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RESUMO

Os acessos de feijdo-fava que compde a Colecdo de Germoplasma do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) oriundos dos Estados do Ceara, Paraiba e Pernambuco, foram
caracterizados quanto as caracteristicas morfolégicas e moleculares (RAPD-
Random Amplified Polimorphiysm of DNA). Na analise foram utilizados vinte e oito
caracteristicas morfolégicas e setenta e seis locos RAPD (polimérficos e
monomorficos). Na primeira etapa foi realizada a analise molecular de vinte e dois
acessos para avaliar a variabilidade genética entre eles. Quatorze destes acessos
foram caracterizados morfolégica e molecularmente. A analise de agrupamento
mostrou a formagédo de dois grupos principais e quatro subgrupos, constatou-se
elevada variabilidade genética entre os vinte e dois acessos. Os gendétipos mais
proximos geneticamente foram FA-01 e FA-02, provenientes do Ceara, com grau
de similaridade de 85,4% e os mais distantes foram FA-07 e FA-20, provenientes
do Ceara e Pernambuco, respectivamente, com grau de similaridade de 35,9%.
Quanto a caracterizagdo morfolégica dos quatorze acessos, observou-se que o
gendtipo FA-13 se destacou dos demais por apresentar maiores valores no peso
das sementes, no numero de sementes por vagem, no comprimento e largura da
vagem, enquanto o genaotipo FA-16 apresentou menores valores de peso de cem
sementes, sementes muito pequenas, menor numero de vagem por planta, menor

comprimento de vagem e menor produg¢ao de semente por planta.

Palavras-chave: Feijao-fava, colecado germoplasma, caracterizagdo morfoldgica,
RAPD.



ABSTRACT

Twenty-two lima-beans accessions, which compound the Germoplasm Collection
of the Agronomy Department of Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE),
coming from the States of Ceara, Paraiba and Pernambuco, Brazil, were
characterized by their morphological and molecular characteristics (RAPD -
Random Amplified Polimorphiysm of DNA). In morphological analysis twenty-four
characteristics and in the molecular one were used, seventy-six locis RAPD
(polymorphic and morphologic). At the first phase was carried out molecular
analyses of twenty-two accessions to assess the genetic variability among them,
and then, fourteen of these were morphologically and moleculary characterized.
The analysis of sample showed the formation of two main groups and four
subgroups. We noticed high genetic variability among the twenty-two accessions.
The genetically closer genotypes were FA-01 and FA-02, coming from Ceara, with
85.4% similarity, and the less similar were FA-07 and FA-20, coming from Ceara
and Pernambuco, respectively, with 35.9% similarity. Related to the morphological
characterization of the fourteen accessions, noticed the genotype FA-13 stood out
from the others by presenting higher values of seed weight, number of seeds per
pod, length and width of pod, while the FA-16 presented lower values of weight of
one hundred seeds, seeds very small, lower number of pod per plant, lower length

of pod and lower production.

Key-words: Lima-beans, germoplasm colection, morphological characterization,
RAPD.
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1. Introdugao

O género Phaseolus, pertencente a familia Fabaceae, € composto por,
aproximadamente, 50 espécies. Das 40 espécies encontradas nas Ameéricas,
somente quatro sdo cultivadas: Phaseolus vulgaris L. (feijjdo-comum), Phaseolus
lunatus L. (feijao-fava), Phaseolus acutifolius A. Gray (feijao-tapiri) e Phaseolus
coccineus L. (feijao-ayocote), sendo as duas primeiras mais importantes
economicamente (Lopez et al., 1985; Ramalho et al., 1993). A espécie P. lunatus
L., também conhecida como feijao-lima ou feijao-fava, € cultivada na América do
Norte, na América do Sul, na Europa, no leste e oeste da Africa e no sudeste da
Asia (CIAT, 1980; Rachie et al., 1980; Baudoin, 1988). Fornes Manera (1983)
supde que o feijao-fava tem como centro de origem o continente asiatico.

Os Estados Unidos sdo considerados os maiores produtores de fava do
mundo, onde o consumo se da, principalmente, como grado verde, na forma de
conserva (enlatados ou congelados e empacotados), superando o consumo na
forma de graos secos (Vieira, 1992). Nesse pais, foram plantados, em 1995, cerca
de 21 mil hectares de fava para processamento (Kee et al., 1997).

No Brasil, o cultivo do feijdo-fava ainda tem pouca relevancia, no entanto, é

cultivado em todos os Estados (Vieira, 1983). Em 2003, foram produzidas, no



Brasil, 12.939 toneladas de grados secos de fava, numa area plantada de
35.781ha, sendo a Regido Nordeste a maior produtora com 12.368 ha, tendo os
Estados da Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe, Maranhao e
Pernambuco em ordem decrescente como maiores produtores. A regidao Sudeste
€ a segunda mais produtora, tendo o Estado de Minas Gerais como unico a
produzir fava (IBGE, 2003).

Em muitas areas nas regides produtoras, o feijao-fava € uma planta
horticola, sendo semeada em horta doméstica ou junto com milho, o qual serve de
suporte para a planta que apresenta habito de crescimento vigoroso e trepador.
Apesar de existirem cultivares que podem ser colhidas com 90 dias apds o plantio,
e que apresentam maturacdo uniforme, a maioria das variedades sao tardias,
mostrando maturacdo desuniforme e necessitando de mais de uma colheita
(Rachie et al., 1980).

Trata-se de uma das principais leguminosas cultivadas na regiao tropical e
apresenta potencial para fornecer proteina vegetal a populagédo, diminuindo a
dependéncia, quase exclusiva, dos feijées do grupo carioca (Vieira, 1992). Embora
sua utilizagao seja relativamente menor, o feijdo-fava parece ter uma capacidade
de adaptagcdo mais ampla que o feijdo-comum (P. vulgaris). Acredita-se que as
principais razdes para o cultivo relativamente limitado sejam devido a tradi¢do do
consumo de feijao-comum, o paladar da fava e o seu tempo de cocgdo mais longo
(Lymman, 1983).

A cultura do feijao-fava tem merecido pouca ateng¢ao por parte dos érgaos de
pesquisa e extensdo, o que tem resultado em limitado conhecimento sobre as
caracteristicas agronémicas da cultura. O estudo morfolégico das variedades é
importante por facilitar o registro de caracteres de identificacdo, facilitando o
acesso a esse material em busca de plantas com boa resposta em termos de
produtividade e adaptacéao a diferentes condi¢des ambientais (Santos et al., 2002).

Tradicionalmente, a diversidade genética em feijao tem sido avaliada por
meio de marcadores morfolégicos, tais como habito de crescimento, tipo de
semente, resisténcia a doengas e pragas (Singh et al.,, 1991). Entretanto, esses

marcadores sado afetados pela interacdo génica de dominancia, e



consequentemente, efeito ambiental, pleiotropia e epistasia, tornando menos
estaveis suas caracterizagdes (Emygdio et al., 2003).

Varios autores (Nienhuis et al., 1995; Vasconcelos et al., 1996; Johns et al.,
1997; Cattan-Toupance etal.,, 1998; Vera etal.,, 1999; Beebe etal.,, 2000;
Eichenberg et al., 2000) demonstraram que marcadores RAPD sdo capazes de
separar genotipos de feijdo de acordo com o centro de domesticagdo. Esses
marcadores tém demonstrado eficacia na avaliagdo da variabilidade genética
dentro e entre populacbes de plantas e na elucidagdo de parentescos entre
acessos dentro da mesma espécie.

Nos programas de melhoramento, a informagdo da diversidade genética
dentro de uma espécie é essencial. E, particularmente, til na caracterizagéo
individual dos acessos e cultivares e como guia na escolha de genitores para a
realizagdo dos cruzamentos (Loarce et al., 1996).

Bai et al. (1998) verificaram a eficiéncia de marcadores RAPD em detectar
grau de parentesco entre gendtipos de feijao, mediante analise de um esquema de
cruzamentos e comparagdo com o coeficiente de parentesco. Utilizando
marcadores RAPD, Beebe et al. (1995) constataram que feijdbes com sementes
pretas e vermelhas, intimamente aparentados, da América Central, formam dois
grupos distintos. Da mesma forma, marcadores moleculares foram eficientes na
distincdo de cultivares locais de feijao oriundas de um mesmo local
(Puebla/México) e na distingdo entre estas e as populagdes selvagens de feijao
(Gonzalez et al., 1998).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), em fungcdo da crescente
necessidade de um maior empenho na resolu¢ao de problemas no melhoramento
genético de plantas cultivadas, um melhor conhecimento da organizagéo
genbmica e cromossOmica e a caracterizagdo de germoplasmas dessas plantas,
de forma a associar marcadores genéticos as caracteristicas fenotipicas, sao
importantes para o melhoramento genético vegetal.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade genética de
vinte e dois acessos de feijdo-fava (P. lunatus L.) coletados nos Estados do Cear3,

Paraiba e Pernambuco, que compbe a Colecdo de Germoplasma do



Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
através de marcadores RAPD, bem como caracterizar quatorze desses gendtipos

por meio de marcadores morfolégicos.

2. Revisao Bibliografica

2.1 O género Phaseolus

A familia Fabaceae, uma das maiores entre as dicotiledéneas, com 643
géneros, reune 18.000 espécies distribuidas por todo o mundo, especialmente nas
regides tropicais e subtropicais (Broughton et al., 2003).

De acordo com Melchior (1964), o género Phaseolus pertence a ordem
Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinae. Entretanto, Cronquist (1988) classificou-o como pertencente
a subclasse Rosidae, ordem Fabales e familia Fabaceae. As espécies do género
Phaseolus sao amplamente distribuidas no mundo todo e, além de cultivadas nos
tropicos, também se desenvolvem em zonas temperadas dos hemisférios Norte e
Sul. O numero exato de espécies ainda é desconhecido (Silva e Costa, 2003).
Revisdes do género indicam que esse numero pode variar de 31 a 52 espécies,
todas originarias do continente americano, sendo somente cinco cultivadas: P.
vulgaris L., P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e P. polyanthus
Greeman (Debouck, 1991,1999).

Quanto a classificagao em relagdo a morfologia floral, Marechal et al. (1978)

reconheceram, inicialmente, trés sec¢des para o género: Phaseolus, Alepidocalyx



e Minkelersia ; posteriormente, Delgado Salinas em 1985, citado por Debouck
(1999), sugeriu quatro secg¢des: Chiapasana, Phaseolus, com 0 maior numero de
espécies, inclusive as cultivadas, Minkelersia e Xanthotricha. Estes agrupamentos
foram, posteriormente, confirmados através de estudos baseados em polimorfismo
de DNA cloroplasto e nas sequéncias de DNA (Silva e Costa, 2003).

Quanto ao material biolégico, Debouck (1991) classifica as espécies de
Phaseolus em cultivadas e formas silvestres. Os ancestrais silvestres de espécies
cultivadas e algumas espécies silvestres verdadeiras, sdo completamente distintos
e estdo preservados em relagdo ao processo de domesticagdo nas Ameéricas.
Segundo Bricher (1988), as formas silvestres foram descritas pela primeira vez
nos Andes por Burkart em 1941, 1943 e 1952 e na Guatemala por Macbryde em
1947. Bricher (1988) ressalta ainda que os autores divergem quanto a taxonomia
dessas formas: Baudet (1977) propbs que todas as formas silvestres ou
espontaneas de feijdo-comum deveriam ser consideradas “variedades botanicas”.
Delgado Salinas (1985) classificou as formas mesoamericanas como P. vulgaris
var mexicanus A. Delgado, enquanto Burkart e Bricher em 1953 consideraram as
formas sul-americanas como uma subespécie de feijdo-comum, P. vulgaris subsp.
aborigeneus Burkart. Burkart, segundo Brucher (1988), identificou P. vulgaris
subsp. aborigeneus como uma forma ancestral do feijao-comum que apresenta
varias caracteristicas morfolégicas distintas do feijao comum cultivado como, por
exemplo, diferengcas na forma da folha, inflorescéncia, tamanho das bractéolas,
forma do fruto, tamanho e cor do tegumento da semente. As duas espécies sao
também distintas em certos fatores fisiologicos e quimiotaxonémicos de
importancia agronémica. As espécies cultivadas tem evoluido de formas silvestres
e, durante esse processo, algumas mudangas marcantes, principalmente
morfologicas, tém afetado as partes vegetativas e reprodutivas da planta.

