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RESUMO

DIEGUES, Isabela Pereira. Diversidade Genética Entre Acessos de Feijdo-fava (Phaseolus
lunatus L.) Mensurada via Caracteres Morfoagrondmicos e Marcadores ISSR. 2014.
61p. Dissertacdo (Mestrado Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus) tem apresentado expressivos resultados econdémicos e
grande importancia social dentro do contexto da agricultura familiar. As plantas pertencem ao
género Phaseolus, familia Fabaceae e apresentam uma enorme variedade de formatos e
tamanhos de sementes. Estudos relacionados a diversidade se fazem necessarios, para que se
conheca melhor e de forma mais profunda a espécie. Desta maneira o trabalho de pesquisa
teve por objetivo avaliar a diversidade genética presente entre 15 acessos de feijao-fava
(Phaseolus lunatus), bem como conhecer o potencial produtivo de cada um destes. Foram
feitas analises em casa de vegetacao e posteriormente no campo, ao todo foram avaliados 34
variaveis, de onde foram feitas analises uni e multivariadas, com a formacéo de dendrogramas
via método de agrupamento UPGMA, graficos de dispersdo e correlacdo. Para analise
genotipica foram utilizados 15 primers ISSR, para a analise de diversidade genética, por fim
foi realizada uma analise conjunta entre todos os dados obtidos ao longo do trabalho.
Inicialmente as sementes avaliadas apresentaram altas taxas de germinacdo, variando de 87 a
100%, além de uma boa velocidade de germinacdo com média de 5,7 dias. Variaveis
importantes como peso de uma semente (PuS) e peso total de sementes (PTS) apresentaram
altos valores de herdabilidade e variabilidade genética, sendo 94,4 e 2,4 e 80,8 e 1,2
respectivamente. Os acessos 01, 08 e 12 foram 0s mais produtivos, com uma producao
equivalente a aproximadamente 626, 565 e 548 g respectivamente. Variaveis relacionadas as
folhas e as sementes foram as que mais contribuiram para a diversidade encontrada. O acesso
11 destacou-se como o mais divergente em todas as andlises fenotipicas, também mostrando
as caracteristicas qualitativas mais diferenciadas. Os marcadores ISSR geraram um total de
128 bandas. Os acessos 01, 04, 05 e 11 foram os mais divergentes genotipicamente, enquanto
gue na analise conjunta os acessos 01, 11, 14 e 15 foram os mais divergentes. Nesse estudo a
variavel producéo de grdos (PTS) apresentou uma alta correlacdo com o nimero de sementes
(NuS) e com nimero de vagens (NuV), enquanto que o valor de proteina bruta ndo apresentou
correlacdo alta com nenhuma das variaveis analisadas. Os acessos 01, 08 e 12 foram os mais
produtivos, sdo recomendados cruzamentos entre o acesso 01 e qualquer um dos acessos
citados, cruzamentos entre 0s acessos 06, 09 e 12 também podem ser promissores.

Palavras—chave: Diversidade genética, analise multivariada, marcadores ISSR, feijao-fava.



ABSTRACT

DIEGUES, Isabela Pereira. Genetic Diversity Among accesses fava bean (Phaseolus
lunatus L.) Measured via morphological characters and ISSR markers. 2014. 61p.
Dissertation (Master Science in Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The lima bean (Phaseolus lunatus) has shown impressive economic results and great social
importance within the context of family farming. The plants belong to the genus Phaseolus,
family Fabaceae and feature a huge variety of shapes and sizes of seeds. Related to diversity
studies are necessary, that they know better and more deeply species. In this way the research
was to evaluate the genetic diversity present in 15 accessions of lima bean (Phaseolus
lunatus), as well as knowing the productive potential of each of these. Analyzes were
performed in a greenhouse and later in the field, were evaluated in all 34 variables, where
analyzes were performed univariate and multivariate analysis, with the formation of
dendrograms via UPGMA clustering method, scatter plots and correlation. For genotypic
analysis 15 ISSR primers were used for the analysis of genetic diversity, finally a joint
analysis of all data obtained throughout the work was performed. Initially assessed the seeds
had high germination rates, ranging 87-100 %, plus a good germination rate with an average
of 5.7 days. Important variables such as weight of a seed (PuS) and total weight of seeds
(PTS) showed high heritability and genetic variability, with 94,4 and 2,4 and 80,8 and 1,2
respectively. Accessions 01, 08 and 12 were the most productive, with an equivalent to
approximately 626, 565 and 548 g respectively production. Variables related to leaves and
seeds were those that contributed most to the diversity found. Access 11 stood out as the most
divergent in all phenotypic analyzes, also showing the most differentiated quality
characteristics. ISSR markers generated a total of 128 bands. The access 01, 04, 05 and 11
were the most divergent genotypically , while on the analysis accesses 01, 11, 14 and 15 were
the most divergent. In this study the variable grain production (PTS) showed a high
correlation with the number of seeds (NuS) and number of pods (NuV) , while the value of
crude protein were highly correlated with any of the variables . Accessions 01, 08 and 12
were the most productive, crossings are recommended between access 01 and any of the
accesses cited, crosses between accessions 06, 09, and 12 may also be promising.

Keywords : Genetic diversity , multivariate analysis , ISSR , lima bean.
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1. INTRODUCAO

O Nordeste brasileiro tem se destacado como um dos maiores produtores de feijdo-
fava (Phaseolus lunatus) no Brasil, atingindo de acordo com dados fornecidos pelo IBGE
(2012), no ano de 2011 uma producéo de cerca de, 16.680 toneladas de gréos secos de
fava, em uma area plantada de 37. 223 ha. Os estados de maior produtividade no nordeste
sdo a Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Sergipe e Piaui. Além do estado do Parana,
que também possui uma producdo de destaque dentro do cendrio nacional, ainda segundo
o IBGE (2012), no Piaui a produtividade média foi de 485 kg de gréos.ha™ no ano. Na
regido sudeste, apenas Minas Gerais se configura como estado produtor, porém,
representando apenas 3% da produgéo brasileira. A cultura do feijdo-fava atinge uma
relativa importancia socioeconémica, principalmente junto as familias da regido do semi-
arido, onde seu consumo é mais tradicional, devido a uma maior rusticidade dos seus
grdos e onde representa uma fonte alternativa de renda. De acordo com Ramalho et al.
(1993) o fava, juntamente com o feijdo-comum se constituem nas espécies mais
importantes dentro do género, pois em algumas regides, principalmente no nordeste do
Brasil, sdo utilizadas como a principal fonte de proteina.

Os expressivos resultados econémicos e sua importancia social, tanto na
alimentacdo quanto em sua rentabilidade, para pequenos e médios produtores, faz com
que a cultura da fava (Phaseolus lunatus) represente uma grande importancia dentro do
contexto da agricultura familiar. No entanto esta cultura tem recebido pouca atencéo dos
orgdos de pesquisa, resultando num limitado conhecimento de suas potencialidades
(AZEVEDO et al., 2003). De acordo com Santos et al. (2002) o emprego de baixas
tecnologias tem dificultado o cultivo e afetado a qualidade dos gréos prejudicando assim a
producdo desta cultura.

Estudos relacionados a diversidade genética existente em fava, ainda se fazem
necessarios, para que se conheca melhor e de forma mais profunda a espécie. Segundo
Cabral et al. (2010) a variabilidade genética € essencial para o sucesso de programas de
melhoramento de praticamente todos os caracteres de importancia econdémica. Dentro
deste contexto, estudos que apresentem inferéncias sobre a diversidade genética presente
em novos materiais é de enorme valia. Técnicas de analise multivariadas sdo importantes
ferramentas que possibilitam avaliar a divergéncia entre acessos, além disso, possibilitam
a discriminacdo de descritores mais importantes para uma melhor estimacdo da
variabilidade genética entre os acessos (AMARAL JUNIOR et al., 1996).

Atualmente, a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro dispGe de uma Colecdo
de Germoplasma com 30 acessos de fava (Phaseolus lunatus), instalada na area de campo do
Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia. Portanto, existe uma grande
necessidade de se estudar a diversidade genética entre estes afim de se explorar melhor o
potencial de cada acesso, bem como, conhecé-los para utiliza-los em programas de
melhoramento genético da cultura, principalmente, quando se pretende hibridacdes visando a

obtenc¢do de ganhos genéticos para as diversas variaveis a serem estudadas.

O presente trabalho de pesquisa objetivou avaliar a diversidade genética entre 15
acessos de feijdo-fava (Phaseolus lunatus), bem como conhecer o potencial produtivo de cada

um destes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Gerais do Género Phaseolus

Cronquist (1988) classifica o0 género Phaseolus como pertencente, ao filo Magnoliophyta,
classe Magnoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae e tribo Phaseoleae. Esta ¢ uma das tribos mais importantes, economicamente,
pois além de incluir o género Phaseolus, inclui também as espécies Phaseolus vulgaris
(feijdo-comum), Glycine max L. (soja) e Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijao-caupi).
Broughton et al. (2003) afirmaram que a familia Fabaceae € uma das maiores entre as
dicotiledéneas, com 643 géneros e 18.000 espécies distribuidas por todo o mundo,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais.

Quanto a classificagdo baseada na morfologia floral, incialmente Maréchal et. al. (1978)
reconheceram trés seccfes para 0 género, Phaseolus, Alepidocalyx e Minkelersia.
Posteriormente, Delgado-Salinas (1985), sugeriu quatro seccdes: Chiapasana, Phaseolus,
com 0 maio numero de espécies, Minkelersia, Xanthotricha. Estes agrupamentos, de acordo
com Silva e Costa (2003) foram posteriormente, confirmados através de estudos baseados em
polimorfismo de DNA cloroplastidico e gendmico.

O numero exato de espécies ainda é desconhecido (SILVA E COSTA, 2003). Freytag e
Debouck (2002) sugerem cerca de 70 espécies, entre espécies cultivadas e silvestres. Dentre
esta grande diversidade apenas cinco espécies sdo cultivadas pelo homem: P. vulgaris L., P.
lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus Greenman.

O género Phaseolus possui uma origem monofilética, limitada ao continente americano.
Investigacdes filogenéticas baseados em dados morfolégicos e moleculares realizados por
Delgado-Salinas et al. (1999), sustenta esta afirmacdo, outras evidéncias seriam, a grande
diversidade genética de espécies cultivadas e silvestres que existem na regido, como também
achados arqueoldgicos que demonstram a antiguidade do seu cultivo.

As espécies do género sdo amplamente distribuidas e cultivadas nos trépicos, subtropicos
e zonas temperadas, possuindo uma ampla distribuicdo pelas Ameéricas. Devido a sua
importancia econémica, esse género tem sido alvo de vérios estudos agronémicos,
sistematicos e moleculares.

2.2. Aspectos Gerais do Feijao-fava

Em 1800, Linnaeus denominou como Phaseolus lunatus, os tipos de sementes pequenas e
achatadas, enquanto que as sementes grandes, foram denominadas de P. inamoenus (RACHIE
et al., 1980). Anos depois, Piper em 1926, concluiu que o termo P. lunatus deveria ser
utilizado para todas as formas. Em 1977, Baudet propds denominagdes diferentes para as
formas cultivadas e silvestres, formando assim duas subespécies.

A espécie P. lunatus, denominado, como feijao fava, é uma das cinco espécies cultivadas
do género Phaseolus. Possui habito de crescimento do tipo determinado e indeterminado. As
raizes desenvolvem-se mais rapidamente que as do feijdo-comum e tendem a ser tuberosas
(BAUDOIN, 1988).

A germinacéo do feijao-fava € epigea, e possui folhas trifoliadas, geralmente apresentando
coloracdo escura, mais persistente que em outras espécies do género, mesmo depois do
amadurecimento das vagens. Possui bracteas pequenas e pontiagudas, vagens de forma
geralmente oblonga e recurvada, coriaceas, pontiagudas, de coloracéo bege, verde e marrom,
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contendo de duas a quatro sementes, nas quais apresentam uma enorme diversidade de cor
tegumento e tamanho (SANTOS et al., 2002). De acordo com Vieira (1992), o peso de 100
sementes varia de 30 a 300 g. O hilo da semente é oblongo curto e central. As linhas que se
irradiam do hilo para a regido dorsal das sementes, se constitui em uma caracteristica
marcante em feijao-fava que o distingue dos outros tipos de feijoes.

O modo de reproducdo preferencial do feijdo-fava é a autogamia, sendo que
aproximadamente 10% dos cruzamentos na espécie se ddo por alogamia. (HARDY et al.,
1997). A inflorescéncia da espécie ¢ em forma de racemo, apresentando algumas vezes
variacdo de tamanho, cada inflorescéncia possui diversas flores, a corola pode ser da cor lilas,
rosada a violeta ou branca, sendo pequenas em torno de 10 mm (BEYRA E ARTILLES,
2004).

O valor nutricional de algumas variedades de feijdo-fava ja foram estudadas, como por
exemplo, variedades que apresentam sementes com tegumento bege-claro apresentam um alto
valor proteico, de 26,7%, superando o encontrado no feijéo carioca, 23,4% (AZEVEDO et al.,
2003), desta maneira esta espéecie tém grande importancia como fonte alternativa de proteina.
O feijdo-fava contém taxas elevadas de &cido cianidrico (HCN) (BRESSANI E ELIAS,
1980), esta caracteristica confere um sabor amargo ao feijao-fava, sendo que em outros feijoes
é ausente. Diversas espécies de plantas sdo potencialmente tdxicas por apresentarem altas
taxas de HCN, porém no consumo de grdos verdes de feijao-fava ndo representa perigo, uma
vez que 0 HCN s6 é formado nas dltimas etapas de maturacao da planta (STANTON, 1966).

Esta leguminosa tropical pode ser caracterizada pela elevada diversidade genética e
elevado potencial de producdo, possui a qualidade de se adaptar as mais diferentes condicGes
ambientais, mas desenvolve-se melhor nos tropicos Uumidos e quentes (MAQUET et al.,
1999). O feijdo fava se adapta melhor em solo areno-argiloso, fértil e bem drenado, tendo
bom rendimento com pH entre 5,6 e 6,8, o plantio € realizado em covas, com espacamento de
1,00 x 0,50 m (FILGUEIRA, 2000). De acordo com Hernandéz Bermejo e Lebn (1994)
existem ainda formas de feijdo-fava que possuem a capacidade de resistirem a baixas
temperaturas e altas altitudes, especialmente no Peru.

Segundo Rachie et al. (1980) existem algumas variedades que podem ser colhidas com
90 dias apds o plantio e que apresentam maturacdo uniforme, porém a maioria das variedades
sdo tardias e mostram uma maturacdo desuniforme, fato este que refletirdh em mais de um
periodo de colheita. Em relacdo a producéo de gréos observa-se dados variados, Oliveira et al.
(2011) trabalhando com oito acessos de feijdo-fava observaram uma variagdo de 920 a 276
kg.ha™, enquanto que Santos et al. (2002) ao analisarem oito variedades de feijdo-fava
consorciado com milho observaram a variedade “Olho-de-ovelha” como a mais produtiva e a
variedade “Orelha-de-v6” como a de menor produgio, apresentando 852 e 293 kgha™
respectivamente. Finalmente segundo Sirait et al. (1994) o espacamento de 10 cm entre
plantas e 38 cm entre fileiras mediante irrigacdo apresentaram 0s maiores rendimentos de
feijao-fava, chegando a 3,6 ton.ha™.

2.3. Origem e Disperséo do feijao-fava

Vavilov em 1935, citado por Maquet et. al. (1999), prop6s dois centros de origem para
o feijdo-fava, o centro Mesoamericano para as sementes pequenas, e o Centro Andino para as
sementes grandes. Os centros de origem podem ser descritos como as regides onde o ancestral
silvestre apresentaria a maior diversidade genética para certos caracteres, e uma vez que
ocorresse um deslocamento para a periferia destas regides, a variabilidade viria a diminuir
(VAVILOV, 1993). Gentry (1969) sugeriu que trepadeiras silvestres seriam as progenitoras
do feijdo americano, em torno de 7000 anos atras. Porém, Mackie (1943), prop0s a Guatemala
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como Unico centro de origem para Phaseolus lunatus, também teorizou a dispersao da espécie
em trés diferentes rotas, nas quais caracterizavam-se por serem também rotas comerciais. A
ramificacdo Hopi que atingiu os Estados Unidos, seguindo para o norte; esta ramificacao
apresenta sementes médias e achatadas e sdo definidas como grupo “Sieva”. A ramificacdo
Caribe, teve sua rota de comercio seguindo para o leste, onde atingiu as Antilhas e o norte da
América do Sul, as sementes sdo pequenas e globosas e sdo definidas como grupo “Batata”. E
finalmente, a ramificacdo chamada de Inca, seguiu para o sul, onde atingiu a América Central
pela Colombia, Equador e Peru, nesta, as sementes sdo grandes e achatadas, definidas como
grupo “Lima Grande”. Os espanhdis levaram sementes de feijdo-fava para as Filipinas e
depois para a Asia, bem como do Peru para Madagascar.

Mais tarde, dados bioquimicos e moleculares (JACOB et al., 1995), ndo confirmam a
Guatemala como centro de origem, mas sugeriram domesticagdes independentes, uma para
gendtipos com sementes pequenas e outra para sementes grandes. Ainda hoje ocorre um
grande debate a respeito da origem e dispersdo de Phaseolus lunatus, e a falta de maiores
estudos acaba gerando barreiras para que se possa formular uma teoria mais precisa sobre o
tema (ESQUIVEL et al., 1990).

A diversidade das espécies de Phaseolus estd organizada em conjuntos génicos
primario, secundario e terciario (BAUDOIN, 2001). O conjunto génico priméario compreende
especies silvestres e domesticadas, e é dividido em dois grupos principais, 0 Mesoamericano e
Andino, e um pequeno grupo contendo gendtipos com caracteristicas intermediérias. O estudo
de populacdes relacionadas aos conjuntos génicos Andino e Mesoamericano em feijdo-fava, é
de grande importancia para a diversidade genética da espécie, sendo realizado por varios
autores (FOFANA et al., 2001; CAICEDO et al., 1999; LIOI et al., 1998). Estes ultimos
autores citados investigaram a diversidade genética de feijdo-fava através de marcadores
isoenzimaticos, analisando gendtipos Andinos e Mesoamericanos, além de tipos
intermediéarios, concluindo que realmente ocorreu a formacao de dois grupos distintos e que
isto poderia ter como causa a maneira como ocorreu a dispersdo da espécie e seus centros de
domesticagéo.

