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Os objetivos desse trabalho foram investigar se ocorre efeito materno para a
concentragdo de ferro e de zinco em sementes de feijdo Andino, obter estimativas de
pardmetros genéticos para esses minerais e selecionar recombinantes para o programa de
biofortificacdo de feijdo. Para tanto, hibridacdes controladas foram realizadas entre os
parentais IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney para a obtencéo
das geracdes F1, F1 reciproco, F,, F; reciproco e retrocruzamentos RCi; (F1 X P1) € RCyz (F1 X
P,). As geracdes obtidas foram avaliadas em um experimento de campo conduzido no periodo
de safrinha de 2014 em Santa Maria, RS. Nas sementes de feijdo das populacOes segregantes
obtidas a concentracéo de ferro variou de 24,70 a 102,40 mg kg™ de matéria seca — MS e a
concentracdo de zinco foi de 10,70 a 37,50 mg kg™ de MS, sem que a expressio de efeito
materno tenha sido observada. A herdabilidade em sentido amplo estimada para a
concentracéo de ferro nas sementes de feijdo Andino variou de 52,36 a 67,83% e para zinco, a
amplitude foi de 63,36 a 72,22%. A herdabilidade em sentido restrito para a concentracdo de
ferro variou de 19,04 a 45,29% e para zinco, de 31,04 a 63,60%. Os ganhos de selecdo obtidos
para a concentracdo de ferro e de zinco nas sementes de feijdo Andino foram de 18,58% e de
17,21%, respectivamente. Assim, a partir dos cruzamentos testados é possivel obter

recombinantes com alta concentragéo de ferro e de zinco nas sementes de feijdo Andino.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L.. Efeito materno. Herdabilidade. Ganho com a selecéo.
Distribuigéo de frequéncia. Biofortificagdo.
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The aim of this work was to investigate if occurs maternal effect for iron and zinc
concentrations in Andean bean seeds, to obtain genetic parameters estimates for these
minerals, and to select recombinants for the bean biofortification program. For this, crosses
were performed between the parents IAC Boreal x Light Red Kidney, and Ouro Branco x
Light Red Kidney, to produce F;, F; reciprocal, F,, F; reciprocal and backcrossed RC1; (Fy X
P1) and RCy, (F1 X P,) generations. Parents and the other generations obtained were evaluated
at a field experiment conducted at 2014 dry season, in Santa Maria, RS. In the bean seeds of
the segregating populations obtained, the iron concentration range from 24.70 to 102.40 mg
kg™ of dry matter — DM and the seed zinc concentration range from 10.70 to 37.50 mg kg™ of
DM, without that the expression of maternal effect was observed. The broad-sense heritability
estimates for the seed iron concentration in the Andean beans range from 52.36 to 67.83%,
and for zinc, the range was from 63.36 to 72.22%. The narrow-sense heritability estimates for
seed iron concentration ranged from 19.04 to 45.29%, and, for zinc, from 31.04 to 63.60%.
The selection gains for the seed iron and zinc concentrations ranged from 18.58 and 17.21%,
respectively. Therefore, from the tested crosses, it is possible to obtain recombinants with

high iron and zinc concentrations in Andean bean seeds.

Key words: Phaseolus vulgaris L. Maternal effect. Heritability. Gain with selection.

Frequency distribution. Biofortification.
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1 INTRODUCAO

Globalmente, mais de 2 bilhdes de pessoas sofrem com a deficiéncia de vitamina A,
ferro, zinco e iodo (FAO, 2014a; FAO 2014b; THOMPSON; AMOROSO, 2014). A
deficiéncia de um ou mais micronutrientes € considerada um grave problema de satde publica
e atinge, desde as criangas pequenas até idosos, de ambos os sexos e de todos 0s niveis
sociais, que possuem uma dieta ndo adequada e desbalanceada em micronutrientes,
principalmente aquelas baseadas em cereais, “junk food” e baixo consumo de carnes
(KAIDAR-PERSON et al., 2008; ROOHANI et al., 2013; CLEMENS, 2014). Vérias
estratégias sdo utilizadas no combate a desnutricdo, e, uma delas é o desenvolvimento de
cultivares com maior concentracdo de nutrientes biodisponiveis em suas fragdes comestiveis,
conhecidas como cultivares biofortificadas (CLEMENS, 2014). Esta estratégia tem se
mostrado mais eficiente e sustentavel do que as outras alternativas, como a suplementacéo de
minerais (WHO, 2006; RIOS et al., 2009). Isso porque a suplementacdo oral por tempo
prolongado, além de ser onerosa, acarreta reacGes indesejaveis, tais como a irritacdo do
aparelho gastrointestinal, fazendo com que muitos pacientes desistam do tratamento (SENA;
PEDROSA, 2005; BORTOLINI; VITOLO, 2007; CANCADO, 2009).

O ferro e 0 zinco sdo minerais essenciais para 0 bom funcionamento do organismo
humano e a caréncia de um ou de ambos pode resultar em prejuizos a saide (ROOHANI et
al., 2013; I0M, 2001). O ferro é um importante componente da hemoglobina e é constituinte
de um grande nimero de enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativo (WHO, 2006;
NUTTI et al., 2006). Sua deficiéncia causa anemia e traz debilitacGes cognitivas e fisicas,
tanto para criancas, quanto para adultos (LA FRANO et al., 2014). O zinco esta presente em
todos os drgédos, tecidos e fluidos corporais, sendo um elemento basico da bioquimica celular,
além de ser essencial para a manutencdo das fungdes do sistema imunoldgico (DESHPANDE
etal., 2013; ROOHANI et al., 2013). A caréncia de zinco proporciona complica¢fes durante a
gestacdo (como problemas no crescimento e no desenvolvimento do feto) e o parto (trabalho
de parto ineficiente e risco de parto prematuro), atraso no crescimento infantil, além de
impactar negativamente em varios sistemas do corpo humano, deixando o individuo
suscetivel a infecces (BLACK, 2003; DESHPANDE et al., 2013; ROOHANI et al., 2013).

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € um alimento que estd presente na dieta diaria de

grande parte da populacéo brasileira e seu consumo aparente per capita é de 17,60 kg hab™
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ano™ (MESQUITA et al., 2007; WANDER; CHAVES, 2011). O consumo de 170,00 gramas
de feijdo cozido, com 65,00% de umidade, é capaz de atender 29,00 e 55,00% do consumo
diario recomendado de ferro para mulheres e homens adultos, respectivamente, e 10,00% do
requerimento diario de zinco (SATHE et al., 1984). De acordo com as recomendacfes da
Dietary Reference Intake (DRI’s), homens de 19 a 50 anos necessitam da ingestdo de 8 mg
diarios de ferro e 11 mg diarios de zinco (IOM, 2001). Ja, mulheres na faixa etaria de 19 a 50
anos, de acordo com a mesma fonte, necessitam uma ingestao diaria de 18 e 8 mg diarios de
ferro e de zinco, respectivamente. Assim, o feijdo € uma cultura importante e promissora para
a biofortificacdo, visto que apresenta em sua composicdo ferro e zinco, e € um alimento de
facil acesso e bastante consumido no Brasil e em outros paises em desenvolvimento atingidos
pela desnutricdo (NUTTI et al., 2006; HOGH-JENSEN et al., 2013).

O ponto de partida para o desenvolvimento de cultivares biofortificadas de feijao
consiste na existéncia de variabilidade genética para a concentragdo dos minerais de interesse
(BEEBE; GONZALEZ; RENGIFO, 2000; MORAGHAN; GRAFTON, 2001; CICHY et al.,
2005; MESQUITA et al., 2007; BLAIR et al., 2009; JOST et al., 2009a). Beebe; Gonzalez;
Rengifo (2000), analisando 1.031 acessos de feijdo do Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), observaram que a concentracdo média de ferro nas sementes de feijdo foi de
55,00 mg kg’ de matéria seca — MS, variando de 34,00 a 89,00 mg kg* de MS, e a
concentracdo média de zinco foi de 35,00 mg kg™ de MS, com variacdo de 21,00 a 54,00 mg
kg* de MS. Akond et al. (2011), avaliando 29 linhagens de feijdo de centros de origens
distintos, verificaram que a concentracdo de ferro nas sementes variou de 8,00 a 112,90 mg
kg™ de MS, e que a concentracéo de zinco foi de 30,90 a 64,60 mg kg™ de MS. Segundo
Mesquita et al. (2007), estudando 21 linhagens de feijdo cultivadas no Brasil, observaram que
as concentracdes de ferro variaram de 71,37 a 126,90 mg kg™ de MS e de zinco, de 36,67 a
69,90 mg kg™ de MS, em estudos conduzidos durante a safra das aguas na Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais (MG), regido sudeste Brasileira.

De maneira geral, a selecdo de plantas de feijdo com altas concentracGes de ferro e de
zinco nas sementes tende a conferir uma maior biodisponibilidade desses micronutrientes,
trazendo maiores beneficios aos consumidores, tais como a melhoria na salude e na qualidade
de vida, e contribuindo significativamente para o combate das caréncias de minerais (WELCH
et al., 2000a; WELCH et al., 2000b; HOUSE et al., 2002; TAKO; BLAIR; GLAHN, 2011).
De acordo com Ribeiro et al. (2013), foi possivel selecionar cultivares de feijao com alta
concentracdo de ferro nas sementes, igual ou maior a 95,00 mg kg” de MS. Também, foi
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possivel identificar cultivares de feijdo com alta concentracdo de zinco nas sementes, superior
a 30,00 mg kg'1 de MS (CICHY et al., 2005; TRYPHONE; NCHIMBI-MSOLLA, 2010).

