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RESUMO GERAL

COSTA, N. V. Selecao de populacgdes segregantes e linhagens de feijio-comum preto
desenvolvidas em sistema exclusivo de fixacdo biolégica de nitrogénio. 2024. 105 f.
Tese (Doutorado em Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia,
Universidade Federal de Goias, Goiania, 2024."

O feijao-comum ¢ uma leguminosa fonte de proteina na dieta da populagao
de muitos paises, como o Brasil. A cultura pode se beneficiar do processo de fixagao
biologica de nitrogénio (FBN), porém, sua capacidade simbidtica ¢ caracterizada como
baixa em relacdo as demais leguminosas. A forma¢do e conducdo de populagdes
segregantes ¢ a sele¢do de linhagens em solos cuja principal fonte de nitrogénio seja a
FBN, pode auxiliar no desenvolvimento de genotipos especificos para esses ambientes.
Os objetivos deste trabalho foram: 1) selecionar genitores e populacdes segregantes de
feijdo-comum de graos pretos, desenvolvidos exclusivamente sob FBN, promissores para
produtividade de graos e massa de 100 graos; (ii) avaliar se a condugao dos gendtipos em
ambientes cuja principal fonte de N ¢ a FBN, foi eficiente para selecionar linhagens de
bom desempenho simbiotico, usando a produtividade de graos como critério de selegao;
(ii1) verificar a relagdo que os caracteres relacionados a FBN estabelecem entre si e com
os caracteres agrondmicos. No primeiro estudo, foram obtidas 28 populagdes segregantes
a partir de cruzamentos em esquema dialélico completo entre oito genitores com graos do
tipo preto, alta produtividade e potencial para FBN. As populagdes segregantes foram
avaliadas em solos cuja principal fonte de nitrogénio foi a FBN, em quatro ambientes.
Foram avaliadas a massa de 100 graos e a produtividade de graos. A analise dialélica
mostrou a existéncia de efeitos aditivos e ndo-aditivos no controle genético dos caracteres,
com predominancia de efeitos aditivos para a massa de 100 graos e de efeitos nao-aditivos
para a produtividade de graos. As maiores estimativas de capacidade geral de combinacdo
(gi), na analise conjunta, para o carater massa de 100 graos, foram observadas para os
genitores BRS FP403, CNFP 15188 ¢ BRS Esteio, enquanto que os genitores BRS
Esplendor e CNFP 15310 foram os mais indicados para formar populagdes com maior
produtividade de graos, em sistemas de cultivo de FBN. As popula¢des BRS FP403 / BRS
Esplendor e BRS FP403 / CNFP 15310, aliaram boas estimativas de médias e capacidade
especifica de combinagdo (s;;) para os dois caracteres, sendo promissoras para extragao
de linhagens superiores em ambientes voltados para a FBN. No segundo estudo, foram
avaliadas 76 linhagens de uma populacdo resultante do cruzamento entre genitores com
alelos favoraveis para produtividade de graos e FBN. Essa popula¢ao foi conduzida em
solos cuja principal fonte de N foi a inoculagdo com rizdbio, até a geragao Fs, fase em
que as linhagens foram coletadas. As 76 linhagens e 5 testemunhas foram avaliadas na
safra de inverno de 2021 e 2022, em Santo Antonio de Goias-GO, em condi¢des de
inoculagdo com rizébio. Foram avaliados a produtividade de graos, massa de 100 graos e
o aspecto visual de graos. Foi realizada a selecdo direta das dez melhores e dez piores
linhagens para o carater produtividade de graos. As vinte linhagens selecionadas foram
avaliadas em dois ensaios de casa de vegetagdo, juntamente com cinco testemunhas. Os
caracteres avaliados foram teor de clorofila, massas secas da parte aérea e da raiz, nimero
de nddulos, massas seca e especifica de nodulos. Foi realizado o teste de Wilcoxon para
comparacao das médias dos dois grupos de linhagens, analises de correlacdo genética e
fenotipica e de componentes principais para verificar a existéncia de associagao entre 0s
caracteres. Houve diferenca significativa entre os grupos de linhagens apenas para a
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massa especifica de nodulos, o que indica que ndo houve diferenca estatistica entre o
desempenho simbidtico das linhagens para a maioria dos caracteres. O resultado aponta
que a conducao da populagdo segregante em ambientes cuja principal fonte de N foi a
FBN, foi eficiente para manter na popula¢do apenas gendtipos de melhor capacidade
simbiotica e promover altos ganhos para produtividade de graos. Houve importantes
correlacdes significativas entre os caracteres avaliados. O teor de clorofila e a massa seca
da parte aérea foram indicados para selecao indireta de genotipos de melhor desempenho
simbidtico. Oito linhagens foram selecionadas para os ensaios avangados, com o objetivo
final de langar cultivares de feijao-comum do tipo preto recomendadas para ambientes de
FBN.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, fixagdo simbiotica de nitrogénio,
rizobios, capacidade combinatoria, nodulagao, FBN.
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GENERAL ABSTRACT

COSTA, N. V. Selection of segregating populations and lines of black common bean
developed in an exclusive biological nitrogen fixation system. 2024. 105 p. Thesis
(Doctor of Science in Genetics and Plant Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade
Federal de Goias, Goiania, 2024.!

Common bean is a legume protein source in the diet of populations in many
countries, such as Brazil. The crop can benefit from the biological nitrogen fixation (BNF)
process; however, its symbiotic capacity is characterized as low compared to other
legumes. The formation and testing of segregating populations and the selection of lines
in soils where the main nitrogen source is BNF can assist in the development of specific
genotypes for these environments. The objectives of this study were: 1) to select parents
and segregating populations of black-seeded common bean, developed exclusively under
BNF, promising for grain yield and 100-grain weight; (ii) to evaluate if the cultivation of
genotypes in environments where the main nitrogen source is BNF was efficient in
selecting lines with good symbiotic performance, using grain yield as a selection
criterion; (ii1) to verify the relationship that traits related to BNF establish among
themselves and with agronomic traits. In the first study, 28 segregating populations were
obtained from crosses in a complete diallel scheme among eight parents with black-
seeded grains, high yield, and potential for BNF. The segregating populations were
evaluated in soils where the main nitrogen source was BNF, in four environments. One
hundred-grain weight and grain yield were evaluated. The diallel analysis showed the
existence of additive and non-additive effects in the genetic control of the traits, with a
predominance of additive effects for 100-grain weight and non-additive effects for grain
yield. The highest estimates of general combining ability (g;), in the joint analysis, for the
100-grain weight, were observed for the parents BRS FP403, CNFP 15188, and BRS
Esteio, while the parents BRS Esplendor and CNFP 15310 were the most indicated for
forming populations with higher grain yield in BNF cultivation systems. The populations
BRS FP403 / BRS Esplendor and BRS FP403 / CNFP 15310 combined good mean
estimates and specific combining ability (sij) for the two characters, being promising for
extracting superior lines in environments focused on BNF. In the second study, 76 lines
from a population resulting from the cross between parents with favorable alleles for grain
yield and BNF were evaluated. This population was grown in soils where the main
nitrogen source was inoculation with rhizobia until generation Fs, when the lines were
collected. The 76 lines and 5 checks were evaluated in the winter seasons of 2021 and
2022, in Santo Antonio de Goids-GO, under rhizobia inoculation conditions. Grain yield,
100-grain weight, and visual grain aspect were evaluated. Direct selection of the ten best
and ten worst lines for grain yield was performed. The twenty selected lines were
evaluated in two greenhouse trials, along with five checks. The evaluated traits were
chlorophyll content, shoot and root dry weights, nodule number, and dry and specific
nodule weights. A Wilcoxon test was conducted to compare the means of the two groups
of lines, as well as genetic and phenotypic correlation analyses and principal component
analyses to verify the existence of associations between the traits. There was a significant
difference between the groups of lines only for specific nodule weight, indicating that
there was no statistical difference in the symbiotic performance of the lines for most traits.
The result indicates that the cultivation of the segregating population in environments
where the main nitrogen source was BNF was efficient in maintaining in the population

I Advisor: Prof. Dr. Patricia Guimardes Santos Melo. Universidade Federal de Goias.
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only genotypes with better symbiotic capacity and promoting high gains for grain yield.
There were important significant correlations between the evaluated traits. Chlorophyll
content, shoot dry weight and specific nodule weight were indicated for indirect selection
of genotypes with better symbiotic performance. Eight lines were selected for advanced
trials, with the ultimate goal of releasing recommended black common bean cultivars for
BNF environments.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, symbiotic nitrogen fixation, rhizobia,
combining ability, nodulation, BNF.
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1 INTRODUCAO GERAL

O feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ um componente proteico € mineral
de grande importancia para a alimentagdo da populacdo, e sua producao pode contribuir
para a seguranca alimentar mundial (Los et al., 2018). No Brasil, a cultura é produzida
em praticamente todas as regides, em até trés épocas consecutivas de semeadura (Garcia
et al., 2020). No entanto, a produtividade brasileira de feijdo-comum ainda ¢ considerada
baixa, ficando em torno de 1,57 t ha' (Embrapa Arroz e Feijdo, 2023). A baixa
produtividade se deve, em parte, a ampla gama de condi¢des edafoclimaticas existente no
pais e a diversidade de tecnologias de cultivo adotadas pelos produtores (Martiniano-
Souza et al., 2021).

Um dos fatores que podem proporcionar aumento da produtividade de graos
¢ 0 manejo da fertilidade do solo. O feijdo-comum ¢ uma planta altamente exigente em
nutrientes € o nitrogénio ¢ o macronutriente essencial requerido em maiores quantidades,
uma vez que ¢ constituinte de importantes biomoléculas vegetais (Wilker et al., 2020).
As principais fontes do elemento para a agricultura sdo os fertilizantes nitrogenados e a
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Os fertilizantes minerais agricolas, apesar de
constituirem a forma assimilada mais rapidamente pelas plantas, exigem uma série de
reacoes quimicas, com liberacdo de gases causadores do efeito estufa, durante sua
produgdo (Freitas, 2015). Além disso, apresentam custo elevado e ndo sdo acessiveis aos
produtores menos capitalizados (Soares et al., 2016).

A FBN ¢ uma alternativa promissora para diminuicdo dos impactos
econdmicos ¢ ambientais causados pelo uso excessivo do nitrogénio mineral. Esse
processo ¢ classificado como simbiotico e ocorre entre as plantas e as chamadas bactérias
diazotréficas, conhecidas como rizobios. Estes microrganismos interagem com as raizes
das plantas formando estruturas especializadas denominadas nddulos (Kamfwa et al.,
2017). No interior destas estruturas, as bactérias fixam o nitrogénio atmosférico e o
disponibilizam sob a forma amoniacal para as plantas. Em troca, as plantas disponibilizam
os carboidratos e nutrientes que as bactérias necessitam para sobrevivéncia (Garg e

Geetanjali, 2007).
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No entanto, no feijado-comum a inoculagdo com rizobios ainda ndo mostrou
resultados consistentes que assegurem a substituicao de todo fertilizante nitrogenado que
deve ser aplicado durante o ciclo da cultura (Coelho et al., 2021). Isto ocorre, pois
diversos fatores, bioticos e abidticos, podem influenciar os niveis de fixacao biologica,
que precisa de condicoes ideais para eficiéncia (Ferreira et al., 2013). Além disso, os
esfor¢os dos programas de melhoramento do feijio-comum para incremento da FBN
foram baixos e, durante muitos anos, os programas selecionaram os genétipos em solos
com niveis elevados de fertilizagdo nitrogenada (Kamfwa et al., 2019; Coelho et al.,
2021), o que reduz a nodulacao e a eficiéncia das estirpes de bactérias (Jiang et al., 2020;
Sousa et al., 2022).

Porém, estudos tém apontado a existéncia de variabilidade genética para
eficiéncia simbidtica no feijao-comum, tanto em genotipos silvestres e tradicionais pouco
melhorados (Ferreira et al., 2010; Knnup et al., 2017; Wilker et al., 2019), como em
cultivares e linhagens elite (Pereira et al., 2015; Polania et al., 2016; Heilig et al., 2017b;
Dias et al., 2020; Pacheco et al., 2020). No entanto, poucos estudos tém mostrado o
desenvolvimento de linhagens de feijdo-comum em sistemas exclusivamente
dependentes de FBN, o que ¢ essencial para obter condi¢des favoraveis para expressao
do carater (Pereira et al., 2015).

Existem ferramentas aplicadas ao melhoramento genético do feijdo-comum
para varios caracteres que podem ser aproveitadas no estudo da FBN na cultura. Dentre
elas, citam-se os cruzamentos dialélicos, que sdo utilizados na selecdo de genitores e
populacdes segregantes, obtencdo de inferéncias acerca da natureza dos efeitos génicos
envolvidos no controle genético dos caracteres e definicao de estratégias de selecao (Cruz
et al., 2012; Ramalho et al., 2012). Porém, estudos atuais envolvendo este tipo de
delineamento genético na selecdo de genitores e populagdes segregantes para FBN no
feijdo-comum ndo foram encontrados na literatura. Tais estudos poderiam ser uteis na
formagao de populagdes base desenvolvidas a partir de genitores com alelos favoraveis
para caracteres agrondmicos e relacionados a FBN.

A avaliagdo da variabilidade genética de populagdes a partir da estimagao de
parametros genéticos também se constitui importante mecanismo para a obtengao de
ganhos com a sele¢do de gendtipos eficientes simbioticamente (Ramalho et al., 2012;
Farid et al., 2017). Assim como a maioria dos caracteres de importancia para o feijao-
comum, a FBN apresenta heranca quantitativa e alta influéncia ambiental (Kamfwa et al.,

2017). Dessa forma, a partir da estimacao dos efeitos genéticos e ambientais que atuam

13



na expressao dos caracteres, ¢ possivel quantificar a fracdo herdavel da variabilidade
fenotipica de uma populagdo, determinando o método mais adequado para condugado dos
genotipos, além do ganho esperado com a sele¢cdo (Ramalho et al., 2012).

Uma das maiores dificuldades da incorporacdo da FBN na rotina dos
programas de melhoramento ¢ a sua fenotipagem trabalhosa (Nagpal et al., 2023). Esse
fato dificulta as avaliagdes, principalmente nas fases iniciais dos programas, em que o
volume de gendtipos ¢ elevado. O entendimento acerca da associagdo entre a FBN e os
caracteres agrondmicos pode ser util na exploragdo da selecao indireta de linhagens de
alto rendimento com alta habilidade de FBN em programas de melhoramento do feijao-
comum (Farid et al., 2017). Assim, podem-se utilizar caracteres rotineiramente avaliados
nos programas de melhoramento, ou de mais facil mensuragdo, como indicadores do
desempenho simbidtico.

Diante do exposto, os objetivos da pesquisa foram: i) selecionar genitores e
populacdes segregantes de feijado-comum de graos pretos promissores para produtividade
de graos e massa de 100 graos e desenvolvidos exclusivamente sob FBN; (ii) avaliar se a
conducao dos gendtipos em ambientes cuja principal fonte de N ¢ a FBN, foi eficiente
para selecionar linhagens de bom desempenho simbiotico, usando a produtividade de
graos como critério de selecdo; (iii) verificar a relacdo que os caracteres relacionados a

FBN estabelecem entre si € com 0s caracteres agrondmicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO FEIJAO-COMUM

O feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das leguminosas mais
cultivadas e consumidas mundialmente. Cerca de 2,5 milhdes de toneladas do grao foram
produzidas no Brasil em 2022, o que inclui variados tipos de feijio-comum, com cores,
tamanhos, texturas e sabores distintos (Embrapa Arroz e Feijao, 2023). Além de sua
importancia econdmica, a cultura apresenta relevante papel social, principalmente devido
a sua composicao nutritiva, ja que ¢ fonte de proteinas, minerais, fibras e vitaminas, além
de apresentar alto contetido de acidos graxos poli-insaturados e carboidratos, sendo capaz
de contribuir para a seguranca alimentar da populacdo mundial (Moraes & Menelau,
2017).

O centro de origem do feijdo-comum ¢ situado na América do Sul, muito
provavelmente no sul do Equador e norte do Peru. Os feijdes selvagens foram
domesticados independentemente em toda faixa geografica, desde a Argentina até o
México, o que resultou em dois conjuntos génicos distintos de feijado-comum cultivado:
o Andino, cuja domesticagao ocorreu do Equador ao sul; e o Mesoamericano, com
domesticacdo da Colémbia para o norte (Kelly, 2010). Dentro dos conjuntos génicos
domesticados foram identificadas varias racas com base na morfologia da planta,
distribui¢do geografica e ecoldgica e informagdes moleculares. As cultivares do grupo
Andino apresentam graos de tamanho maior, como os do tipo branco, dark red kidney,
jalo e rajado. Ja as cultivares do grupo Mesoamericano, possuem graos menores como 0s
do tipo carioca, preto, mulatinho, pinto e vermelho (Acosta-Gallegos et al., 2007).

O Brasil destaca-se como o maior produtor e consumidor mundial de feijao-
comum, com um consumo per capita estimado de 17 kg ano™! (Silva, 2019). Por ser uma
cultura de ciclo curto, o feijdo-comum pode ser cultivado em trés safras distintas no
Brasil, o que favorece a constante oferta do produto no mercado nacional (CONAB,
2024). Assim, tem-se a primeira safra (safra das aguas), cujo plantio ¢ realizado entre
agosto e dezembro, a segunda safra (safra da seca), semeada entre janeiro e abril e a

terceira safra (safra de inverno ou irrigada) em que o cultivo € feito de maio a julho. Ainda
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que estes periodos de plantio apresentem variagdes de ano para ano, a cultura possibilita
colheita praticamente o ano inteiro, havendo sobreposi¢ao de safras em algumas regides
do pais (Garcia et al., 2020).

No Brasil, podem ser cultivados distintos grupos comerciais de feijao-
comum, dentre eles cita-se o carioca, preto, rajado, roxo, rosinha e jalo (Vieira et al.,
2006), que podem ser distinguidos visualmente pela coloracao do tegumento, presenca
ou ndo de rajas e tamanho dos graos. O tipo de feijdo-comum consumido difere em
relagdo as regides brasileiras, o que deve ser respeitado em qualquer analise em relagdo a
cultura (Souza & Wander, 2014). No pais, a preferéncia de consumo ¢ pelos grupos
comerciais carioca e preto, que representam 70% e 15% da producao brasileira, por isso,
os programas de melhoramento no pais concentram maiores esfor¢os nesses dois tipos de
graos (Pereira et al., 2019).

O feijjao-comum ¢ produzido na maioria dos estados brasileiros,
principalmente nos das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, além de alguns do Norte e
Nordeste. Em 2022, a producgdo brasileira de feijdo-comum foi de 2,5 milhdes de
toneladas, considerando as trés safras e todos os tipos de graos, sendo os principais
estados produtores o Parana, Minas Gerais, Mato Grosso e Goias. Ja quando se
consideram os dados de produtividade, observa-se contrastes entre as regides do Brasil.
Enquanto a regido Centro-Sul apresentou uma produtividade de 1,84 t ha™!, as regides
Norte e Nordeste apresentam produtividade de apenas 0,87 t ha! (Embrapa, 2023). As
baixas produtividades no Norte e Nordeste ocorrem, pois a maior parte da producao ¢
realizada por agricultores familiares, em pequenas areas. Estes produtores destinam sua
produgdo principalmente a subsisténcia, utilizando poucos insumos e baixa tecnologia
(Pereira et al., 2016; Martiniano-Souza et al., 2021).

Dentre os fatores que podem contribuir para o aumento da produtividade do
grao esta a fertilidade do solo, uma vez que a cultura ¢ considerada exigente em nutrientes
e os solos brasileiros sdo pouco férteis (Silva et al., 2012). O nitrogénio € o nutriente
requerido em maior quantidade pelo feijao-comum e sua baixa disponibilidade ¢ um fator
limitante para a alta produtividade da cultura. O nutriente pode ser disponibilizado para a
planta sob a forma de fertilizantes minerais e fixacao biologica de nitrogénio, em que
bactérias simbidticas convertem o nitrogénio atmosférico em amonio, tornando-o
disponivel para as plantas (Reinprecht et al., 2020). Este processo pode ser uma

alternativa ao uso de adubos nitrogenados, desde que a simbiose com as bactérias supra
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0 nitrogénio necessario ao crescimento ¢ desenvolvimento das plantas (Fonseca et al.,

2013).

2.2 NITROGENIO NO FEIJAO-COMUM

O nitrogénio ¢ um macronutriente essencial e requerido em grandes
quantidades pela maioria das culturas. Sua absor¢do pelas plantas ocorre principalmente
na forma de nitrato (NO3") ou de amdmio (NH4"), sendo a primeira forma a mais frequente
(Soumare et al., 2020). Apesar da grande quantidade de nitrogénio molecular encontrada
na atmosfera, sua abundancia ndo ¢ refletida em disponibilidade para as plantas. Isso
ocorre, pois o nitrogénio atmosférico (N2) apresenta alta estabilidade, com uma forte
ligacdo tripla covalente entre os dois &tomos (N=N), o que exige que a formag¢ao do nitrato
ou amonio seja feita a partir do processo de fixagdo, que pode ocorrer por vias industriais
ou naturais (Taiz et al., 2017).

O processo industrial de fixagdo do nitrogénio ¢ essencial para a producdo
dos fertilizantes agricolas e exige altas temperaturas e pressoes. No entanto, este processo
tem sido apontado como um dos principais causadores do efeito estufa, ja que durante as
operagdes de producdo ocorrem reagdes com liberagdo do 6xido nitroso, que tem um
potencial de aquecimento global 310 vezes superior ao gas carbonico (Freitas, 2015). Ja
o processo natural de fixagdo, ocorre, principalmente, a partir de bactérias fixadoras, que
sdo capazes de transformar o nitrogénio atmosférico em formas assimildveis, como a
amonia. Algumas destas bactérias sdo capazes de formar associacdes simbidticas com
plantas superiores, fornecendo nitrogénio para estas em troca de carboidratos e nutrientes
(Soumare et al., 2020).

Apos absorvido pelas raizes das plantas, o nitrogénio ¢ assimilado, ou seja,
incorporado em compostos organicos nitrogenados. Este elemento ¢ constituinte de
proteinas, acidos nucleicos, hormonios vegetais e outras importantes biomoléculas, sendo
que, somente as proteinas abrangem cerca de 60% ou mais de todo nitrogénio presente
nas plantas (Vieira, 2017; Wilker et al., 2020). Além disso, o elemento atua de forma
direta sobre as taxas fotossintéticas, sobretudo por ser um dos principais constituintes da
clorofila. Toda importancia desse elemento faz com que sua disponibilizacio em
quantidades inadequadas seja prejudicial as plantas, afetando diretamente seu
crescimento e producdo (Soratto et al., 2014). O sintoma caracteristico da deficiéncia

deste mineral na maioria das culturas ¢ a clorose ou amarelecimento das folhas mais
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velhas, proximas a base da planta, o que ocorre devido a mobilizagdo do mineral para as
folhas jovens. Sob forte deficiéncia de nitrogénio, as folhas velhas se tornam
completamente amareladas e desprendem-se da planta com facilidade (Taiz et al., 2017).

Os fertilizantes nitrogenados utilizados na agricultura, apesar de
representarem a forma assimilada com maior rapidez pelas plantas, apresentam
desvantagens consideraveis, como o alto custo, a emissao de gases de efeito estufa durante
sua produc¢do e a poluicdo das dguas causada pelo processo de lixiviagdo (Hungria et al.
2007). Além disso, devido a alta mobilidade deste nutriente no solo, na maioria dos
sistemas de produgdo, sua disponibilidade ¢ quase sempre um fator limitante, ou seja,
menos de 50% do nitrogénio aplicado sob a forma de adubos nitrogenados ¢ aproveitado
pelas plantas (Hungria et al., 2007; Figueiredo et al., 2016).

O feijdo-comum ¢ considerado uma cultura altamente exigente em nutrientes.
Devido ao seu ciclo curto e sistema radicular pequeno e superficial, os nutrientes devem
ser fornecidos para a planta no momento e local adequados, sendo o nitrogénio o nutriente
requerido em maiores quantidades (Soratto et al., 2014; Soares et al., 2016). A absorcao
de nitrogénio pela cultura ¢ baixa até os primeiros trinta dias apds a semeadura. A época
de maior demanda da planta pelo nutriente ocorre dos 45 aos 55 dias apos a emergeéncia,
ou seja, durante a formacao das vagens. Entre 58 e 69% do nitrogénio absorvido ao longo
do ciclo ¢ efetivamente exportado para os graos (Soratto et al., 2013).

A recomendacdo de adubagdo nitrogenada para o feijado-comum ¢ realizada
de acordo com a expectativa de rendimento de graos e a textura do solo, sendo
aconselhavel seu parcelamento, devido a alta mobilidade apresentada por esse nutriente
no solo. Na adubagio de semeadura é recomendada a aplicagdo de 20 kg ha™! de nitrogénio
e na adubag¢do de cobertura, realizada com o inicio da formagao dos botdes florais, a
recomendacio varia de 40 a 80 kg ha’!, a depender da produtividade esperada pelo
produtor (Carvalho e Silveira, 2023).

No entanto, respostas no desempenho agrondmico do feijio-comum em
relacdo a adubacgdo nitrogenada tém sido distintas no Brasil. Moreira et al. (2013)
relataram aumento da produtividade de graos e numero de vagens por planta a partir da
aplicagdo de 120 kg ha! de nitrogénio em semeadura, ndo havendo incrementos com as
dosagens aplicadas em cobertura. Em estudos realizados por Binotti et al. (2010), a
dosagem de 80 kg ha'! de nitrogénio aplicada em cobertura foi a que proporcionou maior
aumento da produtividade. Ja Salvador Neto et al. (2022), avaliaram o desempenho de

cultivares de feijdo-comum a partir de quatro doses de nitrogénio em cobertura e

18



concluiram que a dose de 210 kg ha! foi a que proporcionou as maiores médias de
produtividade de graos, o que, segundo os autores, indica que a cultura apresenta maior
exigéncia de nitrogénio do que ¢é recomendado na literatura.

Além da adubacao nitrogenada via fertilizantes minerais, o suprimento de
nitrogénio no feijdo-comum pode ser realizado por meio da FBN. No entanto, ao contrario
da soja, a inoculagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio do género Rhizobium no
feijdo-comum, nem sempre ¢ suficiente para suprir toda demanda deste nutriente, uma
vez que ainda ndo ha resultados consistentes que possibilitem a recomendacao desta
técnica para substituicdo total dos fertilizantes nitrogenados nas condigdes de cultivo
brasileiras (Coelho et al., 2021). Porém, apesar de ndo suprir toda a exigéncia do nutriente
requerida pela cultura, a FBN pode promover redu¢des no uso da adubagao nitrogenada,

representando uma economia consideravel aos produtores (Bertoldo et al., 2015).

2.3 FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO (FBN)

Embora seja o principal constituinte do ar (cerca de 80%), na atmosfera, o
nitrogénio encontra-se sob uma forma quimica indisponivel para assimila¢do de animais
e plantas. Isto ocorre devido a elevada estabilidade do gas Nz, que apresenta uma forte
ligacdo tripla entre seus d&tomos. Entretanto, os gases atmosféricos que se difundem pelos
espagos porosos do solo conseguem ser aproveitados por alguns microrganismos capazes
de transformar o nitrogénio atmosférico em formas assimilaveis, como a amodnia (NH3).
Neste processo, uma enzima catalizadora presente nestes microrganismos, a nitrogenase,
¢ capaz de romper a tripla ligacdo do N> e reduzi-lo a NH3, processo conhecido como
fixacdo bioldgica de nitrogénio (Hungria et al., 2007).

