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RESUMO GERAL

A espécie Phaseolus lunatus conhecida como feijdo fava, feijdo-lima ou simplesmente fava é
uma leguminosa tropical que possui uma grande diversidade genética e alto potencial de
producdo por adaptar-se a diversas condi¢cdes ambientais. A fava esta presente na alimentacéao
de diferentes populagdes por ser uma importante fonte de proteina vegetal. O Brasil € uma
area territorial de zona de convergéncia entre centros de domesticacao apresentando elevada
diversidade para muitas espécies. Desta forma, é importante conhecer a diversidade presente
em sementes comercializadas no Nordeste brasileiro e 0 quanto elas podem auxiliar no
entendimento e melhoria dos germoplasmas quanto a resisténcia a Colletotrichum truncatum.
O objetivo do trabalho foi avaliar a diversidade da resisténcia a antracnose em variedades e
verificar a segregacdo da resisténcia em cruzamentos constrastantes para a resisténcia. As
variedades foram caracterizadas por parametros morfoagrondmicos e genéticos a fim de
verificar a diversidade e determinar a estrutura genética de 29 genoétipos de feijdo-fava
oriundos de atravessadores ou produtores de Alagoas e Pernambuco. A segregacdo de
caracteres morfoagrondmicos e a resisténcia de duas variedades feijdo-fava foram avaliadas
em uma progénie (F2) obtidas de um cruzamento constrastante para resisténcia a antracnose.
No estudo dos 29 gendtipos observou-se a diferenciacdo pela procedéncia de origem e tipo de
sementes. Com o0 uso dos marcadores moleculares evidenciou-se a presenca de trés
subpopulacBes sem relacdo a origem, tipo de semente ou pool genético. Os caracteres
relacionados com a producdo de nddulos e resisténcia a C. truncatum apresentaram diferenca
estatistica com formacao de grupos distintos. No ensaio de cruzamento, a segregacao na F»
evidenciou a a dominancia nos caracteres de resisténcia a antracnose, porte da planta, floracédo
e maturagdo da semente. Os resultados servirdo de base para futuros programas de
melhoramento genético da espécie, tendo em vista que € uma etapa fundamental para
obtencédo de gendtipos que atendam a demanda dos produtores.

Palavras-chave: feijdo-fava, cruzamento, resisténcia, interagcdo génica complementar,
variedades crioulas.



ABSTRACT

Phaseolus lunatus, known as Lima bean, Sieva bean or butter bean is a tropical legume with
great genetic diversity and high production potential as it adapts to different environmental
conditions. Due to its high nutritional value, the bean is present in the diet of different
populations as it is an important source of vegetable protein. In Brazil, as it is a convergence
zone between domestication centers, there is high diversity. Despite this, little is known about
the diversity present in seeds commercialized in Northeastern Brazil and how much they can
help understand and improve germplasm in terms of resistance to Colletotrichum truncatum.
The objective of this work was to evaluate the diversity of resistance to anthracnose in
varieties and verify the segregation of resistance in contrasting crosses. The varieties were
characterized by morphoagronomic and genetic parameters to verify the diversity and
determine the genetic structure of 29 fava bean genotypes from cross-breeders and/or
producers in Alagoas and Pernambuco. The segregation of morphoagronomic characters and
the resistance of two fava bean varieties were evaluated in one progeny (F2) obtained from a
contrasting cross for anthracnose resistance. In the study of the 29 genotypes, differentiation
was observed according to the state of origin and type of seeds. Molecular markers evidenced
the presence of three subpopulations unrelated to the provenance, type of seed, or gene pool.
The characters related to the production of nodules and resistance to C. truncatum showed
statistical differences with the formation of distinct groups. In the crossbreeding trial, the
segregation in F2 evidenced the dominance in the anthracnose resistance characters, plant size,
flowering, and seed maturation. The results will serve as a basis for future genetic
improvement programs for the species in the world, but mainly in Brazil, considering that it is
a fundamental step for obtaining genotypes that meet the farmer’s demand.

Keywords: lima beans, crossing, resistance, complementary gene interaction, landraces.
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1 INTRODUCAO

O feijao-fava (Phaseolus lunatus L.), pertencente a familia Fabaceae, é a segunda
espécie de maior importancia do género Phaseolus, sendo cultivada em muitos paises
tropicais. Possui elevada diversidade, adaptabilidade, rusticidade e requer pouca umidade
quando comparada ao feijado comum (P. vulgaris). A espécei possui maior tolerancia ao
calor, 0 que permite que a colheita seja realizada em periodos de estiagem. E considerada
uma importante fonte de proteina para populacdes rurais da América do Sul e Africa, e no
México esta entre as principais culturas tradicionais do pais. No Brasil, possui grande
relevancia, sendo alternativa alimentar e de renda para a populacédo que vive da agricultura
familiar ou de subsisténcia.

A cultura do feijao-fava apresenta limitantes que reduz a produtividade, atribuida
ao fato de parte da producdo ser oriunda de pequenos produtores que o plantam em
consorcios com outras culturas, sem a adocdo de tecnologia que vise 0 aumento da
produtividade. Além disso, a ocorréncia de doencas também tem sido apontada como um
dos fatores de reducdo da produtividade e da qualidade da fava produzida. Entre essas
doencas, a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus &
Moore, tem se destacado entre as doencas flangicas frequentemente encontradas em
plantios de feijdo-fava no Brasil. No geral, o método eficiente de controle do patdgeno é a
utilizacdo de plantas resistentes devido ao menor custo beneficio, ndo ser competitivo e
ndo poluente. No entanto, para o patossistema Colletotrichum-Fava ainda nao existe
cultivar resistente disponivel para a comercializacéo.

A primeira etapa basica em qualquer programa de obtencdo e utilizacdo de
cultivares resistentes € identificar fontes de resisténcia, ou seja, identificar germoplasma
que possua o0s genes de resisténcia de interesse. O conhecimento da diversidade entre os
individuos possibilita 0 gerenciamento da variabilidade genética disponivel, por meio da
escolha dos genitores a serem utilizados nos cruzamentos, podendo-se assim maximizar a
heterose. Desta forma, avaliar a reagdo do germoplasma de feijdo-fava & antracnose é
importante para auxiliar no desenvolvimento de cultivares com maior resisténcia a essa
doenga, uma vez que, 0s investimentos em pesquisa e desenvolvimento para essas
leguminosas € fator fundamental para o crescimento da cadeia produtiva.

A pesquisa continuada € imprescindivel para a produtividade, manejo,

conhecimento da cultura e desenvolvimento de novas cultivares adaptadas para cada
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regido do pais. Avangos na sustentabilidade e competitividade sdo alcancados com
inovacbes e adaptacbes que passam pelas sementes, plantio, manejo, colheita,

armazenagem e distribuicdo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Econdmicos do Género Phaseolus

O género Phaseolus constitui um dos mais importantes géneros da familia Fabaceae
com cerca de 75 espécies, das quais cinco se destacam pela importancia econdmica: P.
vulgaris, P. lunatus, P. coccineus, P. acutifolius e P. polyanthus (Broughton et al., 2003).
Entre essas espécies, o feijdo comum (P. vulgaris) se destaca como a principal fonte de
alimento para diversas populacdes, principalmente da Africa e América Latina (ACOSTA-
GALLEGOS et al., 2007).

Os maiores produtores mundiais de feijdo, em ordem, sdo Myanmar, india, Brasil,
Estados Unidos, México e Tanzania, responsaveis por 56,99% do total produzido no mundo,
ou 15,3 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2019). O consumo reduzido nos paises mais
desenvolvidos e o fato dos grandes produtores mundiais serem também o0s maiores
consumidores gera poucos excedentes exportaveis, limita o conhecimento do mercado e,
consequentemente, o comeércio internacional do produto (CONAB, 2021). Fato este que,
setenta por cento dos brasileiros consomem feijdo diariamente, atingindo um consumo médio
por pessoa de 17 (dezessete) quilos por ano deste gréo que é o simbolo da culinaria brasileira
(BRASIL, 2018).

O feijao (P. vulgaris) representa a principal fonte de proteina vegetal. Com mudancas
de héabitos de consumo, acredita-se que uma parcela crescente da populacdo que estara
buscando alimentos mais saudaveis, estara valorizando o consumo de alimentos como o feijdo
(BRASIL, 2018). As projecbes apontam que a partir de 2024, a demanda para consumo de
feijdo excedera a quantidade produzida necessitando de outras fontes alimentares que

contenham niveis nutricionais semelhantes (Figura 1).
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Figura 1. ProjecGes de produgéo e consumo de feijoes
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A confirmac&o das proje¢des de producdo criara a necessidade de importacéo de feijao
nos préximos anos (CONAB, 2018). Nesse contexto, o feijdo-fava aliada ao feijdo comum
pode ser considerados uma alternativa capaz de suprir e equiparar producdo e consumo devido
a sua versatilidade e adaptabilidade. O P. lunatus € a segunda cultura do género Phaseolus

mais cultivada do mundo.
2.2 Phaseolus lunatus L.

O feijdo-fava (P. lunatus L.), uma das cinco espécies cultivadas do género Phaseolus,
é uma leguminosa tropical caracterizada por elevada diversidade genética e elevado potencial
de producdo, que se adaptam as mais diferentes condi¢es ambientais, mas desenvolvem-se
melhor nos tropicos Umidos e quentes (MAQUET et al., 1999), sendo amplamente distribuida
pelas Américas (GUTIERREZ-SALGADO et al.,1995). Seu processo de domesticagio
aconteceu entre 8.000 e 10.000 anos atras (ANDUEZA-NOH et al., 2016), e inimeras
pesquisas arqueoldgicas apontam como centro de origem para a forma cultivada da espécie a
regido central da Mesoamérica, e mais precisamente a Guatemala (CHACON-SANCHEZ &
MARTINEZ-CASTILLO, 2017).

A cultura adapta-se melhor em solo areno-argiloso, fertil e bem drenado, tendo bom
rendimento com pH entre 5,6 e 6,8, mas tolera as mais diversas condi¢cbes ambientais, sendo

considerado mais tolerante a seca que o P. vulgaris, feijdo-comum (VIEIRA, 1992).
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Phaseolus lunatus é uma espécie plurianual, predominantemente autégama, com
aproximadamente 10% de taxa de cruzamento natural (HARDY et al., 1997). Possuem
Cromossomos pequenos, variando de 1,7 a 3,5 um, todos do tipo metacéntrico (MOSCONE et
al., 1999) totalizando 11 cromossomos (MERCADO-RUARO & DELGADO-SALINAS,
1998). O hébito de crescimento pode ser indeterminado trepador, com o desenvolvimento da
gema terminal em uma guia, ou determinado ando com desenvolvimento completo da gema
terminal em uma inflorescéncia (BEYRA; ARTILES, 2004). As variedades de habito de
crescimento determinado tém pouca variacdo quanto ao tipo de planta e ciclo bioldgico
(SANTOS et al., 2002).

As folhas sdo trifoliadas e mais escuras que as encontradas em outras espécies do
mesmo género, mesmo depois do amadurecimento da vagem (SANTOS et al., 2002). As
vagens sdo compridas, achatadas, recurvadas, coriaceas, pontiagudas, as vezes, deiscentes,
apresentando, em média, de duas a quatro sementes. As sementes exibem grande variacao de
coloracdo e tamanho sendo fatores determinantes para explicacdo da origem e diversidade
genética dessa espécie (VARGAS et al., 2003).

A inflorescéncia apresenta-se em forma de racemo e, algumas vezes de diferentes
tamanhos, mas geralmente, maiores que as folhas e com muitas flores que podem ser brancas,
branco-amareladas, réseas, purpuras ou violetas ou com tonalidades intermediarias entre essas
duas ultimas, sendo menores que 10 mm. As bracteas podem ser oblongo-ovaladas e seu
comprimento pode variar de 1 a 2 mm (BEYRA E ARTILES, 2004). Uma caracteristica
marcante que a distingue o feijdo-fava de outros feijdes, sdo as linhas que se irradiam do hilo
para a regido dorsal das sementes, mas em algumas variedades essas linhas podem ndo ser tdo
facilmente observadas (VIEIRA, 1992).

A fava apresenta propriedades nutricionais importantes por ser fonte de proteinas e
fibras, além de conter ferro, manganés, acido folico e vitaminas A, B e C (DE MORAES et
al., 2017). As folhas, as vagens verdes e 0s gréos verdes ou secos do feijdo-fava podem ser
utilizados para alimentagdo humana com elevado potencial para o fornecimento de proteina
vegetal (VIEIRA, 1992). Além disso, pode ser utilizado também como adubo verde
(PEGADO et al., 2008), adaptando-se as mais diversas condi¢cGes ambientais, desenvolvendo-
se melhor nos tropicos umidos e quentes (VIEIRA, 1992). Geralmente consumidos 0s graos
secos ou verdes como fonte de proteina para complementar a alimentacdo. Nos paises
ocidentais, as sementes secas podem ser cozidas e consumidas KAHLON et al., 2005) As
vagens e graos verdes sdo consumidas em saladas e sopas.

No Brasil, séo cultivados em regime de sequeiro, com pouco uso de tecnologias, por
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agricultores familiares, resultando em baixos indices de produtividade, e grande oscilacdo na
producdo. A sensibilidade do feijdo-fava ao deficit hidrico no solo e as incertezas climaticas,
principalmente as relacionadas as variacGes pluviométricas entre anos e locais de cultivo
determinam esses baixos indices de rendimento e oscilacdo da producdo anual desta cultura
(OLIVEIRA et al. 2014).

2.3 Doencas em Feijdo-Fava

Existe descritos na literatura, uma consideravel diversidade de organismos que
afetam o feijdo-fava a citar: virus (ABARSHI et al., 2017), micoplasmas (IPGRI, 2001),
bactérias (CAFATI et al., 1980) e fungos (DAVIDSON et al., 2002). Em zonas temperadas, 0
mildio causado pelo fungo Phytophthora phaseoli Thaxt é a mais importante doenca fangica
(EVANS et al., 2002). A perda causada por tal patdgeno chega a 40% que convertido em
moeda internacional pode atingir 3 milhGes de dolares (DAVIDSON et al., 2008). A ferrugem
(Phakopsora pachyrhizi) tambem causa danos a fava que comparado com outras espécies de
feijoes promove maior numero de lesdes (BONDE et al., 2008) evidenciando capacidade de
infectar diversas leguminosas (SLAMINKO et al., 2008). No Brasil, a antracnose é a mais
presente das doencas em feijao-fava. Originada por um complexo Colletotrichum, tem afetado
os plantios da cultura (CAVALCANTE et al., 2012).

2.4 Antracnose — Agente Causal e Sintomatologia

A antracnose, estd entre as doencas de maior importancia para muitas plantas
cultivadas (JAYAWARDENA et al., 2016; DIAO et al., 2017) principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, predominando em condi¢6es de alta umidade (BLACK et al., 1991).
Estima-se que o género Colletotrichum (Sordariomycetes, Ascomycota) surgiu na terra a 139
milhGes de anos atrds (Figura 2), encontrando condi¢des ambientais favoraveis para seu
estabelecimento. Enquanto o processo de formacdo de novas espécies do género se deu a 54
milhGes de anos atrds compreendendo o periodo cenozbico (KUMAR et al.,, 2017).
Atualmente, um amplo estudo realizado com base em uma abordagem polifasica determinou
que existem 248 espécies atualmente aceitas as quais estdo distribuidas em 14 especies
complexo e 13 espécies Unicas. (JAYAWARDENA, et 2021).
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Figura 2. Escala evolutiva no género Colletotrichum.

Colletotrichum

Verticillium

Sodiomyces

b

Acremonium

Time (MYA)

Fonte: http://www.timetree.org/

As espécies de Colletotrichum podem naturalmente ser categorizadas como
necrotroficos, hemibiotroficos, latentes ou quiescentes e endofiticos. O ciclo de vida
hemibiotrofico € o mais comum (AUYONG et al., 2012; BARIMANI et al., 2013). Tais
patdgenos usam estratégia de infeccdo hemibiotrofica que acontece em mdltiplos estagios.
Primeiro acontece a formacdo de uma cupula apressora usando uma combinacdo de forca
mecanica e degradacdo enzimatica para penetrar na célula, em seguida acontece a formacéo
de hifas biotréficas bulbosas envoltas por uma membrana plasmatica hospedeira intacta
dentro da célula epidérmica, e, finalmente, o fungo muda para necrotrofia e diferencia hifas
finas e crescimento rapido que matam e destroem os tecidos do hospedeiro (O'CONNELL et
al., 2012). A caracteristica da acdo parasitica corresponde a leséo foliar ou podridao de frutos
e/ou caule gerando grandes perdas econdémicas em culturas, hortalicas e arvores frutiferas em
todo o mundo (LIANG et al., 2018).

O patogeno é disseminado a longas distancias por sementes infectadas e, dentro da
cultura, por respingos de agua de chuva ou irrigacdo por aspersdo. A infeccdo e o
desenvolvimento de sintomas desta doenca podem ocorrer em todos 0s Orgaos aéreos da
planta, desde o inicio de seu desenvolvimento, podendo causar tombamento de pré e pds-
emergéncia (BLACK et al., 1991). Em folhas e ramos, os sintomas séo evidenciados pela
presenca de pequenas lesdes necroticas de contornos circulares a alongados.

Nos frutos, os sintomas sdo caracterizados por lesGes necréticas deprimidas,
geralmente de forma circular. No centro dessas lesGes, em condi¢cGes ambientais favoraveis,
surge uma massa mucilaginosa rosada contendo os conidios (KUROZAWA; PAVAN;
KRAUSE-SAKATE, 2005). Quando a doenca ocorre no campo, os frutos infectados nédo
caem e as lesGes permanecem firmes, a ndo ser que haja invasdo de organismos secundarios
que acelerem a sua deterioracio (LOPES; AVILA, 2003).
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Em feijdo-fava, Colletotrichum spp. é considerado o patdégeno de maior influéncia no
Brasil (CARVALHO et al. 2015). Os sintomas da antracnose no feijdo-fava comegam com
manchas avermelhadas ao longo das veias no lado adaxial das folhas e nos ramos jovens e
peciolos. Nas vagens, as lesbes sdo deprimidas, grandes e avermelhadas, com
desenvolvimento de acérvulos. Lesdes avermelhadas e necrdticas também podem ser vistas no
hipocdtilo, peciolo e superficie foliar, resultando em folhas enrugadas (BALLHORN et al.
2010; CARVALHO et al. 2015). Até recentemente, a antracnose do feijdo-fava tem sido
atribuida exclusivamente ao Colletotrichum truncatum em todo o mundo, incluindo o Brasil
(CAVALCANTE et al. 2012).

O C. truncatum, que tem conidios curvos, foi descrito pela primeira vez em associacao
com a antracnose do feijdo-fava nos Estados Unidos (ANDRUS E MOORE, 1935). A espécie
faz parte do Complexo Colletotrichum truncatum, que além de C. truncatum tem outras 4
espécies (C. curcumae, C. jasminigenum, C. acidae e C. fusiforme). No Brasil, um complexo
de espécies de Colletotrichum foi relatado causando antracnose (SOUZA et al., 2018). C.
dematium f. sp. truncata foi relatada em associacdo com a antracnose do feijdo-fava em
Minas Gerais (PAULA JUNIOR et al. 1995). No nordeste do Brasil, trés espécies diferentes
causam antracnose em feijdo-fava: C. sichuanensis (CAVALCANTE et al. 2018), C.
plurivorum e C. lobatum C. brevisporum, C. cliviae, C. fructicola, C. lobatum, C. musicola,
C. plurivorum, C. trucatum. O C. trucatum é a mais prevalente e virulenta (CAVALCANTE
etal., 2019).

O fato de varias espécies de Colletotrichum serem patogénicas a um mesmo
hospedeiro é algo comum, assim como é comum uma mesma espécie causar sintomas em
varios hospedeiros. Por exemplo, tanto C. fructicola como C. siamense sdo relatados
causando doenca em pimenta, café, pitaya, entre outras frutas e hortalicas (SHARMAN;
SHENOY, 2014; PRIHASTUTI et al., 2009; PHOULIVONG et al., 2010). Devido as
diferengas existentes entre as espécies de Colletotrichum, h& grande dificuldade no
desenvolvimento de medidas de controle da antracnose quando esta é causada por mais de
uma espécie. Estudos de resisténcia genética de acessos de Capsicum spp. a antracnose,
observou-se 0 comportamento patogénico diferenciado de isolados de C. acutatum, C. capsici
e C. gloeosporioides, o que poderia estar relacionado com o fato da resisténcia ser
independente para estas espécies (GNIFFKE, 2003). Desta forma, a ocorréncia dessas
espécies simultaneamente pode dificultar a selecdo de cultivares de fava resistente a doenca.