O conceito de “pool génico”, ou complexo génico, € importante ser
compreendido, pois oferece a possibilidade de estruturar a diversidade genética
de forma a estimular a sua utilizagdo. Para Morales (1995), este complexo &
constituido pela informagéo genética encontrada em um dado momento, pelo

relacionamento entre as populagdes das diferentes espécies de um determinado



género e pode ser primario, secundario e terciario. Debouck (1999) relata que a
diversidade entre as espécies de Phaseolus em relagdo ao feijdo-comum esta
organizada em pools génicos primario, secundario, terciario ou quaternario. O pool
primario compreende populacdes cultivadas e silvestres, sendo essas ultimas os
ancestrais mais préximos do feijao e distribuem-se desde o norte do México até o
noroeste da Argentina (Toro et al, 1990; Singh, 2001).

De acordo com Ramalho et al. (1993), Zimmermann et al. (1996) e Santos et
al. (2004) as principais caracteristicas das quatro espécies (Figura 1-A) cultivadas
nas Américas séo:

P. vulgaris, feijao-comum, é a espécie mais utilizada, ocupando 90% da area
cultivada com o género Phaseolus, sendo adaptada a areas de temperaturas
amenas e quentes, solos profundos e bem drenados. Apresenta germinacao
epigea, ou seja, os cotilédones emergem acima da superficie do solo e bractéolas
maiores em relagdo a P. lunatus e P. acutifolius. As vagens sao geralmente
comprimidas, delgadas e graudas e podem ter de quatro a dez sementes por
vagem. E uma espécie anual e quanto ao habito de crescimento, ocorre o tipo
determinado e indeterminado (especialmente os trepadores). O peso de 100
sementes em meédia, € de 19,31g e quanto ao tamanho de graos, é classificada
como "médio”.

P. coccineus, feijao-ayocote (Figura 1-B), € mais utilizada como ornamental e
esta mais adaptada a clima frio ou tropical de altitude mais elevada, sendo muito
mais comum nas zonas montanhosas do México. Unica espécie cujo sistema de
reprodugao € por alogamia e com germinagao hipdgea, ou seja, os cotilédones
permanecendo sob a superficie do solo. Apresenta folhas maiores como também
as bractéolas, o estigma sobressai da quilha e situa-se relativamente longe do
ovario, em comparagao com as anteras, facilitando, eventualmente a polinizacao
cruzada, em contraste nas outras trés espécies o estigma esta situado perto do
ovario, com as anteras circundando-o totalmente, o que facilita a autopolinizacao,
além do tamanho da flor ser bem maior. As inflorescéncias sdo sempre em
racimos longos, com flores aparecendo em posi¢cdes opostas e alternadas com

pedicelos mais longos. Nas demais espécies os racimos florais sdo menos longos,



com menos flores e nem sempre opostas. As vagens sdo comprimidas e
geralmente bastante grandes, podendo ter até nove sementes por vagem. A
espécie € perene podendo ter habito de crescimento determinado ou
indeterminado.

P. acutifolius, feijao-tepari, tem sementes pequenas, brancas, amarelas ou
pardas. E cultivada desde o oeste do Texas até o Arizona, nos Estados Unidos, e
dai até o Estado de Jalisco, no México. Apresenta germinagao epigea e o primeiro
par de folhas nao é trifoliolado, possuindo base truncada, relativamente pequena,
e peciolo muito curto com tendéncia a ter folnas menores. A forma das bractéolas
sdo pequenas e pontiagudas, as vagens s&o pequenas, comprimidas e com
numero de sementes que pode chegar a sete (comumente cinco). A espécie é
anual com habito de crescimento indeterminado.

P. lunatus, feijao-fava, € bastante cultivada, tem ampla adaptabilidade,
embora se comporte melhor em climas quentes e umidos. Yuyama (1993), em
trabalhos desenvolvidos na Amazobnia, encontrou diversos gendtipos dessa
espécie cultivados pelas diferentes tribos indigenas, constatando uma alta
variabilidade quanto ao tamanho dos graos (1 a 4 cm de comprimento) e habito de
crescimento, variando do ereto, trepadeiro ou rasteiro. Apresenta germinagao
epigea, as vagens podem ser facilmente distinguidas das outras espécies, pois

sao bastante comprimidas, com forma geralmente oblonga e recurvada.



Figura 1. A- Diferencas morfologicas entre as espécies do género Phaseolus: P. vulgaris (1a; 2a;
3a; 4a; 5a), P. coccineus (1b; 2b; 3b; 4b; 5b), P. acutifolius (1c; 2c; 3;c; 4c; 5¢) e P. lunatus (1d; 2d;
3d; 4d; 5d); de cima para baixo (1) tamanho das bractéolas do calice em relagdo ao tamanho das

sépalas, (2) forma do estigma, (3) estame, (4) posi¢gdo dos cotilédones na plantula, (5) folhas

primordiais (Vieira, 1983); B- foto de P. coccineus (Floridata, 2005).

2.2 A espécie Phaseolus lunatus L.

2.2.1 Aspectos Botanicos
O feijao-fava pertence ao filo Magnoliophyta, a classe Magnoliopsida, ordem

Fabales, familia Fabaceae, género Phaseolus e espécie Phaseolus lunatus L.
(Cronquist, 1988). E uma planta autégama de dias curtos (Bueno et al, 2001).

A variabilidade do feijao-fava, no que diz respeito ao habito de crescimento, é
limitada, as variedades pertencem ao tipo indeterminado trepador (Figura 2-A),
que caracteriza-se pelo desenvolvimento da gema terminal em uma guia, ou ao
determinado anao (Figura 2-B), que se caracteriza pelo desenvolvimento completo
da gema terminal em uma inflorescéncia, este com pouca variagao quanto ao tipo

de planta e ciclo biologico (Santos et al., 2002). As formas cultivadas sdo anuais




Figura 2. A- Acesso FA-25 de feijao-fava de habito de crescimento indeterminado trepador; B-

Acesso FA-19 de habito de crescimento determinado anéo.

A classificagao do feijao-fava, segundo Rachie et al. (1980), citado por Vieira
(1992), evoluiu da proposta original de Linnaeus, feita em 1753, que denominou
de P. lunatus o tipo de graos pequenos e achatados, e de P. inamoenus, o tipo de
sementes grandes. Ainda de acordo com os autores anteriormente citados, Piper
em 1926, concluiu que todos os tipos cultivados pertencem a uma unica espécie e
que o termo P. lunatus deveria ser usado para todas as formas. Em 1977, Baudet
admitiu essa simplificacdo e propds que a fava constituisse uma unica espécie: P.
lunatus L. A forma silvestre deveria chamar-se P. lunatus var. lunatus.

Em geral, as folhas sdo mais escuras (exceto apdés amadurecimento das
vagens) que em outras espécies do género e apresentam-se sem pubescéncia
(Zimmermann e Teixeira, 1996). Os foliolos sdo ovais, lanceolados ou
acuminados. A inflorescéncia (Figura 3-A) é em forma de racimo e, algumas
vezes, racimo de diferentes tamanhos, mas, geralmente, maiores que as folhas e
com muitas flores. Estas possuem as mesmas variagbes de cores que as do
feijao-comum, mas sdo menores. As bractéolas sado arredondadas e menores que
o calice. As vagens (Figura 3-B) sdo achatadas, recurvadas, coreaceas, as vezes
deiscentes, e terminam numa extremidade pontuda orientada na dire¢ao da sutura
dorsal (Vieira, 1992).



Figura 3. A- Inflorescéncia; B- vagem de feijao-fava (P. lunatus L.).

Cada vagem contém de duas a quatro sementes rombadides, redondas ou em
forma de rins. O tegumento da semente pode ser branco, verde, cinza, amarelo a
marrom, réseo, vermelho, purpuro, preto ou ainda, manchado e sarapintado. O
peso de 100 sementes varia de 30 a 300 g (Vieira, 1992).

Caracteristica marcante da fava, que a distingue facilmente de outros feijoes,
sao as linhas que se irradiam do hilo para a regido dorsal das sementes. Essas
linhas ndo sao facilmente observaveis em alguns tipos de feijao-fava. Os
cotilédones sao brancos ou verdes. As raizes desenvolvem-se mais que as do

feijao-comum e tendem a ser tuberosas (Vieira, 1983).

2.2.2 Origem e Centro de Diversificagao
Segundo Mackie (1943), o feijdo-fava é originario da Guatemala, de onde se
dispersou em trés diregbes (Figura 4), possivelmente seguindo as rotas de
comercio:
- ramificagdo Hopi — para o norte, atingindo os Estados Unidos;
- ramificagao Caribe — para o leste, atingindo as Antilhas e, dai, para o norte
da América do Sul; e

- ramificacéo Inca — para o sul, alcancando o Peru.
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Figura 4. Linhas de dispersao do feijao-fava (P. lunatus L.) (Macckie, 1943).

A espécie P. lunatus pode ser dividida em cultigrupos, levando-se em conta
as trés ramificagdes propostas por Mackie (1943): sieva — proveniente da
ramificacdo hopi; batata — proveniente da Caribe; lima-grande — proveniente da
Inca (Baudoin, 1988).

Segundo Baudoin (1988), a hipotese de Mackie (1943) ndo € totalmente
aceita pelas seguintes razdes: as formas silvestres de fava nédo se limitam a
Guatemala. Sua distribuicdo vai do sul do México a regiao central da Argentina e
restos de cultura foram identificados em diversos sitios arqueoldgicos do Novo
Mundo. O cultigrupo batata, porém, sé foi encontrado em escavagodes feitas no
sudeste dos Estados Unidos. Com base nessas pressuposi¢des, Baudoin (1988)
concluiu que, no minimo, dois cultigrupos foram independentemente domesticados
em regides diferentes.

O sieva foi domesticado na parte norte da América (México e Guatemala) e o
outro, lima-grande, no Peru. Esses dois cultigrupos cruzam entre si, dando origem

a progénies férteis. Eles sao, entretanto, fenotipicamente distintos e, do



cruzamento entre eles, surgem, as vezes, segregantes F, letais, o que parece

indicar um certo grau de divergéncia genética (Vieira, 1992).

2.2.3 Banco de Germoplasma

Bancos de Germoplasmas, mantidos por diversas Instituicdbes de Pesquisas e
Universidades do pais, sdo de fundamental importancia para programas de
melhoramento genético por constituirem-se em reservatorios de recursos
genéticos das espécies de interesses agricolas (Brondani e Brondani, 2004).

Espécies cultivadas e silvestres de feijao apresentam, entre eles, grande
variabilidade e, segundo Toro et al. (1990), a importancia de conhecer esse
germoplasma reside no fato de poder ser utilizado como fonte de resisténcia ou
tolerancia a doencgas, pragas e estresses abioticos. Giacometti (1988) e Singh
(2001) afirmam que a variabilidade genética s6 pode ser eficientemente utilizada
se for devidamente avaliada e quantificada; a descricdo das introdugbes ou
acessos é uma necessidade para a manutengao e exploragdao do potencial das
colecgdes.