Os microrganismos fixadores de nitrogénio sdo as denominadas bactérias
diazotréficas. Estas bactérias sdo capazes de se associar a plantas de diferentes espécies,
no entanto, a associacdo com plantas da familia Fabaceae (Leguminosae) representa a
maior contribuicdo do processo de fixagdao biologica de nitrogénio para a agricultura
(Wilker et al., 2019). A capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico € restrita & um
nimero limitado de grupos bacterianos, que inclui, principalmente, os géneros
Rhizobium, Agrobacterium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium e Herbaspirillum, cujas
respectivas espécies sao coletivamente denominadas rizobios (Shahrajabian et al., 2021).

Para que a FBN ocorra, as leguminosas se associam simbioticamente aos

rizobios, que interagem com as raizes das plantas formando estruturas especializadas
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denominadas nodulos (Kamfwa et al., 2017). No interior destes nédulos as bactérias
ficam alojadas e realizam a captura e fixacdo do nitrogénio atmosférico. A amonia,
resultante do processo de fixagdo, ¢ incorporada em compostos carbonicos e conduzida
dos nédulos para a parte aérea das plantas, onde ¢ utilizada na sintese de proteinas e outros
compostos nitrogenados fundamentais ao metabolismo da planta (Vargas et al., 2004).
Este processo ¢ classificado como simbidtico, pois os rizobios se beneficiam a partir do
fornecimento de carboidratos pelas plantas hospedeiras e as plantas sdo beneficiadas pela
amonia disponibilizada pelas bactérias (Garg e Geetanjali, 2007).

A formacgao dos nodulos radiculares nas leguminosas ocorre a partir de uma
intensa troca de sinais moleculares entre a planta e o rizobio (Mercante & Franco, 2000).
Inicialmente, a planta hospedeira libera exsudatos, em especial os flavonoides, que além
de atuarem como substancia atraente para a bactéria, também funcionam como indutores
de genes de nodulagdo, também chamados genes nod do rizébio (Lopez-Lara, 1995;
Perret et al., 2000). Apos ativos, estes genes fazem com que a bactéria sintetize os
denominados fatores nod, que sdo reconhecidos como oligossacarideos lipoquitinicos.
Tais fatores sdo responsaveis pelas alteragdes na morfologia das raizes das plantas na fase
inicial da infec¢do, em que ocorre o encurvamento do pelo radicular, inicio da divisao
celular no cértex da raiz e indu¢ao do meristema do nodulo (Gage, 2004).

Apos este processo, inicia-se a infec¢do das plantas propriamente dita, em que
ocorre a adesdo do rizobio aos pelos radiculares e posterior dissolucao da parede celular
vegetal, o que permite a entrada das bactérias nas raizes. A partir dai, forma-se o chamado
corddo de infeccdo, que se alonga em dire¢do ao cortex radicular, levando o rizébio até o
meristema do ndodulo (Gage, 2004; Prell & Poole, 2006). Por meio de uma série de
processos de divisdo, as células infectadas diferenciam-se, dando origem aos nddulos.
Assim que atinge a regido cortical das plantas, o rizobio perde sua capacidade de divisao
celular, se transformando em bacteroide, dando inicio, entdo, ao processo de fixagdo
biologica de nitrogénio (Mercante et al., 2002).

Devido a enzima nitrogenase ser extremamente sensivel ao oxigénio e ser
inativada na presenca deste (Gage, 2004), ao longo do periodo de estabelecimento da
simbiose, a planta passa a sintetizar proteinas nodulares especificas, denominadas
nodulinas. Dentre elas cita-se a leghemoglobina, que controla o fornecimento de oxigénio
para os tecidos do noddulo, garantindo protecdo a nitrogenase. Esta nodulina fica

localizada no citosol das células vegetais infectadas e confere aos nodulos uma coloragao
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rosea caracteristica, o que ¢ utilizado como indicativo da funcionalidade nodular em
avaliagdes (Vieira, 2017).

Todos os processos envolvidos no estabelecimento da simbiose podem ser
fonte de variabilidade genética vegetal. Fatores como a quantidade de exsudatos
liberados, facilidade de adesdo do rizobio aos pelos radiculares, dissolucdo da parede
celular vegetal, formagdo efetiva do corddo de infeccdo e dos nddulos e a sintese de
proteinas nodulares especificas, podem diferenciar as plantas mais eficientes
simbioticamente, fazendo com que alguns genotipos sejam melhores fixadores de
nitrogénio que outros. Dessa forma, cabe aos programas de melhoramento genético
definir as melhores estratégias de sele¢do. Para aumentar as chances de sucesso, deve-se
desenvolver e selecionar os genotipos em ambientes sob sistema de inoculagdo com
rizobio, favorecendo a expressao da FBN.

Para assegurar um ntimero suficiente de rizobios na zona radicular das plantas
e garantir uma nodulacdo efetiva, € necessario que seja feita a inoculagdo das sementes
na ocasido do plantio. O inoculante ¢ o produto que contém rizobios, utilizado pelo
agricultor para a inoculagdo de sementes (Sousa & Lobato, 2004). Estes produtos sao
fabricados para cada cultura especificamente, e, de acordo com a legislacao brasileira, os
inoculantes precisam apresentar um niimero minimo de 10° células vidveis da espécie de
rizébio por grama ou mililitro do produto (Sachetti & Vasconcelos, 2016). Este elevado
numero de células se faz necessario, pois no solo ha populacdes de rizobios nativas que
podem competir com os microrganismos inoculados, afetando a probabilidade de sucesso

da FBN (Sousa & Lobato, 2004).

2.3.1 FBN no feijao-comum

A familia Rhizobiaceae apresenta quatro géneros principais de bactérias
diazotroéficas: Rhizobium, Ensifer (anteriormente Sinorhizobium), Allorhizobium e
Agrobacterium (Dionisio et al., 2016). Destes, o primeiro € o que contém espécies que
realizam FBN de forma eficaz no feijado-comum. Nos centros de origem da cultura, a
espécie predominante nos ndédulos € a R. et/i. No entanto, muitas outras espécies de
bactérias diazotréficas ja foram encontradas em simbiose com o feijado-comum em locais
em que a cultura foi introduzida, como R. leguminosarum bv. phaseoli, R. gallicum bv.

phaseoli e R. giardinii bv. phaseoli (Martinez-Romero, 2003). Porém, a espécie R. tropici
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foi a que apresentou maior estabilidade simbidtica, além de ser bem adaptada a solos
acidos e temperaturas elevadas (Hungria et al., 2000; Hungria et al., 2003).

Apesar de o feijdo-comum se beneficiar do processo de FBN, a inoculagdo da
cultura com bactérias diazotroficas nao apresenta resultados consistentes que viabilizem
sua recomendacao para substituicdo de todo fertilizante nitrogenado nas condicdes de
cultivo brasileiras (Coelho et al., 2021). Diversos fatores podem ser limitantes a fixagao
de nitrogénio na cultura, que, como todo processo bioldgico, necessita de condi¢des
adequadas para expressar sua maxima eficacia. Tais fatores podem ser divididos em
bioticos, como a competi¢do existente entre as populagdes de rizobios nativos do solo e
aqueles provenientes da inoculacdo; e abioticos, dos quais cita-se o estresse hidrico, as
elevadas temperaturas, a incompatibilidade do inoculante com outros produtos aplicados
a semente e a fertilidade do solo (Ferreira et al., 2013).

Devido ao feijdo-comum ser originario das Américas, os solos destas regides
apresentam grande diversidade de espécies nativas de rizobios capazes de estabelecer
simbiose com a cultura (Grange et al., 2007; Torres et al., 2009). Isto sustenta a afirmacao
de que a leguminosa ¢ considerada um hospedeiro promiscuo e que existe grande
diversidade de interacdes entre as plantas e o rizébio (Moura et al., 2022). No entanto, a
maior parte das bactérias nativas apresentam baixa eficiéncia de FBN, apesar de sua alta
capacidade de nodulagdo, e acabam competindo com os rizobios inoculados pelos sitios
de infecgdo das plantas, obtendo vantagens por estarem presentes no solo em maior
numero (Shamseldin e Velazquez, 2020). Isto faz com que as respostas a inoculacao da
cultura nem sempre sejam satisfatorias.

O adequado fornecimento de 4gua para o feijdo-comum também ¢
considerado um fator chave para o bom desempenho da simbiose entre a cultura e o
rizobio (Devi et al.,, 2013; Polania et al., 2016). O estresse hidrico pode reduzir
significativamente o numero ¢ a biomassa dos nodulos e o nitrogénio fixado na parte
aérea das plantas, além de promover a diminui¢ao da habilidade competitiva das bactérias
inoculadas, uma vez que a populacdo nativa do solo geralmente apresenta-se melhor
adaptada a tal situacao (Tajini et al., 2012). Ramos et al. (1999) mostram, ainda, que as
condi¢gdes de estresse hidrico podem comprometer significativamente a atividade da
nitrogenase e diminuir o teor de proteinas e amido dos noédulos, o que contribui para um
aumento da senescéncia dos mesmos. Uma das possiveis solu¢des para tal problema

concentra-se na busca de cultivares de feijdo-comum tolerantes a condi¢des de seca,
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visando incrementos na FBN em regides predispostas a deficiéncia hidrica (Polania et al.,
2016).

A alta temperatura do solo em regides tropicais também ¢ um grande
obstaculo a FBN em culturas leguminosas. Este problema, juntamente com a baixa
umidade, sdo as principais causas de falhas na nodulagdo, o que afeta todos os estagios
da simbiose e limita o crescimento e sobrevivéncia dos rizobios no solo (Coelho et al.,
2021). Para o feijdo-comum, o ideal funcionamento dos n6dulos ocorre sob temperaturas
de 25 a 30°C e atinge niveis criticos sob temperaturas entre 30 e 32°C (Hernandez-
Armenta et al., 1989; Alexandre e Oliveira, 2013), o que ¢ preocupante, ja que a
temperatura do solo frequentemente ultrapassa 40°C no verdo das regides tropicais
(Hungria & Franco, 1993). Entretanto, cabe ressaltar que a espécie R. tropici, muito
utilizada para inoculagao do feijado-comum, pode fixar nitrogénio de forma adequada sob
temperaturas em torno de 40°C (Hungria et al., 2000; Hungria et al., 2003).

Outro fator que afeta a FBN no feijdo-comum ¢ a possivel incompatibilidade
entre os produtos aplicados durante o tratamento de sementes, principalmente os
fungicidas, e o inoculante, o que pode causar a senescéncia do rizobio (Oliveira et al.,
2018). A toxicidade dos fungicidas se manifesta de forma variavel, a depender do
principio ativo utilizado e da estirpe de rizobio inoculada. Em estudo realizado por
Kintschev et al. (2014), foi constatado que a aplicacdao de fungicidas, principalmente os
que apresentavam modo de agdo de contato, afetou a sobrevivéncia das estirpes de R.
tropici, além de proporcionarem redu¢do da nodulacdo e da produtividade do feijao-
comum. Dessa forma, segundo Cardillo et al. (2019), a inoculagdo via sulco de semeadura
¢ recomendada quando as sementes de feijio-comum forem tratadas com fungicidas, para
que nao haja contato direto das bactérias com os produtos e sua sobrevivéncia ndo seja
comprometida.

A baixa fertilidade natural e elevada acidez, muito observadas em solos
intemperizados, constituem importantes restricoes a FBN no feijdo-comum em regides
tropicais (Coelho et al., 2021). Em solos &cidos, o molibdénio encontra-se fixado a 6xidos
de ferro e aluminio e ligado a matéria organica. Ja o fosforo, nas mesmas condigdes,
apresenta baixa taxa de recuperagdo pelas culturas, pois a maior parte do nutriente fica
indisponivel devido a adsorcao, precipitacdo ou conversao para formas organicas (Chagas
et al., 2010). Estes dois nutrientes sdo considerados indispensaveis ao bom desempenho
da FBN no feijao-comum. Como a fixa¢ao de nitrogénio demanda grande gasto de energia

pelas plantas e o fosforo exerce importante papel no metabolismo energético das células,
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a deficiéncia deste nutriente impacta negativamente o crescimento e funcionamento dos
nédulos (Rousk et al., 2017). J4 o molibdénio estd envolvido no metabolismo do
nitrogénio, além de ser componente da nitrogenase e de outras quatro enzimas vegetais
que catalisam reagdes redox (Silva et al., 2017).

Outro fator relacionado a fertilidade que influencia de forma direta na fixagao
bioldgica sdo os niveis de nitrogénio presentes no solo, que, quando altos, reduzem a
nodulagdo e a eficiéncia das estirpes de rizébio (Reinprecht et al., 2020; Coelho et al.,
2021). Ao analisar 68 estudos de sete paises, Sousa et al. (2022) realizaram uma meta-
analise com o objetivo de investigar os efeitos da inoculagao com rizobio, em comparagao
com a fertilizagdo mineral nitrogenada, nos caracteres de nodulagdo e produtividade de
graos. Comparado com a adubagdo nitrogenada, a inoculagdo proporcionou aumento de
72,49% e 43,06% no nimero de ndédulos e massa seca de nddulos por planta. No entanto,
apesar de a inoculacdo com rizobio ter sido, em média, 12,31% menos eficiente que a
fertilizacdo mineral para produtividade de graos, resultados promissores para o carater
em condigdes de FBN foram identificados quando o feijdo-comum foi cultivado na
estacdo da seca, sob sistema de plantio direto, em solos de textura argilosa, baixa acidez
e alto teor de matéria organica.

Além dos fatores ja& mencionados, o ciclo curto da cultura também pode
influenciar no desempenho da associagdo entre a planta e a bactéria. Em geral, os
genotipos tardios, apresentam melhores taxas de nodulagdo que os precoces, uma vez que
estes ndo tém tempo suficiente para o acimulo satisfatorio de biomassa, que poderia
servir como fonte adequada de fotoassimilados para os nédulos, o que resulta em menores
quantidades de nitrogénio fixado (Kamfwa et al., 2015). No entanto, em estudo realizado
por Andraus et al. (2016), as cultivares de ciclo precoce e semi-precoce, quando
inoculadas com R. tropici, mantiveram seus nddulos ativos entre 19 a 47 dias apos a
emergéncia, trés dias a mais que as cultivares de ciclo regular.

Em geral, observam-se grandes variagdes nos resultados das pesquisas
relacionadas a FBN em feijdo-comum, o que aponta a inconsisténcia da eficiéncia
simbiotica na cultura (Coelho et al., 2021). Neste sentido, s3o necessarios nao apenas
estudos voltados a selecdo de cepas de rizobio mais eficientes em simbiose, mas também
de linhagens de feijao-comum melhor adaptadas ao processo de fixagdo bioldgica, uma
vez que a identifica¢do de linhagens melhoradas responsivas a fixa¢do pode possibilitar
o seu uso direto pelos agricultores e também facilitar a incorporagdo dessa caracteristica

por meio de cruzamento (Pereira et al., 2015).
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2.4 MELHORAMENTO GENETICO PARA FBN NO FEIJAO-COMUM

Os programas de melhoramento do feijdo-comum no Brasil estdo
predominantemente concentrados no setor publico de pesquisa (Lemos et al., 2020).
Dentre as instituicdes publicas que atuam diretamente com o melhoramento da cultura,
citam-se a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), o Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), a Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
(EPAMIG), o Instituto de Desenvolvimento Rural do Parand (IDR-PR) e as
Universidades Federais de Lavras (UFLA) e Vicosa (UFV). Empresas privadas como a
Agropecuaria Terra Alta e a Agro Norte Pesquisa e Sementes também tém se destacado
no desenvolvimento de cultivares com caracteres agrondmicos e de mercado desejaveis.

A produtividade de graos ¢ o carater de maior importancia para a cultura e o
mais priorizado pelos programas de melhoramento, pois esta relacionado a quantidade de
produto vendido e define o retorno financeiro aos participantes da cadeia de producao
(Pereira et al., 2019). Ao longo dos anos, os programas de melhoramento do feijado-
comum desenvolvidos por instituicdes publicas, alcancaram ganhos genéticos
consideraveis para o carater (Chiorato et al., 2010; Faria et al., 2013; Barili et al., 2016;
Faria et al., 2017; Lemos et al., 2020), o que garantiu o potencial produtivo de mais de
3900 kg ha! das cultivares recomendadas (Souza et al., 2019; Melo et al., 2022; Pereira
etal., 2022). Além da produtividade de graos, caracteres agronomicos, como a arquitetura
de plantas, ciclo, resisténcia as principais doengas da cultura, e aqueles relacionados a
qualidade dos graos, como o teor de nutrientes e fibras, tempo de cozimento e aparéncia,
também sdo importantes para a comercializag@o de cultivares (Pereira et al., 2019) e tém
sido priorizados pelos programas de melhoramento.

No entanto, historicamente, um aspecto que ndo foi trabalhado pelos
programas de melhoramento do feijdo-comum foi a FBN, o que resultou em avancgos
modestos para esta leguminosa (Ferreira et al., 2013; Coelho et al., 2021). No Brasil, os
estudos com FBN no feijao-comum tiveram inicio na década de 1960 (Dobereiner, 1966;
Franco e Ddbereiner, 1967). Desde essa época, ja era relatado que o feijao-comum nao
respondia satisfatoriamente a inoculagdo com rizébio em condi¢des de campo, muito
devido a auséncia de especificidade hospedeira (Franco e Dobereiner, 1967). Com os
estudos posteriores, ficou evidente que os resultados varidveis para a cultura sdo
consequéncias de diversos fatores, como o seu curto ciclo (Barradas e Hungria, 1989), a

alta populacao de estirpes nativas de rizobios capazes de nodular o feijoeiro (Vargas et
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al., 2000) e a sensibilidade da simbiose a altas temperaturas e baixa umidade do solo
(Hungria e Vargas, 2000).

Porém, apesar da identifica¢do de estirpes de rizobios (Rhizobium tropici)
eficientes, competitivas e tolerantes a estresses abidticos (Hungria et al, 2000; Hungria et
al., 2003), até hoje, apenas uma cultivar foi lancada como de alta capacidade simbiotica
e produtividade de graos no Brasil. A cultivar de graos pretos Ouro Negro, foi langcada no
inicio dos anos de 1990, sendo recomendada para plantio na safra de inverno, nos estados
de Minas Gerais e Rio de Janeiro (Henson et al., 1993). Assim, durante muitos anos, os
melhoristas de plantas desconsideraram a potencialidade da FBN para a cultura,
selecionando linhagens por seu rendimento em solos férteis, com aplicagdes de elevadas
doses de fertilizante mineral nitrogenado (Ferreira et al., 2013), o que reduz a nodulagao
e a eficiéncia do rizébio (Jiang et al., 2020; Sousa et al., 2022).

Quando as plantas sdao cultivadas em solos com alta disponibilidade de
nitrogénio, ¢ provavel que os genotipos com capacidade de simbiose reduzida apresentem
maiores rendimentos, uma vez que conseguem obter nitrogénio suficiente do solo sem
precisar alocar fotoassimilados para o desenvolvimento da simbiose com os rizobios (Liu
et al., 2020). Por esta razdo, o ideal seria que todas as etapas de melhoramento fossem
realizadas em solos cuja principal fonte de nitrogénio fosse proveniente da FBN. Porém,
a criagdo de programas de melhoramentos especificos demanda tempo e recursos, por
isso, at¢ o momento, ndo ha disponibilidade de cultivares atuais de feijao-comum
desenvolvidas especialmente para essa finalidade aos agricultores brasileiros (Dias et al.,
2020).

Além disso, um dos principais fatores que fazem com que a selegdo para FBN
nao seja realizada rotineiramente nos programas de melhoramento ¢ a sua fenotipagem
trabalhosa e cara, especialmente quando ¢ usado o método do isétipo 15N para obtengao
da quantidade de nitrogénio derivado da atmosfera (Kamfwa et al., 2015; Nagpal et al.,
2023). Varios caracteres de heranca complexa, incluindo nodulagdo, fotossintese,
acumulo de biomassa e particao de fotoassimilados para os nodulos estdo envolvidos na
FBN. Esses caracteres sdo controlados por muitos genes significativamente afetados pelo
ambiente, o que dificulta o melhoramento genético para FBN (Kamfwa et al., 2015).

Todos esses fatores fazem com que o feijado-comum seja uma das leguminosas
de menor eficiéncia simbiotica. Por exemplo, de 62 a 94% do N total em uma planta de
soja, lentilha, amendoim e ervilha ¢ derivado da FBN; 75% em feijao-fava; 54 a 58% em

feijdo-caupi, feijdo-guandu e grao-de-bico; e apenas cerca de 39% em feijao-comum
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(Dwivedi et al., 2015). Porém, com a constante busca por alternativas sustentaveis e
econdmicas, o0 melhoramento genético para FBN no feijdo-comum tem ganhado forca e
conquistado resultados positivos. Diversos estudos tém apontado a existéncia de
variabilidade genética para FBN na cultura (Pereira et al., 2015; Heilig et al., 2017b;
Kamfwa et al., 2019; Wilker et al., 2019; Dias et al., 2020; Pacheco et al., 2020;
Reinprecht et al., 2020), até mesmo sob condi¢des ambientais adversas, como deficiéncia
hidrica (Polania et al., 2016; Farid et al., 2017) e alta salinidade do solo (Faghire et al.,
2013), o que ressalta a viabilidade de programas voltados ao desenvolvimento de
linhagens de maior capacidade simbidtica.

Parte da variabilidade genética existente no feijdo-comum ¢ considerada
inexplorada em sua forma silvestre e poderia ser utilizada para melhorar e aumentar a
diversidade em sua forma domesticada (Gioia et al., 2019). Em estudo realizado por
Ferreira et al. (2010), avaliando 377 gendtipos silvestres de feijdo-comum, foi constatado
que 70%, 33% e 13% dos genotipos em analise, apresentaram maior peso relativo, peso
seco e numero de nodulos, respectivamente, em relacdo a cultivar Ouro Negro,
desenvolvida para alta resposta a FBN (Henson et al., 1993). Ja Wilker et al. (2019),
compararam o desempenho de variedades tradicionais com o de cultivares atuais de
feijdo-comum. Conforme os autores, cinco gendtipos tradicionais fixaram mais de 60%
de seu nitrogénio da atmosfera. Além disso, a produtividade de grdos nao foi
significativamente diferente entre os genotipos, o que sugere que incorporar variedades
tradicionais em programas de melhoramento modernos ndo traria impacto negativo no
rendimento de graos.

A identificacdo de genotipos ja disponiveis no mercado ou em fases finais de
programas de melhoramento com alta capacidade de fixacao de nitrogénio, também pode
ser uma estratégia eficaz para recomendagdo de cultivares em curto ¢ médio prazo
(Pereira et al., 2015). Dias et al. (2020) avaliaram o desempenho para FBN de 15
linhagens elite e cultivares de feijdo-comum preto inoculadas com R. tropici ou adubadas
com fertilizante nitrogenado. De acordo com os autores, as cultivares BRS FP403 ¢ BRS
Esteio apresentaram alta produtividade, além de alta adaptabilidade e estabilidade nos
dois sistemas de suprimento de nitrogénio. Além disso, a cultivar BRS Campeiro e a
linhagem CNFP 15177 apresentaram elevada nodulagao, sendo indicadas como genitoras
na formagao de populacdes base em programas de melhoramento para FBN.

A selegdo de genitores promissores, que apresentem genes ou complexos de

genes desejaveis € importante em qualquer programa de melhoramento. Dentre as
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ferramentas existentes para identificacdo desses individuos, estdo os cruzamentos
dialélicos, que permitem a recombinagdo de alelos favoraveis de diferentes genitores,
aumentando as chances de ocorréncia de genotipos superiores para caracteres alvo, nas
populagdes segregantes (Ferreira et al., 2018). No feijdo-comum, os cruzamentos
dialélicos tém sido um dos métodos mais utilizados para acessar as capacidades gerais e
especificas de combinagdo de genitores e hibridos, para diversos caracteres (Ferreira et
al., 2018; Moura et al., 2018; Di prado et al., 2019; Torres et al., 2021).

No entanto, estudos atuais envolvendo andlise dialélica para caracteres
relacionados a FBN ou geno6tipos avaliados em condi¢des de inoculagao com rizobio, ndo
foram encontrados na literatura. Franco et al. (2001), avaliaram a capacidade de
combinagdo para nodulagdo de dez hibridos obtidos a partir do cruzamento entre genitores
andinos ¢ mesoamericanos. De acordo com os autores, tanto os efeitos génicos aditivos
como ndo aditivos estdo envolvidos na nodulagdo do feijdo-comum oriundo do
cruzamento entre diferentes pools génicos, sendo aconselhavel que a selegdo para
nodulacdo seja feita nas geragdes com maior grau de endogamia. Ja Pereira et al. (1993),
avaliaram a capacidade de combinagao para nimero de nddulos de 45 hibridos de feijao-
comum e concluiram que a acao génica aditiva foi predominantemente importante para o
nimero de nodulos e que os genitores transmitem seu mérito genético para suas
progénies, conforme sua capacidade de nodulacao.

No feijado-comum, a maioria dos caracteres de importancia, assim como a
FBN, apresentam heranca quantitativa. Dessa forma, para realizar a selecdao de genotipos
que apresentem potencial de uso em programas de melhoramento, ¢ preciso estimar os
efeitos genéticos e ambientais que atuam na expressao desses caracteres, o que pode ser
feito por meio da estimagdao de parametros genéticos e seus componentes da variancia
(Vencovsky e Barriga, 1992; Cruz et al., 2012). A partir dessa abordagem, ¢ possivel
quantificar a fracdo herdével da variabilidade fenotipica de uma populagdo, determinando
o método mais adequado para conducdo dos gendtipos, além do ganho esperado com a
selecdao (Ramalho et al., 2012).

Em relacdo a herdabilidade dos caracteres relacionados a FBN, estudos
apontam valores de baixos a moderadamente altos (Bliss, 1993; Pereira et al., 1993; Farid
et al.,, 2017), principalmente devido a alta influéncia do ambiente e da interagdo de
genotipos com ambientes sobre estes caracteres. Em trabalho realizado por Farid et al.
(2017), a herdabilidade de alguns caracteres foi avaliada em uma populagcdo de 140

linhagens recombinantes de feijdo-comum, desenvolvidas a partir do cruzamento entre
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genotipos de alto e baixo potencial de FBN. De acordo com os autores, a herdabilidade
do carater porcentagem de nitrogénio total fixado da atmosfera foi de 48% em ambiente
com umidade adequada e de apenas 12% em ambiente seco, 0 que aponta maior eficiéncia
de selecdo para FBN em ambientes sem restri¢ao hidrica.