Também foi demonstrado haver diferencas na sensibilidade entre algumas espécies do

género Colletotrichum para varios fungicidas sistémicos e protetores (PERES et al., 2004,
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CHUNG et al., 2006; GREER et al., 2011), fato que pode prejudicar a eficiéncia do controle
quimico. Desta maneira, por se tratar de um patossistema de grande complexidade, 0 sucesso
no controle da antracnose é um desafio e depende da selecdo de gendtipos superiores

tolerantes a antracnose.

2.5 Marcadores Moleculares e sua Aplicacdo na Deteccdo de Gendtipos Tolerantes a

Fitopatdgenos

Os marcadores morfoldgicos tém sido utilizados para a identificagdo de genotipos
desde o século XIX. Mapas de ligacdo genética para as culturas do milho (Zea mays L.) (COE
& NEUFFER, 1993) e do trigo (Triticum aestivum L.) (HART et al., 1993), entre outros, tém
sido desenvolvidos com a utilizacdo desta tecnologia. Atualmente, a caracterizacdo
morfolégicaou agronémica de gendtipos candidatos a selecdo, bem como os estudos de
diversidade genética e estimacdo dos valores genéticos dos individuos sdo fundamentais para
selecionar aqueles portadores de alelos favoraveis (FARIAS NETO et al., 2013).

InformacBes morfoldgicas analisadas por métodos estatisticos aprimorados sdo uma
das formas de aumentar a eficiéncia da selecdo fenotipica. No entanto, o processo de selecdo
em plantas permanece demorado e oneroso, principalmente se as caracteristicas avaliadas sao
expressas em estadios tardios do desenvolvimento da planta (RESENDE et al. 2012). Embora
estudos baseados em dados morfolégicos efou fisiolégicos tenham contribuido
consideravelmente na elucidacdo de genotipos tolerantes, a utilizacdo de ferramentas
biotecnoldgicas, como 0s marcadores moleculares, foi proposta como forma de minimizar
estes entraves.

Define-se como marcador molecular qualquer fen6tipo molecular proveniente de um
segmento especifico de DNA, que pode ser expresso ou ndo em um caracter (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1996). O principio da utilizagdo desses marcadores baseou-se no
pressuposto de que diferencas genéticas denotam, na maioria das vezes, diferencas fenotipicas
facilmente observadas ou ndo (FALEIRO, 2007). Entre as vantagens dos marcadores, pode-se
citar a obtencdo de um numero praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos e a
identificagdo direta do gendtipo sem influéncia do ambiente e em qualquer estadio do ciclo de
vida (FALEIRO, 2007; GOES-NETO, 2007).

Os marcadores moleculares sdo fundamentais na elucidacdo de pesquisas em genética
de populagdes, evolucdo molecular e selecdo assistida por marcadores. A maioria dos

marcadores moleculares utilizam a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) para
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amostragem da regido do DNA alvo pela sintese exponencial de fragmento de DNA
simulando o mecanismo celular de duplicagédo (ASUAR, 2007),

Os diferentes marcadores tém poder discriminatorio especifico, vantagens e
limitacGes. Também podem ser considerados mais ou menos apropriados dependendo do tipo
de estudo a ser desenvolvido e das questdes a serem respondidas. De maneira geral, as
caracteristicas desejaveis para marcadores utilizados na identificagdo de isolados, em estudos
filogenéticos e de populacGes sdo a estabilidade, reprodutibilidade, e apresentar dados
armazenaveis para comparacdo e transferéncia entre laboratorios. Apesar das variadas
contribuicbes das técnicas moleculares atuais, um método Unico, padronizado entre
laboratdrios ainda ndo existe. Tal fato impede a reunido e comparagdo de dados, limitando
correlaces (BOITE, 2014). Assim, busca-se, através de um marcador comum, reunir dados
de diferentes regides, gerados por laboratorios distintos, e cobrir assim maior parte da
diversidade do género Phaseolus em nivel regional e mundial. Uma vez estabelecido, um
sistema molecular de identificacdo e tipagem integrado pode contribuir: i) para o
desenvolvimento de técnicas de diagnostico direto a partir de polimorfismos especificos; ii)
para estudos de correlacdo entre genotipos com fenémenos evolutivos; iii) para avaliar a
estrutura da populacdo em relacdo a diversidade e recombinacdo genética pela presenca de
heterozigotos e de alelos parentais na populacdo estudada; e iv) promover a revisao
taxondmica do género através de uma abordagem baseada em sequéncias de DNA.

2.5.1 Marcadores ITS- Internal Transcribed Spacer

A regido ITS é uma regido variavel flanqueada por uma regido altamente conservada
que é o rDNA, o gene que codifica a sintese das unidades de RNA que compdem o0s
ribossomos. A regido tem sido utilizada para a sistematica de uma grande diversidade de
organismos, sendo utilizada preferencialmente a regido do cistron génico, que é o espagador
interno transcrito (ITS - Internal Transcribed Spacer). A regido apresenta algumas vantagens
para os estudos de diversidade e filogenia. Primeiramente o tamanho, a regido 1TS1, a regido
codificante da unidade 5.8S e a regido ITS4 estdo localizados entre as regides codificantes da
sub-unidade menor e sub-unidade com um tamanho de aproximadamente 500 a 1 kb,
possibilitando a chance de obtencdo de dados de uso filogenético. Segundo, a presencga
universal em todos 0s organismos Vvivos, a exce¢do dos virus, 0 que permite a comparagdo e
estudo filogenético da diversidade de organismos de todos 0s reinos conhecidos, o que nao é

possivel com qualquer outro método de estudo. Terceiro, a presenca em grande quantidade de



19

copias do gene que codifica para 0 RNA ribossomal, sendo este a maior parte do RNA
produzido pela célula, contendo no cistron muitas repeticdes em sequéncia, que evoluem
geralmente em conjunto. Quarta vantagem, a pressdo seletiva de conservacdo de sequéncias,
exceto aquelas que séo transcritas, mas nao codificadas, como é o caso das regides ITS
permite estabelecer diferencas especificas e sub-especificas flanqueadas por sequéncias
conservadas onde iniciadores (primers) podem ser desenhados para amplificacdo dentro do
género e categorias taxondmicas mais elevadas. A Ultima vantagem € a quantidade de
informacdes ja geradas dispostas em bancos de dados, que permitem analise filogenética entre
0s varios organismos (LI & GRAUR, 1991; MATIOLI, 2001).

Estudos filogenéticos em variados niveis taxondmicos de Phaseolus lunatus tém sido
realizados e demonstraram que a regido intergénica do primeiro espacador transcrito interno
(ITS-1) é importante para se encontrar associacdes de taxon as quais evoluiram ha menos de
50 milhdes de anos. A regido intergénica do segundo espacgador transcrito interno (ITS-2)
apresenta-se mais conservada, sendo adequada ao estudo de taxa mais distantes
evolutivamente (SERRANO-SERRANO et al., 2010). Os “primers” utilizados no estudo se
baseiam nessas sequéncias, sendo o “primer” ITS1 a sequéncia conservada da extremidade

3’terminal e o “primer” ITS4 a seqiiéncia 5’ terminal (GOEL et al., 2002).

2.5.2 Marcadores Long Terminal Repeat e Universal Rice Primers

Retrotransposons se movimentam através de um intermediario de RNA que é
codificado para DNA por uma transcriptase reversa, produzida por eles mesmos, antes da sua
nova insercdo. Esta ainda se subdivide em retrotransposons com LTRs (Tyl-copia e Gypsy-
Ty3), que sdo semelhantes ao retrovirus, e 0s retrotransposons sem LTRs (LINEs e SINEs) do
inglés Long Interspersed Elements e Short Interspersed Elements, respectivamente. Long
Terminal Repeat séo retrotransposons com elementos estruturalmente similares aos retrovirus
e possuem longas repeti¢es nucleotidicas nas extremidades 5 e 3° da molécula de DNA. De
uma maneira geral, estas repeti¢cGes terminais flanqueiam uma regido central que contém trés
modulos abertos de leitura conhecidos por ORFs, do inglés Open Reading Frames. A
sequéncia das ORFs pode variar entre os elementos deste grupo. A primeira ORF refere-se ao
gene gag que produz uma poliproteina que é processada em trés proteinas maduras: a matriz,
o0 capsideo e o nucleocapsideo. A outra ORF constituise do gene pol que codifica as enzimas
necessarias a transposicdo do elemento: protease (Pr), transcriptase reversa (TR), RNAseH e

integrase (Int). A Gltima ORF esta presente em algumas familias desta classe, podendo ou néo
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produzir uma proteina funcional: ela corresponde ao gene env, que codifica a proteina do
envelope viral nos retrovirus (GRIFFITHS et. al. 2008).

Universal Rice Primer — PCR (URP — PCR) é uma técnica de amplificacdo que foi
desenvolvida com base na sequéncia repetitiva pKRD, isolada de uma biblioteca construida
com amostras de DNA gendmico de arroz Weddy, ou arroz vermelho. Esta técnica permite a
amplificacdo de regides inespecificas do DNA de procariotos e eucariotos atraves do uso de
diferentes primers que possuem 20 nucleotideos. Cada primer pode gerar perfis de
amplificacdo caracteristicos possibilitando o estudo de diversidade em niveis inter e
intraespecificos (KANG et al., 2002). Utilizando os primers URP é possivel produzir
fragmentos que sdo caracteristicos de espécies ou de linhagens e que podem ser estudados
para desenvolver uma reacdo de amplificacdo com primers especificos (AGGARWAL et al.,
2011; KANG et al., 2002).
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4 DIVERSIDADE GENETICA, ESTRUTURA POPULACIONAL E TOLERANCIA A
Colletotrichum truncatum EM VARIEDADES DE FEIJAO-FAVA (Phaseolus lunatus)

RESUMO

O conhecimento das relacdes entre cultivares é fundamental para os programas que visem
materiais resistentes a fitopatdgenos, pois auxilia na selecdo de genitores. Varios
fitopatogenos representam fatores limitantes & producdo de Phaseolus Ilunatus
comprometendo a produtividade e a qualidade das vagens e grdos. Uma das doencas mais
importantes é a antracnose, que é causada por um complexo de espécies do género
Colletotrichum. Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi caracterizar geneticamente 29
genotipos coletados de Alagoas e Pernambuco por caracteres morfoagronémicos e
marcadores moleculares buscando a associacdo com tolerancia a antracnose e nodulacéo. No
total foram avaliados 51 caracteres sendo 19 qualitativos e 32 multicateg6ricos utilizados
para analise de parametros genéticos. A abordagem filogenética foi realizada com auxilio de
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e de regidbes URP e LTR
(Universal Repeat Primers e Long Terminal Repeat) por primers polimorficos utilizados
para caracterizacdo da estutura genética populacional. A fim de verificar associagdo, ensaios
de patogenicidade foram aplicados para avaliar a tolerancia ao fitopatdgeno e quantificacao
de ndédulos na rizosfera para cada genotipo. Os caracteres que mais contribuiram para a
formacdo dos grupos foram caracteres ligados a semente, corroborando com os pools
genéticos de variedades selvagens e domesticadas observadas filogeneticamente. Em relacéo
a estrutura genética houve formacéo de trés subpopulacdes evidenciando a presenca de trés
grupos genéticos. Tanto os caracteres relacionados com a produgdo de nddulos quanto a
resisténcia a C. truncatum apresentaram diferenca estatistica com formacdo de grupos
indicando variabilidades entre as variedades.

Palavras-chave: Phaseolus. antracnose. Genética molecular.
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ABSTRACT

Knowledge of the relationships between cultivars is essential for programs that target
materials resistant to this pathogen, as it helps selecting parents. Several pathogens represent
limiting factors for the production of Phaseolus lunatus, compromising the productivity and
quality of the pods. One of the most important diseases is anthracnose, caused by a complex
of species of the genus Colletotrichum. In this context, the objective of this work was to
genetically characterize 29 genotypes from crossbreeders and/or producers from Alagoas and
Pernambuco through morphoagronomic parameters, genomic region, and molecular markers
seeking association with resistance to anthracnose and nodulation. In total, 51 characters were
evaluated, 19 of which were qualitative and 32 were multi categorical, used for analysis of
genetic parameters. The phylogenetic approach was characterized using sequencing of the ITS
region (Internal Transcribed Spacer) in addition to polymorphic primers used for population
genetic structure. To verify association, pathogenicity assays were applied for resistance to
the pathogen and quantification of nodules in the rhizosphere for each genotype. The
characters that most contributed to the formation of groups were parameters linked to the
seed, corroborating the genetic pools of wild and domesticated varieties observed
phylogenetically. Regarding the genetic structure, three subpopulations formed from the
group of genes, evidencing the presence of the three gene pools. Both the characters related to
nodule production and resistance to C. truncatum showed a statistical difference with the
formation of distinct groups, concluding that there is a differential regulatory response when
associated with resistance concerning to characters related to nodule production.

Keywords: lima beans. anthracnose. Molecular genetics.
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4.1 Introducéo

Cerca de 27 mil espécies de plantas apresentam potencial alimentar no mundo
(RAPAPORT; DRAUSAL, 2001) das quais 20 leguminosas sdo utilizadas na nutricdo
humana (COSTA et al., 2006; LIN et al., 2008) dentre elas, o feijdo. Além do alto teor de
proteinas e micronutrientes, os feijoes sdo amplamente consumidos no mundo, como graos
frescos ou secos, cozidos de acordo com as receitas tradicionais locais e representam os 50%
das leguminosas mais consumidas como fonte de alimento humano (CAMARA et al., 2013).
Estimativas apontam que a producdo de alimentos precisa aumentar em 70% em 2050 para
alimentar a populacdo global (FAO, 2020). A elevacdo na producédo precisa vir acompanhada
de alimentos com niveis nutricionais adequados (SA et al., 2020) a fim de reduzir os elevados
niveis de subnutri¢do.

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus), uma das cinco espécies cultivadas do género
Phaseolus (BITOCCHI et al., 2017), embora seja uma cultura menor, tem sido uma
importante fonte proteica (EZEAGU; IBEGBU, 2010) principalmente na Africa e nas
Américas (MARTINEZ-CASTILLO et al., 2004). Embora a fava apresente adaptabilidade
favoravel nos tropicos semiaridos (IBEABUCHI et al., 2019), fatores como a falta de
cultivares recomendadas para as regides produtoras (GUIMARAES et al., 2007; LEMOS et
al., 2004), o ataque de predadores (FRANCA et al., 2018) e a incidéncia de fitopatdgenos
(GORNY et al., 2016; SOUZA et al., 2017) limitam o rendimento da cultura e provoca
oscilacdo da producao anual.

No Nordeste do Brasil, foi reportado que varias espécies de Colletotrichum ocasionam
antracnose em feijdo-fava (SOUSA et al., 2018). A espécie mais prevalente é a
Colletotrichum truncatum. O fungo saprofito e necrotréfico que também € encontrado em
culturas importantes como soja (YANG & HARTMAN, 2015), amendoim (YU et al., 2019),
pimenta (MISHRA et al., 2017), brassica (HE et al., 2016) e péssego (GRABKE et al, 2014).
Até o momento ndo ha relatos de qualquer variedade de fava totalmente resistente a
antracnose. A resisténcia do hospedeiro, um manejo importante de um programa de manejo
sustentavel e bem-sucedido, ndo esta disponivel para a fava.

A resisténcia a C. truncatum foi identificada em soja (YANG e HARTMAN, 2015) e
pimenta (MISHRA et al., 2017). Algumas variedades de P. lunatus apresentam resisténcia
moderada (CARMO et al., 2015). No entanto, pouco se sabe da caracterizacdo genética da

resisténcia na espécie. O conhecimento da diversidade e estrutura genética é importante para a
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manutencéo e utilizacdo dos recursos e o desenvolvimento de cole¢des principais (CHEN et
al., 2012) no intuito de selecionar caracteristicas desejaveis (NAEGELE et al., 2014). Estudos
que tratam de diferenciacdo e estruturacdo genética no centro de diversidade da feijdo-fava
tem sido reportado (CAMACHO-PEREZ et al., 2018; PENHA et al., 2017), no entanto ha
uma escassez de estudos que relacionem tais valores com a resisténcia e producéo de nédulos
de bactérias fixadoras.

O objetivo do presente estudo foi a avaliagdo de variedades de feijdo-fava
comercializadas em Alagoas quanto as caracteristicas quali-quantitativas, diversidade e
estrutura genética no intuito de fornecem uma base inicial para o entendimento da diversidade
genética de fava para melhoramento e conservacdo, e a relacdo da resisténcia a fitopatdgenos

do complexo Colletotrichum e a producdo de nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Area de estudo e coleta de sementes

A coleta de sementes de feijdo-fava, P. lunatus, foi realizada em feira-livres de
municipios pertencentes ao estado de Alagoas. A escolha dos municipios foi realizada de
acordo com a producdo de feijdo-fava no estado (IBGE, 2013, 2014), priorizando 0s

municipios com maiores producdes.

4.2.2 Isolados de C. truncatum

Os isolados ICT12 e ICT16 obtidos de folhas sintométicas de P. lunautus foram
selecionados para o estudo por contrastarem na viruléncia (LIMA, 2013). Os isolados foram
revigorados em meio solido BDA (batata, dextrose e agar a 2%) e mantidos em incubadora a
27 °C. A pureza dos cultivos foi verificada aos sete dias de crescimento no meio BDA
observando as caracteristicas morfologicas dos conidios em cultura monospdrica. As
inoculagbes em folhas de P. lunatus foram realizadas com a suspensdo de conidios. As
suspensdes de conidios foram obtidas a partir da desagregacao das estruturas dos patdégenos
do meio de cultivo com a raspagem na placa utilizando a alga de Drigalski e 2 mL de agua

destilada autoclavada. A germinagdo dos conidios foi avaliada em lamina escavada, depois de
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24 horas foi verificada, a partir da observacdo da formacdo de tubos germinativos e

apressorios em trés replicatas.

4.2.3 Extracdo de DNA de P. lunatus

O DNA foi extraido de folhas jovens retiradas do apice da planta. A extracdo do DNA
das 29 variedades de fava seguiu o protocolo a base de um tensioativo quaternério de
amonio, o brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB, DOYLE; DOYLE, 1990). A
extracao foi realizada com 150 mg do tecido foliar. O tecido foliar foi desestruturado por
maceracdo em almofariz com uso de pistilo e posteriormente foi adicionado 750 uL de
tampéo de extragdo (100 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 m de NaCl; 0,02 mM deEDTA;
CTAB 2% e beta-mercaptoetanol, 0,2%). A suspensdo de tecidos e o tampdo de extracdo
foram incubados a 65°C por 60 min em banho-maria, com agitacdo ocasional manual e
suave. A desproteinizacgéo foi realizada com solvente organico adicionando nas amostras 2/3
do volume de uma solugéo contento cloroférmio e &lcool isoamilico (CIA, 24:1). As mistura
das fases foi realizada por repetitiva inversdo manual do tubo durante 5 min. As fases foram
separadas por centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 min. A fase superior foi coletada,
transferida para um tubo novo e foi adicionado 550 pL de isopropanol (gelado). A solugéo
foi mantida em temperatura ambiente por 60 min. Em seguida, foi centrifugado novamente,
0 sobrenadante foi descartado cuidadosamente, 0 DNA precipitado no fundo do tubo (pellet)
foi lavado uma vez com etanol 70% por 10 min e depois seco em temperatura ambiente. O
DNA das amostras foi ressuspendido em 50 pL. deTE (RNAse 10mg/mL). A qualidade do
DNA extraido foi verificada ap6s eletroforese em gel de agarose a 0,8% por 60 min a 60 V.
O DNA foi visualizado por coracdo com Sybr Safe® (Invitrogen, Eugene, Oregon, Estados
Unidos) e revelacdo sob luz ultravioleta em transiluminador (LP1X, Loccus Biotecnologia,

Cotia, S&o Paulo, Brasil). O registro da eletroforese foi feito por fotografia digital.

4.2.4 Amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer)

A amplificacdo da regido génica alvo do DNA molde foi realizada pela reacdo
enzimatica da DNA polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) com auxilio de
delimitadores especificos para a regido ITS. A amplificacdo da regido ITS foi conduzida com
os oligonucleotideos iniciadores ITS1 (5'-CGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3") e ITS4 (5'-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para obtencao de fragmentos com tamanho variando de
600 a 700 pb (WHITE et al., 1990). As reacOes foram realizadas sob as seguintes condicoes
térmicas: 95° C por 2 min, 95° C por 30 s, 55° C por 30 s, 72° C por 30 s e 72° C por 5 min,
durante 35 ciclos em termociclador (2720 Thermal Cycler). Um controle negativo sem DNA
foi incluido nas amplificagdes do PCR. A presenca do fragmento amplificado esperado foi
verificada ap6s eletroforese em gel de agarose 1,5% durante 120 min a 90 V. As amostras
foram tratadas com Sybr Safe®. Os fragmentos amplificados presentes no gel foram
visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador (LPIX, Loccus biotecnologia, Cotia, Séo
Paulo, Brasil). Os dados foram registrados no formato fotografia digitais. O referencial para
estimar o tamanho dos fragmentos foi o padrdo de peso molecuar ladder 1kb (Ludwing
Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil). As sequéncias de DNA amplificadas foram
enviadas para quantificacdo, purificacdo e sequenciamento comercial (Myleus Biotecnologia,
Belo Horizonte -MG), o método de sequenciamento utilizado foi o Sanger (SANGER;
COULSON, 1975).