2.4. Diversidade Genética no Género Phaseolus

O feijao apresenta uma grande variabilidade genética, principalmente em suas formas e
espécies silvestres, segundo Toro et al. (1990) a importancia de conhecer melhor esses novos
germoplasmas reside no fato, deste posteriormente poder vir a ser utilizado como fonte de
resisténcia ou tolerancia a doengas, pragas, estresses abidticos e aumento de ganhos para a
producdo. A variabilidade genética s6 pode ser eficientemente utilizada se for devidamente
avaliada e quantificada, desta maneira a descricdo dos acessos ou cultivos se transforma em
uma necessidade para a manutencdo e o potencial de exploracdo das colecdes (CABRAL et
al., 2010).

A selecdo assistida por marcadores (SAM) é uma forma de selecdo indireta, a qual se
baseia na selecdo de um carater que esta associado a outro a ser melhorado. A partir de um
maior desenvolvimento da biotecnologia a biologia molecular passa a ser utilizada como uma
importante ferramenta complementar, contribuindo para o aumento na eficiéncia dos
programas de melhoramento atuais. Limitacfes da selecdo baseado no fenétipo poderdo ser
parcialmente elucidadas, atraves do uso da informagdo obtida com os marcadores
moleculares, isto podera gerar uma selecdo mais precoce e de menor custo, uma vez que estes
gendtipos serdo selecionados através da analise do DNA. Além disto a biologia molecular
ainda se constitui como uma importante ferramenta para a verificacdo ou identificagédo de



parentescos, em programas de conservacdo genética e na quantificacdo da diversidade
genética (DEKKERS E HOSPITAL, 2002).

Em Phaseolus a diversidade entre as espécies estd organizada em pools gene ou
complexos génicos, e estes podem ser primario, secundario e terciario. O conjunto génico
primario compreende 0s grupos andinos e mesoamericanos, que sdo formados por formas
silvestres da espécie. O conjunto génico secundario é formado por espécies provenientes da
Ameérica do Sul, como P. augusti, P. bolivianus e P. pachyrrhizoides; e, finalmente, o
conjunto génico terciario inclui as espécies distribuidas pelos Estados Unidos e México, como
P. maculatus, P. ritensis, P. polystachyus e P. salicifolius. Utilizar genes de origens
evolucionérias diferentes dentro de um mesmo pool génico ou entre pools diferentes, sdo uma
alternativa para ampliar a base genética do feijdo-fava.

No feijdo-fava pode-se afirmar que ocorrem duas formas genéticas principais, o feijdo
Sieva com sementes pequenas (24 a 70 g, para peso de 100 sementes) e o feijdo Lima com
sementes grandes (54 a 280 g, para peso de 100 sementes). Ambas teriam sido domesticadas a
partir de formas silvestres com morfologia e tamanhos de sementes distintos (HENANDEZ
BERMEJO E LEON, 1994).

2.5. Marcadores Moleculares

Quando trabalha-se com analise de diversidade em colecGes de germoplasma, as
avaliacbes de caracteres morfoagrondmicas sdo de grande valia como forma de
caracterizacdo, este recurso permite o conhecimento e a organizacdo das colecdes de
germoplasma. Sendo assim, 0 processo de caracterizagdo pode ser complementado e
enriquecido com o auxilio de marcadores moleculares, capazes de detectar o polimorfismo
genético contido no DNA. O estudo da variabilidade genética progrediu nos ultimos anos
mediante os avancos das técnicas moleculares, com o surgimento de diversos tipos de
marcadores de DNA (FERREIRA et al., 2007).

Marcadores do DNA foram inicialmente utilizados no melhoramento de plantas no
inicio da década de 1980. Esta ferramenta possui vérias definicdes diferentes, segundo
Ferreira e Grattapaglia (1998) os marcadores moleculares sdo todos e qualquer genotipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA. Ja Milach
(1998) os descreve como caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
séo herdados geneticamente.

Estas bandas (sequéncias) podem ser evidenciadas por métodos que combinam 0 uso
de enzimas de restricdo a hibridizacdo entre sequéncias complementares de DNA, como no
caso do RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms - Polimorfismo no
Comprimento dos Fragmentos de Restricdo) ou pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction - Reacdo em Cadeia pela Polimerase), ambas técnicas desenvolvidas em meados da
década de 1980. O grande potencial do uso de marcadores moleculares no melhoramento
reside no fato de eles serem praticamente ilimitados em numero e de facil deteccdo
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

O RFLP (HELENTJARIS et al., 1986) foi um dos primeiros marcadores de DNA
utilizado no melhoramento de plantas, esta técnica foi proposta inicialmente por Bostein et al.
(1980), onde o DNA total de um individuo é inicialmente isolado e clivado com enzimas de
restricdo. Os fragmentos obtidos sdo separados por eletroforese e transferidos para uma
membrana de celulose ou nailon. Em seguida, fragmentos especificos podem ser detectados
pela incubagdo da membrana com uma sonda radioativa. Este tipo de sonda é produzido a
partir da digestdo total do DNA e da construcdo de uma biblioteca génica, onde os fragmentos



obtidos, podem ser caracterizados por um tamanho de até 5000 pb e inclui regides do DNA
que podem ou ndo ser transcritas (WATSON, 2004).

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Polimorfismo do DNA Amplificado
ao Acaso) € uma técnica que utiliza a PCR para detectar fragmentos especificos de DNA. Ao
contrario do PCR convencional, o RAPD utiliza apenas um “primer” curto (cerca de dez
nucleotideos) que, devido ao seu pequeno tamanho, pode parear em diversos pontos no
genoma. Portanto, é uma técnica que ndo exige o conhecimento prévio da sequéncia que esta
sendo amplificada, logo, um mesmo conjunto de primers pode ser usado para amplificar o
DNA dos mais diversos tipos de organismos.

A fracdo de DNA repetitivo é composta de sequéncias de DNA presentes em mais de
uma copia do genoma, podendo ser dividido, conforme a frequéncia de repeticdo, em
moderadamente repetido e altamente repetitivo. O DNA altamente repetitivo é conhecido
como DNA satélite ou SSR (Simple Sequence Repeats - Repeticdo de Sequéncias Simples)
termo cunhado por Jeffrey em 1985, podem estar ou ndo presentes dentro de regides codantes
do DNA. Os minissatélites sdo repeticdes ao acaso em sequéncias de 10 a 60 pb, altamente
polimérficos e com elevada taxa de heterozigosidade nas popula¢Ges (JEFFREYES et al.,
1985). Segundo Tautz (1989), os microssatélites sao segmentos curtos de DNA de 1 a 6 pb,
repetidos aleatoriamente ao acaso por todo o genoma, sendo altamente polimdrficos (devido
ao numero de repeticdes de determinada sequéncia) e suas repeticdes especificas por loci de
microssatélites sdo facilmente detectadas com utilizacéo de PCR.

Os SSRs tém sido preferidos em estudos de diversidade e construcdo de mapas
genéticos, pois utilizam a agilidade da técnica de PCR, sdo codominantes e estdo distribuidos
ao acaso no genoma com uma frequéncia relativamente alta (AKKAYA et al., 1992). Para que
0 microssatélite seja util como marcador, ele deve ser inicialmente clonado, sequenciado e
amplificado a partir de primer que o flanqueiem. Em seguida, os produtos de amplificacdo sdo
separados por eletroforese e visualizados. Esses marcadores sdo capazes de fornecer
excelentes resultados na caracterizacdo de germoplasma e na identificacdo de duplicatas
(DOBROVOLSKAYA et al., 2005; HOSHINO et al., 2002). Também possuem outras
inimeras finalidades dentro da analise genética, fornecendo assim informacGes mais precisas
como, identificacdo de clones, linhagens, hibridos, cultivares, estudos de fluxo génico e
estimativas de taxas de cruzamento e parentesco (CUNHA et al., 2012).

Outra classe de marcadores baseados em PCR sdo os ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats - Marcadores de Inter Sequencias Repetidas), estes marcadores também sdo
conhecidos em alguns casos como microssatélites ancorados e foram descritos inicialmente
por Zietkiewicz et. al. (1994). Sdo dominantes ocorrendo co-dominéncia em somente alguns
casos, e utiliza somente um primer que é formado por sequéncias repetidas de di ou
trinucleotideos, e estes por sua vez podem ser, ou ndo, ancorados. Tal caracteristica, permite
que o primer se anele somente a extremidade do microssatélite (3” ou 5’) ou ainda permite
que somente um subconjunto do microssatélite sirva de molde para a amplificacdo (REDDY
et. al., 2004).

Uma grande vantagem que o ISSR apresenta é a necessidade de poucas informacgdes
sobre 0 genoma, ndo precisando desta forma que haja um conhecimento prévio da sequéncia a
ser amplificada. Os marcadores ISSR também possuem a capacidade de gerar um alto nivel de
polimorfismo, e segundo Bornet e Brachard (2001), este marcador gera muitas informagoes a
baixos custos e com alta reprodutibilidade. Muitos estudos foram realizados a partir desta
técnica, como por exemplo, onde foi possivel determinar a diversidade genética presente em
Zea mays (KANTETY et al., 1995).



Outra importante técnica € o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism -
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados), que combina a clivagem de
fragmentos de DNA com enzimas de restricdo e a amplificacdo desses fragmentos por PCR
(VOS et al., 1995). Resumidamente, nessa técnica, 0 DNA de um individuo é clivado com
enzimas de restricdo, as suas extremidades sdo ligados adaptadores, os quais servem de sitios
de ligacdo para “primers” numa reacdo de PCR (ALZATE-MARIN, et al., 2005). E um
marcador bastante util para a realizacdo de DNA fingerprints, principalmente quando existem
poucas informacdes disponiveis a respeito do genoma de interesse, como na construcdo de
mapas genéticos, na caracterizacao da diversidade genética e na deteccdo de mutagoes.

Os EST (Expressed Sequence Tag Markers - Marcadores de Sequéncia Expressa), sao
marcadores obtidos atraves da sequenciamento parcial de clones aleatorios de cDNA, e sdo
Uteis na clonagem de genes especificos de interesse e no mapeamento sinténico de genes
funcionais em varios organismos relacionados. As informacg6es obtidas através destes EST's e
as proprias sequéncias sdo depositadas em bancos de dados ao redor do mundo, como por
exemplo o NCBI (“Centro Nacional para Informagdo em Biotecnologia” — “National Center
for Biotechnology Information”).

A maioria das caracteristicas quantitativas sao determinadas por muitos genes, e cada
um deles apresenta um pequeno efeito, porem alguns genes podem ter maior influéncia no
controle desta caracteristica, desta forma € possivel identificar o QTL (Locos de caracteristica
quantitativa — “Quantitative trait loci”) através da utilizacdo de marcadores moleculares, que
ainda podem ser usados para o desenvolvimento de mapas genéticos (CREGAN et al., 1999).
O mapeamento dos QTLs é uma importante ferramenta dentro do melhoramento genético,
pois possibilita que regiGes do genoma responsaveis pela expressao de importantes caracteres
sejam identificadas. A localizacdo dos QTLs ocorre através da hipotese de que, as marcas
gendmicas ja conhecidas, ou os marcadores polimorficos estardo proximos, e desta maneira
ligados ao QTL, e com isso, na progénie de um individuo heterozigoto para o marcador, sera
possivel fazer uma associagdo das variacdes na caracteristica de interesse com o genotipo do
marcador. Mediante a ocorréncia de crossing-over na meiose da formacdo de gametas da
geracdo anterior, ndo ocorrerd a associacdo entre os genotipos do QTL e do marcador,
indicando desta maneira um desequilibrio da ligacdo. A frequéncia de recombinacdo causada
pelo crossing-over dos cromossomos dos individuos parentais vai permitir, estimar a distancia
genética entre 0 marcador e 0 QTL, uma vez que a localizacdo do marcador é conhecida sera
possivel realizar uma estimativa a respeito da localizacéo do QTL (LIU, 1998).

Vaérios fatores podem influenciar na deteccdo dos QTLsS, como o numero de genes
envolvendo a expressdo do caractere, a existéncia e a forma das interacbes génicas, a
herdabilidade do carater, 0 nimero de genes segregantes na populacdo de mapeamento e 0
namero de marcadores moleculares presentes no mapa de ligagdo (LI1U, 1998).

Dentro do género Phaseolus varias técnicas de marcadores moleculares sdo
empregadas com diversas finalidades, como por exemplo, no estudo realizado por Maciel et
al. em 2003, onde foi estudada a variabilidade genética presente em acessos de P. vulgares e
V. unguiculata através de marcadores AFLP, neste trabalho foi possivel observar uma grande
variacao entre 0s acessos brasileiros estudados. Silva et al. (2003) estudaram genes associados
a resisténcia a mancha-angular em feijdo-fava, concluiram que um dos marcadores SSR
utilizado localiza-se a 7,6 cM do gene que confere resisténcia a doenga.

Maquet et al. (1997) avaliaram através de marcadores isoenzimaticos, a estrutura
genética de 235 genotipos de feijao-fava, confirmando assim a existéncia de dois conjuntos
génicos na espécie, 0 Andino e Mesoamericano. Os resultados obtidos por Fofana et al.
(1997), utilizando marcadores RAPD, corroboram com os obtidos pelos autores citados

7



anteriormente. Castillo et al. (2008), visando verificar o risco de erosao genética, estimaram a
diversidade genética de fava, utilizando 90 loci ISSR, observaram que variedades
frequentemente cultivadas apresentam uma menor diversidade em comparacédo as variedades
pouco cultivadas.

2. 6. Diversidade genética

O estudo da diversidade é de grande importdncia dentro de programas de
melhoramento genético, pois é através dele que um pesquisador obtém condicbes de definir
uma estratégia de selecdo em busca de cruzamentos mais eficientes e melhores genes
(FERREIRA, 2007), para que possam ser formados genotipos com caracteristicas superiores.
Desta maneira o sucesso de um programa de melhoramento se faz na possibilidade da
variabilidade genética dentro da populacdo com a qual se trabalha. Falconer (1987) afirma
que a diversidade genética reside na diferenca entre as frequéncias alélicas.

Quando o estudo da diversidade é realizado dentro de acessos de uma mesma cultura,
tras consigo diversas vantagens, como a possibilidade de identificacdo de materiais genéticos
muito proximos ou duplicatas. De acordo com Fonseca e Silva (1997) as duplicatas
atrapalham o processo de carateriza¢do de bancos de germoplasma, aumentando 0s gastos e 0
tempo para a execucdo da tarefa. Sendo assim a diversidade genética pode ser definida como
qualquer medida quantitativa ou diferenca genética, ao nivel de sequencia ou frequéncia
alélica, que possa ser calculada entre individuos, populacdes ou espécies (BEAUMONT et al.,
1998; MOHAMMADI E PRASANNA, 2003). Desta forma o estudo da diversidade teria
como objetivo estimar as relacGes geneéticas, verificar ou predizer o nivel de variabilidade e
sua distribuicdo dentro das cole¢des de germoplasma.

2. 6. 1. Estimacao da diversidade

A estimacdo da diversidade genética pode ser realizada através da medigdo de
caracteristicas morfologicas, agronémicas e moleculares, fazendo uso de métodos biométricos
baseados em processos preditivos (MIRANDA, 1998). Na predicdo da diversidade pode-se
fazer uso de diversas analises multivariadas, com destaque para os métodos aglomerativos
(anélise de agrupamento), componentes principais e variaveis canénicas (CRUZ e REGAZZI,
2004).

Caracteristicas que sofrem variacbes mensuraveis ou nao geralmente sdao chamadas de
variaveis, e esta pode assumir distribui¢cdo continua ou em classes, dependendo da sua
natureza. Quando estas varidveis assumem distribuicdo continua sdo chamadas de
guantitativas (altura de plantas, peso de gréos), quando formam classes sdo denominadas
qualitativas (cor de folha, marcador molecular) (BARBE et al., 2010). Dentro da diversidade é
possivel trabalhar com varios tipos de varidveis, como quantitativas e qualitativas, as
informacdes geradas por essas varidveis para cada genotipo sdo expressas em medidas de
similaridade ou dissimilaridade.

Barroso e Artes (2003) descrevem que quanto maior o valor apresentado na medida de
similaridade, maior sera a semelhanca entre os individuos avaliados, enquanto que na
dissimilaridade o maior valor alcancado representa uma menos semelhanga entre o0s
individuos. De forma geral estas medidas sdo inter-relacionadas, além disto, Viera (2005)
comenta que a matriz de similaridade pode ser transformada em dissimilaridade partindo do
complemento da similaridade estimada.

A maior parte dos métodos de analise de agrupamento necessita de uma matriz de
similaridade ou dissimilaridade, entre os individuos avaliados. Sendo que o coeficiente
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escolhido ira depender da natureza dos dados, onde varidveis quantitativas sdo mais
adequadas a medidas de dissimilaridade, enquanto que nas medidas de similaridade dados
quantitativos ficam mais bem representados (AZAMBUJA, 2005). Segundo Cormack (1971)
as distancias mais utilizadas em agrupamentos séo, a distancia Euclidiana e a distancia de
Mahalanobis também chamada de distancia generalizada.

A distancia Euclidiana que é baseada no teorema de Pitagoras pode ser descrita como,
a distancia entre dois genotipos (i e j) sendo a raiz quadrada do somatorio dos quadrados das
diferencas entre valores de i e j para todas as variaveis. Cruz e Carneiro (2003) atentam para o
fato de que nesta distancia a escala pode afetar o valor obtido, sendo mais prudente o uso das
variaveis padronizadas.

A distancia de Mahalanobis (1936) ou também chamada de distancia generalizada
considera a variabilidade existente em cada unidade amostral, sendo aplicada para dados
oriundos de experimentos com delineamento amostral, quando as varidveis sao
correlacionadas (CRUZ, 1990). Esta medida leva em considera¢do a matriz de covariancia
para o célculo da distancia. De forma geral este método de representacdo de distancia leva em
consideragdo qualquer correlacdo existente entre as varidveis utilizadas, independendo das
unidades de medida em que estas foram expressas. Rao (1952) faz uma ressalva quanto ao
calculo desta distancia, onde deve ocorrer uma distribuicdo normal multidimensional e uma
homogeneidade da matriz de covariancia residual referentes aos dados amostrais.