Os principais caracteres utilizados para selecdo de gendtipos de maior
eficiéncia simbidtica sdo aqueles relacionados a nodulacdo, como numero, peso e
atividade dos nodulos e ao acumulo de nitrogénio, como conteudo de nitrogénio na parte
aérea das plantas e quantidade de nitrogénio derivado da atmosfera (Ndfa) (Dias et al.,
2017). Existem varios métodos para mensura¢ao da Ndfa, como a técnica da abundancia
natural de N, dilui¢do isotopica de '°N, reducdo de acetileno, etc., que apesar de
constituirem a forma mais precisa, apresentam alto custo, devido a necessidade de
equipamentos especificos para as andlises (Fonseca-Lopez et al., 2020).

Segundo Tsutsumi et al. (2015), uma das principais dificuldades das
avaliagdes relacionadas a nodulagdo, ocorre devido as andlises serem destrutivas, o que
dificulta a selecdo direta. Uma das possiveis solucdes indicadas pelos autores sdo as
correlagdes entre caracteres, nos quais pode-se utilizar, por exemplo, o peso ¢ a
produtividade de graos como indicadores da eficiéncia simbiotica. Estudos tém mostrado
a existéncia de correlagdes positivas entre caracteres de producao e FBN no feijao-comum
(Ramaekers et al., 2013; Bertoldo et al., 2015; Kamfwa et al., 2015; Heilig et al., 2017b;
Barbosa et al., 2018). No entanto, Farid et al. (2017) e Reinprecht et al. (2020), ressaltam
que a selecao para ambos os caracteres deve ser realizada simultaneamente, devido as
correlacdes baixas ou ausentes. Esses resultados contrarios ressaltam a necessidade de
mais estudos para verificar a relacdo existente entre a FBN e o rendimento de gros.

O réapido desenvolvimento da gendmica nos ultimos anos também tem
garantido a oportunidade de se avaliar a expressdao e funcao de milhares de genes,
incluindo aqueles que desempenham relagdo com o processo de FBN. Os avancos em
técnicas moleculares resultaram no lancamento do genoma de referéncia do feijao-
comum (Schmutz et al., 2014), na criagdo de um chip de genotipagem de polimorfismo
de nucleotideo tinico (SNP) (Song et al., 2015) e em protocolos eficazes de genotipagem
por sequenciamento (Schroder et al., 2016), que permitiram a caracterizagao genética de
germoplasmas e a adocdo de métodos de melhoramento moleculares. A utilizagdo de
marcadores moleculares, por exemplo, pode auxiliar na selecdo indireta para FBN e
contornaria os desafios da selecao direta, o que pode contribuir para o desenvolvimento

mais rapido de cultivares de feijao-comum melhoradas (Kamfwa et al., 2015).
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Em relacdo ao mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) para FBN,
Kamfwa et al. (2019) encontraram dez QTLs associados a biomassa da parte aérea,
porcentagem de nitrogénio derivado da atmosfera, nitrogénio total derivado da atmosfera
e porcentagem de nitrogénio na semente. Alguns dos QTLs identificados no estudo se
sobrepuseram ou ficaram proximos de regides gendmicas para FBN anteriormente
relatadas para o feijdo-comum (Kamfwa et al., 2015; Heilig et al., 2017a; Kamfwa et al.,
2017). Isso sugere que os genes subjacentes a estas regides gendmicas tem expressao
estavel para FBN em diferentes backgrounds genéticos e ambientes e tém potencial para
serem utilizados na selecao assistida por marcadores moleculares.

Na literatura, diversos trabalhos sobre a influéncia do nitrogénio mineral na
FBN do feijao-comum podem ser encontrados (Barros et al., 2018; Jiang et al., 2020;
Pacheco et al., 2020; Reinprecht et al., 2020; Sousa et al., 2022). A maioria dos estudos
ressalta que a fertilizagdo nitrogenada promove rendimento de graos superior a
inoculagdo com rizobio, além de provocar um efeito inibitorio na nodulagao conforme o
aumento de sua dosagem. Vdrios trabalhos avaliando o desempenho de linhagens elite e
cultivares em ambientes de FBN também sao encontrados (Pereira et al., 2015; Polania
etal., 2016; Heilig et al., 2017b; Dias et al., 2020; Pacheco et al., 2020). No entanto, esses
gendtipos foram desenvolvidos e selecionados em solos adubados com nitrogénio
mineral, e, para melhor expressdo da FBN, o ideal seria que essa fonte de nitrogénio fosse
utilizada durante o processo de desenvolvimento das linhagens. Estudos avaliando o
desempenho de linhagens recombinantes (RILs) também podem ser encontrados
(Ramaekers et al., 2013; Heilig et al., 2017a; Kamfwa et al., 2017; Kamfwa et al., 2019),
muitos deles, com o objetivo principal de realizar analises moleculares para identificagao
de genes uteis no melhoramento para FBN.

No entanto, poucos estudos mostrando o desenvolvimento de linhagens de
feijdo-comum em sistemas exclusivamente dependentes de FBN sdo identificados na
literatura. Deve-se buscar tratar a fixacao bioldgica como uma caracteristica de interesse
no melhoramento genético, buscando resultados consistentes que viabilizem a
recomendacao da técnica para as condicdes de cultivo brasileiras. Neste sentido, o
programa de melhoramento do feijao-comum desenvolvido pela Embrapa Arroz e Feijao,
tem buscado desenvolver cultivares recomendadas para sistemas de cultivo dependentes
da FBN. No topico a seguir, serdo dados maiores detalhes sobre as pesquisas e resultados
que vém sendo alcancados pela Embrapa e quais as perspectivas futuras para o

melhoramento para FBN no feijao-comum.
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2.4.1 Melhoramento para FBN desenvolvido pela Embrapa Arroz e Feijao

A Embrapa Arroz & Feijao coordena um programa nacional para o
melhoramento genético do feijdo-comum, que abrange todas as regides produtoras do
pais. A avaliacao das linhagens desenvolvidas pelo programa ¢ organizada em uma rede
nacional que inclui estados produtores, responsaveis por mais de 90% da producdo
nacional. Essa rede avalia as linhagens mais promissoras em relagdo a produtividade de
graos, estabilidade e outros caracteres agronOmicas desejaveis, com o objetivo de
desenvolver cultivares que atendam as demandas da cadeia produtiva da cultura (Faria et
al., 2013).

A partir de 2007, o programa de melhoramento do feijao-comum da Embrapa
Arroz e Feijao, passou a incluir os ensaios de FBN em sua rotina de pesquisa e rede de
ensaios, com foco nos grupos comerciais carioca e preto. O primeiro passo, foi avaliar o
desempenho dos genotipos elite do programa em sistemas de FBN. Como esses gendtipos
apresentam alelos favoraveis para caracteres agrondmicos de interesse, a identifica¢do de
linhagens responsivas a FBN, permitiria seu uso direto pelos agricultores e facilitaria a
incorporagdo da caracteristica por meio de cruzamentos.

Os primeiros experimentos foram realizados na fase de VCU (Valor de
Cultivo e Uso), em quatro ambientes do Estado de Goids, na safra de inverno de
2007/2008. Em cada ambiente, as linhagens elite e cultivares foram avaliadas para
produtividade de graos em dois experimentos lado a lado: um com adubacao nitrogenada
(20 kg de N ha™! no plantio e 90 kg de N ha™' na cobertura) e outro com inoculagio com
rizébio. Os principais resultados para o grupo comercial carioca podem ser encontrados
em Pereira et al. (2015). Conforme os autores, houve diferencas na produtividade entre
as duas fontes de nitrogénio, com uma produtividade de graos maior obtida através da
fertilizagdo mineral nitrogenada. Apesar disso, foram identificados gendtipos com
produtividade semelhante nos dois sistemas de fornecimento de nitrogénio.

Os experimentos lado a lado foram repetidos nos ensaios de VCU dos anos
de 2011 e 2012, avaliando-se 19 linhagens para o grupo carioca e 15 para o grupo preto,
em Goias, Parana e Distrito Federal, nas safras das aguas, de inverno e seca, totalizando
uma combinacdo de onze ambientes. Nesses experimentos, além da produtividade de
graos, também foi avaliada a resisténcia a doengas como a antracnose ¢ mancha angular.
Para avaliacao dos caracteres de nodulag¢ao, mais dois ensaios lado a lado com os mesmos

genotipos foram conduzidos na safra das dguas de 2013 e de inverno de 2014.
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Os ensaios foram realizados para os grupos comerciais preto e carioca € 0s
resultados podem ser visualizados em Dias (2017) e Dias et al. (2020). Conforme os
autores, assim como observado nos VCUs de 2007/2008, as linhagens apresentaram
melhor produtividade de graos quando avaliadas com adubagao mineral nitrogenada. No
entanto, as fontes de nitrogénio ndo influenciaram na selecao dos melhores genotipos para
os dois sistemas, sugerindo que as melhores linhagens selecionadas sob adubagdo mineral
podem ser indicadas para ambientes sob inoculacdo. A inoculacio com rizobio
proporcionou maiores indices de nodulacao nos genotipos avaliados, no entanto, esta
maior nodulagdo ndo resultou em maior produtividade de graos, sugerindo a necessidade
de formar populagdes que combinassem genitores produtivos com genitores de boa
nodulagdo, e realizar a sele¢ao sob inoculacao.

Como variabilidade genética suficiente nao foi identificada nos ensaios de
VCUs, optou-se por recorrer aos ensaios preliminares, que estdo em fase anterior ao VCU
e continham um maior nimero de gendtipos. Assim, em 2012, as linhagens que
compunham os ensaios preliminares dos grupos comerciais preto e carioca foram
avaliadas apenas sob inoculacao, sendo encaminhadas para os ensaios avancados aquelas
de melhor desempenho. Os ensaios avangados foram conduzidos da safra de inverno de
2013 até a safra da seca de 2016, com 12 genotipos para o grupo preto e 15 para o grupo
carioca, em um total de 20 ambientes com inoculagdo e sem adubagdo com nitrogénio
mineral. Entretanto, nenhuma linhagem apresentou produgdo superior em sistema de
FBN. Porém, com as informag¢des do comportamento dos gendtipos elite nos ensaios de
VCUs, preliminares e avangados, em condigdes de inoculagcdo, varios genitores
promissores puderam ser identificados.

Paralelamente ao estudo das linhagens elite, os genotipos silvestres e os
pertencentes a colecdo nuclear de germoplasma da Embrapa também foram analisados.
Em 2008, 377 gendtipos silvestres de feijdo-comum do banco ativo de germoplasma da
Embrapa Arroz e Feijdo foram conduzidos em experimento de casa de vegetagdo, em
Santo Antonio de Goids - GO, para avaliacdao de caracteres relacionados a FBN, como
numero de nddulos, peso de nddulos secos e indice de nodulagdo. Conforme Ferreira et
al. (2010), cerca de 45% dos genotipos silvestres de feijdo-comum mostraram potencial
para serem utilizados como fonte alelos favoraveis para FBN. Dentre eles, quatro
gendtipos mostraram os melhores resultados, figurando entre as maiores médias de

numero de nddulos, peso de nddulos secos e indice de nodulagao.

32



De setembro de 2011 a marco de 2012, um grupo de 879 genotipos foi
avaliado, sendo 261 provenientes da colecdo nuclear de feijao-comum do México e 618
da cole¢do nuclear do Centro Nacional de Agricultura Tropical (CIAT, Colombia).
Ambas as colecoOes, continham materiais Mesoamericanos ¢ Andinos e estao atualmente
mantidos no Banco Ativo de Germoplasma de Feijado-comum da Embrapa. Dos 879
genotipos, 116 com maiores indices de nodulagdo foram selecionados e avaliados em uma
segunda fase, de agosto a outubro de 2012. Ambos os ensaios foram conduzidos em casa
de vegetagdo, em Santo Antonio de Goids — GO para avaliagao do numero de nodulos e
peso seco e especifico de nddulos. De acordo com Knupp (2015) e Knupp et al. (2017),
foi encontrada grande variabilidade entre os gendtipos dos dois pools génicos, com
muitos mostrando médias superiores as da cultivar Ouro Negro, utilizada como
referéncia. Ao todo, foram selecionados 26 gendtipos promissores, por sua alta nodulacao
e estabilidade de desempenho entre os ensaios realizados.

A partir de 2014, comegaram os cruzamentos entre os gendtipos identificados
como promissores para FBN. Foram realizados cruzamentos entre linhagens elite (elite x
elite), entre linhagens elite e gendtipos silvestres (elite x silvestre) e entre linhagens elite
e gendtipos da colecdo nuclear (elite x cole¢ao nuclear), para os grupos comerciais carioca
e preto. O objetivo principal era desenvolver populagdes que seriam conduzidas, desde
as primeiras geracdes, em condigdes de inoculagcdo com rizobio, visando favorecer a
expressao da FBN.

Os cruzamentos elite x elite para o grupo comercial preto compde o material
genético do presente estudo. Para obtencdo das populagdes segregantes foram realizados
cruzamentos em esquema dialélico completo, com oito genitores para o grupo preto e
nove para o grupo carioca. As populagdes foram conduzidas nas geragoes F» até Fs4 pelo
método bulk em quatro ambientes em Santo Antonio de Goias — GO e Brasilia-DF, nos
anos de 2015, 2016 e 2017. As populagdes mais promissoras foram utilizadas para
obten¢do de linhagens, que foram avaliadas em experimentos denominados testes de
linhagens, realizados a partir da coleta de plantas individuais das melhores populagdes,
na geracao Fs. As linhagens obtidas foram avaliadas para produtividade de graos, por dois
anos (inverno de 2021 e 2022), em Santo Antonio de Goias — GO, em solos cuja principal
fonte de nitrogénio foi a FBN. Os genétipos com melhor desempenho no teste de
linhagens serdo encaminhados para os ensaios avancados, em multiplos ambientes.

Em 2015, foram realizados cruzamentos entre gendtipos elite x silvestre,

seguidos de um retrocruzamento com o genitor elite, para obtencdo das populacdes
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segregantes para os grupos carioca e preto. As populagdes foram conduzidas das geracoes
F> até F4 pelo método bulk. Na geragdo Fs, em 2018, as melhores populagdes foram
selecionadas para coleta de plantas individuais e obtengdo das linhagens Fa4.:5, que foram
encaminhadas para os testes de linhagens, conduzidos nos anos de 2019 e 2020. Todas os
ensaios foram realizados em Santo Antonio de Goias - GO, na safra de inverno, sem
aduba¢do mineral nitrogenada e com inoculacdo com rizobios, com avaliagdes da
produtividade de graos, massa de 100 graos e aspecto visual dos graos. Os gendtipos com
melhor desempenho nos testes de linhagens foram encaminhados para os ensaios
avancados em seis ambientes nos Estados de Goias e Parana, nos anos de 2021 e 2022.

Os resultados dos ensaios avancados das linhagens provenientes do
cruzamento elite x silvestre para o grupo comercial carioca foram apresentados por
Caetano (2023). Conforme o autor, o fornecimento de nitrogénio exclusivamente por
FBN nao conseguiu desenvolver linhagens, oriundas de germoplasma silvestre, mais
produtivas que as cultivares desenvolvidas em sistema com uso exclusivo de nitrogénio
mineral e as linhagens oriundas de germoplasma silvestre serdo indicadas como genitoras
para formacao de novas populacdes base.

A perspectiva € que, destes ensaios avancados, algumas linhagens sejam
selecionadas para os ensaios de VCU, com possibilidade de se tornarem cultivares de alta
produtividade de graos, recomendadas para sistemas de FBN. A partir dos detalhes
apresentados, nota-se o esfor¢o experimental e de pesquisa que vem sendo feito pelo
programa de melhoramento do feijao-comum da Embrapa Arroz e Feijao, com o objetivo
de tornar a FBN pratica difundida na producdo da cultura. A conquista de resultados
positivos, sem comprometer os ganhos em produtividade, beneficiaria pequenos e
grandes produtores, com a reducao direta dos custos de produc¢ao, além do meio ambiente,

com a diminui¢ao dos danos provocados pelo uso do nitrogénio mineral.
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3. SELECAO DE GENITORES E POPULACOES SEGREGANTES DE FEIJAO-
COMUM PRETO DESENVOLVIDOS EM SISTEMA EXCLUSIVO DE
FIXACAO BIOLOGICA DE NITROGENIO

RESUMO

A capacidade de fixacao biologica de nitrogénio (FBN) do feijdo-comum ¢
caracterizada como baixa em comparacdo com outras leguminosas. A inoculagdo com
rizobios nas fases iniciais dos programas de melhoramento pode ser uma estratégia eficaz
para o aumento da capacidade simbidtica da cultura. O objetivo foi selecionar genitores
e populacdes segregantes de feijdo-comum de graos pretos, desenvolvidos
exclusivamente sob FBN, promissores para produtividade de graos e massa de 100 graos.
Foram obtidas 28 populacdes segregantes a partir de cruzamentos em esquema dialélico
completo entre oito genitores. Os genitores selecionados apresentavam graos do tipo
preto, alta produtividade e potencial para FBN. As populagdes segregantes foram
avaliadas em solos cuja principal fonte de nitrogénio foi a FBN, nas seguintes
geragdes/ambientes: geracao F», na safra de inverno de 2015; geragcdo F3, na safra de
inverno de 2016; geracdo F4, na safra de inverno de 2017, em Santo Antonio de Goids —
GO; e geragao Fs4, na safra das aguas de 2017, em Brasilia-DF. Foram avaliados os
caracteres massa de 100 graos e produtividade de grdos. A andlise dialélica mostrou a
existéncia de efeitos aditivos e ndo-aditivos no controle genético dos caracteres, com
predominancia de efeitos aditivos para a massa de 100 graos e de efeitos ndo-aditivos
para a produtividade de graos. As maiores estimativas de capacidade geral de combinacao
(gi), na andlise conjunta, para o carater massa de 100 graos, foram observadas para os
genitores BRS FP403, CNFP 15188 e BRS Esteio, enquanto que os genitores BRS
Esplendor e CNFP 15310 foram os mais indicados para formar populagdes com maior
produtividade de graos, em sistemas de FBN. As populacdes BRS FP403 / BRS
Esplendor e BRS FP403 / CNFP 15310, aliaram boas estimativas de médias e capacidade
especifica de combinacao (s;;) para os dois caracteres, sendo promissoras para extragao
de linhagens superiores em condigdes de inoculagdo.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, fixacdo simbidtica de nitrogénio,
rizobios, capacidade combinatoria.

ABSTRACT

SELECTION OF PARENTS AND SEGREGATING POPULATIONS OF BLACK
COMMON BEAN DEVELOPED IN AN EXCLUSIVE BIOLOGICAL NITROGEN
FIXATION SYSTEM
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The nitrogen fixation capacity of common bean is characterized as low
compared to other legumes. Inoculation with rhizobia in the early stages of breeding
programs can be an effective strategy to increase the symbiotic capacity of the crop. The
objective was to select parents and segregating populations of black-seeded common
bean, developed exclusively under nitrogen fixation, promising for grain yield and 100-
grain weight. Twenty-eight segregating populations were obtained from crosses in a
complete diallel scheme among eight parents. The selected parents had black-seeded type,
high productivity, and potential for nitrogen fixation. The segregating populations were
evaluated in soils where the main source of nitrogen was nitrogen fixation, in the
following generations/environments: F> generation, in the winter crop of 2015; F;
generation, in the winter crop of 2016; F4 generation, in the winter crop of 2017, in Santo
Antonio de Goids — GO; and F4 generation, in the rainy season crop of 2017, in Brasilia-
DF. One hundred-grain weight and grain yield were evaluated. Diallel analysis showed
the existence of additive and non-additive effects in the genetic control of traits, with
predominance of additive effects for grain weight and non-additive effects for grain yield.
The highest estimates of general combining ability (gi), in the joint analysis, for the 100-
grain weight, were observed for the parents BRS FP403, CNFP 15188, and BRS Esteio,
while the parents BRS Esplendor and CNFP 15310 were the most suitable for forming
populations with higher grain yield, in nitrogen fixation systems. The populations BRS
FP403 / BRS Esplendor and BRS FP403 / CNFP 15310 combined good estimates of
means and specific combining ability (sj) for both traits, being promising for the
extraction of superior lines under inoculation conditions.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, symbiotic nitrogen fixation, rhizobia,
combinatorial capacity.

3.1 INTRODUCAO

O feijado-comum (Phaseolus vulgaris L.) ¢ uma das leguminosas mais
importantes para a alimentagdo humana, com cultivo mais expressivo nos tropicos da
América Latina e nas regides leste e sul da Africa (Barbosa et al., 2018). E
nutricionalmente rico em ferro, proteinas, fibras e carboidratos essenciais na nutricdo da
populagdo, especialmente em paises em desenvolvimento (Polania et al., 2016; Wilker et
al., 2019). No Brasil, a cultura é produzida principalmente por pequenos agricultores,
através da pratica da agricultura familiar, com cultivos em condigdes desfavoraveis e uso
minimo de insumos. Isso faz com que a média nacional de produtividade para o feijao-
comum do tipo preto seja de 1.617 kg.ha! (CONAB, 2024), em contraste com o potencial
produtivo de mais de 4.000 kg.ha™! das cultivares melhoradas (Costa et al., 2011; Pereira
et al., 2013; Souza et al., 2019).

A deficiéncia de nitrogénio (N) ¢ um dos principais fatores limitantes da

produtividade de graos do feijdo-comum (Maia et al., 2017). Por isso, o uso de altas doses
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de fertilizantes nitrogenados (até 180 kg ha! de N) é comum entre os produtores mais
tecnificados, para aumento da biomassa vegetal e do rendimento de graos (Soratto et al.,
2017). No entanto, menos de 50% do N aplicado sob a forma de fertilizantes ¢
efetivamente aproveitado pelas plantas. A maior parte do nutriente aplicado ¢ facilmente
perdida pelos processos de lixiviagdo, volatilizagdo e desnitrificacdo, o que além de
representar altos custos econdomicos para os produtores, também traz altos custos
ambientais (Figueiredo et al., 2016; Farid et al., 2017).

Uma estratégia atrativa do ponto de vista ambiental e econdmico para
substitui¢do, parcial ou total dos fertilizantes minerais nitrogenados ¢ a exploragdao da
fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN). Nesse processo, leguminosas como o feijao-
comum, associam-se simbioticamente com bactérias de solo do género Rhizobium,
popularmente conhecidas como rizébios, que convertem o nitrogénio atmosférico (Nz)
em amonia (NH3), forma assimilavel pelas plantas (Kamfwa et al., 2019). Além de ser
uma alternativa sustentdvel e promissora para cultivos organicos, estudos tém
demonstrado a superioridade econdmica da FBN em relagdo a adubagdo com nitrogénio
mineral para o feijdo-comum (Soares et al., 2015; Mercante et al., 2017). Isso ocorre
devido a ampla variagao nos precos dos fertilizantes nitrogenados, que pode impactar
significativamente os custos de producao (Soares et al., 2015).

No entanto, a eficiéncia da simbiose entre bactérias e plantas varia entre as
leguminosas e o feijdo-comum ¢ frequentemente caracterizado como pobre fixador de
nitrogénio (Franco et al., 2001; Martinez-Romero, 2003; Kamfwa et al., 2019; Reinprecht
et al., 2020). Parte desses resultados pode ser atribuida aos baixos esfor¢os de alguns
programas de melhoramento para incremento da FBN na cultura (Kamfwa et al., 2019),
o que pode ter levado a perda de fendtipos eficientes no decorrer do tempo (Wilker et al.,
2019). Ao longo dos programas de melhoramento, a selecao das linhagens ocorreu em
solos com elevadas doses de nitrogénio mineral, o que comprovadamente reduz a
capacidade de fixacdo simbiotica em leguminosas (Schipanski et al., 2010; Reinprecht et
al., 2020; Sousa et al., 2022). Isso ocorre, pois a FBN ¢ um processo que demanda energia
das plantas e menor gasto energético € necessario para absorver o nitrogénio mineral
(McKenzie et al., 2001).

Porém, apesar das constatagdes mencionadas, significativa variabilidade ja
foi identificada entre gendtipos de feijdo-comum para incremento da FBN (Farid e
Navabi, 2015; Pereira et al., 2015; Andraus et al., 2016; Dias et al., 2020). Barbosa et al.

(2018), testaram 98 genotipos de feijdo-comum e encontraram capacidade de fixacao de
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nitrogénio variando de 0,6 a 82,6 kg ha™! de N fixado, o que representa uma faixa de zero
a 47,17% de nitrogénio derivado da atmosfera. Alguns trabalhos também relataram
superioridade dos genotipos mesoamericanos em relacdo aos andinos para a capacidade
fixadora de nitrogénio (Knupp et al., 2017; Wilker et al., 2019).

Os fatores expostos ressaltam a importancia de programas de melhoramento
especificos para o desenvolvimento de linhagens de maior capacidade simbidtica, que se
iniciam com a sele¢do eficiente de genitores e populacdes segregantes. Para auxiliar nessa
selecdo, os cruzamentos dialélicos sao particularmente uteis, uma vez que permitem que
alelos favoraveis de diferentes genitores se recombinem, aumentando a probabilidade de
ocorréncia de gendtipos superiores (Ferreira et al., 2018). No entanto, ndo foram
encontrados estudos recentes voltados para a sele¢do de genitores e populacdes
segregantes em sistemas dependentes de FBN (Pereira et al., 1993; Franco et al., 2001),
principalmente em condi¢des de campo, considerando os efeitos ambientais.

Assim, a selecdo de genitores e populacdes segregantes de feijado-comum, em
ambientes cuja principal fonte de nitrogénio ¢ a FBN, desde as fases iniciais do programa
de melhoramento, pode ser uma estratégia adequada para melhorar a capacidade
simbiotica da cultura. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi selecionar genitores e
populacdes segregantes de feijdo-comum de graos pretos, desenvolvidos exclusivamente

sob FBN, promissores para produtividade de graos e massa de 100 graos.

3.2 MATERIAL E METODOS

O programa de melhoramento do feijdo-comum da Embrapa Arroz e Feijao,
desde 2007, tem conduzido um subprograma especifico para FBN na cultura, com foco
nos grupos comerciais carioca e preto. Desde entdo, centenas de cultivares e linhagens
elite foram fenotipadas em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a FBN. No
entanto, as médias de produtividade em sistemas com FBN foram, na maioria das
situagoes, inferiores as obtidas com nitrogénio mineral (Pereira et al., 2015; Dias et al.,
2020). Com o objetivo de favorecer a expressao da FBN, a partir de 2014, foram
realizados cruzamentos entre os gendtipos promissores identificados nas avaliagdes
iniciais, para desenvolver populagdes a serem conduzidas, desde as primeiras geragdes
segregantes, em condi¢des de inoculagao com rizébio.

Os cruzamentos entre os genotipos elite para obtencdo das populagdes

segregantes para o grupo comercial preto, foram realizados em esquema dialélico
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completo entre oito genitores: as linhagens elite CNFP 10807, CNFP 15171, CNFP
15188, CNFP 15295 ¢ CNFP 15310 e as cultivares comerciais BRS Esteio, BRS
Esplendor e BRS FP403. A maioria dos genitores selecionados foi avaliada por Dias et
al. (2020) em onze ambientes, nos estados do Parana, Goids e Distrito Federal. Nesses
ensaios, foram realizados dois experimentos lado a lado: um com adubagao nitrogenada
(100 kg ha'! de N) e outro com inocula¢io com rizébio. No estudo, as cultivares BRS
FP403 e BRS Esteio apresentaram ampla adaptabilidade e estabilidade produtiva em
ambos os sistemas de cultivo, além disso, a cultivar BRS FP403 mostrou niimero € massa
seca de nodulos satisfatorios e alta massa de graos no sistema de FBN; a linhagem elite
CNFP 15188 apresentou resisténcia a antracnose em ambas as fontes de nitrogénio; e a
linhagem CNFP 15171 e a cultivar BRS Esplendor apresentaram resisténcia moderada a
mancha angular, além de produtividade de graos semelhante nos dois sistemas de cultivo.
Ja as linhagens elite CNFP 10807, CNFP 15310 e CNFP 15295 foram selecionadas a
partir de ensaios preliminares avangados e VCUs (Valor de Cultivo e Uso) da Embrapa
Arroz e Feijao e mostraram alta produtividade de graos em solos cuja principal fonte de
N foi a FBN.