4.2.5 Andlise filogenética

A sequéncia de nucleotideos consenso foi definida a partir dos fragmentos de DNA
sequenciados nos sentidos 5’ e 3’ de cada fragmento de DNA amplificado de cada genétipo
de P. lunatus. A identidade das sequéncias parciais obtidas para a regido ITS de cada genétipo
de P. lunatus foi inicialmente analisada com a ferramenta BLASTn e no banco de dados de
nucleotideos ndo-redundante GenBank (www.ncbhi.nlm.nih.gov/genbank). Os arranjos dos
nucleotideos em posicdes ambiguas foram corrigidos por comparagdo das sequéncias senso e
anti-senso. As sequéncias consenso foram obtidas com auxilio do software Staden Package
(STADEN; BEAL; BONFIELD, 2000).

Alinhamentos maultiplos das sequéncias nucleotidicas consenso foram preparados para
0s conjuntos de dados utilizando-se o algoritmo MUSCLE (EDGAR, 2004) e ajustados
manualmente no pacote MEGA10 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR et
al., 2018). A analise de Inferéncia Bayesiana (BI) para 0s conjuntos de dados foi realizada
empregando o método da cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC), no web portal CIPRES
(MILLER et al., 2010) usando MrBayes v. 3.2.3 (RONQUIST et al., 2012). O melhor modelo
de substituicdo de nucleotideos foi determinado para os dados de cada regido genémica
usando MrModeltest 2.3 (POSADA; BUCKLEY, 2004) de acordo com o Akaike Information

Criterion (AIC). A cadeia MCMC foi conduzida iniciando as arvores aleatoriamente até
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10.000.000 de geragdes, para cada conjunto de dados. As arvores foram amostradas a cada
1.000 geragdes, resultando em 10.000 arvores. As primeiras 2.500 arvores foram descartadas
da analise, como uma fase de burn-in. Os valores de probabilidade posterior (RANNALA,
YANG, 1996) foram determinados a partir de uma arvore consenso majority-rule gerada com

as 7.500 arvores remanescentes.

4.2.6 Amplificacdo de primers polimorficos

As reacdes de amplificacGes de regibes inespecificas do genoma de P. lunatus com 0s
oligonucleotideos CLIRAP1, SSR, URP2R, URP6R, URP17R, URP13R e CLIRAP4
seguiram os mesmos parametros das reacdes conduzidos com os iniciadores especificos ITS 1
e 4. As condigOes para amplificagdo consistiram de seis ciclos iniciais de 30 sa 94 °C, 30 s a
50 °C e 2 min a 72 °C. Outros 24 ciclos foram adicionados a esses seis ciclos iniciais, sendo
que a cada seis ciclos, 30 s foram adicionados ao tempo de extensdo. A extensao final foi de
10 min a 72 °C. Para os iniciadores URPs, as condi¢fes foram 1 ciclo de 94 ° C por 2 min;
seguido por 30 ciclos de 94 ° C por 40 s, 55-63 ° C (dependendo do primer, Tabela 1) por 1
min e 72 ° C por 1 min; completado por uma extensdo final a 72 ° C por 5 min. A reag0es

foram repetidas duas vezes para cada iniciador.

Tabela 1 — Primers utilizados com suas respectivas sequéncias, temperatura de anelamento -
TM e proporcdo de guanina/citosina.

Primer Sequéncia 5°-3° Denominagdo  Tm°C  %GC
CLIRAP1 CGTACGGAACACGCTACAGA LTR? 67 55
SSR GAGAGAGAGAGAGAGAG AC LTR? 60 53
URP2R CCCAGCAACTGATCGCACAC URP? 65 60
URP6R GCAAGCTGGTGGGAGGTAC URP? 65 63
URP17R AATGTGGGCAAGCTGGTGGT URP? 74 55
URP13R TACATCGCAAGTGACACACC URP? 48 50
CLIRAP4 CTTTTGACGAGGCCATGC LTR? 50 48

1 long terminal repeat; 2 universal rice primers Fonte: dados da pesquisa, 2021.

4.2.7 Diversidade e estrutura genética pelos marcadores moleculares

Os fragmentos gerados pelos marcadores moleculares foram utilizados para a
obtencdo de uma matriz binaria: presenca (1) e auséncia (0). A estimativa do nimero de

fragmentos polimorficos necessarios para obter associages estaveis entre variedades foi
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adquirida a partir das estimativas de correlacdo de valores da matriz de similaridade com
outras matrizes geradas com diferentes nimeros de fragmentos utilizando o programa GENES
(CRUZ, 2006).

A porcentagem de locus polimorficos (P%), o nimero de alelos observados, o numero
de alelos efetivos, a diversidade génica (He), Nei (1973), e o indice de Shannon (I) foram
estimados empregando parametros para dados diploides dominantes. Considerando a natureza
dominante dos locus, as analises pressupdem que os locus estdo em Equilibrio de Hardy-
Weinberg para os célculos das estimativas das frequéncias alélicas. A andlise foi executada
com auxilio do programa GenAlex (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

A estrutura populacional foi determinada com a informacéo relativa a contribuicéo de
alelos para composicdo do gendtipo determinado com auxilio do programa Structure 2.3.1,
(PRITCHARD et al., 2000), acessivel no website Structure Harvester (EARL, 2012). As
informacdes foram utilizadas para a determinacdo das metapopulacdes de acordo com a
metodologia de Evanno et al. (2005), que se baseia na taxa de mudanga na probabilidade de
log de dados entre valores K sucessivos. Os individuos sdo alocados em uma possivel
populacdo baseado na estrutura populacional determinada a partir das frequéncias alélicas. Na
modelagem foram considerados variagfes de subpopula¢des (K) de 1 a 10, com 10 réplicas
cada. No modelo foi assumido mistura entre as populacbes e frequéncias alélicas
correlacionadas (ANDUEZA-NOH et al., 2015; RUIZ-GIL et al., 2016). Os testes foram
realizados por meio da cadeia de Markov - Monte Carlo, com periodos de burn—in de 100.000
e 100.000 réplicas.

4.2.8 Caracterizagdo morfoagrondmica das variedades

A caracterizacdo morfoagronémica foi realizada, a partir dos caracteres qualitativos e
quantitativos dos descritores de Phaseolus lunatus do Bioversity International (IPGRI, 2001).
A avaliacdo foi dividida em quatro etapas considerando o desenvolvimento da planta para
caracterizagdo das diferentes estruturas: plantula (15 dias ap6s a semeadura), fase vegetativa
(aos 40 dias ap0s a semeadura), estruturas reprodutivas (no momento de floragdo e maturacéo
das vagens) e sementes (pos-colheita). O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado —DIC, com trés repeti¢fes. O substrato para cultivo foi a terra coletada da camada
de 30 cm superficial ao solo. O substrato no vaso foi adicionado calcério (4 g/L) e foi feita
uma adubacdo com nitrogénio, fésforo e potéssio (10:10:10, 2 g/L). O estabelecimento do

cultivo foi realizado com semeadura de 3 sementes por vaso com capacidade de 20 L. As
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plantas foram desbastadas aos15 dias apds germinacdo, deixando apenas uma planta por vaso.
As plantas foram tutoradas e quando iniciaram o periodo de florescimento foram adubadas
quinzenalmente com nitrogénio. O controle de insetos como pulgdes e acaros foi realizado
sempre que necessario, utilizando Oleo de neem (Natuneem, Natural Rural Inddstria e
Comeércio de Produtos Organicos e Bioldgicos Ltda., Araraquara, SP), seguindo as
recomendagdes do fabricante. Os 32 caracteres qualitativos avaliados foram: cor do
cotilédone (CC); cor do hipocétilo (CH); pigmentacdo do caule principal (PCP); marcas
transparentes ao longo das nervuras das folhas primarias mais desenvolvidas (MTFP); cor da
nervura das folhas primarias mais desenvolvidas (CNFP); antocianina nas folhas (AF); cor da
folha: intensidade da cor verde (CFICV); padrdo de crescimento (PCE); ramificacdo: tipo
determinado e indeterminado (RTDI); orientacdo dos ramos: tipo determinado (ORTD);
forma do foliolo (FF); cor das asas (CA); cor da quilha(CQ); cor do estandarte (CE); abertura
das asas (AA); posicdo do cacho (PC); forma do apice da vagem (FAV); posicdo das vagens
em relacdo aos cachos (PVRC); orientacdo das vagens em relagdo aos cachos (OVRC);
deiscéncia da vagem (DV); curvatura da vagem (CDV); cor das vagens (CV); persisténcia da
folha (PF); cor de fundo da semente (CFS); cor padrdo da semente (CPS); segunda cor padrédo
da semente (SCPS); padréo do tegumento da semente (PTS); forma da semente (FS);
germinacdo das sementes nas vagens (GSV); separacdo de testa (ST); textura de testa (TT);
cor do cotilédone em sementes maduras (CCSM). Para os caracteres de cor, foi utilizada a
tabela de padréo de cor de Munsell (Munsell Color Chart for Plant Tissues, 1952).

Os 19 caracteres quantitativos avaliados foram: comprimento desde a base do
hipocétilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC);
comprimento da folha primaria (CFP); largura da folha priméaria (LFP); relacdo foliolo (RF);
altura da planta (AP); tamanho do botdo floral (TBF); duracdo da floracdo (DF); nimero de
nos no caule principal antes do primeiro cacho (NNCP); nimero de nds por cacho (NNP);
comprimento do cacho (CDC); largura vagem (LV); comprimento vagem (CV); numero de
I6culos por vagem (NLV); nimero de sementes por vagem (NSV); dias de maturacdo em 50%
das vagens (MAT); comprimento semente (CS); largura semente (LS); peso de 100 sementes
(PS). O comprimento e largura dos caracteres foram mensurados em milimetros com
paquimetro digital, a altura da planta em cm com régua comum e 0 peso em gramas com

balanga analitica de preciséo.
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4.2.9 Variabilidade genética determinada a partir dos dados morfoagronémicos

A variabilidade genética entre as variedades foi determinada pela anéalise de variancia
dos dados morfoagrondmicos quantitativos. Foi realizado o teste de agrupamento de médias,
segundo Scott e Knott (1974) a 5% de probabilidade. As analises foram processadas mediante
0 programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2010). Em seguida, a andlise dos
parametros quantitativos foi realizada utilizando o teste F para verificar as significancias
estatisticas dos quadrados médios das variedades, relativos aos 19 caracteres quantitativos,
determinando os coeficientes de variagdo experimental entre os pares de caracteres. A
significancia dos coeficientes de correlagdo foi avaliada pela estatistica “t” a 1 e 5% de
probabilidade (CRUZ, 2016). As diferencas entre as variedades foram verificadas através do
teste de comparacdo de médias a 5% de probabilidade.

As estimativas de pardmetros genético foram determinadas baseadas em esperangas
matematicas do quadrado médio - E (QM) das analises de variancias (ANAVAS) e das
esperanc¢as matematicas do produto médio E (PM) das andlises de covariancias (ANCOVAS)
utilizadas para as variedades. As estimativas foram baseadas em VENCOVSKY (1978) e
CRUZ (2006). Os parametros genético-estatisticos estimados foram os seguintes: variancia
fenotipica - o* F, variancia ambiental - 6> A, varidncia genética - 6> G, herdabilidade — h? (%),
coeficiente de variacdo genético - CV g (%), coeficiente de variacdo ambiental - CV e (%),
razdo coeficiente de variacdo genético/ambiental - b(CV g /CV e).

Parametros CVVg e CVe indicam, respectivamente, a magnitude das variacdes causadas
pelos desvios da média devidos aos efeitos de ambiente e aquelas devido aos efeitos genéticos
(no caso genética aditiva). Os coeficientes foram calculados por meio das seguintes formulas:

—=
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onde: g7 = 2 FAOC 9MREs’ = variancia genética aditiva, e M = média experimental.
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onde: @Mgzc = quadrado médio residual = o7e M = média experimental.
O valor b é um pardmetro que mostra se uma populacdo apresenta potencial para o

melhoramento genético.
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_ CV; (%)
 CV, (%)

onde: valores semelhantes ou maiores que as unidades sugerem populagdes com condic¢des
favoréveis para o melhoramento genético.
A herdabilidade permite conhecer a variabilidade genética expressa para selecdo e

também para estimar o progresso esperado a cada ciclo de selecéo.

-

. (T,
h2% =——2—— x 100

((agj +“—)

onde: o = variancia genética aditiva entre genétipos, o= = variancia ambiental (residual), r =
repeticdes e o = variancia aditiva.

Na aplicacdo da técnica de agrupamento dos genotipos, foi adotada a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), como medida de dissimilaridade, levando em consideracgao
o0 grau de dependéncia entre as variaveis estudadas.

O agrupamento foi realizado com base na divergéncia genotipica calculada por meio
da distancia euclidiana média como medida de dissimilaridade. A determinacdo dos grupos
foi realizada pelo método de agrupamento de Tocher (RAO, 1952), o qual se baseia na
formacdo de grupos cujas distancias dentro dos grupos sejam menores que as distancias entre

grupos.
4.2.10. Avaliagéo in vitro da resposta de resisténcia a C. truncatum

A inoculacdo in vitro dos dois isolados de C. truncatum foi realizada em folhas
destacadas das etnovariedades de P. lunatus. A folhas trifolioladas foram retiradas das plantas
aos 30 dias apds germinacdo, com aproximadamente a mesma idade fisiologica. Apos serem
destacadas foram acondicionadas em placas de Petri (90 x 15 mm) esterilizadas, contendo
uma fina camada de algoddo e um disco de papel de filtro umedecido com 10 mL de agua
destilada esterilizada (MENDES; BERGAMIN FILHO, 1986). A suspensdo de conidios foi
preparada através de cultivos do fungo em meio sélido BDA (Batata, dextrose e agar, a 2%),
com sete dias quando as colbnias apresentavam crescimento completo, ocupando todo o
didametro da placa de Petri. As placas foram adicionadas 20 mL de agua destilada esterilizada
(ADE), as estruturas reprodutivas do patégeno foram desagregadas do meio de cultivo através
da raspagem das placas com alca de Drigalski.
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A suspensdo de esporos foi filtrada em dupla camada de gaze para separacdo dos
fragmentos de hifas. A concentracdo de esporos da suspensdo foi determinada por contagem
direta em cAmara de Neubauer (Henneberg-Sander GmbH, Alemanha, Giessen-Lutzellinden).
A concentragio de esporos foi ajustada por diluicdo para 10° esporos mL™? (ALFENAS;
FERREIRA, 2007). Antes da inoculacdo, a taxa de esporulagéo era verificada previamente e
uma aliquota da suspensdo de esporos era colocada em placa BDA no intuito de observar
germinacdo monosporica.

As faces superiores e inferiores das folhas, em cada tratamento, foram pulverizadas
com aproximadamente 3,0 mL das suspensdes de conidios (10° esporos mL™?), nas
testemunhas foi utilizada agua destilada esterilizada. As placas foram vedadas com filme
plastico transparente para manter a umidade elevada e colocadas em incubadora do tipo BOD
com temperatura ajustada para 28° C £1° C e fotoperiodo de 12 horas, mantidas nessas
condigdes até avaliacdo. O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes para cada tratamento e trés repeticOes para as testemunhas.

A avaliacdo foi feita através de escala de notas para P. lunatus (CARVALHO, 2009).
A severidade foi avaliada aos 3 e 5 dias apds a inoculacdo com base no nivel de infeccgéo,
através de escala de notas, sendo: 0 = auséncia de sintoma; 1 = tracos a 10% da é&rea foliar
infectada; 2 = de 11 a 25% da é&rea foliar infectada; 3 = de 26 a 50% da &rea foliar infectada,
sem queda de foliolo; 4 = de 51 a 75% da area foliar infectada, sem ou com queda de um dos
foliolos; 5 = de 76 a 100% da area foliar infectada, sem ou com queda de dois ou trés foliolos.
No ensaio in vivo, as avaliacGes iniciaram apds aparecimento dos primeiros sintomas e
prosseguiram com a mesma diferenca de dias da avaliagdo in vitro (2 dias). A partir das
médias estimadas na escala de notas, as variedades foram agrupadas em cinco classes de
acordo com a resposta ao patdgeno: Imune (IM) - 0; altamente resistente (AR) - 0,1 a 1,4;
moderadamente resistente (MR) - 1,5 a 2,4; moderadamente suscetivel (MS) - 2,5 a 3,0; e
altamente suscetivel (AS) - acima de 3,0 (BELMINO, 2004; CAVALCANTE, 2011).

4.2.11 Nodulacao espontanea dos gendtipos

A capacidade de nodulacdo dos gendtipos foi baseada na nodulacdo espontanea com
bactérias rizobiais presentes naturalmente no solo. O solo utilizado foi o coletado da camada
superficial (30 cm). O solo foi peneirado, transferido para sacos com capacidade de 2,8 L e as
plantulas foram transferidas para os sacos. A avaliacdo da nodulacéo foi realizada aos 45 dias

apos plantio, as raizes foram retiradas, lavadas e os nddulos presentes no sistema radicular



38

foram destacados, contados, medidos e pesados para determinacdo da massa fresca. A massa
seca dos nddulos foi determinada por pesagem dos nédulos desidratados. A desidratacdo foi
realizada com os nodulos acondicionados em sacos de papel e a 65° C por 48 h em estufa com
ventilacdo forcada. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés
repeti¢des. Os dados avaliados foram submetidos a analise de variancia e as medias agrupadas
por Scott-knott (P < 0,05%), utilizando o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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4.3 Resultados
4.3.1 Obtencédo das variedades

No total, treze municipios foram visitados entre julho de 2017 e fevereiro de 2018.
Todos os locais visitados foram georreferenciados e identificados no mapa de Alagoas (Figura
1). A posicdo e a distribuicdo espacial da comercializacdo das variedades de fava foram
obtidas pelo programa GPS-TrackMaker® (verséo 13.2 beta) a partir das coordenadas UTM
(Universal Transverse Mercator) marcadas pelo GPS (GPSMAP®60CSx) de cada material

adquirido considerando os municipios de cultivo.

Figura 1. Municipios visitados do estado de Alagoas onde as coletas foram realizadas.
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A visita as feiras livres dos municipios resultou na coleta de 29 variedades baseados na
uniformidade da caracteristica visual do grdo de fava, 16 variedades foram obtidas de
comerciantes de feijdo-fava de Alagoas. Outras 13 variedades foram obtidas de comerciantes
de favas cultivadas em Pernambuco (Tabela 2). As variedades foram divididas em trés grupos
de acordo com classificagdo de Baudet (1977) baseada na variavel peso de sementes (PS). No
grupo tipo batata foram classificadas 48,27% das variedades com tamanho da semente
variando entre 9,70 a 11,93 mm (comprimento) e 7,60 a 8,10 mm (largura) e peso entre 23,68
a 74,54 g. No grupo sieva foi alocado 37,93% das variedades com tamanho das sementes
variando entre 12,00 a 15,17 mm (comprimento) e 8,70 a 10,20 mm (largura) e peso entre

39,35 a 71,24 g. O grupo big lima agrupou 17,24%, das variedades, com comprimento da
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semente variando entre 12,73 a 13,00 mm e largura 17,23 a 20,70 mm e peso entre 43,44 a

114,30 g.

Tabela 2. Variedades de Phaseolus lunatus L. utilizadas na pesquisa oriundas de Alagoas e de

Pernambuco.