Por volta de 1976, o Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) foi
designado pelo International Board for Plant Genetic Resources (IBPGR) para
reunir, avaliar e manter uma colecao de feijao-fava (Rachie et al., 1980). No fim de
1984, existia em sua colegdo 2.527 formas cultivadas de feijdo-fava e 63
silvestres. Quase 70% do germoplasma de fava veio da Africa e da América do
Norte. A contribuicdo da Africa deve-se & participacdo do Internacional Institute of
Tropical Agriculture (lITA), que trabalhou com essa leguminosa e cujo
germoplasma foi duplicado e cedido ao CIAT (Vieira, 1992). O National Biological
Institute, na Indonésia, também possui uma vasta colegdo de feijdo-fava. Nos
Estados Unidos, Cuba, México e Filipinas encontram-se outras coleg¢des
significativas (Bettencourt et al., 1989).

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-EMBRAPA,
representada pelo seu Centro Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao-CNPAF,
localizado em Goiénia-GO, possui algumas amostras de feijdo-fava. Além do

CNPAF, o germoplasma de feijdo-fava mantido no Centro Nacional de Recursos



Genéticos (EMBRAPA-CENARGEN) em Brasilia, conta com 373 introdug¢des
(Bettencourt et al., 1989) e a Universidade Federal de Vigosa tem mais de 300

introducgdes (Vieira, 1992).

2.2.4 Importancia econdmica

O feijao-fava tem relativa importancia econdmica e social, por causa da sua
rusticidade, que possibilita o prolongamento da colheita em periodo seco
(Azevedo et al., 2003b). Os graos verdes e secos, as vagens verdes e as folhas
do feijdo-fava podem ser consumidos pelo homem (National Academy of
Sciences, 1979). Trata-se de uma das principais leguminosas cultivadas na regido
tropical e apresenta potencial para fornecer proteina vegetal a populagéo,
diminuindo a dependéncia quase exclusiva dos feijdes do grupo carioca (Vieira,
1992).

Em provas de degustagdo efetuadas na Venezuela, Benshimol et al. (1985)
verificaram que houve pouca diferenca entre a aceitacdo do feijao-fava e a do
feijao-comum, tendo sido ambos aceitos. Em Vigosa, MG, Vieira (1989) constatou
melhor aceitagdo do feijdo-comum (entre bom e muito bom), mas o feijao-fava
(entre aceitavel e mais que aceitavel) superou o caupi, o feijdo-arroz, o feijao-
adzuki e o feijao-mungo-verde, quando os graos cozidos foram servidos inteiros
e/ou batidos no liquidificador. Atualmente o feijao-fava é encontrado com mais
frequéncia na Regido Nordeste, principalmente no Estado de Pernambuco, onde é
servido em restaurantes como pratos principais e bares como tira-gosto. Os graos
secos contém 62,9% de carboidratos, 25,0% de proteina e 6,1% de fibras
(Bressani e Elias,1980). O teor de proteina, porém, pode variar de 21 a 30%
(McLeester et al., 1973).

Os estudos de Santos et al. (2002), utilizando oito variedades de feijao-fava,
concluiram que, as variedades denominadas vulgarmente “Olho-de-ovelha” e
“Orelha-de-v6” apresentaram a maior e menor produtividade média de 852 e
293kg/ha de sementes, respectivamente. As variedades com vagens de maior
comprimento (89,9mm) e maior peso de 100 sementes (79,5g) foi a “Orelha-de-

vd”. Apresentaram maturagao precoces as variedades “Amarela-cearense”, “Olho-



de-peixe” e “Orelha-de-vé”. As variedades “Boca-de-mog¢a”, “Branquinha”,
“‘Mororé” e “Olho-de-ovelha” apresentaram ciclo intermediario e “Raio-de-sol”
apresentou ciclo tardio. O comprimento das sementes variou de 7,8 a 17,5mm;
“Orelha-de-v6” e “Raio-de-sol” foram as variedades que apresentaram os maiores
comprimentos. O peso de 100 sementes variou de 32,6g (“Branquinha” e “Olho-
de-peixe”) a 79,59 (“Orelha-de-v6”). Neste estudo, todas as variedades
apresentaram vagens compridas, de forma oblonga e recurvada, com duas alturas
distintas (ventral e dorsal) e com niumero de sementes variando de duas a quatro.
A produtividade maxima observada foi pouco inferior a 1.098kg/ha de graos,
verificada por Vieira e Vieira (1996), para feijao-fava consorciado com milho, em
Vigosa, MG. Segundo os autores, as menores produtividades observadas tiveram
como causa, em parte, o reduzido nuamero final de plantas por unidade de area,
em razdo do espacamento relativamente grande empregado. Produtividades
elevadas, variando de 2.017 a 4.069kg/ha de grdos em monocultivo em Manaus,
AM, foram obtidos por Yuyama (1982). J&4 em solo de cerrado de Brasilia, DF, a
média trienal de producgao de feijao-fava variou de 962 a 1.673kg/ha (Araujo et al.,
1975). A Tabela 1 mostra os dados de area plantada e colhida por hectare,

producao em toneladas e producdo em reais nos Estados do Nordeste.

Tabela 1. Area plantada, area colhida, quantidade produzida e valor da produgdo em (t) e (R$) de
feijdo-fava, em alguns Estados do Nordeste

Estados Area plantada Area colhida Producao Valor
(ha) (ha) (t) 1.000 (R$)

Paraiba 19.678 19.243 8.646 13.842

Ceara 6.580 6.580 1.203 1.493

Rio Grande Norte 2.742 2.430 774 1.004

Piaui 2111 2.111 632 1.046
Sergipe 1.197 1.100 447 548
Maranhao 1.130 1.130 298 541
Pernambuco 869 739 231 364

Fonte: IBGE, 2003.

2.2.5 Presencga de acido cianidrico (HCN) e terpendides
Muitas mudangas morfolégicas e fisiolégicas surgiram durante a evolugao da

fava. As modificagcbes mais aparentes foram aumento do tamanho das sementes,



variagdes na forma e na cor, mudangas de formas perenes para anuais e ciclo
curto, insensibilidade ao fotoperiodo e redugao no teor de substancias toxicas das
sementes, principalmente o glicosideo cianogénico presente (Baudoin, 1988).

Diversas espécies de plantas sdo potencialmente tdxicas, por conterem acido
cianidrico (HCN) por hidrélise, porém, somente o feijao-fava, dentre as
leguminosas, pode conté-lo em quantidade elevada (Bressani e Elias, 1980). Por
isso, o sabor amargo do feijao-fava causado pelo acido cianidrico é caracteristica
ausente em outras espécies de feijao. Em razdo do HCN formar-se nas ultimas
etapas de maturagdo da planta, os grdos consumidos ainda verdes nao
representam perigo (Stanton, 1966).

Em estudo de caracterizagdo e isolamento de parte da proteina faseolina,
encontrada em sementes de P. lunatus atacadas por Callosobruchus maculatus,
sendo estas cultivares do Ceara obtidas em comércio, Moraes et al. (2000)
sugeriram que a presenga do acido cianidrico impediu o desenvolvimento da larva
de C. maculatus, porém os niveis de HCN nao sao responsaveis na resisténcia
destas sementes ao C. maculatus.

A toxicidade de alguns genotipos do feijao-fava é caracterizada pelo sabor
amargo. Para elimina-lo e utilizar as sementes na alimentagdo humana é preciso
submeté-las a cocgao por trés a cinco vezes, com total substituigdo da agua
utilizada (Azevedo et al, 2003b).

Azevedo et al. (2003b) avaliaram sete variedades de feijao-fava (Bege-clara,
Branca, Chata e Rajada, Rajada, Bege-escuro, Preta e Pintada) quanto a
presenca de acido cianidrico e observaram que as variedades Branca, Bege-clara
e Rajada apresentaram maior toxidade (115-150ppm), enquanto a Chata e Rajada
apresentou menos toxica (15-25ppm). A concentracdo maxima de HCN permitida
para o consumo humano é de 100ppm (Rachie et al., 1980).

Arimura et al. (2000) descobriram um mecanismo quimico empregado por
plantas para se defenderem do ataque de predadores, trata-se de um repelente
natural produzido por P. lunatus. Constataram que, quando atacada por acaros, as
folnas passam a produzir um composto organico volatii que os repele. As

substancias quimicas que causam esse efeito sdo conhecidos como terpendides.



Apesar de indigestos para os acaros, eles sdo os responsaveis pelo sabor das
plantas para o paladar humano.

Para Arimura et al. (2000), os terpendides, além de defender a planta dos
predadores, sinalizam para suas semelhantes a ocorréncia de um ataque, o
composto ativa genes especificos de defesa nas folhas das plantas vizinhas que
passam a produzir terpendides e evitam a abordagem das pragas, ainda detecta a
presenca dos acaros e atrai seus predadores naturais na cadeia alimentar.
Investigaram também o comportamento da planta quando submetida a estragos
que nao fossem causados pelos acaros, constatando, nesses casos, que as
plantas vizinhas parecem nao responder aos sinais de alerta emitidos pelas folhas
da planta deteriorada. Segundo os mesmos autores a identificacdo do repelente

natural pode ter implicagdes praticas no combate a algumas pragas em lavouras.

2.3 Importancia da caracterizagdo molecular e morfolégica de

germoplasma
A caracterizagao morfolégica consiste em fornecer uma identidade para cada

entrada ou acesso, através do conhecimento de uma série de dados que permitam
estudar a variabilidade genética de cada amostra (Ramos e Queiroz, 1999). Por
conseguinte, constitui etapa fundamental para o efetivo uso dos recursos
genéticos conservados em bancos de germoplasma, uma vez que mais de 200 mil
acessos de diversas espécies vegetais encontram-se armazenados em bancos
espalhados por todo pais, sem as informagdes minimas necessarias que facilitam
o emprego dos mesmos em programas de melhoramento (Valls, 1988).

Estudos, visando descrever os caracteres morfologicos externos de
sementes de vinte gendtipos de fava oriundos dos Estados do Ceara, Paraiba e
Pernambuco, foram realizados por Silva et al. (2004). O estudo morfologico de
sementes de cultivares de feijao-fava é de fundamental importancia, uma vez que
objetiva registrar o maior nimero possivel de caracteres que identificam a planta,
dando assim, subsidios aos programas de melhoramento genético e,
principalmente, que se possa aproveitar com maior eficiéncia o germoplasma

disponivel (Zimmermann e Teixeira, 1996).



O modelo fenético, também conhecido como taxonomia numérica, descreve
as diferencas e semelhangas entre os organismos, baseando-se em muitas
caracteristicas hereditarias. Para complementar a taxonomia numérica, a
filogenética leva em consideracdo o tempo, e se refere a classificagcdo dos
organismos tomando como base suas relagdes evolutivas. Este método,
denominado cladistica, tenta reconstruir as relagdes de parentesco entre grupos
considerados aparentados, gerando uma escala de classificagdo e vem sendo
aperfeicoado ao longo do tempo, contribuindo com a organizagcdo do
conhecimento sobre a diversidade bioldgica, a partir das relagbes de parentesco, e
sobre a evolugao das caracteristicas morfolégicas, comportamentais, fisiologicas,
citogenéticas e moleculares dos grupos (Weising et al., 1995).

Marcadores moleculares revelam polimorfismos de DNA entre individuos
geneticamente relacionados (Lopes, 2002), contudo, os polimorfismos
visualizados, provenientes do produto das reacdes de RAPD, podem ser
graficamente representados na forma de arvores (dendrogramas) de base fenética
ou filogenética. Estas arvores sao criadas a partir de uma matriz de distancia
baseada em dados polarizados presenga (+) ou auséncia (-) para cada
banda/individuo gerada pelos diversos primers, bandas fracas ou dados duvidosos
sao excluidos na analise (Weising et al., 1995).

Os recentes avangos na area de genética molecular tém permitido a
avaliagcédo genética do germoplasma existente em diferentes espécies de interesse
econdmico. A tecnologia de marcadores moleculares viabiliza a caracterizagéo
genética de grande numero de gendtipos através de procedimentos relativamente
simples e rapidos (Barbosa Neto e Bered, 1998).