A concentracdo de ferro e de zinco nas sementes de feijdo varia de acordo com o
ambiente de cultivo, as cultivares avaliadas e o centro de origem (BEEBE; GONZALEZ;
RENGIFO, 2000; MORAGHAN; GRAFTON, 2001; ISLAM et al.,, 2002; MORAGHAN;
GRAFTON 2002; MORAGHAN et al., 2002; ARAUJO et al., 2003; JOST et al., 2009a;
AKOND et al., 2011; RIBEIRO et al., 2012; SILVA et al., 2012). Fatores referentes ao local
de cultivo, como a disponibilidade de ferro e a acidez do solo, influenciaram a concentragédo
deste mineral nas sementes de feijdo e podem dificultar o processo de selecdo, sendo,
portanto, recomendado pratica-la em um grande nimero de ambientes (MORAGHAN;
GRAFTON, 2002; MORAGHAN et al., 2002; BISSANI et al., 2008; RIBEIRO et al., 2012).

De acordo com Moraghan; Grafton (2002) e Moraghan et al. (2002), a acidez do solo
influencia a acumulacdo de ferro de forma que os solos &cidos propiciaram a maior
acumulacdo deste mineral nas sementes de feijao. O resultado obtido por esses autores pode
estar relacionado com a menor disponibilidade do ferro em solos alcalinos (BISSANI et al.,
2008). Para a concentracdo de zinco, o ambiente parece exercer menor influéncia na
expressdo deste mineral, em razdo da ndo ocorréncia de interacdo genotipo x ambiente, o que
é favoravel para o melhoramento genético deste carater (RIBEIRO et al., 2012). De acordo
com Silva et al. (2012), em experimentos realizados em Lavras — MG, comparando 10
linhagens de feijdo em trés épocas de semeadura (semeadura em novembro, fevereiro e julho),
relataram que houve diferenca na concentracdo de minerais nas sementes de feijao, de forma
que a semeadura realizada em novembro (safra das secas) proporcionou a maior concentragcdo
de ferro e de zinco nas sementes de feijao. Os resultados obtidos por esses autores podem ser
explicados pelo fato de que o estresse hidrico esteve relacionado com a maior concentragédo de
ferro nas sementes de feijdo.

Com relacdo ao centro de origem, as cultivares de feijdo provenientes do centro de
origem Andino tendem a apresentar maior concentragdo de ferro e menor concentragdo de
zinco do que as cultivares do centro de origem Mesoamericano (ISLAM et al., 2002). Além
disso, os feijoes do centro de origem Andino apresentam outras caracteristicas importantes,
tais como sementes de tamanho grande (> 40,00 g 100 sementes™), diversas coloragtes de
tegumento, presenca de genes de resisténcia ao crestamento bacteriano (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli), a mancha angular (Phaeoisariopsis griseola) e ao virus do mosaico
comum (VMDF), e presenca de genes de adaptacdo a climas frios e umidos (SINGH et al.,
1991; STRALIOTTO; TEIXEIRA, 2000; BLAIR et al., 2010). Desta forma, tais
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caracteristicas sdo favoraveis ao desenvolvimento de cultivares de feijaio Andinas com alto
potencial de exportagédo (DEL PELOSO; MELO, 2005) e com melhor adaptagéo as condicoes
de cultivo de safrinha do Estado do Rio Grande do Sul, em decorréncia das baixas
temperaturas observadas, em especial, durante o periodo de floragdo a maturacdo (MALUF et
al., 2001).

Outro fator importante para o desenvolvimento de cultivares de feijdo biofortificadas
consiste no conhecimento do local de acumulacdo do mineral na semente (BLAIR, 2013). O
fato do mineral estar mais concentrado no tegumento ou no tecido cotiledonar afeta
diretamente sua biodisponibilidade, em razdo da presenca de fatores antinutricionais nestes
tecidos, como por exemplo, os taninos (presentes no tegumento) e os fitatos (presentes nos
cotilédones), os quais prejudicam a absorcdo de alguns minerais, dentre eles o ferro e o zinco
(MORAGHAN; GRAFTON, 2002; BLAIR, 2013). De acordo com Petry et al. (2013),
taninos e fitatos formam complexos ndo absorviveis com esses minerais, dentro do trato
gastrointestinal dos seres humanos, causando, desta forma, a reducdo de sua
biodisponibilidade. Para a agricultura, estes estudos sdo importantes para o desenvolvimento
de cultivares biofortificadas por influenciar a ocorréncia de efeito materno da concentracdo de
minerais nas sementes.

A maior acumulagdo de minerais no tegumento das sementes resulta na ocorréncia de
efeito materno, que é caracterizado como um tipo especial de heranca que faz com que a
expressao de alguns caracteres dos descendentes seja independente dos genes doados pelo
parental masculino por uma, ou até duas geracbes (RAMALHO et al., 2012). Nesse caso,
segundo 0s mesmos autores, isso ocorre em razao de que o tegumento das sementes de feijdo
é tecido proveniente da parede do ovério (tecido materno), e ndo produto da fecundacéo.
Portanto, esse carater se expressa apenas na geragdo seguinte e faz com que o tegumento e 0
embrido figuem em geragdes distintas na mesma semente. A principal implicagéo no processo
de selecdo causada pela ocorréncia de efeito materno, é que a selecdo s6 podera ser praticada
a partir da geracdo F3, onde sera possivel acessar a variabilidade genética (RAMALHO et al.,
2012). Assim, o estudo da ocorréncia de efeito materno € muito importante para o
melhoramento de plantas, pois implica diretamente nas estratégias de conducdo das
populacbes segregantes, em razdo do fenotipo dos descendentes serem dependentes do
gendtipo materno (JOST et al. 2009a).

Em feijdo de origem Mesoamericana, foi relatada a ocorréncia de efeito materno
significativo para a concentracdo de calcio e de ferro (JOST et al., 2009a; JOST et al., 2009b),

em razdo desses minerais estarem mais concentrados no tegumento das sementes de feijdo
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(MORAGHAN et al., 2002; RIBEIRO et al., 2012). De acordo com Jost et al. (2009a), a
ocorréncia de efeito materno foi observada pelo contraste significativo entre as geracdes F; e
F1 reciproco em razdo de que o tegumento, local onde houve maior acumulacao de ferro, é
tecido de origem materna. Ja, para a concentracao de zinco nao foi observado efeito materno
significativo em sementes de feijdo de origem Mesoamericana (ROSA et al., 2010).
Entretanto, Silva et al. (2013) relataram a ocorréncia de efeito materno para zinco em
sementes de feijao em 12 das 16 combinacdes hibridas avaliadas. Isso se justifica pelo fato de
que a acumulacéo de ferro e de zinco no tegumento ou no embrido das sementes de feijdo
varia acentuadamente de acordo com a cultivar e o centro de origem das sementes
(MORAGHAN et al., 2002; CVITANICH et al., 2010; RIBEIRO et al., 2012).

O estudo da genética da concentracdo de minerais em sementes de feijdo é uma
ferramenta de auxilio aos melhoristas no desenvolvimento de cultivares biofortificadas, pois o
conhecimento dos pardmetros genéticos dos caracteres de interesse é necessario para que se
obtenha sucesso no melhoramento de plantas (BURATTO, 2012). Em feijdo de origem
Mesoamericana foi constatado que a concentracdo de ferro e de zinco nas sementes apresenta
heranca quantitativa (BEEBE; GONZALEZ; RENGIFO, 2000; GUZMAN-MALDONADO
et al., 2003; BLAIR et al., 2009; JOST et al., 2009a; ROSA et al., 2010). No entanto, segundo
Cichy et al. (2005), estudando a heranca da concentracdo de zinco na geragdo F, proveniente
do cruzamento entre duas cultivares de feijdo do tipo navy bean (um tipo de feijéo
Mesoamericano de sementes pequenas e brancas), esse é um carater de heranca monogénica
que apresenta dominancia parcial para maior concentracdo do mineral, o que implica em
facilidades para o melhoramento desta caracteristica. No entanto, ndo foram encontrados
trabalhos a respeito do estudo dos parametros genéticos para a concentracdo de minerais em
sementes de feijao Andino.

Uma das estimativas de grande importancia para os melhoristas € a herdabilidade (h?),
a qual e utilizada para a previsdo dos ganhos com a selecéo, e pode ser estimada em sentido
amplo (h3,), pela relagéo entre a variancia genética e a variancia fenotipica, ou em sentido
restrito (h?), pela relacdo entre a variancia aditiva e a variancia fenotipica (RAMALHO et al.,
2012). A herdabilidade em sentido restrito (h%), entretanto, apresenta maior utilidade para o
melhoramento de plantas autdgamas, como o feijdo, pois a variancia aditiva € fixada de
geracdo para geracdo, proporcionando maior sucesso na selecdo (CARVALHO et al., 2001).
Em estudos realizados em populacbes F, de feijdo Mesoamericano, visando a estimagéo de
pardmetros genéticos da concentracdo de minerais, houve o predominio da variancia genética
aditiva tanto para a concentracdo de ferro (JOST et al., 2009a; BURATTO, 2012), quanto
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para a concentragdo de zinco nas sementes (GRAHAM et al., 1999; CICHY et al., 2005;
ROSA et al., 2010; BURATTO, 2012; SILVA et al., 2013).

