viig= K+ pi + N+ Qi + (PN)ict €ije

yiit - Observagdo referente a progénie i na repeticéo j no nivel t;

U : Média geral;

p; : Efeito da progénie i, sendo i = 1,2,3,...,196 no experimento das aguas e 81
no de inverno;

n, : Efeito do nivel t, sendo t=1,2

Qe - Efeito da repeticéo j no nivel t.

(pn);; : Efeito da interagdo progénies x niveis

ejic - erro experimental médio ej, NN(0,6?)

O modelo para andlise conjunta envolvendo os niveis de N e as

esperancas dos quadrados médios esta apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 Esquema da anélise conjunta dos experimentos com e sem N, por
safra, com as respectivas esperancas dos quadrados médios

FV GL QM E(QM)
Repeticdo/nivel vl Q3 0%y + S0%BNy
Progénies (P) V2 Q4 0%, * rho?p,

Niveis (N) v3 Q5 0% + 10%Ny + S0%s/Nu T ST D Ny
PxN v4 Q6 0% + I6%pNy
Erro médio v5 Q7 Oy

r: nimero de repeti¢des; s: nimero de linhagens; h: nimero de niveis .

A andlise de variancia conjunta envolvendo os niveis e safras foi

realizada de acordo com o seguinte modelo estatistico:

Yik= M+ Pi+ N+ ay+ Q) + (N)ict (PR)i+ (N@)w + (PN)ity + &

yije - Observagao referente a progénie i na repeticao j no nivel t na safra u;
U : Média geral;

p; : Efeito da progénie i, sendoi=1,2,3,...,.81;

n, : Efeito do nivel t, sendot=1,2;

a, : Efeito da safra u, sendou = 1,2,3;

Qi - Efeito da repeticéo j no nivel t na safra u;

(pn);; : Efeito da interagdo progénies x niveis;

(pa)i, : efeito da interagd@o progénies x safras;

(na)y, : efeito da interacdo niveis x safras;

(pna)y, : efeito da interagdo progénies x niveis x safras;

eiju - €rro experimental ej NN(0,6?)
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O modelo da andlise de variancia conjunta, envolvendo as duas safras e
os dois niveis e as respectivas esperancas dos quadrados médios, esta

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 Esquema da andlise de variancia conjunta considerando todas as safras
e niveis e as respectivas esperangas do quadrado médio, utilizadas na
analise, para produtividade de grdos

FV GL QM E(QM)
Repeticdo/nivel/safra vl Q8 0%, + SG%sN/A
Progénies (P) v2 Q9 0%, + rhlo?

Niveis (N) v3 Q10 0%+ rlo%py + So?gat ST D N
Safras (A) v4 Q11 0%+ rho?pa+ So%gniat ST D
PxN v5 Q12 0% + rlo?py

PxA V6 Q13 0%, + rhopa

N x A v7 Q14 0%t 10pNaZ + SG%g AT ST D Na
PXNXxA v8 Q15 0%yt TOpNA?

Erro médio v9 Q16 0%y

r: nimero de repeticbes; s: numero de linhagens; h: ndmero de niveis; |: nimero de
safras.

A

Estimou-se a acurdcia seletiva (rgg), para as caracteristicas

produtividade de grdos e indice de resposta ao N (a) pela seguinte expressao
(RESENDE; DUARTE, 2007):

em que:
F: valor do teste F de Snedecor para o efeito de progénie associado a
ANAVA.
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2.5 Estimativas da herdabilidade e ganho de selecéo

Como o efeito de progénies foi considerado aleatério, nas duas safras,
nas analises individuais realizadas para produtividade de gréos, foi possivel
estimar a herdabilidade e seus respectivos intervalos de confianca e o ganho de
selecdo.

As estimativas de herdabilidade, para as andlises de variancias

individuais, foram obtidas por meio das expressdes:

h2 = (QM progénies — QM erro efetivo)/QMprogénies

Os estimadores dos limites inferior (L1) e superior (LS) de herdabilidade
s8o os seguintes (KNAPP; STROUP; ROSS, 1985):

Ll= {1'[QM progénies /QM erro efetivo)F 1-a/2; GL progénies; GL erro]_l}
LS = {1'[QM progénies /QM erro efetivo)F o/2; GL progénies; GL erro]-l}

em que:

Fio» € F o»: valores tabelados da distribui¢do de F, sendo a. = 0,05.

O ganho esperado com a selecdo foi estimado por meio da seguinte

expressdo:

GS(%) = ds x h?
Em que:
ds: diferencial de selecdo, sendo a diferenga entre a média das progénies
selecionadas, considerando uma intensidade de sele¢do de 10%, e a média geral

do experimento;
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h2: herdabilidade do carater

Foram também obtidas as médias de producdo para cada ambiente em
cada safra, para se obter o incremento na producdo dado pela adubacdo

nitrogenada em cada safra.

2.5 Estimativa do indice de resposta a aplicacé@o de nitrogénio (o)

A partir dos dados de produtividade média de grdos (Kg/ha) das
progénies obtidas nos cruzamentos CI1107 x Ouro negro e IAPAR 81 x VC-5, foi
estimado o indice de resposta ao nitrogénio através da expressdo de Thung
(1990), ou seja:

0 = (Nii —N2)/ Q

0, : indice de resposta ao nitrogénio da progeénie i;
Ny;: produtividade média da progénie i no ambiente com aplicacdo de nitrogénio
Ni: produtividade média da progénie i no ambiente sem aplicacdo de nitrogénio
Q: quantidade de nitrogénio aplicado (100 Kg/ha).

Posteriormente, foi realizado o agrupamento das médias (SCOTT;

KNOTT, 1974) para separar as progénies quanto a EUN.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram avaliados em duas das safras geralmente
utilizadas no plantio do feijao: na safra das dguas 2008/2009, com semeadura em
novembro e na safra de inverno 2009, com semeadura em julho. Nas duas safras
foram observadas caracteristicas distintas de fertilidade do solo, especialmente
no teor de fésforo que foi muito maior na safra de inverno. Rodrigues et al.
(2002) observaram que o aumento das doses de P eleva a produtividade de
graos, sendo esse efeito ainda mais pronunciado quando o P é combinado com N
e isso pode ter contribuido para maior produtividade média na safra de inverno
(Tabela 1A). J4 a matéria organica, que é outro constituinte do solo que poderia
alterar os resultados obtidos, foi semelhante em ambas as safras (Tabela 1).

Considerando uma mesma safra, a fertilidade do solo foi semelhante
para os dois niveis de nitrogénio aplicados, visto que os experimentos foram
plantados bem préximos um do outro, para se tentar isolar quaisquer outros
efeitos que poderiam afetar a produtividade. Esse mesmo procedimento foi
adotado por Furtini et al. (2006, 2009), avaliando linhagens e populacGes de
feijao, respectivamente, com e sem N. Essa estratégia foi utilizada para que as
diferencas no comportamento das progénies refletissem apenas a diferenca no N
aplicado, ja que o manejo foi 0 mesmo. Ao que tudo indica tal estratégia foi
correta, ja que os CVs das andlises de variancia conjunta de cada safra (Tabela
2A) foram semelhantes aos obtidos em outros experimentos com a cultura
(SOUZA; GERALDI; RAMALHO, 2000; TORGA et al., 2010). Os valores da
acuracia nas duas safras foram maiores que 0,70, que também indica alta
precisdo experimental.

A eficiéncia relativa do latice foi superior a 100% em todos 0s

experimentos, evidenciando ter sido vantajoso o emprego desse delineamento.



71

Os resumos das analises de variancia para produtividade de grdos dos
experimentos com e sem adubagdo nitrogenada, em cada safra, estdo
apresentados na tabela 1A. Em todos os experimentos foram detectadas
diferenga significativa entre as progénies (P>0,01), indicando haver
variabilidade entre as mesmas, 0 que possibilitaria a realizacdo da sele¢do. Nas
analises individuais os CVs variaram de 21 a 37% 0 que indica uma precisdo
experimental considerada de média a baixa. Deve-se considerar, contudo, que na
cultura do feijoeiro, além dos fatores experimentais, existem também fatores
po6s-colheita, como o manuseio das parcelas, que podem levar a uma menor
precisdo, bem como a ocorréncia de antracnose em algumas progénies
suscetiveis (SOUZA; GERALDI; RAMALHO, 2000). Observou-se ainda que 0s
CVs, em cada safra, variaram com relagdo a aplicacdo de N. Na safra das aguas
0 maior CV foi observado no experimento com N e na safra de inverno o maior
CV ocorreu no experimento sem aplicagdo de N. Isso indica que na safra das
aguas o experimento com N foi o de menor precisdao experimental e na safra de
inverno a menor precisdo ocorreu no experimento sem N.

A estimativa de CV como medida de precisdo experimental tem sido
questionada por alguns autores (CARGNELUTTI FILHO; STORK, 2007,
RESENDE; DUARTE, 2007). Por esta razdo foi estimada também a acurécia

A

(rg ¢)» que reflete a correlagdo entre o valor genotipico verdadeiro do tratamento

genético e aquele predito a partir de informacdes dos experimentos (COSTA et

al., 2005) e pode variar de 0 a 1. E classificada como muito alta (rE;g >0,90),

alta (0,70 < I'g; < 0,90), moderada (0,50 < g, >0,70) e baixa (g, < 0,50). No

presente trabalho, as estimativas de acuracia para a produtividade de grdos foram
de 51 a 84%, valores considerados de moderados a alto o que reflete uma

precisdo experimental relativamente boa.
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A andlise conjunta envolvendo os dois niveis de nitrogénio em cada
safra é apresentada na Tabela 2A. Todas as fontes de variagdo apresentaram
teste de F significativo, com excec¢do para a interacdo Origens X niveis, na safra
das &guas.

A anélise conjunta envolvendo os dois niveis e as duas safras estdo
apresentadas na tabela 5. Pode-se observar que tanto a fonte de variacdo
progénies, quanto a fonte de variagdo niveis foram altamente significativas (P<
0,01). A diferenca nos niveis indica que o experimento com aplicacdo de N
diferiu em produtividade daquele sem aplicacdo de N e isso pode ser
evidenciado na tabela 6, onde se observa a média de producdo para cada safra
em cada nivel.

Independentemente do nivel de N, a produtividade média foi maior na
safra de inverno, comparada com a das dguas em 67%. Essa grande diferenca na
producdo de grdos da safra de inverno em relacdo a das aguas, pode ser devida
ao intenso crescimento vegetativo nesta Ultima safra, uma vez que o regime de
chuvas nesta época é bem maior que no inverno. Além disso, na safra das aguas
também houve maior incidéncia de doengas como a antracnose e uma menor
guantidade de fésforo disponivel.

Em condicBes de disponibilidade de N, muita umidade e calor ocorre
maior remobilizagdo de nutrientes para as partes verdes das plantas
(MARSCHNER, 1995). Esse desenvolvimento vegetativo faz com que se
intensifigue a competicdo entre as plantas e a eficiéncia reprodutiva é
prejudicada. Desta forma ocorre reducdo na producdo de gréos, principalmente
em ambientes com adubagdo nitrogenada, como observado na safra das aguas.

Na decomposicdo da fonte de variacdo progénies, nota-se que as
progénies de ambas as origens apresentaram diferenca significativa, isso indica
que ha variabilidade entre progénies de cada origem, sendo possivel se fazer

selecdo (Tabela 5).
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Também ocorreu interacdo entre progénies x niveis de N (Tabela 5). A
presenga de interacdo indica o comportamento ndo coincidente das progénies
nos experimentos com adubacéo e sem adubacdo nitrogenada.

Na decomposicdo da interacdo progénies x niveis, pode-se observar
também que ocorreu interacdo entre niveis e progénies tanto de origem com N,
guanto de origem sem N, 0 que sugere um comportamento das progénies de cada
origem ndo coincidente nos diferentes niveis, ou seja, as progénies apresentaram
um comportamento particular em cada nivel. Esse fato era esperado uma vez que
as progénies apresentam diferencas em relacdo a tolerdncia e resposta ao
nitrogénio, levando ao comportamento diferenciado nos dois niveis. O fato de as
progénies terem sido originadas de popula¢bes conduzidas em bulk -- na
auséncia e na presenca de N e avaliadas nas duas condicGes -- pode ter
contribuido para aumentar a interacdo. Isso se nota especialmente entre aquelas
derivadas das populag¢fes conduzidas sem N no invern.

Contudo, quando se observa a interacdo origens X niveis, percebe-se
que a interacdo ndo foi significativa, 0 que implica que a produtividade média
das progénies das duas origens foi coincidente nos diferentes niveis (Tabela 5).
Esse comportamento ndo era esperado, uma vez que a conducgdo das populagdes
em cada ambiente e sob acdo da selecdo natural deveria selecionar individuos
adaptados para cada nivel, como observado por Furtini et al. (2009).
Considerando que na safra das aguas a interacdo origens x niveis foi ndo
significativa e a safra de inverno foi significativa (Tabela 2A), isso deve ter
ocorrido, principalmente, devido & influencia da safra das éaguas, onde o
crescimento vegetativo foi intenso e a incidéncia de doengas como a antracnose
também foi maior, prejudicando a produtividade de gréos e, consequentemente,

alterando o comportamento das progénies.
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Tabela 5 Resumo da andlise de variancia conjunta envolvendo os dois niveis, as
duas safras e as progénies de cada origem, para produtividade de gréos

em Kg/ha
FV GL oM
Safras (A) 1 112902241,34**
Niveis (N) 1 94344259,10**
Progeénies (P) 78 383677,86**
Entre origens 1 688687,8*
Entre P. CN 39 338168,16**
Entre P. SN 38 422358,61**
PxN 78 298054,72**
Entre P x NCN 39 302072,21**
Entre P x N SN 38 285837,04*
OxN 1 605644,63ns
A XN 1 59058722,47**
AxP 78 282763,35**
AXNxP 78 371952,81**
Erro médio 610 176530,701
Média 1733
Acuracia (%) 73,47
CcVv 24,24

* ** significativo a 5% e a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

A interagdo safras x niveis, significativa (P<0,01), indica que o efeito do
estresse de nitrogénio ndo foi coincidente nos diferentes ambientes. Observa-se
que o efeito do N foi diferente nas duas safras (Tabela 6), onde as maiores
respostas ocorreram na safra de inverno. Na safra das aguas, observou-se que o
experimento com aplicacdo de N mostrou-se 8% mais produtivo do que o
experimento sem aplicacdo do nutriente. Na safra de inverno, essa diferenca foi
muito maior, sendo o experimento com adubacdo nitrogenada 86% mais
produtivo. O incremento por safra foi de 93 Kg/ha na safra das aguas, 1274

Kg/ha na safra de inverno e de 684 Kg/ha na média dos experimentos. Esses
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valores correspondem a 0,93 Kg, 12,74 Kg e 6,84 Kg de grdos por Kg de N
aplicado (Tabela 6). Esses resultados eram esperados, uma vez que 0 nitrogénio
é o nutriente mais exigido pela maioria das culturas, assim como para a cultura
do feijoeiro (SALGADO; VIEIRA, 1994).

