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RESUMO

Diversidade genética, domesticacdo e plasticidade fenotipica de feijao-fava

(Phaseolus lunatus L.)

O feijao-fava (Phaseolus lunatus 1..) é uma importante espécie da familia Fabaceae, que possui
ampla distribuicdo mundial. A origem e a domesticacio da espécie sio apontadas no continente
americano, no entanto, os locais exatos ainda nio estdo totalmente esclarecidos, devido a ampla
distribuicio e a escassez de populagoes silvestres. Além disso, ha perda de germoplasma de feijao-fava
em muitas areas de distribuicdo natural, o que mostra a importancia dos Bancos de Germoplasma, da
caracterizacdo da diversidade e dos estudos de domesticacio da espécie. O estudo da diversidade
genética a nivel molecular vem sendo bastante realizado, os marcadores moleculares de microssatélites
(SSR), se destacam. O feijdo-fava conta com poucos estudos usando como ferramentas os SSRs, nio
possuindo locos especificos para a espécie, o que limita o conhecimento sobre sua genética. Assim,
objetivou-se desenvolver locos microssatélites nucleares (ncSSR) especificos a espécie para estudar a
diversidade genética, bem como, o processo de domesticagdo entre acessos silvestres e domesticados
em diferentes paises (Brasil, México, Peru, Colémbia e Argentina), por marcadores SSR
cloroplastidiais (cpSSR), além de estudar a plasticidade fenotipica de acessos brasileiros. Estimou-se a
plasticidade fenotipica de 12 acessos do Brasil em quatro ambientes com diferentes adubos (1 —
controle sem adubacio; 2 — adubagiao mineral NPK; 3 — adubagdo orginica de esterco bovino; 4 —
adubacio mineral e orginica). O delinecamento foi inteiramente casualizado com trés repetigdes. Os
caracteres avaliados foram: Numero de Dias para Floracio (NDF), Numero de Dias para Maturaciao
(NDM), Numero de Vagens por Planta (NVP), Numero de Sementes por Planta (NSP),
Comprimento de vagem (CV), Largura da Vagem (LV), Nimero de Léculos por Vagem (NLV), e
Peso de Cem Sementes (P100S). Realizou-se a analise de varidncia e estimou-se o indice de
Plasticidade Fenotipica (IPF) e a Correlagdo de Pearson entre os catracteres. Para a determinacio da
diversidade e estrutura genética foram usados marcadores microssatélites, sendo cinco locos
cloroplastidiais (cpSSR) e trés locos nucleares (ncSSR), em 44 acessos de feijao-fava. Foi possivel
detectar-se plasticidade fenotipica nos acessos de feijao-fava. Todos os caracteres, com excecio de
NDF e NSV, apresentaram interacio gendtipo X ambiente significativa para os quatro ambientes
avaliados. NVP e NSP tiveram os maiores IPF (0,82) e NDF o menor (0,00), sendo assim o mais e o
menos plastico, respectivamente, nos quatro ambientes. A maior correlacdo positiva foi observada
entre NVP x NSP, de modo que seus valores variam na mesma direcao. NVP x P100S apresentaram a
maior correlagdo negativa. A diversidade genética observada com marcadores microssatélites nucleares
e cloroplastidiais mostrou-se maior em acessos do México (cpSSR = 0,163; ncSSR = 0,15), seguido do
Brasil (cpSSR = 0,111; ncSSR = 0,00). Em nivel de variedades, os acessos silvestres tiveram menor
diversidade em cpSSR (0,16) e maior em ncSSR (0,14) do que os domesticados (cpSSR = 0,119;
ncSSR = 0,02). Altos niveis de variacdo e diferenciacdo genética foram observadas entre paises, com
94% da variacdo e Fy = 0,874 ¢ entre variedades, com 87% e Fy = 0,944 em cpSSR. J4 em ncSSR,
variacdo e diferenciagdo maiores ocorteram entre acessos (61%; Fsc = 0,771) e dentro de variedades
(80%,; Fs. = 0,778). Essas diferencas podem estar relacionadas a diferengas no padrio de heranca dos
marcadores. Os SSR cloroplastidiais sdo mais conservados e tem heranga maternal. Assim, os acessos
de mesmo pafs conservam os mesmos haplotipos, apresentando baixa diferenciacio entre eles. O
contrario ocorre com os SSR nucleares, que possuem heranga biparental e maior porcentagem de
mutagdo. Apresentando assim, maior diferenciagdo entre os acessos, que ¢ favorecida pelo sistema
reprodutivo predominantemente autégamo. Os acessos domesticados brasileiros estdo mais proximos
geneticamente dos acessos silvestres mexicanos, podendo ter sido resultantes da domesticacio de
individuos silvestres do México.

Palavras-chave: Phaseolus lunatus L.; indice de plasticidade fenotipica; cpSSR; ncSSR;
Diversidade genética; Domesticacéo



ABSTRACT

Genetic diversity, domestication and phenotypic plasticity of lima bean

(Phaseolus lunatus L.)

Lima bean (Phaseolus lunatus 1..) is an important species of the Fabaceae family, which is
distributed worldwide. The origin and domestication of the species is not fully understood due to the
wide distribution and lack of wild accessions, as well as the loss of germplasm in many areas of its
natural distribution, which indicates the importance of germplasm banks and the characterization of
diversity and of domestication studies. The study of genetic diversity at the molecular level has been
quite accomplished, the molecular markers od microsatellites (SSR), stand out. The lima bean has few
studies using as tools the SSRs, not having specific loci for the species, which limits the knowledge
about its genetics. Thus, the objective was to develop specific nuclear microsatellite loci (ncSSR) to
study the genetic diversity, as well as the domestication process involving wild and domesticated
accessions in different countries (Brazil, Mexico, Peru, Colombia and Argentina), by chloroplastids
SSR markers (cpSSR), besides to study the phenotypic plasticity of Brazilian accessions. The
phenotypic plasticity of 12 accessions from Brazil was estimated in four environments with different
fertilizers (1 - control without fertilization, 2 - mineral fertilization with NPK, 3 - organic fertilization
with bovine manute, 4 — mineral [NPK] and organic fertilization [manure]). The design was
completely randomized with three replicates. The evaluated traits were: Number of Days for
Flowering (NDF), Number of Days for Maturation (NDM), Number of Pods per Plant (NVP),
Number of Seeds per Plant (NSP), Pod Length (CV), Pod Width (ILV), Number of Locules per Pod
(NLV), and Weight of One Hundred Seeds (P100S). The analysis of variance was performed, the
index of Phenotypic Plasticity (IPF) and the Pearson Correlation between the characters were
estimated. Microsatellite markers were used for the determination of genetic diversity and structure,
with five chloroplastid (cpSSR) and three nuclear loci (ncSSR) in 44 accessions of lima bean. There
was phenotypic plasticity in the accessions of lima bean. All characters except for NDF and NSV
presentated genotype X environment interaction significant for the four environments evaluated.
NVP and NSP had the highest (0.82) and NDF the lowest (0.06) IPF, thus being the most and the
least plastic, respectively, in the four environments. The highest positive correlation was observed
between NVP x NSP, so that their values vary in the same direction. NVP and P100S had the highest
negative correlation. The genetic diversity observed with nuclear and chloroplast microsatellite
markers was greater in accessions from Mexico (cpSSR = 0.163; ncSSR = 0.15), followed by Brazil
(cpSSR = 0.111; ncSSR = 0.00). At the variety level, wild accessions had lower diversity with cpSSR
(0.16) and higher diversity with ncSSR (0.14) than domestic (cpSSR = 0.119; ncSSR = 0.02). High
levels of variation and genetic differentiation were observed among countries, with 94% of the
variation and Fy = 0.874, and between vatieties, with 87% and F = 0.944 with cpSSR. With ncSSR,
greater variation and differentiation occurred between accessions (61%, Fst = 0.771) and within
varieties (80%, Fst = 0.788). These differences may be related to differences in the inheritance pattern
of the markers. Chloroplast SSRs are more conserved and have maternal inheritance. Thus, accessions
from the same country retain the same haplotypes, presenting low differentiation between them. The
opposite occurs with nuclear SSR, which has a biparental inheritance and a higher percentage of
mutation. Thus, a greater differentiation exists between the accessions, which is favored by the
predominantly autogamous treproductive system. Brazilian domesticated accessions are genetically
closest to the Mexican wild accessions, and may have resulted from the domestication of wild
individuals from Mexico.

Keywords: Phaseolus lunatus L.; Phenotypic plasticity index; cpSSR; ncSSR; Genetic
diversity; Domestication
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1. INTRODUCAO

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) é uma das cinco espécies do género
Phaseolus explorada comercialmente, com potencial para fornecer proteina vegetal (Vieira,
1992) e a segunda leguminosa de maior importancia do género (Maquet et al. 1999). E
mundialmente utilizada em pratos nas mais diversas culinarias, recebendo vérias
denominacdes, em funcdo da regido cultivada ou forma de utilizacdo na alimentacéo, entre
elas fava, fava-belém, feijdo-espadinho, feijdo-de-lima ou fava-de-lima (GRIN, 2018).

A importancia econémica e social do feijao-fava se deve principalmente a sua
rusticidade em regides semi-aridas do Nordeste brasileiro, 0 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 consumidos pelo homem. Trata-se de uma das
principais leguminosas cultivadas na regido tropical que apresenta potencial para o
fornecimento de proteina vegetal a populagdo e diminuicAo da dependéncia, quase
exclusiva, do feijdo comum do grupo carioca (Vieira, 1992).

No entanto, apesar de cultivada em varios estados e de apresentar capacidade de
adaptacdo mais ampla que o feijdo comum, seu o cultivo ainda tem pouca relevancia no
pais. Acredita-se que as principais raz8es para 0 seu cultivo relativamente limitado sejam: a
maior tradicdo de consumo do feijdo comum e feijdo-caupi, o paladar do feijdo-fava e o seu
tempo de coccdo mais longo. O feijdo-fava tem merecido pouca atengdo por parte dos
6rgaos de pesquisa e extensdo, resultando em limitado conhecimento a respeito das suas
caracteristicas agronémicas e potencialidades (Santos et al. 2002).

No Brasil, foram produzidas 21.004 toneladas de gréos secos, com um rendimento
médio da producao de 194 quilogramas por hectare (kg/ha) no ano de 2017. Um rendimento
médio muito baixo quando comparado com o rendimento do feijjdo comum no mesmo ano
(1563 kg/ha). E cultivada principalmente na Regido Nordeste, tendo o Ceara como principal
estado produtor, com 7095 ton e rendimento médio de 137 kg/ha, seguida de Pernambuco
(3249 ton e 290 kg/ha) e Paraiba (3008 ton e 165 kg/ha). Na Regiao Centro-Oeste, 0 estado
de Goias, é o responsavel pela quase totalidade da producédo de feijao-fava, de 1281 ton,
com o maior rendimento médio (2114 kg/ha) (IBGE, 2018). E preferencialmente cultivada
por pequenos produtores, por conta da sua rusticidade e colheita prolongada em periodos
secos (Azevedo et al. 2003).

A baixa produtividade do feijdo-fava pode ser atribuida ao fato de parte da producéo
ser oriunda de pequenos produtores, em consorcios com milho, mandioca, mamona ou
babacu, utilizando-se estas culturas como suporte para o seu desenvolvimento vegetativo (o0

feijdo-fava tem habito indeterminado), sem adocdo de tecnologia que vise o aumento da
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produtividade. Geralmente, apenas o excedente da producdo € comercializado em feiras
livres, o que a define como cultura de subsisténcia. Seu cultivo ainda é relativamente
limitado. Dentre as razdes para esse cultivo limitado, estdo a maior tradigdo de consumo dos
feijdes comum (Phaseolus vulgaris L.) e caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e o sabor
amargo do feijao-fava, conferido pela presenca de toxinas (HCN). Além dessas, uma das
principais razdes para que o feijdo-fava ainda seja pouco cultivado é a falta de cultivares
recomendadas para as regides produtoras (Guimardes et al. 2007). Assim, € importante a
realizacao de estudos com feijao-fava no Brasil. O potencial econémico da cultura e a falta
de informa¢Bes que subsidiem a sua exploracdo tornam evidente a necessidade do
desenvolvimento de pesquisa em genética, recursos genéticos, pré-melhoramento e
melhoramento genético, além de se conhecer a histéria evolutiva e processo de
domesticagéo da espécie.

Devido a erosado da diversidade genética das espécies silvestres e cultivadas tem-
se intensificado a conservagédo de germoplasma, com o objetivo de preservar a variabilidade
genética e de selecionar espécies para programas de melhoramento (Villalobos et al. 1991).
A utilizacdo da variabilidade genética das plantas conservadas em bancos de germoplasma
requer que as subamostras sejam caracterizadas e documentadas, facilitando a
identificacdo daquelas potencialmente Uteis para os programas de melhoramento genético
(Faleiro, 2003).

A caracterizacdo da variabilidade genética nas diferentes espécies vém sendo
bastante estudada. Os marcadores moleculares estdo sendo cada vez mais usados na
determinacdo da diversidade genética. Dentre eles, os marcadores microssatélites séo
eficientes no estudo de diversidade genética, estrutura populacional, processo de origem e
domesticacdo. O feijdo-fava ainda conta com poucos estudos, principalmente, na
caracterizacdo por marcadores moleculares. Visto que, ndo possui marcadores
microssatélites nucleares especificos, o que limita a ampliacdo do conhecimento sobre a
espécie.

Devido aos aspectos acima citados, os objetivos deste trabalho foram:

1.1. Objetivo geral

Estudar a diversidade genética e a plasticidade fenotipica de feijao-fava, bem como,

contribuir para o entendimento do processo de domesticacdo da espécie.
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1.1.1. Objetivos especificos

1. Desenvolver marcadores microssatélites nucleares especificos para a espécie
Phaseolus lunatus L.;

2. Estudar a diversidade genética de acessos de feijdo-fava originados da América
do Sul do Banco de Germoplasma da Universidade Federal do Piaui e acessos vindos do
México usando os marcadores microssatélites desenvolvidos;

3. Analisar os padrdes de distribuicdo da variacdo haplotipica dos acessos
domesticados e silvestres de feijdo-fava, através de marcadores microssatélites
cloroplastidiais (cpSSR), podendo assim gerar mais informagdes sobre o processo de
domesticagdo da espécie;

4. Estudar a plasticidade fenotipica de acessos de feijdo-fava através da resposta a
diferentes tipos de adubacéo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais do feijao-fava

O feijao-fava pertence ao género Phaseolus, estando classificado na divisdo
Angiospermae, classe Dycotiledoneae, subclasse Rosidae, ordem Fabales, subordem
Leguminoseae, familia Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae e
subtribo Phaseolineae (Souza e Lorenzi, 2008).

A familia Fabaceae tem distribuicdo mundial, com cerca de 650 géneros e
aproximadamente 18.000 espécies e estd entre as maiores familias das angiospermas.
Suas espécies sdo de grande interesse econbmico, principalmente para alimentag&o
humana e adubacgéo verde (Souza e Lorenzi, 2008). Dentre as 40 tribos pertencentes a
familia Fabaceae, a tribo Phaseoleae se destaca por possuir 75% das leguminosas
comercializadas mundialmente, tais como: feijdo comum (Phaseolus vulgaris), soja (Glycine
max) e feijao-caupi (Vigna unguiculata) (Broughton et al. 2003).

O género Phaseolus, tem sua origem no continente americano, e se concentra nas
regides tropical e temperada. Estimativas mostram que ha cerca de 50 espécies, sendo
cinco delas domesticadas: P. vulgaris, P. lunatus L., P. coccineus L., P. acutifolius A. Gray e
P. polyanthus Greenm. Essas cinco espécies pertencem a duas linhagens distintas, sendo
que P. lunatus L. esta em um clado a parte das demais, que inclui a diversificacdo sul-
americana e oceanicas de Phaseolus. (Baudoin et al. 2004).

A espécie P. lunatus L. pode ser encontrada sob a forma de duas variedades
botanicas: P. lunatus var. lunatus, que inclui as populacbes domesticadas, e P. lunatus var.
silvester, constituida das populagfes silvestres (Baudet, 1977). Individuos silvestres s&o
caracterizados por habito de crescimento indeterminado, periodo prolongado de floragcéo e
grande namero de vagens (Zoro bi et al. 2003), enquanto que os individuos domesticados
possuem habito de crescimento determinado e periodo de florag&o curto e uniforme. O pool
génico primério de P. lunatus L. compreende populagfes silvestres e domesticadas, sendo
dividido em dois grupos: Andino (sementes grandes) e Mesoamericano (sementes
pequenas). Formas intermediarias, resultante da hibridagdo natural de formas silvestres e
domesticadas, sdo observadas por toda a América Latina (Baudoin et al. 2004).

A variedade silvestre de P. lunatus L. € encontrada apenas na América, enquanto
que a cultivada é amplamente distribuida pelas regides tropicais e algumas regides
temperadas. A distribuicdo geografica do feijdo-fava se estende do clima extremamente
seco da costa peruana, ao clima tropical tmido da regido amazonica no Equador e Peru, e
aos climas temperados das altitudes acima de 2500 m de altitude. As formas silvestres com

sementes pequenas se estendem em baixas altitudes desde o México, através da América
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Central e América do Sul até a Argentina. E as domesticadas ocorrem desde o sudoeste dos
Estados Unidos, América Central até a costa leste do Brasil, principalmente no Nordeste
(Baudoin et al. 2004; Andueza-Noh et al. 2013). Sementes grandes silvestres tém sua
distribuicdo restrita a costa oeste do Pacifico, Equador e norte do Peru, e as domesticadas
ocorrem no Equador, Peru, Colémbia, Bolivia e Argentina (Baudoin et al. 2004; Motta-
Aldana et al. 2010).