Dessa forma, para o caractere concentracdo de ferro nas sementes de feijdo
Mesoamericano, sdo relatadas estimativas de herdabilidade em sentido restrito, na populacéo
F,, variando de magnitude intermediaria (h%= 45,70%), predita por Buratto (2012), a alta
(h%= 98,93%), segundo Jost et al. (2009a). Para zinco, a herdabilidade em sentido restrito,
também, foi estimada a partir de populacdes F, de feijdo Mesoamericano e foi, geralmente, de
alta magnitude (CICHY et al., 2005; ROSA et al., 2010). Entretanto, Buratto (2012) obteve
estimativas de herdabilidade em sentido restrito de magnitude intermediéria (h% = 42,48 a
57,47%) a baixa (h% = 29,48), para 0 mesmo caractere em populacdes F, de feij&o
Mesoamericano. As diferencas observadas com relacdo aos valores de herdabilidade
apresentados se justificam pelo fato de que suas estimativas nao séo valores fixos, ou seja, as
estimativas de herdabilidade variam de acordo com a populagdo avaliada, 0 ambiente de
cultivo, o método de estimacdo e a precisdo experimental (CARVALHO et al., 2001;
RAMALHO et al., 2012). Para feijdo de origem Andina, ndo foram encontrados estudos
voltados a obtencédo de herdabilidade em sentido restrito, estimada a partir de populaces F.

Heterose ou vigor hibrido (H%) é definido como a superioridade do hibrido (F;) em
relacdo a média dos seus parentais e sua estimativa pode resultar em valores positivos ou
negativos, sendo interpretados conforme o caractere em questdo. Com relagdo a concentracao
de minerais em sementes de feijdo, espera-se que valores positivos sejam obtidos, pois é um
indicativo de que a geracdo hibrida tem maior concentracdo de minerais do que a média dos
parentais utilizados (CRUZ, 2005).

A manifestacdo do vigor hibrido ocorre em razdo da heterozigose e da interacdo
alélica dominante e/ou sobredominante e sempre sera maxima na geragdo F;, quando ocorre a
méaxima heterozigose por consequéncia da hibridacdo (RAMALHO et al., 2012). Segundo 0s
mesmos autores, a heterose é dependente da capacidade de combinacdo dos parentais
empregados na hibridacdo e sua estimativa sera tanto maior quanto mais divergentes forem os
parentais empregados na hibridagdo. No entanto, a heterose é explorada em apenas algumas
espécies autdogamas em razdo delas disporem de mecanismos que dificultam a polinizagdo
cruzada e a obtencdo de sementes hibridas, tais como a cleistogamia, dificultando, assim, a
obtencgéo de sementes hibridas em grande escala (GUERRA; BESPALHOK, 2006).

Para a concentracdo de ferro nas sementes de feijdo Mesoamericano, estimativas
negativas de heterose na geracdo F; foram obtidas por Buratto (2012) (H%= -6,40%), e
positivas por Jost et al. (2009a) e Buratto (2012), H%= 51,94 e 11,26%, respectivamente. O
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mesmo foi observado para a concentragdo de zinco nas sementes de feijdo Mesoamericano,
onde valores de heterose negativos foram obtidos por Buratto (2012) (H%= -3,41%) e
positivos por Rosa et al. (2010) e Buratto (2012), H%= 9,24 e 3,68, respectivamente. Em
feijdo pertencente ao centro de origem Andino, ndo foram encontrados estudos abordando a
heterose.

Com relacdo as estimativas de ganhos com a sele¢cdo encontradas na literatura,
incrementos significativos para a concentracdo de ferro e de zinco nas sementes foram
relatados em populacdes segregantes oriundas de cruzamento intraespecifico de feijao do
centro de origem Mesoamericano (JOST et al., 2009a; ROSA et al., 2010; BURATTO, 2012).
Dessa forma, segundo estimativas obtidas por Buratto (2012), foi possivel aumentar a
concentracdo de ferro em até 15,48%, em relacdo a média da populacdo F, obtida neste
estudo, realizando a selecdo de plantas F,. De acordo com Jost et al. (2009a), ganhos de até
30,05%, em relacdo a populagdo F, obtida a partir de cruzamento entre feijdo do centro de
origem Mesoamericano, foram preditos com a selecdo de plantas F,. Para a concentracdo de
zinco nas sementes de feijao, de acordo com Buratto (2012) e Rosa et al. (2010), foi possivel
o0 incremento de até 18,96% e 12,22%, respectivamente, realizando a predicdo dos ganhos
com selecdo de plantas da populagédo segregante. Contudo, ressalta-se que os ganhos com a
selecdo variam, pois, sua predicdo é dependente de estimativas de herdabilidade e da
intensidade de selegdo (CRUZ; REGAZZI, 2004). Dessa forma, as estimativas de ganhos com
a selecdo obtidos com a pratica de selecdo precoce com feijdo de origem Mesoamericana
indicam que o desenvolvimento de cultivares de feijdo biofortificadas para ferro e zinco é
uma alternativa promissora.

Frente ao exposto, ha davidas se ocorre expressao de efeito materno e se a heranca da
concentracdo de ferro e de zinco em sementes de feijdo Andino é quantitativa. Assim, 0s
objetivos desse trabalho foram investigar se ocorre efeito materno para a concentragéo de
ferro e de zinco em sementes de feijdo Andino, obter estimativas de parametros genéticos para

esses minerais e selecionar recombinantes para o programa de biofortificacéo de feijéo.



2 MATERIAL E METODOS

Para 0 estudo dos parametros genéticos da concentracdo de ferro e de zinco nas
sementes de feijdo foram utilizadas trés cultivares do grupo génico Andino (IAC Boreal,
Light Red Kidney e Ouro Branco) do Banco de Germoplasma de Feijao da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), as quais foram selecionados com base na coloracdo do
tegumento e na concentracdo de ferro e de zinco nas sementes (RIBEIRO et al., 2014,
adaptado pelo autor) e estéo caracterizadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas das linhagens utilizadas como parentais no estudo dos parametros
genéticos da concentracdo de ferro e de zinco com suas respectivas concentracdes médias de
ferro (mg kg™ de matéria seca— MS ) e de zinco (mg kg™ de MS) nas sementes, coloracéo do
tegumento das sementes, massa de 100 sementes (M100S — g) e hébito de crescimento (HC)

Cultivar Ferro  Zinco Cor do Tegumento M100S HC:
(mg kg™ de MS) )

IAC Boreal 106,50 38,95  Vermelho Escuro com Rajas 54,40 I

Light Red Kidney 86,85 24,75 Vermelho Claro 51,47 1l

Ouro Branco 133,80 29,65 Branco 52,80 I

'HC: I: refere-se as plantas com habito de crescimento determinado do tipo I; II: refere-se as plantas com habito

de crescimento indeterminado com guias curtas; IlI: refere-se as plantas com hébito de crescimento

indeterminado com guias longas.
Fonte: RIBEIRO et al. (2014), adaptado pelo autor.

No primeiro semestre de 2013 foram instalados os blocos de cruzamentos em casa-de-
vegetacdo ndo climatizada do Departamento de Fitotecnia da UFSM, situada no municipio de
Santa Maria, no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil (latitude 29°43°S, longitude 53°43"W e
95 m altitude). Neste periodo foram obtidas as sementes F; (P1 X P,) e F; reciproco (P, x P1)
pelo cruzamento entre as cultivares IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light
Red Kidney, utilizando o método de entrelagamento, com emasculacéo prévia do botéo floral,
de acordo com a metodologia descrita por Peternelli; Borém; Carneiro (2009).

No segundo semestre de 2013 foram semeados 0s parentais e parte das sementes F; e
F1 reciproco, para a obtencdo de sementes das geracdes F, (autofecundacdo natural das plantas
F1), F, reciproco (autofecundacdo natural das plantas F; reciproco) e retrocruzamentos (RCi;:

Q@ F1 x & parental; e RCyp: @ Fy x & parentaly). Nesse periodo, foram obtidas, novamente,
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sementes F; e F; reciproco, a fim de que houvesse quantidade de sementes suficientes para
compor o experimento de campo.

Em todas as etapas dos experimentos conduzidos em casa-de-vegetacdo, foram
utilizados vasos de polipropileno com capacidade de 5 litros, os quais foram preenchidos com
uma mistura de solo (Argissolo Bruno-Acinzentado alitico tipico), substrato comercial H.
Decker®, casca de arroz carbonizada e cinzas, na propor¢do volumétrica de 3:1:1:1,
respectivamente. Os vasos foram dispostos aleatoriamente sobre as bancadas da casa-de-
vegetacdo. A semeadura foi realizada utilizando cinco sementes de cada gendtipo e, ap6s a
emergéncia, foi realizado o desbaste de trés plantulas de maneira aleatéria, a fim de que
permanecessem apenas duas plantas por vaso. No experimento conduzido no primeiro
semestre de 2013 foram conduzidos cerca de 35 vasos de cada parental e no segundo semestre
de 2013, foram conduzidos 10 vasos de cada parental e 16 vasos para cada combinacdo F; e
F, reciproco.