Martins (1999) e Martins et al. (2004) observaram que os iniciadores
decameros (primers) utilizados possibilitaram a discriminagdo de quatro gendtipos
estudados de Phaseolus vulgaris resistentes e suscetiveis ao fungo
Phaeoisariopsis griseola, apesar da grande proximidade genética existente entre
eles, confirmando a utilizacdo dos marcadores RAPD como instrumento
importante para selegdo de genitores mais promissores a serem utilizados em

programas de melhoramento genético.



2.4. Uso de Marcadores moleculares na caracterizacao de germoplasma
2.4.1. Consideragoes gerais

Na década de 70 surgiu um campo de pesquisa chamado “biologia molecular
ou genética molecular’, sendo um dos mais marcantes desenvolvimentos
genéticos e que, ainda hoje, continua tendo impacto revolucionario na biologia.
Tecnologias como as de marcadores de DNA ou moleculares estdo sendo cada
vez mais utilizados em programas de melhoramento, com o objetivo de aumentar
a eficiéncia de selegcédo e caracterizagdo de germoplasma e a maximizagdo dos
ganhos genéticos, permitindo aos melhoristas o acesso e a selegdo da
variabilidade a nivel de DNA (Abdelnoor et al.,1995).

Os marcadores moleculares sao caracteristicas de DNA, com base
mendeliana, que diferenciam dois ou mais individuos. Sdo moléculas de DNA ou
proteinas que marcam uma regido ou regides do genoma ligada(s) a alguma
caracteristica de interesse agrondbmico. Caracteristicas morfolégicas e
agrondbmicas tém a desvantagem de serem influenciadas pelos fatores do
ambiente e podem nao representar a real similaridade ou diferengca entre os
individuos. Por outro lado, marcadores genéticos representam estritamente a
variagao genética, nao sofrendo influéncia ambiental (Weising et al., 1995).

O uso de marcadores moleculares representa uma ferramenta adicional em
programas de melhoramento genético em plantas oferecendo novas
possibilidades no manejo de uma colegdo permitindo a comparagado entre
individuos, identificando duplicatas (Engelborhs et al., 1998), além de possibilitar a
classificagdo do germoplasma em grupos de interesse para os diferentes
programas de melhoramento. Permite, também, determinar a presenga ou
auséncia de gene(s) ligados a caracteristicas especificas para fins de
melhoramento, com a vantagem de se fazer as analises antes do material ir para o
campo. Com isso, diminui-se o volume de material que necessitaria de cuidados
como adubacgao, capina, irrigacdo, etc., havendo redugdo no numero de geragdes
de melhoramento necessarias no desenvolvimento de variedades. Atualmente ha

inumeros tipos de marcadores moleculares diferenciando-se quanto a habilidade



em detectar diferencas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e

repetibilidade (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

2.4.2.Marcadores baseados em PCR

A técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”, reacdo em cadeia de
polimerase) foi descrita em meados da década de 80 por Saiki e colaboradores
(Saiki et al., 1985), que permite obter in vitro varias copias de um determinado
segmento de DNA. A obtencdo de segmentos amplificados normalmente obedece
as seguintes etapas: a) extragdo do DNA molde, isto é, que contém a regido a ser
amplificada; b) escolha do segmento a ser amplificado e obtengdo de primers
especificos para o reconhecimento desse segmento; c) amplificagdo que dara
origem a varias copias, fazendo-se uso de um ciclador térmico e, por fim, d) leitura
do produto amplificado apds eletroforese e coloracgio.

A reacao de PCR consiste em estagios controlados de temperatura no qual
séo repetidas de 25 a 50 ciclos. O mix da reagao é composto por: 1) DNA alvo; 2)
Primers, que sao pequenos fragmentos de DNA com fita simples com
normalmente 10 pares de bases de comprimento com 50% de conteudo dos
nucleotideos guanina e citosina; 3) Taq polimerase, que € a enzima isolada da
bactéria termdéfila Thermus aquaticus; 4) Deoxinucleotideos (dATP; dCTP; dGTP;
dTTP) e, 5) Tampao de reagao, usualmente contendo Tris-HCI, KCI e MgCI2
(Williams et al., 1990).

Os resultados da PCR podem ser usados em estudos de polimorfismos em
nivel de DNA podendo ser detectados por varios métodos. As diferengas entre
individuos sdo notadas quando se visualiza diferentes tamanhos de fragmentos de
DNA entre estes. A forma como esses fragmentos sdo obtidos varia com o tipo de

metodologia empregada (Hillis et al., 1990).

2.4.3. Fragmentos de DNA amplificados ao acaso - RAPD
Desenvolvida por Williams et al. (1990), a técnica de DNA Polimorfico

Amplificado ao Acaso consiste na amplificacdo in vitro de regides de DNA

flanqueadas por iniciadores (primers) arbitrarios. Os produtos de amplificagdo sao



separados em gel de agarose e detectados com brometo de etideo, em luz
ultravioleta e, dependem da complementaridade entre as sequéncias dos primers
e do DNA em estudo, da distancia entre os primers e das condigdes de reacgao.

Como todas as diferencas entre os seres vivos estdo gravadas no DNA, um
iniciador de reacao tera sua sequéncia complementar a uma determinada regiao
em um individuo, sendo que essa mesma regido pode nao existir em um outro
individuo. Por exemplo, se um determinado genétipo confere resisténcia a certa
doenga, essa informagao esta impressa no DNA deste individuo. Um outro
genotipo que ndo apresente a resisténcia, ndo trara gravado em seu DNA essa
informacgdo. Nessa regido, entdo, os genomas das duas plantas seréo diferentes.
Um iniciador que se ligue exatamente na regido que codifica para resisténcia a
doenga, amplificara fragmentos no primeiro individuo, mas nao no segundo. Desta
forma, eles serao separados pelo RAPD.

De uma maneira analoga, quando se quer determinar a diversidade genética
entre individuos de um banco de germoplasma utilizando marcadores, o que se
faz € comparar o numero de regides do genoma dos acessos que Sao
semelhantes em relagdo ao numero total de regides analisadas, onde cada regido
corresponde a um tipo de iniciador de reacao utilizado. Desta maneira, pode-se
determinar com rapidez e alto grau de confiabilidade, quais individuos dentro de
uma populagdo sao iguais, podendo eliminar as copias, e também determinar
quais os mais distantes. Estas informagbes sdo de grande utilidade para o
melhorista na selegcado de genitores em programas de melhoramento. Em vegetais,
marcadores RAPD sao utilizados em estudos de identificacdo de variedades
tripldides em banana (Bhat e Jarret, 1995), em mapeamento de QTL (Quantitative
Trait Loci) em cacau (Crouzillat et al., 1996), na caracterizagdo de variedades em
uva (Ulanovsky et al., 2002) e meléncia (Hawkins et al., 2001), na estimativa de
diversidade genética em maca (Oraguzie Nnadozie et al., 2001) e na identificagao
de genes de resisténcia a doengas em feijao comum (Martins et al., 2004).

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), a técnica de RAPD é bastante
eficiente no mapeamento de polimorfismo ligados a locos de resisténcia a

doencgas, estudo de diversidade genética, como também é muito eficiente em



tempo e mé&o de obra, isto gragas a possibilidade de se detectar polimorfismo pela
visualizagao direta das bandas no gel, eliminando as etapas de transferéncia de
DNA para membranas, hibridizagao com sondas e autoradiografia.

A técnica de RAPD nao requer o desenvolvimento de uma biblioteca de
sondas, um conjunto unico de primers arbitrarios pode ser utilizado para qualquer
organismo. Utiliza uma quantidade de DNA trés vezes menor que a necessaria na
técnica de RFLP (Polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricao de
DNA). O custo é mais baixo do que o da técnica de RFLP, em termos de custo por
dado genotipico, e se forem incluidos os gastos com a biblioteca de sondas, o
RAPD é ainda mais baixo.

A principal desvantagem dos marcadores RAPD é o baixo conteudo de
informacgado génica por loco, apenas um alelo é detectado, no segmento que é
amplificado, enquanto que as demais variagdes alélicas sao classificadas
conjuntamente como um alelo nulo. Excegado feita para alelos co-dominantes,
resultantes de pequenas inserc¢des ou dele¢des no loco RAPD.

Marcadores moleculares sido potenciais ferramentas em programas de
melhoramento genético de plantas melhorando a eficiéncia e proporcionando
maiores ganhos genéticos na cultura em estudo. Atualmente ha inumeros tipos e
combinagdes de marcadores fazendo parte na rotina dos programas de
melhoramento, sendo que a utilizacdo de um e/ou outro marcador sera, de uma
maneira geral, em funcdo do tempo para obtencdo de resultados, custo e
facilidade de uso (Azevedo et al. 2003a).

2.5 Melhoramento genético
Nos Estados Unidos, os processos industriais e o cultivo mecanico

subsidiaram a estimulagdo em desenvolver variedades precoces de feijgdo-fava de
habito de crescimento determinado e com uniformidade de maturacéao, altura de
planta e de tamanho de graos. Pequenos programas de melhoramento ainda
existem em varias estagdes de pesquisa, principalmente nas quatro maiores
regides produtoras, que sdo Califérnia, Delaware, Maryland e Wisconsin (Baudoin,

1988). Um dos objetivos do programa de melhoramento de feijdo-fava em



Wisconsin, € desenvolver cultivares de sementes grandes. Nienhuis et al. (1995)
conseguiram, através de marcadores RAPD, agrupar 65 acessos de P. lunatus,
sendo 11 cultivados por pequenos produtores e 54 oriundos de bancos de
germoplasma, por tamanho de semente e por origem geografica.

Nos tropicos, o melhoramento dessa leguminosa ndo vem recebendo muita
atengdo. Nas zonas semi-aridas, programas foram iniciados em Madagascar e no
Peru com o cultigrupo lima-grande. Neles é dado énfase ao desenvolvimento de
variedades de graos brancos grandes, de alta produtividade, de habito de
crescimento indeterminado e com ciclo biologico de 120 a 300 dias (Baudoin,
1988; Lioi e Galasso, 2002).

Segundo Baudoin (1988), programas de melhoramento genético do feijao-
fava foram iniciados no México, Brasil, Filipinas, Zambia, Gana, Nigéria e Zaire. O
mais importante deles foi o do IITA, na Nigéria conduzido de 1975 até 1980,
quando foi desativado. Nesse programa foi demonstrado o baixo desempenho nos
tropicos umidos das variedades de habito de crescimento determinado,
originalmente desenvolvidas para as condigdes dos Estados Unidos. Altas
produtividades foram obtidas com as variedades trepadoras dos cultigrupos sieva
e batata. Ainda de acordo com Baudoin (1988), o cultigrupo lima-grande nao teve
desempenho satisfatério, no entanto, apresentou variedades com boa resisténcia
ao mosaico-dourado, as quais foram utilizadas para cruzamento com variedades
de alto rendimento dos outros cultigrupos.

Lyman (1983) verificou que a cor das sementes de fava ndo tem influéncia no
rendimento da cultura, contrariando o que ocorre com o feijdo-comum, em que as
variedades do grupo preto sdo, geralmente, mais produtivas.

Nos programas de melhoramento genético, a informagdo da diversidade
genética dentro de uma espécie é essencial. E particularmente util na
caracterizac¢ao individual dos acessos e cultivares e como guia na escolha de
genitores em programas de cruzamento (Loarce et al., 1996).

Estudos realizados com marcadores moleculares tem sido utilizados para
verificar diversidade genética em P. lunatus L. Lioi e Galazo (2002), estudaram

vinte e dois gendtipos de feijao-fava oriundos de varios paises divididos em: Grupo



Mesoamericano, Grupo Andino e Grupo Intermediario, mediante microssatélites
(SSR- “Simple Sequence Repeats” /Sequéncia Simples Repetida) e conseguiram
separa-los em dois grandes grupos (Mesoamericano e Andino). Este tipo de
agrupamento foi observado também por Fofana et al. (1997) e Caicedo et al.
(1999), usando marcador RAPD e AFLP, respectivamente.