Variedades . 4 Classificacdo de
atravessadores AL Cidade Codigo Baudet (5977)
Fava Flexeiras 1FFJ Big Lima
Fava de moita Igaci 2 MIC Batata
Fava coquinho Igaci 3CIS Batata
Fava olho de peixe Igreja Nova 4 OPINJ Batata
Fava coquinho Igaci 5CIM Batata
Fava Igreja Nova 6 FINJ Sieva
Fava 1 Olho D'agua Grande 7 FIODGA  Batata
Fava 2 Olho D'4gua Grande 8 F20DGA  Sieva
Fava roxinha Palmeira dos indios 9 RPIA Batata
Fava branca pequena  Palmeira dos indios 10 BPIA Batata
Fava de moita Palmeira dos indios 11 MPIA Batata
Fava pelo sina Palmeira dos indios 12 PSPIA Big Lima
Fava 1 Quebrangulo 13 F1QPJ Sieva
Fava 2 Quebrangulo 14 F2QPJ Sieva
Fava Quebrangulo 15 FQS Batata
Fava branca pequena Unido dos Palmares 16 BUPA Batata
Variedades PE Cidade Cddigo
Fava branca grande Unido dos Palmares 17 BUPJ Sieva
Fava rainha do sol Unido dos Palmares 18 RSUPJ Big Lima
Fava raio de sol Unido dos Palmares 19 RSUPJA  Big Lima
Fava lavandeira Unido dos Palmares 20 LUPJ Sieva
Fava coquinho Ibateguara 21 CISI Batata
Fava vinaque Ibateguara 22 VISI Batata
Fava Colbénia Leopoldina 23 FCLJ Batata
Fava Novo Lino 24 FNLL Batata
Fava eucalipto Joaquim Gomes 25 EJGA Batata
Fava Joaquim Gomes 26 FIGA Batata
Variedades PE Cidade Cadigo
Fava orelha-de-velho Ibateguara 270VIC Big Lima
Fava coquinho Ibateguara 28CIC Batata
Fava Joaquim Gomes 29FIGM Batata

Fonte: dados da pequisa, 2021.
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4.3.2 Andlise filogenética

A regido ITS, incluindo os espacadores e a subunidade 5.8S, de 10 variedades variou
entre 602 e 654 pb. A andlise comparativa com as demais sequéncias depositadas em banco
de dados publicos (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) revelou similaridade com individuos de P.
lunatus variando entre 80,50% a 100,00%. As analises filogenéticas incluiram os fragmentos
ITS obtidas de 10 variedades das 29 coletadas (CISI, EJGA, FIGA, FJIGM, FNLL, LUPJ,
OVIC, RSUPJ, RSUPJA e VISI) conjuntamente com 0s acessos depositados por Serrano-
Serrano et al. (2010) e por Motta-Aldana et al. (2010) no NCBI.

Na analise filogenética, 9 variedades foram agrupadas com acesso de P. lunatus do
pool genético mesoamericano (Ml e MII). A excecdo foi a variedade OVIC, gque apresentou
relacdo filogénica com acessos do grupo andino (Figura 1). As variedades BUPS, RSUPJW,
FCLS, RSUPJA, LUPJ, RSUPJ foram similares ao grupo mesoamericano MII selvagem com
consisténcia de 80% para todos os sitios informativos. As variedades CIC, EJGA, FIGM,
VISI, FNLL e CISI apresentaram similaridade com o grupo mesoamericano MI selvagem
com alto suporte de clado (96%) tendo como ponto de enraizamento da arvore (outgroup)
duas espécies com semelhanga genética (P. novoleonensis e P. marechalii).
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Figura 1. Arvore de inferéncia bayesiana baseada em sequéncia de DNA da regido ITS
(Internal Trascribed Spacer) de variedades de Phaseolus lunalus L. comparadas com acessos

do Genbank.
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4.3.3 Diversidade e estrutura genética baseada nos marcadores moleculares

As marcas genéticas derivadas de 5 marcadores (CliraP1, SSR, URP2R, URP6R e
URP16R) foram utilizadas para determinacdo da diversidade e estrutura genética das
variedades. Os perfis de amplificacdo gerados por 5 marcadores foram polimdrficos (Figura
2) e dois marcadores (URP13R e CLIRAP4) ndo amplificaram nas condigdes testadas. O
namero de fragmentos gerados pelos iniciadores somou um total de 23 bandas. O nimero de
fragmentos gerados variou entre 4 e 6 bandas, com média de 4,4 bandas por marcador, por

oligonucleotideos.
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Figura 2. Padrdo polimoérficos de amplificacdo dos marcadores CliraPl, SSR, URP2R,

URP6R, e URP17 R para algumas variedades do estudo.
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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As variedades foram analisadas em dois contextos para avaliacdo da diversidade e
estrutura genética. O primeiro contexto considerou como populacdo o padrdo de peso das
sementes em Batata, Sieva e Big Lima; e a segunda contextualizacdo considerou como

populacdes a procedéncia das variedades, Alagoas e Pernambuco (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de diversidade genética em variedades dePhaseolus lunatus L.

Crlte,n_o de Grupo n Na Ne I He Ho %P
analise
Cassificagao Batata 14 2000 1546 0487 0322 0,334 100.00
quanto ao (0,000) (0,069) (0,040) (0,032) (0,033) ’
tamaho das Sieva 10 1,739 1466 0414 0,273 0,287 86.96
sementes (0,144) (0,079) (0,051) (0,039) (0,041) ’
Big Lima 5 1,478 1,489 0425 0,288 0,320 73.91
(0,187) (0,072) (0,056) (0,039) (0,043) ’
Procedéncias  Alagoas 15 1913 1513 0439 0,291 0,299 95 65
(0,087) (0,084) (0,051) (0,040) (0,041) ’
Pernambuco 14 2000 1,499 0450 0,294 0,305 100,00

(0,000) (0,077) (0,043) (0,035) (0,037)

n - nimero de variedades amostradas; Na - nimero médio de alelos por loco; Ne — nimero efetivo de alelos; | — indice de
Shannon; He - heterozigosidade esperada; Ho - heterozigosidade observada e %P porcentagem de locos polimoérficos. Fonte:
dados da pesquisa, 2021.

Na analise da diversidade genética o grupo Batata apresentou o maior namero de
alelos amostrado (Na) e o grupo Big Lima apresentou 0 menor nimero de alelos amostrados.
O namero de alelos amostrados e efetivos (Ne) diferencia as populaces Batata e Sieva, sendo
assim provavelmente ocorreram processos de domesticacdo diferentes em cada grupo. Os
valores de alelos efetivos para as trés populagdes sao similares. As variedades do grupo Batata
apresentaram maior valor para indice de diversidade de Shanon (1), heterose obervada (Ho) e
esperada (He) e a porcentagem de locos polimérficos (P%). Na avaliacdo considerando as
procedéncias dos cultivos das variedades ndo houve diferencas nos parametros de diversidade
e estrutura das populagdes.

Na determinacdo da estrutura genética de acordo com a abordagem bayesiana, pelo
programa Structure, utilizando critérios que pressupde estruturacdo genética molecular de
populacbes em diferentes taxas de equilibrio de Hardy Weinberg houve a indicacdo do
namero 6timo metapopulacional (K). O valor K 6timo foi 3 com valor de delta-K = 2,68,
portanto, a existéncia de trés grupos geneticamente distintos (Figura 2). Tal abordagem de
agrupamento com cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) atribui genotipos individuais a

um numero predefinido de populagdes (K) em uma determinada amostra (x) para alcancar os
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equilibrios de Hardy-Weinberg e de ligacdo. O valor K ideal foi selecionado com base nos
aumentos nas razbes de verossimilhanca entre as execuc@es usando a estatistica delta K de

Evano et al. (2005). Os pontos de inflexdo ndo foram observados para a curva de log-

verossimilhanca, mas um aumento menor da verossimilhanca foi encontrado ao comparar K
igual a 6 com os valores K anteriores.
Figura 2. Estimativa do nimero de subpopulac¢des usando valores delta-K (a) e atribuicdo de
individuos mostrando agrupamento de 29 variedades de fava (b).
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.
4.3.4. Analise de Diversidade Baseada em Parametros Quanti-Qualitativos

Os dados morfo-agrondmicos quantitativos e qualitativos foram analisados
separadamente. Na analise com 19 caracteres quantitativos para teste de média por Scott-
Knott o coeficiente de variagcdo (CV) para os 19 caracteres quantitativos variou de 5,04% a
19,80%. Nessas condicbes, o CV foi classificado de baixo a médio indicando boa preciséo

experimental (PIMENTEL-GOMES, 2009). Todos os caracteres quantitativos analisados
apresentaram diferenca estatistica (Tabela 4).

O caractere com maior variacdo foi a altura da planta (AP). As variedades
contrastantes foram FJGA (10,03) e OPINJ (20,67). A menor variacdo foi para o carater

relacdo foliolo (RF) com 26% de diferenga entre 0 menor e maior valor. Em relagdo as 29
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variedades avaliadas no presente estudo apresentaram o seguinte perfil: largura da vagem
(LV); acima da média geral (1,53 cm), exceto para as variedades BUPJ, VISI, FNLL, EJGA,
FJGM. O caracter comprimento da vagem (CV) abaixo da média geral (6,40 cm) exceto para
os acessos CISI, FNLL, EJGA, CICL1. As variedades apresentaram valores do comprimento da
semente (CS) e largura da semente (LS) acima da média (46% e 84%). Os tamanho e largura
médios correspondem a 10,79 e 11,02 mm.

A duracdo da floracdo (DF) das variedades apresentou valores proximos a média (40
dias). O nimero de dias para a maturacdo da vagem foi em média 85 dias, sendo o F1QPS
com 52 dias e 0 F20DGA com 180 dias. A maturagdo de 24 variedades do Piaui apresentou
valores muito préximos de F20ODGA que em média foi de 150 dias, em contrapartida foi o
carater gue menos contribuiu para a diversidade genética (SILVA et al., 2015).

Os caracteres que apresentaram maiores diferencas foram comprimento da semente
(CS), largura da semente (LS) e peso de 100 sementes (PS) dentre as relacionadas diretamente
com a produgdo. As variedades de Pernambuco apresentaram maiores valores de peso de 100
sementes (PS). Os valores variaram de 23,689 (variedade FNLL) a 114,30g (variedade
RSUPJA) sendo uma das variaveis que apresentaram consideravel variacdo, fato este que
pode também ser observado pelo teste Scott-Knott, que indicou diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos.
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Tabela 4. Média das varidveis quantitativas: comprimento vagem (CV); comprimento semente (CS); largura semente (LS); peso de 100 sementes (PS); relagdo foliar (RF);
comprimento desde a base do hipocétilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC); altura da planta (AP); duragdo da floracdo (DF);
maturacdo (MAT); largura vagem (LV); nimero de sementes por vagem (NSV); classificacdo Baudet (CLASSE) para gen6tipos de Phaseolus lunatus L.

Variedades Cv CS LS PS RF CHPF EC AP DF MAT LV NSV  CLASSE

RSUPJA 9,30e  13,00g  20,70i 114,309 1,44b 6,23a 2,73a  15,40a  49,67b 99,34b 1,99c  2,00a BigLima
RSUPJ 9,67e 12,63 19,17h  101,78f 1,32b 5,63a 290a 19,23b 50,67b  101,34b 1,95c  3,00b BigLima

oVviIC 8,60d  14,20h  20,93i 93,75f 1,88c 6,37a 7,40b  20,43b  37,33a 74,66a 1,97b  2,00a BigLima
FIGA 6,47c  10,80d  16,10f 74,54¢e 1,27b 4,50a 3,23a  10,03a  25,33a 50,66a 1,72b  3,00b Batata
LUPJ 767d  12,73g 17,239 71,24¢e 1,76¢ 5,97a 3,17a  15,77a  39,67a 79,34a 1,79b  3,33b Sieva
FFJ 6,63c 15,171 10,20c 62,33d 1,45b 6,53a 3,17a  12,60a  41,33a 82,66a 1,62b  2,33a BigLima
FINJ 6,80c 12,879  8,67b 55,76d 1,60b 5,20a 3,47a  19,63b  49,00b 98,00b 151a  4,00b Sieva
CIS 4,33a 9,83c 8,13b 52,16d 1,98c 7,47b 3,27a  18,30b  38,00a 76,00a 1,12a 1,67a Batata
FCLJ 8,27d 8,73b  12,20d 49,51c 1,73c 7,50b 427b  18,57b  17,00a 74,00a 1,84b  3,00b Batata
RPIA 540b  10,17c  8,23b 45,00c 0,60a 8,50b 297a 18,47b  35,33a 70,66a 121a  2,67b Batata

F1QPS 6,00c  12,27d  8,47b 43,92c 0,68a 9,87b 4,33b 18,70b  25,67a 51,34a 1,51a  3,00b Sieva
PSPIA 6,27c  13,83h  8,40b 43,44c 0,64a 9,17b 450b  14,67a  50,00b  100,00b 138a  3,33b BigLima

FQS 6,70c 8,43b 13,03e 39,75b 0,63a 7,17b 4,17b  18,97b  57,00b 114,00b 1,44a 3,00b Batata
CIM 5,17b 10,53c 6,77a 39,69b 0,62a 6,53a 3,30a 14,77a  72,67c 145,34c¢ 1,29a 2,33a Batata
F20DGA 6,80c 12,00e 8,70b 39,35b 2,00c 9,53b 3,70a 19,50b  43,33a 86,66a 1,45a 3,00b Sieva
MIC 6,23c 11,93e 8,10b 37,61b 2,08c 7,50b 3,67a 14,70a  56,33b 112,66b 1,27a 3,00b Batata
OPINJ 5,27b 9,53¢c 7,03a 37,44b 2,20c 6,03a 3,37a 20,67b  42,67a 85,34a 1,28a 3,00b Batata
BUPJ 6,53c 9,73b 13,93e 37,43b 1,46b 2,47a 2,70a 15,87a  31,00a 62,00a 1,48a 3,00b Batata
F2QPS 6,20c 12,63¢ 8,27b 36,77b 0,66a 7,63b 403a 20,13b  55,67b 111,34b 1,45a 1,67a Sieva
EJGA 5,90c 8,80b 13,80e 35,96b 2,26¢ 5,17a 510b  13,83a  35,33a 70,66a 1,42a 2,00a Batata
BUPA 6,53c 7,53a 11,70d 33,00a 1,51b 5,57a 3,03a 12,07a 23,67a 77,34a 1,33a 3,67b Batata
FIGM 6,47c 8,27b 11,93d 32,59 1,34b 8,17b 3,40a 12,07a  47,00b 94,00b 1,47a 3,00b Batata
F10DGA 5,73¢c 11,07d 7,57a 31,28a 1,87c 9,17b 3,03a 18,87b  90,33c 180,66¢ 1,47a 3,00b Batata
CIsl 5,56b 7,17a 10,30c 31,18a 1,20b 457a 3,00a  10,97a  34,33a 68,66a 1,62b 2,67b Batata
CIC 5,87¢ 11,90e 7,53a 28,92a 1,43b 5,17a 3,23a 12,27a  38,67a 77,34a 1,78b 2,00a Batata
VISI 6,80c 7,80a 11,30d 28,20a 1,23b 4,83a 3,53a  13,00a 35,67a 71,34a 1,47a 3,33b Batata
MPIA 3,83a 11,17d 7,40a 27,33a 0,61a 10,00b 453b 16,33b 32,33a 64,66a 2,02c 3,00b Batata
BPIA 5,07b 8,50b 6,33a 24,20a 0,75a 8,53b 473b 13,20a 51,67b 103,34b 1,30a 3,00b Batata
FNLL 5,54b 9,70c 7,60a 23,68a 1,60b 5,07a 3,77a  12,50a 22,00a 44,00a 1,35a 2,67b Batata
Média 6,40 10,79 11,02 47,31 1,37 6,76 3,71 15,91 42,37 84,74 1,53 2,78

Médias seguidas da mesma letra na coluna constituem um grupo homogéneo, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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Todos os caracteres quantitativos avaliados apresentram diferencas significativas para
a 5% de probabilidade. As diferencas evidenciam a existéncia de variabilidade genética entre
as 29 variedades. Os valores estimados para a variancia fenotipica (o%) dos caracteres
quantitativos foram proximos aos obtidos para a variagdo genética (c2g) € ambos superiores
aos valores observados para a variagao ambiental (c2a). Indicando que houve influéncia
ambiental sobre os caracteres durante o periodo de desenvolvimento para as variaveis

avaliadas.

Tabela 5. Estimativa de parametros genéticos: variancia fenotipica - o2 F, variancia ambiental
- 02 A, variancia genética - o2 G, herdabilidade - h? (%), coeficiente de variacdo genético - CV
g (%), coeficiente de variagdo ambiental - CV e (%), razdo coeficiente de variagdo
genético/ambiental - b(CVg /CVe ) para as variedades de Phaseolus lunatus L.

Parametros

Gendticos | OF oA o h2(%) CVg(%) CVe(%) B (CV4/CVe)
LS (mm) 1815 0,13 1802 9927 97,83 3850 6,72
CS (mm) 455 010 445 97,85 9381 19,62 3,89
PS (g) 540,15 1521 524,95 97,18 92,00 48,42 3,39
LFP (cm) 338 013 325 9623 8948 33,08 2,91
RF 028 002 026 9558 82,93 37,52 2,20
EC (mm) 090 006 084 9340 8253 2470 2,17
CV (cm) 201 019 181 90,33 7569 20,72 1,76
LV (cm) 0,063 008 0055 87,74 7046 1534 1,54
CFP (cm) 158 023 136 8572 6668 17,83 1,41
DF (day) 23643 38,87 197,56 8356 62,88 33,18 1,30
MAT (day) 23534 3883 19650 8350 6278 33,10 1,30
CHPF(cm) 346 059 2,86 8274 6151 2503 1,26
AP (cm) 10,47 191 856 81,75 59,89 1838 1,22
TBF(mm) 057 017 040 6946 4312 11,12 0,87
NNCP 276 094 181 6573 3800 2537 0,80
NLS 024 008 015 6468 37,90 1335 0,78
NSV 033 014 018 5555 2041 1534 0,64
CDC(cm) 7,79 392 3,87 4965 2474 22,65 0,58
NNP 1,89 104 085 4500 2143 14,02 0,52
Média 59,36 564 53,72 8222 6509 2518 1,03

comprimento desde a base do hipocétilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC);
comprimento da folha primaria (CFP); largura da folha primaria (LFP); relagdo foliolo (RF); altura da planta (AP); tamanho
do botdo floral (TBF); duragdo da floracdo (DF); nimero de n6s no caule principal antes do primeiro cacho (NNCP); nimero
de nos por cacho (NNP); comprimento do cacho (CDC); largura vagem (LV); comprimento vagem (CV); nimero de l6culos
por vagem (NLV); nimero de sementes por vagem (NSV); dias de maturagdo em 50% das vagens (MAT); comprimento
semente (CS); largura semente (LS); peso de 100 sementes (PS). Fonte: dados da pesquisa, 2021.

As estimativas dos coeficientes de variacdo genotipica (CVg) foram maiores para

largura da semente (97,83%) seguida por comprimento e peso da semente com valores de
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93,81 e 92,00% respectivamente. Tal fato € confirmado pelas estimativas da herdabilidade
com valores variando de 99,27% para largura da semente a 97,18% para peso da semente.

A estimativa de herdabilidade foi significativamente alta para todas as caracteristicas,
tendo valores superiores a 50% exceto nimero de nds por cacho e comprimento do cacho. A
possibilidade de obtencdo de ganhos genéticos tanto no aumento quanto na largura das vagens
e razdo foliar, mostrou-se bastante viavel, sendo as estimativas de herdabilidade para estas
variaveis da ordem de 90,33, 87,74 e 95,58%.

A relagdo CVy/CV. determina a variabilidade genética; em que valores acima de 1
possuem maior variabilidade. No estudo, 68% dos caracteres avaliados apresentaram valores
acima de 1, exceto para algumas caracteristicas ligadas a inflorescéncia (TBF, NNCP, NNP,
CDC) e a vagem (NLS, NSV) que apresentaram valores menores que 1. A relacdo foi maior
para comprimento da semente com 3,89 seguido pelo peso da semente com 3,39 e razdo foliar
com 2,20, observando uma maior variabilidade genética.

Largura e comprimento de sementes (LS e CS) foram os carcteres que mais
contribuiram para a divergéncia genética (Tabela 6). Os dois caracteres somam 49,28% na
contribuicdo para a divergéncia. Os caracteres associados as sementes determinaram a
divergéncia na formacdo de grupos para fava, e juntamente com o peso das sementes, que
contribuiu 12,55% para a formagéo dos grupos.

As medidas de dissimilaridade das varidveis quantitativas estimadas pela distancia de
Mahalanobis indicaram os pares das variedades, com a maior (RSUPJA e MPIA) e menor
distancia (FCLJ e BUPA) genética. As variedades FIGA e MPIA foram frequentes na
formagéo dos pares de maior dissimilaridade destacados em 23 grupos de acessos, 0S quais
apresentaram valores proximos para o carater CV. A dissimilaridade entre os individuos
FJGA e RSUPJA revelou menor distancia com base nos caracteres (169,13), maior
proximidade genética, o que possibilita obter um cruzamento promissor em relacdo aos
demais pares de individuos com intuito de obter melhores medidas comprimento e peso de
sementes (PS e CS).
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Tabela 6. Contribuicdo relativa dos caracteres quantitativos para a divergéncia genetica
utilizando o método de Singh para variedades de Phaseolus lunatus L.