Ao longo do desenvolvimento da cultura, foram realizados manejos fitossanitarios a
fim de manter a integridade dos botdes florais, tais como a aplicacdo de inseticida e fungicida.
A temperatura interna foi monitorada a partir de um termoémetro digital e as janelas eram
abertas sempre que seu valor superasse os 25 °C e fechadas sempre que seu valor fosse
inferior a 15 °C, visando adequar a temperatura ambiente aquela sugerida como 6tima para a
pratica de cruzamentos descrita por Peternelli; Borém; Carneiro (2009).

No estadio de maturacdo (Rg), as vagens foram colhidas individualmente, debulhadas
manualmente e identificadas. As sementes das geracGes obtidas e dos parentais foram secas
em estufa (£65 °C) (Odontobras 1.5, Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) até que
atingissem umidade média de 13%. Apds, as sementes permaneceram armazenadas em
camara fria (x2°C), com umidade relativa de aproximadamente 65%, por um periodo de
aproximadamente um més, antes da semeadura do experimento de campo.

As sementes obtidas de cada geracgdo (F;, F; reciproco, F», F, reciproco, RCy; e RCyy)
e dos parentais (IAC Boreal, Light Red Kidney e Ouro Branco) compuseram o experimento
de campo semeado no dia 17 de fevereiro de 2014, em cultivo de safrinha agricola. O clima
da regido é classificado como Cfa, subtropical imido, segundo a classificacdo de Koppen
(KUINCHTNER; BURIOL, 2001) e alguns dados das condi¢des climatoldgicas observadas
no periodo de conducao do experimento sdo apresentadas na Tabela 2.

O local de instalagdo do experimento de campo foi a area experimental do
Departamento de Fitotecnia da UFSM, em solo classificado como Argissolo Bruno-

Acinzentado alitico tipico, pertencente a unidade de mapeamento Santa Maria (SANTOS et
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al., 2006). A composicdo quimica do solo antes da semeadura foi a seguinte: pH (H,0) =
6,50; matéria organica = 1,80%; P (Mehlish-1) = 18,00 mg dm™; K = 116,00 mg dm™; Ca™ =
8,70 cmolc dm™; Mg*? = 4,50 cmolc dm™; H*+AI** = 1,70 cmolc dm™; Cu = 0,90 mg dm™;
Zn = 0,50 mg dm™; e Fe = 2267,40 mg dm™. O preparo do solo ocorreu de maneira
convencional e a adubacéo foi realizada conforme a andlise quimica, com a aplicagdo de 275
kg ha™ de adubo NPK de formulagdo 5-20-20 (uréia: 45% de nitrogénio, superfosfato: 18%
P,Os e cloreto de potassio: 60% K;0), no sulco da semeadura, sendo incorporado para ndo
entrar em contato direto com a semente. A adubacéo nitrogenada de cobertura foi realizada no
estadio de primeira folha trifoliolada (V3), aplicando-se 67 kg ha™ de nitrogénio, utilizando
uréia (45% de nitrogénio) como fonte. As sementes foram tratadas com inseticida e fungicida,

utilizando Tiametoxan e Metalaxil- M + Fludioxonil na dose de 1 ml L™ de cada produto.

Tabela 2 — Dados de temperatura maxima (Temp. max. - °C) e temperatura minima média
mensal (Temp. min. - °C), precipitacdo total acumulada mensal (Precipitagdo - mm) e
umidade relativa (UR - %) no periodo de cultivo de safrinha 2014, coletados na Estacao
Meteoroldgica de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Santa Maria — RS,
UFSM, 2014

Safrinha 2014

Variavels Fevereiro Marco Abril Maio Junho
Temp. max. 26,06 22,37 20,49 16,07 14,29
Temp. min. 24,71 21,22 19,44 15,14 13,54
Precipitacdo 123,20 241,80 116,00 193,80 304,80
UR 77,00 82,00 83,00 89,00 91,00

Fonte: INMET, Instituto Nacional de Meteorologia (2014).

O delineamento genético utilizado foi o de andlise de geracBes (CRUZ, 2005), com
dois blocos. No primeiro bloco foram avaliadas as geragdes obtidas no cruzamento IAC
Boreal x Light Red Kidney, apresentando um total de 81 linhas, sendo: sete linhas de geracéo
F1, nove linhas de F; reciproco, quatro linhas de RCy;, trés linhas de RCy,, 14 linhas de F,, 23
linhas de F, reciproco e sete linhas de cada um dos parentais (IAC Boreal, Light Red Kidney
e Ouro Branco). No segundo bloco foram avaliadas as gerac¢Ges obtidas no cruzamento Ouro
Branco x Light Red Kidney, sendo: sete linhas de geracdo F1, nove linhas de F; reciproco, 26
linhas de F,, 15 linhas de F, reciproco, cinco linhas de RCy4, cinco de RCy; e sete linhas de

cada um dos parentais, totalizando 88 linhas.
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Em ambos os blocos foram usadas linhas de 1 m de comprimento, com espagamento
de 0,5 m. A densidade de semeadura utilizada foi de 15 sementes por linha para os parentais,
10 sementes por linha para geracbes F; e retrocruzamentos e oito sementes por linha para as
geracOes F,, em razdo da quantidade de sementes obtidas para cada geracéo e por haver maior
variabilidade genética na geracdo F, em relagdo aos parentais e demais geraces avaliadas
(RAMALHO et al., 2012).

No decorrer do desenvolvimento das plantas, foram feitas capinas periddicas a fim de
controlar a presenca de plantas invasoras e, para o controle de insetos, fez-se uma aplicacédo
de Tiametixam + Lambda-cialotrina, na dose de 125 ml ha™ no estadio fenolégico de terceira
folha trifoliolada (V4). Para o controle de doencas utilizou-se Trifloxistrobina + Tebuconazol
na dose de 0,75 L ha™, realizando a primeira aplicacdo preventivamente no estadio fenoldgico
de terceira folha trifoliolada (V4) e a segunda e terceira aplicacbes com intervalo médio de 14
dias.

No estadio de maturacdo (Rg), procedeu-se a colheita das plantas de maneira
individual e manual para evitar a contaminacao por metais, sendo realizado posteriormente, o
beneficiamento das plantas de feijdo colhidas, também, de maneira manual. As sementes
colhidas foram secas em estufa (+65°C) até que a umidade média padrdo de 13% fosse
atingida.

A determinagédo da concentragdo de ferro e de zinco nas sementes foi determinada nas
sementes obtidas em cada planta individual, no laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Ecofisiologia da UFSM. Para isso, foram retiradas amostras de aproximadamente 5 g das
sementes de cada planta, as quais foram moidas em um moedor elétrico (MDR301, Cadence,
Navegantes, SC, Brasil), separadamente, até que uma farinha de feijdo crd muito fina (com
particulas de cerca de 1 mm de diametro, ndo peneirada) fosse obtida. Apds moida, pesou-se
0,5 g da farinha de feijdo obtida e esta foi submetida ao processo de digestdo nitrica-
percldrica na propor¢do volumetrica de 3:1, seguindo o procedimento descrito por Miyazawa
et al. (1999). A leitura da concentracdo de ferro e de zinco foi realizada no Laboratdrio de
Anélise de Solos da UFSM, em um espectrofotdbmetro de absor¢do atdmica de chama
(932AA, GBC Scientific Equipment Pty. Ltd., Braeside, Australia), utilizando comprimento
de onda de 248,30 nm e 213,90 nm, respectivamente.

Todos os procedimentos estatisticos foram feitos para cada uma das combinacGes
hibridas realizadas e para cada mineral avaliado. A comparacdo entre as médias foi realizada
utilizando o teste t, bilateral, a 1% de significancia, comparando as geracoes P; vs Py, Py vs Fy,
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P, vs F; reciproco, F; vs F; reciproco e F, vs F, reciproco. J&, os pardmetros genéticos foram
estimados a partir das variancias dos parentais (P; e P) e das geracdes Fi, F2, RCy; e RCys.

2
A herdabilidade em sentido amplo (h2 = "—g) e a herdabilidade em sentido restrito
OF

(h? = %) foram estimadas considerando a variancia fenotipica: o’ = (SZFZ, a variancia
aditiva: o’a = 26, — (6%re,, + 6°rey,); € @ Variancia do ambiente em Fz: o ¢z = (0,5 0%, +
0,25 Gzpl + 0,25 Gzpz), de acordo com o método dos retrocruzamentos proposto por Warner
(1952). A heterose na geracdo F; foi quantificada pela forma percentual, em relacdo a média

dos parentais (H% = % x 100), e para a heterobeltiose (HT% = % x 100), com: P =
% e MP = melhor parental.

Para a predicdo dos ganhos com a selecdo, foi considerada a selecdo de 20% das

plantas F, com as maiores concentracdes de ferro e de zinco nas sementes. O ganho esperado

foi estimado pela expressdo: AG = DS x h? e AG(%) = a¢ ’;_100, com DS = diferencial de

2

selecdo, calculado pela diferenga entre a média das plantas F, selecionadas e a média das
plantas F;.