O coeficiente de Jaccard se faz como exemplo de coeficiente de similaridade, onde se
compara a presenca ou auséncia de certas caracteristicas, sendo representado por uma variavel
bindria. O coeficiente de Gower (1971) calcula a similaridade de uma s6 vez, através da
combinacdo de variaveis qualitativas e quantitativas, comtemplando inclusive a comparacéo
de elementos amostrais com informagdes incompletas (MINGOTI, 2005).

2. 6. 2. Andlises de agrupamento

A andlise de agrupamento é uma técnica multivariada que tem por objetivo
proporcionar a organizacdo dos dados em grupos por algum critério de classificacdo, de tal
forma que exista maxima homogeneidade dentro e méaxima heterogeneidade entre grupos
(SNEATH E SOKAL, 1973). Durante a formacédo do agrupamento ha a necessidade constante
de se recalcular o coeficiente de dissimilaridade entre os grupos estabelecidos para que ocorra
a entrada ou ndo de novos individuos nestes grupos ja estabelecidos. O processo de
agrupamento é formado geralmente por duas etapas, onde inicialmente se escolhe e se realiza
o célculo da medida de dissimilaridade entre os gendtipos, posteriormente define-se a técnica
que acarrete na melhor formacéo de grupos (CRUZ E REGAZZI, 2004).

Os métodos de agrupamento mais utilizados sdo, os de otimizacdo (Tocher) e 0s
hierarquicos (vizinho mais préximo, vizinho mais distante, centroide, ward, UPGMA) (CRUZ
E CARNEIRO, 2003). O método de otimizacdo forma os grupos a partir da adequacdo de
algum critério de agrupamento, este método tem como objetivo maximizar ou minimizar
alguma medida de distancia pré-estabelecida entre os individuos otimizados. Na metodologia
de hierarquizacdo ndo ha um numero pré-definido de grupos, ndo ocorrendo assim uma
preocupacdo com a quantidade de grupos que irdo ser formados, 0s agrupamentos ocorrem
atraves de um processo que se repete em varios niveis, formando uma hierarquia, estabelecida
através de um dendrograma. Os dendrogramas podem ser considerados como uma
representacdo grafica de todo o processo de agrupamento atraves de uma estrutura de arvore
(EVERITT et al., 2001). Onde o0s nds representam o0s agrupamentos que sdo compostos pelos
grupos ou genotipos. Caso o dendrograma seja cortado em um determinado nivel de distancia,



sera observada uma classificacdo dos grupos existentes nesse nivel e dos individuos que o
formam.

O método de otimizacgéo proposto Tocher, citado por Rao (1952) consiste na formacéo
de um grupo inicial composto pelo par de individuos mais similares, identificados mediante a
matriz de dissimilaridade. Posteriormente avalia-se a inclusdo de novos individuos, a partir do
critério que a distancia média intragrupo devera ser menor que a intergrupo. Este método foi
empregado na identificacdo da divergéncia genética presente entre genotipos de feijao-comum
(BENIN et al., 2002; ELIAS et al., 2007; CARGNELUTTI FILHO et al., 2008).

No método da ligacdo simples também denominado vizinho mais préximo
(Neighbourhoods) a distancia entre dois grupos é definida pela distancia minima existente
entre os individuos a eles pertencentes. Os dendrogramas formados a partir deste método sédo
pouco informativos, uma vez que informacdes referentes a grupos intermediarios ndo se ficam
evidentes. O método de ligacdo completa ou vizinho mais distante possui uma metodologia
contraria a descrita acima, sendo aqui utilizada a distancia méxima entre os individuos para a
formacdo dos grupos. Este método geralmente forma grupos compactos e discretos,
apresentando altos valores de dissimilaridade (BUSSAB et al., 1990).

O método do centroide foi proposto inicialmente por Sokal e Michener (1958), onde
cada agrupamento é considerado um simples ponto, representado pelo seu centro de massa,
denominado centroide. Para este método a distancia entre dois grupos é calculada como a
diferenga entre as suas médias para todas as variaveis. Neste método ha possibilidade de
ocorrer o fenbmeno de reversao, € quando a distancia entre centroides € menor que a distancia
entre os grupos ja formados, isto faz com que haja a formagdo de novos grupos em um nivel
inferior a grupos ja existente, fazendo com que o dendrograma fique confuso
(ROMESBURG, 1984). Na metodologia de Ward (1963) também chamada de variancia
minima o agrupamento é formado pelas somas dos quadrados dos desvios entre 0s acessos, ou
de forma alternativa, através do quadrado da distancia euclidiana uma vez que ocorra a
relacdo (CRUZ, FERREIRA E PESSONI, 2011). Este método forma grupos que possuem alta
homogeneidade interna, assim como o método de vizinho mais distante (BARROSO E
ARTES, 2003).

Finalmente o0 método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic
Average) determinado por Sneath e Sokal, citado por Menezes (2005), baseia-se na
atualizacdo da matriz de distancia a partir do calculo da média das distancias entre os
individuos de dois grupos. Faria (2009) define este método como sequencial, aglomerativo,
sem superposi¢do, considerado um dos mais utilizados. De forma geral esta metodologia visa
trabalhar com médias ao invés de valores mais extremos. Aradjo (2004) comenta que este
método proporciona dendrogramas com simetria de ramos ao redor de um no. Estudos
utilizando o método UPGMA foram realizados para a identificacdo de variabilidade entre
acessos de feijdo comum (ELIAS et al., 2007) e feijdo fava (GUIMARAES et al., 2007).

Mediante a existéncia de vérias técnicas de agrupamento, cabe ao pesquisador
observar qual é a melhor, ou seja, qual técnica formara um dendrograma com uma imagem
menos distorcida da realidade. Para tanto hé o coeficiente de correlacdo cofenética (SOKAL e
ROHLF, 1962), que auxilia na verificacdo do ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o
dendrograma obtido (VIEIRA et al., 2005).

2. 6. 3. Analises de dispersao

Os métodos de dispersdo mais utilizados que sdo o de componentes principais e das
variaveis candnicas (CRUZ E REGAZZI, 2004). Ambas as técnicas permitem uma
simplificacdo no conjunto de dados estudados, resumindo-se em poucas variaveis com a
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capacidade de reter 0 maximo da variagdo que estava disponivel originalmente e ainda ser
independentes entre si.

A técnica de componentes principais foi descrita incialmente por Pearson em 1901
(CRUZ E REGAZZI, 2004), segundo Morrison (1976) esta técnica pode ser descrita como, a
transformacdo do conjunto de variaveis originais em outro, chamado de componentes
principais (CP), que possuem dimensdes equivalentes, apresentando a vantagem de cada
componente reter a variancia original e que estas decrescem do primeiro ao Ultimo
componente principal. Esta ferramenta é frequentemente utilizada na estimacdo de
diversidade genética, via dispersdo grafica dos componentes de maior variagdo. Para isso
Morrison (1976) adverte que os dois primeiros componentes devem reter 75% de toda a
variacdo pronunciada, enquanto que Cruz e Carneiro (2003) recomendam que no minimo,
80% da variagéo esteja presente nos trés primeiros componentes principais, fazendo com que
se tenha mais seguranca na representacao grafica, em planos bi ou tridimensionais. Segundo
Jolliffe (1972 e 1973), quando se dispdem de um grande numero de descritores, muitos destes
podem vir a ser redundantes, sendo assim passiveis de descarte, dado o baixo valor
informativo adicionado a avaliag&o.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacao do Experimento

Todo experimento foi realizado entre os meses de maio de 2012 a fevereiro de 2014,
nas dependéncias do Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), localizada no municipio de Seropédica, RJ (22°45'
S; 43°41' W) (RAMOS et al., 1973).

3.2. Material Vegetal

No presente trabalho foram utilizados 15 acessos da espécie Phaseolus lunatus,
vulgarmente conhecida como feijdo-fava, pertencentes a Colecdo de Germoplasma do
Departamento de Fitotecnia, Instituto de Agronomia da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro.

3.3. Semeio em casa de Vegetacdo, Delineamento Estatistico e Avaliacbes

O semeio foi realizado em casa de vegetacdo localizada no campo experimental do
Departamento de Fitotecnia. Na segunda quinzena do més de maio de 2012 foi iniciado o
plantio das sementes de feijao-fava em bandeja de germinacdo de polietileno (Figura 1),
contendo substrato na proporcdo de 1:1:1 (areia, terra, esterco bovino curtido). As plantas
foram dispostas na bandeja em DBC (Delineamento em Blocos Casualisados), tendo 15
tratamentos (acessos) com 3 repeti¢des, contendo 15 plantas por parcela, totalizando desta
maneira 675 plantas.

Durante o periodo de germinacdo das sementes foi realizada apenas uma avaliagéo,
onde foi verificada a porcentagem de germinacdo das sementes (GER), o numero de dias que
as sementes levaram para germinar (DG), a presenca ou auséncia de antocianina nas folhas
(PA), a cor do hipocotilo das plantulas (CH), classificado como verde, vermelho, vemelho-
purpura e parpura, a altura das plantulas (AP) e o diametro do caule (DiC). Os tratamentos
foram submetidos, no Programa GENES, a analise da variancia e também foram estimados 0s
coeficientes de variacdo experimental, de determinacdo genotipica e de variacdo genotipica,
bem como a correlacdo intra-classe e o indice de variagao.

Figura 1. Bandejas de germinagédo de Phaseolus lunatus, periodo do experimento realizado em casa de vegetagdo pertencente
ao Departamento de Fitotecnia da UFRRJ.

Deve-se dizer que as variaveis PA e CH foram avaliadas plantula a plantula dentro de
cada acesso, estimando-se, portanto, a porcentagem de plantas com tais caracteristicas. Dessa
forma, estas varidveis tiveram natureza quantitativa.
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3.4. Transplantio para Vasos no Campo, Delineamento Estatistico, Condigdes
Edafoclimaticas

A éarea de campo em questdo apresenta as seguintes caracteristicas, solo pertencente a
classe dos Planossolos Haplicos, com textura arenosa de baixada, o clima pode ser
caracterizado por estacdes chuvosas no verdo e sacas no inverno, com uma média anual de
precipitacdo em torno de 1.200 mm (MARTORANO et al., 1997). Apds 15 dias em casa de
vegetacdo, as plantas foram transplantadas para vasos de polietileno, com capacidade de oito
litros, contendo 0 mesmo substrato das badejas de germinacdo. Os vasos foram dispostos em
espacamento de 1 x 1 m em DBC (Delineamento em blocos casualizados), com 15
tratamentos (acessos) com trés repeticGes, contendo cinco plantas por parcela, totalizando
assim 225 plantas no experimento (Figura 2). Para as analises da porcentagem de N-proteico
na semente (NPS) e valor de proteina bruta (VPB) foram utilizados apenas duas plantas
escolhidas aleatoriamente em cada parcela experimental, totalizando assim, um ndmero de 6
plantas/acesso utilizadas nestas analises.

Figura 2. Campo experimental pertencente ao Departamento de Fitotecnia da UFRRJ, transplantio de mudas de Phaseolus
lunatus para os vasos.

A adubacdo das plantas ocorreu 60 dias ap6s a semeadura, onde em cada vaso foi
depositado cerca de 100 g de esterco bovino curtido, visando assim um bom desenvolvimento
da planta durante o seu periodo de floracdo. O controle de plantas daninhas foi realizado
mediante capina manual a cada 15 dias, e a irrigagdo foi realizada por meio de regadores
manuais durante todo o ciclo de desenvolvimento com frequéncia de dois em dois dias. Como
todos os acessos aqui trabalhados apresentaram héabito de crescimento indeterminado, as
plantas foram tutoradas com auxilio de uma vara de bambu de um metro de comprimento.

3.5. Caracterizacdo e Avaliacdo Fenotipica

Todas as plantas presentes no experimento foram avaliadas conforme lista de
descritores para a espécie Phaseolus lunatus (IPGRI, 2001). Onde foram avaliados caracteres
vegetativos e reprodutivos (Tabela 1). Todas as avaliagdes foram realizadas a partir do inicio
da floracdo, com excecéo das variaveis pigmentacéo do caule (PiC) e ramificacdo (RAM) que
ocorreram 6 semanas ap0s a germinagdo das sementes, como consta no descritor para a
espécie.
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Tabela 1. Caracterizacdo das variaveis analisadas nos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencente a Colecdo de Germoplasma da UFRRJ.

Variaveis Categoria da Natureza dos Mensuragéo Unidades de Cateqoria dos dados
Variavel Dados dos Dados Medida g
Dlamezgi ((_1:(; Caule Vegetativa Quantitativo Média milimetros _
Pigmentacdo do . I Avaliacdo visual e Sem pigmentacdo; Localizada nos nés;
Caule (PIiC) Vegetativa Qualitativo Porcentagem - Generalizada; Quase total
Habito de . o Avaliacdo visual e . _ .
Crescimento (HC) Vegetativa Qualitativo Porcentagem _ Determinado; Indeterminado
1 Caule Principal, ramos laterais curtos,
raros ou inexistentes; 1 Caule principal,
Avaliacio visual e raros ramos laterais a comecar nos
Ramificacdo (RAM) Vegetativa Qualitativo ¢ primeiros nds; 2 ou 3 caules principais a
Porcentagem - oo .
comecar nos primeiros nos; 2 ou 3 caules
principais e outros ramos laterais;
Densamente ramificado
NUmero de NOs : I NUmeros
(NuN) Vegetativa Quantitativo Contagem inteiros _
Cor da Nervura das : I Avaliacéo visual e . o
Folhas (CrNF) Vegetativa Qualitativo Porcentagem _ Verde; Parpura
Cor da Folha (CrF) Vegetativo Qualitativo Avaliacdo visual e Verde péalido; Verde intermediario; Verde
Porcentagem - escuro
I T Glabra; Ligeiramente pubescente;
Pilosidade das . I Avaliacdo visual e i
i Vegetativa Qualitativo Moderadamente pubescente; Altamente
Folhas (PiF) Porcentagem -
pubescente
Comprimento de . . . -
Folha (CoF) Vegetativa Quantitativo Média milimetros _
Largu(rlzi::)Folha Vegetativa Quantitativo Média milimetros _
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Continua...

Variaveis Categoriada  Natureza dos Mensuragéo dos Unidades de Cateqoria dos dados
Variavel Dados Dados Medida g
Forma de Folha Vegetativa Qualitativo Avaliacdo visual e Redondo; Oval; Oval-lanceolado;
(FoF) g Porcentagem - Lanceolado; Linear-lanceolado
Tempo Médio de : _ NUmeros Ate que 50% das plantas apresentem
Floracdo (TMF) Reprodutivo Quantitativo Contagem Reais inflorescéncias
Tamanho de Botéo . I .- -
Floral (TBF) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros _
Cor das Asas Renrodutivo Qualitativo Avaliacdo visual e Branca; Rosa claro; Rosa escura a purpura;
(Pétalas)* (CrA) P Porcentagem - Violeta
Cor da Quilha i o Avaliacdo visual e I ,
(CoQ) Reprodutivo Qualitativo Porcentagem _ Esverdeada; Tingida (rosa ou purpura)
Cor do Estandarte Renrodutivo Qualitativo Avaliacdo visual e Branco; Rosa claro; Rosa escuro a purpura;
(CrE) P Porcentagem - Violeta; Verde
Padrdo de Abertura Reorodutivo Qualitativo Avaliacdo visual e Asas paralelas (fechadas); Medianamente
das Asas (AbA) P Porcentagem - abertas; Asas muito separadas
Numer?Ndlji\s/)\/ agens Reprodutivo Quantitativo Soma NUmero reais _
Comprimento das . I .- -
Vagens (CoV) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros _
Largur?lij;\s})\/ agens Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros _
Espessura das . I .- -
Vagens (EsV) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros _
Curvatura das . - Avaliacdo visual e L _
Vagens (CuV) Reprodutivo Quialitativo Porcentagem _ Direita; Ligeiramente curva; Curva
NUmero de l6cus na : _ - NUmeros
Vagem (NLV) Reprodutivo Quantitativo Média reqis _
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Continua...

Variaveis Categoriada  Natureza dos Mensuragéo dos Unidades de Cateqoria dos dados
Variavel Dados Dados Medida g
NUmero de . . NUmeros
Sementes (NUS) Reprodutivo Quantitativo Soma reais _
Comprimento da . I - -
Semente (CoS) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros B
Largura das . I - .
Semente (LaS) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros B
Espessura da . I - -
Semente (EsS) Reprodutivo Quantitativo Média Milimetros B
Peso de uma i . s
Semente (PuS) Reprodutivo Quantitativo Média Gramas _
Peso de Cem Reprodutivo Quantitativo Gramas _
Sementes
Peso total de . I
Sementes (PTS) Reprodutivo Quantitativo Soma Gramas _
Forma da Semente Reorodutivo Qualitativo A partir da variavel Esférica; Eliptica; Oblonga ou reniforme
(FoS) P RCL — curta
Perfil da Semente Reprodutivo Quialitativo A partir da variavel Achatada; Semi-achatada; Cheia
(PeS) REL —~
N-Proteico na - I .-
semente (NPS) Nutricional Quantitativo Média Porcentagem B
Valor de Proteina Nutricional Quantitativo Média

Bruta (VPB)
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Para as variaveis forma de semente (FoS) e perfil de semente (PeS) foi utilizado a
classificagdo descrita por Puerta Romero e citado por Vilhordo et al. (1996). Onde a forma da
semente é representada pelo coeficiente J que é obtido pela relacdo comprimento largura de
semente (RCL) e o perfil é representado pelo coeficiente H que é obtido através da relacéo
espessura largura de semente (REL) (Tabela 1).

A porcentagem de N-protéico nas sementes (NPS) e valor de proteina bruta (VPB)
foram estimadas, a partir da utilizacdo de grdos crus. Estas foram trituradas em moinho de
facas e peneiradas em malha de 30 “mesh” com a finalidade de obtenc@o de uma farinha. Essa
farinha foi armazenada em saco fechado de polietileno, e mantida em temperatura de
refrigeracdo (4° C). Para a determinacdo do teor de proteina utilizou-se destilador
Microkjeldahl e bloco digestor segundo AOAC (1995), avaliando-se a porcentagem de
nitrogénio na amostra. A conversdo para proteina foi realizada multiplicando-se o contetido de
nitrogénio total pelo fator 6,25.