Tabela 6 Produtividade média de grdos (Kg/ha) das progénies obtidas com e
sem aplicacdo de nitrogénio, e limites inferiores (LI) e superiores
(LS) nas diferentes safras avaliadas

ComN LI LS Sem N LI LS Incremento
Aguas  1.313 192 2.550 1.220 148 2.504 8%
Inverno 2.760 1.500 3.900 1.486 750 2400 86%
Média  2.037 1.353 50%

A cultura do feijoeiro mostrou resposta positiva a adubacdo nitrogenada
semelhante a observada em outros experimentos com a cultura, como nos
trabalhos de Binotti et al. (2007), Furtini et al. (2006, 2008) e Vieira (2006). De
acordo com Vieira (2006), o feijoeiro mostrou resposta positiva em 64% de 80
experimentos avaliados em 30 municipios de Minas gerais. Contudo, a
comparagdo da magnitude de reposta nos experimentos é dificil, uma vez que a
resposta & adubacdo nitrogenada depende de véarios fatores ambientais, como
umidade, temperatura e matéria organica do solo, bem como de fatores
genotipicos, como as cultivares avaliadas. Binotti et al. (2007) verificaram que o
fornecimento do nutriente em uma quantidade de 75Kg/ha proporcionou um
incremento na producgdo de 62%, quando comparado as testemunhas sem N. J&
nos estudos de Furtini et al. (2006, 2008), esse aumento ocorreu em menor
magnitude. No trabalho de Furtini et al. (2006), a produtividade de grdos em

ambiente com N em cobertura foi 12% superior a obtida no ambiente sem N.
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Observou-se também que 77% das linhagens avaliadas ndo responderam a
adubacéo nitrogenada e apenas 23% tiveram resposta positiva, comprovando a
variacdo da reposta em funcdo da constituicdo genotipica das cultivares. No
trabalho de Furtini (2008) verificou-se que na média de todos os ambientes
avaliados, os experimentos com aplicacdo de nitrogénio produziram 16% acima
dagueles onde néo houve o fornecimento do nutriente, ocorrendo um incremento
médio de 3,81Kg/ha.

Em outras culturas as respostas a adubagdo nitrogenada sdo mais
significativas, como a do milho em que a resposta média é de 17 Kg de graos
por Kg de N aplicado (FIDELIS et al., 2007), desta forma, ndo se deve realizar
uma comparagdo direta dessas culturas, uma vez que se comportam de forma
totalmente diferente com relacéo a utilizagcdo desse nutriente.

Todas as interagfes envolvendo progénies foram significativas,
indicando que as progénies ndo tiveram comportamento coincidente nos dois
niveis e nem nas duas safras. E, portanto, importante avaliar todas as progénies,
pois 0 quadrado médio (QM) da interacdo representa 0 que ocorre em média,
podendo, portanto, ocorrerem algumas progénies mais tolerantes e/ou
responsivas. Verifica-se que a maioria das progénies apresentaram desempenho
préximo da média, contudo é possivel observar algumas progénies com
desempenho acima da média para os dois niveis de N, como as progénies 312,
373 e 385. Mas, pode-se observar também progénies com desempenho abaixo da

média nos dois niveis como as progénies 65 e 370 (Grafico 1).
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Gréfico 1 Produtividade média de gréos (Kg/ha) das progénies nos experimentos
com e sem aplicacdo de N, na média das duas safras avaliadas

A distribuicao de frequéncia para a média da producéo de gréos nas duas

safras para cada nivel é apresentada no grafico 2. Pode-se observar que na

média dos experimentos sem N, a produgdo para 88,75% das progénies variou

de 1066 a 1628Kg/ha, enquanto que a média dos experimentos com N 92,5%

das progénies apresentou valores de producdo que variaram de 1658

a

2451Kg/ha, ou seja, a resposta positiva para a grande maioria das progénies

pode ser observada independente da origem.
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Gréafico 2 Distribuicdo de frequéncia da produgdo de grdos considerando a
média dos experimentos com N e sem N, respectivamente

Quando se observa a reposta separada para cada cruzamento e cada nivel
de N, percebe-se que para o cruzamento entre os genitores CI-107 x Ouro
Negro, nos experimentos com adubacdo nitrogenada, a produgdo variou de 1591
a 2451 Kg/ha para as progénies originadas sem N, ja para as progénies
originadas com N a producdo variou de 1412 a 2481 Kg/ha (Gréfico 3). Na
origem com N, observa-se que o limite inferior foi menor do que o de origem

sem N, enquanto os limites superiores foram semelhantes para as duas origens.
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Devido a isso, para este cruzamento na safra das dguas e na média das duas

safras, a produgdo foi em geral menor para as progénies de origem com N

(Tabela 7)

. Esse fato ndo era esperado, jA que a selecdo natural tende a

selecionar individuos mais adaptados para cada ambiente como observado por

Furtini et al. (2009), e também notado para a média das progénies na safra de

inverno.
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Gréafico 3 Distribuicdo de frequéncia da produgdo de grdos considerando a

média dos experimentos com N, para o cruzamento CI-107 x Ouro
negro, nas origens SN e CN, respectivamente
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Tabela 7 Produtividade média de grdos em Kg/ha das progénies, nas diferentes
origens, avaliadas na safra das &guas e de inverno em experimento
com e sem adubacao nitrogenada

Origens Sem nitrogénio Com nitrogénio
Aguas  Inverno Conjunta  Aguas Inverno Conjunta
OrigegmC/N CxO 1157 1433 1295 1390 2693 2042
OrigemS/N  CxO 1245 1628 1436 1544 2659 2101
OrigemC/N IxV 1302 1398 1350 1429 2833 2131
OrigemS/N  IxV 1395 1490 1443 1314 2831 2073
Média 1275 1487 1381 1447 2754 2186

C x O:cruzamento entre CI-107 e Ouro Negro | x V cruzamento entre IAPAR-81 e VC-5

Para o cruzamento CI-107 x Ouro negro, nos experimentos sem N,
observa-se uma tendéncia das progénies de mesma origem apresentar
desempenho superior aquelas progénies de origem diferente, tanto na safra de
inverno quanto na safra das aguas (Tabela 7). Pela distribuicdo de frequéncia
observa-se que as progénies originadas com N tiveram suas médias de producéao
variando de 1039 Kg/ha a 1622 Kg/ha e as progénies originadas sem N tiveram
suas produgdes variando de 1115 Kg/ha a 1851 Kg/ha, apresentando tanto o
limite superior quanto o inferior maiores que as progénies de origem ndo comum

ao experimento, como o esperado (Grafico 4).
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Grafico 4 Distribuicdo de frequéncia da produgdo de grdos considerando a
média dos experimentos sem N, para o cruzamento CI-107 x Ouro
negro, nas origens CN e SN, respectivamente

Para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5, nos experimentos com N, as
progénies de mesma origem, mostraram uma tendéncia a um desempenho
superior aquelas originadas sem N, tanto na safra das aguas quanto na safra de
inverno (Tabela 7). A partir do grafico 5, pode se notar que as médias de
producéo das progénies que originaram sem N variaram de 1394 Kg/ha a 2979

Kg/ ha, 88,8% das médias das progénies produziram em torno de 1922 Kg/ha e
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2451 Kg/ha. Ja as progénies que originaram com N tiveram suas médias

variando de 1670 Kg/ha a 2697 Kg/ha, com tendéncia de produtividade média

superior a origem sem N (Tabela 6). O desempenho das progénies desse

cruzamento foi o inverso daquelas derivadas de CI-107 x Ouro Negro, para o

mesmo experimento. Entretanto algumas progénies que se originaram sem N se

destacaram em produtividade, desta forma, € mais vantajoso seleciona-las,

mesmo quando vai se utilizar adubacéo nitrogenada.
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Gréafico 5 Distribuicdo de frequéncia da produgdo de grdos considerando a

média dos experimentos com N, para o cruzamento IAPAR-81 x
VC-5, nas origens SN e CN, respectivamente
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Para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5, nos experimentos sem N, as
progénies de mesma origem apresentaram uma tendéncia a um melhor
desempenho, tanto na safra das &guas quanto na safra de inverno, resultado
semelhante ao observado para o cruzamento CI-107 x Ouro Negro (Tabela 7).
As progénies originadas sem N tiveram suas médias de producdo variando de
912 Kg/ha a 1995 Kg/ha, sendo que 88,9% das progénies apresentaram média
entre 1273 Kg/ha e 1634 Kg/ha, enquanto que para as progénies de origem com
N tiveram suas médias de producéo variando de 893 Kg/ha a 1931 Kg/ha, sendo
que 73,7 % delas possuem médias entre 1239 Kg/ha e 1535 Kg/ha (Gréfico 6).
Como as progénies mais produtivas foram aguelas de mesma origem do
experimento, nesse caso, € mais vantajoso realizar a sele¢do entre as progénies

sem N.
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Gréafico 6 Distribuicdo de frequéncia da produgdo de grdos considerando a
média dos experimentos sem N, para o cruzamento IAPAR-81 X
VC-5, nas origens SN e CN, respectivamente

No geral a produtividade média das progénies do cruzamento CI-107 x
Ouro Negro, de origem com N e experimento neste ambiente, foi inferior e 0
contrario do desempenho das demais progénies, como j& citado. Este fato
ocorreu porque elas tiveram menor produtividade na safra das dguas (Tabela 7).
Em concordancia com este resultado, Banzinger, Betrdn e Laffite (1997)

trabalhando com a cultura de milho avaliaram progénies de irmdos germanos e
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endogamicas S; e S, obtidas pelo CIMMYT, no periodo de 1986 a 1995, em
presenca e auséncia de N. Esses autores observaram diferencas no desempenho
das progénies com N e sem N. Resultado semelhante também foi obtido por
Furtini et al. (2009), utilizando populacdes segregantes do feijoeiro, conduzidas
em bulk nos ambientes com N e sem N.

No experimento de Furtini et al. (2009), foram avaliadas popula¢Ges
obtidas a partir de trés cruzamentos, em trés geracGes e originadas em dois
niveis de N. Na avaliacdo de producdo nas geragdes, a producdo com N foi
maior que a producdo sem N em duas geracdes. E quando se considerou a
origem das populagbes, sem N e com N, as populagdes apresentaram maior
producdo nos experimentos de mesma origem, com exce¢do para um dos
cruzamentos no experimento sem N. Estes estudos evidenciaram que se o
objetivo é obter linhagens para condicfes de estresse de N, a selecdo deve ser
realizada nessas mesmas condicGes, para se aumentar a chance de sucesso e a
selecdo natural atuar de forma favoravel, selecionando individuos mais
adaptados para um ambiente particular.

Para os agricultores, uma informagdo importante seria qual a resposta
das diferentes progénies ao nitrogénio aplicado, ou seja, a estimativa do indice
de resposta de uso de N (o). Como era esperado, ocorreu diferenca nas

estimativas de a entre as diferentes safras, como observado na tabela 8.



86

Tabela 8 Resumo da andlise de variancia conjunta, dos indices de resposta ao
nitrogénio, obtidos na avaliagdo da safra das dguas e de inverno

Fv GL oM
Repeti¢ao/safra 3 20,568ns
Safras (A) 1 11038,303**
Tratamento (P) 80 93,712*
PxA 80 100,326**
Erro médio 303 63,6354
Média 7,18
Acurécia (%) 56,65
cv 29,54

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

Na média de todas as progénies, os menores indices foram obtidos na
safra das aguas, 2008-2009 e os maiores indices os da safra de inverno (Tabela
9). Na safra das aguas, 70% das progénies de origem em ambiente com N,
apresentaram resposta positiva ao nitrogénio. Para o plantio da safra de inverno,
foram selecionadas as progénies de maior e menor resposta a adubacdo
nitrogenada e nesta safra a grande maioria dos indices de resposta foi positiva.
Apenas uma progénie apresentou reposta negativa a adubacdo nitrogenada, a
progénie 274, indicando que nessa safra essa progénie produziu mais no
experimento sem N. A quase totalidade das progénies com resposta positiva
nessa safra, mostrou a grande superioridade na producéo de grdos em ambientes
com adubacédo nitrogenada, ndo excluindo, porém, a possibilidade de se obter
progénies com alta produtividade em ambiente sem adubac¢&o nitrogenada.

Considerando o indice médio de eficiéncia na utilizagdo de nitrogénio
envolvendo as duas safras, 99% das progénies apresentaram resposta positiva, a
resposta negativa foi observada apenas na progénie 274, mas ocorreram indices

de resposta, préximas de zero, como nas progénies 340 e 370, o que indica que
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tais progénies ndo apresentaram diferengas de rendimento independente da
aplicacdo de N.

A partir do indice de resposta (o) foi realizado o teste de Scott-Knott,
visando distinguir as 79 progénies, e os genitores Ouro negro e VC-5 quanto a
resposta a adubacdo nitrogenada. As progénies foram entdo separadas em dois
grupos, as responsivas ao N, com resposta superior a 7,18 Kg de gréos por Kg de
N aplicado e, as ndo responsivas, aquelas com estimativas inferiores a este valor.
As respostas obtidas pelo feijoeiro sdo inferiores ao que tem sido relatado para
outras culturas, como o milho, em que a resposta média é 17 Kg de graos por Kg
de N aplicado (FIDELIS et al., 2007). No trabalho de Furtini (2008), a reposta
média obtida foi de 4,15Kg de grdos por Kg de N aplicado, inferior a obtida
neste trabalho.