Os cruzamentos controlados entre os oito genitores foram realizados em
Santo Antonio de Goias-GO, para obtencao de 28 populacdes que foram avangadas até a
geracdo F> em casa de vegetacdo. As populacdes foram avaliadas em quatro
experimentos. O experimento I foi composto pela geragdo F», semeada na safra de inverno
de 2015 em Santo Antonio de Goias — GO; o experimento II foi conduzido com a geragao
F3, na safra de inverno de 2016 em Santo Anténio de Goias — GO; o experimento III foi
composto pela gera¢do F4, semeada na safra de inverno de 2017 em Santo Antonio de
Goias — GO; e o experimento IV foi conduzido com a geragao F4, na safra das aguas de
2017 em Brasilia — DF. As sementes das geracoes F3 e F4 foram obtidas por amostragem
das geragoes F> e F3, respectivamente, colhidas em bulk dos experimentos I e II. Em todos
os quatro experimentos foram incluidas quatro testemunhas: as cultivares/genitores BRS
Esplendor, BRS Esteio ¢ BRS FP403 e IPR Uirapuru. Os 32 tratamentos, em todos os
experimentos, foram avaliados em delineamento de blocos completos casualizados com
quatro repeti¢des e parcelas de duas linhas de quatro metros, com espagamento de 0,5 m
entre linhas.

O clima das regides em que os experimentos foram conduzidos ¢ Aw, tropical
de savana, conforme a classificacdo de Koppen e o solo predominante ¢ o Latossolo

Vermelho-Escuro, de textura argilosa e relevo plano (Embrapa, 2018). A anélise de solo
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para cada local, indicou baixos teores de matéria organica, o que € caracteristico das areas
de pesquisa, devido ao uso intensivo do solo. As areas experimentais receberam adubacao
com P>Os e K>O no plantio, de acordo com as andlises de solo, ndo sendo realizada
adubagdo com nitrogénio mineral.

As sementes foram inoculadas com rizdbio para que a fonte principal de
nitrogénio necessaria para o desenvolvimento das plantas fosse proveniente do processo
de FBN. A inoculagdo das sementes foi realizada com inoculante turfoso preparado no
Laboratorio de Biologia do Solo da Embrapa Arroz e Feijao, composto pela mistura 1:1:1
das estirpes de Rhizobium tropici (SEMIA 4077 e 4088) e de R. freirei (SEMIA 4080),
registradas junto ao MAPA para o feijdo-comum. O inoculante possui uma densidade de
10° células g!' de turfa, e foi aplicado na propor¢do de 500 g do produto para 50 kg de
sementes. Uma solugdo de sacarose, na concentracdo 10%, foi utilizada para melhorar a
adesdo do inoculante turfoso as sementes. A solugado foi despejada sobre as sementes, que
foram agitadas para devida homogeneizacdo. Em seguida, o inoculante turfoso foi
aplicado e, novamente, as sementes foram agitadas para o espalhamento uniforme do
produto em sua superficie. As sementes foram secas a sombra ¢ a semeadura realizada
em até 24 horas para que as bactérias nao perdessem sua viabilidade.

Os caracteres avaliados foram a produtividade e a massa de 100 graos. A
produtividade de grios, ajustada para 13% de umidade, foi obtida em g parcela, ao
realizar a pesagem dos graos colhidos de todas as plantas das duas linhas, com posterior
conversdo para kg ha™l. J4 a massa de 100 grios foi obtida coletando-se 100 grios,
aleatoriamente, de cada parcela, para posterior pesagem e determina¢do da massa em
gramas (g).

Os dados foram submetidos a andlises de variancia individuais para cada
carater avaliado em cada ambiente. As andlises conjuntas envolvendo os quatro ambientes
foram realizadas ap6s verificada a homogeneidade das variancias residuais pelo teste de
Hartley (Ramalho et al., 2005). Foram estimados o coeficiente de variagdo experimental
(CV) e a acuracia seletiva (AS), para verificagao da precisdo experimental e as médias
foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott (1974), a 5% de probabilidade. Para determinar
se houve predominancia de interagdes simples ou complexas entre os ambientes, as
correlagdes de Spearman foram estimadas para os caracteres avaliados, considerando as
médias dos genotipos em cada experimento.

Os dados de massa de 100 graos e produtividade de graos foram submetidos

as andlises dialélicas individuais e conjuntas, conforme o método IV de Griffing (1956).
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A estimacao da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinagao e a obtencao
das somas de quadrados para a analise de variancia foram realizadas a partir do método
dos quadrados minimos. A andlise de variancia conjunta foi realizada considerando os

genotipos e ambientes como efeitos fixos, conforme o modelo a seguir:

Yiji=u+ta+g+gu+su+(@a)y+ (@Ga) + (sa)im + &in
Em que:
Y;i;; = valor médio do hibrido envolvendo os genitores i € i’ no ambiente I;
u = média geral,
a; = efeito fixo do ambiente I,
Ji, gir: efeitos fixos de capacidade geral de combinacdo do i-ésimo e i’-ésimo genitor,
respectivamente;
s;iy = efeito fixo da capacidade especifica de combinacdo para os cruzamentos entre os
genitoresiei’;
(ag)i, (ag)in, (as);y = efeitos fixos das interacdes de ambientes com os efeitos
descritos acima;
e;;1; = erro experimental médio associado ao cruzamento envolvendo os genitores i € 1°
no ambiente 1.

Os componentes quadraticos associados a capacidade geral de combinacao
(@cec) € a capacidade especifica de combinagdo (@P.gc) foram estimados pelo método
dos momentos com base nas esperancas dos quadrados médios. Todas as andlises

estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa computacional GENES (Cruz,

2013).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas do coeficiente de variacdao (CV) variaram de 3,6% a 8,4% para
massa de 100 graos e de 15,7% a 24,9% para produtividade de graos (Tabela 3.1), o que
aponta adequada precisdo experimental para os caracteres avaliados. Para produtividade
de graos, estimativas de CV pouco acima de 20% sdo esperadas, principalmente devido
a ampla variacao e alta influéncia ambiental que o carater apresenta, além do fato de as
populacdes estarem segregando. A precisdo experimental satisfatoria foi comprovada

pelas estimativas de acuracia seletiva, que foram altas (0,70 < AS < 0,90) ou muito altas
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(AS >0,90), o que indicou boa capacidade de discernir os genotipos superiores (Resende
& Duarte, 2007).

Foram detectadas diferencas significativas entre as populacdes para os
caracteres massa de 100 graos e produtividade de graos em todos os experimentos (Tabela
3.1). Isso indica que os cruzamentos entre genitores com alelos favordveis para caracteres
agrondmicos e de FBN foram eficientes para gerar variabilidade genética entre as
populacdes, em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixacdo bioldgica. As
testemunhas diferenciaram-se apenas para massa de 100 graos. O contraste das
testemunhas versus populagdes (T vs P) nao foi significativo para ambos os caracteres
em todos os experimentos. Isso indica que as populagdes experimentais atingem os
padrdes agrondmicos exigidos para exploragdo comercial, ressaltando o bom desempenho
desses genotipos, desenvolvidos para sistemas de FBN.

O efeito da capacidade geral de combinagdo (CGC) foi significativo para a
massa de 100 graos nos quatro experimentos (Tabela 3.1). Para a produtividade de graos,
ndo foram observadas diferencgas estatisticas para CGC apenas no experimento III.
Quanto a capacidade especifica de combinacao (CEC), ndo houve significancia apenas
no experimento Il para massa de 100 graos e nos experimentos I1 e [V para produtividade
de graos. Estes resultados apontam que hé diferencas na concentragdo de alelos favoraveis
entre os genitores e hibridos e que efeitos genéticos aditivos e ndo-aditivos podem ter
afetado a expressao dos caracteres nos genotipos avaliados em sistema de FBN.

As estimativas dos componentes quadraticos associados aos efeitos da CGC
(@cec) foram superiores aos componentes quadraticos associados aos efeitos da CEC
(@crc) para a massa de 100 graos (Tabela 3.1). Isso indica que, embora haja efeitos
genéticos nao-aditivos atuando na expressao do carater, houve predominio dos efeitos
genéticos aditivos nos quatro experimentos realizados. Resultados semelhantes foram
relatados para a massa de graos em feijao-comum (Atnaf et al., 2013; Gongalves et al.,
2015; Torres et al., 2021). A predominancia de efeitos aditivos para o carater aponta para
a possibilidade de selecionar progénies promissoras, ou seja, com maior tamanho de

graos, logo nas primeiras geracoes segregantes (F2, F3 e F4) (Cruz et al., 2012).
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Tabela 3.1. Quadrados Médios (QM) das analises dialélicas individuais de 28 populagdes e quatro testemunhas de feijio-comum preto avaliadas

em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixagao bioldgica, para massa de 100 graos (M100 - g) e produtividade de graos
(Prod - kg.ha™).

QM
Fonte de variagdo GL Experimento [* Experimento I1° Experimento III° Experimento IV4
M100 Prod M100 Prod M100 Prod M100 Prod
Genotipos 31 8,3" 267271 7,27 178679™ 11,17 336303 6,5 508181°"
Testemunhas (T) 3 26,77 231926 8,6" 161220 44,77 245732 19,9 369403
Populagdes (P) 27 6,6 280618 7,27 179550™ 7,8" 356347 53" 534973
CGC 7 17,8 420965™ 21,17 287240 22,3" 330027 14,17 1055680™
CEC 20 2,6 231497 2,4 141858 2,77 365559™ 2,27 352726
TvsP 1 0,6 12947 1,5 207523 0,5 66844 0,3 201120
Residuo 93 1,3 101500 2,8 86623 0,7 172266 0,8 243966
Pcec! - 0,7 13311 0,8 8359 0,9 6573 0,5 33821
Pcrc’ - 0,3 32499 0,1 13809 0,5 48323 0,3 27190
Meédia das Populagdes - 233 2009 20,1 1164 24,0 2504 23,4 3136
Média das Testemunhas - 23,1 1978 19,8 1286 24,1 2435 23,5 3256
Coeficiente de Variagao (%) - 49 15,9 8,4 249 3,6 16,6 3.9 15,7
Acuracia Seletiva - 0,92 0,79 0,78 0,72 0,97 0,70 0,93 0,72

F, em Santo Antonio de Goids no inverno de 2015; °F3 em Santo Anténio de Goids no inverno de 2016; °F4 em Santo Antonio de Goias no inverno de 2017; 9F4 em Brasilia
nas aguas de 2017;

'Componente quadratico associado a capacidade geral de combinacdo (CGC); 2Componente quadratico associado a capacidade especifica de combinagdo (CEC)
", *: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F.
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Para a produtividade de graos, os componentes quadraticos associados a CEC
foram superiores em todos os experimentos, com exce¢do do experimento IV, que
apresentou estimativas semelhantes para os componentes da CGC e CEC (Tabela 3.1). O
predominio de efeitos nao-aditivos no controle genético da produtividade de graos pode
resultar em hibridos com rendimentos superiores ao do melhor genitor e ¢ um indicativo
de que a selecdo de linhagens deve comegar em geracdes mais avancadas de endogamia
(Silva et al., 2013). No entanto, a menor propor¢ao de efeitos aditivos para produtividade
de graos nao ¢ comum para o feijdo-comum, principalmente em geracdes avancadas e
pode ser explicada pelo fato de os genitores serem cultivares ou linhagens previamente
selecionadas para produtividade e apresentarem menor variabilidade de alelos entre os
genitores, ou seja, situacdo muito especifica desta populacio (Cruz et al., 2012).

A andlise dialélica conjunta mostrou diferencas estatisticas entre as
populagdes para as capacidades geral (CGC) e especifica (CEC) de combinagao de ambos
os caracteres (Tabela 3.2). Assim como observado nas analises individuais, as estimativas
dos componentes quadraticos (P € Pcgc) mostraram predominancia de efeitos aditivos
para a massa de 100 graos e de efeitos ndo-aditivos para a produtividade de graos. O efeito
de ambientes foi altamente significativo para os dois caracteres, com porcentagem de
contribuicdo para a variacgao total de 30,2% para a massa de 100 graos e de 69,5% para a
produtividade de graos. Estes resultados apontam que os fatores relacionados as geragdes,
anos, safras e locais afetaram a expressdo dos caracteres nos genotipos avaliados em
sistema de FBN.

Os efeitos de geracdes, anos, safras e locais ficaram confundidos na fonte de
variacdo ambientes da andlise conjunta. Para o feijdo-comum, ¢ comum que haja
confundimento de efeitos em andlises dialélicas conjuntas, principalmente devido os
experimentos serem realizados ao longo de geragdes segregantes diferentes em até trés
safras por ano (Ferreira et al., 2018; Di Prado et al., 2019; Pereira et al., 2019; Torres et
al., 2021). Moura et al. (2018) realizaram um estudo com o intuito de identificar quais
efeitos mais influenciaram as estimativas dos pardmetros genéticos do dialelo. Nas
condigoes do estudo, foi identificada maior influéncia dos efeitos de safras ¢ locais em
relacdo ao efeito de geragdes para produtividade de graos. Conforme os autores, o efeito
de geragcdes nao foi importante, ou seja, as estimativas foram consistentes nas geragoes
Fi e F2, 0 que ¢ vantajoso, pois permite avaliagdes utilizando a geragao F», que apresenta
maior quantidade de sementes disponiveis para experimentacdo em varios ambientes,

além de indicar que ha repetibilidade de informacgdes entre as geracoes.
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Tabela 3.2. Quadrados médios (QM) das analises dialélicas conjuntas de 28 populagdes
e quatro testemunhas de feijdo-comum preto avaliadas em ambientes cuja
principal fonte de nitrogénio foi a fixagao bioldgica, para os caracteres
massa de 100 grios (M100 - g) e produtividade de grios (Prod — kg ha™).

- M100 PROD
Fonte de Variacao GL oM R2%) oM R2%)
Gendtipos 31 26,8" 20,8 446362 3,6
Testemunhas (T) 3 89,8™ 6,8 137520 0,1
Populagdes (P) 27 20,7 14,0 494592 3,5
CGC 7 65,9 11,6 770748™ 1,4
CEC 20 49" 2,5 397937 2,1
TvsP 1 0,1 0,0 70672 0,0
Ambientes (A) 3 401,1™ 30,2 88314943 69,5
Genotipos x A 93 2,1 4,9 281358 6.9
Testemunhas x A 9 3,4 0,8 290254" 0,7
Populagdes x A 81 2,0° 4,1 285632™ 6,1
CGCx A 21 3,17 1,6 441054 2,4
CECx A 60 1,7 2,5 231234° 3,6
(TvsP)x A 3 0,9 0,1 139254 0,1
Residuo Médio 372 1,4 - 151089 -
Pcec' ; 0,6 ; 1733 ;
Pcrc’ - 0,1 - 12901 :
Média das Populagdes - 22,7 - 2203 -
Média das Testemunhas - 22,6 - 2239 -
Coeficiente de Variacao (%) 5,3 - 17,6 -
Acuracia Seletiva 0,97 - 0,81 -

!Componente quadratico associado a capacidade geral de combinagdo (CGC); 2Componente quadratico
associado a capacidade especifica de combinagao (CEC)
**,*: significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F.

Os valores médios da massa de 100 graos e da produtividade de graos
apresentaram grande variagdo entre os ambientes para as populagdes (Tabela 3.1), o que
confirma a influéncia ambiental sobre estes caracteres. Para massa de 100 graos, as
médias variaram de 20,1 g no experimento Il a 24,0 g no experimento I11. A produtividade
de grios apresentou menor média no experimento II (1164 kg.ha), que esteve bem
abaixo dos valores dos demais experimentos. Um dos provaveis motivos pode ser o efeito
residual de um herbicida aplicado anteriormente na area experimental, para controle de
plantas invasoras em arroz. As maiores médias foram observadas para os experimentos I,
I e IV, que apresentaram produtividades de 2009 kg.ha'!, 2504 kg.ha! e 3136 kg.ha™!,

respectivamente.

56



Os locais e safras de avaliagdo também podem ser provaveis razdes para as
oscilagdes encontradas entre os ambientes para as médias de produtividade de graos. Ao
contrario do observado neste estudo, a safra de inverno costuma apresentar melhores
médias, uma vez que ¢ conduzida sob irrigacao, enquanto a safra das aguas ¢ caracterizada
pelo excesso e distribuigdao irregular das chuvas, o que predispde o surgimento de
doengas. Porém, os cultivos realizados em Brasilia e entorno, regides de altitude mais
elevada, também apresentam melhor desempenho (Pereira et al., 2011; Torga et al.,
2013).

Outro provavel fator para as variagdes nas médias pode estar relacionado a
FBN, uma vez que plantas noduladas sdo mais sensiveis a estresses abioticos. Em regides
tropicais, que apresentam grande variacao nas condi¢des climaticas conforme a época do
ano, altas temperaturas, baixa umidade e a acidez do solo sdo as principais causas de
falhas na nodulagdo, afetando a relacdo simbidtica, o desenvolvimento das plantas e a
sobrevivéncia dos rizobios no solo (Hungria e Vargas, 2000). Além disso, apesar de a
espécie Rhizobium tropici, muito utilizada em inoculantes comerciais para aplicacdo em
feijdo-comum, apresentar resisténcia intrinseca a condigdes abidticas diversas (Ormefo-
Orrillo et al., 2012), ainda sdo necessarios estudos acerca da eficiéncia desses rizobios
nodulares em solos submetidos a diferentes tipos de estresses (Shamseldin e Veldzquez,
2020).

As interacdes populagdes x ambientes e testemunhas x ambientes foram
significativas para os dois caracteres (Tabela 3.2), o que aponta um comportamento
diferencial dos genotipos entre os ambientes. As estimativas de correlagdo de Spearman
altas e significativas entre as médias dos quatro experimentos, apontam interagdo G x A
predominantemente simples para a massa de 100 graos (Figura 3.1A). Para produtividade
de graos, a maioria das estimativas foram baixas e nao significativas (Figura 3.1B), o que
¢ um indicativo de que a interag@o G x A foi predominantemente complexa, ou seja, houve
alteragdes no ranqueamento das populagdes entre os ambientes. Excecdo ocorreu para a
associacao entre as médias dos experimentos II e IV, que apesar de ter sido significativa,
apresentou valor entre 0,41 ¢ 0,60, indicando que as interacdes do tipo simples e complexa

nao foram diferentes (Dias et al., 2020).
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Figura 3.1. Correlacdes de Spearman entre as médias dos quatro experimentos (I: F2 em
Santo Antonio de Goias no inverno de 2015; II: F3 em Santo Antonio de Goias
no inverno de 2016; III: F4 em Santo Anténio de Goias no inverno de 2017; ¢
IV: F4 em Brasilia nas aguas de 2017) para os caracteres massa de 100 graos
(A) e produtividade de graos (B), avaliados em 28 populagdes e quatro
testemunhas de feijdo-comum preto em ambientes cuja principal fonte de
nitrogénio foi a fixagao biologica.

Para a massa de 100 graos, houve diferenga estatistica apenas para a interagao
CGC x ambientes (Tabela 3.2). A auséncia de interacdo para as estimativas de CEC com
ambientes, sugere que os efeitos ndo-aditivos foram mais estaveis que os efeitos aditivos
nos ambientes avaliados (Moura et al., 2018). J& para a produtividade de graos, as
interacdes CGC x ambiente e CEC x ambiente foram significativas, o que indica que os
genitores e combinagdes hibridas apresentaram um comportamento diferencial frente as
variagdes ambientais.

Em relagdo as estimativas de CGC (g;) para massa de 100 graos, os genitores
BRS FP403, CNFP 15188 ¢ BRS Esteio obtiveram as maiores estimativas positivas nos
quatro ambientes e na analise conjunta (Tabela 3.3), ou seja, estes genitores sdo superiores
aos demais, com relacdo ao comportamento médio dos cruzamentos. Para produtividade
de graos, destacaram-se os genitores BRS Esplendor e CNFP 15310, que apresentaram
estimativas de g; significativas e positivas na maioria dos ambientes e na analise conjunta.
Estes resultados apontam que estas linhagens apresentam alelos que contribuiram para o
incremento no rendimento de graos em ambientes voltados para FBN, nos cruzamentos

em que participaram.
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Tabela 3.3. Estimativas dos efeitos de capacidade geral de combinacao (g;) de oito linhagens de feijio-comum preto avaliadas em quatro ambientes
(Exp. L, II, IIT e IV), em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixagcdo bioldgica, para massa de 100 graos (M100 - g) e
produtividade de grios (PROD — kg ha™!).

M100 PROD

Genitores Exp. I! Exp.II° Exp.III° Exp.IV¢  Conj. Exp. I Exp. I Exp. 111 Exp. IV Conj.
CNFP 10807 0,15 -0,31 0,08 0,17 0,02 163,89  -118,04" 70,69 -103,53" 3,25
BRS Esteio 0,44° 0,15 0,96° 0,56 0,53" 14,34 -90,79° -127,31° -20,66 -56,10°
BRS FP403 1,28° 1,78° 1,49° 1,05 1,40° -24,95 24,71 24,98 -277,66" -63,23"
BRS Esplendor ~ -1,19 -0,53" -1,64" -0,74" -1,03" 58,93 194,88" 165,23" 357,05 194,02"
CNFP 15171 -0,90" -1,11° -0,73" -0,42" -0,79" -283,87" 116,92 -122,19" 238,26° -12,72
CNFP 15188 0,88" 0,93" 0,22° 0,69° 0,68" 6,59 -87,83" -138,56° -94,28 -78,52°
CNFP 15310 -0,56° -0,61° -0,14 -1,20° -0,63" 99,18 -40,38 113,15 54,34 56,57
CNFP 15295 -0,10 -0,31 -0,25" -0,12 -0,19" 34,12 0,54 14,02 -153,53" 43,27
o (g)' 0,22 0,32 0,16 0,18 0,11 60,83 56,20 79,25 94,31 37,11
o (gi-g) 0,33 0,49 0,25 0,26 0,17 91,97 84,96 119,81 142,59 56,08

2Avaliagdo da F2 em Santo Antonio de Goids no inverno de 2015; "PAvaliagdo da F3 em Santo Antonio de Goids no inverno de 2016; “Avaliagdo da F4 em Santo Antonio de Goids no inverno de
2017; YAvaliagdo da F4 em Brasilia nas dguas de 2017; 'Erro associado a capacidade geral de combinagdo; 2Erro associado a diferenga de gi do genitor i com o genitor j.
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Em estudo realizado por Torres et al. (2021), embora a cultivar BRS
Esplendor tenha se destacado para resisténcia a murcha-de-fusario, ndo foram
encontradas estimativas de g; significativas para produtividade de graos para este
genotipo, enquanto as cultivares BRS Esteio e BRS FP403 foram destaque para o carater,
com estimativas de g; positivas e significativas. Os autores avaliaram os genotipos na
mesma regido, anos e geragdes do presente estudo, em solos com adubagdo nitrogenada.
Assim, a fonte de nitrogénio utilizada pode ser uma das causas dos resultados contrarios
encontrados, ou seja, diferentes conjuntos de genes envolvidos no controle genético da
produtividade de graos podem ter sido expressos de acordo com o sistema de
fornecimento de nitrogénio utilizado, o que fez com que as cultivares genitoras
respondessem diferentemente quando avaliadas com nitrogénio mineral ou em sistema de
FBN.

Para massa de 100 graos, as médias das populagdes e testemunhas na analise
conjunta variaram de 20,06 gramas a 25,66 gramas (Tabela 3.4), valores semelhantes aos
relatados por Dias et al. (2020) em experimento utilizando inoculagdo com rizébio. O
genitor/testemunha BRS FP403 apresentou média superior a todos os genotipos. Em
relacdo as demais testemunhas, 35% dos genotipos apresentaram médias superiores ao
genitor BRS Esteio, 68% apresentaram médias superiores a cultivar IPR Uirapuru e o
genitor BRS Esplendor obteve a menor média dentre os genotipos avaliados. Devido as
exigéncias do mercado brasileiro por graos maiores, o incremento da massa de 100 graos
¢ muito importante para o aumento do valor de mercado do feijado-comum (Faria et al.,
2013). Para o tipo carioca, por exemplo, sdo preferidos graos mais graudos, com massa
de 100 graos superior a 25 gramas (Pereira et al., 2012), enquanto que para o feijao-
comum preto, graos com massa superior a 22 gramas sao aceitaveis.