Ha outras técnicas disponiveis, cada uma utilizando uma estratégia particular
para desvendar questdes de diversidade genética e evolugado. Sparvoli et al.
(2001) verificaram que estudos bioquimicos e de evolugdo da proteina lectina,
presente em sementes de P. lunatus L., podem ser uteis na distingdo dos grupos
genéticos Mesoamericanos e Andinos, confirmando a hipotese de Fofana et al.
(1997) e Maquet et al. (1999) sobre a origem Andina de P. lunatus L.

No Brasil, Oliveira et al. (2004) verificaram o comportamento do feijao-fava,
cultivar “Orelha de VG&”, quando submetido a doses de fosforo (P.Os). Sabendo
que este € um importante nutriente para as plantas e sua presenga no solo
promove o crescimento e eleva a producado das hortaligas, concluiram que as
doses de P,0Os apresentaram efeitos significativos tanto na produgao do feijao-

fava, quanto para os teores de P disponivel.
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Resumo: O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genética de vinte e dois
acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L) oriundos dos Estados do Ceard, Paraiba e
Pernambuco, que compdem a Coleg¢ao de Germoplasma do Departamento de Agronomia da
UFRPE, por meio de marcadores RAPD, bem como caracterizar quatorze desses genotipos
por meio de marcadores morfologicos. Para caracterizagdao da variabilidade genética foram
utilizadas sessenta locos polimoérficos. Pela anélise de agrupamento verificou-se a formagao
de dois grupos e quatro subgrupos e constatou-se elevada variabilidade genética entre os
acessos. Os acessos mais proximos geneticamente foram FA-01 e FA-02, provenientes do
Ceara, com grau de similaridade de 85,4% e os mais distantes foram FA-07 e FA-20,
provenientes do Ceara e Pernambuco, respectivamente, com grau de similaridade de 35,9%.
Quanto a caracterizacdo morfologica observou-se que o genotipo FA-13 destacou-se dos
demais por apresentar maiores valores no peso das sementes, no nimero de sementes por
vagem, comprimento e largura da vagem, enquanto o genotipo FA-16 apresentou menores
valores de peso de cem sementes, sementes muito pequenas, menor nimero de vagem por

planta, menor comprimento de vagem e menor producdo de semente por planta.

Palavras-chave: Diversidade genética, fava, marcadores RAPD, marcadores morfologicos

Morphological and molecular characterization of accessions of lima-beans
(Phaseolus lunatus L.)
ABSTRACT: The objective of this work was to analyze a genetical diversity of twenty-
two accessions of lima-beans (Phaseolus lunatus L), coming from the States of Ceara,
Paraiba and Pernambuco Brazil, which make part of the Germoplasm Collection of the
Agronomy Department of Federal Rural University of Pernambuco, by RAPD markers, as
well as to characterize fourteen of these genotypes by means of morphological markers. To
characterize the genetic variability sixty polymorphic loci were used. By the analysis of the
sample, we observed the formation of two groups and four subgroups, and we noticed high

genetic variability among the accessions. The genetically closer genotypes were FA-01 and



FA-02, coming from Ceara, with 85% of similarity, and the less similar were FA-07 and
FA-20, coming from Cear4d and Pernambuco, respectively, with 35.9% similarity. Related
to the morphological characterization, we noticed the genotype FA-13 stood out from the
others by presenting higher values of seed weight, number of seeds per pod, length and
width of pod, while the FA—16 genotype showed lower values for weight of one hundred
seeds, very small seeds, lower number of pod per plant, lower length of pod and lower

production of seed per plant.

Key-words: Genetic diversity, lima-beans, RAPD markers, morphological markers

INTRODUCAO

A familia Fabaceae, uma das maiores entre as dicotiledoneas com 643 géneros, reune
18.000 espécies distribuidas em todo o mundo, estando concentrada nas regides tropicais e
subtropicais (Broughton et al., 2003). A espécie Phaseolus lunatus L., também conhecida
como feijdo-fava ou feijdo-lima, ¢ cultivada na América do Norte, na América do Sul, na
Europa, no leste e oeste da Africa e no sudeste da Asia (Baudoin, 1988).

No Brasil, apesar de ser cultivada em todos os Estados e de apresentar capacidade de
adaptagao mais ampla do que o feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), o cultivo do feijao-
fava ainda tem pouca relevancia. Acredita-se que as principais razdes para o cultivo

relativamente limitado sejam devido a maior tradi¢do de consumo do feijao-comum, ao



paladar do feijdo-fava e ao seu tempo de coc¢do mais longo. A importancia econdmica e
social, deve-se principalmente a sua rusticidade em regides semi-aridas do Nordeste
brasileiro, o que possibilita prolongar a colheita em periodo seco (Azevedo et al., 2003). Os
graos verdes e secos, as vagens verdes e as folhas do feijdo-fava podem ser consumidas
pelo homem. Trata-se de uma das principais leguminosas cultivadas na regido tropical que
apresenta potencial para o fornecimento de proteina vegetal a populacdo, e diminui¢do da
dependéncia, quase exclusiva, dos feijoes do grupo carioca (Vieira, 1992). De acordo com
Oliveira et al. (2004), o feijao-fava ¢ hoje uma alternativa de renda e alimentagdo para a
populacdo da regido Nordeste do Brasil, que o consome sob a forma de graos maduros ou
verdes. Ainda segundo os mesmos autores, no Estado da Paraiba, onde ¢ cultivado em
quase todas as micro-regides, vem se destacando como um dos maiores produtores
nacional.

A caracterizagdo morfoldgica consiste em fornecer uma identidade para cada acesso
através do conhecimento de uma série de dados que permitam estudar a variabilidade
genética. Estes dados auxiliam na caracterizagdo de germoplasma possibilitando grandes
avangos na descrigdo da divergéncia genética entre acessos. A variabilidade genética so
pode ser eficientemente utilizada se for devidamente avaliada e quantificada, sendo a
descricdo das introdugdes ou acessos fundamental para a manutencdo e exploragdao do
potencial das cole¢des. Tal caracterizagao pode ser feita por meio de marcadores ou
descritores morfologicos e/ou moleculares (Singh, 2001).

Diversos autores (Nienhuis etal., 1995; Vera etal., 1999; Beebe ctal.,, 2000;
Eichenberg et al., 2000, dentre outros) t€ém utilizado marcadores RAPD no agrupamento de
gendtipos de feijdo de acordo com o centro de domesticagdo sendo, portanto, eficazes na
avaliagdo da variabilidade genética dentro e entre populagdes de plantas e na elucidacdo de
parentescos entre acessos de uma espécie. O uso de marcadores moleculares representam
uma ferramenta adicional em programas de melhoramento genético em plantas, pois
oferece novas possibilidades no manejo de colegdes, permite a comparagdo entre
individuos, identificando duplicatas, além de possibilitar a classificacio do germoplasma
em grupos de interesse para os diferentes programas de melhoramento (Eichenberg et al.,

2000).



A selecdo assistida por marcadores moleculares pode permitir a identificagdo da
presenca ou auséncia de gene(s) ligado(s) a caracteristicas especificas para fins de
melhoramento, com a vantagem de se fazer as analises antes da realizagdo de experimentos
de campo. Com isso, diminui o volume de material que necessitaria de cuidados como
adubagdo, capina, irrigagdo, etc., havendo redu¢do no numero de geragdes de
melhoramento necessarias no desenvolvimento de variedades. Atualmente, hd intimeros
tipos de marcadores moleculares os quais diferem-se quanto a habilidade em detectar
diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (Ferreira
& Grattapaglia, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade genética de vinte e dois
acessos de feijao-fava (P. [unatus L.) coletados nos Estados do Ceara, Paraiba e
Pernambuco, que compde a Colecdo de Germoplasma do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco por meio de marcadores RAPD, bem como

caracterizar quatorze desses gendtipos por meio de marcadores morfoldgicos.

MATERIAL E METODOS

A conducdo do experimento de campo foi realizado na area experimental do
Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Municipio do
Recife (8° 10’52 S, 34°54°47>> W, 2 m de altitude), no ano agricola de 2004. Foram
utilizados 22 acessos coletados pelo Professor Francisco José de Oliveira, junto aos
pequenos produtores dos Municipios dos Estados do Ceara (Quixeramobim), Paraiba
(Campina Grande) e Pernambuco (Gravatd) que constituem a cole¢do de germoplasma da
Area de Fitotecnia da UFRPE (Tabela 1). Todos os acessos foram avaliados quanto a
variabilidade genética, por meio de marcadores RAPD, e 14 desses: FA-1, FA-3, FA-7,
FA-8, FA-9, FA-11, FA-13, FA-16, FA-17, FA-18, FA-19, FA-20, FA-25 e FA-27, por
terem completado o ciclo reprodutivo, também foram avaliados quanto & caracteres
morfologicos.

Tabela 1. Relagdo das denominagdes e nomes populares, local de procedéncia e cor do tegumento
dos acessos de P. lunatus da Colegdo de Germoplasma do Departamento de Agronomia da UFRPE,
utilizados na caracteriza¢do molecular e morfoldgica.

Denominacdo Nome popular Procedéncia Cor do Tegumento




FA-1 Orelha-de-velho Quixeramobim - CE Rajada Branca com Preta
FA-2 - Quixeramobim - CE Branca

FA-3 - Quixeramobim - CE Branca Mancha Alaranjada
FA-4 - Quixeramobim - CE Creme com Marrom
FA-5 Manteiga Quixeramobim - CE Creme

FA-6 - Quixeramobim - CE Preta

FA-7 - Quixeramobim - CE Branca

FA-8 - Quixeramobim - CE Vermelha

FA-9 - Quixeramobim - CE Branca com Preta
FA-11 - Quixeramobim - CE Rajada Branca com Vermelha
FA-13 Olho-de-ovelha Quixeramobim - CE Branca com preta
FA-14 - Quixeramobim - CE Marrom com Branca
FA-15 Alva Quixeramobim - CE Branca
FA-16 - Gravata - PE Vinho
FA-17 - Gravata - PE Rajada Marrom com Roxa
FA-18 - Gravata - PE Roxa com Creme
FA-19 - Gravata - PE Rajada Marrom com Roxa
FA-20 - Gravata - PE Rajada Marrom com Roxa
FA-21 - Quixeramobim - CE Rajada Branca com Marrom
FA-24 - Campina Grande - PB Marrom com Creme
FA-25 - Campina Grande - PB Preta com Creme
FA-27 - Campina Grande - PB Branca

Caracterizacao Molecular

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Bioquimica e
Seqiienciamento de DNA, Prof* Tania Falcdo, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

O DNA foi extraido a partir de folhas jovens dos 22 acessos, coletadas no décimo
sexto dia apos o plantio. O protocolo de extragcdo de DNA seguiu metodologia proposta por
Doyle & Doyle (1990) com as modifica¢des propostas por Martins (2004). Cerca de 300mg

de folhas jovens foram congeladas e maceradas em almofariz de porcelana, em presenga de



nitrogénio liquido e acondicionada em microtubo de 2,0 mL. Ao material macerado
adicionou-se 700 uL de tampao de extragdo (4,9 mL de CTAB 5%; 6,9 mL NaCl 5M; 0,9
mL EDTA 0,5 M; 2,49 mL Tris-HCI (pH 8,0) 1,0 M; 24,9 uL B-mercaptoetanol).