Variavel S, S.j(%) S.j Acumulado
LS 52.213,94 34,79 87,37
CS 21.748,38 14,49 52,58
PS 18.840,49 12,55 100,00
LFP 18.138,35 12,08 23,40

CFP 8.285,37 5,52 11,32
EC 5.017,84 3,34 5,80
MAT 4.973,08 3,31 38,09

RE 3.932,10 2,62 26,02
CHPF 3.695,87 2,46 2,46
LV 2.356,01 1,57 32,61
TBF 2.152,06 1,43 28,87
AP 2.142,61 1,42 27,44
DF 1.924,63 1,28 30,15
NSV 1.275,76 0,85 34,78
CcVv 1.141,57 0,76 33,37
NLS 845,90 0,56 33,93
NNCP 684,98 0,45 30,60
NNP 343,18 0,22 30,82
CDC 335,78 0,22 31,04

Comprimento desde a base do hipocétilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC);
comprimento da folha primaria (CFP); largura da folha primaria (LFP); relagdo foliolo (RF); altura da planta (AP); tamanho
do botdo floral (TBF); duragdo da floracdo (DF); nimero de nés no caule principal antes do primeiro cacho (NNCP); nimero
de nds por cacho (NNP); comprimento do cacho (CDC); largura vagem (LV); comprimento vagem (CV); ndmero de l6culos
por vagem (NLV); nimero de sementes por vagem (NSV); dias de maturacdo em 50% das vagens (MAT); comprimento
semente (CS); largura semente (LS); peso de 100 sementes (PS). Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Anélise de Ward, baseado na distancia generalizada de Mahalanobis, exibiu a
formacao de 2 grupos distintos (Figura 3). O grupo 1 formado por 24 genétipos. O grupo pode
ser dividido em 4 subgrupos. O subgrupo A e B retnem variedades do grupo Batata. O
subgrupo C reune variedade do grupo Batata e Sieva. O subgrupo D, mais interno, retne
variedades do grupo Big lima e Sieva cultivadas no estado de Alagoas. O grupo 2 reune 5
genotipos caraterizados com variedades Big lima e Sieva, todas originadas do estado de

Pernanbuco.
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Grafico 3. Dendrograma empregando o método de Ward com base nas distancias de Mahalanobis estimadas a partir de 19 descritores
quantitativos avaliados em 29 genotipos de Phaseolus lunatus L.
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O agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher, utilizando como medida
de dissimilaridade genética a distancia generalizada de Mahalanobis, a partir de 19
caracteres quantitativos, agrupou os 29 geno6tipos em 6 grupos distintos influenciados
pelos caracteres largura, comprimento e peso da semente.

As variedades foram menos polimorficas para os caracteres qualitativos. As
variedades eram ausentes para a presenca de antocianina nas folhas. A maior parte das
plantas avaliadas apresentaram a cor verde para o hipocétilo (89,65%). Observa-se que
todos o0s acessos aqui trabalhados tiveram habito de crescimento do tipo indeterminado,
que se caracteriza pelo desenvolvimento da gema terminal em uma guia trepadora,
conferindo assim, um crescimento maior que as plantas de habito determinado (FREIRE
FILHO et al., 2005). O descritor que apresentou maior variagdo foi com relacdo a
coloracdo da semente onde foram encontradas cores brancas, vermelhas e rajadas.
Caracteres relacionados as sementes sdo de grande valia, pois a partir deles é possivel
identificar os tipos de cultivares e o grupo de dispersdo. A cor e a forma do tegumento
das sementes sdo um fator que pode contribuir para a boa comercializacdo do produto
dependendo das preferéncias dos consumidores em diferentes regides (GUIMARAES et
al., 2007).

A analise de otimizacdo dos parametros qualitativos utilizou os valores médios
para determinacdo dos agrupamentos gerando 11 grupos (Tabela 7). Observa-se que
apenas a variedade 25 (FQS) manteve-se no mesmo grupo quando analisado as duas
condicBes de dados. O numero de grupos nos dois parametros (quantitativos e
qualitativos) demonstra a ampla variabilidade genética entre os genétipos avaliados,
visto que, o método preconiza minimizar a distancia intragrupo e maximizar a distancia

intergrupos.
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Tabela 7. Agrupamento de 29 variedades de Phaseolus lunalus L. pelo método de
otimizacdo de Tocher com base nas contribuicdes relativas das variaveis quantitativas e
matriz de distancias considerando as variaveis qualitativas

Grupos Dados quantitativos Dados qualitativos
1 VISI, BUPA, CISI, F1ODGA, F1QPS, PSPIA, BPIA, FQS, BUPJ,
FIGM, BUPJ, FCLJ,  RPIA, MPIA, F20DGA, F20PS, BUPA, FNLL,
EJGA, FQS CIs|
2 RSUPJ, RFSJLé'jjA’ LUPJ, FCLJ, FFJ, RSUPJA, MIC, EJGA
3 MIC, F20DGA, CIC,
F1ODGA, OPINJ, FNLL,
CIS, FINJ, F1OPS, RELP, Cls
F20PS, PSPIA, RPIA
4 CIM, BPIA, MPIA OVIC, FIGM
5 FFJ FIGA
6 ovIC CIM
7 VIS
8 LUPJ
9 FIN
10 cIC
11 OPINJ

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

O grupo 3 para dados quantitativos apresentou maior nimero de variedades
correspondendo a 31,03% do total; enquanto o grupo 1 para dados quantitativos
agrupou 44,83% das variedades ocorrendo a formacdo de 6 grupos com apenas 1
variedade. Os grupos mais divergentes constituidos por um unico individuo (5 e 6)
indicando heterogeneidade das variedades.

4.3.5 Ensaio in vitro de resisténcia a Colletotrichum truncatum

A avaliagdo dos sintomas das folhas destacadas com os dois isolados de C.
truncatum apresentou diferencas significativas na diversidade da resposta (p < 0,05). Os
primeiros sintomas da antracnose nas folhas foram o surgimento de manchas cloréticas
na face adaxial. Muitas lesdes evoluiram sem margem definida tornando-se necréticas
levando a uma clorose generalizada das folhas inoculadas. As avaliacdes realizadas aos

3 e 5 dias ap0s a inoculacdo (DAI) apontaram um aumento progressivo de niveis de
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severidade da doenga, com médias de notas de 1,00 a 4,66 para o isolado ICT12 (Figura
4) e 0,00 a 5,00 para o isolado ICT 16 (Figura 8).

Na analise da resposta de 29 variedades ao isolados ICT 12, aos 3 dias foi
possivel diferenciar 2 grupos de acordo com severidade dos sintomas avaliados. O
grupo com maior manifestacdo dos sintomas agrupou variedades com notas atribuidas a
variedades muito suscetiveis a altamente suscetivel. No grupo com menor manifestacéo
dos sintomas, agruparam as variedades com notas que caracterizavam materiais
moderadamente resistentes a altamente suscetiveis. As variedades com menores notas
foram F1QPS, F20ODGA, MIC. No quinto dia houve progressdo da severidade da
doenca diferenciando as variedades em 2 grupos. O grupo com maior manifestacdo dos
sintomas agrupou variedades com as notas atribuidas a variedades altamente suscetiveis.
No grupo com menor manifestacdo dos sintomas, agruparam variedades com notas que
caracterizavam materiais moderadamente resistentes a altamente suscetivel. As
variedades valores de severidade inferior a 3 foram F20DGA, CIS e OVIC.
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Figura 4. Valores médios de severidade in vitro das 29 variedades de fava ao isolado de
C. truncatum ICT 12, dados obtidos atravées da escala de notas, aos trés e cinco dias pos-
inoculagdo (dpi). Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Na analise da resposta de 29 variedades ao isolados ICT 16, aos 3 dias foi
possivel diferenciar 4 grupos de acordo com severidade dos sintomas avaliados (Figura
5). O grupo mais suscetivel agrupou variedades com notas atribuidas a variedades
altamente suscetiveis. O segundo grupo mais suscetivel reuniu as variedades com muito

suscetivel e moderadamente resistente. Os dois grupos com menores notas reinem
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variedades moderadamente resistentes. No grupo com notas menores, agruparam
variedades com notas que caracterizavam materiais moderadamente resistentes a

altamente resistetes. As variedades com menores notas foram FNLL, CIS e F20DGA.

No quinto dia houve progresséo da severidade da doenca diferenciando as
variedades em 2 grupos. O grupo mais suscetivel agrupou variedades com notas
atribuidas a variedades altamente suscetivel. O grupo com maiores notas de severidade
reuniu as variedades altamente suscetiveis. O segundo grupo com menores notar retne
as variedades com notas associadas a variedades moderadamente resistentes e altamente
suscetiveis. As variedades com valores de severidade inferior a 3 foram F20DGA, CIS,
BPIA e MPIA.
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Figura 5. Valores médios de severidade in vitro das 29 variedades de Phaseolus lunatus
L. ao isolado de C. truncatum ICT 16, dados obtidos através da escala de notas, aos trés
e cinco dias pos-inoculacdo (dpi). Médias seguidas de letras distintas nas colunas
diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.
4.3.6 Nodulacéo
A avaliacdo da capacidade das variedades em formar nddulos a partir da

comunidade de rizébios presentes naturalmente no solo indicou diferengas estatisticas

para massa seca da parte aérea da planta, nimero de nodulos por planta, massa (fresca e
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seca) dos nddulos (Tabela 8). Na producdo de massa seca da parte aérea houve a
formacéo de 4 grupos. As variedades diferenciaram-se em dois grupos para nimeros de
nodulos por planta. Metade das variedades das variedades (51,72%) apresentaram maior
producdo de nodulos. Trés grupos foram formados de acordo com massa fresca de
nddulos com base nas diferencas estatisticas. No carater massa seca dos nodulos, apenas
3 variedades se destacaram.

As variedades com menor massa seca (70%) apresentaram menor numero de
nodulos. As variedades com maior massa seca da parte aérea apresentaram maior massa
fresca de nddulos. As variedades com maior nimero de nédulos apresentaram 50% das
variedades com maior massa seca, sendo esta também apresentavam maior massa fresca
de nédulo. A massa seca dos nddulos variou pouco. As variedades com maior massa

seca dos nddulos apresentaram maiores valores de massa seca da parte aérea.
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Tabela 8- Média dos caracteres de nodulacdo para as variedades de Phaseolus lunatus

L.
Variedades NOD MFEN (g) MSN (g) MSPA (9)

RSUPJ 359,00b 0,90b 0,33a 7,51b
FINJ 261,00b 0,33a 0,25a 4,24a
RSUPJA 230,67b 0,63b 0,32a 6,660
MPIA 211,00b 0,64b 0,28a 3,83a
FQS 210,67b 1,40c 0,55a 6,28b
VISI 198,00b 1,16b 0,33a 8,73b
F1ODGA 197,33b 0,78b 0,34a 4,62a
CIsl 184,00b 0,80b 0,27a 7,18b
OPINJ 182,33b 0,58a 0,21a 4,27a
FCLJ 181,67b 1,01b 0,29a 7,95b
F1QPS 176,67b 1,65¢ 0,31a 4,52a
BPIA 176,33b 0,73b 0,23a 3,94a
RPIA 174,33b 0,76b 0,28a 4,01a
F2QPS 165,00b 0,82b 0,35a 7,20b
BUPJ 156,33b 1,75¢ 1,07b 7,03b
LUPJ 153,00b 0,23a 0,15a 2,09a
CIC 152,67b 1,66¢ 0,22a 7,21b
F20DGA 150,33b 1,23c 0,40a 5,05a
FIGM 146,67b 2,20d 1,14b 9,33c
FIGA 131,00a 0,28a 0,13a 2,93a
CIS 116,00a 0,45a 0,19a 4,22a
FNLL 115,33a 1,64c 0,25a 8,01b
oviC 92,33a 2,29d 0,45a 12,44d
EJGA 90,33a 2,16d 0,84b 9,85¢
MIC 88,67a 0,43a 0,10a 4,60a
FFJ 79,67a 0,14a 0,11a 2,07a
PSPIA 55,00a 0,82b 0,19a 4,26a
BUPA 36,00b 0,35a 0,05a 3,85a
CIM 32,33a 0,43a 0,09a 3,09a

Média 155,30 0,97 0,34 5,76

NOD - nédulos; MSPA — massa seca parte aérea; MFN — massa fresca dos nddulos; MSN — massa seca dos nodulos.
Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (valor de
p<0,05). Fonte: dados da pesquisa, 2021.



Houve correlacdo positiva entre a producao de nddulos e a massa seca da parte
aérea das plantas (Tabela 9). A correlacdo entre a massa fresca dos nodulos e a
resisténcia ao patogeno foi positiva e significativa. No entanto, variaveis de numero de

nodulos e resisténcia ndo foi significativa.

Tabela 9- Correlacdo entre as variareis producdo de nddulos (NOD), massa seca parte
aérea (MSPA), massa fresca dos nédulos (MFN), massa seca dos nodulos (MSN) e
resisténcia aos isolados de Colletotrichum (RESI).

NOD MSPA MFN MSN RESI
NOD 1
MSPA -0,24 1
MFN 0,10 -0,26 1
MSN -0,27 -0,06 -0,47* 1
RESI 0,08 -0,16 0,38* -0,20 1

* - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t. Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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4.4 Discussao

A cultura marginal e do tipo pulse tem como principal patrimdnio genético a
diversidade das variedades mantidas por agricultores familiares e comunidades
tradicionais. O feijdo-fava (P. lunatus) €& cultivado nas Américas e no Brasil,
predominantemente na regido nordeste. As culturas marginais sdo tolerantes as
condicBes de baixa tecnologia, mas necessitam de estratégias sustentaveis para
incremento de producdo e manutencdo da seguranca econdmica e alimentar. A busca na
diversidade genética de possiveis combinacdes para aumento da producdo e aumento da
resisténcia a estresses biodticos a abidticos é necessaria para manutencdo das culturas
marginais e para seguranca alimentar e econdémica dos povos que delas dependem.

As variedades de P. lunatus coletadas em feiras livres do estado de Alagoas
revelam a comercializacdo de sementes de outros estados e sendo predominante o tipo
Batata. As variedades na sua maioria pertencem ao pool genético mesoamericano. Os
marcadores moleculares estruturam a variedades em trés populagdes contendo
representantes de cada tipo nas 3 populacdes caraterizadas pelo tipo de semente. O tipo
Batata cultivado no estado de Alagoas apresenta uma maior diversidade genética,
resisténcia aos isolados locais de C. truncatum, mas com uma menor capacidade de
nodular e produzir matéria seca. A presenca de materiais de outros estados pode indicar
mistura nas populac6es haja vista que produtores tendem a utilizar grdos comprados em
feiras como sementespara iniciar cultivos e tende a plantar material misturado. Apesar
de ser uma planta autdgama a fertilizacdo cruzada da espécie pode chegar a 30%
(SILVA, 2020). As variedades locais de feijdo-fava devem ser preservadas pela
diversidade e risco de perda diversidade locais devido a introducdo de materiais
genéticos de outras regides.

No presente estudo, os marcadores Long Terminal Repeat e Universal Rice
Primers foi usado pela primeira vez para avaliar a variacdo genética do feijao fava em
amostra de gréos de Pernambuco e Alagoas. O intuito era conhecer 0S recursos
genéticos existentes com a probabilidade de contribuir para o desenvolvimento de
estratégias para uma conservacao eficaz e uso sustentavel de P. lunatus. Assim como
em outros marcadores a exemplo de microsatélites (GOMES et al., 2019), Random
Amplified Polymorphic DNA-RAPD (PURWANTI et al., 2021), Inter Simple Sequence
Repeat-ISSR (NASIR et al.,, 2021) para todos os grupos do presente estudo, o
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polimorfismo foi elevado variando entre 73,91 e 100%. VariagOes na porcentagem de
polimorfismo poderiam ser devido a diferencas nos genotipos, ao niumero de amostras
examinadas, ao nimero de oligonucleotideos usados e a natureza dos marcadores entre
outras (NASIR et al., 2021), bem como as regides gendmicas amostradas por eles.

Os valores de 0,322 e 0,334 de heterozigosidade esperada e observada indicam
que o grupo Batata e as variedades de Pernambuco possuem maior diversidade entre si
analisada com a distancia generalizada de Mahalanobis podendo ser precursores no
cruzamento de genotipos divergentes. Os indices de diversidade considerando as
variedades de Alagoas e Pernambuco apresentam valores muito proximos. Isso é reflexo
da proximidade geogréafica entre as duas localidades que influi no intenso cruzamento
entre as variedades. Além disso, maior producdo de flores, presenca de néctares florais e
extraflorais, presenca de polinizadores e condi¢cdes ambientais também contribuem para
0 aumento das taxas de cruzamento em feijdo-fava (FELIX et al., 2014). Variedades da
Republica Dominicana e Porto Rico apresentaram baixa semelhanca genética apesar de
cultivadas por agricultores com estreitos lacos culturais e econdmicos, bem como a
facilidade de transito entre propriedades (MONTERO-ROJAS et al., 2013). As
variedades sdo predominantemente do grupo Sieva na América Central (ESQUIVEL et
al., 1990) que no presente estudo aparece com menor valor de heterozigozidade
esperada e observada quando comparado ao grupo Batata e Big Lima.

A separacdo das subpopulacGes em cada valor K em P. lunatus corrobora para o
predominio dos pools genéticos mesoamericanos (Ml e MIl) com maior
compartilhamento de alelos entre o grupo Sieva e Batata. Sendo assim, consideram-se 3
subpopulagcdes com um grande numero de hibridos, sugerindo um alto grau de
introgressdo entre esses trés conjuntos de genes. Foram encontrados em feijao-fava no
Brasil, potenciais hibridos apresentando antecedentes estimados a partir de duas
subpopulacdes, enquanto outros acessos apresentaram antecedentes estimados das trés
subpopulacdes reflexos de introgressdo ocorrida ao longo do tempo (SILVA et al.,
2018).

A anélise de marcadores e de estrutura populacional indica que a medida as
variedades compartilham material genético, os pools fiqguem mais homogéneos em
relacdo a caracteristicas morfométricas. Pesquisas relacionadas ao fluxo génico no
centro de origem de Phaseolus lunatus indicam que a maioria das populacdes selvagens
estava sujeitas ao fluxo génico do pool genético doméstico (MARTINEZ-CASTILLO et

al., 2007). Eventos de hibridacdo entre populagdes selvagens e domesticadas também
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ocorreram ao longo do tempo com feijdo (BEEBE et al., 1997) alterando caracteres
morfo-agrondmicos. Estudos de caracterizagdo morfoagrondmica que visam a
discriminacdo e classificacdo de acessos de feijdo-fava quanto aos centros de
domesticacdo tém sido de grande importancia para a conservacao da biodiversidade da
espécie (ALMEIDA et al., 2021). Tais estudos associados a parametros filogenéticos
contribuem significativamente para a identidade dessas variedades no Brasil. Essa
condicdo é observada no gendtipo OVIC que filogeneticamente encontra-se alocado
entre os gendtipos andinos domesticados; apresenta caracteristicas de peso, tamanho da
semente e habito de crescimento que se assemelha aos domesticados. A variedade
anterior citada juntamente com FFJ, PSPIA, RSUPJA, RSUPJ foram as que
apresentaram vagens mais longas. Este caracter é importante, pois vagens grandes sdo
desejaveis para a colheita manual (SILVA; NEVES, 2011). Assim, nos germoplasmas
avaliados, encontram-se variedades com caracteristicas vantajosas que poderiam ser
explorados em futuros cruzamentos.

Os caracteres qualitativos analisados pelo teste Scott-Knott agruparam a maioria
dos materiais que apresentou peso e tamanho das sementes abaixo da média, exceto
FFJ, FJGA, OVIC, LUPS, RSUPJA, RSUPJ. As variedades apresentaram dias de
floracdo uniformes e acima da média exceto para FIGM. A floracdo e formacdo das
sementes estdo entre as caracteristicas mais importantes para as leguminosas pois
permitem a adaptacdo de populacdes domesticadas (RAGGI et al., 2014; CHACON-
SANCHEZ et al., 2018). A maturacio das vagens variou entre 44 dias (FNLL) e 180
dias (FLODGA). Na estacdo seca, a maturagdo do feijdo-fava pode durar em média 120
dias (TRANI et al., 2015), sendo assim, condic¢des genéticas ligadas a cultivar reduziu o
tempo médio de maturagdo. Outro fator sdo as altas temperaturas durante a floracdo que
reduzem ou atrasam o conjunto de vagens e pode resultar em colheita tardia (ERNEST
et al., 2017), alterando o processo de maturacdo. As variedades com menor tempo de
floracdo possuem potencial para selecdo de variedades no curto prazo, pois a fava
possui mecanismos favoraveis para reproducdo vegetativa.

A utilizacéo e eficdcia dos marcadores morfo-agronémicos em feijao-fava foram
eficientes para estudos de diversidade em variedades do Peru (VERA et al., 2015), Cuba
(CASTINEIRAS et al., 2008), México (LOPEZ-ALCOCER et al., 2016). A partir
destas marcas, podem-se estimar parametros genéticos. Tais estimativas sdo importantes
pardmetros significativos na selecdo de diferentes genotipos de uma populagdo
(MANGGOEL et al., 2012).