A partir da associacdo dos indices de resposta (o) com a producdo média
de gréos das progénies no ambiente sob estresse de N. As progénies podem ser
classificadas em quatro categorias (BLAIR, 1993):

e) Ineficiente e ndo responsivas (INR): foram as que produziram abaixo

da média geral dos experimentos sem adubacdo nitrogenada e
apresentaram o abaixo da média dos indices;

f) Ineficientes e responsivas (IR): foram as que produziram abaixo da

média geral dos experimentos sem adubacdo nitrogenada e
apresentaram o superior a média dos indices;

g) Eficientes e néo responsivas (ENR): foram as que produziram acima

da média geral dos experimentos sem adubagdo nitrogenada e
apresentaram o abaixo da média dos indices;

h) Eficientes e responsivas (ER): foram as que produziram acima da

média geral dos experimentos sem adubacdo nitrogenada e

apresentaram o acima da média dos indices;
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Independente da origem e do cruzamento pode-se observar no grafico 7

que existem progénies que se enquadram nas quatro categorias, sendo que

algumas progénies se destacam como a 373 e 385 que sdo eficientes e

responsivas. E outras como a 370 e a 65 que ndo apresentam resposta ou

eficiéncia, o que as levariam a serem eliminadas, ja que ndo possuem vantagens

quanto a esses caracteres.
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Gréfico 7 Indice de resposta ao nitrogénio e a produtividade média das

linhagens sem aplicacdo de nitrogénio

Observa-se na tabela 9 que mesmo as progénies sendo provenientes de

cruzamentos entre pais responsivos e tolerantes, apenas 10% delas foram ER,

assim como os genitores Ouro negro e VC-5 (FURTINI et al., 2009). Das

progénies ER apenas trés delas se originaram em ambiente com N, e 5 se
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originaram em ambiente sob estresse de N, sendo essas progénies as que mais se
destacam, com maior toleréncia e resposta a adubacdo. 38% foram ENR, sendo
60% destes de origem sem N e 40% de origem com N, estas progénies
apresentaram produtividade alta em ambientes sob estresse de N, porém
responderam pouco a adubacdo nitrogenada. 34% das progénies foram
consideradas IR, sendo 63% de origem com N e 37% de origem sem N,
apresentando produtividade média baixa em ambientes sem N, contudo, elas
respondem bem a adubag&o nitrogenada. E por fim, 18% foram INR, sendo 57%
de origem com N e 43% de origem sem N, ou seja, produzem pouco sob
condicbes de estresse e ndo respondem a adubacdo nitrogenada, ndo sendo
interessantes para o melhorista, quanto a EUN. Pode-se dizer que as progénies
consideradas tolerantes e responsivas utilizam o N disponivel no solo de forma
mais eficiente que as demais categorias, talvez essa maior eficiéncia se deva a
maior fixagdo biolégica, utilizando-se estirpes nativas do solo, ja que ndo foi
realizada inoculagdo. As progénies que se enquadram nessa categoria sdo as
procuradas pelos melhoristas, pois produzem bem sem grandes gastos com
adubacéo e ainda respondem adubacdo nitrogenada. Essas progénies poderiam,
portanto, ser aproveitadas por agricultores de subsisténcia ou mesmo para
aqueles que empregam alta tecnologia.

Quanto aos cruzamentos dos quais as progénies originaram, ndo foi
observada diferenca. Esses resultados mostram que as progénies que originaram
em ambientes sem N foram mais eficientes no geral que aguelas que originaram
de ambiente com N e também que as progénies que originaram de ambientes
com N foram mais responsivas que aquelas originadas em ambiente sem N. Isso
pode ser indicio da acdo da selegdo natural, que teria atuado em cada ambiente,

selecionando as progénies mais adaptadas para cada situacéo.
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Tabela 9 Estimativa do indice de resposta médio das progénies ao nitrogénio
aplicado (o)), produtividade media (Kg/ha) sem N e classificacdo das
progénies guanto a eficiéncia e a resposta ao fornecimento de N para

0s dois cruzamentos e as duas origens

Cruzamento Origem Progénies  amédiol Produgdo sem Nt Resposta
CI-107 x Ouro negro CN 69 7,24 a 1508,11a

CI-107 x Ouro negro CN 88 7,28 a 1621,43 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 169 13,02 a 1395,08 a

CI-107 x Ouro negro SN 279 9,51a 1390,31a Eficientes
CI-107 x Ouro negro SN 285 8,13a 1556,00 a e
CI-107 x Ouro negro SN 290 7,98a 1431,86 a Responsivas
IAPAR-81 x VC-5 SN 373 825a 171853 a

IAPAR-81 x VC-5 SN 385 14,07 a 1571,79a

ON 14,77 a 1446,35a

VC-5 994a 1521,06 a

CI-107 x Ouro negro CN 12 11,67 a 923,68 b

CI-107 x Ouro negro CN 15 8,84a 1205,55 b

CI-107 x Ouro negro CN 17 12,48 a 1050,52 b

CI-107 x Ouro negro CN 44 9,38a 114424 b

CI-107 x Ouro negro CN 45 13,63 a 1117,97 b

CI-107 x Ouro negro CN 47 8,99a 1262,05 b

CI1-107 x Ouro negro CN 48 10,51 a 1239,50 b

CI-107 x Ouro negro CN 80 8,77a 1295,56 b

CI-107 x Ouro negro CN 90 10,67 a 1325,23 b Ineficientes
IAPAR-81 x VC-5 CN 101 7,38a 1340,15b e
IAPAR-81 x VC-5 CN 133 13,79 a 1138,98 b Responsivas
IAPAR-81 x VC-5 CN 135 10,40 a 1270,62 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 170 12,42 a 1260,99 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 171 8,6la 1009,72 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 178 12,45a 1031,57 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 187 138la 893,19 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 197 11,07a 1348,66 b

CI1-107 x Ouro negro SN 203 10,67 a 1246,52 b

CI-107 x Ouro negro SN 209 10,77 a 1216,83 b
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Cruzamento Origem Progénies amédio  Producdo sem N Resposta
CI-107 x Ouro negro SN 212 13,03 a 1148,05b

CI-107 x Ouro negro SN 217 8,57 a 1230,81b

CI-107 x Ouro negro SN 244 12,02a 1115,35b Ineficientes
IAPAR-81 x VC-5 SN 318 11,18 a 911,97 b e
IAPAR-81 x VC-5 SN 327 9,43 a 1260,14 b Responsivas
IAPAR-81 x VC-5 SN 331 741a 1157,92 b

IAPAR-81 x VC-5 SN 372 10,50 a 1316,73 b

IAPAR-81 x VC-5 SN 377 7,32a 1250,89 b

CI-107 x Ouro negro CN 53 6,50 b 1406,49 a

CI-107 x Ouro negro CN 55 3,02b 1622,10 a

CI-107 x Ouro negro CN 57 426b 1484,88 a

CI-107 x Ouro negro CN 70 413b 1452,22 a

CI-107 x Ouro negro CN 96 5,69 b 141543 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 114 3,69b 183157 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 115 358b 193120 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 126 3,14 b 1699,67 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 161 5,86 b 1431,43 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 166 4,14b 1463,97 a

IAPAR-81 x VC-5 CN 180 6,49 b 1484,32 a Eficientes
IAPAR-81 x VC-5 CN 191 3,54b 142471 a e
CI-107 x Ouro negro SN 205 4,07b 1655,13 a N4o responsivas
CI-107 x Ouro negro SN 224 3,93b 1697,80 a

CI-107 x Ouro negro SN 235 1,99 b 1436,98 a

CI-107 x Ouro negro SN 249 3,70b 1388,24 a

CI-107 x Ouro negro SN 256 6,64 b 1597,72 a

CI-107 x Ouro negro SN 268 2,83b 1850,78 a

CI-107 x Ouro negro SN 274 -0,15b 1807,87 a

CI-107 x Ouro negro SN 286 6,26 b 1419,30 a

CI1-107 x Ouro negro SN 292 6,09 b 1739,33a

IAPAR-81 x VC-5 SN 306 3,40b 1412,22 a

IAPAR-81 x VC-5 SN 312 4,04b 199497 a
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Cruzamento Origem Progénies amédio  Producdo sem N Resposta
IAPAR-81 x VC-5 SN 317 511b 1433,09 a

IAPAR-81 x VC-5 SN 340 0,88 b 1615,17 a

IAPAR-81 x VC-5 SN 342 6,88 b 144130 a Eficientes
IAPAR-81 x VC-5 SN 371 5,65b 1469,55 a e
IAPAR-81 x VC-5 SN 390 1,61b 1535,48 a N&o responsivas
IAPAR-81 x VC-5 SN 392 6,63 b 1680,04 a

IAPAR-81 x VC-5 SN 400 490b 172792 a

CI-107 x Ouro negro CN 65 3,73b 1038,98 b

CI-107 x Ouro negro CN 71 1,55b 1366,07 b

CI-107 x Ouro negro CN 73 6,36 b 1119,51 b

CI1-107 x Ouro negro CN 75 459b 1302,55 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 130 576 b 1093,17 b

IAPAR-81 x VC-5 CN 179 5,60 b 1376,54 b Ineficientes
IAPAR-81 x VC-5 CN 182 523b 1359,93 b e
IAPAR-81 x VC-5 CN 183 521b 1213,23b N&o responsivas
CI-107 x Ouro negro SN 214 6,72 b 1309,28 b

CI-107 x Ouro negro SN 236 6,84 b 1246,85 b

CI-107 x Ouro negro SN 240 345D 1245,38 b

IAPAR-81 x VC-5 SN 307 562b 133595 b

IAPAR-81 x VC-5 SN 370 0,86 b 1307,78 b

IAPAR-81 x VC-5 SN 374 6,00 b 1263,12 b

Média e e 7,18 1383 -

1 médias seguidas de mesma letra pertencem ao mesmo grupo.

A herdabilidade é um dos parametros genéticos mais importantes para o

trabalho do melhorista, uma vez que ela representa o quanto da variagdo

fenotipica pode ser perpetuada via selecdo, ou seja, a propor¢do da variagao

genética presente na variagdo fenotipica total. A herdabilidade expressa entdo a

confianga do valor fenotipico como um indicador do valor reprodutivo
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(BERNARDO, 2002). Observa-se na tabela 12 que a herdabilidade tanto da
produtividade de grdos quanto do indice de resposta (o), para a safra das aguas e
para o experimento com N da safra de inverno, foi diferente de zero com limites
inferiores positivos, considerando a probabilidade de 95%, o0 que evidencia a
possibilidade de sucesso com a selecdo. Para o experimento sem N da safra de
inverno o limite inferior foi negativo, sendo possivel entdo que a herdabilidade
seja zero. As estimativas de herdabilidade obtidas com a cultura do feijédo variam
de 10,6% a 64,9% (MORETO; RAMALHO; ABREU, 2007). Portanto, as
herdabilidades obtidas neste trabalho estdo dentro deste intervalo, para o
experimento com N na safra das aguas, sem N na safra de inverno e para o
indice de resposta (o). Ja para o ambiente sob estresse de N na safra das aguas e
0 experimento com N no inverno, as herdabilidades se mostraram um pouco
acima deste intervalo o que indica que a selecdo direta nestes experimentos, nas
safras indicadas, pode resultar em maior sucesso.

Brancourt-Humel et al. (2005) relatam que as herdabilidades em
ambientes sob condicBes de estresse, sdo0 menores que aquelas em ambientes
sem estresse. 1sso porque nas condi¢Ges de maior produtividade, o controle da
variacdo ambiental é mais eficiente e nessas condi¢cbes ocorre maior precisao
experimental. Esse fato foi observado nos experimentos na safra de inverno.
Contudo, na safra das aguas as estimativas de herdabilidade foram maiores na
condicdo de estresse. Uma razdo para esse resultado é que na safra das &guas a
precisdo experimental com N foi inferior, 0 que provavelmente contribuiu para
maior h® no experimento sem N.

Foi observado também o ganho esperado com a selecdo (GS) em cada
nivel na safra das &guas, considerando as 10% melhores progénies (Tabela 12).
Pode-se observar que o ganho com a selecéo foi diferente de zero para os dois
niveis de N e nas duas safras, o que permite inferir que o sucesso seletivo pode

ser alto independente da existéncia ou ndo de estresse. O ganho variou quando se



94

considerou o fornecimento ou ndo de adubagdo nitrogenada e foi maior no
ambiente sem N para a safra das dguas e no com N na safra de inverno. Isso

porgue esses experimentos apresentaram maiores herdabilidades.

Tabela 12 Estimativas de herdabilidade com seus respectivos intervalos de
confianca e 0s ganhos esperados com a sele¢do (GS) considerando os
dois niveis de adubacdo, nas safras das aguas e de inverno

Variavel Safra Niveis Herdabilidade LI LS GS (%) GS (Kg/ha)
Producéo Aguas Sem N 0,65611 54,011 74,365 34,28% 418,29
Com N 0,46036 27,832 59,773 26,83% 352,31
Inverno Sem N 0,265553 -0,095 0,499 10,37% 154,22
Com N 0,72288 0,585 0,811 16,77% 461,25
indice () Médio 30,23 6,69 47,99 14,77% 3,834

3

Finalmente é importante salientar que nos cultivos onde ndo héa
possibilidade de uso de N, seria recomendavel utilizar cultivares eficientes.
Nesse caso, nota-se que 38 das progénies (48%) foram eficientes para o uso de
N entre elas 23 (61%) foram derivadas das populagdes conduzidas na auséncia
de N e 15 (39%) foram derivadas das popula¢es conduzidas com N (Tabela 9).
Esse resultado salienta mais uma vez, o efeito da sele¢éo natural para auxiliar na
selecdo daquelas mais eficientes ao uso de N.

Nos cultivos onde ha possibilidade de uso de N deve-se optar por
cultivar responsiva. Entre as progénies 35 (44%) foram responsivas e delas 20
(57%) originaram-se das populacfes conduzidas na presenca de N e 15(43%)
foram derivadas das populacdes conduzidas sem N. Observa-se também a
tendéncia da selecdo natural atuar favorecendo aquelas com adaptagdo

especifica. Para recomendacdo de uma cultivar para ambos ambientes,
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evidentemente, o ideal é uma eficiente e responsiva, como a progénie 373
(Gréfico 7, Tabela 9)

4 CONCLUSOES

A selecdo natural atua em populaces segregantes conduzidas tanto na
presenca, quanto na auséncia de N, havendo a tendéncia de favorecer as
progénies mais responsivas nas populagdes derivadas de ambiente com N e mais
tolerantes, nas populagdes derivadas de ambientes sem N.