O feijao-fava tem grande importéncia dentro do género Phaseolus, juntamente com
o feijdo comum. Seu cultivo ocorre na América do Norte, América do Sul, Europa, leste e
oeste da Africa e sudeste da Asia (Baudoin, 1988). Seus grdos constituem-se em uma
importante fonte de alimento, ricos em proteinas para a populacdo em varios municipios
nordestinos, juntamente com o feijdo-caupi, milho e mandioca (Azevedo et al. 2003) e séo
consumidos pelo homem sob a forma de graos verdes e secos, vagens verdes e folhas.
Além disso, esta espécie também pode ser utilizada na alimentacdo animal. E considerada
mais tolerante a seca, ao excesso de umidade e ao calor, em comparacdo a outras especies
(Vieira, 1992).

Para os maias da Peninsula de Yucatan, México, o feijdo-fava é a quarta principal
cultura, sendo plantado no sistema agricola tradicional conhecido como “milpa” (Martinez-
Castillo et al. 2006). O milpa é um antigo sistema agricola mesoamericano de terras secas
baseado no cultivo ciclico, onde a vegetagdo é cortada e queimada para plantar um grupo
de culturas basicas como milho, abdbora e feijdes. Juntamente com espécies secundarias,
como Capsicum spp., Ipomoea batatas L. e Solanum esculentum L. Depois de 2 a 3 anos de
cultivo (dependendo da fertilidade do solo), a terra descansa por 5-15 anos antes de iniciar-
se um novo ciclo. Em Cuba, é explorado em cultivo ndo comercial em areas pequenas, em
gue a diversidade é observada apenas no nivel de propriedades e jardins familiares
(Castifieiras et al. 2007).

O feijdo-fava apresenta ciclo anual, bienal ou perene, germinacdo epigea e habito
de crescimento indeterminado ou determinado. Possuem folhas trifoliadas; inflorescéncia de
8 a 25 cm; vagens de 30-80 mm de comprimento e 15-20 mm de largura, com duas a quatro
sementes, péndula, comprida, achatada e pontiaguda; sementes de 6-10 mm de
comprimento e 5-9 mm de largura, podem assumir a forma romboide, redonda ou reniforme.
O peso de 100 sementes varia de 30g a 300g (Vieira, 1992; Beyra e Artiles, 2004).
Predominantemente autdgama, com uma taxa de fecundagéo cruzada que pode chegar até
38,1% (Penha et al. 2017). Suas sementes possuem linhas que se irradiam do hilo para a
regido dorsal, que as diferenciam de outros feijdes, mas em algumas variedades essas

linhas podem ser ausentes (Vieira, 1992).
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2.2. Origem e domesticagao da espécie

Supbe-se que a espécie tenha se originado na Guatemala, por conter formas
silvestres e trepadeiras com sementes pequenas (Vieira, 1967). A ampla distribuicdo e a
falta de acessos silvestres de feijdo-fava em muitas areas de distribuicdo natural tém
dificultado a determinacdo dos centros de domesticacdo da espécie. Estudos feitos por
Motta-Aldana et al. (2010) a partir de DNA de cloroplasto de 109 acessos de feijdo-fava
apontaram para dois grandes centros de domesticacdo: (1) o Andino, localizado no Equador
e norte do Peru, em que as plantas possuem sementes grandes e sdo adaptadas a altas
altitudes; e (2) o Mesoamericano, que se estende do centro-oeste do México a Honduras,
onde as plantas tém sementes pequenas e ocorrem em altitudes mais baixas.

A existéncia de dois conjuntos génicos, um Andino (AG) e um Mesoamericano (MA)
foi corroborada por trabalhos feitos com DNA ribossomal de 151 acessos selvagens e
domesticados, sendo que o0 conjunto génico mesoamericano possui dois grupos
geneticamente e geograficamente distintos (Ml e MIl) (Serrano-Serrano et al. 2010). O
centro AG abrange o Equador e o oeste e norte do Peru, o Ml localiza-se no centro-oeste do
México, incluindo a faixa costeira do Pacifico e o MIl comeca no sul do México, estendendo-
se ao longo do Caribe e da América do Sul. Essa hip6tese sobre a distribuicdo geografica do
germoplasma de feijdo-fava é confirmada por um estudo de 262 de acessos em que se
utilizou DNA de cloroplasto (Andrueza-Noh et al. 2013), sugerindo mdultiplas origens de
domesticagdo para a espécie. Outra espécie de grande importancia com multiplos eventos
de domesticacéo é o feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.).

O processo de domesticagdo tem como principais caracteristicas a perda dos
mecanismos de dispersdo e dorméncia das sementes, que dificulta a disseminacdo e
sobrevivéncia em novos ambientes. Outras caracteristicas sdo o habito de crescimento
determinado e a auséncia de fibras nas vagens, que leva a indeiscéncia das vagens e falta

de dispersao das sementes (Broughton et al. 2003).

2.3. Conservagao de recursos genéticos e melhoramento da espécie

A pesquisa em recursos genéticos e melhoramento vegetal € uma das atividades
mais importantes para o pais, tendo dado grande contribuicdo para a agricultura brasileira
nas Ultimas décadas. Os programas de melhoramento genético sdo dependentes da base
genética disponivel principalmente nos bancos de germoplasma, que sdo a base para o
desenvolvimento de cultivares (Queiroz e Lopes, 2007).

Os recursos genéticos vegetais referem-se a variabilidade de espécies de plantas

de uso atual ou com potencial para uso futuro em programas de melhoramento, constituindo
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parte importante da biodiversidade e promovendo o desenvolvimento da agricultura (Pereira
et al. 2010). Um banco de germoplasma geralmente compreende variedades tradicionais e
melhoradas da espécie cultivada, e amostras de espécies silvestres, tanto nativas como
exoticas (Faleiro et al. 2008). Esses recursos servem de matéria-prima para o melhoramento
genético, na busca por gendétipos mais adaptados a fim de atender as necessidades dos
agricultores e do mercado atual (Nass et al. 2007). Os trabalhos com recursos genéticos
envolvem atividades como coleta, documentacéo, conservacao, caracterizagéo, avaliacdo e
utilizacéo do germoplasma (Nick et al. 2010).

A variabilidade genética disponivel nas espécies pode ser ampla e cada espécie
pode apresentar milhares de variantes; assim, pode-se admitir que uma colecdo de
germoplasma, por maior que seja, € apenas uma pequena amostra da variabilidade total
(Allard, 1970).

A conservacgéo da variabilidade genética de plantas pode ocorrer de duas maneiras:
conservagao in situ e ex situ. Na conservacao in situ, as espécies sdo deixadas em seus
habitats naturais, para que seus conjuntos génicos e/ou seus ecossistemas sejam
preservados. Para que a conservagdo seja eficiente, € necessério o conhecimento da
biologia reprodutiva, ecologia, padrdes de distribuicdo, existéncia de variabilidade genética,
entre outras caracteristicas importantes. A conservacgdo ex situ € a manutencado de genes e
complexos de genes em condigOes artificiais, fora do seu habitat natural, podendo ser feita
em cole¢Bes de pdélen, sementes, culturas de tecidos e cole¢cdes mantidas em campo (Nass,
2007).

As colegbes de germoplasma ex situ aumentaram enormemente em numero e
tamanho, nas Ultimas trés décadas, devido a esfor¢cos globais para a conservagao genética
de plantas para a agricultura e alimentacdo (Odong et al. 2013).

Bancos de germoplasma sdo estruturas fisicas usadas para armazenar
germoplasma, que serve como um reservatério de genes para usos e conservacao da
variabilidade das espécies. Eles podem ser: bancos de sementes, onde se conservam
sementes ortodoxas em condi¢cBes controladas de temperatura e umidade; bancos de
campo, Nos quais se conservam espécies com sementes recalcitrantes ou de propagacéo
vegetativa; e bancos in vitro, onde as cole¢cdes de germoplasma sdo mantidas pelo cultivo
dos tecidos vegetais em laboratério em condicbes que reduzam o crescimento das
amostras. Além da conservacao, os bancos também fazem a caracterizagéo e avaliacdo do
germoplasma. Para a maioria das espécies cultivadas existe um grupo de descritores
minimos que deve ser registrado para cada gendtipo, entre os quais alguns dados de
caracteristicas agronémicas (Bespalhok et al. 2008).

As atividades de coleta e conservacdo de recursos genéticos de plantas

constituem-se em atividades de alto custo e baixo retorno econémico a curto prazo. Além
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disso, o desequilibrio provocado pelo monocultivo, via de regra, compromete a conservacao
ex situ das espécies vegetais. Em alguns programas de melhoramento de espécies
cultivadas, vem-se processando, gradativamente, a perda de variabilidade genética, devido
principalmente ao pouco interesse em conservar material que ndo apresente caracteristicas
desejaveis, para os objetivos dos programas (Paiva, 1994).

A caracterizacdo de diversidade genética proporciona o melhor conhecimento do
germoplasma e é necesséria para etapas posteriores de desenvolvimento de materiais
melhorados e estratégias de conservacdo das espécies. A diversidade genética tem sido
estudada através de analises fenotipicas e mensuracao de caracteristicas agromorfolégicas,
além da variacdo a nivel molecular (Nass, 2007).

Nos ultimos anos, tem aumentado o interesse pela conservagdo de recursos
fitogenéticos de populagbes silvestres, devido a enorme reserva de variabilidade genética
que elas contém, podendo serem utilizadas como fonte de novas variacdes para o
melhoramento e para garantir a seguranca alimentar, melhor produgéo agricola e aumento
da produtividade, no contexto do crescimento populacional e mudancas climéticas
aceleradas (Andueza-Noh et al. 2016).

Pesquisas com feijdo-fava também vém sendo conduzidas na busca do
conhecimento da distribuicdo da diversidade genética em locais de agricultura tradicional,
onde se utilizam especialmente variedades silvestres, a fim de apontar &reas onde a
conservacao € necessaria e para estabelecer estratégias para conservacao in situ. No
entanto, Baudoin (1988), alerta para o risco de perda de germoplasma principalmente no
centro primério de diversidade, que estd situado na América Latina. Nos dltimos anos,
esforcos significativos de coleta, caracterizacao da diversidade genética e domesticacao da
espécie vém sendo feitos.

No México, considerado como centro de domesticacao da espécie P. lunatus L., ela
pode ser encontrada na forma silvestre e domesticada. Tem-se observado erosao genética
em muitas regides de populacdes silvestres, devido a perturbagdo humana do ecossistema.
Na tentativa de minimizar isso, esforcos estdo sendo feitos para a preservagédo e
conservacao dessas populacdes. O centro de Investigacdo Cientifica de Yucatan (CICY), no
México, vem realizando coletas de populagfes silvestres para a conservagdo em banco de
germoplasma, com o propdsito de assegurar sua conservagao e aproveitamento sustentavel
(Andueza-Noh et al. 2016). Muitos estudos estdo sendo realizados com o objetivo de se
entender o estado da diversidade genética, os processos evolutivos e domesticagcdo desses
acessos (Martinez-Castillo et al. 2006; Martinez-Castillo et al. 2007; Serrano-Serrano et al.
2012; Andueza-Noh et al. 2013; Martinez-Castillo et al. 2014).

As colecbes de germoplasma de feijdo-fava sdo conservadas em bancos de

germoplasma. Os mais importantes bancos de germoplasma localizam-se no Departamento
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de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), Estados Unidos, no Instituto Nacional de
Investigagcdo Florestal, Agricola e Pecuéria (INIFAP), México e no Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), na Coldombia, este possuindo a maior cole¢éo de Phaseolus do
mundo. Essas instituicdes vém buscando resgatar material cultivado em vérias regides,
onde a erosao genética tem sido mais rapida (Camarena, 2005).

Outras instituicbes que possuem colecdes de germoplasma da espécie sao:
Estacdo Experimental Agropecuaria Salta, Argentina; Instituto de Investigacéo Agricola “El
Vallecito” e Universidade Autbnoma Gabriel René Moreno, Bolivia; Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Universidade Austral de Chile, Chile; Centro Agronémico Tropical de Investigacdo
e Enseflanza (CATIE) e Escola de Biologia, Costa Rica; Instituto de Investigacbes
Fundamentais em Agricultura Tropical (INIFAT), Cuba; Universidade de San Carlos,
Guatemala; Ciéncias Agropecudrias, Instituto de Ecologia Aplicada de Guerrero (INEAGRO),
México.

No Brasil, a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen), é detentora
da maior colecdo de feijdo-fava, com 988 acessos (Quintana et al. 2010). Encontram-se
também bancos de germoplasma na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais,
na Universidade Federal de Pernambuco e na Universidade Federal do Piaui (UFPI). Na
UFPI, foi implantado, em 2005, o Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo-fava (BAGF-
UFPI), onde se iniciaram coletas de variedades locais em comunidades agricolas, feiras e
mercados, tendo sido incorporados inicialmente 211 acessos provenientes dos estados do
Piaui, Maranh&o, Pernambuco e Bahia. A partir de entéo, coletas e intercambios vém sendo
realizados, em parceria principalmente com a Embrapa Cenargen e CIAT. Muitos estudos
estdo sendo realizados, mostrando que o BAGF-UFPI possui grande variabilidade genética,
com grande potencial para uso em programas de melhoramento (Carmo, 2011; Silva, 2011,
Carmo et al. 2013; Assungéao Filho, 2012; Penha et al. 2017).

2.4. Marcadores moleculares de microssatélites nucleares

Atualmente, estdo disponiveis diversos métodos moleculares de caracterizacdo de
germoplasma. Entre esses métodos, aqueles que revelam polimorfismo de sequéncias de
DNA, conhecidos como marcadores moleculares, tém sido de grande importancia para a
andlise de diversidade genética (Ferreira et al. 2007).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como fenétipo molecular
resultante de um gene expresso, ou de um segmento especifico de DNA, correspondendo a
regides expressas ou ndao do genoma (Ferreira e Grattapaglia, 1998), que podem ser usados
para detectar polimorfismo (adi¢cdo, dele¢cdo e substituicdo) entre diferentes genoétipos ou

alelos de um gene, em nivel de populacdo ou pool génico. Seu nimero é quase ilimitado e
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séo desprovidos de efeito epistatico ou pleiotrépico, ndo sofrem influéncia ambiental, além
de possuir um namero maior de locos quando comparados aos marcadores fenotipicos
(Jiang, 2013; Nass, 2007).

InUmeras aplicagcdes tém sido identificadas para os marcadores moleculares, se
destacando o estudo da diversidade genética, construcdo de mapas genéticos e
mapeamento de caracteristicas de interesse, caracterizacdo de germoplasma, selecao
assistida, selecdo em geracdes precoces, estimacao de niveis de alogamia e endogamia em
uma espécie (Nass, 2007; Borém e Miranda, 2009).

Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites se destacam por sua
eficiéncia. Também conhecidos como SSR (simple sequence repeats), sdo formados por
fragmentos de um a seis pares de bases repetidas em tandem, sendo chamados,
correspondentemente, de mono-, di-, tri-, tetra-, penta- ou hexanucleotidicos, distribuidos no
genoma de plantas e animais (Borém e Miranda, 2009; Jiang, 2013). A técnica consiste na
amplificacdo de DNA gendmico por meio da PCR, usando um par de primers de tamanho
curto, que se pareia com sequéncias conservadas de DNA, flanqueando uma sequéncia de
microssatélites, que pode ocorrer aleatoriamente ao longo do genoma ou dentro de genes,
sendo especificos neste dltimo caso (Ramalho et al. 2012). A técnica de SSR revela
polimorfismo em um loco devido a diferencas no nimero de vezes em que as sequéncias se
repetem (Ferreira et al. 2007), resultando em padrdes de bandas em gel, que representam
os diferentes gendtipos.

As variacBes encontradas nos microssatélites devem-se a mutagdes, que podem
adicionar ou deletar pares de bases. Os mecanismos propostos para explicar essas
variacdes seriam o elevado nimero de permuta desigual e erros da enzima DNA polimerase
durante a replicacdo. A importdncia dos microssatélites reside principalmente na alta
variabilidade encontrada (Borém e Caixeta, 2009).

As vantagens dos SSRs sdo: a transmissdo codominante, pois sdo mais
informativos para diferenciagdo de heterozigotos e homozigotos; natureza multialélica;
extensa cobertura gendmica; relativa abundancia; boa reprodutibilidade e simplicidade da
técnica e a pequena quantidade de DNA requerida devido a utilizagdo de PCR (Powell et al.
1996). A limitagdo dos SSRs esta na necessidade de serem especificos para cada espécie,
ndo sendo possivel a utilizacdo de “primers universais”. Suas vantagens fazem com que
esses marcadores sejam ferramentas eficientes usadas em diferentes estudos e em varias
espécies (Borém e Caixeta, 2009).

Nos estudos com SSRs, a genotipagem convencional é realizada pela visualizacdo
dos produtos da PCR em géis de agarose e/ou acrilamida corados com brometo de etidio e
nitrato de prata, respectivamente, levando em consideracdo a presenca e auséncia de

fragmentos na forma de bandas (Ferreira e Grattapaglia, 1998). Os SSRs também podem



22

ser marcados com fluorescéncia na extremidade 5’ (Missiaggia e Grattapaglia, 2006) de
modo que quando excitado por determinado comprimento de onda emite luminescéncia.
Essa fluorescéncia permite a visualizacdo e a analise dos fragmentos obtidos em
sequenciador automatico (Alekcevetch, 2013).

Marcadores microssatélites desenvolvidos para feijdo comum e transferidos para
feijdo-fava vém sendo usados para a descricdo da estrutura e diversidade genética da
espécie. Ouédraogo et al. (2005) comparam a diversidade genética obtida em populacdes
silvestres da Costa Rica, usando marcadores enzimaticos e microssatélites. A estrutura e
diversidade genética de populacdes silvestres do México vém sendo bastante estudadas,
mostrando que o pais é um importante centro de diversidade da espécie (Martinez-Castillo
et al. 2006, 2007, 2014). Montejo-Rojas et al. (2013) usaram microssatélites para determinar
a diversidade genética de uma cole¢do de variedades domesticadas do Caribe. Locos
microssatélites também foram usados para avaliar os niveis de introgressdo em trés
complexos silvestre-domesticado de feijdo-fava da Peninsula de Yucatan, no México e

analisar seu impacto na diversidade genética desta cultura (Félix et al. 2014).