Os histogramas e as analises de assimetria, curtose e normalidade foram realizados
com base nas informacdes obtidas em plantas F,, considerando cada combinacdo hibrida e
cada mineral avaliado. O ndmero de classes utilizado na distribuicdo de frequéncia foi
calculado utilizando a formula vn, onde n = numero de observacbes. Para testar a
normalidade dos dados foi empregado o teste de Shapiro-Wilk, com nivel de significancia de
5%. As analises estatisticas foram feitas com o auxilio dos aplicativos Office Excel e Action e
do programa Genes (CRUZ, 2013).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros genéticos da concentracéo de ferro em sementes de feijéo

As distribuicdes de frequéncia das plantas F, obtidas nos cruzamentos entre 1AC
Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney para a concentracdo de ferro
nas sementes de feijao Andino demonstraram que este caractere é uma variavel aleatéria
continua, sendo indicativo de heranca quantitativa (Figura 1A e 1B). Segundo Martins;
Donaire (2012) e Griffiths et al. (2013), uma variavel continua é aquela, geralmente,
determinada por medicdo e pode assumir um numero potencialmente infinito de estados
dentro de uma faixa continua de variagdo, como acontece com a altura de plantas,
apresentando, geralmente, heranca complexa, envolvendo muitos genes, além de fatores
ambientais. Em populagdes Fs.; provenientes do cruzamento entre duas linhagens de feijdo do
centro de origem Andino, Cichy et al. (2009), relataram que a heranca da concentracdo de
ferro nas sementes foi quantitativa em razdo dos quantitative trait locus (QTL’S)
identificados. Da mesma forma, Blair et al. (2009), estudando populagdes F7.11 provenientes
do cruzamento entre linhagens Mesoamericana e Andina, e Beebe; Gonzalez; Rengifo (2000),
avaliando 1.031 acessos de feijdo do Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),
constataram que a concentracdo de ferro nas sementes de feijdo é um caractere quantitativo.

No presente estudo, apenas a distribuicdo de frequéncia dos recombinantes obtidos no
cruzamento entre Ouro Branco x Light Red Kidney apresentou distribuicdo normal e simetria
da curva (Figura 1B), o que permite inferir a presenca de aditividade neste caractere. A
simetria da curva é caracterizada quando a media, a moda e a mediana da distribuicéo
coincidem e os quartis ficam equidistantes da mediana, 0 que ndo ocorre em uma curva
assimétrica (MARTINS; DONAIRE, 2012).

As medidas de curtose (K) passam a ideia do grau de achatamento da curva, neste
caso, um valor positivo indica um pico mais agudo e um corpo mais fino do que a distribuigéo
normal (leptocurtica), um valor negativo indica um maior achatamento da curva e um corpo
mais grosso do que a distribuicdo normal (platicurtica) e um valor igual a zero indica que a
curva possui 0 mesmo achatamento que a curva normal (mesocurtica) (ESTATCAMP, 2014).
Sendo assim, a curva de distribuicdo de frequéncia dos recombinantes obtidos no cruzamento

entre IAC Boreal x Light Red Kidney pode ser classificada como leptocurtica e a curva de
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distribuicdo de frequéncia dos recombinantes obtidos no cruzamento entre Ouro Branco X
Light Red Kidney apresentou-se levemente mais achatada do que a curva de distribuicéo

normal.
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Figura 1 — Distribuicdo de frequéncia das plantas F, obtidas a partir dos cruzamentos entre
IAC Boreal x Light Red Kidney para as concentragdes de ferro (Figura 1A) e de zinco (Figura
1C), e Ouro Branco x Light Red Kidney para as concentragdes de ferro (Figura 1B) e de zinco
(Figura 1D), e as estatisticas dos testes de assimetria (A), curtose (K) e normalidade (N)
(*significancia a 5% de probabilidade) para a concentragio de ferro (mg kg™ de massa seca -
MS) e zinco (mg kg™ de MS), em cultivo de safrinha 2014.

**As setas referem-se as médias dos parentais de seu respectivo cruzamento.

Os contrastes entre as concentragcOes de ferro acumuladas nas sementes de feijao dos
parentais IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney ndo foram
significativos pelo teste t a 1% (Tabela 3), dessa forma, ndo houve diferenca significativa para

este caractere entre os parentais avaliados. De maneira geral, busca-se a utilizacdo de
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parentais contrastantes em hibridagdes em razdo deste ser um dos principios utilizados no
melhoramento para a obtencdo de maior variabilidade genética nas populacdes segregantes
(CRUZ; REGAZZI, 2004). No entanto, cruzamentos convergentes podem ser utilizados
visando a recombinacdo de caracteristicas de interesse entre duas linhagens. Dessa forma, foi
obtida variabilidade genética em ambos os cruzamentos realizados em geracdo F,, 0 que
possibilita a selecdo de genotipos de interesse (Tabela 4).

Tabela 3 — Numero de plantas (NP), concentracdo média de ferro e de zinco com respectivo
desvio padrdo obtidos nos parentais (P e Py) e nas geracbes F1, F; reciproco, F,, F, reciproco
e retrocruzamentos (RCy; e RCy,) nos cruzamentos entre as linhagens IAC Boreal (IAC B, P;)
x Light Red Kidney (LRK, P,) e entre Ouro Branco (OB, P;) x Light Red Kidney (LRK, Py) e
probabilidade pelo teste t para os contrastes P; vs. Py, Py vs. F1, P2 vs. F1 reciproco, F; vs. Fy
reciproco e F, vs. F, reciproco. Santa Maria — RS, 2014

Ferro (mg kg™ de MS) Zinco (mg kg™ de MS)

IAC B x LRK OB x LRK IAC B X LRK OB X LRK
Geracdo NP Média NP Média NP Média NP Média
P, 24 71,86 9,65 16 49,33 +733 25 22474292 24 18,13 +2,38
P, 21 69,03+10,02 16 56,21 +749 25 1698 +268 24 16,39 +2,02
F. 17 77,94 +9,74 11 60,96 +7,31 17 24,62 2,35 15 19,63 +1,76
Fir 19 74,69 11,20 12 59,70 #8,76 20 22,63 +3,00 16 20,17 +2,59
F, 55 53,88 +17,65 56 52,86 +10,11 55 20,98 +400 56 19,78 +3,39
For 54 6508 +1501 50 50,50 11,22 56 21,97 +450 50 18,71 +4,15
RCy 12 68,20 12,12 20 52,52 +9,45 12 21,28 +4,02 17 19,83 +2,73
RCy, 20 76,48 +17,72 20 47,94 #10,78 20 23,91 +3,83 17 20,11 +348

Probabilidade (%)

P, vs. P, 65,68™ 1,29™ 0,00 0,87
P, vs. Fy 5,22" 0,05 1,47 4,00™
P, vs. Fyy 9,62" 26,55™ 0,00" 0,00”
Fivs. Fy 63,42™ 71,28™ 1,59™ 50,10™
F,vs. Fy 0,07 25,56 22,60™ 14,28™

™ Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. ™: néo significativo.

A priori, no momento da escolha dos parentais utilizados neste estudo, esperava-se que
esses fossem contrastantes para a concentracdo de ferro nas sementes, no entanto, as
concentragdes médias de ferro observadas nas sementes deste trabalho foram inferiores
aquelas relatadas por Ribeiro et al. (2014), possivelmente em razao da ocorréncia de interacao
genotipo x ambiente. A interacdo gendtipo x ambiente é caracterizada quando o desempenho
dos genétipos varia conforme o ambiente de cultivo (DESTRO; MONTALVAN, 1999;
CRUZ; REGAZZI, 2004). De acordo com Destro; Montélvan (1999), sua ocorréncia afeta os
ganhos com a selecdo, impondo dificuldades no melhoramento. Aradjo et al. (2003), ja

relataram a ocorréncia de interagdo genétipo X ambiente para a concentracdo de ferro nas
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sementes de feijdo do centro de origem Mesoamericano. Em feijdo de origem Andina, a
ocorréncia de interacdo genotipo x ambiente, também, foi relatada por Cichy et al. (2009). Em
decorréncia disto, Ribeiro et al. (2012) recomendaram que a selecdo para a concentracdo de
ferro nas sementes fosse realizada em varios ambientes.

O contraste F; vs. F; reciproco ndo foi significativo pelo teste t a 1% para as
combinagBes hibridas IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney
para a concentracdo de ferro nas sementes de feijdo. O contraste entre as geracles F; e F;
reciproco é utilizado para detectar a ocorréncia de efeito materno e a sua nao significancia
revela a ndo ocorréncia de efeito materno, indicando que o fendtipo da geracdo F; ndo é
dependente do parental feminino utilizado (BURATTO, 2012; RAMALHO et al., 2012).
Dessa forma, no presente estudo, ndo houve efeito materno para a concentracao de ferro nas
sementes de feijdo Andino avaliadas.