64



A andlise da herdabilidade, foram maiores para largura da semente (99,27%) e
peso das sementes (97,18%). Valores elevados de herdabilidade para P. lunatus foi
observado no carater peso das sementes (98%) em variedades da Nigéeria (AKANDE;
BALOGUN, 2007) sendo indicado como carater para selecdo. Altas herdabilidades
indicam o predominio da acdo génica aditiva na expressdo da caracteristica
(MANGGOEL et al. 2012; RASHWAN, 2010). Todavia, as estimativas de
herdabilidade sozinhas ndo fornecem informacdes solidas sobre o ganho esperado na
proxima geracdo, mas devem ser consideradas em conjunto com as estimativas de
parametros genético (SHUKLA et al., 2006).

A elevada divergéncia genética visualizada na andlise de variancia pode ser
confirmada entre os gendtipos pelas distancias de Mahalanobis. Embora a grande
maioria dos genotipos esteja agrupada com menos de 477 unidades de distancia (por
exemplo, grupo 1), os grupos divergiram entre si em distancias de cerca de 1.431
unidades ou mais. De modo geral, dentre a diversidade existente entre as variedades
interessa aos melhoristas todas as possibilidades com divergéncia suficiente para gerar
variabilidade nas populacfes segregantes (GRIGOLO et al., 2018). As variedades
indicadas para um possivel programa de melhoramento sdo RSUPJ, RSUPJA, LUPJ,
FJGA, OVIC devido as mairoes divergéncia nos caracteres quantitativos e qualitativos.

As variedades diferenciaram na resposta aos dois isolados de C. trucantum. Na
avaliacdo in vitro os isolados apresentaram o mesmo grau de agressividade. A
resisténcia ao isolado ICT 12 esta distribuida nos 3 grupos caraterizados pelo tipo de
semente (Big lima, Sieva e Batata) originada dos 2 estados (Alagoas e Pernambuco). A
resisténcia esta distribuida entre os grupos andinos (OVIC) e no grupo mesoamericano,
caracterizados pela variedade do tipo Sieva e Batata. A resisténcia in vitro pode ter dois
momentos, um que manifesta aos 3 dias, que pode ser superada ou ndo aos 5 dias. Os
mecanismos que atribue tal resisténcia esta em variedades diferentes (MIC, CIS e
OVIC) ou podem estar reunidas em uma Unica variedade (F20DGA).

A resisténcia ao isolado ICT16 esta restrita a0 grupo Sieva e Batata. A
resisténcia manifesta principalmente nas variedades cultivadas no estado de Alagoas.
Indica que pode haver selecdo regional a resisténcia a patogenos locais ja que 0s
patogenos foram isolados de plantas sintomaticas coletadas no estado de Alagoas no
municipio de Murici e Messias, Alagoas. A resisténcia também pode ser caracterizada a
uma resposta em duas fases como a que acontece com isolados ICT12. As variedades

apresentam os dois componentes a excecao é variedades FNLL, que apresentam apenas
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uma resposta de resisténcia ao inicio da colonizagdo. A resisténcia aos dois isolados
pode estar presente em umas variedades. A variedade pertence ao grupo Sieva
(F2DGA). Indicando que a resisténcia ao C. trucantum pode ser multifatorial com
possibilidade reunido dos componentes em um Unico genétipo.

A resisténcia somente pode ocorrer se houver o reconhecimento da proteina de
aviruléncia do patdgeno pela proteina de resisténcia da planta. Modelos do tipo
receptor-elecitor ¢ do tipo sentinela ou “guarda” tém sido propostos para explicar tal
reconhecimento. E importante enfatizar que os genes R, apesar de possuirem enorme
importancia no processo de resisténcia, ndo atuam sozinhos. Varios outros genes,
ativados via transducdo de sinais, coordenam desde respostas rapidas e localizadas até
repostas sisttmicas que em conjunto promovem a resisténcia. Atualmente, diversas
ferramentas de biologia molecular estdo disponiveis e sendo rotineiramente usadas em
estudos de genética da interacdo planta patégeno, como é o caso do mapeamento
genético (JUNGHANS et al., 2003), microarranjos de DNA (KAZAN et al., 2001) e
bibliotecas de subtracdo (PARK et al., 2000). Plantas e patdgenos vém a milhares de
anos co-evoluindo, e nessa guerra infindavel, os patdgenos, em funcdo de sua
diversidade e capacidade de adaptacdo tem se sobressaido.

Os diferentes genotipos apresentam diferentes graus de suscetibilidade a
antracnose, mas também existem fontes de resisténcia a essa doenca entre as amostras
estudadas. O C. truncatum. é espécie a mais importante economicamente do P. lunatus
entre os agentes etioligicos da antracnose. Além de ser a espécie mais prevalente em
termos de distribuicdo em o6rgdos de plantas e areas geograficas é considerado o mais
virulento (CAVALCANTE et al., 2019).

A taxa de nodulagéo parece ser mais frequente nas variedades big lima e sieva (3
de 5; 4 de 5) em relacdo as variedades do tipo batata (10 de 19). A reduzida
representatividade para os grupos big lima pode provocar uma distor¢do dos dados. O
numero de nodulos foi semelhante aos estudos com variedades das Américas em que 0
valor variou entre 51 e 484 (ARAUJO et al. 2017). As variedades batatas sdo
predominantes do estado de Alagoas e apresentam menor nimero de nédulos por planta
(7 de 16 contra 9 de 13). As variedades de Alagoas, predominantemente do grupo
batata, apresentaram menor acimulo de massa seca. No entanto, um processo de selecao
natural para as variedades do tipo batata pode ter comprometido a nodulagdo em
detrimento da reducgédo da semente e aumento da producdo. O ganho de produgéo para 0s

cultivos em Alagoas pode ser obtidas com selecdo de estirpes de bactérias rizobiais
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adaptadas as variedades locais. A inoculacdo das sementes provavelmente aumentara a
producdo principalmente em cultivos com baixa adogdo de tecnologia.
Complementarmente, a diferencas na nodulacdo observada entre variedades podem
representar diferencas entre genotipos bacterianos, bem como suas interacfes e
condigdes ambientais (COSTA NETO, 2016; BALLHORN et al., 2016). Os parametros
relativos & producdo de massa seca da parte aérea ndo apresentou nenhuma correlagédo
positiva com os demais parametros. As plantas foram cultivadas em condicdo de
nodulacdo ndo podendo mensurar o ganho da producdo da biomassa em relacdo a
condig&o nédo inoculada.

A resisténcia a antracnose apresentou uma correlacdo positiva (0,38) com o peso
fresco do nddulo. As variedades com maior peso fresco dos nddulos estdo reunidas
entre aquelas com menores nimeros de nédulos. Algumas estdo no grupo com maior
nodulagdo, no entanto os valores estdo no extrato inferior. O menor nimero de infeccdo
pode ser uma forma um sistema de defesa mais ativa que restringe a colonizagdo, mas

que pode compensar a simbiose, permitindo a geracdo de nddulo maior.
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4.4 Conclusdo

As variedades de P. lunatus cultivadas no estado de alagoas apresentam uma
diversidade genética associada aos pool genéticos, a resistencia a antracnose e resposta
a simbiose para bactérias fixadoras de nitrogénio. Diversidade genética que deve ser
preservada e explorada para aumento da produtividade e melhoria da segurancas

alimentar e econdmica dos povos que depende do P. lunatus .
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7. PREDICAO DO POTENCIAL DE RESISTENCIA A Colletotrichum truncatum
EM SEGREGANTES DE FEIJAO-FAVA (Phaseolus lunatus)

RESUMO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus) é uma cultura de subsisténcia, resistente a
seca, e possui alto conteddo proteico. No entanto, a cultura tem a produtividade
prejudicada pela incidéncia de Colletotrichum truncatum, fungo fitopatogénico que
acomete folhas, peciolos e vagens. Uma alternativa viavel e ecologicamente sustentavel
é uso da hibridacdo entre variedades no intuito de tirar proveito do vigor hibrido
transitorio, mover a variagdo desejavel entre linhagens e gerar novos fenotipos
resistentes. Desta forma, o conhecimento da diversidade gerada a partir dos
cruzamentos é de suma importancia na geracdo de novos gendtipos principalmente
quando relacionado a fitopatdgenos capazes de prejudicar a producdo de grdos. No
estudo, objetivou-se avaliar o potencial de populagdes segregantes, provenientes do
cruzamento entre acessos de P. lunatus. Flores emasculadas de RIM (&), suscetivel,
receberam polén de G65 (@), resistente, quando foram obtidos a geragdo F1 que por
autofecundacdo obteve-se a geracdo F2. Em seguida, avaliacbes de 10 caracteres
morfoagrondmicos e de resisténcia utilizando o isolado de C. truncatum na F2, 96
individuos, resultaram na segregacdo entre o cruzamento de parentais de Phaseolus
lunatus. Os principais pardmetros que diferenciaram 0s parentais segregaram na
proporcdo 3 para 1, sendo tipo de porte, resposta ao fotoperiodo, maturacdo de vagens e
resisténcia a antracnose. Os genotipos contrastantes identificados para combinagdo
foram 83, 12, 14 e 19 e qualquer um dos 30 acessos que ndo apresentaram nenhuma
leséo de antracnose. A resisténcia a antracnose no cruzamento demonstra ser dominante.
O porte indeterminado segregou como um caractere recessivo, sendo diferente do
observado em outros cruzamentos contrastantes entre porte indeterminado e
determinado de P. lunatus.

Palavras-chave: fava, cruzamentos, antracnose.
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ABSTRACT

The global population is expected to reach at least 9 billion by 2050, requiring
up to 70% more food this is expected to impact food production systems and the food
chain. Such expansion will require technological alternatives for the demand for foods
with higher protein content, such as what is found in legumes. The Lima bean
(Phaseolus lunatus) is attacked by Colletotrichum truncatum, a phytopathogenic fungus
that affects leaves, petioles, and pods. A viable and ecologically sustainable alternative
Is hybridization to take advantage of transient hybrid vigor, move desirable variation
between strains and generate new resistant phenotypes. Carrying the knowledge of the
diversity generated from the crossings is of paramount importance in developing such
genotypes, especially when related to phytopathogens capable of reducing and/or
hindering the production of grains such as Lima beans. This study aimed to evaluate the
potential of segregating populations from the crossing between accessions of P. lunatus.
Emasculated flowers of RIM (&), susceptible, received pollen of G65 (Q), resistant,
when the F1 generation was obtained, and by self-fertilization, the F2 generation was
obtained. Then, evaluations of 10 morphoagronomic and resistance parameters using
the isolate ICT12 (C. truncatum) in F2, 96 individuals, resulted in segregation between
the parental cross of Phaseolus lunatus. The main parameters that differentiated the
parents segregated in a 3 to 1 ratio, being type of size, response to photoperiod, pod
maturation and resistance to anthracnose. The contrasting genotypes identified for
combination were 83, 12, 14 and 19 and any of the 30 accessions that did not present
any anthracnose lesion. Anthracnose resistance in the cross proves to be dominant. The
indeterminate size segregated as a recessive character, being different from that
observed in other contrasting crosses between indeterminate and determined size of P.
lunatus.

Keywords: lima bean, crosses, anthracnose.
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7.1 Introducéo

A leguminosas sdo fonte alternativa de proteinas (DAS et al., 2012), minerais
importantes, fibras alimentares e algumas vitaminas (REYES-MORENO et al., 1993;
LUCIER et al., 2000; SHIMELIS et al., 2005). Entre as leguminosas, o feijdo-fava
(Phaseolus lunatus) € rico em aminoacidos essenciais (SALAWU et al., 2019),
minerais, apresenta alta solubilidade proteica (SEIDU et al., 2015) e adaptacdo as
condicBes edafoclimaticas adversas (SANTOS et al., 2011; ARAUJO et al., 2015). A
seguranca alimentar global exige um grande foco das ciéncias das plantas, melhoria das
culturas e producédo em relacdo as leguminosas (CONSIDINE et al., 2017).

Em contrapartida, ha uma diversidade de fatores negativos encontrados na fase
de pré-producdo e producdo que afetam a qualidade e a cultura do feijao-fava nos
tropicos em geral. Um dos fatores mais importante é a incidéncia de antracnose
(CAVALCANTE et al., 2012). A antracnose decorre de infeccdo flngica causada por
diversas espécies de Colletotrichum, incluindo C. truncatum (SOUSA et al., 2018). A
doenga € caracterizada por manchas necréticas nas folhas, peciolos e vagens
(CARVALHO et al., 2015). Em estadios mais avancados, 0s sintomas sdo perceptiveis
nas vagens com lesdes deprimidas, grandes e avermelhadas com enrugamento das
folhas (BALLHORN et al., 2010). Os sintomas limitam o desenvolvimento e por
consequéncia o rendimento da cultura. Uma solugdo viavel é o desenvolvimento de
culturas mais resistentes através da selecdo direcionada de fenétipos capazes de tolerar o
ataque do patogeno.

Diversas leguminosas como feijdo (NANAMI et al., 2017), soja (PARHE et al.,
2017), amendoim (JAKKERAL et al., 2017), ervilha (LEON et al., 2020) foram
potencialmente aperfeicoadas para resisténcia a doenca nos Ultimos anos. O
melhoramento genético é um dos fatores de destaque no aperfeicoamento das culturas
(SILVA et al., 2017). A primeira etapa de um programa de melhoramento € avaliar a
diversidade genética em um grupo de genitores para identificar os cruzamentos que
proporcionem maior efeito heterdtico, aumentando a probabilidade de obtencdo de
segregantes transgressivos (BHERING et al., 2017).

A hibridacdo é uma estratégia utilizada para reunir alelos favoraveis de
diferentes genitores. A avaliacdo de combinagdes hibridas, visando identificar aquelas

de maior efeito heterotico, possibilita a recuperacdo de gendtipos superiores em suas
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geragdes segregantes (CRUZ et al., 2012). A escolha de variacdo em populaces € etapa
crucial e muitas metodologias séo adotadas para a predi¢do do potencial de determinada
populacdo para superar um padrdo para a caracteristica de interesse. Entre essas
metodologias, pode-se citar a de JINKS & POONI (1976), que permite prever o
comportamento das linhagens com base em informacdes das geragdes iniciais,
possibilitando o descarte de populagfes segregantes menos promissoras nas etapas
iniciais do programa de melhoramento (CRUZ et al., 2012).

Caracterizacdo morfoagronémica de acessos de P. lunatus identificaram
variedades crioulas com caracteristicas superiores para melhores ganhos em producao,
crescimento determinado, elevado numero de vagens por planta, elevado nimero de
sementes por vagem, poucos dias para floragdo, com sementes grandes, alta
produtividade por planta e com niveis de resisténcia aos fungos Colletotrichum
truncatum e Macrophomina phaseolina (SILVA, 2011; ASSUNCAO FILHO, 2012;
PIRES, 2014; CARMO, 2015; BRITO, 2017; MUNGUIA, 2017). Tal ferramenta se
mostra importante na caracterizacdo de acessos, contudo, as técnicas tradicionais de
fenotipagem demandam tempo, recursos financeiros e mao de obra (SOUSA et al.,
2015), além disso, as técnicas tradicionais ndo conseguem discriminar caracteristicas
fenotipicas complexas, oriundas de variacfes genéticas sutis (MATSUDA et al., 2012).

A fenotipagem em larga escala, conhecida como fendmica, estd associada a
analises, principalmente com o uso de imagens, permitindo a geracdo de grande
quantidade de dados em um periodo relativamente menor, quando comparado a métodos
convencionais (WALTER et al., 2015; SOUSA et al., 2015). A nova era de fenotipagem
de plantas empregam técnicas de espectroscopia, termografia, tomografia, fluorescéncia,
discriminagdo por isétopos e imagens digitais. As tecnologias baseadas em
espectroscopia de absorcéo e captura e anélise de imagens, em ambientes controlados,
vém contribuindo extensivamente para estudos em fendmica (SANTOS; YASSITEPE,
2014).

As tecnologias baseadas em imagens podem ser usadas, para medir
caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e morfoldgicas, tais como atividade
fotossintética, atividade estomatica, composic¢ao quimica foliar e arquitetura de folhas e
raizes (CLARK et al., 2011; GENTY; MEYER, 1995; LENK et al., 2007; MERLOT et
al., 2002; ROMANO et al., 2011). Atualmente, a caracterizacdo gendmica buscar
incorporar a fenotipagem avangos nas areas de computacdo, robdtica, Visao
computacional e analise de imagens (COBB et al., 2013; FIORANI; SCHURR, 2013;

80



FURBANK; TESTER, 2011). Os estudos referentes a morfologia da planta sdo
necessarios e conseguem definir com maior eficiéncia os genétipos promissores para
trabalhos de melhoramento, as variaveis que sao relevantes para o estudo da diversidade
genética e os caracteres que ndo contribuem para a separacdo dos gendtipos (COELHO
et al. 2010).

Dentre as técnicas de andlise estatistica, a analise multivariada é uma importante
ferramenta para classificar germoplasmas, ordenar variabilidades contidas em acessos,
bem como analisar relacdes genéticas entre caracteristicas e materiais vegetais
melhorados (IQBAL et al., 2008). Na predicdo da divergéncia genética, varios métodos
de andlise multivariada podem ser aplicados, como a analise de componentes principais,
por variaveis candnicas e 0s meétodos aglomerativos. A escolha do método deve
considerar a precisdo desejada, a facilidade de andlise e a forma com que os dados
foram obtidos (CRUZ et al., 2012).

O estudo da capacidade combinatdria de genétipos baseados em informacdes
morfoagrondmica, analise de imagem e resisténcia em geracdo F, permitira a
compreensdo da acao génica envolvida na heranca deste carater, contribuindo para uma
maior eficiéncia de programas voltados ao melhoramento fisioldgico do feijdo-fava.
Este estudo teve por objetivo caracterizar e avaliar o potencial de hibridos e de
segregantes, provenientes do cruzamento entre acessos de P. lunatus visando a obtencéo

de  gendtipos com  potencial para  resisténcia a  C.  truncatum.
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7.2 Material e Métodos

7.2.1 Material genético

No estudo foram utilizadas 6 variedades de P. lunatus para a realizacdo dos
cruzamentos. O material genético utilizado no presente trabalho compreende seis
acessos e foi realizada 5 combinacfes. As variedades utilizadas no cruzamento como
parentais e as principais caracteristicas que as diferenciam estdo descritas na Tabela 1.
A escolha dos parentais baseou-se principalmente na resposta de resisténcia das
variedades a C. truncatum em pesquisas anteriores. Os acessos utilizados neste trabalho
foram G65, G22, OVIC, STL, RIM e SSJ (Tabela 1).

Tabela 1. Origem e caracteristicas dos parentais de Phaseolus lunatus

Tipo de planta

Parentais  Resisténcia Origem S-I;iﬂz:tz Crescimento Fotoperiodo
G65 Resistente - Batata Indeterminado Curto
G22 Suscetivel - Batata Indeterminado Curto

oviIC Suscetivel  Pernambuco Biglima Semi-determinado Curto
RIM, Suscetivel Alagoas Batata Determinado Neutro
STL Suscetivel Alagoas Batata Determinado Neutro
SSJ Suscetivel Alagoas Batata Determinado Neutro

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

As combinacdes de cruzamentos realizados foram: G65 () x G22 (?), G65 (&)
x STL (9), G65 (&) x SSI (2), G65 (&) x RIM (2) e OVIC () x G65 (?). Os acessos
sdo provenientes de colegdes (G65 e G22), produtores alagoanos (STL, RIJM, SSJ,
OVIC). O parental resistente (G65, Universidade Federal do Piaui, UFPI) foi utilizado
como doador de pdlen, exceto no cruzamento OVIC (J) x G65 (Q). Os genotipos
suscetiveis foram G22 (Areia, Paraiba, Brasil), OVIC, STL, RIJM, SSJ. Os acessos G22
e OVIC séo suscetiveis aos isolados ICT12 e ICT 16 de C. truncatum. O acesso OVIC é

0 mais contrastante por representar o pool genético andino (Capitulo 1). As variedades
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SSJ, RIM e STL apresentam suscetibilidade severa a incidéncia de antracnose no

campo, principalmente nas vagens (SOARES, 2019).