2.5. Marcadores moleculares microssatélites cloroplastidiais

Os genomas de organelas sao tipicamente nao-recombinantes, com heranca
uniparental e efetivamente haploide. Os marcadores de organelas tém sido usados para
estudos evolutivos de populagbes de plantas, incluindo aqueles sobre padrdes de migragéo
e niveis de diferenciagéo (Provan et al. 2001).

A variagdo em genoma cloroplastidial tem sido uma importante fonte de
informagdes para a biologia de plantas. O uso de técnicas de polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restricdo (RFLP), traz muitas informacdes sobre a evolucdo de plantas em
um alto nivel taxondmico, mas oferece limitagdo entre e dentro de espécies intimamente
relacionadas. Analises de sequéncias de DNA tém confirmado que a taxa de evolugdo
molecular em genomas de clorosplastos é relativamente baixa. Apesar desta aparente
conservacgdo, recentemente tem-se descoberto e explorado um potencial informativo de
regibes ndo-codificantes de genomas cloroplastidiais em nivel de espécies e populacdes
(Ebert e Peakall, 2009; Jakobsson et al. 2007).

O nivel de conservagdo génica, a disponibilidade de primers e a falta de
recombinacdo, tém feito do genoma cloroplastidial uma ferramenta atrativa para estudos
flogenéticos em plantas. Primers universais tém sido desenvolvidos, mostrando-se
eficientes na deteccdo de polimorfismo em varias espécies, trazendo valiosas informacdes.

A descoberta de polimorfismos de repeticbes mononucleotidicas tem trazido grandes



23

contribuicdes para estudos de ecologia e biologia evolutiva em plantas e animais (Provan et
al. 2001).

Os marcadores microssatélites de cloroplastos (cpSSRs), também conhecidos
como chloroplast simple sequence repeats (cpSSRs), desenvolvidos pela primeira vez como
marcadores genéticos por Powell et al. (1995a, b), sdo sequéncias altamente polimérficas,
geralmente com repeticdes de adenina (A) ou timina (T) de até 15 pares de bases (pb).
Estdo localizadas principalmente nas regibes ndao-codificantes, mostrando variacdo
intraespecifica no numero de repeticbes. A amplificacdo por PCR de SSRs usa primers
especificos flanqueando as regides de SSRs, produzindo fragmentos que exibem diferentes
tamanhos, correspondendo a adicdo e/ou delecdo de nucleotideos na regido repetida
(Provan et al. 2001, [Figura 1]; Angioi et al. 2009a; Ebert e Peakall, 2009).

Primers universais desenvolvidos devido & alta conservacdo das regides
flanqueadoras de locos cpSSRs em diferentes espécies, inclusive em leguminosas,
mostraram-se eficientes (Angioi et al. 2009a). Os cpSSRs tém mostrado maior nivel de
diversidade em comparacgéo aos marcadores baseados em RFLPs cloroplastidiais. Possuem
uma taxa de mutagcdo baixa quando comparados aos microssatélites nucleares (Provan et
al. 2001).

Em virtude da heranca uniparental na maioria das espécies (em algumas, a
heranca € biparental), os marcadores cloroplastidiais refletem a propagacdo de gametas
masculinos (gimnospermas) ou femininos (angiospermas). Tendem, assim, a reduzir o
tamanho efetivo populacional do genoma cloroplastidial em comparacdo ao genoma nucleatr,
sendo mais sensiveis aos efeitos genéticos populacionais, como deriva genética.
Potencialmente, sdo indicadores mais efetivos de subdivisdes e diferenciagdo populacionais,
além de possibilitarem a deteccdo da direcao de hibridizacdo (Ebert e Peakall, 2009; Birky,
2008; Petit et al. 2005).

Devido a heranca gendmica haploide, os marcadores de cloroplastos tém sido de
grande importancia no entendimento de processos que determinam a estrutura e variagédo
dentro e entre populagdes naturais, revelando processos historicos aleatérios como
“bottlenecks” e efeito fundador (Provan et al. 2001).

Marcadores microssatélites cloroplastidiais e nucleares vém sendo amplamente
usados em estudos da evolucdo de plantas cultivadas, ajudando na identificacdo de
progenitores, quantificando a diversidade entre plantas domesticadas e seus parentes
silvestres e a taxa de introgressdo na evolugdo das espécies. Também indicam que o0s
processos de domesticacdo e selecdo tém levado a um decréscimo da variacdo dos pools
génicos de muitas espécies cultivadas, quando comparados aos de seus ancestrais

silvestres (Provan et al. 2001).
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Em feijdo-fava, estudos com marcadores moleculares de cloroplastos séo
escassos. Fofana et al. (2001) estudaram a diversidade genética de acessos domesticados
e silvestres originados de varios paises, usando duas sondas de cpDNA. Motta-Aldana et al.
(2010) usaram dois espacadores intergénicos de DNA de cloroplasto e o espacador interno
do DNA ribossomal (ITS) para estudar o processo de domesticacdo da espécie. Para
investigar o processo de domesticacdo do pool génico Mesoamericano, Andueza-Noh et al.
(2013) usaram os mesmos dois espacadores intergénicos de DNA de cloroplastos que o
trabalho citado anteriormente. Microssatélites cloroplastidiais ainda ndo foram usados em
feijdo-fava. Em feijdo comum, alguns trabalhos foram feitos com cpSSRs (Sicard et al. 2005;
Angioi et al. 2009ab, 2010; Desiderio et al. 2013).

2.6. Plasticidade fenotipica

Plasticidade fenotipica é a capacidade de um organismo de expressar diferentes
fendtipos, em resposta as mudancas das condigbes ambientais bidticas ou abioticas.
Organismos individuais podem mudar sua bioquimica, fisiologia, desenvolvimento,
morfologia ou comportamento em resposta aos estimulos ambientais. Essa habilidade é
muito importante em plantas, ja que, por serem sésseis, estdo sujeitas as mais diversas
variagcfes das condicbes ambientais em que vivem (Agrawal, 2001; Schlichting, 1986).

Respostas plasticas sdo caracteristicas e/ou recursos especificos, que podem
variar entre gendtipos, populagdes e espécies (Sultan, 2000).

A plasticidade tem sido amplamente reconhecida como um significante modo de
diversidade fenotipica e, assim, tida como um importante aspecto de como 0s organismos
se desenvolvem, funcionam e evoluem em seus ambientes. Essa visao tem levado a uma
redefinicdo do gendtipo como repertério de possibilidades fenotipicas ou “norma de reagao”,
ao invés de um resultado fixo (Sultan, 2000).

Uma norma de reacdo é tida como os diferentes padres fenotipicos possiveis que
um determinado genoétipo pode expressar, quando exposto a diferentes condicdes
ambientais (Via et al. 1995; Pigliucci, 2005). Um gendétipo pode variar sua expressao
dependendo das condigbes ambientais externas e internas. As normas de reagédo podem ser
determinadas pela mensuracdo de caracteres fenotipicos em diferentes condicdes
ambientais, de clones ou individuos semelhantes geneticamente, como sementes de uma
mesma planta. O leque de ambientes experimentais pode incluir condicbes extremas ou
irreais para investigar os limites da expressao fenotipica potencial ou se restringir apenas
aos ambientes naturais que a espécie habita, para investigar informacdes ecoldgicas e

evolutivas (Sultan, 2000). A comparacdo das normas de reacdo de diferentes genotipos
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captura os trés componentes mais importantes da variancia fenotipica: efeitos genéticos,
efeitos ambientais e a interag&o entre eles (Figura 1) (Paaby e Testa, 2018).

A) B)

77 Fenotipo 2 10

Fendtipo 3

Valor fenotipico
w £
Valor fenotipico
= (] @
F=y

2 3 A 5
1 o 27 6
Fendtipo 1 1
0 T T T 1 0 }
1 2 3 1 2
Ambientes Ambientes

Figura 1. Padrdes de norma de reacdo de gendtipos em ambientes diferentes. A) A variagdo de uma
caracteristica pode ser plotada através da variagdo nos diferentes ambientes, produzindo uma norma de reacao.
O padréo de variacdo de um gendtipo pode ser visualizado através de um gréafico dos seus valores fenotipicos
para determinada caracteristica em cada ambiente. O gendtipo representado apresentou variagdes significativas
nos diferentes ambientes. B) As normas de reacdo 1 e 2 ambos exibem plasticidade fenotipica, pois os genoétipos
1 e 2 produzem valores de fenotipicos diferentes nos ambientes. Aqui o gendtipo 1 exibe um valor médio maior
que o gendtipo 2, mas a influéncia do ambiente é igual em ambos. Normas 3 e 4 também exibem plasticidade, e
as inclinagfes nao-paralelas indicam interacdo GXE, o ambiente afeta diferentemente os genétipos. As normas 5
e 6 ndo apresentam plasticidade, pois 0 ambiente ndo tem efeito no fenétipo.

Plasticidade é considerada adaptativa quando os individuos mantém a viabilidade e
reproducdo em meio a diferentes condicbes ambientais. Tem-se proposto que a plasticidade
€ uma estratégia alternativa a adaptacdo genética para lidar com a heterogeneidade
ambiental, no tempo e no espac¢o. Muitos trabalhos vém sendo realizados nas mais
diferentes espécies, sobre as respostas das plantas a mudancas ambientais, mostrando o
carater adaptativo da plasticidade (Schlichting, 1986; Berg et al. 2005).

As plantas podem responder nas diferentes condi¢des ambientais, ndo s6 mudando
suas caracteristicas morfolégicas/fisiologicas, mas alterando também a quantidade e a
gqualidade de suas sementes e modificando a morfologia e a bioquimica de sementes e
frutos. A estrutura, o desenvolvimento e morfologia da descendéncia podem ser
influenciados pelo ambiente materno. Pode-se observar, em certas espécies, mudancas na
estrutura ou espessura das sementes ou pericarpo, para manter a qualidade e quantidade
de embrides, ambos importantes no desenvolvimento inicial da planta (Schlichting, 1986;
Sultan, 2000).

A auséncia de resposta morfolégica aos ambientes ndo necessariamente significa

gue a planta carece de plasticidade. Uma relativa estabilidade de caracteristicas
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morfolégicas pode ser amenizada pela plasticidade de caracteristicas fisiol6gicas. Uma
planta pode responder a mudancas ambientais por uma simples alteracdo na taxa de
crescimento sem afetar a alocagéo de recursos ou a sua morfologia. Alternativamente, pode
haver alteracdo do desenvolvimento, resultando em mudangas morfolégicas ou alocagéo
(Schlichting, 1986).

Os individuos de uma mesma espécie podem variar plasticamente por ordens de
magnitude em tamanho, taxa de crescimento, alocacdo de energia para diferentes 6rgaos,
reproducdo e constituicdo quimica. Embora os fatores que provocam diferencas fenotipicas
sejam ambientais, a capacidade de responder a estimulos tem base genética e pode evoluir
sob a selecdo natural. A variacdo genética na plasticidade fenotipica (conhecido como
interagcdo genodtipo-ambiente) é um indicador do potencial de resposta a selecdo e
manutencgdo da plasticidade em uma populagéo. A plasticidade é favoravel se o ambiente é
variavel, se estimulos ambientais sdo confiaveis, de modo que os individuos possam
expressar o fenétipo apropriado em cada ambiente (Callaway et al. 2003).

A intensidade da plasticidade pode estar relacionada ao tempo de desenvolvimento
dos caracteres. Caracteres formados durante longo periodo de desenvolvimento, como
altura, numero de folhas e matéria seca total, sdo mais sujeitos a influéncia ambiental e,
consequentemente, espera-se maior variacdo fenotipica, ou seja, sdo mais plasticos,
guando comparadas com os caracteres desenvolvidos rapidamente, como estruturas
reprodutivas. Sabe-se que caracteristicas evolutivas responsaveis pela perpetuacdo da
espécie, como estruturas reprodutivas, devem ser conservadas a fim de ndo comprometer a
sobrevivéncia da espécie; por isso, € de esperar baixa plasticidade no florescimento
(Schlichting, 1986; Oliveira, 2001).

As plantas podem responder aos diferentes ambientes pela plasticidade no seu
desenvolvimento. Além de tracos morfolégicos e alocacéo, caracteristicas anatbmicas como
vascularizagdo e area foliar, nimero de nds e ramos, altura e espessura do caule, podem
variar com o ambiente. Estudos de plasticidade anatdbmica em plantas tém mostrado
maneiras sutis de ajustar o fenotipo para manter as fungdes em condi¢des contrastantes.
Em plantas herbaceas, por exemplo, o sombreamento pode alterar a arquitetura da planta,
bem como tamanho e estrutura dos érgaos. O tempo de desenvolvimento em plantas pode
ser plastico. A plasticidade do desenvolvimento pode se limitar aos estagios iniciais do ciclo
da vida ou variar entre diferentes genétipos, populagfes e espécies (Sultan, 2000).

A plasticidade afeta também caracteristicas do sistema de reproducdo, alocacao
reprodutiva e fenologia. Descobriram-se casos em que plantas normalmente auto
incompativeis passam a realizar autofertilizacdo, em resposta a idade floral e auséncia de

producdo de frutos, garantindo assim, a reproducdo quando a fecundacdo cruzada falha.
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Nesses casos, a mudanga plastica pode ocorrer devido ao ambiente interno da planta,
disponibilidade de recursos ou outras condigdes externas (Sultan, 2000).

As respostas plasticas na reproducao, tanto na fenologia quanto na alocagédo de
energia, afetam a aptiddo das plantas e a resposta a sele¢cdo natural. Plantas podem
florescer precocemente em condi¢cbes desfavoraveis, ou retardar a floragdo em condi¢ces
favoraveis, investindo em um maior crescimento vegetativo. Esse padréo reprodutivo reflete
diferentes prioridades em diferentes ambientes. Assim, em solos pobres de nutrientes, as
plantas tém uma vida mais curta e a maximizacdo precoce da floracdo é vantajosa. Em
solos ricos de nutrientes, as plantas tém vida longa, com grande crescimento vegetativo,

seguido de uma posterior floracdo, maximizando seu desempenho (Sultan, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Plasticidade fenotipica

3.1.1. Material vegetal

Para o estudo de plasticidade fenotipica foram obtidos 12 acessos de feijdo-fava
vindos do Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-fava da Universidade Federal do Piaui
(BAGF-UFPI) (Tabela 1). Para se obter uma quantidade apropriada de sementes mais
homogénea geneticamente para cada acesso, foi realizada a multiplicacdo do material,
retirando sementes de apenas uma planta por acesso para o0 experimento.

Tabela 1. Relagdo de acessos usados para o estudo de plasticidade fenotipica em feijao-fava, sobre quatro
diferentes substratos.

GENOTIPOS ACESSO PROCEDENCIA
1 UFPI 793 Maranhao
2 UFPI 810 Piaui
3 UFPI 817 Paraiba
4 UFPI 818 Maranhao
5 UFPI 852 Tocantins
6 UFPI 854 Séo Paulo
7 UFPI 859 Ceara
8 UFPI 864 Ceara
9 UFPI 873 Paraiba
10 UFPI 877 Piaui
11 UFPI 928 Pernambuco
12 UFPI 929 Pernambuco

O experimento foi conduzido em estufa no Departamento de Genética da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — USP, no periodo de junho de 2017 a fevereiro de
2018. Os acessos foram plantados em vasos de plastico de 15 litros, colocados em
bancadas, com temperatura e irrigacdo controladas. Adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢cdes. Plantaram-se 3 sementes por vaso, realizando o desbaste
com 20 dias apés a germinacao, deixando apenas uma planta por vaso.

Os acessos foram submetidos a quatro tipos de adubacdo: 1) sem adubacéo
(controle); 2) adubacdo mineral de macro e micronutrientes (NPK); 3) adubacdo organica
(esterco bovino e terra na propor¢cdo de 1:2) e 4) adubacdo mineral NPK e orgéanica
(mantendo-se as mesmas doses dos ambientes anteriores).

Os caracteres avaliados foram: Numero de dias até florescimento (NDF); namero

de dias até a maturacdo (NDM), quanto 90% das vagens ja estavam maduras; nimero de
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vagens por planta (NVP); nUmero de sementes por planta (NSP); Comprimento da vagem
(CV); Largura da vagem (LV); Numero de l6culos por vagem (NLV); Namero de sementes
por vagem (NSV); peso de cem sementes (P100S).

3.1.2. Analise Estatistica

As anadlises dos dados foram realizadas usando o programa estatistico GENES
(Cruz, 2016). Foram feitas analises de variancia (ANOVA) individual e conjunta dos doze
genotipos, nos quatro ambientes, estimando o grau de significancia pelo teste F a 5% de
probabilidade. As médias de cada acesso por ambiente foram submetidas ao teste de Scott-
Knott a 5%, para comparacéo entre elas.

Para a quantificac@o da plasticidade fenotipica das diferentes varidveis analisadas
foi calculado o indice de Plasticidade (IP), obtido a partir da diferenca entre médias dos
valores maximos e minimos encontrado em cada acesso nos ambientes, dividido pela média
do valor maximo (Valladares et al. 2000). Segundo Valladares et al (2005), variaveis com IP
superior a 0,6 sdo consideradas muito plasticas e as com IP proximo de zero sdo ndo
plasticas.

Também foi avaliado o coeficiente de correlacdo de Pearson, visando estimar a
ocorréncia de correlagdes entre as nove caracteristicas e assim encontrar possiveis padroes
de alocagéo de recursos entre elas. Correlagcdes positivas mostram que os caracteres tém
respostas diretas, aumentando ou diminuindo seus valores juntos. Ao passo que correlacdes
negativas indicam um padrdo em que as respostas das caracteristicas analisadas séo

inversas, isto é, uma aumenta a medida que a outra diminui seu valor.