O DNA extraido de cada amostra foi quantificado em gel de agarose a 0,8% por
comparagdo visual da intensidade de fluorescéncia das bandas comparadas com as do DNA
fago (40, 20, 10 e 5ng de DNA fago), para tanto, foi aplicado em cada poco do gel 5 uL da
amostra e 2 uL do tampao de corrida. Em um dos pocos foi aplicado 2 ul. do marcador de
DNA Ladder — 1 Kb, PLUS e apo6s aplicagdo foi realizada uma eletroforese horizontal de
imersdo a 100 V, até que a linha de fronte chegasse a 5 cm de corrida. O gel foi corado, em
solucdo de brometo de etidio (10 mg/mL), e visualizado sobre luz ultravioleta. Apds a
quantificagdo o DNA foi diluido, ficando com a concentragdo de 25 ng/mL para realizagao
das reagoes.

As reacdes de amplificagdes foram realizadas segundo protocolo estabelecido por
Martins (2004). As amplifica¢des, em um volume final de 15 pL, continham: 25 ng/mL de
DNA genomico; 10 mM Tris-HCI (pH 8,3); 50 mM KCI; 100 mM de cada um dos dNTPs;
1,4 mM de MgCl,; 10 pmol de primer; uma unidade de 7ag DNA polimerase e dgua estéril
para que se completasse o volume final da reacdo. Controles foram feitos pela substitui¢ao
do DNA gendmico por agua estéril.

Foram empregados inicialmente 37 oligonucleotideos decameros de seqiiéncia
aleatoria (primers) da Operon Techonologies e da Invitrogen™ Life Tecnologies a saber:
OP-AA02, OP-A12, OP-A15, OP-A18, OP-A20, OP-B10, OP-B12, OP-B13, OP-B18, OP-
C08, OP-C15, OP-C17, OP-D03, OP-D05, OP-D06, OP-D07, OP-D08, OP-D13, OP-E02,
OP-F04, OP-T17, B-O1, B-02, B-O5, B-O6, B-O7, B-08, B-09, B-10, C-02, C-03, C-04,
C-05, C-06, C-07, C-08 e C-09, baseado no trabalho de Martins (1999).

As amplificagdes foram realizadas por meio de termociclador (Programmable
Thermal Controller, Modelo PTC-100™), onde as amostras foram submetidas a ciclos de
amplificag¢des, usando-se programa composto por 40 ciclos sendo cada ciclo formado por
uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, uma etapa de anelamento a 35°C por
30 segundos, uma etapa de extensdo a 72°C por 60 segundos, seguida de uma etapa de
alongamento a 72°C por sete minutos, finalizando com 4°C por tempo indeterminado. Os

produtos das amplificacdes foram separados por eletroforese, a uma migragao de 100 V por



2 horas, em gel de agarose a 1,2%, imerso em tampao TAE 1x (Trisma-Base 90 mM;
EDTA 1 mM, pH 8,0). Terminada a corrida os géis foram corados em solugdo de brometo
de etidio (10 mg/mL), por dois minutos, ¢ colocados em seguida, por quinze minutos em
agua destilada. Em seqiiéncia foram fotografados com camara digital. O marcador DNA
Ladder — 1 Kb, PLUS, foi utilizado como padrao para determina¢dao do peso molecular dos
respectivos fragmentos de DNA amplificados, os quais foram visualizados sob luz

ultravioleta.
Analise dos dados obtidos

Mediante a interpretacdo dos géis, os dados moleculares foram tabulados conforme
presenca (1) ou auséncia (0) de cada fragmento especifico de DNA amplificado, gerado por
primers em cada genotipo, para serem usados no estudo de diversidade genética. As
similaridades genéticas entre os genétipos foram estimadas usando-se o coeficiente de
Jaccard (Rohlf, 1992), no programa Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System - NTSYS, versdao 1.70, Exeter software, NY, USA). O dendrograma foi obtido por
meio do programa NTSYS-pc, usando a op¢ao UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Arithmetic Average).

Caracterizaciao Morfologica

Os acessos foram semeados em covas com espacamento de 1,5 X 2,0 m. Em cada
cova foram plantadas quatro sementes, sendo apos oito dias realizado replantio de mais
quatro sementes. Oito semanas apds a germinacdo, foi realizado o desbaste deixando-se
uma planta por cova. No plantio, aplicou-se nas covas, 1,5 g de (NH4),SO, (sulfato de
amonio) visando ter um bom desenvolvimento da planta. O controle de plantas invasoras
foi realizado por meio de duas capinas mecanicas no periodo anterior ao florescimento. A
irrigacdo foi feita com regadores manuais durante todo o ciclo da cultura e as plantas de

habito de crescimento indeterminado foram tutoradas com bambu.



Os dados referentes aos caracteres agrondmicos e morfoldgicos de 14 acessos foram
tomados em uma planta, baseados nos descritores para feijao (P. vulgaris L.): (1) habito
crescimento - determinado (D) ou indeterminado (I); (2) cor do caule (CC) - determinada
de acordo com a presenga ¢ a intensidade de pigmentacdo (antociano), podendo ser: verde
sem pigmentagdo (VSP), verde com pigmentacdo ténue (VPT) e verde com pigmentagdo
intensa (VPI), (CIAT, 1976); (3) didmetro do caule (DC) - foi feito com auxilio de um
paquimetro entre o segundo e o terceiro no; (4) pélos do caule (PC), pode ser glabro ou sem
pélos (G) ou piloso (P); (5) nimero de nds até 1m de altura da planta (NUP) - por meio de
contagem a partir do primeiro nd, apos a cicatriz da primeira folha até 1m, utilizando fita
métrica; (6) nimero de nods até¢ o ramo principal (NRP) - contagem a partir do primeiro no,
apos a cicatriz da primeira folha até o ramo principal; (7) forma da folha (FF) - acuminada
(A), bruscamente acuminada (BA) e longamente acuminada (LA); (8) cor da folha (F) -
verde clara (VC), verde normal (VN) e verde escura (VE); (9) area foliar (AF) - em cm?,
efetuada no inicio da frutificacdo, definido como momento em que cerca de 50% das
plantas apresentavam, uma ou mais vagens, medindo-se o maior comprimento (Cpax) € a
maior largura (L..x) do foliolo central da folha, situada a altura do sexto n6 e estimada
através da formula AF= 0,5012 x Cpux X L, segundo Aratjo & Paiva citado por Oliveira
et al. (2003); (10) borda da lamina foliar (BLF) - lisa (L) ou serrilhada (S); (11) textura da
lamina foliar (TLF)- tenra (T), rigida (R) ou coriacea (C); (12) cor da flor - branca (B),
branca-amarelada (BA), amarela-branca (AB), lilas (L) , observagdo feita nas primeiras
horas da manha; (13) cor da vagem (CRV) - verde uniforme (VU), verde com manchas
vermelhas (VMV), verde com manchas violaceas (VMVL), amarela uniforme (AU),
amarela com pequenas manchas vermelhas (AMV) e amarela com manchas roxas (AMR),
(Vilhordo & Miiller, 1981); (14) nimero de vagem por planta (NVP) - considerando-se a
quantidade total de frutos produzidos e colhidos por planta; (15) comprimento da vagem
(CV) - em cm, determinado considerando-se a média de todas as vagens produzidas em
cada planta; (16) largura da vagem (LV) - utilizando o paquimetro, em mm; (17) espessura
da vagem (EV) - utilizando o paquimetro, em mm; (18) cor do tegumento (CT) - rajada de
branco e preto (RBP), branca com manchas alaranjadas (BA), branca (B), vermelha (V),
branca com preto (BP), rajada branca com vermelho (RBV), vinho (VI), rajada marrom

com roxo (RMR), roxo com creme (RC), preta com creme (PC); (19) tamanho da semente



(TS) - grande (G), média (M), normal (N) e muito pequeno (MP); (20) peso de cem
sementes (PCS) - em grama, determinado, tomando-se cem sementes de cada planta; (21)
forma da semente (FS) - por meio dos coeficientes J (comprimento/largura) e H
(espessura/largura), descrito por Puerta Romero, citado por Vilhordo et al. (1996),
eliptica/achatada (EA), eliptica semi-cheia (EC), esférica/achatada (SA); (22) nimero de
vagem por planta (NVP) - correspondeu a quantidade total de frutos produzidos e colhidos
por planta; (23) nimero de sementes por vagem (NSV) - tomado em dez vagens por planta;
(24) produgdo semente por planta (P) - em gramas, tomado em balanga com precisdo de

centésimo de grama.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos trinta e sete primers testados, foram selecionados dezesseis, os quais geraram
produtos de amplificagdo mais consistentes (Tabela 2). Foram obtidos um total de 76
bandas sendo 60 polimorficas e 16 monomorficas, correspondendo assim a 78,94% de
regioes de bandas polimorficas. Os primers que geraram maior numero de bandas
polimorficas foram o OP-C15, OP-E02, OP-E04, OP-A18, C-O5 e C-O6 (Figura 1).
Martins (2004), utilizando a técnica de RAPD para discriminar quatro genotipos de
Phaseolus vulgaris L. resistentes e suscetiveis ao fungo Phaeoisariopsis griseola, observou
que o primer OP-C15 amplificou regides de bandas de DNA presente apenas nos genitores
resistentes. J4 Fofana et al. (1997), ao utilizarem a mesma técnica, observaram que dos
onze primers utilizados, entre estes, o OP-D05 e OP-D08, também utilizado neste trabalho,

foi possivel distinguir dezessete acessos entre os grupos sieva e batata de feijdo-fava.

Tabela 2. Relag@o de primers e classificagdo dos mesmos quanto ao polimorfismo de bandas para

genotipos de feijao-fava (P. lunatus L.). Recife, 2005

Regides de bandas
Ordem Primers S Polimérficas M T
eqiiéncias onomorficas otal
5-3
OP-A18 AGGTGACCGT
OP-B13 TTCCCCCGCT
OP-C15 GACGGATCAG
OP-C17 TTCCCCCCAG
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5 OP-D05 TGAGCGGACA 1 1 2
6 OP-D06 ACCTGAACGG 3 4 7
7 OP-D08 GTGTGCCCCA 3 0 3
8 OP-E02 GGTGCGGGAA 6 3 9
9 OP-F04 GGTGATCAGG 6 0 6
10 B-02 AGCGTGTCTG 4 0 4
11 B-09 GGAAGTCGCC 1 0 1
12 C-02 AATCGGGCTG 4 2 6
13 C-03 GAACGGACTC 2 3 5
14 C-04 AAAGCTGCGG 3 0 3
15 C-05 GACGGATCAG 5 0 5
16 C-06 GGACCCAACC 5 3 8
Totais locos 60 16 76

= - in
| Lo ]

M 1 234 5 6 78 91113 141516 17 1819 2021 242527‘#

Figura 1. Analise eletroforética do produto de amplificacdo dos vinte e dois acessos de feijdo-fava
(P.lunatus L.) utilizando o primer C-O6: 1. FA-01; 2. FA-02; 3. FA-03; 4. FA-04; 5. FA-05; 6. FA-
06; 7. FA-07; 8. FA-08; 9. FA-09; 10. FA-11; 11. FA-13; 12. FA-14; 13. FA-15; 14. FA-16; 15.
FA-17; 16. FA-18; 17. FA-19; 18. FA-20; 19. FA-21; 20. FA-24; 21. FA-25 e 22. FA-27.
M=marcador DNA Ladder — 1 Kb, PLUS.