Ha possibilidade de selecdo de progénies tolerantes, responsivas e de
alta produtividade de gréos.

Para se obter linhagens para condicGes de estresse de N, a selecdo deve
ser realizada nas mesmas condigdes, para aumentar a chance de sucesso aliado
ao efeito da selecdo natural para selecionar individuos mais adaptados para um

ambiente particular.
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CAPITULO 3:

Sele¢do natural em alelos de microssatélites do feijao em populacGes
conduzidas em diferentes niveis de N e identificacdo de QTLs
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RESUMO

Objetivou-se verificar se a selegdo natural afeta a frequéncia dos alelos
de microssatélite em populacdes de feijoeiro conduzidas na presenca ou auséncia
de N e identificar QTLs que podem auxiliar na sele¢do assistida. Foram obtidas
quatro populacfes a partir dos cruzamentos, Ouro Negro x CI-107 e VC-5 x
IAPAR-81, conduzidas em bulk até a Fg nos dois niveis de N. Ouro Negro e VC-
5 sdo consideradas tolerantes ao estresse de nitrogénio e IAPAR-81 e CI-107
responsivas. Cada populacdo foi representada por 100 progénies avaliadas na
presenca e auséncia de N. Destas progénies, 194 foram avaliadas na safra das
dguas e 79 na safra de inverno baseada na producdo de grdos. Dois
experimentos distintos foram estabelecidos nos ambientes com e sem N, no
delineamento latice 14 x 14 na safra das aguas e 9 x 9 na safra de inverno. Foi
extraido o DNA das 400 progénies, e posteriormente realizadas reaces de
microssatélite com primers polimdrficos selecionados nos genitores. O estudo
incluiu 35 pares de primers polimérficos, sendo 20 comuns aos dois
cruzamentos. Desconsiderando-se o cruzamento e a sua origem a selegéo natural
atuou em 22 dos 35 locos. Foi observado também um elevado nimero de locos
heterozig6ticos, mesmo em geracfes avancadas de autofecundacdo e podem
estar relacionados a regides gendmicas que contribuem para maior adaptacdo ao
estresse de N. Foram identificados QTLs para o indice de resposta ao N e para
producdo de grdos. Dentre os marcadores dois foram comuns para o indice de
resposta e para producdo de gréos, tanto nas analises considerando as progénies
de origem sem N quanto considerando todas as progénies, independente da
origem, sendo, portanto, potenciais para a selegdo visando a eficiéncia no uso de
N.

Palavras-chave: Eficiéncia no uso de N. Phaseolus vulgaris. Adaptacéo.
Marcadores de microssatélites.
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ABSTRACT

The objectives were to verify if natural selection affects the frequency of
microsatellite alleles in common bean populations, conducted in the presence or
absence of N, and to identify QTLs that can be used in the assisted selection.
Four populations from the crossings Ouro Negro x CI-107 and VC-5 x IAPAR-
81 and were obtained, conducted in bulk up to Fgin two levels of N. Ouro Negro
and VC-5 are considered tolerant to nitrogen stress and IAPAR-81 and CI-107
responsive. Each population was represented by 100 progenies avaluated in the
presence and absence of N. From those progenies 194 were evaluated in the
rainy season and 79 in the winter season based on grain yield. Two separate
experiments were set up, with and without N in a 14 x 14 lattice design in the
rainy season and a 9 x 9 lattice design in winter season. DNA was extracted
from 400 progenies, and subsequently, PCR reaction was carried out using the
selected polymorphic microsatellite primers in the parents. The study included
35 polymorphic primer pairs, with 20 common to the two crosses. Independent
of the parents and the origin of progenies, natural selection acted in 22 out of 35
loci. We also observed a high number of heterozygous loci, even in advanced
generations of self fertilization and may be related to genomic regions that
contribute to greater stress adaptation to N. QTLs were identified for the index
of response to N (a) and grain yield. Among the markers, two were common to
the index of response and grain yield, in both analyses considering the progenies
originated without N and considering all the progenies regardless of their origin,
therefore, having potential for selection aiming at the use efficiency N.

Keywords: Nitrogen use efficiency. Phaseolus vulgaris. Adaptation. Allelic
frequency. SSR markers.



103

1 INTRODUCAO

O feijoeiro é uma planta exigente em nitrogénio, um nutirente
geralmente encontrado em niveis insuficientes, especialmente em se tratando da
agricultura de subsisténcia. Assim, é importante a obtencdo de cultivares que
apresentem maior eficiéncia de uso deste nutriente, ou seja, torna-se interessante
0 desenvolvimento de genétipos produtivos mesmo em ambientes com baixa
disponibilidade de nitrogénio mineral e também capazes de responder a
adubacdo nitrogenada. Entretanto, é dificil avaliar e selecionar tais genotipos e
uma alternativa para contornar este problema é o uso da sele¢do natural por meio
da conducdo de populagdes segregantes de feijoeiro, na presenga e na auséncia
de adubagdo nitrogenada. A avaliagdo de populagdes conduzidas nesses
ambientes pode permitir a identificacdo de progénies menos exigentes no
emprego de adubos nitrogenados, bem como as mais responsivas a adubagdo
nitrogenada (FURTINI et al., 2009).

Dada a dificuldade de identificacdo dessas progénies o uso de
marcadores como 0s microssatélites, pode contribuir para selecionar alelos para
maior adaptacdo (ALLARD, 1999; LEITE, 2008; RODRIGUES; SANTOS,
2006), e alguns desses alelos podem estar relacionados a eficiéncia na utilizacéo
do nitrogénio, ja que em solos pobres em nitrogénio, a eficiéncia no seu uso
favoreceria a sobrevivéncia das populagoes.

A grande maioria dos estudos envolvendo a utilizagdo de marcadores
moleculares na identificacdo de gendtipos eficientes no uso de N foi realizada
com gramineas, principalmente com as culturas do milho (AGRAMA et al.,
1999; GALLAIS; HIREL, 2004; HIREL et al., 2001) e trigo (DIAGUO et al.,
2006; LE GOUIS et al., 2008; MACCAFERRI et al., 2008; QUARRIE et al.,

2005). No caso do feijoeiro as pesquisas nessa area ainda sao escassas.
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Como esse tipo de informagédo ainda é restrito para a cultura do feijoeiro,
objetivou- se no presente estudo, verificar se a selecdo natural afeta os alelos de
microssatélite de forma especifica, em populacdes conduzidas na presencga ou

auséncia de N, visando identificar aqueles que podem auxiliar na selecéo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracdo do DNA e Reacdo de SSR (Simple Sequence Repeat)

A extracdo do DNA gendmico e reacdo de SSR foram realizadas no
Laboratério de Genética Molecular do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, de acordo com os procedimentos utilizados por
Rodrigues e Santos (2006). Foi extraido o DNA de cerca de 2g de tecido foliar
jovem de cada uma das 100 plantas que gerou as progénies obtidas de cada
cruzamento, em cada ambiente.

As folhas foram maceradas com 10 ml de tamp&o de extracdo [2% de
CTAB, 100 mM de TRIS (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1,4M NaCl e 1%
PVP (polivinilpirrolidona) ] a 65°C em um almofariz. Ao material macerado foi
adicionado 30 pl de B-mercaptoetanol, colocado em um tubo de centrifuga que
foi fechado e invertido varias vezes para misturar bem o conteldo,
posteriormente foi centrifugado e Incubado por cerca de trinta minutos em
banho-maria a 65°C. Ap6s, foi realizada a primeira extracdo de DNA em uma
mistura de cloroférmio: alcool isoamil, a propor¢do usada foi de 24:1 em um
volume de 10 ml. Durante esta extragdo, as fases organicas e aquosas foram
separadas por centrifugacdo e foi coletado o sobrenadante. Em seguida, os
acidos nucléicos foram precipitados, apds colocar 30 ml da mistura de 6 alcool
95%: 1 acetato de amonia 7,5M, a mistura foi colocada no freezer por, pelo
menos uma hora. Apés a precipitacdo, os acidos nucléicos foram transferidos
para tubos de microcentrifuga. Em seguida, os &cidos nucléicos foram
reidratados em tampd TE (ImM TRIS 0.1mM EDTA). Realizou-se uma
segunda extracdo com cloroférmio-alcool isoamil e o sobrenadante foi
precipitado pela adi¢do de pelo menos, trés volumes de uma mistura de 1 acetato

de s6dio 3M: 20 etanol 95% . Apds a precipitacdo o DNA foi reidratado em
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tampdo TE e quantificado, usando-se o fluorimetro HOFFER TKO100. O
material quantificado foi entdo diluido em &gua pura para a concentracdo de
10ng/uL para ser utilizado nas reacdes.

Para cada reacdo foram utilizados 20 ng de DNA, 100 uM de cada um
dos dntps, 1U de tag DNA polimerase, tampédo composto de 50 mM de TRIS pH
8,3, 20mM de KCI, 2mM de MgCl,, 10ug de BSA, 0,25% de Ficol 400, 10mM
de tartrazine e 4&gua de pura. O volume final para cada reagdo foi de 12ul. As
reacbes foram realizadas utilizando 32 ciclos de desnaturagdo do DNA,
anelamento do primer e elongacdo (RODRIGUES, 2004).

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese vertical
por 2 horas a 120 volts em gel de poliacrilamida 6% corado em nitrato de prata e

fotografado com camera digital.

2.2 Pré-selecdo de primers selecionados pela sele¢io natural

Preliminarmente, foram realizadas reacGes com o0s genitores VC-5,
IAPAR-81, Ouro Negro e CI-107 para a selecdo dos primers polimorficos.
Foram testados 480 pares de primers de microssatélite, cujas sequéncias estdo
disponiveis em (BEAN IMPROVIMENT COOPERATIVE - BIC, 2007).

Os fragmentos de DNA amplificados por cada par de primers foram
identificados em cada progénie como: 0, aquela banda que apresentar apenas o
fragmento proveniente do genitor IAPAR-81 do primeiro cruzamento e CI-107,
no segundo cruzamento; 1, a banda proveniente do genitor VC-5 no primeiro e
Ouro negro do segundo cruzamento e 2, quando a progénie possui as bandas

dos dois genitores.
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2.3 Teste da alteracdo das frequéncias genotipicas nas populagdes
Segregantes.

A fim de comparar as proporcdes genotipicas das duas populagcbes de

cada cruzamento, para cada primer e cada populacdo, foi realizado o teste
estatistico > que permite verificar se as frequéncias observadas se desviam

casualmente ou ndo das esperadas. A expressdo geral é representada por:

FO-FE)
;(2 = Z(F—E) , onde FO ¢ a frequéncia observada e FE, a frequéncia

esperada na auséncia de seleg&o.

Nos gendtipos “A'” corresponde ao fragmento de DNA (alelo) proveniente do
genitor CI-107 e “A®” o alelo proveniente do genitor Ouro negro do primeiro
cruzamento e no segundo cruzamento “B!” corresponde ao alelo proveniente do
genitor IAPAR-81 ¢ o alelo “B*” proveniente do genitor VC-5.

Considerando que a estimativa da taxa de cruzamento natural do feijao
na regio é de aproximadamente T = 0,005 (MARQUES JUNIOR; RAMALHO,
1995), e a taxa correspondente de autofecundacdo S = 1-T = 0,995, foram
estimadas as frequéncias genotipicas para cada par de primer (loco). Assim,
utilizando “A'”, “A?’, como os alelos derivados de CI-107 e Ouro Negro, e
“B™, “B® como alelos derivados de IAPAR-81 e VC-5, respectivamente, em
cada loco SSR, as frequéncias genotipicas esperadas na geracdo Fg (n+1) séo
fornecidas pelas expressdes (ALLARD; JAIN; WORKMAN, 1968):

Freq (A’AY)/(B'BY) = f, ™ =S[f,™ + 0,25 f,™ ]+ T[ f,"+ 0,5 £, ]2

Freq (A'A%)/(B'BY) = f, ™Y = S[0,5f,™] + 2T[ "+ 0,5 f,™][ fs ™+ 0,5 f,™]
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Freq (A’A9)/(B'BY) = 3™ =S[f,™ +0,25," ]+ T[ f,"+ 0,5 £,V ]2

2.4 Estimativas dos coeficiente de adaptabilidade relativa acumulados

Considerando o coeficiente de adaptabilidade relativa sobre o gendétipo
A'A' como o, , sobre o genétipo A*A% como 5 e sobre o genétipo A*A% como
o, = 1,0, foram estimados os coeficientes de adaptabilidade relativa acumulada
de F, a Fg por meio das expressdes (ALLARD; HANSCHE, 1964):

_ 04[(0.55H + 2T (P+0,5H)(R + 0.5H)]
1= T 0,[S(P + 0,25H) + T(P + 0.5H)7]

03[(0.55H + 2T (P+0,5H)(R + 0,5H)]
0, [S(R + 0.25H) + T(R + 0,5H)]

W3=

Onde: P e O;: proporcdes de A'A'nas geracdes n e n+1,respectivamente;
H e O,: proporcdes de A"A? nas geracdes n e n+1;

R e O;: proporcdes de A?A”nas geragdes n e n+1.

As proporcdes genotipicas da geragdo n sdo as esperadas em F; na
auséncia de selecdo natural, considerando as taxas de 0,005 de cruzamento e
0,995 de autofecundacéo.

As mesmas expressdes foram utilizadas para a populacdo derivada de
IAPAR 81 e VC-5 cujos alelos SSR foram representados por B' e B?

respectivamente.
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1.5 Identificacio de QTLs em feijoeiro

A andlise de regressdo linear multipla utilizando os marcadores
moleculares, os dados de EUN e producdo de gréos, foi realizada conforme
procedimentos utilizados por Torga et al. (2010), que consideraram 0s
marcadores moleculares como variaveis independentes. A identificacdo de
ligacdo entre QTLs e marcadores foi realizada utilizando o programa SAS,
versdo 8.0, utilizando o procedimento backward. Através desse procedimento,
todos os marcadores foram colocados no modelo inicialmente e 0 marcador de
menor F e que ndo apresentou significancia, foi eliminado. Os marcadores
remanescentes foram entdo submetidos a0 mesmo processo de eliminacdo até
que todos os marcadores do modelo apresentassem F parcial significativo
(FERREIRA, 1995). Foram obtidas as estimativas de RZ%; (coeficiente de
determinag&o ajustado).