3.2. Marcadores moleculares de microssatélites

3.2.1. Material vegetal

Neste trabalho foram usados 23 acessos de feijdo-fava do Banco de Germoplasma
de Feijdo-fava da Universidade Federal do Piaui, originados de diferentes estados do Brasil
e considerados domesticados (n° 1 a 30 da Tabela 2); quatro acessos vindos do Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), originados de diferentes paises da América do
Sul (n° 31 a 35 da Tabela 2) e 17 acessos silvestres (n° 36 a 53 da Tabela 2) originados do
México, intercambiados pelo Centro de Investigacdo Cientifica de Yucatan (CICY) e

também.



Tabela 2. Relagdo de acessos usados no estudo de diversidade genética e domesticacdo em feijao-fava.
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(Continua)
ORDEM ACESSOS PROCEDENCIA VARIEDADE
1 UFPI 777 BAHIA DOMESTICADA
2 UFPI 780 BAHIA DOMESTICADA
3 UFPI 782 BAHIA DOMESTICADA
4 UFPI 787 BAHIA DOMESTICADA
5 UFPI 793 MARANHAO DOMESTICADA
6 UFPI 795 PIAUI DOMESTICADA
7 UFPI 798 MARANHAO DOMESTICADA
8 UFPI 799 MARANHAO DOMESTICADA
9 UFPI 800 PIAUI DOMESTICADA
10 UFPI 804 PIAUI DOMESTICADA
11 UFPI 810 PIAUI DOMESTICADA
12 UFPI 813 PARAIBA DOMESTICADA
13 UFPI 814 PARAIBA DOMESTICADA
14 UFPI 817 PARAIBA DOMESTICADA
15 UFPI 818 MARANHAO DOMESTICADA
16 UFPI 857 CEARA DOMESTICADA
17 UFPI 868 CEARA DOMESTICADA
18 UFPI 873 PARAIBA DOMESTICADA
19 UFPI 877 PIAUI DOMESTICADA
20 UFPI 879 CEARA DOMESTICADA
21 UFPI 927 PERNAMBUCO DOMESTICADA
22 UFPI 928 PERNAMBUCO DOMESTICADA
23 UFPI 930 ALAGOAS DOMESTICADA
24 UFPI 935 SERGIPE DOMESTICADA
25 UFPI 936 SERGIPE DOMESTICADA
26 UFPI 937 ALAGOAS DOMESTICADA
27 UFPI 939 PERNAMBUCO DOMESTICADA
28 UFPI 940 PERNAMBUCO DOMESTICADA
29 UFPI 941 PARAIBA DOMESTICADA
30 UFPI 960 SERGIPE DOMESTICADA
31 UFPI 1078 ARGENTINA DOMESTICADA
32 UFPI 1098 PERU DOMESTICADA
33 UFPI 1099 COLOMBIA DOMESTICADA
34 UFPI 1105 PERU DOMESTICADA
35 UFPI 1150 ARGENTINA DOMESTICADA
36 JMC1383 MEXICO DOMESTICADA
37 JMC1388 MEXICO SILVESTRE
38 JMC1389 MEXICO SILVESTRE
39 JMC1390 MEXICO SILVESTRE
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Tabela 2. Relacao de acessos usados no estudo de diversidade genética e domesticacdo em feijao-fava.
(conclusao)

ORDEM ACESSOS PROCEDENCIA VARIEDADE
40 JMC1392 MEXICO SILVESTRE
41 JMC1393 MEXICO SILVESTRE
42 JMC1394 MEXICO SILVESTRE
43 JMC1398 MEXICO SILVESTRE
44 JMC1400 MEXICO SILVESTRE
45 JMC1401 MEXICO SILVESTRE
46 JMC1402 MEXICO SILVESTRE
47 JMC1404 MEXICO SILVESTRE
48 JMC1405 MEXICO SILVESTRE
49 JMC1406 MEXICO SILVESTRE
50 JMC1407 MEXICO SILVESTRE
51 JMC1410 MEXICO SILVESTRE
52 JMC1411 MEXICO SILVESTRE
53 JMC1412 MEXICO SILVESTRE

Os acessos do Brasil e os vindos do CIAT foram plantados em tubetes de plastico
em casa-de-vegetacdo, sendo amostrados de 2 a 3 plantas por acesso. Folhas jovens foram
coletadas e imediatamente imersas em nitrogénio liquido e depois liofilizadas por 48h (-
50°C, presséo de 0,04 mbar). O tecido seco foi triturado em moinho mecénico e armazenado
em tubos plasticos devidamente identificados. Nos foram enviados o DNA dos acessos do

México, com 5 amostras por acesso.

3.2.2. Extracao e quantificacdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada por meio do protocolo CTAB, descrito por Doyle e
Doyle (1987). Cerca de 30 mg de tecido foliar de cada amostra foi colocado em microtubos
de 2 mL. Os microtubos receberam a adicdo de 700 yL de tampéao de extragao CTAB (pré-
aquecido a 65°C) e foram levados ao banho-maria (65°C) por 60 minutos, com agitagédo
manual por inversdo a cada 10 minutos.

ApOs os tubos atingirem a temperatura ambiente, foram adicionados 600 pL de
solucdo composta de cloroférmio e alcool isoamilico, na proporcéo de 24:1 e centrifugados
por 10 minutos a 10.000 rotagcdes por minuto (rpm); em seguida, o sobrenadante foi
transferido para novos tubos. Adicionaram-se 500 yL de isopropanol gelado aos tubos, que
foram agitados novamente por inversdo. Em seguida, os tubos foram levados ao freezer -

20°C por 60 minutos para ocorrer precipitacdo do DNA; apés isso, os tubos foram
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novamente centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm para descarte do sobrenadante
retendo-se apenas o precipitado.

Em seguida, efetuou-se a lavagem do precipitado com 500 uL de etanol 70 %
gelado, invertendo-se os tubos levemente e levando-os a centrifuga por 5 minutos a 10.000
rom, com posterior descarte do sobrenadante. Os precipitados permaneceram a
temperatura ambiente por 12 horas (overnight) para evaporagéo do etanol. Apds a secagem,
foram adicionados 100 yL de TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM de EDTA pH 8,0), para diluir
o0s precipitados. Posteriormente, 2 uL de RNAse (10 mg mL™) foram adicionados aos tubos
e levados ao banho-maria a 37°C por 4 horas, seguindo-se a desnaturacdo da RNAse a
50°C por 10 minutos e, logo a seguir, 0 armazenamento no freezer.

A quantificacdo do DNA foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1% com
Syber safe em comparag¢do com concentracdes de 25, 50 e 100 ng de DNA padrdo do fago

lambda. As amostras foram diluidas para a concentracgéo final de 10 ng/pL.

3.2.3. Desenvolvimento de biblioteca gendmica com microssatélites nucleares

(ncSSR)

O desenvolvimento de uma biblioteca genémica foi realizado no Laboratério de
Diversidade Genética e Melhoramento da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
em 2016. Uma segunda biblioteca foi construida durante o curso de Microssatélites para
estudos genéticos de eucariotos, na Universidade de Campinas (UNICAMP), em 2017.

As construcdes das bibliotecas foram realizadas utilizando o protocolo descrito por
Billote et al. (1999). Uma amostra de DNA da espécie foi digerida para gerar fragmentos de
tamanhos adequados. Aproximadamente 5 ug do DNA gendmico foi digerido utilizando a
enzima Afa | na concentracdo de 10ug/uL em tampdo 1X por 3 horas a 37°C.
Posteriormente, efetuou-se a ligacdo dos adaptadores Afa21 )
CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3’) e Afa25 (5 TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA 3)).
A reacéo utilizou 3 pl do DNA digerido, 0,4 uM de cada adaptador e 2 U da enzima T4 DNA
Ligase em tampéao 1X, sendo incubada a 20°C por 2 horas.

Apés a ligagdo, os fragmentos foram pré-amplificados visando aumentar a
quantidade de fragmentos e garantir que a ligacdo tivesse ocorrido. A reacdo de pré-
amplificacdo utilizou 5 pl do produto da ligacdo, 0,4 pM do primer Rsa21, tampéo 1 X, 1,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 3U de Taqg DNA polimerase. O ciclo total de pré-
amplificacdo foi feito em termociclador BioRad programado para iniciar com 4 minutos a
95°C, seguido de 20 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1

minuto, com extensdo final de 8 minutos a 72°C. Parte do produto da PCR (10ul) foi
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submetida a eletroforese em gel de agarose 1,0%, TBE 1% com syber safe e marcador
ladder para verificar a ocorréncia da amplificacdo.

O produto da PCR foi purificado, preparando-se o DNA para a etapa seguinte. Apos
a purificacdo, procedeu-se a selecdo de fragmentos contendo microssatélites. Os
fragmentos contendo sequéncias ricas em GA/CT, AT/TA e CA/GT foram selecionados por
meio de hibridizacdo com sondas biotiniladas, biotina [llIII(CT)s e biotina 1I(GT)s e
recuperados através da ligacdo a beads magnéticas. Os fragmentos selecionados foram
amplificados utilizando-se 20 pl dos fragmentos, 0,4 UM do primer Rsa21, tampéo 1 X, 1,5
mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP e 3U de Tag DNA polimerase. A amplificacdo foi
programada para iniciar com 1 minuto a 95°C, seguido de 25 ciclos de 94°C por 40
segundos, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com extensao final de 5 minutos a 72°C.
Apo6s a amplificacdo, os fragmentos foram ligados em vetor de clonagem pGEM-T Vector,
através da reacdo a 16°C por 15 horas, contendo 11,5 pl de tampé&o, 1 pl de plasmideo, 1,5
pl de enzima ligase e 6 ul dos fragmentos.

Na transformag&o quimica, 100 pl de células competentes foram misturados com 8
pl da ligagéo e levados a choque térmico. Depois disso, foram adicionados 450 ul de meio
LB e a mistura foi incubada por 50 minutos a 37°C, em seguida sendo centrifugada a 3000
rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o pellet transferido para placa de Petri
com meio LB sélido contendo ampicilina, IPTG e X-Gal. As placas foram levadas a estufa a
37°C por 15 horas. Ap6s o tempo de crescimento, as coldnias de coloragdo branca foram
repicadas com palitos estéreis em pocos de placa ELISA contendo 140 pl de meio 2YT-
HMFM e 100 ul de ampicilina por poco. As placas ficaram mantidas em estufa a 37°C por 15
horas e depois transferidas ao freezer -20°C. Para verificar se os clones transformados
contém insertos, realizou-se uma reagéo de amplificacdo contendo 2 pl do contetido de cada
poco da placa ELISA e 23 ul de um mix contendo 0,4 mM de dNTPs, 0,25 uM de Rsa21, 1
unidade de Taq DNA polimerase, 0,4 mM MgCl, e tampdo 10X. A amplificacdo foi
programada para iniciar com 4 minutos a 95°C, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 30
segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com extenséo final de
8 minutos a 72°C. Os produtos da reagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao de TBE 1X. A presenc¢a de duas bandas no mesmo poco do gel
mostrava que havia dois clones com insertos diferentes no mesmo poc¢o da placa, e
determinava o descarte das amostras desse tipo.

Na etapa seguinte, realizou-se o isolamento do DNA plasmidial das colénias
recombinantes. Em placa de 96 pogos fundos foi adicionado 1 ml de meio Circle Grow
contendo ampicilina e 2 pl dos clones em cada poco. Em seguida, a placa foi selada com
adesivo e perfurada com agulha sobre cada poc¢o para aeracdo durante o crescimento, com

incubacdo em agitador a 37°C e 300 rpm por 22 horas. Apés esse periodo, a placa foi



35

centrifugada a 3000 rpm por 6 minutos e o sobrenadante descartado por inversdo. A cada
poco foram adicionados 240 pl de meio GTE e a placa foi selada e agitada em vortex por 2
minutos. A placa voltou a centrifuga por 6 minutos a 4000 rpm, sendo descartado o
sobrenadante em seguida. Foi feita outra lavagem com 60 pul de GTE e 5 pl de RNAse e
entdo a placa foi selada e levada ao vortex por 5 minutos. A cada poc¢o adicionaram-se 60 pl
de NaOH 0,2M-SDS 1%, selando-se novamente e invertendo-se 10 vezes. Em seguida,
adicionaram-se 60 pl de KOAc 3M em cada poco e a placa foi selada e invertida 10 vezes,
sendo incubada em estufa a 90°C por 30 minutos. Depois disso, a placa foi esfriada em gelo
e centrifugada por 4 minutos a 4000 rpm.

Uma placa-filtro foi fixada sobre uma placa ELISA, encaixando-se todos 0s po¢os,
passando-se todo o volume da placa anterior para a placa-filtro, deixando-se apenas um
precipitado branco no fundo, que foi descartado. O conjunto placa-filtro e placa ELISA foi
entdo centrifugado a 4000 rpm por 4 minutos, a 20°C. A placa filtro foi descartada e a cada
poco da placa ELISA foram adicionados 110 pl de isopropanol. A placa foi selada e invertida
20 vezes e, em seguida, centrifugada a 4000 rpm por 45 minutos a 20°C. O sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 200 pl de etanol 70%, sendo a placa centrifugada a 4000
rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado novamente. A placa foi deixada invertida
em papel absorvente e levada a centrifuga a 600 rpm por 1 minuto; depois ficou secando na
bancada por 30 minutos. ApOos a secagem, adicionaram-se 60 pl de &gua ultrapura
autoclavada e a placa foi deixada sobre a bancada por 15 horas. A qualidade e a
concentracdo de DNA de uma amostra aleatdria foram verificadas em gel de agarose 1%,
utilizando-se 3 pl de plasmideos em comparacao com um plasmideo comercial. As placas
foram mantidas congeladas a -20°C.

Para o sequenciamento, purificaram-se as amostras com 80 I de isopropanol 65%.
A reacéo de sequenciamento foi realizada com 2 pl de tampéao Save Money, 2 ul de Big Dye
Terminator, 0,5 uM de primer SP6 e 4 pl de plasmideo. O programa de desnaturacao inicial
a 96°C por 2 minutos, seguido de 25 ciclos de amplificagdo, a 95°C por 45 segundos, 50°C
por 30 segundos e 60°C por 4 minutos. O sequenciamento foi realizado em sequenciador

automatico e as sequéncias obtidas foram processadas no programa GeneMarker.

3.2.4. Identificagao de motivos microssatélites (ncSSR)

A identificacdo de microssatélites foi feita através do programa Websat
(http://wsmartins.net/websat). O desenho dos primers que flanqueiam os microssatélites foi

feito usando o programa Primer3. Os parametros serdo configurados para a obtencdo de
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primers cujo produto final da amplificagéo esteja no intervalo de 100 a 300 pb, o tamanho
dos primers fique entre 18 e 22 pb e a porcentagem de GC, no intervalo de 40% a 60%.

Para a otimizacdo das reacbes, os primers foram testados em diferentes
temperaturas de anelamento e diferentes concentragbes de MgCl, (1,0 mM; 1,5 mM; 2,0
mM; 2,5 mM). Os testes foram realizados com DNA de cinco acessos diferentes. E os
produtos das PCRs visualizados através de eletroforese em gel de agarose 2% e
comparados com marcador de peso molecular ladder de 100pb.

3.2.5. Amplificagao e detecgcao de polimorfismo de marcadores ncSSR e cpSSR

Os primers SSRs foram sintetizados com uma cauda M13 no primer forward. As
amplificacbes dos locos foram realizadas por meio de PCR com volume final de 10 pL,
contendo 10 ng de DNA gendmico, 1X de tampao, 2,5 ng de BSA, 2,5mM de MgCl, 200 uM
de cada um dos dNTPs, 1,5 pmols do primer forward, 2,5 pmols do primer reverse, 1,5
pmols do primer M13 e 1U de Tagq DNA polimerase. As amplificagbes foram realizadas em
termociclador ProFlex com as seguintes condi¢des: 94°C por 4 minutos; 30 ciclos a 94°C por
1 minuto, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; seguidos de 8 ciclos de 94°C por 40
segundos, 53°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos, além de um passo final a 72°C
por 10 minutos para extenséo final dos fragmentos. A qualidade das amplificagcdes dos locos
SSR foi verificada visualmente por meio de eletroforese em gel de agarose 2% com o0s
produtos da PCR corados com SYBR Safe (Invitrogen).

Os produtos das PCRs foram analisados no equipamento ABI 3500xl. A andlise e
determinagédo dos tamanhos dos fragmentos SSR foi realizada com auxilio do programa

GeneMarker (Applied Biosystems).

3.2.6. Andlises genéticas

Para os cpSSRs, os alelos foram tratados como haplétipos e para a andlise da
diversidade foram estimados o numero total e efetivo de haplétipos, e a diversidade
haplotipica, utilizando-se o programa GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse, 2012). As relagbes
genéticas entre 0s acessos silvestres e domesticados foram estudadas através de
estimativas de distancias genéticas, com a construcao de uma rede de haplotipos, usando o
critério de 95% de parciménia, através do programa NETWORK (Fluxus Technology Ltda). A
distribuicdo hierdrquica da variacdo haplotipica dentro e entre grupos de variedades foi
avaliada com as Andlises de Variancia Molecular e também a Analises de Componentes

Principais através do programa GenAlEx 6.5.
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Para avaliar o efeito fundador, como resultado da domesticagéo, foram comparadas
a diversidade genética total de acessos silvestres com a diversidade de acessos
domesticados. A percentagem de reducdo da diversidade genética (%r), citada por
Andueza-Noh et al. (2013), foi calculada como %r = (Hw - Hd)/Hw, onde Hw é a diversidade
genética dos acessos silvestres e Hd é a diversidade genética dos acessos domesticados.