3. 5. 1. Anélise estatistica

Para as andlises das variaveis fenotipicas quantitativas (Tabela 1) foram realizadas
andlises de variancia, testes de média pelo método de Scott-Knott e correlagbes genotipicas.
Todas estas analises foram realizadas no Programa GENES (CRUZ, 2008).

Também foram realizadas analises de diversidade genética, estimando-se a principio
matrizes de distancia genética submetidas as analises de agrupamento via método Unweighted
Pair-Group Method Using na Arithmetic Average (UPGMA). As andlises de consisténcia
entre a matriz fenética e cofenética foi realizadas através da correlagcdo cofenética. As analises
de diversidade foram todas executadas no Programa R, verséo 2.6.1 (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2011)

O uso da anélise de Componentes principais (CPA) foi realizado para se obter o gréafico
de dispersdao dos acessos, além de informar quais das variaveis analisadas ao longo do
experimento contribuiram mais para a diversidade genética da encontrada. Estas anélises
foram realizadas no Programa GENES (CRUZ, 2008).

Para as varidveis qualitativas foi realizada uma analise descritiva dos dados, onde
verificou-se a porcentagem de plantas dentro dos acessos conforme cada variavel expressa na
Tabela 1.

3.6. Analise Genotipica

3. 6. 1. Genotipagem

Para a genotipagem foram caracterizadas 30 plantas, sendo duas plantas selecionados
aleatoriamente entre cada um dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Colecdo de
Germoplasma da UFRRJ.

3. 6. 2. Coleta e extracdo de DNA gendmico

Folhas jovens foram coletadas no inicio da manhd, as folhas correspondentes a cada
acesso foram envolvidas em papel aluminio, identificadas e colocadas em caixas de isopor
contendo gelo em escama. Uma vez no laboratorio foram macerados cerca de 250 mg de
tecido vegetal em nitrogénio liquido, até formar um po6 fino. Este pé foi distribuido em dois
tubos eppendorf de 2 ml, previamente identificados e armazenados em ultrafreezer -72°C,
para uma posterior extracdo do DNA gendémico.
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A extracio DNA gendmico foi realizada de acordo com o meéetodo CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) proposto por Doyle e Doyle (1990) mediante algumas
modificacdes descritas a seguir.

Foram adicionados aos tubos eppendorf contendo as amostras, 850 pl de tampéo de
extracao pré-aquecido contendo 2,0 g de CTAB, 8,12 g de NaCl, 4 ml de EDTA (0,5 M/pH
8,0), 100 ml de Tris-HCI (1 M/pH 8,0), 1 g de PVP e 2 pl de B- mercaptoetanol, estes dois
ultimos necessarios para a remoc¢do de compostos fenolicos. Este material foi incubado a 65
°C em banho-maria por 40 minutos e agitados suavemente a cada dez minutos, logo em
seguida foi submetido ao processo de centrifugacdo por cinco minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos eppendorf de 1,5 ml, onde foi acrescentado 800
pl de cloroférmio: alcool isoamilico (CIA/24:1) em cada tubo, este material sofreu suaves
inversdes por aproximadamente 10 minutos até ficar turvo, esta etapa foi repetida trés vezes,
isto serviu para separar toda a fase organica. Apds o processo foi transferido a fase aquosa
para novos tubos, adicionado 400 pl de isopropanol gelado e o material foi incubado em
freezer a -20° C por uma noite.

Os tubos que sairam do freezer foram centrifugados por 10 minutos a 14.000 rpm, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado trés vezes, sendo uma vez com 200 pl
de etanol 95% e duas vezes com 200 pl de etanol 70%, apara a retirada do sal presente. Apos
0 descarte do Ultimo sobrenadante o material foi seco em condi¢des naturais até que o etanol
fosse removido. Em seguida o material foi ressuspendido em 200 pl de TE (1 ml de Tris-HCI
(1 M/pH 8,0), 0,2 ml de EDTA (0,5 M/pH 8,0) e agua ultra-pura para avolumar) com RNAse,
incubados em banho-maria por 30 minutos a 60° C, acrescenta-se ao material 20 pl de NaCl
(5m/L) e 150 ul de isopropanol gelado, apos este processo o material foi armazenado em
freezer a -4° pelo periodo de over night. No dia seguinte € realizada uma centrifugagédo por 10
minutos a 14.000 rpm, feita outra lavagem e secagem do precipitado conforme descricéo
anterior e, finalmente ocorre uma ressuspensao de precipitado em 200 pl de TE (1 ml de Tris-
HCI (1 M/pH 8,0), 0,2 ml de EDTA (0,5 M/pH 8,0) e agua ultra-pura para avolumar), esta
mistura é passada em vortex e levada para a quantificacao.

3. 6. 3. Quantificacdo do DNA gendmico

Encerrado o processo de extracdo, o DNA foi quantificado em gel de agarose a 1%,
onde foi utilizado 6 pl de DNA e 4 pl de gel red e blue juice, chegando a concentracao final
de 10 pl de cada amostra.

Os valores de concentracdo de DNA nas amostras foram estimadas por meio de analise
digital de imagens, utilizando-se o programa GelQuant, utilizando-se como padrdo um
marcador de 100 pb. A observacdo e captura da imagem do gel foi realizada através do
fotodocumentador MiniBis Pro 1.3 MP.

Para nivel de comparacdo dos resultados obtidos com a andlise de imagem, também foi
realizada uma quantificacdo do DNA através do quantificador NanoDrop.

Posteriormente o DNA foi diluido (5 ng. pL™) para as reacdes de polimerase em cadeia
(PCR).

3. 6. 4. Condigdes de amplificacao

As reacOes de amplificacdo serdo realizadas conforme Williams et al. (1990), com
algumas modificacBes. As reagdes finais foram completadas com &gua ultra-pura para o
volume de 10 pl, contendo os seguintes reagentes: Tampao 20x (Invitrogen), 100 pmol L™ de
cada dNTP, 1 pl de MgCI 50 M, 0,8 de Tag DNA polimerase. Sendo aplicado cerca de 2 pul de
DNA genémico a 5 ng e 8 pl do mix descrito acima.
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As reacdes de PCR (GeneAmp PCR System Thermal cycler — Applied Biosystems)
foram conduzidas da seguinte maneira: trés minutos a 94° C para a desnaturacao inicial, ap0s
seguindo-se 40 ciclos, cada um composto por um minuto a 94° C, 40-52° C (dependendo do
primer ISSR utilizado), trés minutos a 72° C, e a extensao final por sete minutos a 72° C.

3. 6. 5. Selecdo de iniciadores

As condicbes de amplificacdo foram otimizadas para cada iniciador, onde foi
detectada a temperatura mais adequada para a amplificagdo. Ao todo foram utilizados 15
primers (Tabela 2).

Tabela 2. Relacdo dos 15 primers ISSR, temperatura de anelamento otimizadas, utilizados
nos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Colecdo de Germoplasma da UFRRJ.

Primers Sequéncias 5° — 3’ Ta
1 (AGA)3(GAG),GG 52°C
2 (GT)sCC 45°C
3 (CAC);GC 45°C
4 (TGT)3(GTG),GA 52°C
5 (CT)sTG 40°C
6 (GA)SYT 47°C
7 (CA)3RG 47°C
8 (AG)sC 45°C
9 (CT)sAC 40°C
10 (CT)sGC 40°C
11 (CA)AC 40°C
12 (CA)AG 40°C
13 (GT)6GG 40°C
14 (GT)sCC 40°C
15 (GATA), 45°C

Legenda: Lista de sequéncias de primers cedidos pela Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF). Ta —
Temperatura de Anelamento. R=A, G; Y=C, T.

3. 6. 6. Fotodocumentacao

Os produtos amplificados (bandas) foram separados através de gel de agarose 2%,
corados com gel red e submetidos a luz UV para a visualizagdo dos resultados
(Fotodocumentador MiniBis-Pro — Bio-imaging System). As imagens dos geis foram
capturadas no programa GelCapture para uma posterior analise.

3. 6. 7. Anélise estatistica

Os dados dos fragmentos amplificados foram obtidos pela avaliacdo visual das bandas
mais consistentes e evidentes nas 30 plantas analisadas. Estes foram utilizados para a
elaboracdo de uma matriz de dados binarios, utilizada para calcular a matriz de
dissimilaridade, em que o numero 1 (um) correspondeu a presenca de banda, o 0 (zero)
correspondeu a auséncia de banda. A matriz de distancia genética dos dados foi obtida através
da distancia de Jaccard, e o dendrograma foi construido a partir do método UPGMA.. Analises
de consisténcia foram realizadas através da correlagdo cofenética. Estas foram executadas no
Programa R versdo 2.6.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).
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3.7. Analise conjunta das variaveis fenotipicas e genotipicas

Nesta etapa utilizou-se as mesmas plantas selecionadas para a analise genotipica. A
matriz de distancia referente a analise conjunta dos dados genotipicos e fenotipicos foi
estimada a partir do algoritmo de Gower, e o dendrograma foi formado através do método
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using na Arithmetic Average).

As validagdes de todos os dados foram feitas através da correlacéo cofenética. O
Programa R, versdo 2.6.1 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), foi usado para a analise
de todo o trabalho.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Germinagao e Desenvolvimento das Sementes em Casa de Vegetagéo

Inicialmente a partir da Tabela 3 pode-se observar que a maioria das varidveis
apresentou um excelente coeficiente de variagdo (CV(x)), sendo assim autentificando a
precisdo experimental dos dados coletados, somente a variavel presenca de antocianina nas
(PA) apresentou um CV () de valor mais elevado de 64,34, este fato pode ser explicado pela
natureza qualitativa desta variavel.

Para o presente experimento foram utilizadas sementes armazenadas previamente por
um periodo de seis meses em camara fria, constatou-se que 0s grupos avaliados continuam
com um alto poder germinativo, com valores entre 87 e 100% e uma meédia bastante elevada
de 96,26 (Tabela 2). Bragantini (2005) estudando cultivares de feijdo-comum (Phaseolus
vulgaris) relata que ap6s os trés primeiros meses de armazenamento as sementes de
apresentaram perda de vigor, sendo assim pode-se dizer que as sementes de feijdo-fava sdo
mais resistentes ao armazenamento, apresentando desta forma pouca ou nenhuma diminuicéo
no vigor de suas sementes.

Ainda em relacdo a germinacdo foi observado que os acessos 03, 06, 13 e 14
apresentaram um alto valor de porcentagem de germinacdo das sementes (PGS) 100%,
enquanto gque o acesso 11 obteve 87% que foi a menor taxa, sendo assim ndo houve uma
diferenca significativa entre os acessos para a taxa de germinacdo (Tabela 3). Em trabalho
realizado com genotipos crioulos de feijdo-comum Coelho et al. (2010) observaram uma taxa
de germinacdo inferiores variando de 36 a 100%, ainda no mesmo trabalho foi observado a
germinacdo no quinto dia apds a semeadura, verificou-se esta mesma época para germinacao
em cinco acessos no experimento (03, 04, 05, 06 e 07), enquanto que a maioria dos acessos
levaram seis dias e apenas 0 acesso 15 levou sete dias para que a plantula rompesse o solo, a
média desta varidvel no experimento foi de 5,73 dias (Tabela 3), apesar desta diferenca nao se
observa uma diferenca estatistica significativa entre 0s acessos.

Tabela 3. Quadro de analise de variancia das variaveis dos 15 acessos de Phaseolus lunatus
realizadas em Casa de Vegetacao.

FV GL PGS DGS API DiC PAF CH
Bloco 2 164,86 0,26 422,25 0,05 20,68 71,35
Tratamento 14 42,96"™ 0,58™ 183,78*  0,09* 1098,40* 1318,40*
Residuo 28 22,34 0,36 49,65 0,02 22,40 38,64

X 96,26 5,73 94,62 1,75 7,35 88,24
CV (%) 4,91 10,49 7,44 5,02 64,34 7,04

H? 47,99 37,70 72,98 91,39 97,96 97,06

rl 23,52 16,78 47,37 77,97 94,12 91,69
CVq 2,72 4,71 7,06 9,46 257,47 23,40
Vg 0,55 0,44 0,94 1,88 4,00 3,32

Legendas: FV — Fonte de variagdo; PGS — Porcentagem de germinagdo das sementes; DGS — Dias de germinacdo das
sementes; APl — Altura de plantulas (mm); DiC — Didmetro de caule (mm); PAF — Presenca de antocianina nas folhas; CH —
Cor do hipocotilo; CVy, - coeficiente de variagéo experimental (%); X - média; H? — coeficiente de determinagdo fenotipico;
rl — correlagéo intra-classe; CV, — coeficiente de variagdo genotipico; 1V — indice de variagdo; *diferenca estatistica
significativa a 5% de probabilidade; ns - ndo houve diferenca significativa

Oliveira et al. (2013) trabalhando com sementes de feijdo-fava da subamostra “Boca
de Moga” oriundas do banco de germoplasma da UFPI obteveram uma média de oito dias
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para que as plantulas rompessem o solo, sendo assim as plantas aqui avaliadas possuem uma
maior capacidade germinativa além de uma média de emergéncia de plantulas em menos
tempo.

Segundo a legislagdo vigente no pais as sementes de feijdo-fava ndo estdo classificadas
para que haja uma comercializacdo, utilizando-se a categoria vigente para o feijao comum
(Phaseolus vulgaris), se observa que a germinacdo minima para sementes bésicas é de 70%,
enquanto que para sementes certificadas (C1 e C2) ou néo certificadas (S1 e S2) de primeira e
segunda geracdes é de 80% (BRASIL, 2005), partindo desta premissa todas as sementes de
feijdo-fava utilizadas no presente trabalho estariam aptas a comercializacdo. Nobre et al.
(2012) avaliando sementes de dez variedades de feijdo-fava observou quatro variedades que
ndo atenderam aos valore minimos de germinacao.

O comportamento dos acessos é de grande importancia para que haja a possibilidade
de agrupéa-los e desta maneira estimar a diversidade presente dentro de cada varidvel, para
tanto optou-se pelo método de Scott-Knott onde é feito uma agrupamento estatistico dos
dados, para caracteristicas relacionadas a germinacdo observou-se a formacdo de 6 grupos
para PGS (Tabela 4), enquanto que para dias de germinacéo das sementes (DGS) ndo ocorreu
distingéo de grupos.

Tabela 4. Quadro de agrupamento de medias pelo método Scott-Knott das variaveis
analisadas dos 15 acessos de Phaseolus lunatus em Casa de Vegetacao.

Acessos PGS DGS API DiC
1 98 b 6a 106,6 a 1,84 a
2 Ole 6a 102,65 a 1,88 a
3 100 a 5a 93,73 a 1,75a
4 93d 5a 81,18 a 1,48 a
5 9% c 5a 84,34 a 1,59 a
6 100 a 5a 97,44 a 1,78 a
7 98 b 5a 101,56 a 1,70 a
8 96 ¢ 6a 87,85a 2,02a
9 98 b 6a 106,05 a 1,73 a
10 98 b 6a 99,42 a 192 a
11 87 f 6a 87,44 a 1,46 a
12 98 b 6a 97,51 a 1,94 a
13 100 a 6a 90,82 a 1,83 a
14 100 a 6a 89,03 a 1,59 a
15 93d 7a 93,83 a 181a
X 96,26 5,73 94,63 1,75

Legenda: PGS — Porcentagem de germinagdo das sementes; DGS — Dias de germinacdo das sementes; APL — Altura de
plantula (mm); DIC — Diametro de caule (mm); X - média; Medidas seguidas da mesma letra em cada coluna pertencem a
mesma classe, de acordo com o teste de Scott-Konott (P<0,005)
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Ainda sobre estas variaveis observando a Tabela 3 nota-se que ambas possuem 0s
menores valores de coeficiente de determinacdo fenotipico (H?) 47,99 e 37, 70 e do indice de
variagdo (IVg) 0,55 e 0,44 respectivamente, estes valores que podem ser considerados de
magnitude moderada a baixa. De acordo com Kurek et al. (2001) caracteres com baixa
herdabilidade tendem a dificultar o processo de selecdo, devido a uma grande influéncia do
ambiente.

Ja para as variaveis, altura de plantula (API) e diametro de caule (DiC) observa-se uma
meédia de 94,62 e 1,75 mm respectivamente, apresentando assim diferenga significativa entre
0s tratamentos, os acessos 01 e 09 apresentaram as plantulas mais altas (106,6 e 106,05 mm) e
0s maiores DIC ocorreram nos acessos 08 e 12 (2,02 e 1,94 mm), no acesso 04 ocorreu uma
correspondéncia entre as variaveis, apresentando assim um dos menores valores de altura de
plantulas e didmetro de caule (81,18 e 1,48 mm). Tanto para coeficiente de determinacéo
fenotipico (H?) quanto para indice de variacéo (IVy) os valores séo altos, 72,98 , 91, 39 e 0,94
, 1,88 respectivamente, indicando desta forma que estas caracteristicas possuem uma boa
variabilidade genética e uma boa probabilidade para ganhos genéticos. Apesar dos fatos ja
descritos anteriormente ndo ocorreu distingdo de grupos formados para estas variaveis (Tabela
4).

Quanto as duas variaveis qualitativas analisadas (Tabela 5) na casa de vegetacao pode-
se comentar que elas apresentam certo grau de correspondéncia em seus valores, nos acessos
02, 04, 05, 07, 08, 10, 11, 12, 13 e 15 em nenhuma planta constatou-se a presenca de
antocianina nas folhas (PAF), sendo que nestes mesmos acessos observa-se que a maior parte
das plantas avaliadas apresenta a cor verde para cor de hipocoétilo (CH) (Tabela 5), ou seja,
sem a presenca de outras substancias fotossintéticas. Apos a clorofila, as antocianinas sdo o
mais importante grupo de pigmentos de origem vegetal (HARBORNE E GRAYER, 1988).
Comp6em o maior grupo de pigmentos solGveis em agua do reino vegetal e sdo encontradas
em maior quantidade nas angiospermas (BRIDLE E TIMBERLAKE, 1997).

Tabela 5. Tabela de presenca de antocianina nas folhas (PAF) e cor de hipocétilo (CH)
avaliados em Casa de Vegetacao.