Em relagdo a produtividade de graos, com base na analise conjunta, as médias
variaram de 1900 kg ha™! para a populagdio CNFP 10807 / CNFP 15295 a 2581 kg ha!
para a populagdo BRS Esplendor / CNFP 15188 (Tabela 3.4). Os genoétipos avaliados
formaram dois grandes grupos de médias. O primeiro grupo foi formado por 11
populagdes e as testemunhas BRS FP403, BRS Esplendor e IPR Uirapuru. J& o segundo
grupo, foi constituido por 17 populagdes e a testemunha BRS Esteio. As médias foram
semelhantes as encontradas em avalia¢des de feijdo-comum preto com inoculagdo com
rizobio (Dias et al., 2020) e adubag@o mineral nitrogenada (Pereira et al., 2019; Torres et
al., 2021; Carloni et al., 2022), o que evidencia o potencial das populagdes desenvolvidas

exclusivamente para sistema de FBN.
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Tabela 3.4. Estimativas de média e capacidade especifica (8;;) de combinagdo de 28

populagdes e quatro testemunhas de feijado-comum preto avaliadas em
ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixa¢do bioldgica, para
massa de 100 graos (M100 - g) e produtividade de grios (PROD — kg ha™'),
com base na andlise conjunta.

i M100 PROD

Genotipos — A ; ~
Média Sij Média Sij

BRS ESPLENDOR / CNFP 15188 22,3d -0,04 2581 a 261,76
BRS FP403 / BRS ESPLENDOR 23,6 ¢ 0,50° 2468 a 133,84"
BRS ESPLENDOR / CNFP 15295 21,5¢ 0,04 2406 a 51,76
CNFP 10807 / CNFP 15310 22,1d 0,03 2397 a 134,00
BRS ESPLENDOR / CNFP 15171 20,8 ¢ -0,03 2369 a -15,92
CNFP 15171 / CNFP 15295 21,7d 0,01 2367 a 219,317
BRS FP403 / CNFP 15310 243 b 0,83" 2366 a 169,48
CNFP 15171 / CNFP 15310 214 ¢ 0,11 2348 a 100,97
BRS ESTEIO / BRS ESPLENDOR 2l14¢ -0,75° 2344 a 3,03
BRS FP403 25,7 a - 2321 a -
CNFP 10807 / CNFP15171 21,8d -0,10 2315 a 120,98"
BRS ESPLENDOR 20,1 f - 2270 a -
IPR UIRAPURU 21,7d - 2258 a -
CNFP 10807 / BRS ESTEIO 229 ¢ -0,29° 2252 a 101,93
CNFP 10807 / BRS ESPLENDOR 21,8d 0,14 2211b -189,82"
BRS ESPLENDOR/CNFP 15310 21,1e 0,13 2209 b -244,65°
CNFP 15310/ CNFP 15295 21,7d -0,16 2189b -28,04
CNFP 10807 / BRS FP403 24,5b 0,39° 2186 b 42,93
BRS ESTEIO / CNFP 15310 22,0d -0,57° 2186 b -18,02
CNFP 10807 / CNFP 15188 23,7 ¢ 0,30° 2181b 53,16
BRS ESTEIO / CNFP 15188 239c -0,03 2153 b 84,45
BRS ESTEIO / CNFP 15295 242 b 1,197 2150 b 45,95
BRS FP403 / CNFP 15295 234c¢ -0,52° 2120 b 23,45
BRS ESTEIO 23,0c - 2106 b -
CNFP 15188 / CNFP 15310 22.4d 0,37 2068 b 113,737
CNFP 15188 / CNFP 15295 23,1 ¢ -0,10 2032b -49,26
BRS ESTEIO / BRS FP403 249 b 0,26° 2001 b -83,22°
BRS ESTEIO / CNFP 15171 22,6d 0,19 2000 b -134,11°
CNFP 15171 / CNFP 15188 233 ¢ 0,76 1992 b -120,56°
BRS FP403 / CNFP 15171 223d -0,95° 1957 b -170,67°
BRS FP40/ CNFP 15188 242 b -0,52° 1946 b -115,80°
CNFP 10807 / CNFP 15295 22,0d 0,47 1900 b -263,16
o (si)! - 0,25 - 81,88
o (sij - Sik)’* - 0,39 - 125,45
o (sj - )’ - 0,35 - 112,21

"Erro associado 2 sij; 2Erro associado a diferenga na capacidade especifica de combinagdo para izk e j#k; 3Erro
associado a diferenga na capacidade especifica de combinagao para izk, 1 e jZk, 1.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de médias de Scott Knott (5% de
probabilidade).
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Em estudos realizados para testar a performance de gendtipos elite de feijao-
comum sob diferentes fontes de nitrogénio, ndo foram identificadas linhagens que
apresentassem maiores rendimentos de graos com a fixagao biologica do que com uso de
adubacdo mineral, ou seja, as linhagens inoculadas com rizobio apresentaram
desempenho semelhante ou, na maioria das vezes, inferior as adubadas com fertilizante
mineral (Farid e Navabi, 2015; Pereira et al., 2015; Dias et al., 2020; Reinprecht et al.,
2020). De acordo com Pereira et al. (2015), parte desses resultados se deve ao fato de que,
ao longo dos programas de melhoramento, as linhagens foram desenvolvidas e
selecionadas em solos adubados com altos teores de fertilizante nitrogenado. Uma
correlagdo negativa entre a fixagdo biologica e o teor de nitrogénio disponivel no solo ja
foi consistentemente relatada na literatura (Schipanski et al., 2010; Tamagno et al., 2018;
Reinprecht et al., 2020; Sousa et al., 2022).

Dessa forma, desenvolver populacdes base a partir de genitores com alelos
favoraveis para caracteres agrondmicos e relacionados a FBN e conduzi-las, desde as
fases iniciais, em solos cuja principal fonte de nitrogénio ¢ a FBN, pode ser vantajoso
para o desenvolvimento de cultivares com alto desempenho produtivo sob fixagdo
biologica. Nas fases iniciais, como o volume de gendtipos para serem avaliados ¢ alto,
recomenda-se a avaliacdo de caracteres relacionados a produtividade, ja que tem sido
visto que a fixacdo de nitrogénio pode estar significativamente associada com o
rendimento de graos em leguminosas (Farid e Navabi, 2015; Heilig et al., 2017; Barbosa
et al.,, 2018). Em etapas mais avancadas do programa, recomenda-se a avaliacdo de
caracteres relacionados diretamente com a FBN, como nimero e atividade nodular (Dias
et al., 2020), teor de nitrogénio derivado da atmosfera, massa seca da planta (Jiang et al.,
2020), entre outros.

Para o melhorista, ¢ importante aliar estimativas significativas e de alta
magnitude da CEC (§;) a médias elevadas, envolvendo pelo menos um dos genitores com
estimativas de CGC favoraveis (Cruz et al., 2012). A magnitude do efeito da CEC ¢
relevante, pois aponta a dimensao da variabilidade que pode ser explorada em cada
populagdo, havendo maior probabilidade de obter segregantes transgressivos quando o
efeito da CEC ¢ elevado (Moura et al., 2016). A populagdo BRS Esteio/CNFP 15295 se
destacou por apresentar estimativas de §;; positivas e significativas em todos os ambientes
e na analise conjunta para massa de 100 graos (Tabela 3.4; Apéndice B) Também
merecem destaque as populagdes BRS FP403 / CNFP 15310, CNFP 15171/ CNFP 15188

e BRS FP403 / BRS Esplendor, que apresentaram estimativas positivas e significativas
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em pelo menos dois ambientes e na analise conjunta. Além de estimativas favoraveis de
Sij, 0s geno6tipos citados também apresentaram boas médias e pelo menos um genitor com
estimativas positivas e significativas de g;.

Em relagdo a capacidade especifica de combinacao (S;) para produtividade de
graos, nove populagdes apresentaram estimativas positivas e significativas na analise
conjunta (Tabela 3.4). Porém, as populagdes CNFP 10807 / BRS Esteio, BRS FP403 /
CNFP 15310, BRS Esplendor / CNFP 15188 e BRS FP403 / BRS Esplendor conseguiram
aliar boas estimativas de §;;, médias elevadas na maioria dos ambientes e na andlise
conjunta (Tabela 3.4; Apéndices A e B) e pelo menos um genitor com estimativa
favoravel de g; (Tabela 3.3). Cabe ressaltar que os cruzamentos BRS FP403 / BRS
Esplendor e BRS FP403 / CNFP 15310 também foram destaques para o carater massa de
100 graos. Assim, os genétipos oriundos desses cruzamentos sao promissores para O
melhoramento de linhagens superiores em termos de rendimento e massa de graos em

ambientes voltados para a FBN.

3.4 CONCLUSAO

Nos programas de melhoramento do feijdo-comum tipo preto, os genitores
BRS FP403, CNFP 15188 e BRS Esteio sdo indicados para formagdo de populagdes com
maior massa de graos e os genitores BRS Esplendor e CNFP 15310 sdo indicados para
formacao de populagdes com maior produtividade de graos para sistemas de cultivo com
fixacdo bioldgica de nitrogénio.

As populagdes BRS FP403 / BRS Esplendor e BRS FP403 / CNFP 15310 sao
as mais promissoras para extracdo de linhagens de feijado-comum preto que combinem
elevada massa e produtividade de graos em ambientes com fixacdo bioldgica de

nitrogénio.
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APENDICES

Apéndice A. Médias para os caracteres massa de 100 grios (M100 - g) e produtividade de grios (Prod — kg ha'') nos experimentos I, II, Il e IV e
na andlise conjunta, para as 28 populacdes e 4 testemunhas de feijio-comum preto avaliadas em ambientes cuja principal fonte de
nitrogénio foi a fixagao biologica.

Genotipos

Massa de 100 graos (M100)

Produtividade de graos (Prod)

Exp. I* Exp.II° Exp.III° Exp.IV¢ Conj Exp. I Exp. 11 Exp. Il  Exp. IV Conj
CNFP 10807 / BRS Esteio 23,25b 19,78b 24,53¢  24,18b  22,93¢  2076,50a 952,25b  2654,00a 3326,75a 2252,38a
CNFP 10807 / BRS FP403 24,75a 22,10a  26,28b 24,80b  24,48b 2198,25a 1189,00b 2759,00a 2598,75b 2186,25b
CNFP 10807 / BRS Esplendor ~ 22,00c 18,80b 23,40c  23,05¢  21,81d 1985,75b 1168,00b 2928,25a 2761,00b 2210,75b
CNFP 10807 / CNFP15171 22,50c 18,63b 22,78d  23,33¢  21,81d  2206,00a 1111,50b 2724,50a 3217,25a 2314,81a
CNFP 10807 / CNFP 15188 25,50a 20,90a 24,13¢ 24,18  23,68c  2281,50a 931,50b  2332,75b 3179,00a 2181,19b
CNFP 10807 / CNFP 15310 23,00c 19,68b 23,75¢  21,95d  22,09d 2332,00a 1128,75b 2598,50a 3529,25a 2397,13a
CNFP 10807 / CNFP 15295 22,75¢ 18,95b 23,30c  23,13¢  22,03d 1965,25b  962,25b  1956,25b 2716,75b 1900,13b
BRS Esteio/BRS FP403 25,00a 21,73a 27,35a 25,382  24,86b  1819,00b 886,25b  2523,50a 2774,25b 2000,75b
BRS Esteio / BRS Esplendor 22,00c 19,28b 22,63d 21,80d  21,43e 2219,75a 1461,00a 2266,25b 3430,00a 2344,25a
BRS Esteio / CNFP 15171 24,00b 19,58b 24,18c  22,63¢c  22,59d 2037,75a 1026,75b 2022,75b 2914,25b 2000,38b
BRS Esteio / CNFP 15188 23,75b  20,90a 25,58b 25,182  23,85¢c 2178,25a 1186,75b 2136,25b 3111,25b 2153,13b
BRS Esteio / CNFP 15310 23,00c 19,08b 23,60c  22,33d  22,00d 1989,00b 1097,75b 2519,50a 3136,75b 2185,75b
BRS Esteio / CNFP 15295 24,50a 21,23a  25,63b  25,43a  24,19b  1827,75b  996,00b  2643,00a 3132,75b 2149,88b
BRS FP403 / BRS Esplendor 24,50a 21,60a 23,63¢ 24,48b  23,55c 2093,50a 1424,50a 2829,00a 3524,75a 2467,94a
BRS FP403 / CNFP 15171 22,50c 19,25b 23,70c  23,90b  22,34d  1529,75b 1200,00b 1994,50b 3102,50b 1956,69b
BRS FP403 / CNFP 15188 24,00b 24,03a 24,45c 24,45b  24,23b 1954,00b 1253,75a 2093,25b 2482,00b 1945,75b
BRS FP403 / CNFP 15310 25,25a 21,83a  26,53b  23,50c  24,28b  2388,25a 1164,25b 3017,25a 2894,75b 2366,13a
BRS FP403 / CNFP 15295 24,50a 20,83a 24,73¢  23,40c  23,36c  1929,50b 1182,00b 2462,50a 2907,00b 2120,25b
BRS Esplendor / CNFP 15171  20,75d 18,40b 21,88 22,30d  20,83e  1810,75b 1272,25a 2632,75a 3759,00a 2368,69a
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Apéndice A (Cont.). Médias para os caracteres massa de 100 griaos (M100 - g) e produtividade de graos (Prod — kg ha') nos experimentos I, II,
IIT e IV e na andlise conjunta, para as 28 populacdes e 4 testemunhas de feijio-comum preto avaliadas em ambientes cuja

principal fonte de nitrogénio foi a fixacao bioldgica.

BRS Esplendor / CNFP 15188  23,68b 20,30b 21,63e  23,55¢  22,29d  2459,25a 1473,50a 2529,25a 3860,25a 2580,56a
BRS Esplendor /CNFP 15310 21,00d 18,83b 22,70d 22,05d  21,14e 1866,75b 1083,75b 2450,00a 3436,50a 2209,25b
BRS Esplendor / CNFP 15295  21,75¢ 20,28b  22,03e  21,93d  21,49¢ 1979,75b 1437,75a 2885,00a 3320,75a 2405,81a
CNFP 15171 / CNFP 15188 23,68b 20,58a 24,50c  24,53b  23,32¢  1247,75b 1197,00b 2183,50b 3337,75a 1991,50b
CNFP 15171 / CNFP 15310 21,50d 19,15b 23,00d 21,83d  21,37e 1792,75b 1589,00a 2456,75a 3554,00a 2348,13a
CNFP 15171 / CNFP 15295 22,50c 18,43b 23,33¢  22,55¢  21,70d  1734,00b 1456,50a 2781,25a 3494,75a 2366,63a
CNFP 15188 / CNFP 15310 23,50b 19,43b 24,43c¢  22,05d 22,35d 1924,00b 653,75b  2851,75a 2841,00b 2067,63b
CNFP 15188 / CNFP 15295 24,00b 20,13b 24,33¢  23,80b  23,06c  2056,75a 928,25b  2571,00a 2573,00b 2032,25b
CNFP 15310 / CNFP 15295 22,25¢ 19,00b 22,88d 22,65¢  21,69d 2364,25a 1192,00b 2314,25b 2883,75b 2188,56b
BRS Esplendor 20,00d 18,20b 20,88¢ 21,15d  20,06f 1818,50b 1426,50a 2744,00a 3091,00b 2270,00a
BRS Esteio 23,50b 19,78b 25,58b  23,33¢  23,04c  2250,75a 989,25b  2186,00b 2997,50b  2105,88b
BRS FP403 26,25a 21,73a  28,15a  26,53a  25,66a 1738,00b 1345,25a 2517,00a 3683,75a  2321,00a
IPR Uirapuru 22,50c  19,35b  21,98e  23,03c  21,71d  2106,50a 1384,00a 2293,25b 3250,00a  2258,44a
Média das populagdes 23,26 20,09 23,96 23,37 22,67 2008,85  1164,50  2504,16  3135,71  2203,30

Média das testemunhas 23,06 19,76 24,14 23,51 22,62 1978,44  1286,25  2435,06  3255,56  2238,83

Maximo 26,25 24,03 28,15 26,53 25,66 2459,25  1589,00 3017,25  3860,25  2580,56

Minimo 20,00 18,20 20,88 21,15 20,06 1247,75 653,75 1956,25  2482,00  1900,13

2Avaliacdo da F, em Santo Antdnio de Goids no inverno de 2015; PAvaliacdo da F; em Santo Antdnio de Goias no inverno de 2016; Avaliacdo da F4 em Santo Antonio de
Goias no inverno de 2017; YAvaliagido da F4 em Brasilia nas aguas de 2017; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de médias de

Scott Knott (5% de probabilidade).
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Apéndice B. Estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinacgao (s;;) para os caracteres massa de 100 graos (M100 - g) e produtividade
de grios (Prod — kg ha™!) nos experimentos I, II, IIl e IV e na andlise conjunta, para as 28 populacdes e 4 testemunhas de feijao-
comum preto avaliadas em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixag@o biologica.

Genétipos Massa de 100 graos (M100) Produtividade de graos (Prod)

Exp.I* Exp.II° Exp.1lI° Exp.IV¢ Conj Exp.I Exp.lI Exp.Illl Exp.IV  Conj
CNFP 10807 / BRS Esteio -0,61°  -0,16 -0,47" 0,08 -0,29" -110,58  -3,42 206,46 31523 101,93
CNFP 10807 / BRS FP403 0,06 0,53 0,75" 0,20 0,39 50,46 117,83 159,17 -155,77 42,93
CNFP 10807 / BRS Esplendor -0,22 -0,46 1,00" 0,25 0,14 -24591" -7333 188,17° -628,23" -189,82°
CNFP 10807 / CNFP15171 -0,01 -0,05 -0,53" 0,21 -0,10 317,13 -51,88 271,84" -53,19  120,98"
CNFP 10807 / CNFP 15188 1,217 0,18 -0,13 -0,05 0,30 102,17 -27,13  -103,54 241,117 53,16
CNFP 10807 / CNFP 15310 0,14 0,50 -0,15 -0,39" 0,03 60,09 122,67 -89,49  442,73" 134,00
CNFP 10807 / CNFP 15295 -0,57° -0,54 -0,49" -0,30  -047° -173,37° -84,75 -632,62° -161,89 -263,16"
BRS Esteio /BRS FP403 0,02 -0,30 0,94 0,40" 0,26 -179.24" -212,17" 121,67 -63,14  -83,22"
BRS Esteio / BRS Esplendor -0,51" -0,44 -0,66" -1,39"  -0,75" 137,63" 192,42° -275,83"  -42.10 3,03
BRS Esteio / CNFP 15171 1,20" 0,44 -0,02 -0,88" 0,19 29842° -163,88" -231,91" -439,06° -134,11"
BRS Esteio / CNFP 15188 -0,84"  -0,28 0,44" 0,56" -0,03 148,46" 200,88 -102,04 90,48 84,45
BRS Esteio / CNFP 15310 -0,15 -0,55 -1,19° -0,39°  -0,57° -133,37 64,42 29,51 232,64 -18,02
BRS Esteio / CNFP 15295 0,89 1,29 0,96" 1,62 1,19 -161,33" -7825 252,13 171,23 45,95
BRS FP403 / BRS Esplendor 1,15" 0,25 -0,19 0,79 0,50 50,67 40,42 134,63  309,65° 133,84
BRS FP403 / CNFP 15171 -1,14° -1,52° -1,03" -0,10  -0,95° -170,29° -106,13 -412,45" 6,19  -170,67"
BRS FP403 / CNFP 15188 -1,42° 1,22° -1,22° 0,677 -0,52"  -36,49 152,38" -297,33" -281,77" -115,80"
BRS FP403 / CNFP 15310 1,27 0,56 1,22 0,28 0,83" 305,17 1542 37496° -17.64 169,48"
BRS FP403 / CNFP 15295 0,06 -0,74" -0,47" 091" -0,52° -20,29 7,75 -80,66 202,48 23,45
BRS Esplendor / CNFP 15171 -0,42 -0,06 0,28 0,09 -0,03 26,84 -204,04" 85,55 27,98  -1592
BRS Esplendor / CNFP 15188 0,73 -0,20 -0,92" 0,23 -0,04 384,88" 201,96° -1,58  461,77° 261,76
BRS Esplendor /CNFP 15310 -0,51"  -0,12 0,52" 0,62" 0,13 -300,20" -23525" -332,54" -110,60 -244,65"
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Apéndice B (Cont.). Estimativas dos efeitos de capacidade especifica de combinagao (s;;) para os caracteres massa de 100 graos (M100 - g) e
produtividade de grios (Prod — kg ha!) nos experimentos I, II, Il e IV e na andlise conjunta, para as 28 populagdes e 4
testemunhas de feijdo-comum preto avaliadas em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixagao biologica.

BRS Esplendor / CNFP 15295 -0,22 1,02 -0,05 -0,59" 0,04 -5391 77,83 201,59 -18,48 51,76
CNFP 15171 / CNFP 15188 0,44 0,66 1,04" 0,89 0,76 -483.83" 3,42 -59,91 58,07 -120,56"
CNFP 15171 / CNFP 15310 -0,31 0,78" -0,10 0,08 0,11 -31,41 347,96 -3837 125,69 100,97
CNFP 15171 / CNFP 15295 0,24 -0,25 0,34 -0,28 0,01 43,13 174,54" 38526° 274,32" 219,31"
CNFP 15188 / CNFP 15310 -0,09  -0,99° 0,39 -0,81"  -0,37" -190,62" -382,54" 373,01 -254,77" -113,73"
CNFP 15188 / CNFP 15295 -0,04 -0,59 0,40 -0,15 -0,10 75,42 -148,96" 191,38" -314,89" -49.26
CNFP 15310/ CNFP 15295 -0,36 -0,18 -0,69" 0,60" -0,16 290,34 67,33 -317,08° -152,77 -28,04
G (si)! 0,48 0,71 0,36 0,39 0,25 134,63 12437 17539 208,72 81,88
o (sij - Sik)* 0,74 1,09 0,56 0,59 0,39 205,65 189,98 267,91 318,83 12545
o (s - sk)’ 0,66 0,97 0,50 0,53 0,35 183,94 169,92 23963 28517 11221

2Avaliagdo da F2 em Santo Antonio de Goids no inverno de 2015; "PAvaliagdo da F3 em Santo Antonio de Goids no inverno de 2016; “Avaliagdo da F4 em Santo Antonio de Goids no inverno de
2017; YAvaliagio da F4 em Brasilia nas aguas de 2017; 'Erro associado a sij; 2Erro associado & diferenga na capacidade especifica de combinagdo para ik € j#k; *Erro associado a
diferenga na capacidade especifica de combinagao para i#k, I e j#k, 1.
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4. PARAMETROS GENETICOS E SELECAO INDIRETA DE LINHAGENS
ELITE PARA EFICIENCIA NA FIXACAO BIOLOGICA DE
NITROGENIO EM FEIJAO-COMUM

RESUMO

A capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) do feijado-comum ¢
caracterizada como baixa em relacdo as demais leguminosas. A formacao e conducao de
linhagens em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio (N) seja a FBN, pode auxiliar
na selecao de genotipos especificos para esses ambientes. Os objetivos do trabalho foram:
(1) avaliar se a condug@o dos genotipos em ambientes cuja principal fonte de N ¢ a FBN,
foi eficiente para selecionar linhagens de bom desempenho simbidtico, usando a
produtividade de graos como critério de selecdo; (i) verificar a relagdo que os caracteres
relacionados a FBN estabelecem entre si € com os caracteres agrondmicos. Foram
avaliadas 76 linhagens de uma populacdo resultante do cruzamento entre genitores com
alelos favoraveis para produtividade de graos e FBN. Essa popula¢ao foi conduzida em
solos cuja principal fonte de N foi a inoculagdo com rizdbio, até a geragao Fs, fase em
que as linhagens foram selecionadas. As 76 linhagens e 5 testemunhas foram avaliadas
na safra de inverno de 2021 e 2022, em Santo Antonio de Goias-GO, em condigdes de
inoculagdo com rizobio. O delineamento experimental utilizado foi o latice triplo 9 x 9.
Foram avaliados a produtividade de graos, massa de 100 graos e o aspecto visual de graos.
Foi realizada a selecao direta das dez melhores e dez piores linhagens para o carater
produtividade de graos. As vinte linhagens selecionadas foram avaliadas em dois ensaios
de casa de vegetagdo, com cinco testemunhas, em delineamento de blocos completos
casualizados com quatro repeti¢des. Os caracteres avaliados foram teor de clorofila,
massa seca da parte aérea e da raiz, numero de nodulos, massas seca e especifica de
noddulos. Foi realizado o teste de Wilcoxon para comparacdo das médias dos dois grupos
de linhagens, analises de correlagdo genéticas e fenotipicas e de componentes principais
para verificar a existéncia de associagdo entre os caracteres. Houve diferenga significativa
entre os grupos de linhagens apenas para a massa especifica de nddulos, o que indica que
o desempenho simbiotico das linhagens nao diferiu estatisticamente para a maioria dos
caracteres. O resultado aponta que a condugao da populacao segregante em ambientes
cuja principal fonte de N foi a FBN, foi eficiente para manter na populacdo apenas
genotipos de melhor capacidade simbiotica e promover altos ganhos para produtividade
de graos. Houve importantes correlagdes significativas entre os caracteres avaliados. O
teor de clorofila e a massa seca da parte aérea foram indicados para selecao indireta de
genotipos de melhor desempenho simbiotico. Oito linhagens foram selecionadas para os
ensaios avancados, com o objetivo final de langar cultivares de feijdo-comum do tipo
preto recomendadas para ambientes de FBN.

Palavras-chaves: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, fixagcdo simbidtica de nitrogénio,
rizébios, nodulacao, FBN.
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ABSTRACT

GENETIC PARAMETERS AND INDIRECT SELECTION OF COMMON BEAN
ELITE LINES FOR NITROGEN FIXATION EFFICIENCY.

The nitrogen fixation capacity of common bean is characterized as low
compared to other legumes. The development and testing of lines in environments where
the main nitrogen source is biological fixation can aid in selecting specific genotypes for
these environments. The objectives of this study were: (i) to evaluate if the cultivation of
genotypes in environments where the main nitrogen source is biological fixation was
efficient in selecting lines with good symbiotic performance, using grain yield as a
selection criterion; (ii) to verify the relationship that traits related to biological nitrogen
fixation establish among themselves and with agronomic traits. Seventy-six lines from a
population resulting from the crossing of parents with favorable alleles for grain yield and
biological nitrogen fixation were evaluated. This population was grown in soils where the
main nitrogen source was inoculation with rhizobia until generation Fs, when the lines
were selected. The 76 lines and 5 checks were evaluated in the winter seasons of 2021
and 2022, in Santo Antonio de Goias-GO, under rhizobia inoculation conditions. The
experimental design used was a triple lattice 9 x 9. Grain yield, 100-grain weight, and
visual grain aspect were evaluated. Direct selection of the ten best and ten worst lines for
grain yield was performed. The twenty selected lines were evaluated in two greenhouse
trials, with five checks, in a randomized complete block design with four replications.
The evaluated traits were chlorophyll content, shoot and root dry weight, nodule number,
and dry and specific nodule weights. Wilcoxon test was conducted to compare the means
of the two groups of lines, as well as genetic and phenotypic correlation analyses and
principal component analyses to verify the existence of associations between the traits.
There was a significant difference between the groups of lines only for specific nodule
weight, indicating that the symbiotic performance of the lines did not statistically differ
for most traits. The result indicates that the cultivation of the segregating population in
environments where the main nitrogen source was biological fixation was efficient in
maintaining in the population only genotypes with better symbiotic capacity and
promoting high gains for grain yield. There were important significant correlations
between the evaluated traits. Chlorophyll content, shoot dry weight and specific nodule
weight were indicated for indirect selection of genotypes with better symbiotic
performance. Eight lines were selected for advanced trials, with the ultimate goal of
releasing recommended black common bean cultivars for biological nitrogen fixation
environments.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., Rhizobium, symbiotic nitrogen fixation, rhizobia,
nodulation, BNF.

4.1 INTRODUCAO

A fixagao biologica de nitrogénio (FBN) € uma caracteristica tipica da familia
Fabaceae. Nesse processo simbidtico, as bactérias, popularmente conhecidas como
rizobios, habitam os nodulos radiculares e fixam o nitrogénio atmosférico (N2), que €

utilizado pelas plantas em troca de carboidratos (Wilker et al., 2019). Dentre as vantagens
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da FBN estdo a redugdo dos custos de producao para os agricultores, pois a inoculagao
com rizdbio € mais econdmica em relacdo a adubacdo com nitrogénio (N) mineral, o que
pode aumentar o rendimento de graos em ambientes marginais e reduzir a contaminacao
das aguas subterraneas pelo processo de lixiviagdo do N mineral aplicado (Beaver e
Osorno, 2009).

No entanto, a eficiéncia simbiotica varia entre as leguminosas, € o feijao-
comum ¢ frequentemente caracterizado como pobre fixador de nitrogénio (Franco et al.,
2001; Martinez-Romero, 2003; Kamfwa et al., 2019; Reinprecht et al., 2020). A baixa
FBN do feijao-comum pode ser atribuida, em parte, ao curto ciclo da cultura (cerca de 90
dias) em comparagdo com outras leguminosas, como a soja (aproximadamente 120 dias)
(Beaver e Osorno, 2009), a nodulagdo promiscua com rizébios nativos (Moura et al.,
2022) e a sensibilidade desse processo bioldgico a estresses abioticos (Hungria e Vargas,
2000). Além disso, os baixos esforcos dos programas de melhoramento anteriores para
melhorar a FBN no feijdo-comum e a complexa arquitetura genética desse processo
bioldgico, também contribuiram para que poucos avangos fossem obtidos para a cultura
(Kamfwa et al., 2019).