Para os SSR nucleares, as frequéncias alélicas, o numero de alelos por loco e as
heterozigosidades observada e esperada de cada loco, bem como a estrutura da
variabilidade visualizada através de dendrogramas, construidos com a matriz de distancias
genéticas de Nei (1978). A partir das distancias genéticas foram realizados a andlise de
componentes principais. Essas andlises foram feitas no programa GeneAlEx, com auxilio do
Microsoft Excel. A estrutura genética foi avaliada também pelo programa STRUCTURE 2.3.3
a fim de definir o numero de grupos (k) mais provavel nas amostras. A distribuicdo da
variagdo genética entre e dentro dos grupos de acessos foi avaliada com base nas médias

de Andlises de Variancia Molecular (AMOVA), obtidas no programa GeneAlEx
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Plasticidade fenotipica em feijao-fava
4.1.1. Numero de dias para o florescimento (NDF)

Na tabela 3 estdo apresentados os dados da andlise de variancia conjunta para o
namero de dias para o florescimento de feijdo-fava. Os resultados mostram que o0s
diferentes ambientes e os genotipos tiveram influéncia no florescimento. A interagdo
genotipo x ambiente total ndo foi significativa, porém quando se realiza o desdobramento
das interag@es, encontra-se significancia dos genétipos dentro dos ambientes. Examinando
cada gendtipo, observa-se que os acessos UFPI 817, UFPI 864 e UFPI 873, tiveram
interagdes significativas, sendo assim influenciados pelos ambientes.

O coeficiente de variagdo genética (CVQ), que expressa, em percentagem, a fragdo
genética na média do experimento, foi de 11.59 %. A razdo entre o CVg e o coeficiente de
variagdo ambiental (CVa), de 2,41, mostra a parte da variancia total que € explicada pelo
genotipo. Esses resultados indicam que grande parte da variagdo fenotipica encontrada se
deve a contribuicdo genética dos acessos. Silva (2009) encontrou, para NDF, um valor de
92,42% de coeficiente de determinagdo genotipico (herdabilidade para efeitos fixos).
Coeficientes de determinagdo genotipicos mais altos podem estar associados com a menor
variagdo de ambiente e/ou interagdo gendtipo x ambiente (Fehr, 1987), o que é confirmado
aqui pela interagdo GxA ndo significativa.

As médias de cada geno6tipo nos quatros ambientes para NDF estédo na tabela 4. A
maioria dos acessos tiveram NDF iguais estatisticamente nos quatros ambientes. Com
excecdo dos acessos UFPI 817, UFPI 864 e UFPI 873, que apresentaram o NDF maior no
ambiente 1 sem adubacéo (Al). Sendo assim, apenas para esses acessos, houve influéncia
do ambiente no fendtipo das plantas, sendo plasticos para NDF, os restantes sendo
robustos. Dentro do ambiente 2 (A2), com NPK, apenas o acesso UFPI 817 teve uma média
significativamente diferente (maior) dos demais. Dentro dos ambientes 1, 3 e 4, tanto UFPI
817 quanto UFPI 873 tiveram médias diferentes (maiores) para NDF. Isso mostra que as
condi¢cdes do solo podem influenciar no niumero de dias para florescimento, embora as
plantas possam ter respostas fenotipicas diferentes.

Carvalho (2012), estudando a influéncia de adubo orgéanico e mineral em feijao-
fava, encontrou influéncia significativa para doses de adubo organico, com o NDF de 67,6
dias sem adubacéo, chegando a 54,6 dias com adubacé&o. A adubag&o mineral ndo mostrou

influéncia significativa para NDF.
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Tabela 3. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interacdo de
12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacdes diferentes, para o nimero de dias
para o florescimento.

FV GL QM
Gendtipos (G) 11 433,79**
Ambientes (A) 3 63,24**
GxA 33 4,48™
G/A 44 111,81**
AlG 36 9,38™
A/ UFPI 793 3 3,64™
A/ UFPI 810 3 0,56™
A/ UFPI 817 3 24,67
A/ UFPI 818 3 9,11™
A/ UFPI 852 3 4,11™
A/ UFPI 854 3 7,55™
A/ UFPI 859 3 2,08™
A/ UFPI 864 3 17,55*
A/ UFPI 873 3 24,22
A/ UFPI 877 3 2,75™
A/ UFPI 928 3 2,22™
A/ UFPI 929 3 14,08™
Residuo 96 588,67
Média 51,5
CVa (%) 4,81
CVg (%) 11,59

* +x 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

Vemos que os acessos UFPI 817 e UFPI 873, do estado da Paraiba, possuem um
florescimento tardio com médias de 69,33 e 56,00 dias, respectivamente, sendo maior que a
média geral (51,50). J& os acessos UFPI 928 e UFPI 929, ambos de Pernambuco, foram os
mais precoces, com médias de 48,33 e 48,09 dias, respectivamente. Esse padrdo pode ser
observado na figura 2A, onde se destacam as normas de reagdo para essa caracteristica.

O feijao-fava, em casa-de-vegetacéo, em condi¢gbes de solo com adubacgdo mineral
e organica recomendada para a espécie, teve uma média de 95,87 dias para o florescimento
(Silva, 2011). Em condi¢Bes de campo, variedades de feijdo-fava, apresentaram uma média
de 73,55 dias para florescimento (Assunc¢éo Filho, 2012). Em ambos os casos, os valores
foram maiores que a média de 51,5 dias encontrada aqui. Essas diferengcas podem ser

devido aos genotipos e as condigbes ambientais as quais foram submetidos.
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Tabela 4. Médias* do carater Numero de Dias para Florescimento de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a
guatro ambientes com diferentes adubacdes.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias
UFPI 793 50.00 Ac 48.33 Ab 47.67 Ac 47.67 Ac 48,42
UFPI 810 48.67 Ac 48.39 Ab 48.00 Ac 49.00 Ac 48,52
UFPI 817 73.00 Aa 69.00 Ba 66.00 Ba 69.33 Ba 69,33
UFPI 818 52.00 Ac 48.30 Ab 50.00 Ac 48.33 Ac 50,57
UFPI 852 52.33 Ac 50.38 Ab 50.00 Ac 52.00 Ab 51,18
UFPI 854 51.00 Ac 50.33 Ab 51.00 Ac 47.87 Ac 50,05
UFPI 859 49.67 Ac 47.68 Ab 48.67 Ac 48.33 Ac 48,59
UFPI 864 53.00 Ac 49.67 Bb 48.67 Bc 47.30 Bc 49,66
UFPI 873 60.00 Ab 53.33Bb 55.00 Bb 55.67 Bb 56,00
UFPI 877 51.67 Ac 49.70 Ab 50.00 Ac 49.67 Ac 50,26
UFPI 928 49.33 Ac 48.67 Ab 48.00 Ac 47.33 Ac 48,33
UFPI 929 51.00 Ac 48.36 Ab 47.00 Ac 46.00 Ac 48,09

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.
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Figura 2. Normas de reacdo do (A) numero de dias para o florescimento (NDF); (B) numero de dias para
maturacdo das vagens (NDM); (C) nimero de vagens por planta (NVP); (D) niumero de sementes por planta
(NSP); (E) comprimento da vagem (CV); (F) largura da vagem (LV); (G) niamero de lo6culos por vagem (NLV); (H)
namero de sementes por vagem (NSV) e (I) peso de cem sementes (P100S) em 12 acessos de feijao-fava em
ambientes com diferentes adubacgfes do solo. Ambiente 1 (controle, sem adubacéo), 2 (adubacéo com NPK), 3
(adubacao orgénica) e 4 (adubacdo NPK e organica).
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4.1.2. Numero de dias para maturac¢ao das vagens (NDM)

O resumo da analise de variacdo conjunta referente a caracteristica Dias para
Maturacdo das Vagens se encontra ha tabela 5. Os gendétipos, os diferentes ambientes e a
interacdo G x A foram significativos para a determinacdo do carater. Todos 0s acessos
tiveram interacdo GxA significativa a nivel de 5%, quando analisados individualmente nos
ambientes. Os coeficientes de variacdo ambiental (CVa) e genéticos (CVg) foram baixos. E
a razao CVg/CVa foi alta (3,49), mostrando maior contribuicdo genética para o carater. No
entanto, a variancia da interacdo GxA (Vga=19,08) foi proxima a variancia genotipica
(Vg=21,15). Isso mostra que a interacdo GXxA teve grande contribuicdo para o fenétipo dos
acessos quanto ao numero de dias para maturagdo das vagens. Como comparacao, em
feijdo-caupi, o CVg foi parecido (2,42%), mas a razdo CVg/CVa foi menor (1,48) e a
variancia da interacdo GxA foi de 4,19, bem menor que a encontrada neste trabalho (Correa
et al., 2012). Valores menores também foram encontrados em feijdo comum - Va de 5,07 e
Vga de 1,34 - mas o CVg foi parecido (3,23%) (Correa, 2002).

Tabela 5. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interacédo de
12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacgdes diferentes, para o nimero de dias
para maturacédo das vagens.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 255,58**
Ambientes (A) 3 2715,40**
GxA 33 58,99**
G/A 44 108,14**
AlG 36 280,36**
Residuo 96 1,75
Média 137,21
CVa (%) 0,96

CVg (%) 3,35

* +x 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

As médias de cada acesso estao dispostas na tabela 6. Todos 0s acessos tiveram
médias estatisticamente diferentes nos quatros ambientes, com um menor NDM no
ambiente 1 (sem adubacdo), mostrando que 0s acessos sao plasticos para essa
caracteristica. Os ambientes 2 e 3 foram os menos diversificados nas médias e o ambiente
4 teve o maior niumero de médias estatisticamente diferentes. Observa-se comportamento
contrastante dos acessos nos seus ciclos, nos diferentes ambientes, refletindo a influéncia
do meio na determinagdo do ciclo dos acessos e estabelecendo relacdes de interacdes
genotipos por ambientes. A duragdo do ciclo de um cultivar € uma caracteristica influenciada
pelo ambiente, podendo um mesmo gendtipo comportar-se de maneira diferente quando

submetido a diferentes ambientes.
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Os acessos UFPI 854 e UFPI 873 (Figura 2B) se destacaram com as maiores
médias, respectivamente de 142,17 e 148 dias, tendo uma maturacdo mais prolongada no
ambiente 4 (adubo orgénico). Precocidade na maturacdo das vagens, por sua vez, foi
observada nos acessos UFPI 928 (131,83 dias) e UFPI 864 (133,08 dias).

Valores de NDM de 120,16 foi encontrado em variedades locais de feijdo-fava do
Piaui, avaliadas em campo e 150,0 dias em acessos de banco de germoplasma em
experimento em casa-de-vegetacao, seguindo as condi¢cdes de adubacgéo (Assunc¢éo Filho,
2012; Silva, 2011).

Tabela 6. Médias* do carater Nimero de Dias para Maturacdo das vagens de 12 acessos de feijdo-fava
submetidos a quatro ambientes com diferentes tipos de adubagéo.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias

UFPI 793 116,33 Cf 137,67 Be 138,00 Bc 145,33 Ad 134,33
UFPI 810 127,33 Dc 142,00 Bd 139,67 Cb 148,00 Ac 139,25
UFPI 817 132,00 Da 137,00 Ce 140,33 Bb 149,33 Ac 139,66
UFPI 818 125,67 Cc 137,00 Ae 137,33 Ac 134,67 Bh 133,67
UFPI 852 129,33 Cb 137,00 Be 149,33 Aa 137,33 Bg 138,25
UFPI 854 126,67 Dc 147,67 Bb 141,33 Cb 153,00 Ab 142,17
UFPI 859 123,00 Cd 135,00 Be 133,33 Bd 142,67 Ae 133,50
UFPI 864 121,33 De 137,00 Be 134,67 Cd 139,33 Ag 133,08
UFPI 873 132,00 Da 152,67 Ba 149,33 Ca 158,00 Aa 148,00
UFPI 877 120,00 Ce 147,00 Ab 135,00 Bd 145,00 Ad 136,75
UFPI 928 122,67 Dd 136,33 Be 125,33 Ce 143,00 Ae 131,83
UFPI 929 120,67 Ce 143,67 Ac 139,33 Bb 140,67 Bf 136,08

*As meédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minusculas na vertical ndo diferem entre si

estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

4.1.3. Numero de vagens por planta (NVP)

A andlise de variacdo conjunta para o Niumero de Vagens por Planta (Tabela 7)
mostrou-se significativa a 5% pelo teste F, para os genoétipos, ambientes e a interacao
gendtipo x ambiente, mostrando que os fenétipos dos acessos tiveram influéncia dos
diferentes ambientes. Todos 0s acessos apresentaram interagdo GxA significativa a nivel de
5%, quando analisados individualmente nos ambientes. A variancia da interacdo GxA (Vga)
foi alta (106,78), assim como a variancia genotipica (Vg), que atingiu 311,77. Esses valores
mostram a significativa contribuicdo que a interagéo tem para o NVP. Assim, as condi¢des
ambientais que as plantas experimentam tém grande influéncia sobre esse carater.

Em feijdo comum, encontraram-se estimativas bem menores que as encontradas
aqui (Vg=4,10 e Vga=1,00), sendo NVP o carater com o maior CVa entre todos os
caracteres avaliados em trés ambientes (Correa, 2002). Em um estudo com linhagens de

feijdo-caupi, o NVP foi o segundo carater mais influenciado pela variagdo do ambiente
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(Sampaio et al. 2002). Em um outro estudo, o numero de vagens por planta foi o caréater
mais influenciado por altera¢cdes ambientais ndo controlaveis (Barriga e Oliveira, 1982). Em
soja, esse é o componente da produgédo mais influenciavel pelas condicées de manejo e do
ambiente (Heiffig, 2002).

Tabela 7. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interacéo de
12 gendtipos de feijao-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacao diferentes, para o Nimero de Vagens
por Planta.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 255,58**
Ambientes (A) 3 2715,40%*
GxA 33 58,99**
G/A 44 1179,13*
AlG 36 1959,82**
Residuo 96 3,58
Média 40,55
CVa (%) 4,66

CVg (%) 43,55

* 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e néo significativo, respectivamente, pelo teste F.

As médias dos acessos em todos os ambientes foram comparadas pelo teste de
média Scott-Knott a 5% de significancia (Tabela 8). Destacam-se os acessos UFPI 817 e
UFPI 873, apresentando um aumento significativo de valor para os A3 e A4, e as maiores
médias de todo o experimento, de 78,50 e 75,75, respectivamente. Ja 0S acessos que
tiveram o menor nimero de vagens foram UFPI 810, do Piaui (26,75) e UFPI 928, de
Pernambuco (25,92), além de ter a menor variacdo do numero de vagens entre 0s quatro
ambientes, 36 e 28 vagens, respectivamente. As médias de Al e A4 do UFPI 817 (36,00 e
108,67) e UFPI 873 (25,67 e 118,3) tiveram diferengas significativas, sendo os mais
plasticos para essa caracteristica. Esses acessos sdo 0S mesmos que apresentam um
florescimento tardio (Figura 2C).

Um aumento significativo no NVP foi registrado em feijdo comum para adubacéo
vegetal associada a mineral quando comparada a adubacgé&o vegetal apenas (Melém Junior
et al. 2011). Diferencas significativas foram observadas como resultado do uso de adubacéo
organica e mineral para o NVP em soja (Carvalho, 2011). Nos tratamentos sem adubac&o,
com adubacdo mineral (NPK), adubacgéo orgénica animal e adubacéo organomineral, foram
obtidos os valores de 19,13, 25,87, 32,67 e 35,87, respectivamente, para o numero de
vagens por planta. Esse aumento na quantidade de vagens estd de acordo com o

encontrado aqui.
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Tabela 8. Médias* do carater NUmero de Vagens por Planta de 12 acessos de feijao-fava submetidos a quatro
ambientes com diferentes tipos de adubacéo.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias
UFPI 793 5,00 Dd 25,67 Cd 51,67 Be 55,33 Ae 34,42
UFPI 810 8,33 Cd 22,33 Bd 42,00 Af 44,33 Ag 26,25
UFPI 817 36,00 Ca 62,00 Ba 107,33 Aa 108,67 Ab 78,50
UFPI 818 6,33 Cd 30,33 Bc 40,00 Af 41,00 Af 39,42
UFPI 852 6,67 Cd 24,00 Bd 63,67 Ac 63,33 Ac 39,42
UFPI 854 8,00 Cd 29,00 Bc 50,33 Ae 52,67 Ae 35,00
UFPI 859 11,67 Dc 23,67 Cd 53,00 Be 59,67 Ad 37,00
UFPI 864 6,67 Dd 18,33 Ce 59,67 Ad 63,33 Ac 37,00
UFPI 873 25,67 Db 56,33 Cb 102,67 Bb 118,33 Aa 75,75
UFPI 877 7,33 Cd 24,67 Bd 53,33 Ae 54,67 Ae 35,00
UFPI 928 13,00 Dc 19,00 Ce 30,67 Bh 41,00 Af 25,92
UFPI 929 10,33 Dc 27,67 Cc 53,00 Be 59,00 Ad 37,50

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

4.1.4. Numero de sementes por planta (NSP)

Essa caracteristica mostrou-se significativa a 5% pelo Teste F em todas as fontes
de variagdo (Tabela 9). Todos os acessos tiveram interagdo GxA significativa a nivel de 5%,
guando analisados individualmente nos ambientes. Mostrando que o nimero de sementes
de feijdo-fava produzidas pelos gendétipos foi influenciado pelos diferentes regimes de
adubacéo. O coeficiente de variagdo ambiental foi baixo, de 2,73%, em comparagdo com o
coeficiente de variagcdo genético. A Vg (1809,21) e Vga (538,77) foram bem altas para o
NSP. Mostrando que grande parte da variagdo fenotipica se deve a diferencas genéticas

dos acessos, juntamente com a interag@o G x A.

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagéo de
12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubagbes diferentes, para o numero de
sementes por planta.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 21717,25%*
Ambientes (A) 3 104988,38**
GxA 33 1623,06**
G/A 44 6646,60**
AlG 36 10236,83**
Residuo 96 6,75

Média 95,12

CVa (%) 2,73

CVg (%) 44,71

* *x ' = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

Foi utilizado o teste de média de Scott-Knott a 5% de significancia para comparacao
das médias dos acessos em cada ambiente (Tabela 10). O ambiente 1 apresentou os

menores NSP para todos os acessos, chegando ao maior nimero nos ambientes 3 e 4. A



46

maioria dos acessos tiveram médias significativamente diferentes em cada ambiente,
mostrando quanto os diferentes substratos influenciam o NSP e também quéo plasticos sédo
0S acessos.