Por meio do dendrograma construido, a partir dos vinte e dois genotipos analisados
molecularmente (Figura 2), verificou-se que ha dois grupos principais e quatro subgrupos.
Um grupo formado pelos genotipos: FA-01, FA-02, FA-05, FA-07, FA-08, FA-11, FA-14,
FA-16, FA-18 e FA-24, e outro grupo formado por: FA-03, FA-04, FA-06, FA-09, FA-13,
FA-15, FA-17, FA-19, FA-20, FA-21, FA-25 e FA-27. Pelos grupos formados, ndo se
distingue os acessos por procedéncia, ou seja, acessos procedentes de Pernambuco, Paraiba
e Ceara compdem os dois grupos. Isto ocorre freqiientemente com culturas em que
predomina o cultivo de variedades crioulas, como o feijdo-fava, em que ocorre intercdmbio
de sementes entre os agricultores. Entretanto, outros autores, como Nienhuis et al. (1995),

ao avaliarem a distancia genética, através de marcadores RAPD, de 65 acessos de P.



lumatus, sendo 11 cultivados por pequenos produtores e 54 oriundos de bancos de
germoplasma, conseguiram agrupa-los por tamanho das sementes e por origem geografica.

Quanto a cor do tegumento, os acessos FA-17, FA-19 e FA-20 de sementes rajadas
marrom com roxa, ficaram no mesmo grupo, sendo os acessos FA-19 e FA-20, pertencentes
ao mesmo subgrupo. Enquanto FA-17 (rajada marrom com roxo) ¢ FA-21 (rajada branca
com marrom) diferindo na cor, estdo também em um mesmo subgrupo, com grau de
similaridade de 0,800 (80%).

Os dois gen6tipos mais proximos foram FA-01 e FA-02, provenientes do Ceard, com
grau de similaridade 0,854 (85,4%) e os mais distantes foram FA-07 e FA-20, provenientes
do Ceara e Pernambuco, respectivamente, com grau de similaridade 0,359 (35,9%) (Tabela
3). Os dados de similaridades ou divergéncias genéticas podem ser tteis em programa de
melhoramento genético, ja que ¢ um dos pardmetros utilizados na escolha de genitores para
realizacdo de cruzamentos. A andlise de agrupamentos de acessos de P. [unatus, usando
marcadores moleculares para avaliacdo de relagdes filogenéticas foram efetuadas em
trabalhos como o de Lioi & Galasso (2002), que através de marcadores de microssatélites,
conseguiram separar os acessos de origem mesoamericanos, daqueles de origem andinas,
agruparam em dois grupos principais, o grupo 1, o Mesoamericano (provenientes do Iraque,
Nigéria, El Salvador, Brasil, México, Belize, Guatemala, Costa Rica, Peru, Colombia e
Argentina) e o grupo 2, o Andino (provenientes da Zambia, Peru e Equador). Fofana et al.
(1997) e Caicedo et al. (1999), também observaram esta separacdo dos grupos
Mesoamericano ¢ Andino de feijdo-fava (P. lunatus L.) utilizando marcador RAPD e

AFLP, respectivamente.
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Figura 2. Analises de agrupamento dos vinte e dois gendtipos de feijao-fava (P. lunatus L.), obtidos

pelo programa NTSYS-pc usando a opcdo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Arithmetic

Average).

Tabela 3. Similaridade genética entre os vinte dois genotipos de P. [unatus L., feijdo-fava da

colegdo de germoplasma do Departamento de Agronomia da UFRPE

FA-01
FA-02
FA-03
FA-04
FA-05
FA-06
FA-07
FA-08
FA-09
FA-11
FA-13
FA-14
FA-15
FA-16
FA-17
FA-18
FA-19
FA-20
FA-21
FA-24
FA-25
FA-27

FA-01 FA-02 FA-03 FA-04 FA-05 FA-06 FA-07 FA-08 FA-09 FA-11 FA-13 FA-14 FA-15 FA-16 FA-17 FA-18 FA-19 FA-20 FA-21 FA-24 FA-25 FA-27
1.000

0.854 1.000

0.586 0.553 1.000

0.638 0.607 0.823 1.000

0.8150.755 0.655 0.678 1.000

0.523 0.469 0.732 0.695 0.661 1.000

0.596 0.592 0.534 0.533 0.666 0.574 1.000

0.656 0.603 0.576 0.597 0.719 0.563 0.688 1.000

0.550 0.517 0.750 0.709 0.644 0.689 0.500 0.591 1.000

0.6450.672 0.515 0.537 0.630 0.597 0.500 0.606 0.603 1.000

0.459 0.500 0.673 0.636 0.550 0.620 0.483 0.554 0.725 0.590 1.000

0.627 0.625 0.446 0.469 0.613 0.530 0.525 0.612 0.484 0.763 0.596 1.000

0.508 0.500 0.475 0.475 0.550 0.540 0.409 0.485 0.517 0.564 0.555 0.625 1.000

0.587 0.557 0.531 0.578 0.576 0.615 0.539 0.577 0.523 0.687 0.484 0.619 0.461 1.000

0.500 0.516 0.644 0.587 0.560 0.677 0.454 0.585 0.661 0.646 0.649 0.578 0.620 0.544 1.000

0.5450.539 0.515 0.537 0.582 0.529 0.523 0.628 0.554 0.666 0.564 0.651 0.469 0.565 0.621 1.000

0.422 0.387 0.534 0.508 0.484 0.574 0.397 0.450 0.551 0.455 0.433 0.430 0.458 0.515 0.574 0.523 1.000

0.451 0.416 0.544 0.516 0.516 0.557 0.359 0.500 0.561 0.508 0.491 0.508 0.491 0.500 0.610 0.531 0.641 1.000

0.446 0.459 0.614 0.532 0.485 0.650 0.422 0.559 0.631 0.645 0.679 0.627 0.648 0.538 0.800 0.569 0.569 0.607 1.000

0.579 0.604 0.466 0.467 0.620 0.461 0.553 0.545 0.483 0.606 0.465 0.643 0.491 0.524 0.508 0.606 0.500 0.509 0.525 1.000

0.443 0.431 0.654 0.561 0.508 0.631 0.440 0.515 0.641 0.524 0.627 0.551 0.566 0.492 0.690 0.574 0.635 0.647 0.725 0.585 1.000
0.387 0.373 0.555 0.526 0.406 0.596 0.360 0.420 0.574 0.516 0.558 0.466 0.500 0.508 0.596 0.424 0.537 0.547 0.654 0.490 0.666 1.000

As observagdes feitas em 14 acessos, quanto as caracteristicas morfoagrondmicas,

estdo relacionadas nas Tabelas 4 ¢ 5. Ressalta-se que os dados obtidos foram tomados em

um individuo de cada acesso, portanto, sdo representativos apenas para os caracteres de



heranga monogénica como: hébito de crescimento (Sax, 1926; Bliss, 1971; Miranda, 1973;
Freire Filho, 1980; Halvankar & Patil, 1994), presenca ou auséncia de pélos no caule
(Ospina, 1981), forma da folha (Halvankar & Patil, 1994), cor da vagem (Halvankar &
Patil, 1994) e cor do tegumento (Khattak et. al, 1999). Em relagdo aos caracteres de heranca
poligénicas, ou que apresentam interagdes génicas, os dados do presente trabalho podem
apenas auxiliar na realizagdo de outras pesquisas de caracterizagdo utilizando-se o
delineamento experimental adequado.

Conforme os dados apresentados na Tabela 4, treze gendtipos apresentaram habito de
crescimento indeterminado caracterizado pelo desenvolvimento da gema terminal em uma
guia e trepador, apenas o gendtipo FA-19 apresentou habito determinado, caracterizado
pelo desenvolvimento completo da gema terminal em uma inflorescéncia. Esta
caracteristica ¢ monogénica, com dominancia do alelo que condiciona o crescimento
indeterminado. Santos et al. (2002), estudando produtividade e morfologia de vagens e
sementes de variedades de fava no Estado da Paraiba, observaram que todos os genotipos
apresentaram habito de crescimento indeterminado e trepador. Oliveira et al. (2004), ao
analisarem a producdo de feijao-fava em fun¢do da nutricdo mineral, constataram que no
Nordeste brasileiro, os pequenos produtores utilizam, principalmente, cultivares de
crescimento indeterminado, corroborando assim com os resultados observados neste
trabalho.

Quanto as caracteristicas das folhas, a forma da folha (FF), heranga monogénica,
verificada apenas nos foliolos centrais de folhas completamente desenvolvidas, nos
genotipos FA-13 e FA-18 foram do tipo acuminada (A), nos gendtipos FA-08, FA-16, FA-
17, FA-20 e FA-25 foram do tipo levemente acuminada (LA) e nos demais genotipos
apresentaram forma da folha bruscamente acuminada (BA). Em relag¢do a cor das folhas
(F), os genodtipos FA-08 ¢ FA-19 mostraram-se verde escuro (VE), os genotipos FA-01 e
FA-27 verde claro (VC) e os demais gendtipos apresentaram coloragdo verde normal (VN).
As bordas da lamina foliar (BLF) apresentaram-se lisas (L) para todos os gendtipos,
enquanto a textura da lamina foliar (TLF) foi do tipo coridcea. Os genotipos exibiram area
foliar (AF) variando de 28,40 cm® (FA-20) a 58,88 cm* (FA-07).

A pilosidade (PC), que varia segundo a cultivar, a parte da planta, o estadio de

crescimento e, em menor grau, com as condi¢cdes ambientais, como seca e luz, todos os



gendtipos avaliados apresentaram-se pilosos. A cor do caule (CC), variou de verde sem
pigmentagdo (VSP) para os gendtipos FA-01, FA-09, FA-11, FA-16, FA-18, FA-19, FA-20
e FA-25, verde com pigmentagao ténue (VPT) para os genotipos FA-03, FA-07, FA-08 ¢
FA-13, e verde com pigmentagdo intensa (VPI) para os demais. O didmetro do caule
principal (DC) variou de 0,59 cm (FA-16) a 1,34 cm (FA-27). O ntimero de nds no caule
at¢ 1 m (NUP) variou de 4 em FA-19 até¢ 15 em FA-16 e FA-18, e at¢ o ramo principal
variou (NRP) de 4 (FA-11, FA-16, FA-17 e FA-27) a 7 (FA-20).

A cor da flor varia consideravelmente de acordo com o momento do dia em que se faz
a observagdo, razdo pela qual sua identificacdo foi efetuada sempre as primeiras horas da
manha, ja que a luz solar produz rapidamente uma diminui¢do nos tons das cores (Puerta
Romero, 1961). Observou-se quatro variagdes de cores das flores, a saber: branca (FA-01,
FA-03, FA-17, FA-18 e FA-19), lilas (FA-13, FA-16, FA-20, FA-25 e FA-27),
branca/amarelada (FA-07, FA-09 e FA-11) e amarela/branqueada (FA-08).

Tabela 4. Caracteristicas morfoagrondmicas de quatorze acessos de feijdo-fava da

Colecao de Germoplasma do Departamento de Agronomia da UFRPE

Habito Caracteristicas das folhas Cor
Acessos de Caracteristicas do caule da




Crescimento flor

FF F BLF TLF AF CcC PC DC NUP NRP
(cm?) (cm)
FA-01 1 BA VC L C 43,55 VSP P 0,74 14 5 B
FA-03 1 BA VN L C 41,68 VPT P 0,80 14 6 B
FA-07 I BA VN L C 58,88 VPT P 0,92 13 5 BA
FA-08 I LA VE L C 33,92 VPT P 0,97 12 5 AB
FA-09 I BA VN L C 32,93 VSP P 0,95 12 5 BA
FA-11 I BA VN L C 34,43 VSP P 0,67 13 4 BA
FA-13 I A VN L C 35,68 VPT P 1,01 12 6 L
FA-16 1 LA VN L C 52,79 VSP P 0,59 15 4 L
FA-17 1 LA VN L C 38,64 VPI P 1,02 10 4 B
FA-18 1 A VN L C 31,28 VSP P 0,87 15 6 B
FA-19 D BA VE L C 36,36 VSP P 0,80 04 5 B
FA-20 I LA VN L C 28,40 VSP P 0,85 13 7 L
FA-25 I LA VN L C 49,80 VSP P 0,87 12 5 L
FA-27 1 BA VC L C 45,00 VPI P 1,34 13 4 L

Habito de crescimento: I (Indeterminado) ¢ D (Determinado); Caracteristicas das folhas: FF- Forma Folha (BA-
Bruscamente Acuminada; LA- Longamente Acuminada; A- Acuminada); F- Cor Folha (VC- Verde Claro; VN- Verde
Normal; VE- Verde Escuro); BLF- Bordas da Lamina Foliar (L-Lisa); TLF- Textura da Lamina Foliar (C-Coriacea); AF -
Area Foliar; Caracteristicas do caule: CC- Cor Caule (VPT- Verde com Pigmentagio Ténue; VSP- Verde Sem
Pigmentagdo; VPI- Verde com Pigmentagdo Intensa); PC- Pélos Caule (P-Piloso); DC- Didmetro Caule; NUP- Numero de
nods até 1 metro da Planta; NRP- Numero de nos até o Ramo Principal; Cor da Flor (B- Branca; BA- Branca/Amarela; AB-
Amarela/Branca; L- Lilas).