A capacidade de fixag¢ao de nitrogénio nao tem sido uma prioridade dentro da
rotina da maioria dos programas de melhoramento do feijao-comum. Apesar da existéncia
de variabilidade genética para FBN tanto em genotipos silvestres e tradicionais (Knupp
etal., 2017; Wilker et al., 2019; Wilker et al., 2020) como em cultivares e linhagens elite
(Farid e Navabi, 2015; Pereira et al., 2015; Heilig et al., 2017b; Dias et al., 2020), a
incorporacao dessa variabilidade em cultivares tem tido pouco sucesso (Rodifo et al.,
2011).

Desenvolver um método de triagem da capacidade de FBN que possa ser
facilmente incorporado a rotina dos programas de melhoramento, ¢ essencial para acelerar
o progresso na selecdo de cultivares de feijdo-comum de maior eficiéncia simbiotica
(Heilig et al., 2017b). Para isso, um dos principais fatores que se deve considerar ¢ a
conducao dos gendtipos em solos cuja principal fonte de N seja a FBN, ja que a
fertilizagao com N mineral, comprovadamente, reduz a capacidade de fixa¢do simbiotica
em leguminosas (Schipanski et al., 2010; Jiang et al., 2020; Reinprecht et al., 2020; Sousa
et al., 2022).

Grande parte dos caracteres relacionados a FBN sdo de dificil mensuracao
(Oladzad et al., 2020; Nagpal et al., 2023). A necessidade de fenotipagem em todas as

geragdes segregantes pode elevar os custos com mao-de-obra, estrutura adequada e tempo
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disponivel. Durante as geragdes iniciais conduzidas sob inocula¢ao com rizébio, como o
volume de genotipos ¢ alto, a selecdo com base em caracteres de importancia para a
cultura e rotineiramente fenotipados pelos programas de melhoramento, como a
produtividade de graos, pode maximizar a eficiéncia da selecao e da alocacao de recursos.
A fenotipagem de caracteres relacionados a FBN, que ¢ fundamental para a recomendacgao
segura de cultivares para esse fim, poderia ser realizada em geragdes avangadas, com um
menor volume de gendtipos. No entanto, o uso desta abordagem depende de estudos que
avaliem se a produtividade de graos pode ser um indicativo confiavel da capacidade de
FBN nas condicdes especificas de cada estudo.

A selecdo de caracteres adequados para rastrear a variabilidade genética
associada a FBN ¢ importante para os melhoristas, mas tem recebido pouca atengdo
(Rodifio et al., 2011). A mensuragdo da capacidade de FBN pode ser feita de forma direta,
por meio da obtengao da quantidade de nitrogénio derivado da atmosfera (Ndfa), ou de
forma indireta, a partir da contagem do niimero de nddulos, obtencdo da biomassa das
plantas, biomassa nodular e teor de clorofila (Jiang et al., 2020). Existem varios métodos
para mensuracio direta da FBN (técnica da abundancia natura de '°N, dilui¢do isotdpica
de '°N, reducdo de acetileno, etc.), que apesar de constituirem a forma mais precisa,
apresentam alto custo, devido a necessidade de equipamentos especificos para as analises
(Fonseca-Lopez et al., 2020).

Variabilidade genética associada ao desenvolvimento de raizes e nodulos ja
foi relatada para o feijdo-comum (Rodifio et al., 2011; Ramaekers et al., 2013; Farid e
Navabi, 2015; Heilig et al., 2017a; Jiang et al., 2020). Assim, os caracteres utilizados para
mensuracdo indireta da FBN, podem ser vantajosos por ndo necessitarem de
equipamentos complexos para avaliagdes, apresentarem menor custo € maior rapidez na
obtencdo dos resultados (Fonseca-Lopez et al., 2020). No entanto, sdo necessarios mais
estudos no sentido de detectar a relagdo que estes caracteres estabelecem entre si e com a
produtividade de graos.

Dessa forma, ¢ crucial compreender a diversidade genética para rendimento de
graos, FBN e caracteres relacionados, bem como as associagdes existentes entre eles, para
melhorar eficientemente a fixagao de nitrogénio no feijdo-comum, sem comprometer sua
produtividade. Nesse sentido, os objetivos deste estudo sdo (i) avaliar se a condugdo dos
genotipos, por vdarias geragdes, em ambientes cuja principal fonte de N ¢ a FBN, foi

eficiente para selecionar gendtipos de bom desempenho simbiodtico, usando a
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produtividade de graos como critério de selecao; (ii) verificar a relagcdo que os caracteres

relacionados a FBN estabelecem entre si € com os caracteres agrondmicos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Experimentos de campo

A populagao de feijao-comum de graos pretos BRS FP403 / BRS Esplendor
foi utilizada nesse estudo para obtengdo de linhagens. Ambas as cultivares genitoras
foram selecionadas a partir de trabalho realizado por Dias et al. (2020), em que os
genotipos foram avaliados tanto em condigdes de adubagao mineral nitrogenada como de
inoculagdo com rizobio. No estudo, as cultivares alcangaram bons rendimentos de graos,
independentemente da fonte de N utilizada. Além disso, a cultivar BRS FP403 apresentou
bons resultados para o nimero e peso especifico de nodulos, e a cultivar BRS Esplendor
foi resistente a algumas doengas.

A populagdo foi sintetizada em 2015, em Santo Antonio de Goids, a partir de
cruzamentos em esquema dialélico completo entre oito genitores e foi selecionada entre
as 28 populagdes obtidas. As avaliacdes em campo ocorreram em solos com baixo teor
de nitrogénio e com inoculagdo com rizdbio, durante as seguintes geragdes/ambientes:
geragdo F», na safra de inverno de 2015; geragao F3, na safra de inverno de 2016; geragao
F4, na safra de inverno de 2017, em Santo Antdnio de Goids — GO; e geracdo F4, na safra
das aguas de 2017, em Brasilia-DF. As progénies dessa populagdo apresentaram altas
capacidades gerais e especificas de combinagdo, além de boas médias para produtividade
de graos e massa de 100 graos.

Da populagao selecionada, foram colhidas 76 plantas individuais na geragao
Fs, que compuseram o material genético do presente estudo. As sementes colhidas foram
utilizadas para multiplicacao, realizada em casa de vegetacao, em Santo Antonio de Goids
— GO. As 76 linhagens foram avaliadas na geracao Fs.7, na safra de inverno de 2021 e na
geracdo Fs:g, na safra de inverno de 2022, em Santo Antonio de Goids — GO, juntamente
com cinco testemunhas: linhagem ndo nodulante NORH 54, cultivares genitoras BRS
FP403 e BRS Esplendor e linhagens elite CNFP 10793 ¢ CNFP 7994. Os experimentos
foram instalados em delineamento latice triplo 9 x 9, com parcelas de trés linhas de trés

metros de comprimento, espacadas de 0,5 m.
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O clima das regidoes em que os experimentos foram conduzidos ¢ Aw, tropical
de savana, conforme a classificacdo de Koppen e o solo predominante ¢ o Latossolo
Vermelho-Escuro, de textura argilosa e relevo plano (Embrapa, 2018). Por ser destinada
a pesquisa, a area experimental ¢ caracterizada pelo uso intensivo do solo e baixos niveis
de matéria organica. As analises quimicas realizadas antes da instalagdo dos experimentos
se encontram na Tabela 1. Foi realizada adubagdo apenas com fertilizantes nao

nitrogenados (P20s e K>O) no plantio, conforme a anélise de solo.

Tabela 4.1. Resultados da analise quimica do solo antes da instalagdo dos experimentos
de campo (Inverno/2021 e Inverno/2022) e casa de vegetagdo (0 - 20 m de
profundidade do solo).

pH Ca Mg Al H+Al P K Cu Zn Fe Mn

Experimento 5 5 MO!
CaCl, cmol dm” mg dm’

Inverno/2021 49 13 07 01 25 16 51 1,5 6,7 39,5 10,3 28 gdm?

Inverno/2022 49 22 0,7 01 34 38,6 32,7 1,8 59 382 16 24gdm?

Casa de Vegetacio 59 09 05 0 1,2 06 18 23 1 33 13  0,20%

"Matéria Orgénica.

A inoculagdo foi realizada com inoculante liquido preparado pelo Laboratorio
de Biologia do Solo da Embrapa Arroz e Feijao, composto pela mistura 1:1:1 das estirpes
de Rhizobium tropici (SEMIA 4077 e 4088) e de R. freirei (SEMIA 4080), registradas
junto a0 MAPA para o feijio-comum. O inoculante apresenta uma densidade de 10°
células mL™!. A aplicago foi realizada no sulco de semeadura na ocasido do plantio, com
auxilio de pulverizador de jato dirigido acoplado a plantadeira de parcelas, com dosagem
de 100 ml ha™'.

Os caracteres avaliados foram a produtividade de graos, a massa de 100 graos
e o aspecto visual dos graos. A produtividade de grios, ajustada para 13% de umidade,
foi obtida em g parcela™, ao realizar a pesagem dos grios colhidos de todas as plantas das
trés linhas, com posterior conversio para kg ha!l. A massa de 100 grios foi obtida
coletando-se 100 graos, aleatoriamente, de cada parcela, para posterior pesagem e
determinagdo da massa em gramas (g). O aspecto visual de graos foi avaliado apos a
colheita, por meio de escala de notas variando de 1 a 3 na qual a nota 1 refere-se ao tipico
grao preto (cor preta escura, sem brilho e sem defeitos de forma) e a nota 3 refere-se ao
grao de coloracao desuniforme (arrocheados), com brilho e com defeitos de forma.

Para os ensaios de campo, foram realizadas analises de variancia individuais

e conjuntas para todos os caracteres. O efeito de gendtipos foi considerado aleatorio e o
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efeito de ambientes fixo. Para realizar a analise conjunta dos experimentos foi verificada
a homogeneidade das variancias, por meio da relagdo entre o maior e o menor quadrado
médio do residuo (Pimentel-Gomes, 2009). A acuracia seletiva (AS) foi estimada para
auxiliar na avaliagdo da qualidade experimental (Resende e Duarte, 2007). Os parametros
genéticos, variancia genética (aj), variancia da interacdo de genotipos X anos (aja) e
herdabilidade em nivel de médias (h?), foram estimados. Foi realizada a selecdo direta
das dez melhores e dez piores linhagens para produtividade de graos e estimado o ganho
esperado com a sele¢do direta (GS%), considerando intensidade de selecdo de 13% (Cruz

et al., 2012).

4.2.2 Experimentos de casa de vegetacio

Foram conduzidos experimentos em ambiente controlado para determinar o
desempenho das dez melhores e dez piores linhagens para caracteres relacionados a FBN
e verificar se existe relagdo com os resultados de produtividade de graos obtidos em
campo. Para isso, as vinte linhagens selecionadas (dez melhores e dez piores) foram
avaliadas juntamente com cinco testemunhas: a linhagem nao nodulante NORH 54, as
cultivares genitoras BRS FP403 e BRS Esplendor, a linhagem elite CNFP 7994 ¢ a
cultivar de graos carioca BRS Sublime, que apresentaram alta nodulagdo em outros
estudos.

As unidades experimentais foram compostas por vasos plasticos de 5 L,
preenchidos com uma mistura de 2:1 de areia e solo. A adubacao de plantio com
fertilizantes ndo nitrogenados (P2Os e K>O) foi realizada conforme a andlise quimica do
solo, que pode ser visualizada na Tabela 1. Antes do plantio, as sementes passaram por
um processo de desinfec¢do, como descrito por Kipe-Nolt et al. (1992). Foram semeadas
cinco sementes por vaso e sete dias apds a emergéncia das plantas foi efetuado o desbaste,
deixando duas plantas por vaso. A inoculagao das plantas também foi realizada aos sete
dias ap6s a emergéncia, com auxilio de uma pipeta, utilizando 1 mL planta™ do inoculante
liquido produzido pelo Laboratdrio de Biologia do Solo da Embrapa Arroz e Feijao, cujas
caracteristicas foram descritas no item anterior.

Foram realizados dois experimentos, um com plantio em abril e outro em
julho de 2023. Durante o periodo de desenvolvimento, as plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo, localizada na area experimental da Escola de Agronomia da Universidade

Federal de Goiés, em Goiania-GO. A irrigagdo foi realizada por sistema de gotejamento.
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O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com quatro repetigdes.
As avaliagdes foram realizadas quando pelo menos uma planta da parcela estava com pelo
menos uma flor aberta (estagio R6).

O teor de clorofila (TC — Indice de Clorofila Falker — ICF) das plantas de cada
parcela foi medido por meio de clorofilometro digital portatil (ClorofiLog — CFL 1030
Falker). Foram realizadas trés leituras por planta, utilizando a tultima folha completamente
expandida. A massa seca da parte aérea (MSPA — g planta™) foi obtida retirando-se a
parte aérea das duas plantas de cada parcela com auxilio de um alicate de podaa 1 cm do
solo, e acondicionando-a em saco de papel devidamente identificado. Os sacos de papel
foram levados para estufa de circulagcdo forgada de ar por 72 horas a 65°C. Apos este
periodo, as amostras foram pesadas para determina¢ao da massa.

ApoOs a separacdo da parte aérea, as raizes foram cuidadosamente retiradas
dos vasos, separadas do substrato e lavadas sobre uma peneira em agua corrente para
eliminagdo méaxima de pedras e impurezas. Em seguida, os ndédulos presentes nas raizes
foram destacados e contados para determinagdo do nimero de nddulos (NN — unidade
planta™). As raizes e os nddulos foram colocados em saquinhos de papel e secos em estufa
de circulagdo forgada de ar, onde permaneceram por 36 horas a 72°C, sendo, apds esse
periodo, pesados para determinacio da massa seca da raiz (MSRZ — g planta’') e massa
seca de nddulos (MSN —mg planta!). A massa especifica de noédulos (MEN — mg nédulo’
1 foi obtida dividindo-se a massa de nddulos secos pelo niimero de nddulos.

Foram realizadas analises de variancia individuais e conjuntas para todos os
caracteres. Os efeitos de genotipos e de ambientes foram considerados fixos. Para a
analise conjunta foi verificada a homogeneidade das variancias e estimada a acuracia
seletiva. O teste nao paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparagao das médias
dos grupos de melhores e piores linhagens para cada carater obtido em casa de vegetagao.
As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para as dez melhores e dez piores linhagens e duas testemunhas (BRS FP403
e BRS Esplendor) em comum nos experimentos, em campo ¢ em casa de vegetacao,
obtiveram-se as médias ajustadas (BLUEs), usando a fun¢do ‘Im’ e o pacote ‘emmeans’
(Lenth, 2021) do software R (R Core Team, 2022). Os coeficientes de correlagdo genética
entre os caracteres mensurados em experimentos distintos e correlagdo fenotipica, entre
os caracteres mensurados no mesmo experimento foram calculados por meio do pacote

‘metan’ (Olivoto e Lucio, 2020).

80



A andlise multivariada de componentes principais foi realizada utilizando os
pacotes ‘FactoMineR’ (L€ et al., 2008) e ‘factoextra’ (Kassambara e Mundt, 2022) do
software R. As andlises de correlacdo e de componentes principais foram feitas utilizando
os dados das 20 linhagens (dez melhores e dez piores) e duas testemunhas (BRS

Esplendor e BRS FP403), que eram comuns aos ensaios de campo e de casa de vegetacao.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas avalia¢des de campo, as linhagens apresentaram diferencas significativas
para todos os caracteres nas analises individuais, com excecao do aspecto visual de graos,
na safra de inverno de 2021. Os coeficientes de variagdo ambiental foram de 14,7% e
18,0% para produtividade de graos, 2,8% e 3,1% para massa de 100 graos e 17,1% e
18,9% para aspecto visual de graos, considerando os anos de 2021 e 2022,
respectivamente, indicando boa precisdo experimental. As estimativas de acuricia
seletiva foram consideradas altas para produtividade de graos (>0,80) e muito altas para
os demais caracteres (>0,90), o que evidencia a alta informatividade dos experimentos
(Resende & Duarte, 2007).

Foram detectadas diferencas significativas entre os genotipos para todos os
caracteres na analise conjunta (Tabela 4.2). A presenca de variabilidade genética entre as
linhagens e testemunhas avaliadas em ambientes inoculados, indica a possibilidade de
selecdao de genotipos superiores. O efeito de anos foi significativo para produtividade de
graos e massa de 100 graos, o que aponta que os fatores climdticos presentes nos dois
anos de avaliacdo afetaram a expressao destes caracteres. Quanto ao aspecto visual dos
graos, nao foi observada diferenga estatistica entre os anos, o que pode ser confirmado
pela semelhancga entre as médias dos dois anos (1,04 e 1,05).

A interagdo linhagens x anos foi significativa para produtividade de graos e
massa de 100 graos (Tabela 4.2), indicando um comportamento diferencial das linhagens
entre os anos, o que foi relatado por outros autores em avali¢gdes sob inoculagdo com
rizobio (Pereira et al., 2015; Barbosa et al., 2018; Dias et al., 2020). No entanto, a
interacdo linhagens x anos ndo foi significativa para o aspecto visual de graos. Para o
feijao preto, a coloragdo dos graos varia conforme a umidade na colheita, de forma que,
quanto menor a umidade, maior a uniformidade de cor dos graos. Como na safra de
inverno a umidade ¢ baixa, era esperado que as linhagens respondessem de forma

semelhante, nos dois anos, para este carater.
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Tabela 4.2. Quadrados médios das analises de variancia conjuntas para os caracteres
produtividade de grios (PROD — kg.ha™!'), massa de 100 grios (M100 —g) e
aspecto visual de graos (AVG — escala de notas de 1 a 3) avaliados em 76
linhagens e 5 testemunhas, em Santo Antonio de Goias-Goias, na safra de
inverno de 2021 e 2022, em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi
a fixacdo bioldgica.

Fonte de Variagdo GL! PROD M100 AVG
Genotipos (G) 80 771406™ 9,79 0,35"
Linhagens (L) 75 697845" 7,96 0,07
Testemunhas (T) 4 2280668 46,05 4,80
LvsT 1 251405 2,43 3,53"
Anos (A) 1 20272323" 633,41™ 0,02
GXA 80 240411™ 0,67" 0,03
LXA 75 244435™ 0,66" 0,03
TXA 4 149893 0,44 0,00
LvsTXA 1 300654 1,89 0,00
Residuo 320 134625 0,47 0,04
Média geral - 2264 22,8 1,05
Média 2021 - 2475 21,7 1,04
Média 2022 - 2054 23,9 1,05
CVe %’ - 16,24 2,99 18,02
AS? - 0,91 0,98 0,95

!Graus de liberdade; *Coeficiente de variagdo experimental; 3Acuracia Seletiva.
**, *: significativo a 1 € 5% de probabilidade pelo teste F.

A existéncia de variabilidade entre as linhagens foi confirmada pelas
estimativas de variancia genética (65) para os caracteres avaliados (Tabela 4.3). Para a
analise conjunta, as estimativas de varidncia da interagdo gendtipos x anos (62,) foram
sempre inferiores as da variancia genética, o que aponta que as linhagens foram pouco
afetadas pela interacdo com o ambiente, indicando boas possibilidades de sucesso na
selecdo de genotipos superiores para fixagdo bioldgica de nitrogénio. As estimativas de
herdabilidade ao nivel de média (h?) variaram de baixas a moderadas para o aspecto
visual dos graos e foram altas para produtividade de graos e massa de 100 graos.

Em estudo realizado por Farid et al. (2017), para FBN no feijao-comum,
foram encontradas estimativas de herdabilidade para produtividade de graos de 32% em
ambientes sem estresse e de 25% em ambientes com estresse hidrico. De acordo com
Ramalho et al. (2012), a variagdo nas estimativas de herdabilidade pode ocorrer em
funcdo das condi¢des ambientais em que estas foram obtidas e da variabilidade genética
dos gendtipos. Assim, os altos valores encontrados para a herdabilidade da produtividade

de graos podem ter refletido as condi¢cdes ambientais uniformes em que as plantas foram
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cultivadas (Ramalho et al., 2012), o que indica que os ambientes de FBN foram favoraveis
para a avaliagdo das linhagens e que, com base no fenotipo observado, ¢ possivel

selecionar genotipos superiores para esses ambientes.

Tabela 4.3. Estimativas de varidncia genética (6;), variancia da interagdo linhagens x
anos (67,) ¢ herdabilidade ao nivel de média (h?) para os caracteres
produtividade de graos (PROD — kg.ha'), massa de 100 grios (M100 - g) e
aspecto visual de graos (AVG - escala de notas de 1 a 3) de 76 linhagens de
feijdo preto avaliadas no inverno de 2021 e 2022 e na andlise conjunta
(Conj.), em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a fixagdo

biologica.
PROD M100 AVG
Anos 3 3 = ~2 ~2 = ~2 ~2 A
g Gga  h*(%) G4 Gga  h*(%) G4 Gga  h*(%)
2021 149156 - 77,2 1,03 - 89,4 0,004 - 25,5
2022 75187 - 62,2 1,53 - 89,0 0,007 - 343

Conj. 93870 18301 80,7 1,25 0,03 94,1 0,006 -0,001 49,8

A média geral para produtividade de graos das 76 linhagens foi de 2264 kg.ha
!, na analise conjunta. Do total de linhagens avaliadas, dezenove (20%) obtiveram
produtividade superior ao genitor BRS FP403 (2554 kg.ha!) e trinta e duas (42%) foram
superiores ao genitor BRS Esplendor (2313 kg.ha'), o que mostra o alto potencial
produtivo das linhagens avaliadas e a possibilidade de se tornarem cultivares
recomendadas para FBN (Apéndice A). Porém, em outros estudos, as cultivares BRS
FP403 e BRS Esplendor obtiveram médias de produtividade de graos superiores nas
safras de inverno, quando avaliadas com adubagao mineral nitrogenada (Dias et al., 2020,
Torres et al., 2022). Apesar de terem sido selecionadas por seu bom desempenho para
FBN, ambas as cultivares genitoras foram desenvolvidas em ensaios com adubacdo com
N mineral, destacando a importancia da fonte de N utilizada durante a selecdo dos
genotipos. Assim, o fato de a populacao utilizada neste estudo ter sido conduzida, desde
a geracao F», com suprimento de N exclusivo via FBN, pode ser um diferencial na sele¢ao
de linhagens altamente produtivas quando em associa¢do com rizdobio.

As dez melhores e dez piores linhagens foram escolhidas a partir da selegao
direta para o carater produtividade de graos. O intuito dessa selecao foi verificar o tipo de
relagdo existente entre o comportamento das linhagens em campo, para produtividade de
graos e em casa de vegetacdo, considerando caracteres relacionados a FBN. Como

esperado, a selecdo das dez piores linhagens gerou alto ganho negativo para a
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produtividade de grios (-18,57%) (Tabela 4.4), com redugio de 520 kg.ha™! em relagéo a
média original.

A selecdo das dez melhores linhagens para produtividade de graos,
proporcionou ganho de selegdo de 20,36 % para o carater (Tabela 4.4), o que representa
um acréscimo de 571 kg ha™! em relagio a média original. O elevado ganho genético para
produtividade pode ser explicado pelas altas estimativas de varidncia genética e
herdabilidade encontradas para o carater. Conforme Faria et al. (2013), o progresso
genético anual para produtividade de grios foi de 25,2 kg ha™ ou 1,1 % ao ano, ao longo
de 22 anos de melhoramento do feijdo-comum preto dentro do programa de
melhoramento da Embrapa, o que evidencia o potencial da populagdo em estudo,
desenvolvida para FBN.

No entanto, a selecdo com foco na produtividade de graos, gerou ganhos
indesejados para a massa de 100 grdos e o aspecto visual de graos. Para massa de 100
graos, a selecdo das dez melhores linhagens gerou um ganho de -2,51% (Tabela 4.4),
proporcionando um decréscimo de 0,6 g em relacdo a média original (22,8 g). A massa
de 100 graos preferida pelo mercado varia conforme o tipo comercial do grao (Pereira et
al., 2012), de forma que, para o feijao-comum preto, ¢ desejavel que a massa seja superior
a22 g. Apesar do decréscimo observado, a massa de 100 graos das linhagens selecionadas
foi de 22,2 g (Tabela 4.4), o que ainda ¢ considerado favoravel para o carater,
principalmente quando se considera a média do genitor BRS Esplendor (20,0 g), cultivar
de feijdo-comum que apresenta graos de pequeno tamanho (Costa et al., 2011). J& para o
aspecto visual de graos, houve um ganho de 1,75% na escala de notas de 1 a 3, com a
selecdo das dez melhores linhagens. Esse valor representa um aumento de 0,04 na escala
de notas, que elevou a média de 1,04 para 1,08.

A média das dez melhores linhagens para produtividade de graos foi de 2836
kg ha'!, enquanto a média das dez piores linhagens foi de 1739 kg ha!, o que representa
uma diferenca de quase 40% (Tabela 4.4). Para massa de 100 graos e aspecto visual de
graos, as diferengas entre as médias das melhores e piores linhagens foram pequenas, o
que era esperado, conforme as estimativas de ganho com a selecdo. Cabe ressaltar que a
linhagem nao nodulante NORH 54, utilizada como testemunha, apresentou a menor
produtividade de grios (1088 kg ha!) dentre todos os genétipos avaliados, o que pode ser
um indicativo dos baixos teores de N mineral no solo em que foram realizadas as

avaliagdes.
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Tabela 4.4. Ganhos de sele¢ao e médias das 10 melhores e das 10 piores linhagens e das
testemunhas avaliadas em ambientes cuja principal fonte de nitrogénio foi a
fixacdo biologica, para os caracteres produtividade de graos (PROD — kg ha
1), massa de 100 grios (M100 — g) e aspecto visual de grios (AVG — escala
de notas de 1 a 3).

Genotipos PROD MI100 AVG
10 melhores (10+)
CNFP 21622 3312 23,3 1,50
CNFP 21630 2914 23,0 1,00
CNFP 21681 2905 21,6 1,00
CNFP 21629 2853 22,4 1,00
CNFP 21649 2806 22,3 1,00
CNFP 21619 2739 22,6 1,00
CNFP 21661 2726 22,1 1,00
CNFP 21662 2725 20,9 1,00
CNFP 21651 2723 23,3 1,00
CNFP 21632 2659 20,8 1,33
Média 2836 22,2 1,08
GSi0+ (%)! 20,36 2,5 1,75
10 piores (10-)
CNFP 21654 1881 20,6 1,17
CNFP 21637 1839 23,4 1,00
CNFP 21687 1831 23,9 1,33
CNFP 21677 1819 22,3 1,00
CNFP 21645 1815 21,4 1,00
CNFP 21670 1792 22,5 1,00
CNFP 21656 1758 23,1 1,50
CNFP 21667 1665 25,3 1,00
CNFP 21646 1649 21,9 1,00
CNFP 21682 1339 21,2 1,17
Média 1739 22,6 1,12
GSio-(%)* -18,74 -1,12 3,36
Testemunhas
NORH 54 1088 21,6 3,00
BRS FP403 2554 25,4 1,00
CNFP 10793 2566 25,5 1,00
BRS Esplendor 2313 20,0 1,00
CNFP 7994 2331 20,0 1,00
Média’ 2441 22,7 1,00

!Ganho com a selegdo direta das dez melhores linhagens; 2Ganho com a selegdo direta das dez piores
linhagens; 3Valores ndo incluem testemunha NORH 54.