A partir dos dados obtidos no capitulo 2 foi realizada a identificacdo de
QTLs, utilizando-se as médias da producdo de grdos e os valores do indice de
resposta (o) em cada safra, em cada ambiente, ¢ também na conjunta,
considerando todas as safras. As andlises de regresséo linear simples e maltipla
foram realizadas considerando as 79 progénies avaliadas na safra de inverno, as
39 progénies de origem sem N e também as progénies com os indices de
resposta (o) extremos, considerando as 12 com valores maiores e as 12 com
menores.

Foi realizada ainda a andlise por ponto para os marcadores identificados
a partir dos valores extremos de o. Essa andlise permite medir a variancia
genética do marcador, e ainda distinguir as variancias de dominéncia e a aditiva,

componentes da variancia genética. Posteriormente, o valor de R? foi estimado.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Emprego de microssatélites nas populacGes conduzidas em diferentes

niveis de N

Foram identificados 35 pares de primers que detectaram polimorfismo nos
genitores, sendo 20 pares de primers polimorficos nos genitores dos dois
cruzamentos, doze polimoérficos apenas para 0s genitores do cruzamento Ouro
Negro x CI-107 e trés polimorficos apenas para os genitores do cruzamento VC-
5 x IAPAR-81. Em 15 primers, cuja posi¢do nos cromossomos é conhecida, 0s
fragmentos foram mapeados em oito cromossomos diferentes. Para os outros 20
primers, ndo se conhece a posi¢cdo no genoma, ou esta ainda ndo foi publicada.
Isso indica que a selecdo natural provavelmente exerceu seu efeito em todo
genoma. Podendo alguns desses locos afetados pela selecdo natural estarem
relacionados a eficiéncia no uso de nitrogénio, uma vez que as condigdes
ambientais impostas, principalmente o estresse de N, teriam favorecido tal
ocorréncia.

Dentre os marcadores polimorficos para os dois cruzamentos, destaca-se 0
primer PvM-21, desenvolvido por Hanai et al. (2007). Para esse loco as
progénies derivadas do cruzamento CI-107 x Ouro Negro de origem sem N,

foram afetadas pela sele¢do natural (Figura 1).

C O1 2 3 45 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21222324 25 26 27 28 29 30 31

- — - — - —
- - -

Figural Padrdo de bandas dos genitores CI-107 x Ouro Negro e das progénies
de la 31, de origem sem N, para o primer PvM-21
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Considerando para o cruzamento Ouro Negro x CI-107 o alelo At
proveniente do genitor CI-107 e o alelo A2 proveniente do genitor Ouro negro e
para o cruzamento VC-5 x IAPAR-81, o alelo B! proveniente do genitor
IAPAR-81 e o alelo B2 do genitor VC-5. Foram observadas as frequéncias
genotipicas para as progénies dos dois cruzamentos, considerando aquelas
conduzidas em ambiente com N e as conduzidas em ambiente sem N. Os valores
das frequéncias genotipicas foram submetidos ao teste 2 para verificar se houve
diferenca significativa dos valores esperados, na auséncia de selecdo e o

observado apos a condugdo em bulk (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 Teste y? para as duas populacBes conduzidas em ambiente com
adubacdo nitrogenada

Frequéncia genotipica Frequéncia genotipica
Marcadores CI 107 x Ouro Negro IAPAR 81 X VC-5

AA AAZ APA? x2 B'B! B'B? B?B? x2
BM143L 53 4 43 7,16** 21 0 79 34,08**
BM210 82 0 18 42,74** 74 0 26 24,59**
BM184 30 0 70 17,47** 18 0 82 42,74%*
BMd-33 18 10 72 91,67** 47 3 50 2,58"™
BMd-20 67 0 33 12,97** 86 0 14 53,76**
BMd-15 34 7 59 33,17** -
PV-atcc003 51 0 49 1,30™
PVBR93 47 3 50 2,58™ 83 2 15 47,28**
PVESTBR_230 61 0 39 6,16* 38 0 62 7,10**
PVESTBR_6 41 2 57 3,05™ 58 1 41 2,98™
BM143F 68 3 29 17,89** 18 3 79 40,17**
BM189 61 4 35  12,99** 64 0 36 9,20**
BM205 (Banda 1) 73 1 26 22,42%* 43 0 57 3,25™
BM205 (Banda 2) 58 0 42 3,86* 60 0 40 531*
PVESTBR_233 51 0 49 1,30™ 63 0 37 8,12**
PVESTBR_76 - - 67 6 27 34,52**
PVBR67 88 0 12 59,75** ----
PVBR59 68 4 28 22,35** 60 4 36 11,98**
PVESTBR_10 92 0 8 72,72** ----
PvM21 46 1 53 0,55™ 49 11 40 77,98**
PVESTBR_176 56 15 29  160,82** ----
BM156 30 21 49 320,19** 4 5 91 88,07**
BM151 80 5 15 54,20** - ----
PVBR31 29 11 60  86,89** 48 9 43 49,01**
PVM13A 75 0 25 26,58** ----
BMd-10 53 0 47 1,63ns ----
PVBR-145 78 13 9 160,27** ----

PVESTBR-72 27 5 68  28,44** 48 2 50 0,50ns
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“Tabela 1 conclusdo”

Frequéncia genotipica Frequéncia genotipica

Marcadores C1 107 x Ouro Negro IAPAR-81 x VC-5

A'A! AA? AZA2 12 B'B! B'B* BB’ 12
AZ30156-1 67 11 22 97,67**
PVESTBR-98 67 15 18 177,75%*
PvM13B 73 0 27 22,69**
PVBR218 34 12 54  97,85%*
PVESTBR-279 46 7 47 26,85** 66 11 23 95,88**
PVBR-45 64 8 28 50,11** 71 10 19 89,53**
PVESTBR-71 - - 75 7 18 59,74**

AA! homozigoto semelhante ao genitor CI-107,  A’A? heterozigoto com alelos do
genitor CI-107 e Ouro Negro

A?A? homozigoto semelhante ao genitor Ouro Negro; B'B* homozigoto semelhante ao
genitor IAPAR-81

B'B? heterozigoto com alelos do genitor IAPAR81 E VC-5
---- auséncia de polimorfismo do marcador para o cruzamento em questao
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Tabela 2 Teste 2 para as duas populagGes conduzidas em ambiente sem
adubacdo nitrogenada

Frequéncia genotipica Frequéncia genotipica
Marcadores CI1-107 x Ouro Negro IAPAR 81 X VC-5

AA! A'A? AZA? %2 B'B! B'B? B?B? 12
BM143L 53 12 35 97,08** 73 0 27 22,69**
BM210 73 0 27 22,69** 85 0 15 50,88**
BM184 35 0 65 10,38** 14 0 86 53,76**
BMd-33 32 2 66 12,16** 32 12 56 99,63**
BMd-20 86 0 14 53,76** 74 0 26 24,59**
BMd-15 22 3 75 30,93** -
PV-atcc003 - e 53 0 47 1,63™
PV BR93 58 0 42 3,86* 56 0 44 2,72"
PVESTBR_230 71 0 29 19,13** 67 4 29 17,58**
PVESTBR_6 62 0 38 7,10** 47 0 53 1,63™
BM143F 49 8 43 37,35%* 29 4 67 20,78**
BM189 72 0 28 20,87** 47 0 53 1,63™
BM205 (Banda 1) 74 0 26 24,59** 34 0 66 11,63**
BM205 (Banda 2) 86 0 14 53,76** 47 0 53 1,63™
PVESTBR_233 73 0 27 22,69%* 52 0 48 1,42"
PVESTBR_76 73 3 24 26,80**
PVBR67 90 0 10 66,07** - -
PVBR59 75 6 19 50,08** 60 4 36 11,98**
PVESTBR_10 86 0 14 53,76** -
PvM21 76 3 21 33,12** 48 8 44 37,15%*
PVESTBR_176 54 21 25 325,05** -
BM156 73 14 13 168,39** 13 5 82 59,63**
BM151 28 0 72 20,87** -
PVBR31 51 11 31 83,09** 58 11 31 84,54**
PVM13A 62 0 38 7,10%* -
BMd-10 42 0 57 3,53ns -
PVBR-145 71 13 16 142,69** -
PVESTBR-72 37 2 61 6,29** 41 4 55 8,13**

AZ30156-1 70 6 24 39,7** — f— —- -
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“Tabela 2, conclusido”

Frequéncia genotipica Frequéncia genotipica

Marcador CI1-107 x Ouro Negro IAPAR-81 x CI-107

AAL AIAT APA? 12 B'B! B'B? B2B? x2
PVESTBR-98 50 17 33 204,24**
PvM13B 85 0 15 50,88**
PVBR218 66 14 20 153,36**
PVESTBR-279 78 0 20 35,32** 76 0 24 28,64**
PVBR-45 60 2 38 5,36* 44 12 44 93,80**
PVESTBR-71 64 13 23 129,08**
AA" homozigoto semelhante ao genitor CI-107 A’A? heterozigoto com alelos do

genitor CI-107 e Ouro Negro

A?A? homozigoto semelhante ao genitor Ouro Negro ~ B'B! homozigoto semelhante ao
genitor IAPAR-81

B'B? heterozigoto com alelos do genitor IAPARS1 E VC-5

---- auséncia de polimorfismo do marcador para o cruzamento em questao

Considerando a taxa de cruzamento T = 0,005 e a autofecundagéo S =
0,995 e de acordo com as expressdes de Allard, Jain e Workman (1968), na
auséncia de selecdo, as propor¢des genotipicas esperadas em Fg, sdo de 0,4938
AAl e BIB!, sendo as mesmas para A2A2 e B2B2. Ja para AA? e B!B?, essa
proporcao é de 0,0124.

Para o cruzamento Ouro Negro x CI-107, os genitores foram
polimoérficos em 32 locos SSR e para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5, 0s
genitores foram polimorficos em 23 locos. Do total de primers, 20 foram
polimdrficos nos quatro genitores (Tabelas 1 e 2).

O teste 2 permitiu observar alteracdes nas frequéncias genotipicas com
relacdo as frequéncias esperadas para as populagdes obtidas dos dois
cruzamentos e nos dois niveis de N. Na populagdo segregante Ouro negro x Cl-

107, conduzida com N, 27 dos 32 locos polimorficos sofreram efeito da selecdo
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natural (P < 0,005 ou P <0,001). O mesmo efeito foi observado na populacdo
conduzida sem N em 31 dos e 32 locos polimérficos. Nessa ultima populagéo, o
Unico loco onde os gendtipos ndo sofreram desvio de segregacdo nas duas
populagdes foi o Bmd-10.

Na populacéo segregante IAPAR-81 x VC-5, conduzida com N, 18 dos
23 locos polimorficos sofreram efeito da selegdo natural (P < 0,005 ou P <
0,001), enquanto que na populagdo conduzida sem N, 17 dos 23 locos sofreram
0 mesmo efeito. Desses locos, quatro [PVBR 93, BM189, BM205 (banda 2) e
PVESTBR_233] sofreram desvio somente na populacdo conduzida com N e trés
[BMd-33, BM205 (banda 1) e PvESTBR_72] na populacéo conduzida sem N.

Como as populagdes foram conduzidas em bulk, a sele¢do natural deve
ter atuado sobre todos os locos que apresentaram x2 significativo, como
observado no trabalho de Leite (2008) e Rodrigues e Santos (2006). Essas
progénies se originaram em ambiente com e sem N, 0 que pode ter feito com que
a pressao de selecdo mantivesse na populacdo individuos que possuiam locos
com maior valor adaptativo, principalmente para as condicdes de estresse de N,
sendo, portanto, mais eficientes no uso do nutriente. A selecdo natural também
pode ter atuado mantendo na populacéo individuos com maior capacidade de
resposta a adubag&o nitrogenada.

Alguns dos locos que foram influenciados pela selecdo natural neste
trabalho também foram alvos de selecdo no trabalho de Rodrigues e Santos
(2006), dentre eles observam-se, BM143L, BM156, BM205, BM210 e PV-
atcc003. Outros também se mostraram alvos da selegdo natural no trabalho de
Leite (2008), como BMd-15, BMd-20, BMd-33 PvM-13, PvM-21 e
AZ301561.1. Tais locos podem estar relacionados & capacidade adaptativa.
Dentre estes locos, 0 BM156, foi um loco para QTL de pequeno efeito para
producdo, identificado na analise conjunta da geracdo F,; e o BM210

identificado na analise conjunta da Fg e na geracdo F,, na safra da seca
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(RODRIGUES et al., 2007). O Primer BM156 também foi identificado nas
analises de QTLs para produgdo no trabalho de Pereira et al. (2008) e Torga et
al. (2010). Esses marcadores devem ter sido selecionados pela sele¢do natural,
devido a uma maior capacidade reprodutiva dos individuos que possuem tais
marcas.

Outros marcadores também se mostraram relacionados a alguns genes
de interesse como: o primer BM10 que esta relacionado ao gene que codifica a
glutamina sintetase. A atividade desta enzima é um dos componentes
fisiologicos que tem sido proposto como critério auxiliar na selegéo de cultivares
eficientes no uso de nitrogénio, jA que é considerada uma enzima chave na
assimilacdo do carbono (HIREL et al., 2001; LE GOUIS et al., 2008). Os
genotipos para esses marcadores sofreram desvios de segregacdo nas quatro
populagdes (Tabelas 1 e 2).