Novamente os acessos UFPI 817 e UFPI 873 destacam-se dos demais por
apresentarem um aumento significativo para os ambientes 3 e 4 e por terem as maiores
médias de ndmero de sementes nos quatros ambientes (192,42 e 169,42 sementes). O
acesso UFPI 852, de Tocantins, também teve um numero de sementes acima da média
geral (97,67). Os acessos gue tiveram menor numero de sementes foram 0s mesmos que
produziram a menor quantidade de vagens (UFPI 810 e UFPI 928).

O NSP dentro de cada ambiente variou de 9,67 a 91,3 sementes no ambiente 1, de
42 67 a 152,67 sementes no ambiente 2, de 63,67 até 256,33 sementes no 3 variou e de
88,33 a 269,33 sementes no 4 (Figura 2D). A diferenca entre a maior e a menor média
dentro de cada ambiente foi de 81,66, 110, 192,66 e 181 sementes, respectivamente.
Assim, no ambiente 1 0s acessos apresentaram maior robustez, enquanto que os ambientes
3 e 4 mostraram maior plasticidade dos acessos. O NSP possui 0 mesmo padrdao de
resposta que o NVP, pelo fato de estarem diretamente relacionados, de forma que os
acessos com menores NSP também tiveram os menores NVP, e os maiores NSP foram os
mesmos que produziram os maiores niameros de vagem.

A baixa disponibilidade de nutrientes no solo resultou na diminuicdo da producéo de
vagens e sementes por plantas, e isso é confirmado quando se observa o Ambiente 2, em
gue houve um aumento significativo no NVP e NSP com a adicdo de adubo NPK, e um
aumento maior ainda com a adicdo de adubo orgéanico. A contribuicdo do adubo organico no
aumento dos caracteres relacionados a produtividade (NVP e NSP) se deve as melhorias
promovidas na qualidade fisica, quimica e biol6gica do solo, bem como a liberacdo lenta dos
nutrientes de maneira a atender a necessidade nutricional da cultura por maior periodo de
tempo (Martins et al. 2015).
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Tabela 10. Médias* do carater NUmero de Sementes por planta de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a
guatro ambientes com diferentes adubacdes.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Média

UFPI 793 9,67 Df 66,33 Cc 113,00 Bg 122,67 Ag 77,92
UFPI 810 19,67 De 53,67 Ce 69,00 Bi 90,67 Ai 58,25
UFPI 817 91,33 Da 152,67 Ca 256,33 Ba 269,33 Aa 192,42
UFPI 818 12,33 Cf 64,00 Bc 63,67 Bj 88,33 Ai 57,08
UFPI 852 13,67 Cf 60,00 Bd 156,67 Ac 160,33 Ac 97,67
UFPI 854 18,33 De 65,67 Cc 84,00 Bh 148,33 Ad 79,08
UFPI 859 31,33 Dc 66,67 Cc 139,33 Ad 134,00 Be 92,83
UFPI 864 15,67 Ce 42,67 Bf 129,33 Ae 128,33 Af 79,00
UFPI 873 71,33 Db 127,67 Ch 226,33 Bb 252,33 Ab 169,42
UFPI 877 18,33 De 57,00 Cd 125,33 Bf 137, 33 Ae 84,50
UFPI1 928 31,33 Dc 44,67 Cf 69,33 Bi 98,33 Ah 60,92
UFPI 929 23,33 Dd 65,00 Cc 130,33 Be 151,00 Ad 92,41

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras mindsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste Scott-Knott.

4.1.5. Comprimento da vagem (CV)

O resumo da analise de variacdo esta mostrado na tabela 11. A variacdo no
comprimento da vagem foi significativa em todas as fontes de variagdo. Isso indica que os
diferentes ambientes foram capazes de promover alteragbes expressivas no comprimento
da vagem em feijdo-fava. A média do comprimento da vagem foi de 74,73 mm. A razao
CVg/CVva foi de 4,57, mostrando que a variagdo genética dos acessos € maior que a
variagdo ambiental. A variancia genotipica (103,09) foi bem superior & variancia da interagéo
(6,68), tendo assim uma forte contribuicdo genética e uma menor influéncia do ambiente no
comprimento de vagem em feijdo-fava.

Em experimentos semelhantes, encontrou-se influéncia significativa no CV para
feijdo-fava com a aplicagédo de adubo orgénico, mas foi ndo significativo para adubagédo com
NPK e para a interacédo dos dois adubos (Alves, 2006). Em feijdo, encontrou-se um aumento

no comprimento da vagem com o aumento de doses de adubo orgéanico (Santos et al. 2001).

Tabela 11. Resumo da analise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagao
de 12 gendtipos de feijao-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacéo diferentes, para o Comprimento da
Vagem.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 1242,00**
Ambientes (A) 3 582,84**
GxA 33 24,97**
G/A 44 329,23**
AlG 36 71,46**
Residuo 96 4,94
Média 74,73
CVa (%) 2,97

CVg (%) 13,59

* *x 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.
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Os valores médios para o CV estdo apresentados na tabela 12, juntamente com o
teste de média de Scott-Knott a 5% de significancia.

Os acessos UFPI 854 (SP), UFPI 877 (Pl) e UFPI 928 apresentaram as maiores
médias, enquanto que os acessos UFPI 793 (MA) e UFPI 873 (PB) tiveram as menores
médias de comprimento de vagem. Estes foram também os mais tardios para o
florescimento e maturagdo das vagens, além de produzirem mais vagens e sementes
(Figura 2E).

Os acessos tiveram um comprimento de vagem menor no Al (o menor CV foi do
UFPI 793 com 56,10 mm), seguido do A2 e tendo as maiores médias em A3 e A4 (atingindo
tamanho maximo no UFPI 877 com 96,55 mm). Com excec¢ao dos acessos UFPI 810 e UFPI
877, que tiveram as médias estatisticamente iguais e menores nos Al e A2, com um
aumento em A3 e A4. O acesso UFPI 859 teve médias iguais e menores nos Al, A2 e A3,
tendo o maior CV no A4. UFPI 818 se destaca com a maior diferenga no CV do ambiente 1
para o 2 (19,43 mm). Dentro de cada ambiente, os acessos tiveram médias diferentes. O
ambiente 1 apresentou quatro grupos de acessos, enquanto que os ambientes 2, 3 e 4
formaram cinco grupos cada.

Resultados semelhantes foram encontrados por Alves (2006), que obteve um
comprimento maximo de vagem igual a 87 mm, na presenca de adubacdo orgénica. No
feijdo-vagem foi verificado aumento no comprimento de vagens, em fungcdo da nutricdo
organica e mineral. Santos et al. (2001) também constataram um aumento significativo no
CV com adigdo de adubo organico. No entanto, Carvalho (2012) ndo encontrou influéncia da
adubacédo orgéanica, mineral ou organomineral para o CV, em feijao-fava. O mesmo ocorreu
em feijdo comum, onde n&o houve interacdo significativa de adubo organico e mineral no CV
(Martins et al. 2015).

Tabela 12. Médias* do carater Comprimento da Vagem de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a quatro
ambientes com diferentes adubacdes.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias

UFPI 793 56,10 Cd 59,89 Be 63,46 Ae 64,34 Ae 60,95
UFPI 810 68,31 Bb 67,76 Bd 75,51 Ad 76,93 Ad 72,13
UFPI 817 60,33 Bd 64,76 Ad 63,16 Ae 64,69 Ae 63,23
UFPI 818 62,94 Bc 82,37 Ab 81,58 Ac 81,39 Ac 77,07
UFPI 852 63,91 Cc 73,81 Bc 74,28 Bd 80,21 Ac 73,05
UFPI 854 85,73 Ca 89,38 Ba 89,52 Bb 93,94 Aa 89,64
UFPI 859 69,25 Bb 70,96 Bc 71,91 Bd 75,09 Ad 71,80
UFPI 864 69,90 Cb 75,34 Bc 80,68 Ac 78,07 Ad 76,00
UFPI 873 58,47 Bd 61,07 Ae 63,61 Ae 62,61 Ae 61,44
UFPI 877 84,61 Ba 86,53 Ba 96,10 Aa 96,55 Aa 90,95
UFP1928 82,71 Ba 86,29 Aa 88,86 Ab 86,61 Ab 86,12
UFPI1929 68,27 Cc 73,60 Bd 78,54 Ac 77,04 Ab 74,36

*As medias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minasculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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4.1.6. Largura da vagem (LV)

Os resultados da andlise de variancia para a largura da vagem estdo sendo
mostrados na tabela 13. Os genoétipos, os ambientes e a interacdo G x A foram significativos
pelo teste F a 5% de significaAncia. No entanto, analisando as intera¢cdes dos ambientes com
cada gendtipo, nota-se uma interacdo nao significativa no acesso UFPI 817, ou seja, 0s
diferentes ambientes ndo influenciaram significativamente a largura da vagem nesse
acesso, sendo assim mais estavel que 0s outros acessos.

A Vga foi bem menor (0,36) que a Vg (3,35), o CVa também foi baixo, indicando
que essa caracteristica tem grande contribuicdo genética, mas que pode sofrer alteracdes
fenotipicas pelas diferentes condi¢gbes ambientais. Silva (2015) também encontrou intera¢éo
significativa para a largura da vagem em acessos de feijjdo-fava avaliados em dois

ambientes.

Tabela 13. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagao
de 12 gendtipos feijao-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacéo diferentes, para a Largura da Vagem.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 40,28**
Ambientes (A) 3 10,40**
GxA 33 1,18**
G/A 44 10,95**
AlG 36 1,95%*
A/ UFPI 793 3 4,47
A/ UFPI 810 3 1,72
A/ UFPI 817 3 0,11™
A/ UFPI 818 3 1,43*
A/ UFPI 852 3 4,69**
A/ UFPI 854 3 1,59**
A/ UFPI 859 3 0,55*
A/ UFPI 864 3 2,30**
A/ UFPI 873 3 0,69**
A/ UFPI 877 3 3,68**
A/ UFPI 928 3 0,31*
A/ UFPI 929 3 1,84**
Residuo 96 0,10
Média 16,97
CVa (%) 1,85
CVg (%) 10,78

* 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Os acessos UFPI 854 e UFPI 877 apresentaram as maiores meédias para LV (20,33
mm e 19,70 mm), bem como tiveram as maiores médias para CV (Tabela 14). O acesso
UFPI 793 tem a menor média de 13,69 mm e também teve o0 menor comprimento de vagem.
A maioria dos acessos tiveram menores valores de LV no Al e maiores em A3 e A4, com
algumas excecdes. Os acessos UFPI 810 e UFPI 854 apresentaram menores valores em A2

e A3, enquanto que o UFPI 928 teve a menor largura no A4 e valores iguais nos demais
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ambientes, isso mostra que a largura de vagem pode ser diferentemente modificada pelas
condi¢cdes em que as plantas se encontram. J& UFPI 817 teve larguras de vagem iguais nos
quatro ambientes, ndo apresentando plasticidade para essa caracteristica. O padrdo de
reacao dos acessos nos ambientes pode ser visualizado na figura 2F.

O ambiente 4 apresentou o menor niumero de grupo de médias diferentes (seis),
enquanto que o Al teve o maior com oito grupos, ao contrario do que foi encontrado para o
comprimento. Esse padrdo de resposta diferenciado pode ser devido & menor variancia
genotipica para o LV (3,35) em comparacédo ao CV (103,09), sendo assim mais influenciado
pelos ambientes.

Para efeito de comparacdo, obteve-se uma média de 18,19 mm para LV em
variedades “Boca-de-moga” de feijdo-fava (Assungédo Filho, 2011) e LV menor que 15,26

mm, em acessos de feijdo-fava de crescimento determinado (Carmo et al. 2013).

Tabela 14. Médias* do carater Largura da Vagem de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a quatro ambientes
com diferentes adubacdes.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias

UFPI 793 12,23 Dg 13,25 Cg 14,20 Bi 15,07 Af 13,69
UFPI 810 16,31 Bd 15,43 Cf 15,76 Cg 17,17 Ad 16,17
UFPI 817 16,07 Ad 16,36 Ad 15,92 Ag 16,26 Ae 16,15
UFPI 818 14,20 Bf 15,77 Af 15,19 Ah 15,53 Af 15,17
UFPI1 852 15,00 Ce 16,12 Be 16,27 Bf 18,03 Ac 16,35
UFPI1 854 20,37 Ba 19,81 Ca 19,81 Cb 21,35 Aa 20,33
UFPI 859 16,38 Bd 16,70 Bd 17,38 Ae 16,63 Be 16,77
UFPI 864 16,58 Bd 16,80 Bd 18,37 Ad 17,98 Ac 17,43
UFPI 873 15,96 Bd 16,22 Be 16,95 Ae 16,84 Ae 16,49
UFPI 877 18,71 Bb 18,78 Bb 20,73 Aa 20,60 Ab 19,70
UFPI 928 16,96 Ac 17,00 Ad 17,31 Ae 16,53 Be 16,95
UFPI 929 17,40 Cc 18,26 Bc 19,31 Ac 18,49 Bc 18,36

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minUsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.1.7. Numero de l6culos por vagem (NLV)

Para o numero de léculos por vagem, os genétipos e os ambientes foram
significativos de acordo com a ANOVA (Tabela 15).

Para o numero de léculos por vagem, os genétipos e os ambientes foram
significativos a 5% de probabilidade pelo teste F (Tabela 15). A interacdo genotipo X
ambiente também foi significativa, mas quando se analisa cada genétipo, nota-se que
apenas os acessos UFPI 793, UFPI 818 e UFPI 852 apresentam interacdo, ou seja, tiveram
NLV influenciados pelos ambientes. Os demais néo tiveram interacdo significativa. Nota-se
gue o CVe foi maior que o CVg, indicando que a variagao fenotipica do nimero de I6culos

por vagem foi devida principalmente aos efeitos dos ambientes. Ressalta-se que esses trés
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acessos foram suficientes para tornar a interagdo GxA e a variagdo ambiental significativas.
Em 20 gendtipos de feijdo comum, encontrou-se uma razdo de CVg/CVa de 1,050 para
NLV, mostrando que essa caracteristica pode sofrer consideravel influéncia ambiental
(Coelho, 2017). O NLV é definido pelo numero de évulos do sistema reprodutivo, tendo
assim um maior controle genético, consequentemente mais resistente a fontes de variacdes.
Por isso, apenas trés acessos apresentaram mudancas no NLV com os diferentes tipos de
adubacgoes.

Tabela 15. Resumo da analise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagao
de 12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacdes diferentes, para o nimero de
I6culo por vagem.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 0,41**
Ambientes (A) 3 0,35**
GxA 33 0,06*
G/A 44 0,15**
AlG 36 0,08**
A/ UFPI 793 3 0,27**
A/ UFPI 810 3 0,09™
A/ UFPI 817 3 0,02
A/ UFPI 818 3 0,25**
A/ UFPI 852 3 0,13*
A/ UFPI 854 3 0,07™
A/ UFPI 859 3 0,02™
A/ UFPI 864 3 0,03™
A/ UFPI 873 3 0,06™
A/ UFPI 877 3 0,02™
A/ UFPI 928 3 0,05™
A/ UFPI 929 3 0,01™
Residuo 96 0,04
Média 2,70
CVa (%) 7.17
CVg (%) 6,59

* +x S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

As médias de cada acesso nos quatro ambientes estdo dispostas na tabela 16. Os
acessos tiveram médias estatisticamente iguais para 0s quatro ambientes, com excecao dos
acessos UFPI 793 e UFPI 818, que apresentam médias menores no ambiente 1, e também
do acesso UFPI 852, que mostrou médias menores em Al e A2. Assim, houve influéncia
dos ambientes nesses acessos, sendo considerados plasticos para o tipo de adubacéo do
solo. Os demais acessos foram robustos para os ambientes estudados, como observado na
figura 2G.

O acesso UFPI 817 teve o maior NLV (3,19), seguido do acesso UFPI 859 (2,81).
As menores médias para NLV foram encontradas nos acessos UFPI 818 (2,48) e UFPI 928
(2,54). O ambiente com menor média foi o 1 (2,13) e com maior foi o ambiente 4 (3,30).

Dentro de cada ambiente houve a formagéo de grupos de acessos pelo teste de médias de
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Scott-Knott a 5% de significancia, onde houve a formacédo de dois (A2 e A3), trés (A4) e
quatro (Al) grupos, assim, a maior robustez é observada em A2 e A3, e a maior plasticidade
no Al.

Assuncéo Filho (2012) obteve uma média de 2,58 I6culos por vagem, menor que o
achado aqui (2,70) em populacdes de feijao-fava, e um valor menor ainda foi encontrado por
Carmo (2011), um NLV de 2,25.

Tabela 16. Médias* do carater nimero de l6culos por vagem de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a quatro
ambientes com diferentes adubacdes.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias
UFPI 793 2,13 Bd 2,68 Ab 2,73 Ab 2,77 Ac 2,58
UFPI 810 2,41 Ac 2,53 Ab 2,83 Ab 2,63 Ac 2,60
UFPI 817 3,10 Aa 3,20 Aa 3,17 Aa 3,30 Aa 3,19
UFPI 818 2,10 Bd 2,60 Ab 2,53 Ab 2,70 Ac 2,48
UFPI 852 2,58 Bb 2,53 Bb 2,93 Aa 2,90 Ab 2,73
UFPI 854 2,58 Ab 2,78 Ab 2,83 Ab 2,93 Ab 2,78
UFPI 859 2,73 Ab 2,87 Ab 2,73 Ab 2,90 Ab 2,81
UFPI 864 2,57 Ab 2,71 Ab 2,77 Ab 2,77 Ac 2,70
UFPI 873 2,43 Ac 2,73 Ab 2,70 Ab 2,67 Ac 2,63
UFPI 877 2,84 Aa 2,67 Ab 2,67 Ab 2,73 Ac 2,73
UFPI 928 2,53 Ab 2,51 Ab 2,55 Ab 2,60 Ac 2,54
UFPI 929 2,61 Ab 2,55 Ab 2,67 Ab 2,67 Ac 2,62

*As meédias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minasculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.1.8. Numero de sementes por vagem (NSV)

A interacdo G x A foi ndo significativa (Tabela 17), no entanto, quando se
decompdem as interagbes, observa-se que nos acessos UFPI 793, UFPI 810, UFPI 818,
UFPI 852 e UFPI 854, teve interacdo significativa, sendo, assim, influenciados pelos
ambientes para esse carater. O CVa (8,88) foi maior que o CVg (6,49), mostrando uma
influéncia ambiental consideravel no nimero de sementes por vagens. A média geral é de
2,50 semente/vagem. Esses acessos que mostraram significAncia para interacdo foram os
mesmos significativos para NLV, com excec¢do dos acessos UFPI 810 e UFPI 854, que
foram significativos apenas para NSV. O coeficiente de determinacdo fenotipica do NSV
teve o menor valor de todos os caracteres (86,49); esse baixo coeficiente e um alto CVa
podem ter-se devido as variacdes observadas nos acessos que tiveram interacdo
significativa.