Em feijdo de origem Mesoamericana, Jost et al. (2009a), observaram a presenca de
efeito materno para a concentragéo de ferro nas sementes, nos cruzamentos entre as cultivares
Minuano x Diamante Negro e Diamante Negro x IAPAR 44. Isso indica que o ferro esta
localizado no tegumento das sementes estudadas. Como o local de acumulacdo do ferro nas
sementes de feijdo varia entre o tegumento e o tecido cotiledonar, e essa & uma caracteristica
intrinseca de cada cultivar, do centro de origem e da combinacdo hibrida testada
(MORAGHAN et al., 2002; JOST et al., 2009; CVITANICH et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2012; POSSOBOM, 2014), isso justifica as diferencas observadas no presente estudo e no
trabalho de Jost et al. (2009a). Além disso, de acordo com Buratto (2012) e Ariza-Nieto et al.
(2007), em estudos sobre o local de maior concentragdo de ferro nas sementes de feijéo,
verificou-se que as linhagens Andinas apresentaram 83,2 a 85,8% do ferro concentrado no
tecido cotiledonar, explicando assim a ndo ocorréncia de efeito materno para a concentracdo
de ferro verificada no presente estudo.

Com relagéo a geracdo F», a selecdo de progénies superiores sera facilitada e podera
ser realizada diretamente nessa geracdo, em razdo de que a mesma expressa de fato a

variabilidade genética obtida.
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Tabela 4 — Estimativas dos parametros genéticos e predicéo dos ganhos com a selecdo para a concentracdo de ferro (mg kg™ de massa seca- MS)
e de zinco (mg kg™ de MS) em sementes de feijéo obtidas dos cruzamentos entre IAC Boreal (IAC B) x Light Red Kidney (LRK) e Ouro Branco
(OB) x Light Red Kidney (LRK), no cultivo de safrinha 2014. Santa Maria — RS, 2014

Ferro (mg kg™ de MS)

Zinco (mg kg™de MS)

Parametros genéticos

IAC B x LRK OB x LRK IAC B x LRK OB x LRK
Variancia P, 93,08 53,75 8,54 5,67
Variancia P, 100,39 56,10 7,20 4,08
Variancia F; 94,95 53,40 5,50 3,09
Variancia fenotipica (6°) 297,92 113,69 18,25 14,35
Variancia de ambiente (6%) 95,85 54,16 6,68 3,99
Variancia genética (GZG) 202,07 59,52 11,56 10,36
Varidncia aditiva (6%4) 134,93 21,64 5,66 9,12
Herdabilidade ampla (h?,) 67,83 52,36 63,36 72,22
Herdabilidade restrita (hzr) 45,29 19,04 31,04 63,60
Heterose (H%) 10,63 15,54 24,84 13,75
Heterobeltiose (HT%) 8,46 8,46 9,59 8,28
Valor minimo nos parentais 52,20 36,80 12,10 12,99
Valor maximo nos parentais 94,90 65,70 27,30 22,68
Valor minimo na F, 24,70 25,30 12,50 10,73
Valor maximo na F, 102,40 77,20 37,50 28,71
Média original na F, 59,43 51,75 21,48 19,27

Selecdo para maiores valores

Individuos a serem selecionados em seus
respectivos bancos de dados

Média das plantas selecionadas
Diferencial de selecdo (DS)

Ganho por selecao (AG)

Ganho por selecao (AG%)

Meédia predita para o primeiro ciclo ap6s
a selecdo

109; 55; 108; 54; 107; 53;

106; 105; 104; 52; 103;
102; 51; 101; 50; 100:;
49; 99; 98; 97; 96

83,82
24,39
11,04
18,58

70,48

106; 105; 104; 103; 102;

101; 100; 99; 98; 97;
96; 95; 94; 93; 92;
91; 90; 89; 88; 86; 87

66,75
15,00
2,86
5,52

54,60

91; 21; 77; 60; 86;
02; 59; 52; 29; 89;
92; 102; 84; 101; 33;
47;58; 53; 34; 72; 36

106; 105; 104; 103; 102;
101; 100; 99; 98; 97;
96; 95; 93; 94; 92; 91;

90; 89; 88; 87; 86

27,72 24,48
6,25 521
1,94 3,31
9,03 17,21
23,42 22,59
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Além disso, o local de maior concentracdo de ferro nas sementes possui importancia,
pois, estudos revelaram que o ferro presente no tegumento das sementes de feijdo é mais
biodisponivel que aquele encontrado no tecido cotiledonar (LOMBARDI-BOCCIA et al.,
1995; MORAGHAN et al., 2002). Uma das explicacGes para isso seria que fitatos (um dos
fatores antinutricionais que diminuem a biodisponibilidade de minerais) estariam mais
concentrados no tecido cotiledonar, assim como o ferro, prejudicando a sua absorgéo
(ARIZA-NIETO et al., 2007). No entanto, de acordo com 0s mesmos autores, a adicdo de
ascorbato (vitamina C), no momento da cocc¢do, proporcionou o incremento do ferro
biodisponivel. Além disso, € importante ressaltar que, o aumento geral da concentracdo de
ferro nas sementes de feijdo estd correlacionado com o aumento da biodisponibilidade deste
mineral (WELCH et al. 2000a) e que feijées Andinos tendem a apresentar menor
concentracdo de fitatos e taninos do que as cultivares pertencentes ao centro de origem
Mesoamericano, sendo esperado, portanto, a maior disponibilidade deste ferro para os seres
humanos (ARIZA-NIETO et al., 2007).

As estimativas de herdabilidade em sentido amplo (h2,) sdo muito importantes para 0s
programas de melhoramento, pois permitem prever se a selecdo de plantas terd sucesso
(RAMALHO et al., 2012). De acordo com Cruz; Regazzi (2004), essas estimativas indicam a
natureza da causa de variacdo fenotipica observada (fatores genéticos ou ambientais). Dessa
forma, as variancias genéticas obtidas para as combinacdes hibridas IAC Boreal x Light Red
Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney foram superiores as variancias ambientais,
evidenciando assim a obtencdo de variabilidade genética para a concentracdo de ferro nas
sementes de feijdo Andino (Tabela 4). Assim, estimativas de herdabilidade em sentido amplo
de magnitude intermediaria e alta foram obtidas, variando de hz= 52,36% no cruzamento
Ouro Branco x Light Red Kidney a h?,= 67,83% para IAC Boreal x Light Red Kidney. Em
geragdo F, em feijdo Mesoamericano, também, foram obtidas estimativas de herdabilidade em
sentido amplo de magnitude intermediaria (h2,>48,45 a 59,99%) e alta (h%,> 60,00%) para a
concentracdo de ferro nas sementes por Jost et al. (2009a) e Buratto (2012), respectivamente.
Dessa forma, espera-se que a selegéo das plantas de feijdo com maior concentragdo de ferro
nas sementes tenha sucesso em razdo de que mais da metade da causa de variagdo da
acumulacao de ferro nas sementes € de natureza genética (CARVALHO et al., 2001).

As estimativas de herdabilidade em sentido restrito (h%) refletem a por¢éo da variancia
fenotipica que é atribuida a aditividade, que é facilmente fixada pela sele¢do de plantas, e
possui grande utilidade para o0 melhoramento de plantas autdégamas (CRUZ; REGAZZI, 2004;
RAMALHO et al., 2012). A herdabilidade em sentido restrito da concentracdo de ferro nas
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sementes de feijdo no cruzamento entre IAC Boreal x Light Red Kidney foi de magnitude
intermediaria (h3= 45,29%), indicando facilidade na fixacdo do caréater, sendo favoravel ao
desenvolvimento de cultivares biofortificadas. No entanto, espera-se dificuldade para a
fixacdo desse caractere na selecdo precoce realizada nas progénies obtidas da combinacgéo
hibrida Ouro Branco x Light Red Kidney, pois a estimativa de herdabilidade em sentido
restrito foi de baixa magnitude (h%= 19,04%). Em cruzamentos envolvendo linhagens de
feijdo Mesoamericano, Jost et al. (2009a) obtiveram estimativas de herdabilidade em sentido
restrito variando de magnitude intermediaria (h%= 50,60%) a alta (h%= 98,93%).
Herdabilidade em sentido restrito variando de magnitude intermediaria (h%= 45,7 a 59,27%) a
alta (h%= 62,04%) foram constatadas, também, para a concentracéo de ferro em sementes de
feijdo Mesoamericano por Buratto (2012). No entanto, salienta-se que as estimativas de
herdabilidade, de maneira geral, se referem estritamente as populacdes avaliadas e as
condigdes ambientais as quais foram submetidas, ndo sendo valores definitivos (CARVALHO
etal., 2001; JOST et al., 2009a; BURATTO, 2012; RAMALHO et al., 2012).

Heterose tradicional de 10,63 e 15,54% foi observada nos hibridos de IAC Boreal x
Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney, respectivamente, indicando que é
possivel obter hibridos com maior concentracdo de ferro do que a média de seus parentais.
Com relagéo a heterobeltiose, a populacéo F; de ambos os cruzamentos foi 8,46% superior ao
parental de maior concentracdo de ferro nas sementes. VValores de heterose positivos, também,
foram obtidos por Silva et al. (2013), realizando o estudo dos parametros genéticos da
concentracdo de ferro em sementes feijdo, principalmente de origem Mesoamericana. A
ocorréncia de heterose ou vigor hibrido ocorre em razdo da heterozigose e apresenta sua
maxima expressividade na geracdo F1, sendo que a cada geracdo de autofecundacgdo, ocorre a
reducdo de 50% dos heterozigotos de uma populacdo (BESPALHOK et al., 2006;
RAMALHO et al., 2012). Assim, como o feijdo é uma planta autbgama, espera-se a reducéo
gradativa da frequéncia de locus em heterozigose na populacdo conforme o avanco das
geracoes.