A cor do tegumento (CT) foi considerada neste trabalho devido a importancia dos
diferentes tipos, tanto na aceitagdo no mercado como na identificagdo botanica. A ampla
variabilidade de cores do tegumento das sementes (Figura 3) apresentada pelos diversos
acessos de feijao-fava ¢ uma caracteristica fundamental na identifica¢do de cultivares. Os
quatorze acessos avaliados apresentaram os tegumentos com as seguintes tonalidades
(Tabela 5): rajada branca com preta-RBP (FA-01); branca com manchas alaranjadas-BA
(FA-03); branca-B (FA-07 e FA-27); vermelha-V (FA-08); branca com preta-BP (FA-09 e
FA-13); rajada branca com vermelha-RBV (FA-11); vinho-VI (FA-16); rajada marrom com
roxa-RMR (FA-17, FA-19 e FA-20); roxa com creme-RC (FA-18) e preta com creme-PC
(FA-25). A cor do tegumento das sementes ¢ um fator que pode contribuir para uma boa
comercializa¢ao ou ndo do produto, e isto dependera das preferéncias dos consumidores nas
diferentes regides. Vera et al. (1999), conseguiram distinguir as classes comerciais de

feijdes chilenos de acordo com a cor dos graos.
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Figura 3. Diferentes formas, tamanhos e cores do tegumento dos quatorze acessos de feijao-

fava, usados na caracterizacdo morfoagrondmica.

Quanto ao peso de cem sementes (PCS), os gendtipos estudados apresentaram
variagdo de 15,0 g (FA-16) a 88,89 g (FA-13). Azevedo et al. (2003) estudando oito
variedades de feijdo-fava, encontraram valores médios entre 47,39 g a 90,05 g/cem
sementes. As sementes foram classificadas quanto ao tamanho (TS), em grande (maior que
60 g), normal (40 a 59,9 g) e média (menor que 40 g). Nos genotipos estudados
predominaram sementes média a grande. O tamanho das sementes do feijdo-fava pode ser
uma caracteristica importante do ponto de vista de desenvolvimento fisioldgico da cultura,
ja que Dobert & Blevins (1993) verificaram que plantas desenvolvidas a partir de sementes
maiores produziram mais nddulos e matéria seca de parte aérea do que as oriundas de
sementes menores, sugerindo maior fixagdo de nitrogénio atmosférico. Quanto ao
coeficiente J (comprimento/largura), onde as sementes podem ser esféricas (1,16 a 1,42
mm), eliptica (1,43 a 1,65 mm), oblonga ou reniforme curta (1,66 a 1,85 mm), oblonga ou
reniforme média (1,86 a 2,00 mm) e oblonga ou reniforme longa (maior que 2,00 mm)
(Vilhordo et al.,1996), o genotipo FA-20 apresentou sementes esféricas e os demais
apresentaram sementes elipticas. Através da relagdo espessura/largura (H), todos os acessos
avaliados apresentaram sementes achatadas (menor que 0,69 mm). Em relagdo ao
comprimento e largura dos graos, respectivamente, os maiores valores foram de 16,9 mm e
11,7 mm (FA-13), 16,4 mm e 10,3 mm (FA-11), 16,2 mm e 11,0 mm (FA-17), j& para
espessura de graos, a maior foi para o genétipo FA-13 com 6,1 mm.

O numero de vagens por planta (NVP) variou de 14,4 (FA-16) a 436,3 (FA-18). Esta
variabilidade apresentada ¢ uma caracteristica genética importante na identificacdo de

genotipos potencialmente produtivos. Na cor da vagem (CRV), um tipo de heranga



monogénica, o verde uniforme predominou em todos os gendtipos, € o numero de sementes
por vagem (NSV) variou, em sua maioria, de duas a quatro. Santos et al. (2002), estudando
produtividade e morfologia de sementes de variedades de feijao-fava, também encontraram
a mesma variacdo para o nimero de sementes por vagem. Os gendtipos FA-11 (89,5 mm),
FA-13 (85,3 mm) e FA-17 (84,6 mm) apresentaram os maiores comprimentos de vagem
(CV), destacando-se dos demais. Em relagdao a largura da vagem (LV) e espessura da
vagem (EV), a variacdo foi de 21,4 mm (FA-13) a 7,9 mm (FA-18), respectivamente.
Quanto a produgdo de sementes por planta (P), os gendtipos FA-17, FA-11, FA-18 e FA-20
foram os mais produtivos, com 556, 795, 830 e 1500g de sementes por planta,
respectivamente.

Observou-se que o genotipo FA-13, proveniente do Ceard, destacou-se dos demais
por apresentar maiores valores para: peso de cem sementes (88,89 g), nimero de semente
por vagem (2-6), comprimento de vagem (85,3 mm) e largura de vagem (21,4 mm).
Entretanto, o gendtipo FA-16, proveniente de Pernambuco, apresentou menores valores de
peso de cem sementes, com sementes muito pequenas, menor numero de vagem por planta,

menor comprimento de vagem, e a menor produ¢do de sementes por planta (Tabela 5).

Tabela 5. Caracteristicas morfoagronomicas de vagens e graos de quatorze acessos de feijao-fava da

Colecdo de Germoplasma do Departamento de Agronomia da UFRPE

Caracteristicas das vagens Caracteristicas dos grios




Acessos

CRV NVP NSV Cv LV EV P C L E J H FS PCS TS CT
(mm) (mm) (mm) (g)  (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

FA-01 VU - - - - - - - - - - - - - G RBP
FA-03 \'48} - - - - - - - - - - - - - G BA
FA-07 VU - 2-3 748 142 14 - 15 9,4 49 1,59 0,52 EA - G B
FA-08 \'48} - - - - - - - - - - - - - N \V4
FA-09 \'48} - - - - - - - - - - - - - G BP
FA-11 VU 77,0 2-4 89,5 193 64 795 164 103 58 1,59 0,56 EA 85,34 G RBV
FA-13 vu 18,7 2-6 83 214 73 165 16,9 11,7 6,1 1,44 0,52 EA 88,89 G BP
FA-16 vu 14,4 2-4 48,6 13,9 6,2 56 11,3 74 52 1,53 0,70 EC 15,00 MP VI
FA-17 VU 155,6 2-4 84,6 165 44 556 162 11,0 50 147 0,45 EA 34,85 M RMR
FA-18 VU 436,3 1-3 55,1 13,5 7,9 830 124 8,0 5,0 1,55 0,62 EA 34,29 M RC
FA-19 VU 422 1-3 60,4 153 57 244 11,9 8,0 43 1,49 0,54 EA 3731 M RMR
FA-20 VU 3172 2-4 61,7 13,8 59 1500 11,3 8,0 47 1,41 0,59 SA 35,56 M RMR
FA-25 VU 422 24 658 155 59 198 129 89 50 145 056 EA 5419 N  PC
FA-27 VU - - - - N B

Caracteristicas das vagens: CRV- Cor Vagem (VU- Verde Uniforme); NVP- Numero de Vagem por Planta; NSV- Numero de Semente por

Vagem; CV- Comprimento Vagem; LV- Largura Vagem; EV- Espessura Vagem; P- Produtividade; Caracteristicas dos graos: C- Comprimento;

L- Largura; E- Espessura ; J- Coeficiente Comprimento/Largura; H- Coeficiente Espessura/Largura; FS- forma da semente (EA-

Eliptica/Achatada; EC- Eliptica Semi-Cheia; SA- Esférica/Achatada); PCS- Peso de Cem Sementes; TS- Tamanho da Semente (G- Grande; M-

Média; N- Normal; MP- Muito Pequena); CT- Cor do Tegumento (RBP- Rajada de Branca e Preta; BA- Branca com manchas Alaranjadas; B-
Branca; V- Vermelha; BP- Branca com Preta; RBV- Rajada Branca com Vermelha; VI- Vinho; RMR- Rajada Marrom com Roxa; RC- Roxa

com creme; PC- Preta com creme).

A distribuicdo dos acessos analisados no dendrograma, por um lado confirmam
algumas expectativas, isto ¢, nao foi capaz de separar acessos por area de coleta, mostrando
assim que os produtores dessas regides, por estarem proximas geograficamente, trocam
sementes entre si. Entretanto, a avaliacdo de germoplasma tem sido muito otimizado pela
jung¢do de marcadores moleculares com descritores morfologicos, possibilitando avaliar a
distancia genética com base em caracteristicas importantes para o melhoramento, como a
escolha de linhas de parentais contrastantes.

Embora a similaridade genética entre os 22 acessos tenha sido calculada com base em
dados moleculares, que, muitas vezes, ndo correspondem a regides expressas do DNA, os
resultados apresentados devem ser bastante consistentes, em decorréncia de ndo haver
interferéncia do ambiente, o que ¢ comum em dados fenotipicos, € dos marcadores RAPD
geralmente, proporcionarem uma ampla cobertura do genoma. Os resultados gerados

apresentam grande utilidade ao melhoramento de feijdo-fava, pois permitem maior



compreensdo sobre a genética da cultura e fornecem subsidios para programas de selegdo
de individuos.

Considerando-se o feijao-fava, como uma importante fonte de proteina ¢ de renda
para a populagdo menos favorecida da Regido Nordeste, e que ainda tem pouca relevancia
no Brasil, apesar de ser cultivada em maior ou menor extensdo em todos os Estados,
justificam-se as pesquisas no sentido de selecionar individuos em programas de
melhoramento, possibilitando cruzamentos de materiais bem divergentes, objetivando a
maximizacdo da distdncia genética com a finalidade de recombinar genes, ou complexos
génicos, reunindo-os em novas combinagdes favoraveis.

Devido a escassez de informacgdes sobre a caracterizagdo morfologica de feijao-fava,
algumas caracteristicas, como producao por exemplo, podem vir a disponibilizar no futuro
proximo, materiais potencialmente promissores e que interfiram diretamente no aumento da

produgdo, bem como, estimular aqueles que quiserem investir na cultura.

CONCLUSOES

1. Marcadores moleculares RAPD sao eficientes para caracterizar acessos de feijao-fava,
podendo ser utilizados para caracterizacdo de plantas matrizes, andlise de variabilidade
genética entre genitores em Programas de Melhoramento Genético;

2. As andlises morfoagrondmicas sao eficientes por demonstrarem a variabilidade dos
acessos de feijao-fava estudados, principalmente, pelas caracteristicas da flor, frutos e
sementes;

3. O estudo da diversidade genética em feijao-fava geram informagdes que podem otimizar
a manutencao e o manejo da Colecdo de Germoplasma do Departamento de Agronomia da
UFRPE, facilitando o acesso dos melhoristas a novos conjuntos génicos;

4. Os estudos da diversidade genética associados a caracteristicas morfoagrondmicas de
feijdo-fava da Colecao de Germoplasma da UFRPE, sinalizaram com acessos promissores

para utilizacdo em plantas comerciais.
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