) Acessos
Descritor/
Categorias
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
PAE* Pre. 2 0 4 0 o 2 o0 0O 70 O 0 0 0 31 O

Aus. 98 100 96 100 100 98 100 100 30 100 100 100 100 69 100
Ved. 93 75 96 100 90 98 95 100 23 100 100 100 100 62 90
Ver, 7 25 4 0 10 2 5 0O 77 O 0 0 0 38 10

CH*

Legenda: Pre. — Presenca; Aus. — Auséncia; Ved. — Verde; Ver. — Vermelho
*Observacgdo: Os valores dos descritores representam a porcentagem de plantas dentro dos acessos que apresentam a
determinada caracteristica

A avaliacdo do caractere cor de hipocotilo (CH) foi realizada mediante instrucdes
contidas na lista de descritores para a espécie Phaseolus lunatus, onde se observa algumas
categorias de coloragdo, variando assim do verde ao purpura, neste caractere 0s acessos que
obtiveram uma valor igual a 100 ndo possuem nenhuma planta dentro de sua populacdo que
tenha a presenca de antocianina em seu hipocdtilo. Vale ressaltar ainda que ambas as
variaveis apresentaram os maiores valores de H?, de 97,96 e 97,06 e também de 1V, 4 e 3,32
sendo assim para estas carateristicas observa-se uma altissima variabilidade genética e
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também que as caracteristicas devem ser mantidas nos individuos dos grupos ao longo das
geragdes, isto ainda pode ser corroborado pela formacao de varios grupos nos agrupamentos
por média (Tabela 4). Este fato pode ser de grande valia uma vez que plantas que apresentam
antocianina em suas folhas estdo menos propensas a ter problemas por causa de excesso de
luminosidade, além de uma maior protecdo antioxidante (LOPES et al., 2007).

4.2. Diversidade Genética Entre Acessos de Phaseolus lunatus

4.2.1. Diversidade estimada através de variaveis fenotipicas quantitativas

De acordo com a Tabela 6 observa-se para todas as variaveis analisadas uma excelente
precisdo experimental, evidenciada pelos coeficientes de variagdo (CVg) obtidos. Tais
estimativas conduzem a uma alta confiabilidade estatistica dos dados aqui a serem analisados
e discutidos, bem como propiciam a tomada de decisdo de forma mais clara e sélida. O maior
CV obtido foi para a variavel numero de vagens (NuV), com estimativa de 18%, enquanto que
0 menor CV, estimado em 3,9%, foi para a relacdo espessura largura de semente (REL).

Tabela 6. Andlise de variancia das varidveis fenotipicas quantitativas dos 15 acessos de
Phaseolus lunatus.

FV Gl DiC CoF LaF TBF NuN NuvV CoV LaV EsV NLV

Bloco 2 1,8 36,1 48,3 0,1 0,1 23009 81 06 00 01

Trat. 14 0,8"™ 48™ 1745 94 073 2550 57,27 99 07 08"
Residuo 28 04 367 83 02 00 9315 74 03 02 01

X 6,5 739 37,8 7,0 20 1693 523 141 69 27
CVS%) 10,2 8,2 7,6 6,0 10,0 18,0 52 40 58 127
H 48,7 235 952 981 841 635 870 96,7 776 850
rl 24,1 9,3 86,9 945 639 36,7 690 908 536 654
CVq 57 2,6 19,7 250 134 137 78 126 63 174
A 0,6 0,3 2,6 4,2 1,3 0,8 1,5 31 11 14

Gl NuS PuS PTS CoS LaS EsS RCL REL NPS VPB

Bloco 2 96110 00 41504 13 15 10 00 00 00 05
Trat. 14 28956 0,0 2747 1227 547 437 027 00" 01 54
Residuo 28 45844 00 5265 06 06 05 00 00 01 26

X 4142 04 1530 11,7 86 6,3 14 07 31 195
CVS%) 16,3 6,4 15,0 6,5 92 114 4,5 39 80 83
H 842 944 808 952 884 879 976 958 58,7 516
rl 639 850 584 87,0 718 709 931 884 321 262
CVq 21,7 151 17,8 16,7 14,7 178 16,7 10,7 55 49
A 1,3 2,4 1,2 2,6 1,6 1,6 3,7 28 0,7 06

Legenda: FV — Fonte de Variagdo; Trat. — Tratamento; X - média; CV(y- Coeficiente de variagdo experimental; H> —
coeficiente de determinagéo fenotipico; rl — correlagdo intra-classe; CVy — coeficiente de variacdo genotipico; 1V, — indice de
variagdo; Gl — Graus de Liberdade; DiC — didmetro de caule (mm); CoF — comprimento de folha (mm); LaF — Largura de
folha (mm); TBF — Tamanho de botéo floral (mm); NuN — Ndmero de nés; NuV — Nimero de vagens; CoV — Comprimento
de vagem (mm); LaV — Largura de vagem (mm); EsV — Espessura de vagem (mm); NLV — Numero de locus por vagem;
NuS — Numero de sementes; PuS — Peso de uma semente (g); PTS — Peso total das sementes (g); CoS — comprimento de
semente (mm); LaS — Largura de semente (mm); EsS — Espessura de semente (mm); RCL — Relagdo entre o comprimento e
largura de semente; REL — Relacgdo entre a espessura e a largura de semente; NPS - N-proteico presente na semente (%);
VPB - Valor de Proteina Bruta; ns — ndo houve diferenca significativa; * significativo a 5% de probabilidade;
**significativo a 1% de probabilidade
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Para algumas variaveis como comprimento e largura de vagem (CoV e LaV), 0 CV ()
encontrado estd abaixo da amplitude vista em outros trabalhos (MACHADO et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2011). De forma geral, as variaveis diametro de caule (DiC), comprimento
de folha (CoF) e largura de folha (LaF) apresentaram médias, respectivamente, de 6,5, 73,9 e
37,8 mm (Tabela 6 e 7). Os indices de variagdo obtidos (IVy) indicaram reduzida
variabilidade genética para DiC e CoF, enquanto que a maior variagdo entre 0s trés
parametros referidos foi para LaF, sendo este estimado em 2,6. Tal fato € corroborado pela
andlise de variancia efetuada, onde ndo se observa diferenca estatistica significativa entre o0s
tratamentos para as varidveis DiC e CoF, mas apenas para LaF. O Teste de Scott-Knott
(Tabela 7) indicou para LaF que apenas o acesso 11 diferiu dos demais, tendo este a média de
64,4 mm de largura de folha, enquanto que a média foi estimada em 37,8 mm. Portanto,
apesar da variacdo encontrada, de forma geral, ndo h& muitas diferencas na largura de folha
entre os acessos da Colecdo. Comportamento idéntico a LaF ocorreu para a variavel NuN.
Assim sendo, pode-se inferir que para as varidveis morfoldgicas referentes ao caule e folha
dos acessos da Colecao, apenas 0 acesso 11 mostrou-se divergente dos demais.

Deve-se informar também que conforme coeficientes de determinagéo fenotipicos (H?)
estimados, somente as variaveis LaF e NuN proporcionardo maiores ganhos genéticos na
sele¢do de plantas quando comparado com as varidveis DiC e CoF, ou seja, a probabilidade de
se aumentar ou diminuir a largura de folha e o nimero de n6s na planta é maior do que a
probabilidade de se aumentar ou diminuir o didmetro de caule e o comprimento de folha nos
futuros materiais genéticos a serem selecionados.

As variaveis relacionadas a morfologia das vagens no experimento foram: CoV
(comprimento de vagens), LaV (largura de vagens), EsV (espessura de vagens) e NLV
(numero de lécus por vagem). As médias gerais obtidas para estas variaveis foram
respectivamente de 52,3 mm , 14,1 mm, 6,9 mm e 2,7 l6cus (Tabelas 6 e 7). Todas essas
variaveis apresentaram-se com uma razoavel variabilidade genética entre 0S acessos
estudados, principalmente, a variavel LaV, cujo IV foi da ordem de 3,1. A possibilidade de
obtencdo de ganhos genéticos tanto no aumento quanto na largura das vagens e também o
nGmero de l6cus, mostrou-se bastante viavel, sendo as estimativas de H? para estas variaveis
da ordem de 87,0, 96,7, 77,6 e 85,0% (Tabela 6). Na tabela 7 a variavel NLV formou trés
grupos através do método Scott-Knott variando de 3,8 (acesso 11) a 2,1 (acessos 05, 09 e 15),
Oliveira et al. (2011) analisando oito acessos de feijdo-fava no municipio de Mossord
encontraram duas sementes por vagem em todas as plantas analisadas, enquanto que
Guimardes et al. (2007) em trabalho com 14 acessos de feijao-fava ja encontraram uma maior
variacdo, de duas a seis sementes por planta.

Os acessos com os maiores comprimento de vagem foram, em ordem decrescente, os
acessos 11 (x=60,2), 01 (x=57,0), 09 (x=55,1), 02 e 10 (x=55,0), 08 (x=53,1) e 07 (Xx=52,6),
formando assim um agrupamento pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
(Tabela 7). O acesso 11 continuou se destacando dos demais acessos, em LaV com média de
19 mm, porém, ndo se deve deixar de mencionar que pelo Teste de Scott-Knott ocorreu a
formagéo de trés grupos distintos de acessos tanto para CoV quanto para LaV. Oliveira et al.
(2011) ndo observaram diferenca de grupos para CoV em seus 0ito acessos estudados, além
disto a variavel LaV também mostrou pouca diferenca entre grupos em estudos realizados por
Santos et al. (2002), no presente estudo tal fato ndo ocorre, sendo visto altos valores de 1V
para estas variaveis, 1,5 e 3,1 respectivamente.
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Tabela 7. Quadro de agrupamento das médias pelo método de Scott-Knott das 20 varidveis fenotipicas quantitativas dos 15 acessos de Phaseolus
lunatus pertencentes a Colecdo de Germoplasma da UFRRJ.

Acessos DIiC  CoF LaF TBF NuN NuvV CoV Lav EsV NLV NuS PuS PTS CoS LaS EsS RCL REL NPS VPB
1 6,5b 729a 355b 6,2b 2b 6332 57a 15b 6,8c 2,5c 1492* 04b 626,52 11,3c 7,8c 51c 1l44c 0,65c 34a 215a
2 6,6b 715a 38,6b 6,5b 2b  476c 55a 13,8b 7b 25c 1038c 04b 4359 135b 9,5b 5¢c 142c 052d 33a 20,6a
3 6,70 81,7a 37,5b 6,6b 2b  569b 48,4c 136b 69c 3b 1543¢ 0,3c 436,9e 89d 84c 68b 1,05 0,80a 2,8b 17,8a
4 6,5b 72,1a 36,70 6,7b 2b 512b 50,8b 11,1c 6,1c 2,2c 909d 0,3c 326,79 11,6c Tc 49c 166b 0,70b 2,8b 17,3a
5 57b 715a 31,1b 6,5b 2b  541b 44,4c 108c 7b 21c 972d 04c 372,1f 12,7b 66 47c 192a 0,71b 3b 19,3a
6 6,5b 74,4a 36,2b 6,2b 2b  547b 51,3b 14,7b 63c 2,7b 1523* 0,3c 521,7¢c 8,6d 7,2c 6c 1,19d 0,83a 3,3a 20,9a
7 7,4a 75,0a 394b 6,2b 2b  456c 52,6a 14,2b 6,6c 26b 1206b 0,4c 446,9e 119c 83c 59c 143c 0,71b 3b 19a
8 8,la 77,72 36,8b 6,0b 2b 551b 53,1a 14,3b 7,80 3b 1574 0,3c 5649b 9,6d 8,4c 70 114e 0,83a 32a 20,1a
9 6,2b 72,0a 335b 6,7b 2b 530b 551a 142b 7,3b 2,1c 1030c 0,5a 518,1c 136b 95b 6,70 143c 0,70b 34a 2l/4a
10 6,70 71,8a 359 6,7b 2b 526b 55a 138 7b 29b 1441* 0,3c 4732d 114c 75c 53c 152c 0,70b 2,9b 18,4a
11 78a 808a 644a 133a 3a 28% 60,2a 19 7,3b 38a 1136b 0,3d 307,3g 11,9c 10,1b 7,5b 1,17d 0,74b 3,4a 20,6a
12 6,4b 729a 36,4b 6,6b 2b 629a 455c 14,4b 65c 2,70 1637* 0,3c 5485b 10,9c 10b 83a 1,09 0,83a 3,1b 19,6a
13 6,5b 715a 34,6b 6,3b 2b 519 479c 145b 6,4c 28b 1487 0,3c 4915d 11,1c 9% 74b 123d 0,82a 2,8b 17,5a
14 56b 77,1a 36,1b 6,8b 2b  442c 56a 14,1b 81a 24c 909d 05a 447,6e 16,8a 11.6a 83a 155c 0,71b 3,1b 19a
15 5b5b 66,2a 34,4b 6,8b 2b  400d 51,4b 135b 7b 21c 768 05a 364,1f 123c 7,9c 57c 155b 0,72b 3,1b 192a
X 6,58 7394 3780 694 206 508 5224 14,06 694 262 12443 0,36 458,79 11,74 858 630 138 0,73 3,10 1948

Legenda: DiC — didmetro de caule (mm); CoF — comprimento de folha (mm); LaF — Largura de folha (mm); TBF — Tamanho de bot&o floral (mm); NuN — Numero de nés; NuV — Ndmero de
vagens; CoV — Comprimento de vagem (mm); LaV — Largura de vagem (mm); EsV — Espessura de vagem (mm); NLV — Ndmero de locus por vagem; NuS — NUmero de sementes; PuS — Peso
de uma semente (g); PTS — Peso total das sementes (g); CoS — comprimento de semente (mm); LaS — Largura de semente (mm); ESS — Espessura de semente (mm); RCL — Relagéo entre o
comprimento e largura de semente; REL — Relagdo entre a espessura e a largura de semente; NPS - N-proteico presente na semente (%); VPB — Valor de Proteina Bruta; X - Média; Medidas
seguidas da mesma letra em cada coluna pertencem a mesma classe, de acordo com o teste de Scott-Konott (P<0,005).
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Vale destacar que a variavel espessura de vagem (EsV) apresentou a formacéo de trés
grupos (Tabela 7) e a maior média foi encontrada no acesso 14, cujo valor foi de 8,1 mm,
enguanto que a media geral foi de 6,9 mm, sendo, estatisticamente, a maior média para essa
caracteristica.

As médias das variaveis relacionadas diretamente com a producdo NuV (numero de
vagens), NLV (nimero de I6cus por vagem), PuS (peso de uma semente), CoS (comprimento
de semente), LaS (largura de semente), ESS (espessura de semente), RCL (relacdo
comprimento e largura de semente), REL (relagdo espessura e largura de semente), NuS
(ndmero de sementes) e PTS (peso total de semente) apresentaram, de forma geral,
respectivamente médias de 169,3 vagens, 2,7 locus, 0,4 g, 11,7 mm, 8,6 mm, 6,3 mm, 1,38
mm, 0,73 mm, 414,2 sementes e 153,0 g (Tabela 6). Essas varidveis apresentaram
consideravel variagdo no geral, fato este que pode também ser observado pelo Teste F, que
indicou diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. Excetuando as variaveis
referentes a relacdo entre uma variavel e outra, nota-se na Tabela 6 que o comprimento da
semente e 0 peso de uma semente foram as caracteristicas que mais variaram dentre as
relacionadas diretamente com a producdo. Tal constatacdo é também corroborada pelas
analises referentes as médias, via Teste de Scott-Knott, onde tanto CoS quanto PuS, formaram
quatro grupos distintos. Silva (2011) analisando a diversidade genética entre 192 subamostras
de feijao-fava pertencentes ao banco de germoplasma da EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia, observou uma ampla variagdo para os valores de CoS e LaS, sendo 8,61 a
21,03 mm e 6,56 a 14,03 mm respectivamente.

A variavel, nimero de vagens (NuV) é de grande importancia, ja que para a espécie €
recomendavel um valor superior a 20 vagens por planta (SILVA E FREITAS, 1996), no
presente trabalho a média geral dos acessos ficou em torno de 508 vagens, com uma
estimativa de aproximadamente 34 vagens por planta, Oliveira et al. (2011) obtiveram uma
média muito similar de 34,5 vagens por planta entre seus 8 acessos estudados, também
apresentando um acesso com média de 19 vagens por planta.

O peso total de semente (PTS), ou seja, a producéo propriamente dita, apresentou 1V
de 1,2, e H® de 80,8% (Tabela 6), indicando, respectivamente, que PTS é um carater possuidor
de razoavel variabilidade genética e alta probabilidade para obtencéo de ganhos genéticos, ou
seja, aumento da producdo. Observa-se na Tabela 7 que o acesso 01 foi estatisticamente o
mais produtivo, com média de 626,5 g, em seguida, observam-se 0s acessos 08 e 12, com
médias de 564,9 e 548,5 g, respectivamente. Os acessos 06 e 09 apresentaram médias
respectivamente, de 521,7 e 518,1 g, sendo estatisticamente os terceiros mais produtivos. Na
quarta posicdo ficaram os acessos 10 e 13, respectivamente produzindo 473,2 e 491,5 g, em
seguida, na quinta posicdo, os acessos 02, 03, 07 e 14, estatisticamente iguais, apresentaram
médias de producdo de 435,9, 436,9, 446,9 e 447,6 g. Os menos produtivos foram 0s acessos
04, 05, 11 e 15, com médias de producdo de 326,7, 372,1, 307,3 e 364,01 g, respectivamente.
Porém, deve-se mencionar que o0s acessos 05 e 15 foram estatisticamente superiores aos
acessos 04 e 11. Com base nestes dados pode-se inferir que existe uma alta variabilidade
genética para o carater producdo na Colecdo de Germoplasmas da UFRRJ, o que possibilita
selecionar acessos e gendtipos individualmente, bem como programar cruzamentos afim de,
se explorar melhor os efeitos da heterose ou vigor hibrido, Broughton et al. (2003) afirmaram
que para se conseguir aumentar a produtividade em feijoeiro, pelo menos um dos
componentes de produtividade deve ser considerado, como 0 numero de vagens por planta, o
namero de sementes por vagem, o peso de 100 sementes e 0 peso total de graos.