Dentre os primers desenvolvidos por Blair et al. (2003) que detectaram
polimorfismo nos genitores, o primer BMd-15 faz parte de uma familia de genes
que codifica para a lectina ou phytohemaglutinina (PH), que sdo glicoproteinas
presentes nos cotilédones e endospermas das sementes. Os genétipos para esse
primer sofreram desvios de segregacdo nas duas populacbes obtidas do
cruzamento Ouro Negro x CI-107. O primer BMd20 codifica para uma
endoquinase. As proteinas quinases estdo relacionadas com 0s processos
metabdlicos e celulares da planta. Essas sdo utilizadas para a atuacao de enzimas
metabolicas, entre elas a acetil CoA-carboxilase (HALFORD et al., 2003). As
quinases também atuam como reguladores, através de mecanismos pos
traducionais de fosforilagdo e desfosforilacdo, da atividade da nitrato redutase
(KAISER; WEINER; HURBER, 1999). Os genotipos das quatro populacdes

também sofreram desvios de segregacdo para esse primer (Tabelas 1 e 2).
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3.2 Estimativa das frequéncias alélicas

As frequéncias alélicas observadas nas populacdes de cada cruzamento,
originadas nos ambientes sem N e com N e representadas pelas 100 progénies Fg
podem ser observadas na Tabela 3. Como cada populagdo segregante € derivada
de dois genitores, Ouro Negro x CI-107 e VC-5 x IAPAR-81, cada genitor
contribuiu com a mesma frequéncia alélica. Assim, na auséncia de selecéo
natural, a frequéncia de cada alelo do marcador é esperada ser 0,5 mesmo apos a
conducdo da populagdo em bulk, ressalvando-se as alteragcGes devido a
amostragem as quais deve ter sido pequena, porque as populaces conduzidas
em bulk possuiam em torno de 2000 sementes.

Pode-se observar na tabela 3 que a selecdo natural favoreceu as plantas
portadoras de alelos dos quatro genitores. Para o cruzamento CI-107 x Ouro
Negro, considerando as progénies de origem com N, as frequéncias alélicas
praticamente ndo se alteraram, com relagdo ao esperado para oito locos. Porém,
para 17 locos a selecdo natural favoreceu alelos do genitor CI-107, e para sete
locos a selegd@o natural favoreceu alelos do genitor Ouro Negro. Considerando o
mesmo cruzamento, para as progénies de origem sem N, para seis locos as
frequéncias alélicas ndo se alteraram, para 21 locos, os alelos provenientes do
genitor CI-107 foram favorecidos, e apenas cinco alelos do genitor Ouro negro
foram favorecidos. Pode-se observar, portanto, que os alelos do genitor CI-107
prevaleceram nos dois ambientes, apesar de tal linhagem ser considerada
responsiva e a linhagem Ouro Negro tolerante. Esse resultado ndo era esperado.
O que se esperava era uma maior frequéncia de alelos provenientes do genitor
Ouro Negro na populacéo conduzida sob estresse de N, uma vez que este genitor
foi considerado tolerante. Contudo, foi observada uma maior proporcéo de alelos

do genitor CI-107 nos dois ambientes.
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Apesar de a linhagem CI-107 ter sido considerada responsiva em
trabalhos anteriores, ndo se pode descartar a possibilidade de esta linhagem
apresentar alelos de tolerdncia ao estresse, que poderiam aumentar suas
frequéncias em condicGes de estresse, ou mesmo que muitos desses alelos
afetados pela selecdo natural podem ndo estar relacionados com a eficiéncia do
uso de N. Outra informacdo relevante é que, durante a conducdo do
experimento, foram selecionados apenas grdos do tipo carioca e, segundo Gepts
e Debouck (1993) existem mais de 18 genes que estdo envolvidos na cor do
tegumento. Esse fato pode ter contribuido para reduzir a frequéncia do alelo do
genitor Ouro Negro.

Considerando o cruzamento IAPAR-81 x VC-5 para as progénies que se
originaram em ambiente com N, sete locos praticamente ndo apresentaram
alteracdo das frequéncias alélicas com relacdo ao esperado. Contudo, para 10
locos, pode-se observar que a selecdo natural favoreceu os alelos provenientes
do genitor IAPAR-81 e, para seis locos, a selecdo natural favoreceu alelos
provenientes do genitor VC-5. Considerando as progénies que se originaram sob
estresse de N, para nove locos as frequéncias alélicas ndo se alteraram com
relacdo ao esperado e, para sete locos, as frequéncias dos alelos provenientes do
genitor IAPAR-81 foram favorecidas pela selecdo natural. Ja para os alelos
provenientes do genitor VC-5, a sele¢do natural favoreceu a manutencéo destes
em sete locos. Para 0 ambiente com N, a selecdo natural favoreceu um maior
namero de alelos provenientes do genitor responsivo (IAPAR-81), 0 que era
esperado, uma vez que as progénies neste ambiente podem ter herdado alelos
deste genitor que também permitem resposta positiva a adubacéo nitrogenada.
Seria esperada também uma maior propor¢do de alelos do genitor VC-5
favorecidos pela selecdo natural, j& que este é considerado tolerante ao estresse
de N, mas o que ocorreu foi que as progénies herdaram o0 mesmo nimero de

alelos favoraveis de cada genitor, 0 que sugere que ambos 0s genitores possuem
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alelos que permitem maior adaptacdo ao ambiente sem N. Quando os dois
ambientes sdo observados, pode-se notar também que os alelos do genitor VC-5
aumentaram suas frequéncias no ambiente sob estresse de N, quando comparado

ao ambiente com adubacdo nitrogenada.
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Tabela 3 Frequéncias alélicas para as populacdes dos dois cruzamentos,
Ouro Negro x CI-107 e IAPAR-81 x VC-5, para o ambiente com N e

sem N
COMN SEM N

i L (RS

Al A? B! B? Al A? B! B?
BM143L 0,55 0,45 0,21 0,79 0,59 0,41 0,73 0,27
BM210 0,82 0,18 0,74 0,26 0,73 0,27 0,85 0,15
BM184 03 0,7 0,18 0,82 0,35 0,65 0,14 0,86
BMd-33 0,23 0,77 0485 0,515 0,33 0,67 0,38 0,62
BMd-20 0,67 0,33 0,86 0,14 0,86 0,14 0,74 0,26
BMd-15 0,375 0,625 0,235 0,765
PV-atcc003 0,51 0,49 0,53 0,47
PVBR 93F 0,485 0,515 0,84 0,16 0,58 0,42 0,56 0,44
PVESTBR_230 0,61 0,39 0,38 0,62 0,71 0,29 0,39 0,61
PVESTBR_6 0,42 0,58 0585 0415 0,62 0,38 0,47 0,53
BM143F 0,695 0,305 0,195 0,805 0,53 0,47 0,31 0,69
BM189 0,63 0,37 0,64 0,36 0,72 0,28 0,47 0,53
BM205 (Banda 1) 0,735 0,265 0,43 0,57 0,74 0,26 0,34 0,66
BM205 (Banda 2) 0,56 0,44 0,6 0,4 0,86 0,14 0,47 0,53
PVESTBR_233 0,51 0,49 0,63 0,37 0,73 0,27 0,52 0,48
PVESTBR_76 0,7 0,3 0,75 0,255
PVBR67 0,88 0,12 09 0,1
PVBR59 0,7 03 0,38 0,62 0,78 0,22 0,38 0,62
PVESTBR_10 0,92 0,08 0,86 0,14
PvM21 0,465 0,535 0545 0,455 0,775 0,225 0,52 0,48
PVESTBR_176 0,635 0,365 0,645 0,355
BM156 0,40 0,60 0,065 0,935 038 0,2 0,16 0,845
BM151 0,825 0,175 0,28 0,72
PVBR31 0,345 0,655 0525 0475 0,565 0,365 0,64 0,365
PVM13A 0,75 0,25 0,62 0,38
BMd-10 0,53 0,47 0,42 0,57
PVBR-145 0,845 0,155 0,775 0,225

PVESTBR-72 0,295 0,705 0,49 0,51 0,38 0,62 0,43 0,57
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“Tabela 3, conclusdo”

ComN Sem N
Cl-107x IAPAR-81 x CI-107 x IAPAR-81 x
PRIMERS Ouro Negro VC-5 Ouro Negro VC-5
Al A? B! B? Al A’ B! B?
AZ30156-1 0,725 0,275 0,73 0,27
PVESTBR-98 0,745 0,255 0,585 0,415
PvM13B 0,73 0,27 0,85 0,15
PVBR218 0,4 0,6 0,73 0,27
PVESTBR-279 0,495 0,505 0,715 0,285 0,78 0,2 0,76 0,24
PVBR-45 0,68 0,32 0,76 0,24 0,61 0,39 0,5 0,5
PVESTBR-71 0,785 0,215 0,71 0,295

Al- alelo proveniente do genitor CI-107, A% alelo proveniente do genitor Ouro Negro
B™- alelo proveniente do genitor IAPAR-81, B alelo provenienbte do genitor VC-5
---- auséncia de polimorfismo do marcador para o cruzamento em questdo

Efeitos variaveis da selecdo natural em diferentes locos para diferentes
caracteres podem ser observados em outros trabalhos como Allard (1999),
Allard e Hansche (1964), Allard e Workman (1963), Leite (2008) e Rodrigues e
Santos (2006). Segundo os autores, os alelos favorecidos pela sele¢do natural
estdo associados a maior adaptacdo a ambientes particulares, podendo tais alelos

selecionados estarem associados a adaptacao ao estresse de N.

3.3 Estimativas dos coeficientes de adaptabilidade relativa acumulados

Os coeficientes de adaptabilidade relativa foram estimados para 0s
genotipos em homozigose, para cada par de primer selecionado, considerando
cada cruzamento e cada nivel de N estudado. Considerando os alelos A! e B!

provenientes dos genitores CI-107 e IAPAR-81, considerados responsivos e 0s
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alelos A2 e B2 provenientes dos genitores Ouro Negro e VC-5, considerados
tolerantes, foram estimados m; para os genotipos A'A' ¢ B'B' ¢ w3 para os
genitores A2A2 e B2B2, O coeficiente de adaptabilidade relativa do heterozigoto
A'A? ¢ B'B?, w, foi considerado igual a 1,0 (ALLARD; HANSCHE, 1964;
ALLARD; WOLKMAN, 1963). As estimativas de m; € w3 iguais a 1,0 indicam
gue ndo ocorreu selecdo natural desses genotipos, ou seja, eles apresentaram
mesma eficiéncia reprodutiva do heterozigoto (ALLARD; HANSCHE, 1964).
Para valores de ®; ¢ ®3 menores que 1,0 a selegdo natural atuou reduzindo a
frequéncia desse genotipo em relacdo ao heterozigoto e para valores de m; € m;3
maiores que 1,0 a selecdo natural aumentou a frequéncia de homozigotos em
relagdo ao heterozigoto, que é nesse caso 0 de menor adaptabilidade
(HEDRICK, 1999).

As estimativas dos coeficientes de adaptabilidade relativa acumulado
(o1 e m3) para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5 variaram de 0,066 a 0,615 para
o; e de 0,036 a 0,423 para ws considerando as progénies originadas em
ambiente sem adubacdo nitrogenada. Ja para 0 mesmo cruzamento, as progénies
originadas com N, os valores de ®; variaram de 0,020 a 1,46 ¢ os valores de ms
variaram de 0,048 a 1,03. Considerando as estimativas dos coeficientes de
adaptabilidade relativa (®; e m3) para as progénies provenientes do cruzamento
CI-107 x IAPAR-81 e originadas em ambiente sem N, os valores de ®;
variaram de 0,065 a 0,758 a os valores de w3 variaram de 0,023 a 0,834. Ja para
0 mesmo cruzamento, as progénies originadas em ambiente com adubagdo
nitrogenada tiveram valores de ®; variando de 0,036 a 1,845 e valores de 3
variando de 0,03 a 1,34.

E importante lembrar que esses coeficientes acumulados referem-se ao
efeito da selecdo natural sobre os individuos com locos em homozigose da
geracdo F, a F, durante seis geracfes. Os valores de adaptabilidade variaram

muito de loco para loco, indicando que a intensidade de selegéo para cada loco
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também foi particular. Pode-se, notar na tabela 4, que os valores médios do
coeficiente de adaptabilidade acumulado para o ambiente com N foram
superiores aqueles obtidos no ambiente sem N, independente do cruzamento, o
gue indica que a acdo da selecdo natural foi mais intensa no ambiente sem N.
Pode-se observar ainda que para os ambientes com adubacdo nitrogenada, 0s
valores de adaptabilidade atingiram limites superiores bem maiores, tanto
considerando ®; quanto considerando ws, aparecendo ainda coeficientes maiores
do que 1, o que significa que para alguns locos, como o PV 93, Pv ESTBR 6 ¢
PvM-21 a adaptabilidade do homozigoto foi superior a do heterozigoto.

Nota-se ainda que os valores do coeficiente de adaptabilidade dos
homozigotos provenientes de alelos dos genitores responsivos (w;) foram em
média superiores aqueles provenientes de alelos dos genitores tolerantes (w3). Os
maiores valores de ®; em relagdo a w3, foram observados para alguns locos em
todas as populagdes (PVBR31, PVBR59, PvM21 e PVBR45), para alguns locos
para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5 (PVESTBR_230, PVvESTBR_76 e PV
BR93) e também para o cruzamento CI-107 x Ouro Negro (BM143L,
PVESTBR_176 e PVESTBR-98). Esse resultado indica que a sele¢do natural foi
mais intensa sobre os homozigotos para os alelos provenientes dos genitores
tolerantes, para as progénies originadas nos dois cruzamentos e nos dois niveis
de N (Tabela 4).