A média das melhores linhagens encontrada neste estudo foi superior as

encontradas em trabalhos avaliando linhagens recombinantes (Farid et al., 2015; Farid et
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al., 2017; Heilig et al., 2017b) e linhagens elite e cultivares comerciais sob FBN (Fonseca
et al., 2013; Farid e Navabi, 2015; Pereira et al., 2015; Dias et al., 2020). Apesar de as
cultivares e linhagens elite apresentarem alto potencial agrondmico, o que permitiria seu
uso direto em ambientes de FBN, esses genotipos foram desenvolvidos e selecionados
em solos fertilizados com N mineral, o que evidencia que a fonte de N utilizada no
processo de desenvolvimento das linhagens influencia na expressao da produtividade sob
FBN (Pereira et al., 2015). As linhagens avaliadas neste estudo sdo oriundas de uma
populagdo avancada pelo método bulk em experimentos com repeticdes, utilizando a
inoculagdo com rizobio como unica fonte N. Dessa forma, a selecdo natural pode ter
atuado no sentido de selecionar os genodtipos mais produtivos e de maior capacidade
competitiva sob FBN, contribuindo para as médias altas encontradas.

Em casa de vegetagdo, os coeficientes de variagdo foram adequados para o
teor de clorofila (17%) e massa seca da raiz (14%) e muito elevados (> 50%) para os
demais caracteres (Tabela 4.5). Valores altos de coeficientes de variacdo sao comuns em
avaliagdes de FBN (Pelegrin et al., 2009; Fonseca et al., 2013; Heilig et al., 2017a; Heilig
et al., 2017b, Pacheco et al., 2020), principalmente, por ser um processo bioldgico, que
apresenta alta influéncia ambiental. Além disso, alguns caracteres apresentaram médias
baixas, o que influencia diretamente na magnitude do CV%. Por outro lado, as estimativas
de acurécia seletiva (AS), estatistica de medida de precisdo que independe da média,
variaram de altas (> 0,70) a muito altas (> 0,90), indicando boa capacidade de
discriminacao dos genotipos nos experimentos (Resende e Duarte, 2007).

Na andlise conjunta, foram detectadas diferencas significativas entre as
linhagens para todos os caracteres, com excecao da massa seca da raiz (Tabela 4.5), o que
ressalta a presenca de variabilidade genética entre as linhagens para caracteres
relacionados a FBN. Variabilidade para estes caracteres ja foi relatada em avaliagdes de
genotipos de feijao-comum com diferentes tipos de graos inoculados com rizobio (Franco
et al., 2001; Andraus et al., 2016; Farid e Navabi, 2015; Heilig et al., 2017a; Dias et al.,
2020).

O efeito de ambientes foi significativo para todos os caracteres (Tabela 4.5),
indicando que os fatores climaticos presentes nos dois experimentos afetaram a expressao
destes. No entanto, houve interacdo das linhagens com os ambientes apenas para o
nimero de nodulos, o que ¢ um indicativo de que, para a maioria dos caracteres, nao

houve comportamento diferencial dos gendtipos entre os experimentos. Isso aponta que
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as linhagens mantiveram uma resposta consistente para caracteres relacionados a FBN

independente das variacdes nos ambientes de cultivo.

Tabela 4.5. Quadrados médios das analises de variancia conjuntas para caracteres
relacionados a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), em dois ensaios de
casa de vegetagdo, realizados para avaliagdo de vinte linhagens, sendo dez
melhores e dez piores para produtividade de graos e cinco testemunhas.

FV GL TC! MSPA? MSRZ? NN* MSN> MEN®
Gendtipo (G) 24 4397 1,497 0,12 1310157 14682 0,17
Linhagens (L) 19 31,2 1,18 0,04 106931 9119° 0,12"
Testemunhas (T) 4 92,17 262" 0,52 234127 329517 0,317
LvsT 1 912" 2,84 0,06  178013™ 48355 061"
Ambiente (A) 1 526,07 80,79 7,34 1544218 20603" 0,80"
GxA 24 16,4 0,63 006~ 39327 4006 0,06
LxA 19 16,8 0,77 0,03 43600 5019 0,07
TxA 4 16,3 0,12 016" 18175 93] 0,02
LvsTxA 1 8,6 0,00 0,18 34325 155 0,11
Residuo 144 13,6 0,65 0,03 23412 4899 0,05
CV (%) 17 53 14 66 66 68
AS 0,83 0,75 0,88 0,91 0,82 0,82

'Teor de clorofila (Indice de Clorofila Falker — ICF); 2Massa seca da parte aérea (g planta™'); *Massa seca
da raiz (g planta’); “Ntimero de noédulos (unidade planta™'); "Massa seca de nédulos (mg planta™'); *Massa
especifica de nédulo (mg noédulo™).

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

Houve diferenca significativa entre os grupos de melhores e piores linhagens
apenas para a massa especifica de nddulos (Figura 4.1), o que aponta que o carater pode
auxiliar na selecdo de genoétipos superiores. Nao ¢ possivel afirmar que os melhores e
piores genotipos para produtividade de graos também o sdo para os demais caracteres
medidos em condigdes controladas, ja que as médias dos dois grupos nao diferiram
estatisticamente. Como os caracteres relacionados a FBN sdo de dificil mensuragdo
(Oladzad et al., 2020; Nagpal et al., 2023), o que inviabiliza sua incorporagdo na rotina
dos programas de melhoramento, uma associagdo entre os dados de casa de vegetagado e
de campo, permitiria a indicagdo dos ensaios de casa de vegetacao apenas para as fases
finais dos programas de melhoramento para FBN, em que o volume de gendtipos para

avalia¢do ¢ menor.
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Figura 3.1. Comparacao entre as médias dos grupos de dez melhores (10+) e dez piores (10-
) linhagens para produtividade de graos, considerando os caracteres teor de
clorofila (Indice de Clorofila Falker - ICF), massa seca da parte aérea (g planta”
1), massa seca da raiz (g planta), nimero de nédulos (unidade planta™), massa
seca de nodulos (mg planta™') e massa especifica de nédulo (mg noédulo™).

Assim, nas fases iniciais dos programas, os genotipos seriam avaliados por
seu desempenho em campo, em condigdes de inoculagcdo com rizébio, para caracteres que

fazem parte da rotina dos programas de melhoramento, como a produtividade de graos,
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e, nas fases mais avangadas, seriam realizados os ensaios de casa de vegetacao, afim de
avaliar caracteres relacionados @ FBN. Os ensaios de casa de vegetacdo podem ser mais
precisos e demandar menos tempo e espago do que uma avaliagdo completa em campo,
além de poderem ser conduzidos em qualquer época do ano (Rodifio et al., 2011; Heilig
et al., 2017a; Heilig et al., 2017b).

Para o carater teor de clorofila, as médias apresentaram variacdo de 20,3 a
33,4 ICF (Tabela 4.6). O N ¢ um componente importante das moléculas de clorofila e
desempenha papel fundamental para a manutencao das taxas fotossintéticas das plantas.
A concentracao de corantes de clorofila ¢ um indicativo confiavel da condigao fisioldgica
das plantas e estudos tém relatado seu aumento significativo a partir da inoculagdo com
rizobios (Ramaekers et al., 2013; Farid et al., 2017; Reinprecht et al., 2020).

A massa seca da parte aérea e da raiz, quando os gendtipos sao cultivados sob
condigdes livres de N mineral, podem ser caracteres Uteis para selecdo de plantas com
melhor expressdo da FBN (Heilig et al., 2017a). A média geral das linhagens para massa
seca da parte aérea e da raiz foi de 2,11 g planta! e 0,51 g planta’!, respectivamente
(Tabela 4.6). As médias encontradas para estes dois caracteres foram semelhantes ao que
¢ relatado na literatura para experimentos de FBN em casa de vegetacao (Farid et al.,
2015; Heilig et al., 2017b; Kamfwa et al., 2019).

A producdo de biomassa no feijio-comum esta relacionada, dentre outros
fatores, ao bom suprimento de N (Soratto et al., 2017). Dessa forma, os gendtipos com as
melhores médias para a massa seca da parte aérea e da raiz podem ser aqueles em que a
FBN melhor conseguiu suprir as demandas da planta pelo nutriente. A testemunha ndo
nodulante NORH 54, apesar de ter apresentado a menor média para massa seca da parte
aérea (1,33 g planta’!), obteve a maior média para a massa seca de raizes (0,94 g planta”
1) (Tabela 4.6). Isso acontece, pois, em plantas que ndo apresentam capacidade de
nodulagdo, a medida que os teores de N no solo diminuem, ocorre uma maior alocacao
de fotoassimilados para as raizes, o que contribui para o seu intenso crescimento

(Markham e Zekveld, 2007).
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Tabela 4.6. Médias das 10 melhores (10+) e 10 piores (10-) linhagens para produtividade
de graos e 5 testemunhas, considerando os caracteres teor de clorofila (TC -
Indice de Clorofila Falker - ICF), massa seca da parte aérea (MSPA - g planta”
1), massa seca da raiz (MSRZ - g planta™), nimero de nodulos (NN - unidade
planta™!), massa seca de nédulos (MSN - mg planta’') e massa especifica de
nédulo (MEN - mg nédulo!) medidos em dois ensaios de casa de vegetacio.

Gendtipos TC MSPA MSRZ NN MSN MEN
10 melhores (10+)
CNFP 21619 272 b 1,91 ab 0,46 be 351 bed 122a 0,44 ab
CNFP 21622 248bc 2,43 ab 0,58 be 570 ab 194a 043 ab
CNFP 21629 29,5b 1,93 ab 0,52 be 288 cd 112a 0,39 ab
CNFP 21630 279b 2,29 ab 0,60 be 228 cd 126a 0,63 ab
CNFP 21632 26,1bc 2,09 ab 0,55bc 419 abcd 132a 0,38 ab
CNFP 21649 262bc  2,05ab 0,49 be 323 bed 155a 0,48 ab
CNFP 21651 334a 2,64 ab 0,59 be 265 cd 204 a 0,78 a
CNFP 21661 27,6 b 2,10 ab 0,47bc 383 abcd 150a 0,40 ab
CNFP 21662 245bc 2,00 ab 0,47 be 338 bed 93 a 0,29b
CNFP 21681 25,6 be 1,97 ab 0,53 be 287 cd 113a  0,55ab
Média 27,3 2,14 0,53 345 140 0,48
10 piores (10-)
CNFP 21637 26,8 b 2,16 ab 0,55bc 390 abed 106 a 0,29b
CNFP 21645 26,1 bc 1,35b 0,46 bc 224 ¢d 69 a 0,36 ab
CNFP 21646 29,4 b 1,55 ab 0,45 be 161d 97 a 0,57 ab
CNFP 21654 25,8 bc 1,98 ab 0,42 be 323 bed 93 a 0,35 ab
CNFP 21656 27,1b 2,36 ab 0,48 bc 400 abced 159a 046 ab
CNFP 21667 273b 2,67 ab 0,50 be 536 abc 149 a 0,26 b
CNFP 21670 27,6 b 1,84 ab 0,44 be 269 cd 95a 0,33 ab
CNFP 21677 27,0b 1,74 ab 0,41 be 254 ¢d 98 a 0,43 ab
CNFP 21682 28,8b 3,00 a 0,71b 397 abced 166a 043 ab
CNFP 21687 26,3bc 2,19 ab 0,53 be 665 a 155a 0,34 ab
Média 27,2 2,08 0,50 362 119 0,38
Média Geral 27,3 2,11 0,51 354 129 0,43
Testemunhas

BRS ESPLENDOR 25,1 be 1,38b 0,36 ¢ 328 bed 68 a 0,25b
BRS FP403 29,6 b 2,58 ab 0,66 b 317 bed 171a  0,55ab
CNFP 7994 26,1 be 1,52 ab 0,30 ¢ 256 cd 80 a 0,32 ab
BRS SUBLIME 26,8b 2,19 ab 0,48 be 468 abc 123a 0,33 ab
NORH 54 20,3 ¢ 1,33b 0,94 a 0 0 0
Média! 27,2 2,10 0,50 371 125 0,40

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de médias de Scott Knott
(5% de probabilidade). 'Nio estdo inclusos os dados da testemunha NORH 54.

As médias do carater nimero de nédulos apresentaram grande amplitude,
variando de 161 a 665 ndédulos planta’! (Tabela 4.6), ou seja, todas as linhagens, com

excegdo da testemunha ndo nodulante NORH 54, apresentaram elevada quantidade de

90



nodulos. As médias apresentadas neste estudo foram superiores as encontradas por
Fonseca et al. (2013), Farid e Navabi (2015), e Dias et al. (2020), cujas maiores médias
para o carater foram de 392, 170 e 98 nodulos planta’, respectivamente, em avaliacdes
de cultivares comerciais, ¢ semelhantes as apresentadas por Knupp et al. (2017), que
encontraram variagdo de 170 a 663 nodulos planta™, em avaliacdes de acessos de bancos
de germoplasma.

O fato de as linhagens terem sido conduzidas em ambientes de FBN, ¢ um
fator que pode ter contribuido para a maior suscetibilidade das mesmas ao rizobio,
garantindo a formag¢do nodular intensa (Andriolo et al., 1994). No entanto, cabe ressaltar
que o feijdo-comum ¢ caracterizado por apresentar um elevado nimero de noédulos de
tamanho pequeno, com baixa atividade fixadora (Isoi e Yoshida, 1991), ou seja, maior
numero de nédulos nem sempre implica em FBN mais efetiva para a cultura.

A massa seca e especifica de ndédulos sdo importantes caracteres que se
relacionam com a FBN, uma vez que sdo indicativos do tamanho nodular. A média geral
para a massa seca de nodulos foi de 129 mg planta! (Tabela 4.6). Para a massa especifica
de nodulos, houve variagdo de 0,25 a 0,78 mg nodulo™!. Este foi o tinico carater que
mostrou diferenca estatistica entre as médias dos grupos de melhores e piores linhagens
(Figura 1), sendo que a média das dez melhores (0,48 mg nédulo™) foi superior 3 média
das dez piores (0,38 mg nédulo™) linhagens. O genétipo que obteve a maior média para
o carater (CNFP 21651) pertence ao grupo das melhores linhagens e sua média para
numero de nddulos ndo esteve entre as melhores, o que aponta que este genotipo
apresentou nodulos de maior tamanho.

A relagdo entre o tamanho do nédulo e a capacidade de fixacdo de N no feijado-
comum ainda precisa ser claramente estabelecida (Knupp et al., 2017). Com este intuito,
Matoso (2014) estudou o tamanho minimo de nddulo que contribui efetivamente para o
acumulo de N na parte aérea e crescimento do feijado-comum. Apesar dos resultados terem
sido inconclusivos quanto a capacidade simbiotica, os ndédulos de tamanho médio (>
2mm) favoreceram o crescimento das plantas. No estudo de Rodifio et al. (2011), ficou
evidente que gendtipos com nddulos grandes (>2 mg nodulo™!), apesar de apresenta-los
em menor numero, obtiveram uma biomassa nodular, radicular e da parte aérea muito
maior em comparagio com os gendtipos de nddulos menores (< 1,5 mg nodulo™).

Como ressaltado anteriormente, as linhagens utilizadas nesse estudo sdo
oriundas de uma populacao conduzida desde a geracao F» com suprimento de N apenas

via inoculagdo com rizobio. A populacao foi formada pelo cruzamento entre genitores
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com alelos favoraveis para produtividade de graos e nodulagdao. As 76 linhagens
estudadas, foram coletadas na gerag¢do Fs e avaliadas por dois anos em campo, apenas
para caracteres de rotina do programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijao,
devido a dificuldade de mensuragdo de caracteres relacionados a FBN para uma grande
quantidade de genotipos, durante sucessivas geragdes. A selegdo dos gendtipos
contrastantes (melhores e piores) para avaliagdo em casa de vegetagdo, partiu do
pressuposto de que as melhores e piores linhagens para produtividade de graos, também
seriam melhores e piores para os caracteres relacionados a FBN, uma vez que o N € o
nutriente requerido em maiores quantidades pelo feijdo-comum e mais produtivas
poderiam ser aquelas linhagens de melhor desempenho simbiotico.

Como foi visto, a superioridade das melhores linhagens para os caracteres de
FBN s6 ocorreu para a massa especifica de nodulos (Figura 4.1). Os resultados
encontrados apontam que o desempenho simbiotico das melhores e piores linhagens nao
diferiu estatisticamente para a maioria dos caracteres, o que evidencia que a condugdo da
populacdo segregante por bulk, em campo, por sucessivas geracdes, em ambientes livres
de N mineral e com inoculagdo com rizébios foi eficiente e, mantiveram-se na populagao
apenas aqueles gendtipos que melhor se associaram as bactérias para obter o N necessario
para seu desenvolvimento. Assim, as grandes diferencas observadas na produtividade de
graos das melhores e piores linhagens, pouco tem a ver com a FBN, mas sim com outros
fatores, como a propria constituicdo genética dos genotipos, arquitetura da planta, ciclo,
resisténcia a doengas, entre outros.

Quando dois caracteres se relacionam dentro de um mesmo ambiente, as
correlacdes existentes entre eles sdo devidas, principalmente, aos fatores ambientais, e
estas associagdes podem ser interpretadas como fenotipicas. Por outro lado, quando dois
caracteres se relacionam independentemente do ambiente em que se encontram, as
variagoes observadas ocorrem devido a fatores genéticos, ou seja, as correlacdes podem
ser interpretadas como genéticas. As correlagdes fenotipicas sdo compostas por fatores
genéticos e ambientais, enquanto as correlagdes genéticas representam a fragao herdavel
e/ou previsivel das associagdes entre os caracteres e estas, geralmente, sao causadas por
efeitos pleiotropicos e/ou por genes ligados (Cruz et al., 2012; Ramalho et al., 2012).

Em relagdo aos caracteres mensurados em campo, o aspecto visual de graos
mostrou correlagdes genéticas significativas com o numero (0,63) e massa seca (0,48) de
nodulos (Figura 4.2), o que ndo faz muito sentido, pois indica que quanto pior a aparéncia

do grao, maior ¢ a biomassa e niumero de nddulos. Além de apresentar correlacao genética
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significativa com a massa seca da parte aérea, a massa de 100 graos se correlacionou com
amassa seca (0,54) e nuimero de nédulos (0,45), o que indica que muitos genes envolvidos
na determinagdo da massa de graos podem estar ligados ou também atuar sobre a massa
e numero de nodulos. Em leguminosas, esses resultados sao atribuidos ao maior conteudo
de reserva existente em sementes maiores, promovendo a emergéncia mais rapida e
vigorosa das plantulas, que mais cedo se associam aos rizobios, garantindo maior eficacia

da nodulagdo (Corby et al., 2011; Costa et al., 2021).
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Figura 4.2. Coeficientes de correlagdo fenotipica () entre os caracteres mensurados no
mesmo experimento e correlagdo genética (®) entre os caracteres
mensurados em experimentos distintos, em avaliagdes para fixagdo
biologica de nitrogénio com vinte linhagens e duas testemunhas de feijao-
comum tipo preto. Nos experimentos de casa de vegetacdo foram
mensurados teor de clorofila (TC - Indice de Clorofila Falker - ICF), massa
seca da parte aérea (MSPA - g planta™), massa seca da raiz (MSRZ - g
planta™!), nimero de noédulos (NN - unidade planta™'), massa seca de nddulos
(MSN - mg planta’') e massa especifica de nédulo (MEN - mg nédulo™) e
nos experimentos de campo, a produtividade de grios (PROD — kg ha™),
massa de 100 graos (M100 — g) e aspecto visual de graos (AVG — escala de
notas de 1 a 3).
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A produtividade de graos nao apresentou correlagdo significativa com os
caracteres avaliados (Figura 4.2). A selecdo de gendtipos de alto rendimento associado a
boa capacidade de FBN tem sido lenta no feijdo-comum (Reinprecht et al., 2020).
Enquanto alguns trabalhos relatam a existéncia de associagao entre o rendimento de graos
e a FBN (Farid e Navabi, 2015; Heilig et al., 2017b; Barbosa et al., 2018), outros
ressaltam que a sele¢do para ambos os caracteres deve ser realizada simultaneamente,
devido as correlagdes baixas ou ausentes (Farid et al., 2017; Reinprecht et al., 2020).
Esses resultados evidenciam a complexidade da interacao entre a produtividade ¢ FBN
no contexto do feijao-comum, ressaltando a importancia de mais estudos para garantir
avangos consistentes para ambos os caracteres.

O teor de clorofila mostrou correlagdo fenotipica positiva e significativa com
a massa especifica de nddulos (0,66) (Figura 4.2). Esse resultado indica que o carater
pode estar associado ao tamanho nodular. Alguns estudos t€ém mostrado correlacao do
teor de clorofila com a porcentagem de N derivado da atmosfera (Farid et al., 2017,
Reinprecht et al., 2020) e produtividade de graos (Ramaekers et al., 2013) e tém
recomendado sua utilizagdo na selecao indireta para FBN. Porém, essa recomendagao ¢
feita somente quando nao ha outras fontes de N disponiveis, pois estas promovem
aumentos diretos no carater (Jiang et al., 2020; Reinprecht et al., 2020).

A massa seca de nodulos apresentou correlagdo fenotipica significativa com
o numero (0,52) e massa especifica de nodulos (0,46), e massa seca da raiz (0,66),
mostrando que pode haver incremento na biomassa nodular quando a quantidade e
tamanho dos nodulos e desenvolvimento das raizes sao maiores. A massa seca de nodulos
¢ considerada um dos mais confiaveis caracteres relacionados a FBN, de acordo com
trabalhos classicos realizados para o feijado-comum e a soja (Dobereiner, 1966; Hungria
e Bohrer, 2000), uma vez que o carater apresenta boa associagdo com o N total acumulado
nas plantas, o que ndo acontece com o numero de nodulos.

A massa seca da parte aérea mostrou correlagdo fenotipica positiva e
significativa com a massa seca da raiz (0,80) e nodulos (0,82), nimero de nédulos (0,49)
e massa de 100 graos (0,49), o que sugere que as plantas investem fotoassimilados em
ambos os tecidos simultaneamente, sem favorecer a parte subterranea ou parte aérea
(Figura 4.2). Em estudo realizado por Heilig et al. (2017a), a massa seca da parte aérea
também se correlacionou com importantes caracteres, como a porcentagem de N nos

graos e porcentagem de N derivado da atmosfera, o que levou os autores a recomendarem
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o carater na selecdo indireta para FBN, porém, somente quando os gendtipos sao
cultivados em condigdes livres de N.

Os dois primeiros componentes principais explicaram 67% (42% PC1 e 25%
PC2) da variacao total (Figura 4.3), o que indica que os componentes capturaram uma
porcentagem significativa da variabilidade dos dados. O vetor da produtividade de graos
apresentou a mesma dire¢do e ficou proximo dos vetores do teor de clorofila e massa
especifica de nodulo, que ficaram sobrepostos no grafico. Isso indica que a produtividade
tem uma relacdo consistente com os outros dois caracteres, em termos de como
contribuem para a variabilidade global dos dados, e, certamente, essa relagao ¢ ndo linear,
uma vez que nado foi capturada pelas analises de correlagao (Figura 4.2). Contudo, esses
resultados devem ser interpretados com cautela, pois a produtividade de graos mostrou a
menor variacdo entre todos os caracteres avaliados, o que era esperado, devido a
utilizacao das melhores e piores linhagens para o carater nas analises.

Como mencionado anteriormente, a massa especifica de ndédulo ¢ um
importante carater associado a FBN, sendo um indicativo do tamanho nodular, que, por
sua vez, pode estar relacionado ao desenvolvimento das plantas e produtividade (Rodifio
etal., 2011; Matoso 2014). A associagao encontrada entre a massa especifica de nodulos,
o teor de clorofila e a produtividade de graos, possibilita a recomendacao destes carateres
na selecdo indireta para melhoramento de feijao-comum visando capacidade produtiva e
FBN. Cabe ressaltar que a fenotipagem do teor de clorofila, com auxilio dos
clorofilometros, no inicio do florescimento da cultura, pode apresentar-se como
alternativa mais rapida, facil e de baixo custo (Ramaekers et al., 2013). Além disso, as
avaliagdes do carater sdo ndo destrutiveis para as plantas, pois ndo envolvem o sistema
radicular, possibilitando a avaliagdo, na mesma planta, de caracteres de final de ciclo.

A anélise de componentes principais também mostrou associagdo entre as
massas secas da parte aérea, raizes e nodulos e massa de 100 grdos (Figura 4.3),
reforcando os resultados encontrados na andlise de correlagdo (Figura 4.2). Ambos os
caracteres compdoem a biomassa da planta, que esta diretamente relacionada ao bom
suprimento de N e ao teor total de N nos tecidos vegetais (Hungria e Bohrer, 2000).
Alguns estudos tém recomendado uma avaliacdo simples da massa seca da parte aérea
para selecdo indireta da capacidade de FBN em gendtipos de soja e feijdo-comum.
(Hungria e Bohrer, 2000; Nicolas et al., 2002; Heilig et al., 2017b). Portanto, os resultados
encontrados reforcam a relevancia do carater como um indicador confidvel da FBN,

especialmente em solos com baixos teores de N.

95



I NN
I A
| 7
! 20/ o
i /
1
I /f
| /
) I
I 15
I [ X ]
'5 12
(]
[}
1
1" ! |
| } s contrib
14 ot ) | 15
S 21 | - -
ﬂ‘\o I e N MSN
s | e laweme — o m
2 16 o
&) 7 ® . i —~
o e e 1 . 5
® 1
A I
18 a4
. 1
I [ ]
| 22
| 4
| [ ]
,2_ |
1
a® : |
I MEN
1
1
1
I °
| 10
: | l
-4 . | | |
PC1 (41.8%)

Figura 4.3. Andlise de componentes principais de 22 gendtipos de feijado-comum, sendo
10 melhores (1 a 10) e 10 piores (11 a 20) para produtividade de graos e 2
testemunhas (21 e 22), para os caracteres avaliados em casa de vegetagao teor
de clorofila (TC - Indice de Clorofila Falker - ICF), massa seca da parte aérea
(MSPA - g planta’!), massa seca da raiz (MSRZ - g planta!), nimero de
noédulos (NN - unidade planta™), massa seca de nodulos (MSN - mg planta™)
e massa especifica de nddulo (MEN - mg nédulo™!) e os caracteres avaliados
em campo produtividade de grios (PROD — kg ha!), massa de 100 grios
(M100 — g) e aspecto visual de graos (AVG — escala de notas de 1 a 3).

Os genodtipos selecionados neste estudo serdo encaminhados para os ensaios
avangados, em que serdo testados em um maior nimero de ambientes cuja principal fonte
de N seja a FBN. Para isso, recomenda-se a selecao das dez melhores linhagens para
produtividade de graos avaliadas neste estudo, com excecdo da CNFP 21632 ¢ da CNFP
21662, que apresentaram baixas médias para a massa de 100 graos (Tabela 4.4), ndo
correspondendo com as expectativas de mercado atuais. As oito demais linhagens
apresentaram boas médias para os caracteres agronomicos ¢ desempenho semelhante e

satisfatorio para os caracteres relacionados a FBN.