Na alimentacdo dos brasileiros o feijdo € uma das principais fontes de proteinas, e de
acordo com Sgarbieri (1980) o consumo diario de feijdo esta entre 50 e 100g por dia/pessoa,
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havendo desta maneira uma contribuicdo de 28% de proteinas e 12% de calorias ingeridas.
Sendo assim variéveis ligadas & qualidade nutricional das sementes de feijdo ganham grande
importancia, neste trabalho foram avaliadas dois caracteres, a porcentagem de N protéico
contido na semente (NPS) e valor de proteina bruta (VPB). Na Tabela 6 pode-se observar que,
PNS e VPB apresentaram 0s menores indices de variagdo (V) entre todas as variaveis
estudadas, porém, ainda com estimativas ndo tdo baixas, sendo estas da ordem de 0,7 e 0,6,
respectivamente.

Estatisticamente pelo Teste F houve diferencas significativas entre os tratamentos para
as variaveis NPS e VPB (Tabela 6), porém, ndo foi possivel observar diferencas estatisticas
através do Teste de média via Scott-Knott para VPB (Tabela 7). Por esse mesmo teste foi
possivel separar em dois grupos, os acessos 01, 02, 06, 08, 09 e 11 como os detentores das
maiores médias de NPS e os acessos 03, 04, 05, 07, 10, 12, 13, 14 e 15 com as menores
médias. Silva et al. (2010) trabalhando com trés cultivares de feijdo-comum encontraram
valores superiores ao presente trabalho para proteina bruta, variando de 24,5 a 25,6, na
literatura ainda sdo citados outros valores, que variam de 22 a 29,5 (MOURA, 1998;
ESTEVES, 2000; RIOS, 2003), enquanto que a variagdo aqui obtida foi de 21,5 a 17,3, desta
maneira em comparacdo ao feijdo comum o feijdo-fava possui um valor proteico menor,
porém deve-se ressaltar que o programa de melhoramento da espécie de feijao-fava ainda
tende a avancar, priorizando o0 aumento produtivo e nutricional nos graos da espécie.

Os coeficientes de determinacéo fenotipicos obtidos (H?) indicaram dificuldades no
processo de selecdo quando se objetiva 0 aumento nutricional das sementes dos diferentes
acessos no experimento, ou seja, a possibilidade de aumento é realmente bastante reduzida.
Neste caso, as possibilidades sdo a insercdo de novos materiais genéticos na Colecdo e a
obtencdo de hibridos, buscando-se explorar os efeitos benéficos da heterose em tal caréter,
como por exemplo, a ocorréncia de heterobeltiose.

Para Moura et al. (1999) a determinacdo da dissimilaridade genética apresenta-se
como uma boa ferramenta para a identificacdo da variabilidade genética, pois possui a
capacidade de dimensionar varios caracteres simultaneamente nos genotipos. A partir da
Figura 3, que mostra o agrupamento via método do UPGMA, estimado pela distancia de
Mahalanobis, com amplitude de 30 observa-se a formagéo de cinco grupos distintos, porém,
quatro desses grupos séo formados por apenas um acesso, sao eles: 02, 14, 11 e 05. O quinto
grupo é formado pelos demais acessos aqui estudados, ou seja, pelos outros onze acessos.
Deve-se informar que o ponto de corte ou nimero de grupos 6timo no dendrograma foi
estimado através do algoritmo proposto por kelley et al. (1996), denominado Kelley-Gardner-
Sutcliffe penalty function (KGS). Fonseca e Silva (1997) trabalhando com acessos de feijao-
comum, utilizando a mesma distancia s6 que com agrupamento via método Vizinho mais
Proximo, observou a formacdo de trés grupos, a partir dos sete acessos avaliados, com uma
baixa amplitude de divergéncia (20).

Dois desses grupos formados com um Unico acesso foram compostos pelos acessos 11
e 05, que figuram entre os quatro acessos, as menores médias de PTS, ou seja, producao total
de sementes. Os outros dois grupos foram formados, um pelo acesso 14 e outro pelo acesso
02. O acesso 14 destacou-se por conter a maior espessura de vagem (EsV) e as maiores
médias para comprimento de semente (CoS) e largura de semente (LaS), porém em relacédo ao
valor de PTS se caracteriza como um dos menos produtivos, juntamente com o acesso 02, no
qual se destaca apenas por apresentar a segunda maior média para o valor de proteina bruta
(VPB).

Nota-se na Figura 4 que 0 acesso 11 manteve-se também, via PCA (Principal
Component Analysis), distante dos demais acessos, indicando que este material genético é
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realmente divergente dos demais. A PCA também mostrou que os acessos 02, 14 e 05, que
formaram apenas um grupo cada um deles na analise de agrupamento via UPGMA, divergiu
levemente da maioria dos acessos, e esta analise indicou também os acessos 04 e 15 como
divergentes também da maioria dos acessos estudados. Vale destacar que estes trés Gltimos
acessos citados se destacaram por estarem entre 0S acessos que menos produziram na
Colecdo, além do acesso 11. Com base nestes relatos, pode-se afirmar que na anélise de PCA
indicou uma tendéncia de posicionar 0s acessos menos produtivos na parte inferior do gréafico.
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Figura 3. Dendrograma de dissimilaridade genética obtido a partir da distancia de mahalanobis e o0 método de agrupamento
UPGMA, das varidveis fenotipicas quantitativas dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Colecdo de
Germoplasma da UFRRJ. Correlagdo Cofenética = 0,79.

Ainda na Figura 3, observa-se que o maior grupo formado se subdivide, a uma
distancia genética em torno de 0,2, em dois grupos, um deles formado apenas pelo acesso 04,
e o outro formado pelos demais. Deve-se dizer que o acesso 04 destacou-se como um dos
menos produtivos, e dispersou-se também na PCA (Figura 4). O outro grupo, que agrega a
maior parte dos acessos, se subdividiu, a uma reduzida distancia genética em torno de 0,17,
em trés pequenos grupos, um formado pelo acesso 01 e 10, outro formado pelos acessos 09,
15 12, 07 e 13, que também se subdividiu, e outro grupo formado pelos acessos 08, 03 e 06.
Este grupo formado por estes acessos agrupou 0s materiais genéticos mais produtivos do
experimento, entre eles os acessos 01, 12 e 08, respectivamente, 0 de maior producéo e,
estatisticamente, os dois Ultimos acessos citados, como segundo no ranking de producdo. O
grupo formado pelos acessos 09, 15 12, 07 e 13 se subdividiu em dois pequenos grupos,
formados, um formado pelos acessos 09 e 15, e outro pelos acessos 12, 07 e 13.
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Figura 4. Gréfico de disperséo referente as varidveis quantitativas dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a
Colegdo de Germoplasma da UFRRJ, considerando os trés primeiros componentes principais (C1, C2 e C3).

As andlises multivariadas via UPGMA e PCA indicaram razoavel a baixa diversidade
genética a partir dos caracteres fenotipicos quantitativos, visto, respectivamente, a formacéo
de grupos distintos bem definidos e a tendéncia de dispersdo de acessos produtivos e néo-
produtivos, respectivamente, nas porgoes superior e inferior do grafico da PCA. Tal fato
confirma a diversidade genética j& encontrada nas andlises univariadas anteriormente
discutidas, porém, aqui ha um nivel muito menor do que quando se considerou as variaveis
individualmente. Dessa forma, a Colegcdo de Germoplasma de Phaseolus lunatus da UFRRJ
agrega razoavel diversidade fenotipica e possibilita 0 avanco do Programa de Melhoramento
da espécie conduzido na mesma Instituicdo. Porém, é necessario cautela na inferéncia sobre a
diversidade entre os acessos do maior grupo formado porque as bifurcacdes ndo se
apresentaram muito altas, ou seja, ocorreram em pequenas distancias genéticas, e portanto,
analises dos dados qualitativos e genotipicos se fazem muito Uteis na discussdo e na inferéncia
do nivel de diversidade entre 0s acessos que compde a referida Colecdo de Germoplasma.

Conforme as estimativas de autovetores e autovalores estimados e mostrados na
Tabela 8, foi possivel, através da PCA, inferir sobre as variaveis que mais influenciaram a
diversidade aqui estimada. Em decrescente as varidveis que mais contribuiram para a
diversidade foram: largura de folha (LAF), nimero de sementes (NUS), producdo total de
sementes (PTS), espessura de semente (EPS) e comprimento de folha (COF), enquanto que
namero de nds (NUN), nimero de locus na vagem (NLV), espessura de semente (EPS),
comprimento de semente (COS) e a percentagem de N proteico na semente (PNS) foram as
que apresentaram a menor contribuicdo sobre a diversidade. Dessa forma, no presente
trabalho, as variaveis relacionadas a morfologia da folha e relacionadas as sementes foram as
que mais contribuiram para a estimativa da diversidade genética. Fonseca e Silva (1997)
trabalhando com acessos de feijdo-comum via variaveis canbnicas também encontraram a
largura e comprimento de folha e nimero de sementes como variaveis de importancia para a
diversidade.
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Tabela 8. Estimativas de variancia (autovalores), coeficiente de ponderagdo associados (autovetores) e contribuicdo relativa e acumulada a partir
das 20 variaveis quantitativas avaliadas em 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Cole¢do de Germoplasma da UFRRJ.

Variaveis CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9 C10
DC 0,25 0,18 -0,03 -0,19 0,37 -0,02 -0,22 0,13 0,70 -0,12
CF 0,26 0,11 -0,00 0,15 0,42 0,48 0,11 0,37 -0,31 -0,24
LF 0,34 -0,07 -0,16 -0,08 -0,04 -0,05 0,12 0,09 -0,01 -0,08
TBF 0,31 -0,14 -0,19 -0,04 -0,21 0,09 0,20 -0,13 -0,10 -0,14
NN 0,32 -0,10 -0,17 -0,07 -0,19 0,10 0,17 -0,13 -0,02 -0,13
NV -0,19 0,28 0,25 -0,05 0,09 0,12 0,45 -0,05 -0,10 -0,27
cV 0,21 -0,23 0,14 -0,20 0,31 -0,23 -0,36 -0,13 -0,26 -0,39
LV 0,34 -0,01 0,13 -0,04 -0,17 -0,25 -0,10 -0,18 -0,18 0,02
EV 0,10 -0,28 0,18 0,24 0,27 0,47 -0,15 -0,36 0,04 0,44
NLV 0,33 0,15 -0,07 -0,02 0,15 -0,07 0,04 -0,29 -0,11 0,27
NS 0,08 0,40 0,19 -0,03 0,08 -0,06 0,17 -0,31 -0,09 0,11
P1S -0,16 -0,29 0,30 0,09 -0,03 -0,00 -0,29 0,15 -0,25 -0,10
PT -0,04 0,20 0,48 0,06 0,07 -0,09 -0,00 -0,28 0,05 -0,19
CS -0,04 -0,39 0,08 0,22 0,11 -0,10 0,25 -0,17 0,23 -0,24
LS 0,18 -0,15 0,23 0,40 0,03 -0,27 0,26 0,18 0,15 0,07
ES 0,19 0,06 0,16 0,50 -0,20 -0,04 0,01 0,01 0,17 -0,17
CIL -0,23 -0,26 -0,18 -0,15 0,03 0,23 0,13 -0,42 0,18 -0,30
E/L 0,06 0,31 -0,03 0,28 -0,39 0,32 -0,43 -0,15 0,08 -0,30
N% 0,17 -0,13 0,34 -0,32 -0,25 0,18 0,06 0,17 0,10 0,01
P 0,11 -0,11 0,39 -0,33 0,24 0,25 0,07 0,14 0,15 0,14
A 7,06 4,80 3,08 2.23 0,89 0,59 0,41 0,29 0,28 0,18
A (%) 35,34 24,04 15,41 11,15 4,48 2,96 2,09 1,48 1,40 0,93
A (%)s 35,34 59,39 74,80 85,95 90,44 93,41 95,50 96,99 98,40 99,33

...Continuacéo
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Variaveis CP11 CP12 CP13 CP14 CP15 CP16 CP17 CP18 CP19 CP20

DC 0,10 0,30 -0,09 -0,13 -0,06 -0,01 0,09 0,03 -0,00 -0,02
CF -0,36 -0,01 -0,12 0,01 0,00 -0,06 -0,05 -0,03 0,04 -0,03
LF -0,01 0,14 0,75 -0,02 0,31 0,10 -0,18 0,02 -0,18 0,19
TBF 0,31 0,15 -0,25 -0,29 -0,14 -0,49 -0,23 0,20 0,04 0,23
NN 0,13 0,22 -0,27 0,47 -0,13 0,54 -0,02 -0,01 -0,10 -0,17
NV 0,46 0,12 0,07 -0,11 0,17 0,07 0,42 -0,11 0,01 0,05
Cv 0,28 -0,42 0,02 -0,04 -0,03 0,13 -0,02 0,00 0,12 -0,01
LV -0,32 0,26 -0,24 -0,31 0,40 -0,00 0,26 -0,31 0,03 -0,11
EV 0,27 0,05 0,03 -0,60 0,20 0,04 -0,07 -0,10 -0,09 -0,02
NLV -0,11 -0,04 0,21 0,31 -0,31 -0,24 0,51 0,13 0,15 0,14
NS -0,14 -0,01 0,08 -0,42 -0,30 0,28 -0,29 0,28 -0,13 -0,23
P1S -0,00 0,61 0,17 -0,04 -0,32 0,03 0,13 0,25 -0,00 -0,01
PT -0,14 0,16 -0,05 0,48 0,16 -0,26 -0,38 -0,01 -0,06 0,19
CS -0,29 -0,16 -0,08 -0,10 -0,13 0,03 0,22 0,03 -0,51 0,26
LS 0,06 -0,07 -0,07 0,07 0,28 0,04 0,00 0,49 0,35 -0,18
ES 0,08 -0.05 0,21 -0,02 -0,38 -0,04 -0,11 -0,54 0,20 -0,09
C/L -0,28 0,07 0,19 -0,04 0,04 -0,05 -0,00 0,03 0,46 -0,29
E/L -0,02 -0,16 0,02 -0,01 0,18 0,59 0,19 0,34 -0,07 0,08
N% 0,02 -0,21 0,11 0,07 -0,04 -0,32 0,11 0,04 -0,30 -0,54
P 0,15 -0,15 -0,03 -0,11 -0,11 0,28 0,00 -0,00 0,34 0,48
N 0,06 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
AN (%)1 0,34 0,26 0,04 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
A (%):2 99,67 99,93 99,98 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 99,99 100

Legenda: DC — Diametro de caule (mm); CF —Comprimento de folha (mm); LF — Largura de folha (mm); TBF — Tamanho de botéo floral (mm); NN — Numero de nés; CV — Comprimento de
vagem (mm); LV — Largura de vagem (mm); EV — Espessura de vagem (mm); NLV — Ndmero de locos na vagem; NS — Nimero de sementes; P1S — Peso de 1 semente (gr); PT — Peso total de
sementes (gr); CS — Comprimento de semente (mm); LS — Largura de semente (mm); EV — Espessura de semente (mm); C/L — Relagdo entre comprimento e largura de semente; E/L — Relagéo
em espessura e largura de semente; N% - Porcentagem de N-proteico na semente (%); P — Valor proteico presente na semente; Aj — Autovalores; Aj (%)~ Aj Relativa; Aj (%), — Aj Acumulada.
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Mediante a Tabela 8 pode-se observar que foram necessarios quatro componentes
principais para explicar os 85,95% da variancia total obtida, onde os trés primeiros
componentes foram responsaveis por 74,80% desta variagdo. Apesar deste valor ndo estar
dentro do padrdo recomendado por Cruz e Carneiro (2003), optou-se pela plotagem do
gréfico, pois o valor fica bastante aproximado ao advertido por Morrison (1976).

4.2.2. Diversidade estimada através de variaveis fenotipicas qualitativas

Inicialmente observa-se que todos 0s acessos aqui trabalhados tiveram habito de
crescimento (HC) do tipo indeterminado, que caracteriza-se 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). Conforme Sax (1926), Miranda (1973) e
Freire Filho (1980), o habito de crescimento indeterminado se trata de uma caracteristica
monogénica. Oliveira et al. (2011) afirmaram que cultivares com habitos de crescimento
indeterminado possuem uma maior produtividade em comparacdo aos de habito determinado,
uma vez que o crescimento vegetativo nestas plantas prossegue com a emissao de novos nos,
local onde sdo emitidas novas floragdes. De forma geral em estudos relacionados a feijdo-fava
nota-se predominio de plantas com este padrdo de crescimento (SANTOS et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2004). No nordeste brasileiro plantas com este padrdo de crescimento € a
escolha mais comum entre os pequenos produtores (GUIMARAES et al., 2007).

No que se refere ao tipo de ramificacdo (Tabela 9) todos os acessos apresentaram
ramificacdo densa, e apenas o acesso 11, um tipo distinto de ramificacdo, partindo-se do
terceiro n6 do caule principal. Portanto, sendo 0 acesso 11, um acesso com um numero
acentuadamente menor de ramificagcdes em relacdo aos demais.

Com base nas descricdes acima pode-se inferir que exista uma base genética
relativamente estreita quando considera-se a arquitetura das plantas da Colecao de feijao-fava.
Tal fato pode ser corroborado quando considera-se também mais uma variavel relacionada ao
caule das plantas, ou seja, o diametro do caule (DiC), onde, conforme ja discutido, observou-
se uma dos menores indices de variacdo detectados no presente experimento (Tabela 6), e
portanto, uma reduzida diversidade genética. Assim sendo, espera-se maiores dificuldades
guando o objetivo for alterar a arquitetura da planta considerando apenas 0s genotipos
existentes na Colecgéo de feijao-fava da UFRRJ.

Ainda em relacdo ao caule da planta, apenas a variavel pigmentacdo do caule
apresentou alta variagdo. Observa-se na Tabela 9 que apenas os acessos 05, 06 e 07 néo
segregaram. De forma geral, observa-se nesta Tabela, que houve, dentro dos acessos, um
predominio de auséncia de pigmentacdo no caule entre as plantas estudadas, porém, excecdo
apenas para os acessos 02, 09, 14 e 15, que apresentaram uma porcentagem maior de plantas
com pigmentagdo nos nds. Guimaraes et al. (2007) também observaram um predominio de
auséncia de pigmentacao no caule nos 14 genotipos de feijao-fava avaliados.