7.2.2 Isolado de C. truncatum

O isolado utilizado para o teste de patogenicidade corresponde ao ICT12,
selecionado pelos diferentes niveis de viruléncia verificados em outros estudos (LIMA,
2013). O isolado compde a colecdo de microrganismos da Clinica Fitossanitéria,
Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de Alagoas. O
isolado foi plantas P. lunatus com sintomas da doenca no municipio de Murici,
Alagoas. Na colecdo o isolado recebe a denominacdo de ICT12. Os isolados é 0 mais
agressivo em variedades crioulas cultivadas em Alagoas (SOARES, 2019). O isolado
foi caracterizado filogeneticamente, confirmando pertencer a espécie C. truncatum. A
andlise filogenética foi realizada tendo como referéncia 7 regides génicas: Actina
(ACT); B-tubulina (TUBZ2); Calmodulina (CAL); Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), Glutamina sintetase (GS) e Espaco Interno Transcrito (ITS) e Mating-type
locus - MAT1-2 (SOARES, V.F., comunicacéo pessoal, 2020). O isolado foi ativado em
meio solido BDA (batata-dextrose-agar, 2%) e mantido em incubadora com demanda
bioldgica de oxigénio (BOD) a 27 °C por 7 dias. A pureza dos cultivos foi verificada
aos sete dias de crescimento no meio BDA observando as caracteristicas morfoldgicas

dos conidios.

7.2.3 Realizacdo das hibridagGes

As variedades de P. lunatus foram plantadas em vasos (5 |) contendo solo
coletado da camada de 0-30 cm do solo, aplicado calcario (4 g/L) e, ap6s 30 dias,
adubados com nitrogénio, fésforo e potassio (10: 10:10, 2 g/L). Foi cultivada uma
planta por vaso sendo utilizada 4 plantas de cada variedade para a realizacdo dos
cruzamentos. Os cruzamentos foram efetuados entre 0os meses de abril e maio, no prazo
de 22 dias. O pdlen das flores foi coletado pela manh&; os botGes foram emasculados e
polinizados na mesma manh& (Figura 1). A fertilizacdo foi realizada com o auxilio de

uma pinc¢a de ponta fina para auxiliar na remocéo das anteras. O florestes fechados, ndo
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polinizados, foram utilizados para realizacdo da polinizacdo no mesmo dia e nos dias

subsequentes. As flores fertilizadas foram identificadas com fios coloridos (Figura 1).



Figura 1. Identificacdo da flor isolada e emasculada que recebeu grao de pdlen.

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

7.2.4 Obtencdo das geracdes F1 e F>

A germinacdo das sementes obtidas com a fecundacdo artificial gerou a primeira
progénie hibrida (F1). A geracdo F1 foi semeada em vasos (5 L) contendo solo coletado
da camada de 0-30 cm do solo. O solo foi classificado como Latossolo Vermelho
Amarelo (BARROSO et al., 2012). Inicialmente foi misturado ao substrato 4g/L de
calcario por litro de solo. Posteriormente, o substrato foi adubado com nitrogénio,
fosforo e potéssio (10:10:10) aplicando 2 g/L de solo. As plantas foram acompanhadas
até a fase final de frutificacdo para colheitas da vagens e armazenamento das sementes.
A autofecundagdo das flores das plantas F1 gerou as sementes da geracdo F.. A
sementes F» foram germinadas e cultivadas nas mesmas condicdes que a geracao Fi. Os
individuos da progénie F» foram avaliados para quanto as caracteristicas morfolégicas
guantitativas, qualitativas da fase vegetativa e reprodutiva; e para resisténcia a
antracnose. No total, 100 plantas da geracdo F. foram cultivadas. As observacdes dos
estadios fenoldgicos tiveram inicio em outubro de 2020 com a semeadura e término em
dezembro de 2020.

7.2.7 Caracterizagdo morfoagrondémica

A caracterizacdo morfoagronémica foi realizada utilizando os caracteres

qualitativos e quantitativos (Tabela 2) expostos pelos Descritores para Phaseolus
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lunatus do Bioversity International (IPGRI, 2001). A avaliacdo foi dividida em quatro
etapas no desenvolvimento da planta para caracterizagcdo das diferentes estruturas:
plantula (15 dias apds a semeadura), fase vegetativa (aos 40 dias ap6s a semeadura),
estruturas reprodutivas (no momento de floracdo e maturacdo das vagens) e sementes
(pbs-colheita). Na davaliacdo dos caracteres de cor foi utilizada a tabela de padrdo de
cor de Munsell (Munsell Color Chart for Plant Tissues, 1952). O comprimento e largura
dos caracteres foram mensurados em milimetros com paquimetro digital. A altura da

planta (cm) foi medida com trena e o peso (g) aferido em balanca analitica de precisao.
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Tabela 2 — Caracteres morfoagrondmicos quantitativos e qualitativos avaliados nos

cruzamentos de Phaseolus lunatus

Caracteres quantitativos

Caracteres qualitativos

Comprimento desde a base do
hipocdtilo até a primeira folha
completamente expandida (CHPF)
Espessura do caule (EC)
Comprimento da folha primaria (CFP)

Largura da folha primaria (LFP)

Relacéo foliolo (RF)
Altura da planta (AP)
Tamanho do botéo floral (TBF)
Duracéo da floracdo (DF)
Comprimento do cacho (CDC)

Largura vagem (LV)

Comprimento vagem (CV)
Numero de sementes por vagem (NSV)
comprimento semente (CS)
largura semente (LS)

Peso de 100 sementes (P100)
producdo (PROD)

Cor do cotilédone (CC)

Cor do hipocdétilo (CH)
Pigmentacdo do caule principal (PCP)
Marcas transparentes ao longo das
nervuras das folhas priméarias mais
desenvolvidas (MTFP)

Cor da nervura das folhas primarias mais
desenvolvidas (CNFP)
Antocianina nas folhas (AF)

Cor da folha: intensidade da cor verde
(CFICV)

Padrao de crescimento (PCE)
Ramificagéo: tipo determinado e
indeterminado (RTDI)
Orientagdo dos ramos: tipo determinado
(ORTD)

Forma do foliolo (FF)

Cor das asas (CA)

Cor da quilha (CQ)

Cor do estandarte (CE)
Abertura das asas (AA)
Posicdo do cacho (PC)

Forma do &pice da vagem (FAV)
Posicdo das vagens em relacdo aos
cachos (PVRC)

Orientacédo das vagens em relagdo aos
cachos (OVRC)

Deiscéncia da vagem (DV)
Curvatura da vagem (CDV)

Cor das vagens (CV)
Persisténcia da folha (PF)

Cor de fundo da semente (CFS)
Cor padréo da semente (CPS)
Segunda cor padrao da semente (SCPS)
Padrdo do tegumento da semente (PTS)
Forma da semente (FS)
Germinacdo das sementes nas vagens
(GSV)

Separacéo de testa (ST)
Textura de testa (TT)

Cor do cotilédone em sementes maduras
(CCSM)
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7.2.8 Andlise de imagem das sementes da F>

As caracteristicas das sementes com area, brilho, circularidade, compressao,
didmetro, esfericidade, perimetro e textura foram avaliadas pelo equipamento
GroundEye® S120. O processo de calibracdo automaética realizado pelo software
GroundEye consistiu na captura de imagens de sementes provenientes do cruzamento.
Na primeira etapa, para calibracdo do software do equipamento, as sementes foram
postas em uma bandeja de acrilico do equipamento e as imagens foram tomadas nas
duas faces das sementes (lado do hilo e lado oposto). Por meio dessas imagens, 0
software do equipamento capturou um total de 453 caracteristicas geométricas e
morfolGgicas das sementes, como: area, didmetro, afinamento, perimetro, circularidade,
cor, textura, etc. A analise semiautomatica extrai dados relacionados a cor, geometria e
textura de um sistema bidimensional de imagem em alta resolucdo. O sistema fornece
informac@es individuais de cada semente e grupos (cor, textura, forma, morfologia e
uniformidade). Na analise foi avaliado o nimero total de sementes produzidas por cada
individuo da progénie F2. Foram quantificadas as caracteristicas das sementes quanto as
porcentagens das caracteristicas de cor (brilho), geometria (&rea, circularidade,
compressdo, didmetro, esfericidade, perimetro) e textura. O modelo de cor utilizado para
analise foi o HSV-Hue, Saturation and Value (LOPES, 2003) com indice de Matiz de
191,90 a 261,20, Saturacgéo de 0,00 a 1,00 e Brilho de 0,00 a 1,00.

7.2.9 Andlise estatistica

Os parametros agrondémicos quantitativos foram avaliados a partir das medias dos
valores. As médias das variaveis quantitativas foram submetidas a técnica de
componentes principais. A importancia de cada caracteristica foi estimada com as
correlagdes entre as meédias obtidas e os escores dos componentes principais. Analise de
componentes principais e grupos (cluster) foram utilizadas para verificar a contribuicéo
das varidveis utilizadas e a similaridade entre os acessos F2 (STATISTICA,
STATSOFT, 2004). Os autovalores (valores representativos da variabilidade retida por
cada novo componente) e autovetores (combinacdo linear dos parametros avaliados)

foram calculados com as matrizes de correlacdo. A visualizacdo grafica da analise foi
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realizada com gréfico de duas dimens@es (biplots). Os procedimentos foram realizados
utilizando o software PAST (HAMMER et al., 2001).

Os dados de morfometria das sementes foram submetidos a analise multivariada.
As médias dos valores de brilho, éarea, circularidade, compressdo, diametro,
esfericidade, perimetro e textura foram padronizadas e submetidas & técnica de
componentes principais. As correlacBes entre as médias obtidas e os escores dos
componentes principais foram estimadas para verificar a importancia de cada
caracteristica. Analise de componentes principais e cluster foram utilizadas para
verificar a contribuicdo das variaveis utilizadas e a similaridade entre os acessos F»
(STATISTICA, STATSOFT, 2004). Os autovalores (valores representativos da
variabilidade retida por cada novo componente) e autovetores (combinacdo linear dos
parametros avaliados) foram calculados com as matrizes de correlagdo, sendo aplicados
aos graficos de duas dimensdes (biplots). Todos os procedimentos foram realizados
utilizando o software PAST (HAMMER et al., 2001).

7.2.5 Preparo da suspensdo de conidios de c. truncatum para a analise de patogenicidade

A suspensdo de conidios foi preparada através de culturas do fungo em meio
solido BDA cultivado por sete dias. As colbnias apresentavam crescimento completo,
ocupando todo o didmetro da placa de Petri. As placas foram adicionadas 20 mL de
agua destilada esterilizada (ADE), as estruturas reprodutivas do patdégeno foram
desagregadas do meio através da raspagem das placas com alca de Drigalski. A
suspensdo de esporos foi filtrada em dupla camada de gaze para separagdo dos
fragmentos de hifas. A concentracdo de esporos da suspensdo foi determinada por
contagem direta em camara de Neubauer (Henneberg-Sander GmbH, Alemanha,
Giessen-Litzellinden). A concentracdo de esporos foi ajustada por diluicio para 10°
esporos por mL. Antes da inoculacéo, a taxa de germinacéo foi verificada previamente e
uma aliquota da suspensdo de esporos era colocada em placa BDA no intuito de

observar germina¢do monosporica.
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7.2.6 Inoculagdo in vivo de P. lunatus com C. truncantum.

Os parentais e as plantas da progénie F2 foram inoculadas com 45 dias apds o
plantio e em dois periodos distintos. Os 95 individuos da progénie foram inoculados
juntamente com G65 e RJM para comparacao entre 0s parentais e 0s segregantes. As
inoculagbes foram realizadas em dois momentos. A suspensdo de conidios foi
pulverizada em uma folha trifoliolada, completamente expandidas, de cada planta. Na
mesma planta no lado oposto da folha inoculada foi feito o tratamento testemunha, na
folha pulvereizada agua destilada esterilizada. As folhas foram cobertas com sacos
plasticos (20 x 14 cm) por 48 h simulando ambiente de cdmara Umida, para favorecer a
colonizagdo dos fungos. No segundo dias apds a inoculagdo os sacos plasticos foram
retirados. As plantas foram observadas diariamente para verificacdo do aparecimento
dos primeiros sintomas. A avaliacdo da resposta do parentais e individuos da progénie
foi realizada aos 7 dias ap6s a inoculacdo. As folhas inoculadas foram coletadas e o
registro fotografico armazenado no formato digital (Figura 3). O registro digital das
folhas inoculadas foram utilizadas para quantificar a percentagem da area afetada pela
doenca estimada usando o software Quant 1.0.1 (VALE et al. 2001). A severidade dos
sintomas foi determinada com base na percentagem da area foliar superficial com lesbes
causadas pela doenca em relacdo a area foliar total em cm2. Os valores foram
convertidos em escala de notas, sendo: 0 = auséncia de sintoma; 1 = tracos a 10% da
area foliar infectada; 2 = de 11 a 25% da area foliar infectada; 3 = de 26 a 50% da area
foliar infectada, sem queda de foliolo; 4 = de 51 a 75% da érea foliar infectada, sem ou
com queda de um dos foliolos; 5 = de 76 a 100% da area foliar infectada, sem ou com
queda de dois ou trés foliolos (CARVALHO, 2009). A andlise do experimento foi
realizada considerando as duas inoculagGes, cada com uma repeticdo, em um

delineamento inteiramente casualizado.
7.3 Resultados
7.3.1 Cruzamentos
No total de cinco cruzamentos artificiais realizados foram obtidas geracdes F1 de

3 combinacgdes de genotipos. As geracdes Fi1 resultaram dos cruzamentos entre G22 (J)
X G65 (Q), OVIC () x G65 () e G65 (J') x RIM (Q). Os cruzamentos da variedade
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G65 com as variedades SSJ e STL geraram vagens, mas devido alta suscetibilidade da
receptora de pdlen a antracnose, as vagens foram perdidas em decorréncia de incidéncia
natural da doenca. O cruzamento G65 (3) x G22 (Q) gerou varias vagens. As sementes
hibridas (F1) foram semeadas e por autofecundagdo produziram as sementes da geragao
F2. No entanto, a falta de indicacdo na geracdo Fi de caracteristicas visuais que
determinassem um hibrido fez com que a geracéo F2 ndo fosse utilizada no estudo.

Os cruzamentos entre G65 () x OVIC (Q) resultaram na producdo de duas
vagens com trés sementes cada. A geracdo F1 apresentou caracteristica de crescimento e
presenca de estrias brancas margeando a nervura das folhas, caracteristicas do doador de
pélen. No entanto, ap6s 6 meses de cultivo em vasos em area aberta, as plantas ndo
iniciaram a fase reprodutiva nao sendo possivel obter por autofecundacdo a geracgéo F.

Os cruzamentos entre G65 () x RIM (Q) geraram duas vagens que produziram
5 sementes no total. Outras vagens foram geradas, no entanto foram perdidas devido a
incidéncia de antracnose. A sementes foram germinadas em vasos, mas 3 plantas
morreram devido a incidéncia de doenca ndo identificada no sistema radicular. As
plantas da geracdo F1 apresentaram um porte intermediario, atingindo uma altura média
de 1 m mantendo na extremidade da guia a estrutura vegetativa. O gendtipo receptor de
polen tem porte rasteiro (RIM). No total, 230 sementes foram produzidas pelas duas
plantas de geragdo F2(G65 x RIJM). No estudo de segregagdo foram utilizadas 100

sementes para compor a geracdo F2 oriunda das duas plantas F.

7.3.2 Avaliagéo de resisténcia a antracnose

A maioria dos individuos apresentaram reduzida area lesionadas das folhas. A
manifestacdo da doenca iniciou aos 5 dias pds inoculagdo do fungo e evoluiu até o dia 7
com manchas de cor avermelhada (Figura 2). Os parentais G65 e RJM apresentaram
0,29 e 10,36 mm de area lesionada. A proporcdo em relacdo a area sadia na escala de
nota dos parentais G65 e RIJM representa 1 e 5 respetivamente, sendo 0s parentais
classificados como moderadamente resistente e altamente suscetivel. A distribui¢do dos
individuos de acordo com intervalos para valores de area lesionadas evidenciou uma
classe com maior frequéncia. A classe reune individuos com tamanho da area de leséo

até 1,5 mm2.
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Figura 2 — Folhas sintométicas dos segregantes de P. lunatus inoculado com
Colletotrichum truncatum-ICT 12. a - auséncia de sintoma; b - 51 a 75% da area foliar
com sintomas, sem ou com queda de um dos foliolos.

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A distribuicdo de classes foi comparada a uma segregacdo de 3 para 1. A classe
com individuos com menor éarea lesionada e maior nimero de individuos foi
classificada como resistente a antracnose. A classe com menor nimero de individuos e

maiores lesdes foram classificadas como suscetiveis (Figura 3).

92



93

Figura 3 — Lesdo provocada por inoculagédo de C. truncatum-1CT12 em segregantes F2
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Na avaliacdo da segregacgéo, considerando a predominancia da resisténcia, indica
que os desvios ndo foram significativos. Indicando que a frequéncia observada se

adequa a frequéncia esperada (Tabela 3).

Tabela 3. Segregacdo da F» para tipo de fenétipo para tipo de reacdo, resistente e
suscetivel, para o isolado ICT12 de C. truncatum assumindo a diferenca de um unico
gene (3:1 propor¢édo) no cruzamento de P. lunatus L.

Cruzamento Fenotipo X2 P

Resistente Suscetivel
G65 (3)x RIM (Q) 72 27 2,88 0,003

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A comparacdo de médias da area lesionada nas folhas diferenciou os dois
parentais de acordo com a severidade dos sintomas e a progénie em 5 grupos (Figura 6).

Na progénie foi possivel observar gendtipos altamente resistentes e moderadamente



suscetiveis.

Os genotipos altamente suscetiveis ao isolado ICT 12 estavam ausentes. No
grupo com os individuos com menor area lesionada, 51 genotipos foram considerados
imunes por nao apresentarem nenhum sintoma infecioso sendo 12 genotipos com porte

indeterminado e 18 com o porte determinado (Figura 4).

Figura 4 — Valores médios de severidade dos 61 genotipos de Phaseolus lunatus ao
isolado ICT 12 de C. truncatum, dados obtidos através da area lesionada, aos sete dias
p6s inoculacdo (dpi). Médias seguidas de letras distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

7.3.3 Avaliacéo da F para parametros qualitativos e quantitativos

A progénie (61 individuos) foi avaliado em 10 caracteres quantitativos. Os
caracteres qualitativos foram descartados porque visualmente os parentais ndo
apresentaram diferencas. O nUmero de individuos avaliados se deve ao fato de
completarem o desenvolvimento sendo possivel avaliar alguns parametros da fase
reprodutiva. Outros parametros quantitativos associados as vagem e sementes foram
desconsiderados devido a indisponibilidades de nimero minimo de avaliacdo de acordo
com o descrito pelo IPGRI.
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No total foram analisados 10 caracteres associados a fase vegetativa e
reprodutiva (Tabela 1): comprimento desde a base do hipocotilo até a primeira folha
completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC); comprimento da folha
priméaria (CFP); largura da folha primaria (LFP); relacdo foliolo (RF); altura da planta
(AP); duracédo da floracdo (DF); maturagéo da vagem (MAT), tamanho do botéo floral
(TBF); comprimento do cacho (CDC); (Tabela 6). Dos 10 caracteres morfoagronémicos
avaliados 7 se ajustaram a distribuicdo normal, forma: primeira folha completamente
expandida (CHPF); espessura do caule (EC); comprimento da folha primaria (CFP);
largura da folha priméria (LFP); relacdo foliolo (RF); tamanho do botdo floral (TBF);
comprimento do cacho (CDC). Os caracteres altura, floragdo e maturidade das vagens
(AP, DF e MAT) apresentaram uma distribuicdo com uma classe predominante. Os
parentais foram utilizados como referéncia.

O parental G65, de crescimento indeterminado, apresentou uma altura média de
97 cm aos 60 dias. O parental RIJM, de crescimento determinado, apresentou uma altura
média de 35 cm, sendo a média de altura dos parentais de 66 cm. A média de altura da
progénie foi de 39 cm. A distribuicdo dos individuos em classes de acordo com
intervalo de altura evidencia duas classes predominantes (Figura 5). Desta forma é
possivel verificar um grupo de plantas com até 44 cm de altura que reinem 78,6% dos
individuos. As demais classes reinem 21,4% individuos da progénie com altura acima
44 cm. A distribuicdo evidencia a predominancia do porte determinado na progénie na

segregacao do caractere nos individuos da progénie F2.
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Figura 5 — Frequéncia de distribuicdo das alturas (cm) dos segregantes F2.
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Na avaliagdo da segregacdo, considerando a predominancia do porte
determinado com uma segregacdo do fenotipo, indica que frequéncia observada se

adequa a frequéncia esperada e 0s desvios nao foram significativos (Tabela 4).

Tabela 4. Segregacdo da F. para tipo de fenotipo crescimento determinado e
indeterminado no cruzamento de P. lunatus assumindo a diferenca de um Unico gene
(3:1 proporcdo) no cruzamento G65 (3') x RIM (Q).