4.4 CONCLUSAO
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A conducgao dos gendtipos por varias geragdes em ambientes cuja principal
fonte de nitrogénio foi a fixagdo bioldgica foi eficiente para detectar variabilidade
genética e selecionar linhagens de bom desempenho simbiotico. Além disso, foi possivel
obter alto ganho genético para produtividade de graos (20,36%).

Os caracteres teor de clorofila, massa seca da parte aérea e massa especifica
de nodulos podem ser indicados para sele¢do indireta de genotipos com melhor
desempenho para FBN.

Oito linhagens (CNFP 21619, CNFP 2622, CNFP 21629, CNFP 21630,
CNFP 21649, CNFP 21651, CNFP 21661 e CNFP 21681) sao indicadas para comporem

os ensaios avancados de FBN para feijao-comum tipo preto da Embrapa Arroz e Feijado.

4.5 REFERENCIAS

ANDRAUS, P. A.; CARDOSO, A. A.; FERREIRA, E. P. B. Differences in nodulation
and grain yield on common bean cultivars with different growth cycles.
Communications in Soil Science and Plant Analysis, v. 47, n. 9, p. 1148-1161, 2016.

ANDRIOLO, J.; PEREIRA, P. A. A.; HENSON, R. A. Variabilidade entre linhas de
formas silvestres de Phaseolus vulgaris quanto a caracteristicas relacionadas com a

fixacdo bioldgica de N». Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 29, n. 6, p. 831-837,
1994.

BARBOSA, N.; PORTILLA, E.; BUENDIA, H. F.; RAATZ, B.; BEEBE, S.; RAO, L.
Genotypic differences in symbiotic nitrogen fixation ability and seed yield of climbing
bean. Plant Soil, v. 428, n. 1, p. 223-239, 2018.

BEAVER, J. S.; OSORNO, J. M. Achievements and limitation of contemporary
common bean breeding using conventional and molecular approaches. Euphytica, v.
168, n. 1, p. 145-175, 2009.

CORBY, H. D. L.; SMITH, D. L.; SPRENT, J. L. Size, structure, and nitrogen content
of seeds of Fabaceae in relation to nodulation. Botanical Journal of the Linnean
Society, v. 167, n. 3, p. 251-280, p. 2011.

COSTA, J. G. C.;; MELO, L. C.; PEREIRA, H. S.; PELOSO, M. J.; FARIA, L. C,;
DIiAZ,J. L. C.; WENDLAND, A.; RAVA, C. A. BRS Esplendor — Common bean
cultivar with black grain, upright growth and disease resistance. Crop Breeding and
Applied Biotechnology, v. 11, n. 1, p. 276-279, 2011.

COSTA, C. N.; ANTUNES, J. E. L.; AQUINO, J. P. A;; SILVA, . S. C;
FIGUEIREDO, M. V. B.; ARAUJO, A. S. F. Seed size influences the promoting
activity of rhizobia on plant growth, nodulation and N fixation in lima bean. Ciéncia
Rural, v. 51, n. 3, p. 20200246, 2021.

97



CRUZ, C. D.; REGAZZI, A.J.; CARNEIRO, P. C. S. Modelos biométricos aplicados
ao melhoramento genético. 4. ed., v. 1, Vigosa: Editora UFV, 2012. 514 p.

DIAS, P. A. S.; MELO, P. G. S.; MELO, L. C.; SOUZA, T. L. P. O.; FARIA, L. C;
FERREIRA, E. P. B.; PEREIRA, H. S. Production and disease resistance of elite lines
previously selected using mineral nitrogen fertilization cultivated with natural versus

artificial nitrogen supplementation. Genetics and Molecular Research, v. 19, n. 2,
gmr18491, 2020.

DOBEREINER, J. Evaluation of nitrogen fixation in legumes by the regression of total
plant nitrogen with nodule weight. Nature, v. 210, n. 1, p. 850-852, 1966.

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria. Sistema brasileiro de
classificacao de solos. Brasilia: Embrapa, 2018. 356p.

FARIA, L. C.; MELO, P. G. S.; PEREIRA, H. S.; WENDLAND, A.; BORGES, S. F.;
PEREIRA FILHO, I. A.; DIAZ, J. L. C.; CALGARO, M.; MELO, L. C. Genetic
progress during 22 years of black bean improvement. Euphytica, v. 199, n. 1, p. 261-
272,2013.

FARID, M.; NAVABI, A. N; fixation ability of different dry bean genotypes.
Canadian Journal of Plant Science, v. 95, n. 1, p. 1243-1257, 2015.

FARID, M.; EARL, H. J.; PAULS, K. P.; NAVABI, A. Response to selections for
improved nitrogen fixations in common bean (Phaseolus vulgaris L.). Euphytica, v.
213, n. 99, p. 2-13, 2017.

FONSECA, G. G.; OLIVEIRA, D. P.; SOARES, B. L.; FERREIRA, P. A. A;
TEIXEIRA, C. M.; MARTINS, F. A. D.; MOREIRA, F. M. S.; ANDRADE, M. J. B.
Resposta de cultivares de feijoeiro-comum a inoculacao das sementes com duas estirpes
de rizobio. Bioscience Journal, v. 29, n. 6, p. 1778-1787, 2013.

FONSECA-LOPEZ, D.; QUILA, N. J. V.; BALAGUERA-LOPEZ, H. E. Techniques
applied in agricultural research to quantify nitrogen fixation: a systematic review.
Ciencia y Tecnologia Agropecuaria, v. 21, n. 1, p. 32-50, 2020.

FRANCO, M. C.; CASSINIL S. T.; OLIVEIRA, V. R.; VIEIRA, C.; TSAL S. M.;
CRUZ, C. D. Combining ability for nodulation in common bean (Phaseolus vulgaris L.)
genotypes from Andean and Middle American gene pools. Euphytica, v. 118, n. 1, p.
265-270, 2001.

HEILIG, J. A.; BEAVER, J. S.; WRIGHT, E. M.; SONG, Q.; KELLY, J. D. QTL
analysis of symbiotic nitrogen fixation in a black bean population. Crop Science, v. 57,
n. 1, p. 118-129, 2017a.

HEILIG, J. A.; WRIGHT, E. M.; KELLY, J. D. Symbiotic nitrogen fixation of black
and navy bean under organic production systems. Organic Agriculture &
Agroecology, v. 109, n. 5, p. 2223-2230, 2017b.

HUNGRIA, M.; BOHRER, T. R. J. Variability of nodulation and dinitrogen fixation
capacity among soybean cultivars. Biology and Fertility Soils, v. 31, n. 1, p. 45-52,
2000.

98



HUNGRIA, M.; VARGAS, M. A. T. Enviromental factors affecting N> fixation in grain
legumes in the tropics, with an emphasis on Brazil. Field Crops Research, v. 65, n. 2-
3, p- 151-164, 2000.

ISOIL, T.; YOSHIDA, S. Low nitrogen fixation of common bean (Phaseolus vulgaris
L.). Soil Science and Plant Nutrition, v. 37, n. 3, p. 559-563, 1991.

JIANG, Y.; MACLEAN, D. E.; PERRY, G. E.; MARSOLAIS, F.; HILL, B.; PAULS,
K. P. Evaluation of beneficial and inhibitory effects of nitrate on nodulation and
nitrogen fixation in common bean (Phaseolus vulgaris). Legume Science, v. 2, n. 3, p.
e45, 2020.

KAMFWA, K.; CICHY, K. A.; KELLY, J. D. Identification of quantitative trait loci for
symbiotic nitrogen fixation in common bean. Theoretical and Applied Genetics, v.
132, n. 1, p. 1375-1387, 2019.

KASSAMBARA, A.; MUNDT, F. factoextra: Extract and Visualize the Results of
Multivariate Data Analyses. R package version 1.0.7. 2022. Disponivel em:
<http://www.sthda.com/english/rpkgs/factoextra> Acesso em: 8§ jan. de 2024.

KIPE-NOLT, J. A.; MONTEALEGRE, M. C. M. TOHME, J. Restriction of nodulation
by the broad host range Rhizobium tropici strain CIAT899 in wild accessions of
Phaseolus vulgaris L. New Phytologist, v. 120, n. 4, p. 489-494, 1992.

KNUPP, A. M.; FERREIRA, E. P. B.; ARAUJO, A. P. Variability of nodulation traits
in Andean and Mesoamerican common bean gene pools. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v. 52, n. 4, p. 252-260, 2017.

LE, S.; JOSSE, J.; HUSSON, F. FactoMineR: an R package for multivariate analysis.
Journal of Statistical Software, v.25,n. 1, p. 1-18, 2008.

LENTH, R. V. (2021). emmeans: estimated marginal means, aka least-squares
means. R package version 1.8.9. 2021. Disponivel em
<https://CRAN.Rproject.org/package=emmeans> Acesso em: 8 jan. de 2024.

MARKHAM, J. H.; ZEKVELD, C. Nitrogen fixation makes biomass allocation to roots
independent of soil nitrogen supply. Canadian Journal of Botany, v. 85, n. 9, p. 787-
793, 2007.

MARTINEZ-ROMERO, E. Diversity of Rhizobium-Phaseolus vulgaris symbiosis:
overview and perspectives. Plant and Soil, v. 252, n. 1, p. 11-23, 2003.

MATOSO, S. C. G. Eficiéncia de nddulos estratificados por tamanho no processo de
fixacdo bioldgica de nitrogénio e crescimento do feijoeiro. Agrotépica, v. 26, n. 2, p.
103-110, 2014.

MOURA, F. T.; RIBEIRO, R. A.; HELENE, L. C. F.; NOGUEIRA, M. A.; HUNGRIA,
M. So many rhizobial partners, so little nitrogen fixed: The intriguing symbiotic
promiscuity of common bean (Phaseolus vulgaris L.). Symbiosis, v. 86, n. 2, p. 169-
185, 2022.

99



NAGPAL, S.; SIRARIL A.; SHARMA, P.; SINGH, S.; MANDAHAL, K. S.; SINGH,
H.; SINGH, S. Marker trait association for biological nitrogen fixation traits in an
interspecific cross of chickpea (Cicer arietinum x Cicer reticulatum). Physiology and
Molecular Biology of Plants, v. 29, n. 7, p. 1005-1018, 2023.

NICOLAS, M. F.; ARIAS, C. A. A.; HUNGRIA, M. Genetics of nodulation and
nitrogen fixation in Brazilian soybean cultivars. Biology and Fertility Soils, v. 36, n. 1,
p. 109-117, 2002.

OLADZAD, A.; GONZALEZ, A.; MACCHIAVELLI, R.; DE JENSEN, C. E ;
BEAVER, J.; PORCH, T.; MCCLEAN, P. Genetic factors associated with nodulation
and nitrogen derived from atmosphere in a middle American common bean panel.
Frontiers in Plant Science, v. 11, p. 576078, 2020.

OLIVOTO, T.; LUCIO, A. D. metan: An R package for multi-environment trial
analysis. Methods in Ecology and Evolution, v. 11, n. 6, p. 783-789, 2020.

PACHECO, R. S.; BODDEY, R. M.; ALVES, B. J. R.; FERREIRA, E. P. B;;
STRALIOTTO, R.; ARAUJO, A. P. Differences in contribution of biological nitrogen
fixation to yield performance of common bean cultivars as assessed by the '°N natural
abundance technique. Plant Soil, v. 454, n. 1, v. 327-341, 2020.

PELEGRIN, R.; MERCANTE, F. M.; OTSUBO, 1. M. N.; OTSUBO, A. A. Resposta
da cultura do feijoeiro a adubacao nitrogenada e a inoculagao com rizébio. Revista
Brasileira de Ciéncia do Solo, v. 33, n. 1, p. 219-226, 2009.

PEREIRA, H. S.; ALMEIDA, V. M.; MELO, L. C.; WENDLAND, A.; FARIA, L. C;
PELOSO, M. J. D.; MAGALDI, M. C. S. Influéncia do ambiente em cultivares de

feijoeiro-comum em cerrado com baixa altitude. Bragantia, v. 71, n. 2, p. 165-172,
2012.

PEREIRA, H. S.; MELO, L. C.; FARIA, L. C.; FERREIRA, E. P. B.; MERCANTE, F.
M.; WENDLAND, A.; SOUZA, T. L. P. O. Common bean elite lines cultivated under
nitrogen fertilization and inoculation with Rhizobium tropici. Ciéncia Rural, v. 45, n.
12, p. 2168-2173, 2015.

PIMENTEL-GOMES, F. Curso de Estatistica Experimental. 15. ed. Piracicaba:
FEALQ-USP, 2009. 451 p.

R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. Vienna: R
Foundation for Statistical Computing. Version 4.2.2. 2022. Diponivel em:
<https://www.Rproject.org/>

RAMALHO, M. A. P.; ABREU, A. F. B.; SANTOS, J. B.; NUNES, J. A. R.
Aplicacoes da genética quantitativa no melhoramento de plantas autégamas. 1. ed.
Lavras: Editora UFLA, 2012. 522 p.

RAMAEKERS, L.; GALEANO, C. H.; GARZON, N.; VANDERLEYDEN, J.; BLAIR,
M. W. Identifying quantitative trait loci for symbiotic nitrogen fixation capacity and
related traits in common bean. Molecular Breeding, v. 31, n. 1, p. 163-180, 2013.

100



REINPRECHT, Y.; SCHARAM, L.; MARSOLALIS, F.; SMITH, T. H.; HILL, B.;
PAULS, K. P. Effects of nitrogen application on nitrogen fixation in common bean
production. Frontiers in Plant Science, v. 11, n. 1172, p. 1-19, 2020.

RESENDE, M. D. V.; DUARTE, J. B. Precisdo e controle de qualidade em
experimentos de avaliagdo de cultivares. Pesquisa Agropecuaria Tropical, v. 37, n. 3,
p. 182-194, 2007.

RODINO, A. P.; DE LA FUENTE, M.; DE RON, A. M.; LEMA, M. J.; DREVON, J.
J.; SANTALLA, M. Variation for nodulation and plant yield of common bean

genotypes and environmental effects on the genotype expression. Plant Soil, v. 346, n.
1, p. 349-361, 2011.

SCHIPANSKI, M. E.; DRINKWATER, L. E.; RUSSELLE, M. P. Understanding the
variability in soybean nitrogen fixation across agroecosystems. Plant Soil, v. 329, n. 1,
p- 379-397, 2010.

SORATTO, R. P.; CATUCHI T. A.; SOUZA, E. F. C.; GARCIA, J. L. N. Plant density
and nitrogen fertilization on common bean nutrition and yield. Revista Caatinga, v. 30,
n. 3, p. 670-678, 2017.

SOUSA, M. A.; MESSIAS, M.; ASOBIA, P. C.; FLORES, R. A.; FERREIRA, E. P. B.
Agroeconomic response of inoculated common bean as affected by nitrogen application
along growth cycle. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 43, n. 6, p. 2531-2546, 2022.

TORRES, M. H. R. M.; SOUZA, T. L. P. O.; FARIA, L. C.; MELO, L. C.; PEREIRA,
H. S. Genetic parameters and selection of black bean lines for resistance to fusarium
wilt and yield. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 57, n. 1, €02846, 2022.

WILKER, J.; NAVABI, A.; RAJCAN, I.; MARSOLAIS, F.; HILL, B;
TORKAMANEH, D.; PAULS, P. Agronomic performance and nitrogen fixation of
heirloon and conventional dry bean varieties under low-nitrogen field conditions.
Frontiers in Plant Science, v. 10, n. 952, p. 1-21, 2019.

WILKER, J.; HUMPHRIES, S.; ROSAS-SOTOMAYOR, J.; CERNA, M. G.;
TORKAMANEH, D.; EDWARDS, M.; NAVABI, A.; PAULS, K. P. Genetic diversity,
nitrogen fixation, and water use efficiency in a panel of Honduran common bean
(Phaseolus vulgaris L.) landraces and modern genotypes. Plants, v. 9, n. 1238, p. 1-42,
2020.

101



APENDICES

Apéndice A. Médias das 76 linhagens e 5 testemunhas avaliadas em solos cuja principal
fonte de nitrogénio foi a fixacdo biologica, em Santo Antonio de Goias-
GO, na safra de inverno de 2021 e 2022, para os caracteres produtividade
de grios (PROD — kg ha™!), massa de 100 grios (M 100 — g) e aspecto visual

de graos (AVG — escala de notas de 1 a 3).

Genotipo Inverno/2021 Inverno/2022 Conjunta
PROD P1000 AVG PROD P100 AVG PROD P100 AVG
CNFP 21614 2631 243 1,00 1965 26,8 1,00 2298 25,5 1,00
CNFP 21615 2253 20,5 1,00 1876 234 1,00 2064 22,0 1,00
CNFP 21616 2639 20,7 1,00 2412 23,1 1,00 2525 21,9 1,00
CNFP 21617 2611 223 1,00 2504 24,6 1,00 2558 234 1,00
CNFP 21618 2470 21,3 1,00 2047 24,0 1,33 2259 22,7 1,17
CNFP 21619 2735 21,3 1,00 2743 23,8 1,00 2739 22,6 1,00
CNFP 21620 2118 24,5 1,00 1845 26,3 1,00 1982 254 1,00
CNFP 21621 2669 21,5 1,00 1763 23,8 1,00 2216 22,7 1,00
CNFP 21622 3580 22,1 1,33 3044 24,5 1,67 3312 233 1,50
CNFP 21623 2536 204 1,00 1759 22,8 1,00 2148 21,6 1,00
CNFP 21624 2416 229 1,00 2002 258 1,00 2209 24,3 1,00
CNFP 21625 1834 21,6 1,00 2397 24,7 1,00 2116 23,2 1,00
CNFP 21626 2337 21,6 1,00 2033 252 1,00 2185 234 1,00
CNFP 21627 2479 20,8 1,00 2306 21,5 1,00 2393 21,2 1,00
CNFP 21628 2393 21,8 1,00 1849 234 1,00 2121 22,6 1,00
CNFP 21629 3324 21,2 1,00 2382 23,6 1,00 2853 224 1,00
CNFP 21630 3099 219 1,00 2728 24,1 1,00 2914 23,0 1,00
CNFP 21631 2170 21,1 1,00 1733 224 1,00 1951 21,8 1,00
CNFP 21632 2913 19,8 1,33 2405 21,7 1,33 2659 20,8 1,33
CNFP 21633 2066 21,4 1,00 1959 242 1,00 2013 22,8 1,00
CNFP 21634 2646 20,8 1,00 2510 24,0 1,00 2578 224 1,00
CNFP 21635 1959 222 1,00 1901 25,7 1,00 1930 24,0 1,00
CNFP 21636 2179 214 1,00 2072 248 1,00 2125 23,1 1,00
CNFP 21637 1471 21,9 1,00 2207 249 1,00 1839 234 1,00
CNFP 21638 2411 214 1,00 1866 229 1,00 2139 22,1 1,00
CNFP 21639 3198 20,8 1,00 2013 22,7 1,00 2606 21,7 1,00
CNFP 21640 3169 21,2 1,00 1985 23,2 1,00 2577 22,2 1,00
CNFP 21641 2510 20,7 1,33 1897 23,0 1,00 2203 21,9 1,17
CNFP 21642 2716 22,0 1,00 2176 25,1 1,00 2446 23,5 1,00
CNFP 21643 2799 21,1 1,00 2020 23,6 1,00 2410 224 1,00
CNFP 21644 2464 21,8 1,00 2491 24,1 1,00 2478 229 1,00
CNFP 21645 1921 20,6 1,00 1709 22,2 1,00 1815 21,4 1,00
CNFP 21646 1775 20,5 1,00 1523 233 1,00 1649 21,9 1,00
CNFP 21647 2162 21,2 1,00 2080 23,7 1,00 2121 224 1,00
CNFP 21648 1949 204 1,00 1927 232 1,00 1938 21,8 1,00
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Apéndice B (Cont.). Médias das 76 linhagens e 5 testemunhas avaliadas em solos cuja

principal fonte de nitrogénio foi a fixagdo biologica, em Santo
Antonio de Goias-GO, na safra de inverno de 2021 e 2022, para os
caracteres produtividade de griaos (PROD — kg ha'!), massa de 100
graos (M100 — g) e aspecto visual de graos (AVG — escala de notas
de 1a3).

Inverno/2021 Inverno/2022 Conjunta

Genotipo PROD PI00 AVG PROD PI100 AVG PROD P100 AVG
CNFP 21649 3179 214 1,00 2434 23.1 100 2807 223 1.00
CNFP21650 2216 23.8 1,00 2033 260 100 2124 249 1,00
CNFP21651 2950 225 1,00 2496 241 100 2723 233 1,00
CNFP 21652 2341 227 100 1896 240 100 2119 233 1,00
CNFP 21653 2270 22,0 100 1860 234 100 2065 227 1,00
CNFP 21654 1843 19,7 133 1918 214 100 1881 20,6 1,17
CNFP 21655 2602 20,8 1,00 1652 225 133 2127 21,6 1,17
CNFP21656 1822 21,7 1,67 1694 245 133 1758 23,1 1,50
CNFP 21657 2081 21,8 1,00 2202 23.6 100 2142 227 1,00
CNFP21658 2500 20,5 1,00 2203 23,7 133 2351 22,1 1,17
CNFP21659 2319 209 100 1932 224 100 2126 216 1,00
CNFP 21660 2600 23.0 1,00 2421 255 100 2511 242 1,00
CNFP21661 3117 212 100 2335 229 100 2726 22.1 1,00
CNFP21662 3010 199 1,00 2440 22,1 100 2725 210 1,00
CNFP21663 2762 222 1,00 1985 240 1,00 2374 23,1 1,00
CNFP 21664 2613 21,7 1,00 2277 243 100 2445 23,0 1,00
CNFP 21665 2016 229 1,00 2011 257 100 2014 243 1,00
CNFP 21666 2222 22,1 1,00 2296 235 100 2259 228 1,00
CNFP 21667 1887 240 100 1444 266 100 1665 253 1,00
CNFP 21668 2657 203 100 2064 222 100 2361 212 1,00
CNFP21669 2358 209 1,00 1935 247 100 2146 228 1,00
CNFP21670 2023 21,0 1,00 1562 241 100 1793 225 1,00
CNFP21671 2972 21,8 1,00 1922 241 100 2447 23,0 1,00
CNFP21672 2729 22,6 1,00 1796 247 1,00 2263 23,6 1,00
CNFP21673 3021 229 133 2054 241 1,00 2537 235 1,17
CNFP 21674 2572 213 1,00 2174 23.1 100 2373 222 100
CNFP21675 2577 235 100 2277 260 100 2427 248 1,00
CNFP21676 2580 223 133 2198 248 100 2389 235 1,17
CNFP21677 1942 210 100 1697 23.6 100 1819 223 1,00
CNFP21678 1877 223 100 2039 257 100 1958 240 1,00
CNFP21679 2396 213 1,00 1501 23,1 133 1949 222 1,17
CNFP21680 2536 23,0 133 1983 252 133 2260 241 1733
CNFP 21681 3599 212 1,00 2211 220 1,00 2905 21,6 1,00
CNFP 21682 1547 20,0 1,00 1132 224 133 1339 212 1,17
CNFP21683 2323 22,7 1,00 1750 246 1,00 2036 23,6 1,00
CNFP 21684 2489 215 100 2205 244 100 2347 229 1,00
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Apéndice B (Cont.). Médias das 76 linhagens e 5 testemunhas avaliadas em solos cuja
principal fonte de nitrogénio foi a fixagdo biologica, em Santo
Antonio de Goias-GO, na safra de inverno de 2021 e 2022, para os
caracteres produtividade de griaos (PROD — kg ha'!), massa de 100
graos (M100 — g) e aspecto visual de graos (AVG — escala de notas
de 1a3).

Inverno/2021 Inverno/2022 Conjunta

PROD P100 AVG PROD P100 AVG PROD P100 AVG

CNFP 21685 2642 24,8 1,00 2626 284 1,00 2634 26,6 1,00

CNFP 21686 2430 21,8 1,00 2019 24,0 1,00 2224 229 1,00

CNFP 21687 2713 223 1,00 949 255 1,67 1831 239 1,33

CNFP 21688 2766 21,8 1,00 2214 243 1,00 2490 23,0 1,00

CNFP 21689 2436 20,8 1,00 2152 23,2 1,00 2294 220 1,00

NORH 54 1118 21,1 3,00 1059 22,1 3,00 1088 21,6 3,00

BRS FP403 2432 243 1,00 2676 26,6 1,00 2554 254 1,00

CNFP 10793 2756 24,7 1,00 2377 264 1,00 2566 25,6 1,00

BRS

Esplendor 2601 19,1 1,00 2025 21,0 1,00 2313 20,0 1,00

CNFP 7994 2482 189 1,00 2179 21,2 1,00 2331 20,0 1,00

Genotipo
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos estudos realizados comprovou-se que para o desenvolvimento de
gendtipos adaptados a condigdes de cultivo especificas, como a fixa¢do biologica de
nitrogénio (FBN), estes devem ser mantidos em ambientes representativos, para
promover a sele¢dao natural e otimizar sua interacao simbidtica. Os ensaios conduzidos
em varios ambientes, em que a FBN ¢ a principal fonte de nitrogénio, permitem uma
avaliagdo mais abrangente do desempenho dos genotipos em condi¢des representativas
de cultivo, o que facilita a identificacdo de cultivares promissoras e permite que os
genotipos mais adaptados prosperem.

Em relagdo a variacdo genética das plantas, varios sdo os fatores que podem
contribuir para o efetivo estabelecimento da simbiose com as bactérias. Fatores como a
quantidade de substancias liberadas, a facilidade com que o rizobio se liga as raizes, a
dissolugao da parede celular, a formag¢ao dos nodulos e a producdo de proteinas
especificas podem distinguir as plantas mais eficientes na simbiose. E responsabilidade
dos programas de melhoramento genético identificar os gendtipos mais promissores. Para
i1sso, recomenda-se que os programas sejam conduzidos, em todas as suas fases, em
ambientes em que o rizobio esteja presente, favorecendo a expressao da FBN.

A condugdo das populacdes segregantes por bulk, ¢ eficiente para o
incremento da FBN e pode ser sugerida para o feijdo-comum. O avango de geragdes em
ambientes sob sistema de FBN pelo método, promove a selecao natural e permite que
apenas os genOtipos mais adaptados prosperem e se mantenham na populacao. Outro
método potencial para aumento da FBN no feijdo-comum e que merece estudos ¢ a
selecdo recorrente. Como o carater ¢ quantitativo e altamente influenciado pelo ambiente,
a selegcdo recorrente permite a escolha continua dos melhores genotipos ao longo de
multiplas geracdes, favorecendo a adaptacdo a diferentes condi¢cdes de cultivo e
otimizando a eficiéncia na fixacdo de nitrogénio.

Com base nos resultados promissores apresentados no presente estudo, a
expectativa de disponibilizacdo de cultivares de feijdo-comum preto direcionada para
ambientes de FBN no mercado ¢ elevada. Tal cultivar podera oferecer aos agricultores
uma opc¢ao eficaz e sustentavel para cultivo em areas em que a FBN ¢ predominante,

contribuindo para a seguranca alimentar e a sustentabilidade ambiental.
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