Para as folhas observa-se uma grande variabilidade para a forma e cores das folhas
apresentadas pelos acessos avaliados na Colecdo de Germoplasma da UFRRJ (Figura 5). Na
Tabela 9 também s&o descritos variaveis relacionadas a folha, como formato, cor da folha
(limbo), nervura e pilosidade. Ao contrario das varidveis relacionadas ao caule, as
relacionadas a folha apresentaram uma elevada diversidade entre e dentro dos genotipos,
evidenciando que para estas variaveis, 0s acessos analisados ainda possuem muitos loci em
heterozigose. Deve-se dizer que apenas a cor da nervura foi idéntica a todos 0s acessos,
considerando variagdes entre e dentro. Observou-se também na Tabela 9 que apenas 0 acesso
02 e 11 ndo segregaram para o tipo de folha, sendo, respectivamente, dos tipos oval e
redonda.
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Tabela 9. Caracterizacdo quanto ao tipo de ramificacdo (RAM), a pigmentacédo do caule (PiC), o formato da folha (FoF), a cor da folha (CrF) e a
pilosidade das folhas (PiF) dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Cole¢do de Germoplasma da UFRRJ.

Pigmentacdo do Caule Pilosidade de Folha

Acessos RAM (PIC)* Forma de Folha (FoF)* Cor de Folha (CrF)* (PiIF)*
A Localizada Oval- Verde Verde Verde Ligeiramente
Ausencia nos nds Oval lanceolada Redonda Palido  Intermediario  Escuro Glabra Pubescente
1 DR 87 13 40 60 0 27 46 27 53 47
2 DR 47 53 100 0 0 27 27 46 47 53
3 DR 87 13 33 67 0 7 40 53 60 40
4 DR 87 13 73 27 0 60 33 7 60 40
5 DR 100 0 20 80 0 47 47 6 20 80
6 DR 100 0 47 53 0 27 33 40 60 40
7 DR 100 0 80 20 0 6 47 47 67 33
8 DR 80 20 47 53 0 27 53 27 73 27
9 DR 27 73 20 80 0 7 73 20 20 80
10 DR 87 13 80 20 0 13 47 40 27 73
11 CPPN 93 7 0 0 100 80 13 7 60 40
12 DR 93 7 67 33 0 13 40 47 20 80
13 DR 73 27 40 60 0 20 73 7 53 47
14 DR 47 53 60 40 0 60 33 7 47 53
15 DR 47 53 80 20 0 53 27 20 40 60

Legenda: DR — Densamente Ramificada; CPPN — Caules principais a partir dos Primeiros N@s;
*Observagdo: Os valores das varidveis representam a porcentagem de plantas dentro do acesso que apresentam a determinada caracteristica
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No presente experimento, ha um predominio do formato de folha oval e oval-
lanceolado.Tal fato foi bastante esperado visto que a média da largura de folha (LaF) e
comprimento de folha (CoF) foram, respectivamente, de 0,3 e 2,6 cm (Tabelas 6 e 7),
portanto, havendo uma tendéncia das folhas serem mais compridas e menos largas, e assim,
tendendo também para tipos oval e lanceolado. Segundo Halvankar e Patil (1994) esta
variavel possui herangca monogénica.

r - OO "/

Figura 5. Representacdo das trés categorias de folhas observadas entre os 15 acessos de Phaseolus lunatus na Colecéo de
Germoplasma da UFRRJ; A — Folha Redonda; B — Folha Oval; C — Folha Oval-lanceolada.

Quanto a cor da folha os acessos apresentaram-se bastante variados entre e dentro
(Tabela 9) e, realmente, ndo houve efetivamente um predominio de nenhum dos tipos neste
descritor que, alids, caracteriza-se pela tonalidade da cor verde nas folhas. ConclusGes
baseadas em avaliagdes visuais da tonalidade podem ser bastante inconsistentes, inclusive no
presente caso. Como j& foi mencionado anteriormente, a cor das nervuras das folhas foi a
mesma tanto entre como dentro de cada acesso trabalhado. Para conclusfes mais solidas
quanto & tonalidade da cor verde no limbo foliar e na nervura das folhas propde-se no presente
trabalho que sejam utilizadas metodologias que possam inferir de forma mais segura sobre a
tonalidade da cor verde no limbo foliar e nas nervuras das folhas.

A pilosidade das folhas foi uma das variaveis de maior diversidade genética entre e
dentro dos acessos (Tabela 9). Observa-se que todos 0s acessos apresentaram plantas do tipo
glabra e ligeiramente pubescentes, evidenciando assim, a existéncia de gendtipos segregantes
NOS acessos.

Na Tabela 10, observa-se dados referentes ao tempo médio de floracdo e a morfologia
das flores nos acessos de feijao-fava. Dos quatro tipos propostos pelo IPGRI (2001) para o
descritor cor de flor, observou-se apenas a presenca dos tipos branca e rosa (Figura 6), com
uma predominancia muito alta do primeiro tipo mencionado. Segundo Romero (1961) a luz
solar provoca rapidamente uma diminuicdo nos tons das cores das flores, desta forma tomou-
se o cuidado de realizar as avaliacfes desta varidvel nas primeiras horas da manhad. O acesso
11 destaca-se por possuir uma inflorescéncia bastante diferenciada dos outros acessos (Figura
6), vale lembrar que este 0 acesso 11 também obteve a maior média para tamanho de botéo
floral (Tabela 7).

Apenas 0s acessos 06, 07, 10, 11, 12 e 13 ndo segregaram para a cor de flor, exibindo
a cor branca. Além dos acessos anteriormente citados, também o acesso 08 ndo segregou para
a cor de quilha (Tabela 10), e deste grupo, excluindo-se o acesso 10, todos os demais nédo
segregaram para a cor do estandarte, conforme apresentado na Tabela 10.

Ainda sobre Tabela 10 informa sobre o descritor, abertura de asas, ou seja, abertura
das pétalas florais. Neste caso, apenas o0s acessos 06, 11, 12 e 13 ndo segregaram para O
descritor abertura das asas (Tabela 10). Tais analises revelaram que 53% dos acessos
avaliados ainda segregam para cor de flor, e somente os acessos 06, 11, 12 e 13 néo
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segregaram para nenhum dos descritores relacionados a morfologia da flor, ou seja, apenas
26,67%. Resumidamente, esses acessos apresentaram cor de flor branca, cor de quilha
esverdeada, cor do estandarte branca e pétalas fechadas. Dessa forma, pode-se inferir que
aspectos morfolégicos da flor na Colegédo de feijdo-fava da UFRRJ, segregam dentro e entre
acessos, porém, alguns acessos ja possuem alelos fixados quanto as variaveis relacionadas ao
descritor mencionado.

Figura 6. A — Flores Rosas; B — Inflorescéncia pertencente ao acesso 11; C - Flores Brancas.

Com relacdo ao tempo médio de floragdo (TMF), o que se pode observar atravées da
Tabela 10 é que o acesso 02 e 09 foram o0 mais precoces, apresentando plantas em floracao
aos 62 dias ap6s a semeadura, sendo que a maior parte dos acessos apresentou a floracdo aos
68 dias (01, 03, 07, 08, 10, 13), e apenas 0 acesso 11, apresentou floracdo aos 71 dias, sendo o
mais tardio. Santos et al. (2002) observaram em feijdo-fava que as variedades “Amarelo-
cearense” e “Orelha-de-vo” apresentaram floragdo aos 49 dias, enquanto que as variedades
“Boca-de-moga”, “Raio-de-sol”, “Branquinha” e “Morord” levaram 71 dias para florescer.
Uma importante vantagem das variedades precoces € a possibilidade da realizacdo de até trés
cultivos ao ano, aumentando desta forma a renda dos pequenos produtores (FREIRE FILHO
et al., 2005).

Quanto a curvatura da vagem, apenas 0 acesso 11 apresentou vagens curvas, enquanto
0s demais acessos apresentaram vagens ligeiramente curvadas (Figura 7). Vale lembrar que o
acesso 11 apresentou as maiores médias para comprimento e largura de vagem (CoV e LaV),
bem como maior nimero de l6cus (Tabela 7).

Figura 7. A — Vagens ligeiramente curvas; B - Vagens curvas.
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Tabela 10. Tempo médio de floracdo em dias (TMF), cor de asa (CrA), cor de quilha (CrQ), cor de estandarte (CrE), pilosidade de estandarte
(PIE) e abertura de asas (AbA) realizada nos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Colecdo de Germoplasma da UFRRJ.

Acessos TMF Cor das Asas (CrA)* Cor de Quilha (CrQ)* Cor do Estandarte Abertura das Asas (AbA)*

(Cre)*
Branco Rosa Esverdeada Tingida Branco Rosa Fechada Me('zlal\gr;?tr;] ;nte
1 68 80 20 73 27 73 27 100 0
2 69 47 53 33 67 33 67 100 0
3 68 93 7 93 7 93 7 100 0
4 62 93 7 93 7 93 7 67 33
5 69 87 13 73 27 73 27 73 27
6 67 100 0 100 0 100 0 100 0
7 68 100 0 100 0 100 0 93 7
8 68 93 7 100 0 100 0 93 7
9 62 13 87 13 87 20 80 93 7
10 68 100 0 100 0 93 7 67 33
11 71 100 0 100 0 100 0 100 0
12 69 100 0 100 0 100 0 100 0
13 68 100 0 100 0 100 0 100 0
14 66 13 87 13 87 27 73 80 20
15 67 13 87 13 87 20 80 87 13

*Observacao: Os valores das variaveis representam a porcentagem de plantas dentro do acesso que apresentam a determinada caracteristica
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A partir da Tabela 11 verifica-se a classificacdo da forma da semente (FoS) e do perfil
da semente (PeS) como descrito no item 3.5.1, a maior parte dos acessos avaliados apresentou
formato esférico e o perfil semi-achatado, apenas os acessos 04 e 05 apresentaram a forma de
semente oblonga. De acordo com Vilhordo et al. (1996), tal caracterizagdo é importante na
identificacdo de variedades. Os resultados encontrados no presente trabalho sdo similares aos
de Santos et al. (2002) onde também verificaram as mesmas formas e perfis entre as 8
variedades por eles avaliadas. 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 é um fator que pode contribuir para a boa comercializacdo do
produto dependendo das preferéncias dos consumidores em diferentes regides (GUIMARAES
et al., 2007). A partir da Figura 8 pode ser vista a ampla variabilidade dos diferentes
tegumentos e perfis das sementes dos 15 acessos estudados na Colecdo de Germoplasmas de
feijao-fava da UFRRJ.

Em relagdo ao peso de cem sementes (PCS) foi observada uma variagdo de 27,05 a
49,34 g, respectivamente para 0s acessos 11 e 14. Apesar do acesso 01 ser o mais produtivo
(Tabela 7), o peso unitario de suas sementes € menor em comparagao ao acesso 14, sendo
0,40 e 0,50 g respectivamente (Tabela 7). De maneira geral encontra-se na literatura uma
grande variacdo para a variavel, peso de cem sementes (SANTOS et al., 2002; OLIVEIRA et
al.,, 2011). A partir do peso de cem sementes (PCS) também é possivel realizar uma
classificacdo mediante ao tamanho, para tanto foi utilizada a classificagdo de Mateo Box,
citado por Vilhordo et al. (1996) onde sementes maiores que 60 g sdo consideradas grandes, o
tamanho normal possui uma variacdo entre 40-59,9 g e finalmente o tamanho médio com
sementes menores que 40 g. Desta maneira a maior parte dos acessos possui tamanho medio,
enquanto que os acessos 01, 02, 09, 14 e 15 foram consideradas normais. Para Dobert e
Blevins (1993) o tamanho da semente é bastante significativo, uma vez que eles verificaram
que plantas oriundas de sementes maiores produziram mais nédulos e matéria seca de parte
aerea.

B B

Acesso 01 Acesso 02

Figura 8. Imagem das sementes dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Cole¢do de Germoplasma da
UFRRJ.
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Castineiras (1991) reconhece trés grupos de feijdo-fava a partir da forma e do peso das
sementes, o grupo “Batata” (sementes pequenas, com peso de 100 sementes entre 35-50 g), 0
“Sieva” (sementes médias e planas, com peso de 100 sementes entre 51-70 g) e o “Grande
Lima” (sementes grandes, com peso de 100 sementes entre 71-110 g). Mediante este critério
de avaliacdo os 15 acessos analisados durante o trabalho pertencem ao grupo “Batata”. Silva
(2011) também observou um predominio de aproximadamente 78% do grupo “Batata” entre
as 192 subamostras de Phaseolus lunatos que analisou, porém dentro de seu trabalho ainda
encontrou subamostras representantes dos outros grupos descritos.

Segundo a teoria de dispersdo proposta por Mackie (1943) que baseia-se na
morfologia das sementes, 0s acessos fariam parte da ramificagdo Caribe que é constituida por
sementes pequenas e mais globosas. Esquivel et al. (1990) estudando 173 subamostras de
feijdo-fava encontrou os trés grupos citados anteriormente e além disto algumas sementes
com caracteristicas intermediarias aos trés.

Tabela 11. Variaveis relacionadas a forma de semente (FoS), perfil de semente (PeS), pesos
de cem sementes (PCS) e os grupos dos 15 acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a
Colecédo de Germoplasma da UFRRJ.

Acessos FoS PeS PCS Grupo
1 Eliptica Achatada 42,50 Batata
2 Esférica Achatada 41,97 Batata
3 Esférica Cheia 33,31 Batata
4 Oblonga Semi-Achatada 34,06 Batata
5 Oblonga Semi-Achatada 38,15 Batata
6 Esférica Cheia 35,00 Batata
7 Eliptica Semi-Achatada 37,35 Batata
8 Esférica Cheia 35,87 Batata
9 Eliptica Semi-Achatada 50,31 Batata

10 Eliptica Semi-Achatada 32,91 Batata
11 Esférica Semi-Achatada 27,05 Batata
12 Esférica Cheia 33,52 Batata
13 Esférica Cheia 33,43 Batata
14 Eliptica Semi-Achatada 49,34 Batata
15 Eliptica Semi-Achatada 47,44 Batata

Com base nos resultados obtidos quanto as variaveis qualitativas, verifica-se para as
variaveis ligadas aos aspectos morfoldgicos das flores e folha, que apesar do feijdo-fava ser
autdgama e cleistdbgama, os acessos da Colecdo de Germoplasmas de feijdo-fava da UFRRJ
ainda encontram-se segregando, dessa forma, com alelos ainda n&o fixados nos loci. Dessa
forma, encontra-se uma relativa diversidade genética para aspectos florais entre e dentro dos
acessos. Porém, quando se trata de aspectos ligados a arquitetura da planta e morfologia das
sementes, pode-se notar, com base nos resultados apresentados anteriormente, que existe
limitada variabilidade para o primeiro aspecto citado, e uma razoavel a alta variabilidade para
0s aspectos relacionados as sementes, apesar de se observar na presente Colecdo de
Germoplasma apenas acessos de feijdo-fava do grupo batata. Mas que em nenhum dos casos,
de forma geral, a variabilidade intra-acesso é observada.

Outra causa que pode justificar essa falta de padrdo na segregacdo dos caracteres
observados seria que 0s gendtipos aqui utilizados seriam obtidos através de multilinhas. As
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multilinhas nada mais sdo que misturas de genoétipos de linhagens puras, sendo que estes
genotipos formados por sua vez apresentam maior estabilidade contra doencas principalmente
(BECKER E LEON, 1988). Isto pode ter ocorrido uma vez que produtores de feijio-fava nio
adquirem suas sementes regularmente, reutilizando os gréos colhidos para o proximo plantio.

4.2.3. Diversidade estimada via marcadores ISSR entre acessos de Phaseolus lunatus
pertencentes & Colecdo de Germoplasmas da UFRRJ

Nesta etapa do trabalho foram testados aproximadamente 25 primers ISSR, e destes
foram selecionados 15 que apresentaram compatibilidade com a espécie, resultando em um
razoavel polimorfismo. Desta maneira foram obtidas 128 bandas, sendo 105 polimorficas
(82,03%) e 23 monomorficas (17,97%). O nimero médio de fragmentos gerados por primer
foi de 8,53 bandas. Os iniciadores que apresentaram o maior nimero de bandas foram os
primers 1 ((AGA)3(GAG),GG), 0 12 ((CA)AG) e 0 13 ((GT)sGG) com 12 bandas cada um,
o primer 4 ((TGT)3(GTG),GA) apresentou 5 bandas, sendo assim considerado o menor. O
nivel de polimorfismo observado para os marcadores ISSR neste trabalho foi bastante elevado
(Figura 9).

Figura 9. Perfil do gel de ISSR utilizando o primer 15 ((GATA)4), para 0s 30 acessos de Phaseolus lunatus. Seropédica —
RJ, 2013; M — Marcador Ladder.

A Figura 10 corresponde a um dendrograma obtido a partir de dados genotipicos
utilizando marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) analisados via metodologia de
UPGMA estruturado a partir da distancia genética estimada pela metodologia de Gower.
Conforme ja descrito no item 3.6.1, do material e métodos, foram utilizados dois gendtipos
para representar cada um dos 15 acessos trabalhados. Na Figura 10 é observada a formacdo de
quatro grupos, conforme metodologia proposta Kelley et al. (1996) para determinacdo do
numero 6timo de grupos num dendrograma. Destes quatro grupos, dois deles foram formados
por apenas um acesso (1 e 11), e o outro, com 0s acessos 04 e 05. A distancia genética
estimada em 0,7 dividiu o maior grupo dos dois outros grupos, que por sua vez se
distanciaram em cerca de 0,66. De forma geral, observa-se sempre 0 agrupamento de pares
genotipicos pertencentes a0 mesmo acesso, fato este que indica claramente uma composigao
genotipica mais préxima dentro dos acessos do que entre os acessos. Tal fato ja poderia ser
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esperado, visto que existem caracteres que definem especificamente cada acesso, porém, de
forma geral, foi detectada uma limitada diversidade genética entre a maioria dos acessos.

O maior grupo se subdividiu em dois outros grupos, com distancia estimada em 0,49.
Formou-se neste ponto de corte dois subgrupos, um contendo dois acessos (09 e 14), e o outro
com nove acessos, dos 11 contidos neste grande grupo. De forma geral, a distancia genética
entre os acessos dentro do maior grupo formado foi estimada em 0,45, e distancias menores
foram alcancadas apenas dentro de cada acesso, ou seja, entre 0s pares de genotipos. Uma
observagdo importante pode ser feita na ramificacdo formada pelos acessos 04 e 05 que
possuem o maior valor para RCL (Relacdo comprimento e largura de semente) e na
ramificacdo com 0s acessos 09 e 14 que possuem o maior comprimento de semente, onde
nota-se um pequeno agrupamento de maiores sementes dentro deste grupo maior. Nienhuis et
al. (1995) genotipando 65 acessos de feijdo-fava via marcadores RAPD constataram que 0s
agrupamentos formados corroboraram com o tamanho da semente.