A combinacdo hibrida que resultou em maior variabilidade na concentracdo de ferro
nas sementes da geragdo F, foi entre IAC Boreal x Light Red Kidney, onde a concentracdo de
ferro variou de 24,70 a 102,40 mg kg™ de MS. A outra combinac&o hibrida (Ouro Branco x
Light Red Kidney) apresentou menor amplitude de concentragdo de ferro nas sementes de
feijio do que a primeira, variando de 25,30 a 77,20 mg kg* de MS. Em ambas as
combinagfes houve a ocorréncia de segregacdo transgressiva para menor e maior

concentracdo de ferro nas sementes. A ocorréncia de segregacao transgressiva € relatada para



32

ferro, para baixa ou alta acumulacdo desse mineral, e pode ser atribuida a expresséo de genes
menores, ou em razdo da existéncia de variabilidade no solo, e sua ocorréncia é considerada
favoravel para o desenvolvimento de cultivares superiores (GUZMAN-MALDONADO et al.,
2003; BLAIR et al., 2009; JOST et al., 2009a). Segregacdo transgressiva foi observada
envolvendo cruzamentos entre feijdo de origem Mesoamericana (GUZMAN-MALDONADO
et al., 2003; JOST et al., 2009) e hibridac6es envolvendo feijoes de origem Mesoamericana e
Andina (BLAIR et al., 2009).

Visando a selecdo de gendtipos superiores, apenas na combinacao hibrida entre IAC
Boreal x Light Red Kidney foi possivel a obtencéo de trés plantas com concentracdo de ferro
nas sementes igual ou maior que 9500 mg de ferro kg’ de MS, que caracteriza alta
concentracdo desse mineral de acordo com a classificacdo apresentada por Ribeiro et al.
(2013). Assim, cultivares biofortificadas para ferro nas sementes de feijao poderdo ser
desenvolvidas pelo programa de melhoramento para contribuir no combate da anemia e de
outras doencas associadas com a caréncia de ferro no organismo. No entanto, em ambas as
combinac6es hibridas realizadas foram observadas progénies com baixa concentracdo de ferro
nas sementes de feijdo, que segundo Tryphone; Nchimbi-Msolla (2010) é caracterizado
quando essa concentracao for inferior a 42,00 mg kg™ de MS. A selecio de plantas de feijéo
com baixa concentracdo de ferro nas sementes pode ser utilizada futuramente pelo programa
de melhoramento, visando o desenvolvimento de cultivares que podem ser utilizadas para o
consumo de pessoas portadoras de hemocromatose hereditaria, uma condicdo patoldgica
relacionada a um disturbio no metabolismo do ferro em seres humanos (CANCADO;
CHIATTONE, 2010).

A média original na populagdo F, foi de 59,43 e de 51,75 mg kg™ de MS de ferro no
cruzamento IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco x Light Red Kidney,
respectivamente. Utilizando para a predi¢do dos ganhos, intensidade de selecdo de 20% das
plantas F, com maior concentracdo de ferro nas sementes obtidas, haverd um potencial de
aumento na concentracdo deste mineral de 11,04 mg kg™* de MS, o qual representa um
acréscimo de 18,58%, a partir do cruzamento entre IAC Boreal x Light Red Kidney. A
predicdo da selecdo de recombinantes na geracdo F, obtida no cruzamento entre Ouro Branco
x Light Red Kidney proporcionou um acréscimo de apenas 2,86 mg kg™ de MS, em
decorréncia da herdabilidade em sentido restrito estimada ser de baixa magnitude,
representando, assim, um ganho de 5,52% na concentracdo de ferro nas sementes de feijao,
em relagdo & média da geracdo F,. Dessa forma, espera-se que a concentracdo média de ferro
para o primeiro ciclo ap6s a selecdo seja de 70,48 mg kg™ de MS e de 54,60 mg kg™ de MS
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nos recombinantes obtidos no cruzamento entre IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro
Branco x Light Red Kidney, respectivamente. Os ganhos de selecdo estimados para ferro
foram superiores aos observados por Buratto (2012) e inferiores aos obtidos Jost et al. (2009),
ambos estimados em populagdes F,, em feijdo Mesoamericano.

Desta forma, a partir das estimativas de pardmetros genéticos obtidas no presente
estudo, acredita-se que o desenvolvimento de germoplasma de feijao biofortificado para ferro
seja possivel a partir dos cruzamentos testados, em especial com a selecdo dos recombinantes
obtidos no cruzamento entre IAC Boreal x Light Red Kidney. Isso se justifica pelas altas

estimativas de herdabilidade e de ganhos com a selegéo preditos observados.

3.2 Parametros genéticos da concentracdo de zinco em sementes de feijao

De maneira similar ao que foi observado para o caractere concentragdo de ferro nas
sementes de feijdo, os graficos de distribuicdo de frequéncia de F, evidenciaram que a
concentracdo de zinco nas sementes de feijao Andino, também, é uma varidvel aleatéria
continua, para as duas combinacgdes hibridas (IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco
x Light Red Kidney), indicando ser um caractere quantitativo. Griffiths et al. (2013),
destacaram que o0s caracteres continuos apresentam, em geral, heranca complexa, sendo
governados por mais de dois genes, e sao influenciados pelo ambiente. Cichy et al. (2009), em
estudos com populagdes Fs.; derivadas de um cruzamento entre duas linhagens de feijéo
Andino, constataram que a concentragdo de zinco nas sementes apresenta heranca
guantitativa. A concentracdo de zinco nas sementes de feijdo, também, comportou-se como
um caractere quantitativo em estudos com 87 populagdes F7.1; oriundas de um cruzamento
entre uma linhagem de feijdo Andino com uma Mesoamericano (BLAIR et al., 2009), e em
120 populagdes segregantes F,.3 derivadas de um cruzamento entre uma linhagem de feijdo
cultivado com um acesso selvagem (GUZMAN-MALDONADO et al., 2003).

Com relacdo a normalidade, simetria e curtose das distribuicdes de frequéncia obtidas,
apenas a combinacdo entre Ouro Branco x Light Red Kidney apresentou distribui¢cdo normal,
curva simétrica e pouco achatamento, fatores que indicam a ocorréncia de aditividade (Figura
1D). O gendtipo de menor concentracdo de zinco nas sementes desta populacdo segregante
apresentou 10,70 mg kg™ de MS e o genétipo de maior concentragdo, foi 28,70 mg kg™ de

MS, mostrando a existéncia de segregacao transgressiva para baixa e alta concentracdo de
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zinco nas sementes. No entanto, apesar disso, ndo foram obtidas plantas com alta
concentracdo de zinco nas sementes (> 30,00 mg kg™ de MS), de acordo com as classes
propostas por Cichy et al. (2005) e Tryphone; Nchimbi-Msolla (2010).

A distribuicdo de frequéncia da populacdo segregante proveniente do cruzamento entre
IAC Boreal x Light Red Kidney, pode ser classificada como leptocurtica e assimétrica, fatores
indicativos da ocorréncia de dominéncia parcial (Figura 1C). As sementes da populacéo
segregante desta combinacdo hibrida apresentaram concentracao de zinco variando de 12,50 a
37,50 mg kg™ de MS, indicando a ocorréncia de segregacdo transgressiva tanto para baixa
qguanto para alta concentracdo de zinco nas sementes de feijdo Andino. A presenca de
segregacao transgressiva é favoravel em programas de melhoramento (CICHY et al., 2005) e
possibilitou a identificacdo de plantas de feijao com alta concentracdo de zinco nas sementes
(>30,00 mg kg de MS) (TRYPHONE; NCHIMBI-MSOLLA, 2010). Desta forma, trés
plantas poderdo ser selecionadas e contribuirdo para o desenvolvimento de cultivares
enriquecidas para zinco e para 0 combate da deficiéncia deste mineral nos seres humanos.
Segregacao transgressiva para a baixa e alta concentracdo de zinco é frequentemente relatada
na literatura ocorrendo em populacdes segregantes obtidas a partir de hibridacdes controladas
por Guzman-Maldonado et al. (2003), Cichy et al. (2005), Gelin et al. (2007), Blair et al.
(2009) e Rosa et al. (2010).

Na combinacdo hibrida entre IAC Boreal x Light Red Kidney, o contraste entre P; vs.
P, foi significativo pelo teste t a 1% de probabilidade, revelando que os parentais utilizados
diferiram quanto a concentracdo de zinco nas sementes (Tabela 3). De maneira similar, os
parentais utilizados na combinacdo hibrida entre Ouro Branco x Light Red Kidney, também,
diferiram estatisticamente, sendo contrastantes entre si. Dessa forma, foi possivel obter
variabilidade genética em geracdo F, para a concentracdo de zinco nas sementes de feijao
Andino em ambos 0s cruzamentos realizados. Assim, Light Red Kidney apresentou a menor
concentracdo de zinco nas sementes, com uma diferenca média de 5,78 mg kg™ de MS de
IAC Boreal (Tabela 3). Da mesma forma, os parentais utilizados na combinag&o hibrida entre
Ouro Branco x Light Red Kidney, apresentaram diferenca média de 1,74 mg kg™ de MS de
zinco nas sementes.