Cruzamento Fendtipo X2 P

Determinado Indeterminado

G65 (3)x RIM (Q) 77 21 0,32 0,003

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

O segundo caractere sem apresentar uma distribuicdo normal foi o nimero de
dias para floracdo. A fase reprodutiva iniciou no 15° dia ap0s a germinacdo das
sementes, acontecendo o inicio da preé floracdo, com emissao do primeiro botdo floral. A
floracéo, aparecimento da primeira flor, iniciou entre 33 e 45 dias. No total, 60 plantas
da progénie F2 floriram neste periodo. O intervalo de tempo entre o inicio da floracéo e
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0 surgimento das primeiras vagens foi de 8 dias para 38 plantas. Outro grupo de plantas
apresentou um periodo de 16 dias entre a floracdo e aparecimento das vagens. Somente
duas plantas apresentaram um periodo mais prolongado (12 dias) entre a floracéo e
aparecimento das vagens (individuos 64 e 75). As plantas da progénie F2 foram
reunidos em uma classe com floracdo até 39 dias, representando 63% da progénie
(Figura 6). Os demais individuos foram reunidos em 3 classes com inicio de floragdo

acima dos 39 dias. As flores foram uniformes com tamanho de 5,27 mm
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Figura 6 — Frequéncia de distribuicdo do periodo de floracdo dos segregantes F».
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A distribuicdo foi comparada com uma distribuicdo de 3 para 1 e também de 9
para 7 considerando o carater neutro e outro para dias curtos, que prolonga a floragdo
quando ha excesso de luz. A frequéncia observada ndo se adequou a frequéncia
esperadas considerando uma segregacao 3 para 1. O ajuste foi observado a considerar

uma segregacéo de 9 para 7 (Tabela 6).
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Tabela 6. Segregacdo da F» para tipo de fendtipo para resposta ao fotoperiodo (neutro e
longo) no cruzamento de P. lunatus assumindo a diferenca de um Gnico gene (proporcao
9:7) no cruzamento G65 (3) x RIM (9Q).

Cruzamento Fendtipo X? P

Neutra Dias curtos

G65 (3) x RIM () 62 36 1,95 0,003

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

O terceiro caractere sem apresentar uma distribuicdo normal dos dados foi o
periodo de maturacdo das vagens. No total de 98 plantas, 56 plantas (60,82%) atingiram
a fase reprodutiva com 41 dias de avaliacdo, apresentando vagens e sementes. Para G65
esse periodo foi de 72 dias enquanto para RIJM, o periodo foi de 64 dias. No 41° dia
havia formacdo do legume de 57 gendtipos em um periodo de avaliagdo de 70 dias. O
ndmero de sementes por vagens foi uniforme com 3 sementes em média. O caracter
periodo final de maturacdo de vagens apresentou classes mais distintas em relacdo a
periodo de floragdo. A classe com maior predominancia de individuos reuniu 72,4% dos
individuos com maturacdo das vagens aos 47 dias (Figura 7). Outras duas classes

representam individuos com maturacgdo de vagem apés 53 dias (Figura 3).
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Figura 7 - Frequéncia de distribuicdo da maturacdo das vagens dos segregantes F
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A distribuicdo foi comparada com uma distribui¢do de 3 para 1 considerando o
caracter precoce e tardia para maturacdo, que prolonga a floracdo quando a excesso de
luz. Na avaliacdo da segregacdo, considerando a predominancia do porte determinado
com uma segregacdo do fenoétipo, indica que os desvios ndo foram significativos.

Indicando que a frequéncia observada se adequa a frequéncia esperada (Tabela 7).

Tabela 7. Segregacéo da F. para tipo de fenotipo para periodo de maturacéo das vagens
no cruzamento de Phaseolus lunatus assumindo a diferenga de um Unico gene (3:1
proporcdo) no cruzamento G65 (3') x RIM (Q).

Cruzamento Fendtipo G P

Precoce Tardia

G65 (3) x RIM (Q) 71 29 0,90 0,003

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

Quatros caracteres associados a fase vegetativa da planta apresentou maior
contribuicdlo na analise dos componentes principais (Tabela 8), foram elas:
comprimento desde a base do hipocétilo até a primeira folha completamente expandida

(CHPF), comprimento da folha primaria (CFP), largura da folha primaria (LFP) e



espessura do caule (EC). As 4 variaveis explicam 42,45% da variagcdo dos dados para os
dois componentes principais (CP1 e CP2). O autovalor para o CP1 é de 0,2297, ou seja,
0 primeiro componente explica 22,97% da variancia total. Similarmente, o autovalor
para 0 CP2 é de 0,1948, isto é, o segundo componente explica 19,48% da variancia

total.

Tabela 8 - Anélise dos componentes principais 1 e 2 de 10 varidveis morfométrica
vegetativa e floral de segregantes de Phaseolus lunatus

Componente Principal CP1 CP2
EC 0,662586 0.255999
CFP 0,213963 -0.596003
LFP 0,578113 -0.747772
CHPF 0,251042 -0.372939
RF -0,568549 0.276555
AP -0,125922 0.178631
DF -0,728641 -0.439577
CDC -0,419998 -0.039229
TBF -0,154648 0.333729
MAT -0,587156 -0.644447
Variancia 2,297125 1.948846

Prp.Total% 22,97 19,48

comprimento desde a base do hipocotilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule
(EC); comprimento da folha primaria (CFP); largura da folha priméria (LFP); relagdo foliolo (RF); altura da planta
(AP); tamanho do botéo floral (TBF); duragdo da floracdo (DF); comprimento do cacho (CDC); maturagdo da vagem
(MAT). Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A partir da andlise de componentes principais com as 10 varidveis
morfométricas vegetativa e reprodutiva, foi gerado um grafico Biplot (Figura 8). No
grafico de dispersdo, todos os genétipos possuem semelhanga estatistica entre si com
excecao dos gendtipos 64, 75 e 19. Os trés genotipos apresentaram maturagéo tardia das
vagens com 57 dias em média.
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Figura 8 - Representacdo (Biplot) da analise de componentes principais, valorizando a
variavel comprimento desde a base do hipocétilo até a primeira folha completamente
expandida (CHPF); espessura do caule (EC); comprimento da folha primaria (CFP);
largura da folha primaria (LFP); relacdo foliolo (RF); altura da planta (AP); tamanho do
botdo floral (TBF); duracéo da floragcdo (DF); comprimento do cacho (CDC); maturacao
da vagem (MAT).
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

7.3.4 Avaliagdo da F> para parametros dos graos

A analise de classificacdo de grdos considerou oito variaveis: perimetro,
circularidade, compresséo, textura, brilho, area, didmetro e esfericidade. Na analise dos
componentes principais, quatro variaveis apresentaram maior influéncia, foram elas:
perimetro (tamanho), circularidade (forma), compressao (achatada) e textura. As quatro
variaveis explicam 67,32% da variacdo dos dados para os dois componentes principais
(CP1 e CP2) ocorrendo uma reducdo percentual de 19,98% de variacdo explicada
(Tabela 9).

A relagdo de dependéncia direta ocorreu entre as variaveis Perimetro (0,77) e
circularidade (0,51) para o componente principal (CP), considerando os valores dos
coeficientes maior que 50. A variavel area da semente apresentou relacdo de

dependéncia inversa com perimetro (0,77) e circularidade (0,51). As relagdes que
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ocorrem com as variaveis mais relevantes para a formacdo do processo observado no

CP1 estdo relacionadas com as carateristicas de forma da semente, fator importante na

determinacéo de grupos.

Tabela 9 - Analise dos componentes principais 1 e 2 de 8 variaveis das sementes do

cruzamento de Phaseolus lunatus.

Componente Principal CP1 CP2
Perimetro 0.766561 -0.055529
Circularidade 0.514284 -0.835498
Compresséo 0.482968 -0.843959
Textura 0.115392 0.013679
Brilho 0.004200 -0.348791
Area -0.964940 -0.222346
Diametro -0.875485 -0.341104
Esfericidade -0.834192 -0.439419
Variancia 3.492153 1.894127

Prp. Total% 43,65 23,67

Fonte: dados da pesquisa, 2021.

A partir da analise de componentes principais com as 8 variaveis morfométricas
da semente, foi gerado um grafico Biplot (Figura 9). A representacdo grafica possibilita
observar as posicoes relativas dos acessos com base em todas variaveis morfométricas
das sementes. No grafico de dispersdo, todos os gendtipos estdo proximos entre si com
excecao dos genotipos 18, 46 e 76. O gendtipo 46 apresentou valor superior aos demais
para area (1,76 cm?), diametro (1,17cm), e esfericidade (1,14). Os gendtipos 18 e 76
apresentaram valores de 0,51 e 0,71 cm? para area, 0,76 e 0,85 cm para diametro e 0,74

e 0,81 para esfericidade.
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Figura 9 - Representagdo (Biplot) da analise de componentes principais, valorizando as
variaveis Area, Circularidade, Compressdo, Diametro, Esfericidade e Perimetro.
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.

7.3.5 A analise de dissimilaridade euclidiana com dados morfogronémicos, morfologia
de sementes e resisténcia.

Na anélise dos dados relativos aos parametros da fase vegetativas, reprodutiva,
morfometria de sementes e resisténcia a antracnose apresentaram correlacfes
moderadas (r=0,50 a 0,70), fortes (r=0,70 e 0,90) e muito fortes (r>0,90) tanto negativas
quanto positivas (Tabela 10). As demais correlacdes foram consideradas significativas
ao nivel de 5% de probabilidade. As correlacbes de Pearson entre as variaveis
analisadas de feijdo-fava foram significativas para espessura do caule e altura da planta
(0,87), espessura do caule e razdo foliar (0,89), altura da planta e razéo foliar (0,94),
comprimento da folha principal e largura da folha principal (0,98), maturacdo e brilho
(0,83), diametro e textura (0,58). Destaca-se que a razdo foliar e a altura da planta
possui correlagdo muito forte indicando a tendéncia de aumento do incremento foliar a
medida que a planta ganha altura. N&o houve nenhuma correlagao significativa com a

resposta de resisténcia ao C. truncatum.
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Tabela 10 — Matriz de correlacdo linear simples das variaveis analisadas em geracdo F> de Phaseolus lunatus

CHPF EC CFP LFP RF AP TBF DF CDC MAT BRI AR CIR COM DIA ESF PER TEX

EC 0,05

CFP 0,17 -0,29

LFP 015 -0,26 0,98*

RF 0,00 0,89* -0,18 -0,16

AP 0,07 087 -0,08 -0,06 0,94*

TBF -0,06 -0,80 0,38 0,33 -0,47 -0,43

DF -0,02 -009 003 0,05 0,00 -012 0,08

cbCc 004 00 -002 -0,04 0,03 0,00 -008 -0,05

MAT 0,211 0,27 -0,10 -0,07r 035 033 -0,09 0,03 0,15

BRI 0,11 0,07 -001 002 016 015 0,06 008 0,28 0,83*

AR -004 022 -010 -0,11 0218 0419 -0,16 -0,12 -0,30 -0,14 -0,66

CliR -006 0,08 -024 -025 0,10 0,07 -004 -009 009 012 0,15 -0,14

coM -003 o000 -0,12 -0,24 0,03 007 0,11 0,05 005 -008 -0,23 0,27 -018

DIA 002 -003 020 0,18 -0,0 o000 0,01 -0,20 -050 -0,20 -0,29 0,32 -0,43 -0,06

ESF -006 011 -0,20 -0,22 0,05 -0,01 -0,16 0,24 0,03 -006 -0,25 0,34 0,01 0,23 -0,04

PER -009 021 001 005 0,02 002 -03 013 0,00 -0,14 -0,38 0,31 -0,07 0,09 -0,03 0,21
TEX -006 -0,11 0,2 0,13 -0,15 -0,22 0,08 0,00 -0,29 -0,13 -0,07 0,04 -0,18 -0,18 0,58* 0,08 -0,20
RES -0,26 006 001 003 -001 005 -011 -002 006 0,12 0,04 0,09 000 025 -009 0,14 0,13 -0,08

comprimento desde a base do hipocotilo até a primeira folha completamente expandida (CHPF); espessura do caule (EC); comprimento da folha priméaria (CFP); largura da folha
primaria (LFP); relagdo foliolo (RF); altura da planta (AP); tamanho do botdo floral (TBF); duracéo da floragdo (DF); comprimento do cacho (CDC); maturacdo da vagem (MAT); area (AR);
circularidade (CIR); compressdo (COM); diametro (DIA); esfericidade (ESF); Perimetro (PER); textura (TEX); RES (resisténcia). * Significativo a 5% de probabilidade. Fonte: dados da
pesquisa, 2021.
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Na analise de dispersdo com os dados quantitativos dos 61 acessos empregando
distancias euclidianas reuniu a maioria dos individuos (80,33%) em um Unico grupo (Figura
10).

Figura 10 — Anélise de cluster a partir dos dados morfoagronémicos, morfometria de
sementes e resisténcia obtido pelo método de agrupamento da ligacdo média entre grupos-
UPGMA As marcagdes circulares em frente a identificacdo do genotipo nas cores amarela,
laranja, vermelha e roxa indicam individuos suscetiveis dos grupos 2, 3, 4 e 5;
respectivamente. Genotipos resistentes, marcacdo verde (parental) e 0s genotipos sem
identificacéo.
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Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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O primeiro grupo foi formado por 49 gendtipos e o segundo grupo contou com 12
genotipos. O fator determinador para a separacao dos grupos foram a altura com contribuicéo
de 99,74% para a CP1 e frutificacdo com contribuicdo de 81,20% para CP2.

O grupo 1 apresentou menores médias altura da planta (34,52 cm), comprimento desde
a base do hipocétilo até a primeira folha completamente expandida (5,22 cm), relagéo foliolo
(1,47) e comprimento do cacho (6,84 cm). Os valores destas variaveis para 0 segundo grupo
foram de 1,61, 67,25 cm, 7,35 cm e 5,4 cm respectivamente. Os genotipos mais distantes
foram o0 41 e G65 apresentam porte mais diferiram nas variaveis comprimento da base até o
hipocétilo (5,5 e 8,5 cm), largura da folha primaria (2,4 e 5 cm) e comprimento do cacho (6,5
e 9 cm). O gendtipo que apresentou alturas mais divergentes foram o 74 (78 cm) e o 83(20
cm). Os gendtipos com frutificacdo mais tardia foram 19, 64, 75 e 83 (crescimento

determinado) com média de 58,75 dias.

7.4. Discussao

A pesquisa com cruzamentos entre variedades é fundamental para identificar o padréo
de segregacdo das caracteristicas de interesse para 0 melhoramento genético. Normalmente as
variedades crioulas de P. lunatus tém boa adaptacéo local e alta variabilidade genética para a
maioria das caracteristicas agrondmicas (SANTOS et al., 2002, BERTOLDO et. al, 2014,
CARMO, 2015, SILVA, 2015). No entanto, a variedades matém algumas caracteristicas
indesejaveis como suscetibilidade a pragas e doencas, crescimento indeterminado, longo ciclo
de vida e alto conteudo de &acido cianidrico. Nesse contexto, foi observado a segregacdo des
caracteristicas morfoagrondmicas e sua heranca de P. lunatus. Cruzamentos intraespecificos
em P. lunatus ndo sdo comuns de serem realizados, mesmo se tratando de uma espécie de
fecundacdo mista, com predominéancia de autogamia (PENHA et al., 2017).

Entre os cruzamentoe realizados, o cruzamento entre as variedades G65 (J) x RIM
() foi o Unico com obtencdo de geracdo F2 para avaliacdo da segregacdo de carcteres. A
progénie F2 do cruzamento apresentou uma reduzida segregacdo das caracteristicas
observadas. Houve segregacdo para resisténcia a antracnose, altura, reposta a fotoperiodo e
maturacdo de vagens. O crescimento determinado foi predominante com 74,22% dos
individuos. No agrupamento observam-se dois grupos que se diferenciam pela resisténcia,
altura e diferenca nos ciclos de floragcdo e maturacao de vagens.

As plantas de P. lunatus da progénie F» diferenciam-se quanto a reposta a C.

truncatum. Os parentais contrastaram na resisténcia. O parental suscetivel apresenta porte
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determinado. Os individuos da progénie com crescimento determinado ndo apresentaram a
suscetibilidade do parental doador de 6vulo. Observa-se uma dominancia da caracteristica de
resisténcia, segregando fenotipicamente na propor¢do 3 para 1 ndo resistente. A resisténcia a
antracnose no feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) apresenta 14 locos de resisténcia a
antracnose, Colletotrichum lindemuthianum (Co-1, Co-2, Co-3, Co-4, Co-5, Co-6, Co-8, Co-
11, Co-12, Co-13, Co-14, Co-15, Co-16 e Co-17). Os resultados da fenotipagem das
populacdes geradas das variedades Rosinha G2 e BRS Cometa evidencia um novo loco, cuja
frequéncia de gendtipos resistentes e suscetiveis se ajusta a proporcdo esperada de 3:1
(MORAES, 2018). Indicando a possibilidade da resisténcia conferida pelo cultivar BRS
Cometa ser monogénica dominante.

O crescimento indeterminado em P. lunatus manifestado na variedade G65 é
considerado recessivo. A segregacao da caracteristica nos individuos da progénie F2 indica o
carater recessivo. No entanto, o carater crescimento indeterminado em P. lunatus é
considerado dominante (ERICKSON, 1992). Alguns cruzamentos tém mostrado maior
frequéncia de porte determinado na progénie, mas ndo ao ponto de tornar-se o carater
dominante (ERICKSON, 1992). Os cruzamentos entre variedades de porte indeterminado
com variedades com crescimento determinado (P-10 e Bridegeton) segregou as carateristicas
em proporgdes de 3 plantas de crescimento indeterminado para 1 de crescimento determinado.
No caso ndo foi observado o padrdo recessivo para o crescimento indeterminado.

O padrdo de crescimento intermediario ligado a morfometria da folha influenciou de
forma significativa contribuindo para a variabilidade dos gendtipos neste e em outras
pesquisas com P. lunatus. No México, foi descrita ampla variacdo morfoldgica, assim como
grande variabilidade para largura da folha primaria e do foliolo central e
comprimento/tamanho da vagem, da folha priméria e do foliolo central (LOPEZ-ALCOCER
et al., 2016). No Brasil também se observa o0 mesmo comportamento de variabilidade na
forma e éarea da folha (GUIMARAES, et al., 2007) representativos para caracteristica de
heranga monogénica (HALVANKAR; PATIL, 1994).

Acompanhar os estadios fenoldgicos, € fundamental porque as plantas passam por
feno fases que determinam etapas significativas de desenvolvimento, e se bem caracterizadas
podem auxiliar na estimativa de cultivo, época de maturacdo e programas de melhoramento
genético (PEZZOPANE et al., 2003). A resposta de floragcdo em P. lunatus foi caracterizada
como dia neutro e dia qualitativamente curto (SALISBURY, 1963). Foi relatado que a ligagéo
de acoplamento ocorre entre os genes que controlam o héabito da planta de carater

determinado e o florescimento precoce, com um valor de cruzamento estimado de 8,4%
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(COYNE; SCHUSTER, 1974). No entanto, os caracteres porte da planta e florescimento néo
apresentaram correlagdo significativa. Os carateres apresentaram segregacdo monogénica
sendo o porte determinado; e floracdo e maturacdo precoce com caracteres dominantes.

A distribuicdo dos acessos analisados no dendrograma néo foi capaz de separa-los por
resisténcia, mas a avaliacdo de germoplasma tem sido muito otimizada com a avaliagcdo dos
descritores morfoldgicos e resisténcia a patdgenos, possibilitando avaliar caracteristicas
importantes para o melhoramento, como a escolha de linhas de parentais contrastantes. Os
gendtipos 16 e 18 ficaram proximos no grafico de dispersdo, divergindo dos demais, por
apresentarem floracdo e frutificagdo precoce com valores variando de 33 a 36 dias para
floracdo e 41 dias para frutificacdo. Enquanto, o individuo 47 apresentou a comprimento do
cacho superior a média de 6,95 cm.

Quantificar a divergéncia é importante para obter segregantes e populacbes
transgressivas com grande variabilidade genética (CRUZ; CARNEIRO, 2003). Isso ajuda o
melhorista a selecionar combinag¢fes que sdao mais promissoras e favoraveis. Os resultados
gerados apresentam grande utilidade ao melhoramento de P. lunatus pois permitem maior
compreensdo sobre a variabilidade genética da cultura. Sugere-se uma combinacdo benéfica
que pode ser feita entre os indiviudos 7 e 15 devido ao alto nivel de dissimilaridade. Levando
em consideracdo apenas a resposta de resisténcia a C. truncatum, a combinacdo podera ser
feita entre os individuos 12, 14, 19 e 83 (notas 2 de resisténcia) e qualquer um dos 30

individuos que ndo apresentaram nenhuma lesdo de antracnose.
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7.5 Conclusao

A resisténcia de P. lunatus ao isolado ICT12 de C. truncatum apresentou ser um

caracter dominante na segregacdo do cruzamento entre as variedades G65 (J) e RIM (2Q).
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