Alguns locos homozig6ticos provenientes dos genitores tolerantes
também apresentaram maiores valores de adaptabilidade como BMd-33 e
PVESTBR-72 para 0s dois cruzamentos e 0s dois niveis, os locos BMd-15 e PV
BR93 para o cruzamento CI-107 x Ouro Negro e os locos BM143F e BM156
para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5. No caso desses locos a selegdo natural
aparentemente foi mais intensa sobre os homozigotos com alelos provenientes

do genitor responsivo.
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Em funcdo da auséncia de individuos heterozigoticos, ndo foi possivel
estimar »; e oz acumulados para alguns primers nos dois cruzamentos e niveis
de N, uma vez que o coeficiente de adaptabilidade relativa é calculado em
comparacgdo ao heterozigoto, cujo coeficiente (w,) € considerado um. Apesar de
ndo terem sido detectados heterozigotos para alguns locos, a frequéncia esperada
deste gendtipo na auséncia da selecdo natural € de 0,0124, tal frequéncia se deve
ao modo de reproducdo do feijoeiro que € uma espécie tipicamente autégama.
Portanto, as frequéncias de locos onde foram observados heterozigotos em uma
amostra de 100 plantas para cada cruzamento e em cada nivel, foram bastante
elevadas, denotando a superioridade adaptativa do heterozigoto. A manutengao
do heterozigoto na populacdo é uma forma de reter a variabilidade genética na
populagédo, sendo nestes casos 0 gendtipo heterozigético favorecido pela selecdo
natural (ALLARD; WORKMAN, 1963). Pode-se inferir que o elevado nimero
de locos heterozigdticos de microssatélites, em geracdes avancadas de
autofecundacdo, deve-se referir a regides gendmicas que contribuem para maior
adaptacdo e, nesse caso em especial, alelos adaptativos ao estresse de N e
também responsivos. Como se trata de heterozigotos, a principio, pode estar
relacionado a regides gendmicas cujos efeitos genéticos de dominancia sdo

importantes para adaptacao.
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Tabela 4 Estimativas por loco dos coeficientes de adaptabilidade relativa
acumulados das populagdes originados dos dois cruzamentos e 0s

dois niveis
Progénies sem nitrogénio Progénies com nitrogénio

Primer IAPAR 81 xVC-5 Ouro negro x Cl 107 IAPAR 81 xXVC-5 Ouro negro x C1 107

(o)1 3 1 3 1 3 (o)1 3
BM143L 0,112 0,074 0,335 0,272
BM210
BM184 - - - -
BMd-33 0,067 0,118 0,404 0,834 0,396 0421 0,045 0,182
BMd-20 - - - -
BMd-15 0,185 0,632 0,123 0,213
PV-atcc003 —— —— —— -
PV BR93 1,049 0,190 0,396 0,421
PVESTBR_230 0,234 0,183 - - - -
PVESTBR_6 1,466 1,036 0,518 0,720
BM143F 0,183 0,423 0,155 0,136 0,152 0,666 0,573 0,244
BM189 0,385 0,221
BM205(Banda 1) 1,845 0,657
BM205(Banda 2) - - - -
PVESTBR_233 - - - ----
PVESTBR_76 0,615 0,202 0,282 0,114
PVBR67 - - - -—-
PVBR59 0,379 0,227 0,316 0,080 0,379 0,227 0,430 0,177
PVESTBR_10 - - - ----
PvM21 0,152 0,139 0,640 0,177 0,113 0,092 1,163 1,340
PVESTBR_176 0,065 0,030 0,094 0,049
BM156 0,066 0415 0,132 0,023 0,020 0,460 0,036 0,059
PVBR31 0,133 0,071 0,117 0,071 0,135 0,121 0,067 0,138
PVM13A - - - -
BMd-10 - - - ----
PVBR145 0,138 0,031 - 0,152 0,017
PVESTBR-72 0,259 0,348 0,468 0,771 0,607 0,632 0,136 0,344
AZ30156-1 0,295 0,101 0,154 0,051

PVESTBR-98 ---- - 0,074 0,049 - e 0,113 0,030
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“Tabela 4, Conclusdo”

Progénies sem nitrogénio Progénies com nitrogénio

Primer IAPAR 81 xVC-5 Ouro negro x Cl 107 IAPAR 81 xVC-5 Ouro negro x C1 107

1 03 1 ®3 1 O3 1 3
PVvM13B
PVBR218 0,119 0,036 0,119 0,036 0,072 0,114
PVESTBR-279 - - 0,152 0,053 0,166 0,170
PVBR45 0,093 0,093 0,758 0,480 0,179 0,048 0,202 0,088
PVESTBR-71 0,124 0,045 - - 0,271 0,065 -
BM151 0,404 0,076
® média 0,217 0,183 0,276 0,246 0,400 0,317 0,351 0,275

3.4 ldentificacdo de QTLs

A partir dos dados de genotipagem das 79 progénies, foram selecionados
inicialmente alguns marcadores que ndo segregaram no grupo de progénies com
0s maiores indices de resposta ao uso de N (o) € no grupo de menores valores
de o. Isso foi realizado porque valores médios para caracteres quantitativos,
como o o, tendem a reduzir a correlagdo QTL marca. Foram selecionadas 12
progénies que possuiam os maiores valores de o e 12 progénies que possuiam 0s
menores valores de a, e foi realizada a correlacdo e regressao linear simples
entre as marcas e os indices. Observa-se que para quatro locos, o BMd-20,
PVBR93, PVESTBR-230 e PVESTBR-233, os valores de F foram significativos,
indicando que tais marcadores permitiram diferenciar os grupos, pelo menos
parcialmente (Tabela 5). Ainda foi observada uma correlagéo relativamente alta,
uma vez que o carater é quantitativo, e também um R2 alto, indicando que estes
quatro marcadores, desconsiderando os valores intermediérios, explicaram de
17,84% a 42,92 % da variacdo do carater. Quando os quatro marcadores foram

avaliados utilizando a regressdao multipla pelo método de backward, pode-se
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observar que apenas dois locos foram selecionados 0 BMd-20 e o PVESTBR-
230, obtendo se um R? de 59,11% uma vez que este método elimina os
marcadores considerados redundantes (DRAPPER; SMITH, 1998).

Tabela 5 Resumo das andlises de regressdo linear e multipla, para os individuos
com valores extremos do indice de resposta ao N (o).

Média de a
Primers AAr AZA2 PoF r (%) R? (%0)adj
BMd-20 11,13 3,17 0,0004 65,52 42,92
PVBR 93 44 12,74 0,0118 48,06 23,1
PVESTBR- 230 4,74 10,85 0,0051 53,13 28,23
PVESTBR- 233 4,35 11,97 0,0253 42,23 17,84
BMd-20 + 0,001 76,88 59,11

PVESTBR- 230
ATAT genétipo do genitor responsivo (CI-107 e IAPAR-81) A?A? gendtipo do genitor
tolerante (Ouro Negro e VC-5)

A excecio do primer PVESTBR-230, quando todas as progénies foram
consideradas na analise por ponto, percebe-se que 0S MeEsSMOSs primers
mostraram diferenga significativa, confirmando que estes marcadores
explicaram uma parcela da variacdo fenotipica observada (Tabela 6) . Nota-se
também que os valores de R2? foram menores que aqueles obtidos a partir dos
valores extremos de o, ja que os valores intermediarios reduziram a correlacdo
QTL marcador. Além disso, de acordo com Bernardo (2002), deve se considerar
que é mais dificil identificar QTLs em populacfes pequenas, além do fato de que
eles podem estar superestimados. Como a avaliacdo para 0s extremos de o
utilizou apenas 24 individuos, os valores de R? podem estar superestimados
neste caso, da mesma forma que aqueles obtidos com a utilizacdo de todas as
progénies, ja que a populacdo final avaliada constituiu-se de apenas 79

progénies.
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Tabela 6 Resumo das analises por ponto para os indices de resposta de N (a),
considerando as 79 progénies dos dois cruzamentos independente da

origem
Média de a por ponto
Primers AAL AZA? F R?(%)
BMd-20 8,44 54 21,91** 22,15
PVBR 93 5,72 8,7 8,66** 17,7
PVESTBR- 230 6,21 7,7 1,89 ns 11,2
PVESTBR- 233 6,02 8,42 4,89*

* ** significativo a 5% e 1%

Foram feitas também a regressdo linear simples e a regressao linear
maltipla pelo método de backward, para cada safra e cada nivel de N, para o
indice de resposta ao N (Tabelas 7 e 8), considerando todas as progénies
avaliadas em campo no experimento de inverno de 2009, com 0 objetivo de
verificar os marcadores identificados a partir dos valores extremos de a e pela
analise por ponto.

Na tabela 7, pode-se notar que trés dos marcadores identificados a partir
dos valores extremos do indice de resposta (o) e na analise por ponto também
foram identificados na regressao linear simples. Esses trés foram significativos
na safra de inverno e na conjunta. Apenas o PVBR93 foi significativo na safra
das aguas, lembrando que, nessa safra, a precisdo experimental no experimento
com N foi menor em fungdo do grande desenvolvimento vegetativo das
progénies, sendo, portanto, dificil identificar um QTL estavel para tal ambiente.
Outro fator que deve ser considerado € & incidéncia de doencas como a
antracnose, que foi mais intensa na safra das &guas, afetando também o
desempenho das progénies. Os valores dos coeficientes de determinagdo (R?;)
para tais marcadores variaram de 3,84%, para o marcador PVBR93 na safra das
aguas, a 20,1% , para o marcador PvESTBR-233 na safra de inverno. Portanto,

esses marcadores explicam uma parcela reduzida da variacdo fenotipica
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observada. Contudo, os resultados foram semelhantes aos obtidos por Agrama
(1999) para producéo de grdos de milho com niveis altos e baixos de N, onde 0s

QTLs identificados explicaram de 7,1% a 14,1% da variagdo fenotipica.

Tabela 7 Resumo das analises de regressao linear simples, considerando cada
marcador separadamente, para o indice de resposta ao N (a) e
estimativa do coeficiente de determinacdo ajustado (R2adj),
considerando todas as progénies dos dois cruzamentos

Epocas marcadores F Pr F R?(%) R2adj(%0)
Aguas PVBR 93 3,96 0,049 5,24 3,84
BMd-20 10,5 0,0019 13,37 12,1
Inverno PVBR 93 7,39 0,0083 9,8 8,47
PVESTBR- 233 18,36 <.0001 21,26 20,1
BMd-20 10,93 0,0015 13,84 12,58
Conjunta PVBR 93 12,44 0,0008 15,47 14,22
PVESTBR- 233 8,24 0,0055 10,81 9,49

Outra observagdo interessante € que para o marcador BMd-20, que
mostrou uma associagdo com os valores de oo em todas as analises, a frequéncia
dos alelos dos genitores responsivos, que possuem altos indices, aumentou nas
quatro populagdes (Tabela 3), indicando que a selegdo natural atuou de forma a
selecionar tais alelos, que podem estar relacionados com uma maior capacidade
de resposta. Deve-se destacar que tal marcador foi construido a partir do cDNA
de um gene que codifica para uma endoquinase. As quinases atuam como
reguladoras, através de mecanismos pés traducionais de fosforilacdo e
desfosforilacdo da atividade da nitrato redutase e a atividade desta enzima tem
sido proposta como um critério auxiliar na sele¢do de cultivares eficientes no
uso de N (KAISER; WEINER; HURBER, 1999). Portanto, este primer ¢ um

marcador em potencial para eficiéncia no uso de N.
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Na tabela 8, na andlise de regressdo linear multipla pelo método de
selecdo backward para o indice de resposta ao N, nota-se que o primer PVBR
93, identificado pela regressdo linear nas duas safras e na conjunta, ndo apareceu
no inverno, uma vez que tal método de selecdo exclui marcadores considerados
redundantes. Além disso, acrescentou marcadores ndo identificados na regressao
linear simples, pois, na multipla, com a eliminacdo dos redundantes, novos
marcadores quando avaliados em grupo se mostram explicativos. Os valores do
coeficiente de determinacdo variaram de 5,67%, quando apenas um marcador foi
selecionado, a 35,6% no inverno, quando foram selecionados trés marcadores. E
importante enfatizar o marcador BMd 20 como o mais estavel e sempre
explicando uma parcela consideravel do indice de resposta ao N. Vale destacar
também o PVESTBR- 233, especialmente no inverno de 2009, quando as

condi¢des foram mais favoraveis para a avaliacdo do indice de resposta.

Tabela 8 Resumo das analises de regressdo linear multipla, pelo método de
selecdo backward, do indice de resposta ao N, em cada safra e em
cada nivel, para as progénies dos dois cruzamentos independente da

origem
Epocas Marcadores F Pn F R2
Aguas PVBR 93 3,96 0,049 5,67
Inverno BMd-20+PVESTBR-233+PVBR59 12,03 <.0001 35,36
Conjunta BMd-20+ PVBR 93+BM205" 7,61 0,0002 25,69

As regressdes linear simples e maltipla foram realizadas para observar
se os locos identificados para todas as progénies independentemente de sua
origem também foram identificados quando apenas as progénies de origem sem

N foram consideradas. A partir da anélise de regressdo linear para o indice de
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resposta ao uso de nitrogénio para as progénies de origem sem N, pode-se
observar que os marcadores BMd-20 e PVBR 93F, identificados para todas as
progénies, também foram significativos para as progénies de origem sem N, na
safra de inverno e na conjunta (Tabela 9). Portanto, mais um indicio de que tais

locos podem estar diretamente relacionados a eficiéncia no uso de N.

Tabela 9 Resumo das analises de regressao linear considerando cada marcador,
para o indice de resposta ao N, em cada safra para as progénies dos
dois cruzamentos de origem sem N

Epocas Marcadores F Pr F R2 R2adj
Aguas BM184 719 00123 21,04 18,11
BMd-20 661 0016 19,66 16,68
Inverno PVBR 93F 3,75 0,05 12,2 8,95
PVESTBR_233 4,2 0,048 13,46 10,26

PvM21
BMd-20 459 00387 11,05 8,64
PVBR 93F 516 00313 16,05 12,94
Conjunta BM205™ 565 00248 173 14,23

Observando também a anélise de regressao linear multipla pelo método
de backward, para os indices de resposta ao N considerando apenas as progénies
de origem sem N, nota-se que o marcador BMd-20, foi identificado novamente,
apesar do PVBR 93 ndo ter sido identificado na safra de inverno, o que pode ter
ocorrido devido a sua redundancia com outro marcador (Tabela 10). Os valores
de R2 foram muito elevados. Contudo, um grande nimero de marcadores foi
selecionado, indicando que as progénies derivadas de popula¢cdes conduzidas em
ambiente sem N, aliado ao uso de microssatélites também selecionados nessas

populagbes contribuiram para a explicacdo de alta porcentagem da variacdo
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fenotipica. Vale lembrar, no entanto, que populagdes pequenas também causam
superestimativa dos valores de R2.

Tabela 10 Resumo das analises de regressdo multipla, pelo método de backward,
considerando cada marcador, para o indice de resposta ao N, em cada
safra, para as progénies dos dois cruzamentos de origem sem N

Epocas Marcadores F Pr F R?

BM143L + BM210 + BM184+ BMd-33 +

Aguas PVESTBR_230+ PVESTBR_6+ BM189+ 838 00001 879
BM205"+ PVESTBR_76+ PVBR67+ PVBR59+
PVESTBR_10
Inverno BMd-20+ BM189+ PvM21 7,35 0,0011 46,88
Conjuna BMI43L+ BM210 + BMLB4* BMA33 +BMA- 1300 oo goce

20+ PVBR 93F + BM205™

O ganho com a selecéo assistida por marcadores moleculares sera maior
qguando a proporcdo da variacdo explicada pelo marcador for maior que a
herdabilidade do carater (BERNARDO, 2002). Considerando a herdabilidade do
indice de resposta ao N, obtida no capitulo anterior, igual a 30,23%, nota-se que
valores dos coeficientes de determinagdo para a regressao linear multipla foram
maiores que a herdabilidade. Isso indica que a selecdo assistida deve ser
eficiente tanto para todas as progénies, principalmente para a safra de inverno,
quanto para apenas as progénies com os valores extremos de (o) € as progknies
de origem sem N.