Em feijdo-fava, Carvalho (2012) ndo encontrou diferenca significativa na aplicacao
de adubo orgénico e mineral, nem na interacdo dos dois adubos. Obteve também uma

média de 2,4 sementes por vagem, proxima da encontrada aqui. Martins et al. (2015) néo
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encontraram diferengas significativas no NSV submetidos a diferentes tipos de fertilizantes,
em feijdo comum.

O namero de gréaos por vagem € definido pelo nUmero de 6vulos por vagem e pela
frequéncia de aborto de embrides, sendo um fendtipo quantitativo controlado por varios
genes. O conteudo de 6vulos no ovario é de um a quatro e seu numero médio por vagem é
determinado geneticamente (Tischner et al. 2003), sofrendo pouca influéncia de fatores que
modifiqguem o ambiente, tais como a aplicacdo de nutrientes (Carvalho, 2011). Assim, a agcédo

do ambiente sobre a variacdo se da pelas diferencas no numero de abortos.

Tabela 17. Resumo da analise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagao
de 12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacdes diferentes, para o nimero de
sementes por vagem.

FV GL QM

Genotipos (G) 11 0,37**
Ambientes (A) 3 0,70**
GxA 33 0,07™
G/A 44 0,14**
AlG 36 0,12**
A/ UFPI 793 3 0,27**
A/ UFPI 810 3 0,14*
A/ UFPI 817 3 0,07™
A/ UFPI 818 3 0,17*
A/ UFPI 852 3 0,44**
A/ UFPI 854 3 0,13*
A/ UFPI 859 3 0,02™
A/ UFPI 864 3 0,07™
A/ UFPI 873 3 0,06™
A/ UFPI 877 3 0,16™
A/ UFPI 928 3 0,02
A/ UFPI 929 3 0,02
Residuo 96 0,05

Média 2,50

CVa (%) 8,88

CVg (%) 6,49

* 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

Assim como para o NLV, os acessos UFPI 810 e UFPI 859 tiveram as maiores
médias de NSV e os acessos UFPI 793, UFPI 818 e UFPI 852, as menores médias (Tabela
18). A maioria dos acessos teve numeros de sementes por vagem iguais estatisticamente,
nos quatro ambientes. No entanto, os acessos UFPI 793, UFPI 818 e UFPI 854 tiveram
médias menores e diferentes dos demais no al, enquanto que o UFPI 810 e UFPI 852
tiveram diminuicdo no NSV em Al e A2 (Figura 2H). Os demais ndo apresentaram
diferencas significativas entres os ambientes. Todos os ambientes formaram dois grupos

diferentes, mostrando a baixa variagdo dessa caracteristica nos acessos estudados.
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Tabela 18. Médias* do carater nimero de sementes por vagem de 12 acessos de feijdo-fava submetidos a
quatro ambientes com diferentes adubagges.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias

UFPI1 793 1,90 Bb 2,40 Ab 2,50 Ab 2,57 Ab 2,34
UFPI 810 2,29 Ba 2,33 Bb 2,60 Aa 2,73 Aa 2,49
UFPI 817 2,70 Aa 2,82 Aa 2,87 Aa 3,07 Aa 2,86
UFPI1 818 1,97 Bb 2,50 Ab 2,38 Ab 2,40 Ab 2,31
UFP1 852 1,94 Bb 2,10 Bb 2,60 Aa 2,73 Aa 2,34
UFPI 854 2,31 Ba 2,69 Aa 2,67 Aa 2,80 Aa 2,62
UFPI 859 2,61 Aa 2,77 Aa 2,73 Aa 2,77 Aa 2,72
UFPI 864 2,41 Aa 2,48 Ab 2,70 Aa 2,70 Aa 2,57
UFPI 873 2,23 Aa 2,17 Ab 2,27 Ab 2,50 Ab 2,29
UFPI1 877 2,50 Aa 2,47 Ab 2,63 Aa 2,57 Ab 2,54
UFP1928 2,50 Aa 2,44 Ab 2,30 Ab 2,47 Ab 2,43
UFPI 929 2,50 Aa 2,45 Ab 2,47 Ab 2,63 Aa 2,51

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minUsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.1.9. Peso de 100 sementes (P100S)

O carater Peso de 100 Sementes, através da ANOVA (Tabela 19) apresentou
diferencas significativas para acessos, ambientes e interacdo GxA. O CVa e a variancia da
interagcdo GxA (9,70) foram baixos, enquanto que o CVg foi alto, indicando maior variagdo
genética. Carvalho (2012) ndo encontrou efeito significativo de adubo orgénico, mineral e a
interacdo entre eles em feijdo-fava. Em feijdo comum, Martins et al. (2015) também n&o
encontraram nenhum incremento significativo no P100S submetidos a diferentes
fertilizantes, incluindo adubo orgéanico e mineral.

A média de P100S foi de 60,51 gramas (g). Valores préximos foram encontrados
por Assuncao Filho (2012) (56,19 g) e Silva (2015) (58,82 g). Segundo Vieira (1992), o
P100S tem grande variabilidade em feijao-fava, podendo variar de 30 g a 300 g. Valor
menor foi encontrado por Carmo (2011) com uma média de 25,09 g, em acessos de habito
de crescimento determinado. O peso de cem grdos € importante na classificacdo do
tamanho do gréo de cultigrupos relacionados aos seus centros de origem e diversidade
(Baudoin, 1988).
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Tabela 19. Resumo da andlise de variancia conjunta com desdobramentos dos quadrados médios da interagao
de 12 gendtipos de feijdo-fava em quatro ambientes, com tipos de adubacdo diferentes, para o peso de cem
sementes.

FV GL QM
Genotipos (G) 11 3531,43*
Ambientes (A) 3 99,10**
GxA 33 31,20**
G/A 44 906,26**
AlG 36 36,86**
Residuo 96 2,09
Média 60,51
CVa (%) 2,39

CVg (%) 28,34

* 1S = gignificativo a 5% e 1% de probabilidade e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

Os acessos UFPI 854, UFPI 877 e UFPI 929 apresentaram as maiores médias,
82,71 g, 74,69 g e 79,30 g, respectivamente (Tabela 20). Os dois primeiros tiveram maiores
médias para CV e LV também. O acesso UFPI 793 tem uma das menores médias (37,59 g)
para P100S, bem como maiores médias para CV, LV, NLV e NSV. Os acessos UFPI 817 e
UFPI 873 também tiveram as menores médias de P100S (38,67 g e 32,21 g) e 0S menores
CV. O menor P100S foi observado em Al (29,81 g) e o maior no A4 (88,08 g). Para a
maioria dos acessos o maior P100S ocorreu no A4, com excecao dos acessos UFPI 793,
UFPI 928 e UFPI 929. Nao houve um padrdo de resposta nhas médias dos acessos nos
quatro ambientes: esses comportaram-se de maneira particular a cada um, mostrando a
complexidade da expresséo dessa caracteristica (Figura 2I).

Carvalho (2012) encontrou peso de 100 graos de 37,03 g, 35,90 g, 36,83 g e 36,23
g nos tratamentos sem adubo, adubo NPK, adubo organico e adubo NPK mais orgénico,
respectivamente, mostrando que também néo teve um padréo de resposta fenotipica. Essa
caracteristica € determinada principalmente pelos genétipos de cada acesso, mas pode

variar dependendo das condi¢des edafoclimaticas a que esta submetida.
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Tabela 20. Médias* do carater Peso de Cem Sementes, em gramas, de 12 acessos de feijao-fava submetidos a
quatro ambientes com diferentes adubagges.

Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 Médias
UFPI 793 34,46 Ch 35,32 Ch 41,92 Af 38,68 Bh 37,59
UFPI 810 65,06 Cd 63,44 Ce 67,36 Bc 72,75 Ad 67,15
UFPI 817 34,72 Bh 39,44 Ag 40,35 Af 40,19 Ah 38,67
UFPI 818 49,17 Bg 55,10 Af 48,00 Be 54,74 Ag 51,75
UFPI 852 55,76 Cf 62,24 Be 65,63 Ac 65,88 Ae 62,38
UFPI 854 81,61 Ba 81,82 Bb 79,34 Ca 88,08 Aa 82,71
UFPI 859 74,50 Ab 70,64 Bd 73,25 Ab 72,95 Ad 72,83
UFPI 864 59,44 Ae 53,75 Bf 54,49 Bd 58,63 Af 56,58
UFPI 873 29,81 Bi 33,42 Ah 33,23 Ag 32,39 Ai 32,21
UFPI 877 75,37 Ab 75,21 Ac 72,43 Bb 75,77 Ac 74,69
UFPI 928 70,18 Ac 70,74 Ad 72,35 Ab 67,71 Be 70,25
UFPI 929 70,00 Cc 85,34 Aa 81,17 Ba 80,70 Bb 79,30

*As médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas na horizontal constituem grupo estatisticamente
homogéneo, enquanto que médias seguidas de mesmas letras minUsculas na vertical ndo diferem entre si
estatisticamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

4.1.10. indice de Plasticidade Fenotipica (IPF)

Dentre as variaveis analisadas, o padrédo do indice de plasticidade (IPF) tendeu a
variar em relacdo aos acessos e as variaveis (Tabela 21). Adotando a classificacdo de
Valladares et al. (2005), onde um IPF>0,6 é considerado muito plastico e um IPF préximo de
zero é pouco plastico, pode-se afirmar que as caracteristicas NVP e NSP foram muito
plasticas. Isso é corroborado pelos altos e significativos valores ambientais e de interagcdo
GxA encontrados nas analises de variancia dessas caracteristicas, além das consideraveis
diferencas nas médias nos diferentes ambientes. Essa maior plasticidade esta ligada ao
padrdo de heranga genética quantitativa, onde muitos genes colaboram para o fenétipo do
carater, sendo assim mais influenciado pelo meio em que se encontram.

Os caracteres NDF e LV tiveram as menores plasticidades, com valores de 0,06 e
0,09, respectivamente, sendo assim 0s mais robustos. Os demais caracteres também
tiveram baixos indices de plasticidade para os tipos de adubacéo.

Para o NDF, que teve o menor IPF, os acessos variaram de 0,02 (UFPI 793) e 0,11
(UFPI 864 e UFPI 873). Isso pode ser explicado, por ser uma caracteristica com alta
contribuicdo genética. Os acessos com maiores IPF foram os mesmos que apresentaram
uma interagdo GxA significativa, concordando com os dados da analise de variancia. O
ambiente 1 (sem adubacao) foi 0 que apresentou maior nimero de dias para florescimento,
isso mostra que a disponibilidade de nutrientes no solo é importante para que a planta
consiga iniciar o florescimento. Segundo Taiz e Zeiger (2009), as condi¢cdes que retardam o
crescimento, tais como estresse hidrico e deficiéncias minerais, tendem a prolongar a fase

vegetativa da planta e assim retardar o florescimento. Esses resultados indicam também
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que 0s gendtipos podem apresentar plasticidades diferenciadas de acordo com as
condi¢des de nutrientes no solo.

O NDM teve o terceiro maior indice de plasticidade (0,15). O acesso UFPI 818 teve
a menor plasticidade para maturagdo, mantendo o padrdo fenotipico em meio as diferentes
disposi¢Bes nutricionais do solo, sendo assim robusto para essa caracteristica. J& 0s
acessos UFPI 793 e UFPI 877 foram os mais plasticos para a maturagdo, com um IPF de
0,20 e 0,18, respectivamente. Quando se observa o NDM desses acessos em cada
ambiente, nota-se uma diminui¢do do ciclo de 29 e 27 dias no ambiente sem adubacéo (Al).

Para a caracteristica NVP, os IPFs foram bem altos, sendo assim uma
caracteristica bastante plastica para todos os acessos. Os menores IPFs foram observados
nos acessos UFPI 817 (0,67) e UFPI 928 (0,68), mas ainda assim sdo acima de 0,6, sendo
considerados muito plasticos. Sao altamente plasticos os acessos UFPI 793 (0,91) e UFPI
852 (0,90), variando o nimero de vagens nos ambientes de 5 a 56 (aumento de 51 vagens)
e 6 a 63 (aumento de 57 vagens), respectivamente. Essa caracteristica é considerada uma
das mais influenciaveis pelo meio em diferentes culturas, como soja, feijao e feijao-caupi.

Houve também alta plasticidade no NSP, tendo o mesmo valor de IPF (0,82) do
NVP. Esse mesmo padrdo de resposta é esperado, visto que essas caracteristicas estao
correlacionadas. Os acessos com maiores e menores plasticidades foram os mais plasticos
e menos plasticos também para NVP, tendo indices de plasticidade semelhantes. Os
acessos mais plasticos UFPI 793 e UFPI 852 tiveram diferencas entre os ambientes de
maior e menor niumero de sementes de 103 e 146 sementes, respectivamente.

Essa diminuicdo no numero de vagens e sementes por planta pode estar
relacionada a alocacdo de recursos, onde as plantas reduzem o numero de vagens e
sementes e priorizam a qualidade das mesmas. Vale observar que houve pouco
crescimento vegetativo das plantas no ambiente 1, tendo um maior desenvolvimento nos
ambientes 3 e 4.

O comprimento da vagem teve pouca plasticidade (0,12). Os acessos com menor
IPF foram UFPI 817 e UFPI 928 com 0,07, enquanto que os acessos UFP| 818 e UFPI 852
foram mais plasticos (0,24 e 0,20). Para a largura da vagem encontrou-se o0 segundo menor
IPF (0,09). Os acessos com menores IPF para LV também tiveram os menores para CV,
UFPI 817 (0,03) e UFPI 928 (0,04).

As caracteristicas NLV e NSV tiveram indices de plasticidade préximos (0,11 e
0,14), isso ocorre devido a relacdo direta entre as mesmas. Os acessos UFPI 793 e UFPI
818 tiveram valores maiores para NLV (0,23 e 0,22) e NSP (0,26 e 0,21), e 0 acesso UFPI
852 teve a maior plasticidade para NSP (0,29). Ja os acessos UFPI 928 e UFPI 929 tiveram
0s menores IPFs para NLV (0,03 e 0,04). Para o NSV, menores IPFs foram encontrados em
UFPI 859 e UFPI 877. A maior plasticidade do NSV se deve a ocorréncia de abortos dos
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embrides, ndo produzindo sementes, podendo ser afetados pela disponibilidade de
nutrientes.

O peso de cem sementes tem baixo indice de plasticidade fenotipica de 0,11,
confirmando a baixa variancia da interacdo GxA mostrada pela andlise de variancia. O IPF
variou de 0,04 (UFPI 877) a 0,18 (UFPI 793 e UFPI 929). Essa caracteristica tem uma alta
contribuicdo genética de cada acesso, sendo menos influencidvel pelas condi¢des
ambientais. A qualidade das sementes € importante para plantas que produzem sementes,

pelo fato de serem o0 meio de propagacao e sobrevivéncia das espécies vegetais.

Tabela 21. indice de plasticidade fenotipica (IPF) de nove caracteres* de 12 acessos de feijio-fava, crescidos em
guatro ambientes.

NDF NDM NVP NSP Cv LV NLV NSV P100S | Médias

UFPI 793 0,05 0,20 0,91 0,92 0,13 0,19 0,23 0,26 0,18 0,34
UFPI 810 0,02 0,14 0,81 0,78 0,12 0,10 0,15 0,16 0,13 0,27
UFPI 817 0,10 0,12 0,67 0,66 0,07 0,03 0,06 0,12 0,14 0,22
UFPI 818 0,07 0,08 0,85 0,86 0,24 0,10 0,22 0,21 0,13 0,31
UFPI 852 0,04 0,13 0,90 0,91 0,20 0,17 0,14 0,29 0,15 0,33
UFPI 854 0,06 0,17 0,85 0,88 0,09 0,07 0,12 0,17 0,10 0,28
UFPI 859 0,04 0,14 0,80 0,78 0,08 0,06 0,06 0,05 0,05 0,23
UFPI 864 0,11 0,13 0,89 0,88 0,13 0,10 0,07 0,11 0,10 0,28
UFPI 873 0,11 0,16 0,78 0,72 0,08 0,06 0,11 0,13 0,11 0,25
UFPI 877 0,04 0,18 0,87 0,87 0,12 0,10 0,06 0,06 0,04 0,26
UFPI 928 0,04 0,14 0,68 0,68 0,07 0,04 0,03 0,08 0,06 0,20
UFPI 929 0,10 0,16 0,82 0,85 0,13 0,10 0,04 0,07 0,18 0,27

Médias 0,06 0,15 0,82 0,82 0,12 0,09 0,11 0,14 0,11 0,27

*Numero de dias para o florescimento (NDF), nimero de dias para maturagdo (NDM), nimero de vagens por
planta (NVP), nimero de sementes por planta (NSP), comprimento de vagem (CV), largura da vagem (LV),
namero de I6culos por vagem (NLV), nimero de sementes por vagem (NSV) e peso de cem sementes (P100S)

4.1.11. Correlagao entre caracteres

As correlacbes de Pearson entre os caracteres e as probabilidades pelo Teste T
foram realizadas (Tabela 22).