Para a comprovacao da ocorréncia de efeito materno para a concentragdo de zinco nas
sementes, foi realizado o contraste entre as geracdes Fi e F; reciproco para ambas as
combinagBes hibridas. Assim, foi verificado que as gera¢fes hibridas ndo diferiram
estatisticamente pelo teste t nas combinagdes IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco

x Light Red Kidney, descartando a hipotese de efeito materno para a concentracao de zinco
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em sementes de feijdo Andino. Rosa et al. (2010), também ndo constataram efeito materno
para a concentracdo de zinco em sementes de feijio Mesoamericano. Dessa forma, oS
resultados obtidos indicam que a acumulagdo de zinco nas sementes ndo foi dependente do
tegumento das sementes. De acordo com Moraghan; Grafton (2002), Ribeiro et al. (2012) e
Buratto (2012), o local de acumulagdo de zinco nas sementes de feijao pode variar de acordo
com a cultivar e o centro de origem avaliados, o que justifica a investigagcdo da ocorréncia de
efeito materno para este mineral. No entanto, muitos autores observaram que a maior parte da
acumulacdo de zinco nas sementes de feijdo ocorreu principalmente no tecido cotiledonar
(MORAGHAN; GRAFTON, 2002; BURATTO, 2012; RIBEIRO et al., 2012; BLAIR, 2013),
0 que consente com os resultados obtidos neste estudo.

De maneira geral, o tegumento e o embrido das sementes de feijdo estdo em geragdes
diferentes (RAMALHO et al., 2012). Dessa forma, no presente estudo, a ndo ocorréncia de
efeito materno proporcionara facilidades na realizacdo da selecdo de plantas com maior
concentracdo de zinco nas sementes, pois permite que seja realizada a sele¢do precoce ja nas
sementes F,. Na combinacdo hibrida entre IAC Boreal x Light Red Kidney e Ouro Branco X
Light Red Kidney, o contraste ndo foi significativo entre as geracbes F, e F, reciproco, e isso
é outro indicativo de que elas podem ser consideradas como uma Unica populacdo. Dessa
forma, a ndo ocorréncia de efeito materno para a concentragdo de zinco nas sementes de feijéo
Andino permite que a selecdo das melhores plantas seja iniciada na geracéo F,. Além disso,
espera-se que a biodisponibilidade de zinco seja reduzida em razdo de que a maior parte dos
fitatos encontra-se concentrado no tecido cotiledonar das sementes de feijdo (ARIZA-NIETO
et al., 2007; BLAIR, 2013). Apesar disso, deve-se levar em conta que feijoes pertencentes ao
centro de origem Andino apresentam, em geral, menor concentragdo de fitatos nas sementes
(ARIZA-NIETO, et al., 2007), e que a selecdo de plantas com maior concentragdo de zinco
nas sementes é capaz de proporcionar um aumento indireto da biodisponibilidade deste
mineral (WELCH et al., 2000b).

A estimativa de herdabilidade em sentido amplo é a porcéo da variancia genética total
(incluindo aditividade, dominéncia e epistasia) em relacdo a variancia fenotipica
(CARVALHO et al.,, 2001; CRUZ, 2005). Dessa forma, foi observado que a variancia
genética foi superior a variancia ambiental e foram obtidas estimativas de herdabilidade em
sentido amplo de alta magnitude para ambas as combinacdes hibridas, sendo hZ,= 63,36%
para a combinacéo hibrida IAC Boreal x Light Red Kidney e h2,= 72,22% para a combinagéo
Ouro Branco x Light Red Kidney (Tabela 4). Em sementes de feijdo Mesoamericano,

estimativas de herdabilidade em sentido amplo obtidas em geracdo F, variaram de h2,=
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45,14% (BURATTO, 2012) a h2,= 85,00% (CICHY et al., 2005), para 0 mesmo caractere.
Desta forma, a partir das estimativas de herdabilidade em sentido amplo obtidas neste estudo,
espera-se sucesso na selecdo de plantas com maior concentracdo de zinco nas sementes de
feijdo e no desenvolvimento de cultivares biofortificadas, pois sdo indicativos de que o
caractere possui pouca influéncia do ambiente, de forma que a maior parte da causa da
variacdo deste mineral pode ser atribuida a causas genéticas.

A herdabilidade em sentido restrito representa a porcdo da variancia fenotipica que
ocorre em razdo da variancia genética aditiva (CARVALHO et al., 2001). Segundo 0s
mesmos autores, a ocorréncia de aditividade é favoravel em programas de melhoramento, pois
desta forma, a selecdo dos melhores individuos sera facilitada, uma vez que a aditividade é
fixada com o avanco das geracdes. Assim exposto, as estimativas de herdabilidade em sentido
restrito para a concentracao de zinco em sementes de feijdo Andino variaram de magnitude
intermediaria (h4= 31,04%) no cruzamento entre IAC Boreal x Light Red Kidney a alta (h3=
63,60%) no cruzamento entre Ouro Branco x Light Red Kidney. Dessa forma, espera-se
sucesso na realizacdo da selecdo precoce de plantas de feijdo com alta concentracéo de zinco
nas sementes, auxiliando no desenvolvimento de cultivares biofortificadas. Em feijao
Mesoamericano e em geracdo precoce, foi relatada a obtencéo de estimativas de herdabilidade
em sentido restrito variando de intermediaria (ROSA et al., 2010; BURATTO, 2012) a alta
magnitude (CICHY et al., 2005; ROSA et al., 2010; BURATTO, 2012).

As estimativas de heterose se referem a superioridade da geracdo hibrida em relacéo a
média dos parentais utilizados (RAMALHO et al., 2012). Desta forma, valores positivos
foram encontrados para ambos os cruzamentos indicando que as concentracbes médias de
zinco nas sementes de feijdo das geracdes hibridas foram maiores que as médias de seus
parentais. Com relagdo a heterobeltiose, no cruzamento IAC Boreal x Light Red Kidney,
valor positivo de 9,59% foi obtido, indicando que a média da geracdo F; foi superior ao
melhor parental (IAC Boreal). De maneira similar, a combinacao hibrida Ouro Branco x Light
Red Kidney, também, apresentou valor positivo de 8,28%, indicando que a média da geracéao
hibrida foi maior que o parental Ouro Branco. No entanto, apesar de demonstrar desempenhos
promissores, a heterozigose ndo pode ser fixada, e espera-se sua redugdo gradativa nas
populacdes conforme o avanco dessas geragoes.

Com relacéo a predicdo dos ganhos com a selecéo, na combinacéo entre 1AC Boreal x
Light Red Kidney, considerando a selecdo de 20% das plantas F,, o ganho com a selegéo
esperado da concentracdo de zinco nas sementes de feijdo representou um acréscimo de

9,03%, com incremento de 1,94 mg kg™ de MS. Para a combinacéo entre Ouro Branco x
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Light Red Kidney, estima-se o incremento da concentracdo de zinco das sementes em 3,31
mg kg™ de MS, correspondendo a um aumento de 17,21%. Os ganhos com a seleco preditos
neste estudo, quando comparados com o0s ganhos estimados em feijdo de origem
Mesoamericana por outros autores, foram similares aos relatados por Rosa et al. (2010) e
inferiores aos descritos por Buratto (2012), que estimaram ganhos de até 4,09 e 5,91 mg kg™
de MS, respectivamente.

Das hibridacdes realizadas neste estudo, 0 cruzamento mais promissor para a selecéo
de recombinantes foi Ouro Branco x Light Red Kidney, em decorréncia dos altos valores de
herdabilidade em sentido amplo e restrito e de ganhos com a selecdo estimados para a
concentracéo de zinco nas sementes de feijao Andino. A selecdo dos recombinantes obtidos e
0 avanco dessas geracdes poderdo contribuir para o desenvolvimento de cultivares de feijdo

biofortificadas para zinco.



4 CONCLUSOES

As concentraces de ferro e de zinco nas sementes de feijdo Andino apresentam
heranga quantitativa.

A concentracdo de ferro e de zinco em sementes de feijdo Andino varia de 24,70 a
102,40 mg kg™ de matéria seca — MS e de 10,70 a 37,50 mg kg™ de MS respectivamente, em
geracdo F», e ndo ocorre a expressao de efeito materno.

A herdabilidade em sentido amplo estimada na geragdo F, varia de 52,36 a 67,83%
para a concentracao de ferro e de 63,36 a 72,22 para zinco em sementes de feijao Andino.

A herdabilidade em sentido restrito estimada na geracdo F, de feijdo Andino varia de
19,04 a 45,29% para a concentracdo de ferro e de 31,04 a 63,60% para a concentragdo de
zinco.

Heterose tradicional de 15,54% e de 24,84% ¢é observada para a concentracdo de ferro
e de zinco em feijdo Andino.

Ganhos com a selecdo preditos de até 18,58% e de 17,21% sdo verificados para as
concentragOes de ferro e de zinco nas sementes de feijdo Andino.

A selecdo de recombinantes na populacdo F, com maior concentracdo de ferro e de
zinco nas sementes no cruzamento IAC Boreal x Light Red Kidney é promissora para o

desenvolvimento de germoplasma de feijéo biofortificado.
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