Como o principal interesse da resposta do feijoeiro ao N refere-se a
produtividade de gréos, também foram identificados 0s possiveis marcadores de

QTLs desse carater na presenca e na auséncia de N. Os resultados das analises
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de regressdo linear simples para cada marcador e para 0os dados de produgéo de

gréos independente da origem estdo apresentados na tabela 11.

Tabela 11 Resumo das analises de regressao linear considerando cada marcador,
para producdo de grdos, em cada safra e em cada nivel, para as
progénies dos dois cruzamentos independente da origem

Epocas Niveis Marcadores F Pr F R2 R2adj
Aguas CN BM210 4,28 0,0423 5.94 4,54
Aguas SN BM184 6,16 0,0155 8,31 6,96
SN BM189 4,09 0,047 5,68 4,29
Inverno CN BMd-15 4,62 0,0351 6,36 4,99
CN PVESTBR-233 22,81 <.0001 25,12 24,01
CN PVM-21 4,82 0,0316 6,62 5,24
Inverno SN BMd-20 8,6 0,0046 11,23 9,92
SN PVBR 93 12,6 0,0007 15,63 14,39
Conjunta CN PVESTBR-233 7,22 0,0091 9,59 8,27
SN BMd-20 6,65 0,0121 8,9 7,56
Conjunta SN PVBR 93 8,63 0,0045 11,27 9,96
SN BM189 4.2 0,0442 5,82 4,44

CN: com nitrogénio  SN: sem nitrogénio

Pode-se observar que alguns dos marcadores identificados para o indice

de resposta ao N também foram significativos para producgdo de grdos como, por
exemplo, BMd-20, PVBR 93 e PVESTBR-233, sendo o primeiro e 0 segundo

identificados na safra de inverno e na conjunta dos experimentos sem N e 0

terceiro, identificado no inverno e na anélise conjunta com N (Tabela 11). Pode-

se notar que os valores dos coeficientes de determinagéo variaram de 4,54% a

24,01%. O primer que mais explicou a variacdo para producéo de grdos para os

experimentos com N foi o PvESTBR-233. J4 para 0s experimentos sem N o

mais explicativo foi o PVBR93. Ambos o0s primers apresentaram correlagdo com

o indice de resposta ao N, evidenciando, mais uma vez, estarem relacionados a
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eficiéncia do uso de N. Nota-se que os QTLs identificados para um mesmo nivel
ndo foram os mesmos nas duas safras, isso pode ter ocorrido devido a interagdo
gendtipo x ambientes, como aconteceu no estudo de Le Gouis et al. (2008) sobre
a eficiéncia no uso de N em trigo, em que dos dezoito QTLs identificados para
atividade da enzima glutamato desidrogenase, apenas um apareceu nos trés
ambientes avaliados e trés deles foram identificados em dois ambientes, 0s
outros dez foram identificados apenas em um ambiente. O fato de os QTLs néo
terem sido os mesmos nas duas safras pode ter ocorrido devido ao grande
desenvolvimento vegetativo na safra das aguas, o que teria afetado a producéo
de gréos e a resposta a0 N (GRANT et al., 2001). A maior intensidade de
doencgas como a antracnose na safra das aguas também pode ter influenciado nos
resultados.

Quarrie et al. (2005), verificaram que, para producdo, QTLs --
detectados sob baixa condicédo de fertilizagdo de N -- podem ser utilizados para
melhorar a estabilidade produtiva por combinacdo de QTLs relacionados a
producdo que sdo expressos em ambientes com baixo N.

Deve-se ressaltar que se 0 objetivo é obter cultivares que produzam bem
em condi¢Oes de estresse de N os marcadores de maior importancia sdo aqueles
obtidos para 0 mesmo ambiente, uma vez que possibilitaria selecionar linhagens
mais produtivas dentro deste ambiente. Contudo, também é interessante obter
linhagens que produzem mais em condic¢Oes de adubagdo nitrogenada, sendo
também interessante identificar QTLs para tal ambiente, pois permitiria
recomendacdo de cultivares para uso mais amplo como vem sendo normalmente
realizada.

Na tabela 12 estdo apresentados os marcadores selecionados pela
regressao linear mdltipla, utilizando o método backward, para os dados de
producdo de gréos independente da origem. Os valores dos coeficientes de

determinacgdo obtidos variaram de 5,93%, quando foi selecionado apenas um
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marcador no experimento com N na safra das &guas, a 40,17%, quando foram
selecionados quatro marcadores, no experimento com N na safra de inverno. Nas
conjuntas, sem N e com N, observa-se que houve a selecdo de trés marcadores
para 0s experimentos sem N e 5 marcadores para o experimento com N, com
valores dos coeficientes de determinacgdo de 23,55% e 29,58%, respectivamente,
indicando uma pequena contribuicdo para cada primer selecionado. Nota-se que
dos marcadores comuns ao indice de resposta ao N, apenas o0 BMd-20 que se
mostrou importante na regressdo linear simples do inverno e conjunta, nao
apareceu novamente na analise de regressdo multipla, uma vez que o método de
selecdo de modelos descarta aqueles considerados redundantes (DRAPER;
SMITH, 1998). Entretanto, dada a estabilidade do BMd-20 para resposta ao N e
também para a produtividade de gréos, ele também deve ser considerado na
selecdo assistida.

Tabela 12 Resumo das analises de regressao linear maltipla, pelo método de
selecdo backward, para producédo de gréos, em cada safra e em cada
nivel, para as progénies dos dois cruzamentos independente da

origem
Epocas Niveis Marcadores F Pr F R2 (%)
Aguas SN BM184+BM189 6,82 0,002 16,91
Aguas CN BM210 4,28 0,0423 5,93
Inverno SN PVBR93 12,6 0,0007 15,63
Inverno CN BM143L+PVESTBR-230+ 10,91 <.0001 40,17
PVESTBR- 233+PVESTBR-10
Conjunta SN BM184+ PVBR93+ BM189 6,78 0,0005 23,55
Conjunta CN BM143L+BM210+ BM189+ 4,41 0,0009 29,58

BM205+ PVESTBR-
233+PVESTBR-10
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As progénies originadas em ambiente sem N, que sofreram agdo da
selecdo natural, devem estar mais adaptadas a este meio, podendo com isso
apresentarem maior capacidade reprodutiva a este meio que aquelas que
originaram em ambiente com adubacdo nitrogenada. Apesar de terem sofrido
acdo da selecdo natural essas progénies possuem alelos diferentes para adaptacao
e capacidade reprodutiva, apresentando, portanto, variabilidade suficiente para a
distingdo destas progénies. A identificacdo de QTLs para essas progénies é
interessante e permite inferir se os QTLs Uteis para tais progénies foram
selecionados pela selecdo natural e ainda, observar se estes QTLs sd0 0S mesmos
identificados para todas as progénies independente da origem.

Pode-se observar na tabela 13 que os marcadores identificados para o
experimento sem N, na safra de inverno, foram 0s mesmos identificados
utilizando-se todas as progénies, e também considerando os indices de reposta
(o). Contudo, na analise conjunta sem N, apenas o0 PVBR 93 se manteve para as
progénies de mesma origem dos experimentos. Isso deve ter ocorrido por
influéncia da safra das aguas na qual o marcador BMd-20 néo foi identificado.
Dos marcadores Uteis para a safra das aguas sem N, o BM184 foi obtido tanto
considerando todas as progénies, quanto considerando apenas as progénies de
mesma origem. Para a safra de inverno com N o primer PVESTBR-233 também
foi identificado considerando todas as progénies ou apenas as de origem sem N.

Os marcadores comuns considerando todas as progénies e apenas as de
origem sem N, podem ter sido alvos da sele¢do natural neste ultimo ambiente.
Nota-se que para o marcador PvESTBR-233, que mostrou diferenca significativa
no cruzamento Ouro Negro x C1-107 o alelo do genitor responsivo, o CI-107, foi
o de maior frequéncia (Tabela 3). Para o cruzamento IAPAR-81 x VC-5 nédo
houve diferenga significativa no teste x?, ndo mostrando portando ter sido
influenciado pela selecdo natural. O mesmo foi observado para o marcador

PVBR 93. Para 0 marcador BM184 a selecdo natural atuou nos dois
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cruzamentos, favorecendo o alelo proveniente do genitor tolerante que pode

estar relacionado a EUN.

Tabela 13 Resumo das analises de regressdo linear considerando cada marcador,
para producdo de grdos, em cada safra e em cada nivel, para as
progénies dos dois cruzamentos de origem sem N

Epocas Niveis Marcadores F Pr F R2 R2adj
Aguas SN BM184 12,09  0,0016 29,42 26,99
SN BMd-33 4,2 0,0495 12,66 9,65
Inverno CN BM143F 4,25 0,0482 12,79 9,79
CN PVESTBR-233 6,26 0,0183 17,75 14,91
CN PvM21 11,47 0,0021 28,33 25,86
SN BMd-20 4,52 0,0422 13,48 10,49
Inverno SN PVBR 93 10,1 0,0035 25,82 23,26
CN BM205 bl 6,39 0,0172 18,06 15,23
Conjunta CN PvM21 4,84 0,036 14,3 11,34
SN BM184 4,85 0,0355 14,36 11,41
Conjunta SN PVBR 93 5,93 0,0213 16,97 14,11

Para a andlise de regressao linear maltipla (Tabela 14), pode se observar
gue principalmente para a safra das aguas com N um grande nimero de
marcadores foi selecionado pelo método de backward, isso faz com que os
valores de R2 sejam elevados e esses valores podem ainda estar superestimados
devido ao numero reduzido de progénies avaliadas, nesse caso apenas as 39
progénies de origem sem N (BERNARDO, 2002). Alguns marcadores comuns
como o PVBR93 permaneceram, os redundantes como o BMd-20 foram
retirados e outros foram inseridos. Observa-se mais uma vez que o BMd-20 teve
suas frequéncias alélicas fortemente alteradas pela selecdo natural (Tabelas 1, 2

e 3) tendo sido selecionados os alelos do CI-107 e IAPAR-81, que sdo
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considerados responsivos, apesar dele ter se mostrado importante,
principalmente no ambiente sem N. Nota-se mais uma vez que marcadores
identificados apenas para as progénies de origem sem N e que foram
explicativos para toda populacdo podem estar relacionados com a eficiéncia no
uso do N e devem ser utilizados na selecdo assistida.

Considerando os valores de herdabilidade para producdo de graos obtidos
no segundo capitulo, a sele¢do assistida para esse carater ndo foi tdo eficiente
guanto para o indice de resposta, uma vez gque na analise de QTLs para todas as
progénies os valores de R2 obtidos foram todos menores que a herdabilidade. Ja
para as progénies de origem sem N, percebe-se que no experimento com N da
safra das &guas e no experimento sem N da safra de inverno a parcela da
variagdo explicada pelos marcadores foi maior que a herdabilidade, havendo
nesses casos a possibilidade da selecao assistida ser mais eficiente.

Tabela 14 Resumo das analises de regressao multipla, pelo método de backward,
considerando cada marcador, para producédo de gréos, em cada safra e
em cada nivel, para as progénies dos dois cruzamentos de origem sem

N

Epocas Niveis Marcadores F Pr F R2
Aguas SN BM184 12,09 0,0016 29,42
. BM143L+BM210+ BM184+ PVBR

Aguas CN 93 PVESTBR 6+ BM205"+ PvBR-67 0% 00037 63,69

PVESTBR-76 + PVESTBR_10

Inverno SN PVBR 93 VESTBR_6+ BM205" 6,47 0,0009 49,87
Inverno CN PVM21 11,47 0,0021 28,33
Conjunta SN BM184 + PVBR 93 + BM205" 6,93 0,0013 435

Conjunta CN BM205™ 6,39 0,0172 18,06
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4 CONCLUSOES

A selecdo natural atua em varios locos microssatélites que podem estar
associados a regides gendmicas especificas para maior eficiéncia do uso de N;

Vérios marcadores foram identificados como potenciais para sele¢do
assistida, visando a eficiéncia ao uso de N, com destaque para 0 BMd-20 e

PVBR-93 que foram mais estaveis.
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ANEXOS

Tabela 1A Resumo das andlises de variancia individuais por nivel de
nitrogénio, em cada ambiente, para produtividade de grdos
(Kg/ha), obtidos na avaliagéo das progénies dos cruzamentos Ouro
Negro x IAPAR-81 e VC-5 x CI-107, nas safras das &guas
2008/2009 e inverno 2009

QM QM
FV GL Aguas 2008/2009 GL Inverno 2009

ComN Sem N ComN SemN

Tratamento 195 427164,08**  284858,53** 80 566125,68** 308715,36**

Erro 169 230514,02 97959,51 136 156881,19  226734,92
Média 1.313 1.220 2.760 1.486
Acurécia (%) 67,71 80,94 84,98 51,44

CV (%) 37 26 21 36
ER(%) 104 112 199 117

** significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de F
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Tabela 2A Resumo das anélises de variancia conjunta dos niveis de nitrogénio,
para as safras das aguas 2008/2009 e de inverno 2009, obtidos na
avaliacdo das progénies originadas com e sem N, para
produtividade de grdos em Kg/ha

AGUAS INVERNO
FV GL QM GL QM
Niveis (N) 1 1600361,02** 1 189182907 4**

Progénies (P) 193 476497,71%* 78 404270,1**
Entre Origens 1 4548890,33** 1 503578,38**
Entre Progénies CN 97 475543,82** 39 303567,96*
Entre Progénies SN 95 434604,42%* 38 505008,93**
PxN 193 228586,46** 79 399920,08**
Entre P x N (CN) 97 239407,7* 39 281687,94*
Entre P x N (SN) 95 217968,9* 38 522208,68**
Origens x N 1 187594,546 ns 1 763927,44*
Erro médio 338 164236,5 272 191808,054

Média 1261 2119

Acurécia (%) 80,94 72,37

cv 32,13 20,66

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