Os acessos 01 e 11 séo ao mais divergentes em relacdo aos outros acessos com uma
distancia estimada em 0,67 com bases nos primes utilizados. Os acessos 02, 03, 05, 07 e 11
tiveram os genétipos menos divergentes, respetivamente, com distancias estimadas em 0,18,
0,23, 0,20, 0,16 e 0,19. Os acessos 09, 12, 13, 14 e 15 apresentaram as maiores distancias
entre os gendtipos, com respectivamente de 0,37, 0,31, 0,32, 035, 0,32,

Comparando a diversidade genética encontrada no primeiro dendrogramas aqui
apresentados (Figuras 3) com o dendrograma construido a partir dos dados genotipicos
(Figura 10) pode-se observar que existem profundas modificacdes ao nivel de formacédo de
grupos, porém ndo muito ao nivel de distancia genética, porém, a discussdo das distancias
entre os diferentes dendrogramas, devem ser pautada com muita cautela, visto que as matrizes
fenéticas dos dados quantitativos e moleculares foram distintas.
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Figura 10. Dendrograma de dissimilaridade genética obtido a partir da distancia de Jaccard e 0 método de agrupamento
UPGMA, dos 15 primers utilizados nos 30 genétipos de Phaseolus lunatus, pertencentes a Colecdo de Germoplasma da
UFRRJ. Correlacdo cofenética = 0,97.

De maneira geral observa-se uma diversidade um tanto quanto limitada entre os
acessos pertencente a Colecdo de Germoplasma da UFRRJ, esta ocorréncia pode ser explicada
pelo fato das sementes que foram classificadas anteriormente ao grupo “Batata” apresentando
assim, um mesmo centro de domesticagcdo. Vasconcelos et al. (1996), confirmaram a
existéncia de consideravel diferenciacdo genética entre cultivares de feijdo (Phaseolus
vulgaris) pertencentes a diferentes centros de domestificacdo através de marcadores
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moleculares. Martinez-Castilho et al. (2008) afirmam que sementes pertencentes ao grupo
“Lima Grande” representam o conjunto génico Andino, ja as sementes pertencentes aos dois
outros grupos formariam o conjunto génico Mesoamericano, este fato corrobora a limitada
diversidade observada, uma vez que todas as sementes analisadas fariam parte do mesmo
conjunto génico. Lioi e Galasso (2002) fazendo uso de microssatelites, conseguiram separar
acessos através dos seus conjuntos génicos pertencentes.

Os acessos 1 e 11 apresentaram-se na Figura 10 agrupados entre si, portanto, um
agrupamento distinto do apresentado na Figuras 3, onde neste, 0 agrupamento foi distinto.
Constatou-se na ultima Figura citada, que apesar dos acessos 1 e 11 ndo ter sido agrupado no
mesmo grupo, a distancia genética entre estes neste dendrograma foi inferior ao dendrograma
da Figura 10.

Os acessos 2 e 3 ndo foram agrupados no mesmo grupo, e divergiram a uma distancia
genética de 0,17 no dendrograma da Figuras 3. No dendrograma referente aos aspectos
genotipicos, estes acessos agruparam-se, porém, divergiram a uma distancia da ordem de
0,38. Dessa forma, apesar de estarem no mesmo grupo, foram ainda mais distantes
geneticamente ao nivel de DNA do que quando ndo agruparam-se no mesmo grupo.

Os acessos 5 e 4 divergiram a uma distancia de 0,44 quando considerou-se as analises
de DNA, porém, com base nos dados quantitativos fenotipicos, estes distanciaram-se a 0,24.

Observa-se de forma geral que o polimorfismo encontrado entre oS acessos nas
andlises genotipicas foi superior ao notado nas anélises fenotipicas.

4.2.4. Diversidade estimada via caracteres fenotipicos e genotipicos via marcadores ISSR
entre acessos de Phaseolus lunatus pertencentes a Colecdo de Germoplasmas da UFRRJ

Conforme o dendrograma apresentado na Figura 11, constatou-se que a distancia
genética de 0,45 separou 0s acessos em cinco grupos, um deles contendo os acessos 1 e 11,
outro o acesso 14, um contendo somente um genétipo do acesso 15 e por fim um grande
grupo contendo o restante dos acessos. A distancia genética entre os acessos 1 e 11 foi
estimada em 0,39.
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Figura 11. Dendrograma obtido a partir do algoritmo de Gower e 0 método de agrupamento UPGMA, das vaiaveis
fenotipicas e genotipicas de Phaseolus lunatus. Correlagéo Cofenética = 0,96.
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Com base no referido dendrograma, e considerando a metodologia proposta por Kelley
et al. (1996), observa-se a formacdo de cinco grupos distintos. Deve-se lembrar, que este
dendrograma foi estruturado via metodologia UPGMA, cuja distancia genética foi estimada
pela metodologia de Gower, utilizando nesta estimacdo, dados genotipicos obtidos via
marcadores ISSR, e dados fenotipicos de natureza quantitativa. Apesar da formacéo de cinco
grupos distintos, observa-se limitada diversidade genética entre a maioria dos acessos
analisados. Vale dizer, que o dendrograma na Figura 11 contém 15 acessos, onde cada um
destes foi representado por dois acessos.

Estatisticamente, pela metodologia de Kelley et al. (1996), os dendrogramas
construidos a partir dos dados fenotipicos (Figura 3) e conjunto (Figura 11) foram muito
semelhantes entre si no que diz respeito ao nimero de grupos iniciais formados, ou seja, cinco
grupos. Apesar disso, apenas os dendrogramas formados a partir dos dados moleculares e
conjunto apresentaram agrupamentos semelhantes. De forma geral, a distancia genética entre
0s gendtipos dentro de cada acesso, e entre 0s acessos foram inferior a 0,1. Portanto, observa-
se também neste dendrograma (Figura 11) uma diversidade genética um tanto quanto
limitada.

Apesar da constatacdo acima mencionada, observou-se que as variaveis morfoldgicas
e as ligadas a producdo apresentaram geralmente altos indices de variacdo, como ja discutido
anteriormente. Dessa forma, é bastante importante considerar a diversidade genética via
analise multivariada como uma ferramenta auxiliar na definicdo ou na programacdo de
cruzamentos promissores para obtencdo de hibridos detentores de alelos favoraveis para a
producdo de graos.

Segundo Falconer (1987) a heterose ou vigor hibrido pode ser definida, como a
manifestacdo genética dos efeitos benéficos da hibridacdo. No caso de acdo genética
complementar, a populacdo F; € superior aos pais, por apresentar uma heterose diibrida ao se
considerar dois pares de genes, isto ocorre, pois, nesta situacdo 0s pais portardo genes
contrastantes, porém com um deles sendo homozigoto recessivo (BARELLI et al., 1998).
Albuquergue e Vieira (1974) ao realizarem cruzamentos entre cinco variedades de feijao-
comum observaram que a heterose manifestou-se principalmente via, aumento de matéria
seca nas plantas, em conjunto com o aumento de producdo de sementes.

Um dos acessos mais promissores quanto a producdo de grdos € o acesso 01, bem
como 0s acessos 08, 12, 06 e 09, todos estes com producdo superior a 500,0 g. Com excec¢édo
do acesso 11, genotipicamente, o acesso 01 divergiu bastante dos demais acessos.
Considerando a andlise conjunta, seria muito promissor o cruzamento entre 0s acessos 01 com
qualquer um dos acessos produtivos citados acima, explorando de forma bastante satisfatoria
a combinacdo alélica e a distdncia genética. Porém, quando consideramos os dados
fenotipicos quantitativos cuidados sdo necessarios, visto que o acesso 01 divergiu destes
acessos (08, 12, 06 e 12) a uma distancia de 0,18, portanto, muito inferior a distancia no
dendrograma dos dados moleculares, que foi de 0,62 e 0,52, respectivamente Figuras 10 e 11.
Cruzamentos entre 0s acessos 06 com 09 e com 12 também podem ser promissores, visto que
estes foram divergentes nos dendrogramas mostrados nas Figuras 3 e 10.

Como esperado, a varidvel producdo de grdos em gramas (PTS) apresentou uma alta
correlagdo com o nimero de sementes (NuS) e com numero de vagens (NuV), sendo estas
estimativas respectivamente de 0,78 e 0,61 (Tabela 12). Cabral et al. (2011) ao analisarem 52
gendtipos de feijdo-comum, encontraram a mesma tendéncia na correlacdo entre as variaveis
citadas anteriormente
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Tabela 12. Correlagdo Fenotipica entre as 20 variaveis quantitativas avaliadas nos 15 acessos de Phaseolus lunatus.

DC
CF
LF

TBF
NN
NV
cv
LV
EV

NLV
NS

P1S
PT
CS
LS
ES

cIL

E/L

N
P

DC
1

CF
0,63
1

LF
0,45
0,55

1

TBF
0,29
0,45
0,95
1

NN
0,38
0,38
0,90
0,88
1

NV
0,06
-0,13
-0,68
-0,71
-0,56
1

Ccv
0,27
0,25
0,56
0,50
0,31
-0,49

1

Lv
0,54
0,46
0,78
0,73
0,65
-0,43
0,63

1

EV
0,02
0,28
0,17
0,23
-0,06
-0,39
0,46
0,23

1

NLV
0,64
0,60
0,63
0,48
0,64
-0,10
0,23
0,75
-0,08
1

NS
0,60
0,36
-0,03
-0,17
0,06
0,60
-0,19
0,28
-0,35
0,69

1

P1S
-0,47
-0,39
-0,45
-0,34
-0,64
-0,00
0,22
-0,21
0,49
-0,69
-0,53
1

PT
0,34
-0,01
-0,42
-0,50
-0,44
0,73
-0,00
0,11
-0,06
0,18
0,69
0,17
1

CS
-0,52
-0,21
-0,03
0,07
-0,26
-0,39
0,31
-0,08
0,65
-0,49
0,72
0,68
-0,25

1

LS
0,13
0,35
0,35
0,32
0,03
-0,32
0,37
0,52
0,61
0,25
-0,06
0,27
0,07
0,55

1

ES
0,37
0,46
0,29
0,27
0,08
-0,12
0,01
0,51
0,35
0,42
0,27
-0,05
0,17
0,11
0,79

1

C/L
-0,69
-0,58
-0,35
-0,19
-0,24
-0,09
-0,10
-0,63
0,06
-0,76
-0,70
0,38
-0,39
0,49
-0,43
0,67
1

E/L
0,44
0,31
-0,00
-0,00
0,07
0,20
-0,45
0,13
-0,23
0,36
0,54
-0,45
0,18
-0,56
-0,04
0,56
-0,54

1

N
0,34
0,10
0,38
0,40
0,27
-0,11
0,60
0,60
0,30
0,20
0,03
0,22
0,32
0,08
0,26
0,05
-0,20
-0,25

1

P
0,26
0,00
0,19
0,22
0,10
0,02
0,49
0,46
0,29
0,10
0,06
0,31
0,43
0,08
0,18
-0,01
-0,12
-0,26
0,97
1

Legenda: DC — didmetro de caule (mm); CF — comprimento de folha (mm); LF — Largura de folha (mm); TBF — Tamanho de bot&o floral (mm); NN — Numero de nds; NV — Niumero de vagens;
CV — Comprimento de vagem (mm); LV — Largura de vagem (mm); EV — Espessura de vagem (mm); NLV — Numero de locus por vagem; NS — Numero de sementes; P1S — Peso de uma
semente (g); PT — Peso total das sementes (g); CS — comprimento de semente (mm); LS — Largura de semente (mm); ES — Espessura de semente (mm); C/L — Relagdo entre o comprimento e
largura de semente; E/L — Relac&o entre a espessura e a largura de semente; N% - Porcentagem de N-proteico presente na semente; P — Valor proteico presente na semente;
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. O estudo da correlacdo se mostra como uma importante ferramenta, para que ocorra o
conhecimento do grau de associagdo entre variaveis agrondmicas. Estas podem ser explicadas,
de forma geral, pelo efeito aditivo dos genes afetando dois caracteres simultaneamente, isto se
faz importante principalmente porque a selecdo de determinado caractere pode vir a alterar o
comportamento de outro (COIMBRA et al., 1999).

A variavel PTS correlacionou de forma pouco expressiva com as variaveis NLV, DiC
e as variaveis ligadas a morfologia da folha (CoF e LaV). Com as demais variaveis aqui
analisadas, PTS apresentou uma baixa correlagdo, excecdo apenas das varidveis numero de
nos do caule (NuN) e peso de uma semente (PuS), com as quais obteve correlagdes negativas,
principalmente com NuN, onde esta foi estimada em -0,50 (Tabela 12). Portanto, existe uma
tendéncia de quanto maior o nimero de ndés de uma planta e mais pesada a semente, menor
sera a producdo. Visando o aumento da produtividade, recomenda-se cruzamentos do acesso
01 com 06, 08 ou 12, bem como o cruzamento entre 0s acessos 06 e 12. Nesta, excluiu-se 0
acesso 09 em fungdo da correlagdo negativa entre PTS e PuS, descartando assim, a
possibilidade de se obter hibridos com sementes pesadas e portanto, haver decréscimo na
producao.

Portanto, existe uma tendéncia de quanto maior o nimero de nos de uma planta e mais
pesada a semente, menor sera a producdo. Silva et al.,2009 também observaram que selecdes
baseadas no porte da planta apresentavam um pequeno decréscimo na média de produtividade
da planta. Tal fato evidencia que plantas com héabito de crescimento indeterminado nao
necessariamente terdo inflorescéncias em todos os noés, principalmente plantas que se
desenvolvem em demasiado, produzindo assim muitos nés.

Com excecdo do acesso 11, com media superior do NuN, todos 0s outros acessos
foram estatisticamente semelhantes, apenas os acesso 09, 14 e 15 tiveram a semente mais
pesada. Dessa forma, sera minima as chances de reducdo da média de producdo nos futuros
hibridos oriundos de cruzamentos entre genitores contendo nimero de nés elevado. Collicchio
et al., 1997 observaram que em presenca de umidade e calor o feijoeiro tende a se desenvolver
mais vegetativamente, apresentando plantas desenvolvidas na época “das aguas” com um
porte maior que plantas desenvolvidas em outras épocas.

De acordo com a Tabela 12 pode-se observar também que acessos possuidores de
média superiores de comprimento e largura de folhas (CoF e LaF), bem como de diametro de
caule (DiC) podem contribuir para a reducdo da largura e espessura das sementes,
respectivamente, LaS e EsP. Porém, apesar de um maior comprimento de caule contribuir
para menores LaS e EsP, observa-se que as correlagcdes entre PuS com CoF e LaF sdo baixas,
respectivamente de 0,23 e 0,19. Dessa forma, aumento do tamanho da folha pode ter pouca
influéncia sobre o peso de uma semente, e consequentemente, na producdo de graos, este dado
é contrario ao encontrado por Collcchio et al., 1997 para feijdo-comum onde observaram que
plantas com folhas pequenas produziriam graos pequenos.

Na Tabela 12, observa-se que a correlagdo entre producao de grdos em gramas (PTS) e
valor de proteina bruta (VPB) € baixa, da ordem de 0,17. O valor de proteina bruta ndo
apresentou correlagdo alta com nenhuma das varidveis analisadas, exceto para a porcentagem
de N-proteico na semente (NPS), cuja fungdo é estrutural da proteina.
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5. CONCLUSAO

As sementes de feijdo-fava aqui analisadas apresentam taxas de germinacao elevadas,
além de uma boa velocidade de germinacéao para todos 0s acessos estudados.

De forma geral observa-se para todas as varidveis analisadas uma excelente preciséo
experimental, evidenciada pelos coeficientes de variagdo (CVg) obtidos.

Algumas varidveis importantes como tamanho de botdo floral (TBF), peso de uma
semente (PuS) e peso total de sementes (PTS) apresentaram altos valores de coeficiente de
determinagéo fenotipico (H?) e variabilidade genética (1V,).

Neste presente trabalho, as variaveis quantitativas relacionadas a morfologia da folha e
relacionadas as sementes foram as que mais contribuiram para a estimativa da diversidade
genetica.

As andlises multivariadas indicaram menor diversidade genética em relacdo as
varidveis quando analisadas ou consideradas individualmente, ou seja, em analises
univariadas. Estas Ultimas exibiram um alto potencial para selecdo, evidenciando uma alta
variabilidade genética para a maioria dos caracteres avaliados. Destas variaveis, excecdo foi
apenas para as variaveis ligadas as questfes nutricionais das sementes e relativas ao caule, ao
comprimento de folha e nimero de vagens, onde todos os indices de variagdo ficaram abaixo
da unidade. Isso evidencia maior dificuldade no processo de selecdo de acessos e de gendtipos
dentro dos acessos. Ocorrendo especial dificuldade encontrada para a variavel comprimento
de folha.

Em relacdo as varidveis qualitativas observa-se que 0s acessos apresentam segregacao
para a maior parte das variaveis analisadas.

Os marcadores ISSR aqui utilizados demostraram ser uma boa ferramenta para a
analise de diversidade, produzindo bastante polimorfismo na espécie. De forma geral o
polimorfismo encontrado entre 0s acessos nas analises genotipicas foi superior ao notado nas
analises fenotipicas.

Os acessos 01, 06, 08, 09 e 12 foram os mais produtivos. Sendo que o acesso 01
mostrou-se uma dos mais divergentes na analise genotipica e conjunta, desta maneira pode-se
recomendar cruzamentos entre este acesso e qualquer acesso descrito anteriormente. Porém,
quando consideramos os dados fenotipicos quantitativos cuidados sdo necessarios visto que, a
divergéncia é menor em relacdo a divergéncia genotipica. Cruzamentos entre 0s acessos 06
com 09 e com 12 também podem ser promissores, visto que estes foram divergentes.

A variavel producédo de grdos (PTS) apresentou uma alta correlacdo com o numero de
sementes (NuS) e com numero de vagens (NuV). O teor de proteina ndo apresentou
correlacdo alta com nenhuma das variaveis aqui analisadas.
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