A caracteristica NDF mostrou correlacdo positiva e significativa com o NVP, NSP e
NLV. Quanto maior o tempo até o florescimento, maiores foram a produgédo de vagens e
sementes. Isso se deve ao fato de plantas com um maior aporte de nutrientes, possuirem
todos os aparatos nutricionais para o florescimento e para a formacédo de mais vagens e
sementes, bem como de vagens com mais I6culos. Enquanto que o déficit de nutrientes

disponiveis tende a retardar o periodo reprodutivo e a quantidade produzida.
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O nudmero de dias para florescimento ndo teve correlagdo significativa com as
demais caracteristicas, para o coeficiente total. No entanto, para o NDM, o ambiente 1
mostrou correlacdo positiva, onde uma precocidade no florescimento, resultou em um
periodo de maturacdo das plantas mais curto. Em relacdo ao P100S, houve correlacao
negativa e significativa no Al, sugerindo que a precocidade pode estar associada a aumento
no peso das sementes. Isso pode ser resultado de uma otimizacdo das plantas, onde a
pouca disponibilidade de nutrientes, leve a diminuigdo do ciclo de vida, para alocacdo de
recursos na formacdo das sementes. Segundo Lloyd (1979), em ambientes “hostis”, um
tamanho de semente grande é mais vantajoso.

Em estudos com acessos de feijdo-fava, Carmo (2011) encontrou correlacbes
fenotipicas para NDF altas e positivas com NDM e LV e negativas para NGV e P100S. Ja
Silva (2015) achou correlagfes positivas de NDF com P100S e CV. Assuncéao Filho (2012),
obteve correlagdo apenas com NDM, sendo esta positiva. Em feijdo-caupi, o florescimento
mostrou-se correlacionado diretamente com a maturagdo e numero de sementes por vagem
(Correa et al. 2012). Essas diferencas encontradas estdo relacionadas aos diferentes
genotipos usados, bem como as condi¢cdes ambientais em que 0s genotipos sédo avaliados.

Quanto ao NDM, s6 houve correlacao em relagdo ao NVP no Al e para NSP em Al
e A3, sendo positiva. Portanto, plantas com ciclos de vida maiores resultaram em maior
producdo de vagens e sementes. Isso € evidenciado quando se observa as médias dos
acessos, onde o UFPI 817 e UFPI 873, tiveram 0s maiores valores para NDF, NDM, NVP e
NSP, no ambiente 1. No entanto, Assuncéo Filho (2012) avaliando plantas de variedades
locais em campo, encontrou uma correlagdo negativa entre NDM e NVP, indicando que a
correlagcéo entre ciclo de maturacdo e quantidade de vagens, pode ser alterada dependendo
dos genotipos e das condigbes ambientais.

O numero de vagens por plantas esta diretamente relacionado com o NSP, tendo
ambos o mais alto valor de correlagéo (0,9892), bem proximo de 1, que é o valor maximo.
Assim, quando se aumenta o NVP, consequentemente o NSP aumenta linearmente.
Correlacdes negativas ocorreram com o CV e P100S, sendo significativas nos ambientes 3
e 4, 0 que mostra que as plantas que tém nutrientes a disposi¢do, podem ter aumento no
namero de vagens, mas diminuir o comprimento das vagens e o peso das sementes.

Assuncéao Filho (2012) encontrou correlagdes diretas de NVP com CV, LV e P100S.
Essas correlagbes podem estar relacionadas a constituicdo genética das variedades
usadas, que produzem um numero de vagens e sementes, assim como dimensdes acima
das médias geralmente encontradas. Em feijdo-caupi, Souza (2005) observou correlacdes
positivas com CV, LV, NGV e P100S.

A caracteristica NSP esta correlacionada positivamente com NLV, com excecédo do

Al, onde ndo houve correlagdo. Assim, quanto maior o nimero de léculos nas vagens,
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maior a quantidade de sementes que a planta produzird. No ambiente 1, houve reducéo no
NSP independente do NLV, devido & pouca disponibilidade de nutrientes no solo.

Jé a correlagdo NSP x P100S teve uma correlagdo negativa. A correlacdo negativa
do P100S com o NVP e NSP pode ser devido a mecanismos de adaptagéo das plantas. Os
custos para aumentar o peso de sementes podem gerar reducdo no niumero de vagens e
sementes produzidas por planta, por meio de mecanismos de compensacdo de
investimentos energéticos, conhecidos por “trade-offs” (Stearns, 1989). Assim, a produgao
de sementes maiores nas plantas, observada em alguns acessos (UFPI 859, UFPI 864, 877,
UFPI 928), no ambiente 1 que € pobre em nutrientes, passaria a ser compensada pela
reducdo significativa no nimero de vagens e sementes produzidas, visto estarem esses
caracteres negativamente correlacionados.

O comprimento da vagem esta altamente e positivamente correlacionado com a LV
e 0 P100S, e estes dois entre si. O mesmo foi observado por Assunc¢éo Filho (2012) em
variedades locais do Piaui. Isso evidencia que quanto maior o comprimento da vagem
espera-se que a largura tenha valores maiores, bem como que as sementes sejam maiores
e mais pesadas. Esse padréo é observado nos acessos UFP| 854 e UFPI 877, que possuem
as maiores médias de dimensdes de vagem e P100S. O NLV teve uma correlagéo alta com
CV no ambiente 4, mas nao foi significativa, mostrando que um aumento no ndmero de
I6culos nem sempre resulta em aumento no CV. Carmo (2011) encontrou também
correlagéo positivas com NLV e NSV.

Os caracteres NLV e NSV tém uma correlacdo alta e direta, sendo assim esperado,
visto que o numero de léculos delimita o0 nimero maximo de sementes na vagem, ndo sendo
uma correlagdo completa devido a ocorréncia de abortos das sementes, que tem maior
influéncia ambiental, levando assim a diminuicdo de do niumero de sementes por vagem.
Altos valores também foram encontrados por Carmo (2011) (0,928) e Assuncéo Filho (2012)
(0,780).

Santos e Vencovsky (1986) afirmam que para um mesmo par de caracteres, podem
ser encontradas estimativas com sinal diferentes. Isso € devido a essas correlagfes terem

sido estimadas em diferentes gendétipos e ambientes.
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Tabela 22. Estimativas de coeficientes de correlagdo de Pearson dos caracteres numero de dias para o
florescimento (NDF), nimero de dias para maturacdo (NDM), nimero de vagens por planta (NVP), nimero de
sementes por planta (NSP), comprimento de vagem (CV), largura da vagem (LV), nimero de léculos por vagem
(NLV), numero de sementes por vagem (NSV) e peso de cem sementes (P100S) de 12 acessos de feijao-fava
em quatro ambientes.

Correlacao (r)

Variaveis Ambiente 1 Ambiente 2 Ambiente 3 Ambiente 4 ;r%db?gnct):s
NDF x NDM 0,6239* -0,0233™ 0,4481"™ 0,3513™ 0,4379™
NDF x NVP 0,9115* 0,8261** 0,7816** 0,8069** 0,8668**
NDF x NSP 0,8912** 0,8576** 0,8383** 0,8100** 0,8861**
NDF x CV -0,3971™ -0,3206™ -0,4085"™ -0,5200™ -0,4293"™
NDF x LV -0,0538™ -0.0159™ -0,1312™ -0,2482"™ -0,1166"™
NDF x NLV 0,5513"™ 0,7803** 0,7236** 0,6845* 0,8058**
NDF x NSV 0,3363™ 0,3789™ 0,3275™ 0,6023* 0,4888"
NDF x P100S -0,6098* -0,4570™ -0,5037™ -0,5594" -0,5512™
NDM x NVP 0,6557* 0,3573™ 0,5606™ 0,4456" 0,6353*
NDM x NSP 0,6560* 0,2564" 0,5807* 0,4362" 0,6204*
NDM x CV -0,2417™ 0,0421"™ -0,2470™ -0,4780™ -0,2633"™
NDM x LV 0,1036" 0,4480"™ 0,2057"™ 0,1614"™ 0,2056"
NDM x NLV 0,2749" -0,1374™ 0,2921"™ 0,4007" 0,2702"
NDM x NSV 0,0488" -0,2813™ -0,0223™ 0,3159"™ -0,0681"™
NDM x P100S -0,3345"™ 0,0774™ -0,2303™ -0,3479™ -0,2824"™
NVP x NSP 0,9963** 0,9858** 0,9681** 0,9823** 0,9892**
NVP x CV -0,3156" -0,4530™ -0,6256* -0,6428* -0,6084*
NVP x LV 0,0323"™ -0,0461™ -0,1283"™ -0,1068"™ -0,1289™
NVP x NLV 0,5563"™ 0,5686" 0,4904" 0,5445" 0,5501"
NVP x NSV 0,4906"™ 0,1607" -0,0328™ 0,4556" 0,2564"
NVP x P100S -0,5178™ -0,5635™ -0,6408* -0,6125* -0,6560*
NSP x CV -0,3088™ -0,5352™ -0,5032™ -0,6188* -0,5622"
NSP x LV 0,0467"™ -0,1139™ 0,0322" -0,0524™ -0,0646"
NSP x NLV 0,5487" 0,7338** 0,6258* 0,5683* 0,7104**
NSP x NSV 0,4955" 0,2030"™ 0,1042" 0,5203"™ 0,3447"™
NSP x P100S -0,5794* -0,5860* -0,5083™ -0,4960™ -0,5823*
CV x LV 0,8326** 0,7221** 0,7367* 0,7030* 0,7554**
CV x NLV 0,3010™ 0,2241™ 0,3105"™ 0,4137"™ 0,2056"
CV x NSV 0,4125™ 0,2110™ 0,0139"™ -0,2502™ 0,0864"
CV x P100S 0,8577** 0,7310** 0,8047+* 0,6946* 0,7946**
LV x NLV 0,4233"™ -0,0025"™ 0,0474™ 0,0072" 0,1649"™
LV x NSV 0,4613™ 0,3136™ 0,1178™ 0,1892™ 0,2748"
LV x P100S 0,7287** 0,7502** 0,7056* 0,6437* 0,7266**
NLV x NSV 0,8164** 0,7207** 0,7295** 0,9551** 0,8276**
NLV x P100S 0,2317"™ -0,4031™ -0,1735™ -0,1742™ -0,1309"
NSV x P100S 0,3741"™ 0,1940"™ 0,2123"™ 0,0345"™ 0,2431"

* xS = gignificativo a 5% e 1% de e n&o significativo, respectivamente, pelo teste F.

4.2. Diversidade de marcadores cloroplastidiais

Foram testados 14 locos cpSSR dos quais nove amplificaram, mas apenas cinco
foram polimérficos, revelando dois alelos cada (Tabela 23). O baixo polimorfismo encontrado
€ um resultado comum em estudos com cpSSR, que, devido a sua conservacao genética
por baixa ocorréncia de mutacdes e a heranca uniparental, ndo necessariamente mostram

altos niveis de polimorfismos dentro de espécies (Ebert e Peakall, 2009). Angioi et al. 2009b,
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também encontraram de dois a trés alelos por locos, em acessos de feijado comum. O loco

CP1 apresentou os maiores indices de diversidade génica e de Shannon.

Tabela 23. Estimativas de diversidade genética para os locos cpSSR polimdrficos em 44 acessos de feijdo-fava.
A = numero de alelos, | = Indice de Shannon, h = diversidade génica

Locos A I h

SSRO0O7 2 0,023 0,009
SSR12 2 0,170 0,113
SSR19 2 0,120 0,082
CP1 2 0,242 0,166
ccmp?2 2 0,000 0,000

Os acessos de feijdo-fava originados do México apresentaram valores maiores de
nuamero meédio de alelos, de indices de diversidade génica e de Shannon e de polimorfismo
entre os paises (Tabela 24). Esses resultados sao esperados, visto que esses acessos sao
da variedade silvestre. Segundo Martinez-Castillo et al. (2008), valores altos de diversidade
genética, geralmente estdo associados ao conjunto génico de feijao-fava silvestre e a
variedade domesticada apresenta baixos valores de diversidade. Os acessos do Brasil
apresentaram valores de diversidade consideraveis e proximos aos acessos mexicanos. Os
acessos da Colémbia e da Argentina apresentaram apenas um alelo cada.

Quando se analisa em nivel de variedade, os acessos domesticados apresentam
maior diversidade, devido a maior quantidade de acessos e a contribuigdo dos dois acessos
do Peru para o aumento dos indices de diversidade. Os altos niveis de diversidade genética
podem se dever a pressdes de selecdo de diferentes popula¢cdes humanas que os cultivam,
além de estarem sendo representadas por uma maior cobertura geogréafica, enquanto que
0s acessos silvestres sao oriundos do mesmo pais e de locais proximos. Serrano-Serrano et
al. (2012) e Andueza-Noh et al. (2013) encontram maiores valores de diversidade em

acessos silvestres que nos domesticados.
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Tabela 24. Estimativas de diversidade genética de locos cpSSR nos grupos de acessos de diferentes paises e

variedades. A = nimero médio de alelos, | = indice de Shannon, h = diversidade génica, %P = porcentagem de
polimorfismo

Paises/variedades An I h %P

Brasil 14 0,168 0,111 40%

Peru 1,2 0,135 0,096 20%

Colémbia 1,0 0,000 0,000 0%

Argentina 1,0 0,000 0,000 0%

México 1,6 0,252 0,163 60%
Domesticados 1,8 0,308 0.191 80%

Silvestres 1,6 0,248 0,160 60%

Os cinco locos de cpSSR formaram oito haplétipos cloroplastidiais diferentes
(Tabela 25). Sendo que os haplétipos 1 e 3 foram formados pelos acessos do Peru e do
México, respectivamente. Um haplétipo com seis individuos foi formado por acessos do
Peru e da Coldbmbia. Esses haplotipos exclusivos evidenciam o alto grau de diferenciacéo

genética dos acessos.

Tabela 25. Haplo6tipos cloroplastidiais obtidos para acessos de diferentes paises de origem e variedade, com
base em cinco locos cpSSR.

Haplotipo SSRO0O7 SSR12 SSR19 CP1 ccmp?2 Contagem

1 328 228 399 130 223 2
2 329 228 399 130 223 18
3 329 228 399 131 221 2
4 329 228 399 131 223 43
5 329 228 405 131 223 24
6 329 278 399 130 223 43
7 329 278 399 131 221 6
8 329 278 399 131 223 26

A rede de hapl6tipos mostrou a existéncia de grupos consistente quanto a origem
dos acessos (Figura 3). Dos oito haplétipos encontrados, quatro foram encontrados apenas
nos acessos do México (haplétipos 1, 2, 4 e 5); apenas o haplétipo 4 foi encontrado tanto no
acesso UFPI 873 do Brasil quanto no acesso domesticado do México (JMC1383). O
haplétipo 4 pode ser considerado ancestral, de acordo com o posicionamento na rede de
haplétipos e alta frequéncia nas amostras. Derivam a partir dele os haplétipos 2 e 5,
presentes exclusivamente nos silvestres, e o haplotipo 8, com acessos do Brasil e
Argentina. Os haplétipos 1, 6 e 7 derivam de 2 e 3. Os hapl6tipos 3 e 7 estdo presentes nos

acessos peruanos, que sdo os Unicos andinos. Serrano et al. (2010) sugere uma origem
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andina para o feijao-fava com trés separacdes precoces nos trés pools génicos (Andino,
Mesoamericano | e Il), que evoluiram principalmente por isolamento. No presente estudo, a
pequena amostragem de acessos andinos e a falta de variedades silvestres andinas
dificultou a obtencéo de padrdes claros para confirmar essa hipétese.

Os acessos do Brasil apresentaram apenas os haplétipos 6 e 8. O hapl6tipo 8
também estd presente no acesso da Argentina. O acesso Argentino é de origem
mesoamericana, dai estar proximo aos brasileiros que também sdo mesoamericanos. A
existéncia de hapl6tipos Unicos em acessos domesticados poderia se dever a falta de
amostragem de acessos silvestres com tais hapl6tipos ou ser resultado de novos alelos que

se originaram durante o processo de domesticacao do feijdo-fava.

I Argentina 6|I/ T\‘ !
D Brasil \___
D Colombia

o 0.1 0.1 0.125 0.15

Figura 3. Rede de haplotipos observados em acessos de feijao-fava. Cada circulo representa um haplétipo, e o
tamanho dos circulos é proporcional a frequéncia do haplétipo. Diferentes cores representam acessos de paises
diferentes.

A distribuicdo da variabilidade genética nos grupos foi feita por meio da AMOVA
(Tabela 26), que mostra que a maior parte da variacdo, quando se consideram os diferentes
paises de origem, esta entre 0s grupos de paises, tendo uma baixa variacdo dentro (6%) e
uma diferenciacao entre os paises bem alta (Fs = 0,874). Quando se comparam 0S acessos
silvestres com os domesticados, a maior propor¢cdo de variagdo esta entre as variedades

(87%), com alta diferenciacéo genética (Fs = 0,944). Altos niveis de diferenciagdo genética
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observada entre 0os acessos mostram a variabilidade genética nos diferentes paises, além
de evidenciar a distingdo entre variedades domesticadas e silvestres. Alta diferenciacéo é
esperada devido ao predominio de autofecundacéo da espécie, onde diminui a diversidade
dentro das populacdes e aumentam as diferencas entre as populacoes.

Tabela 26. Andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada em cinco locos cpSSR para diferentes acessos de
feijdo-fava. G.L. = graus de liberdade.

Porcentagem da

Fonte de variacéo G.L.

variacdo (%) Estatistica F
Entre paises 4 94% 0,874**
Dentro de paises 163 6%
Entre variedades domesticadas e silvestres 1 87% 0,944**
Dentro de variedades domesticadas e silvestres 163 13%

**Significativo com p<0,01.

A andlise de componentes principais (ACP) mostrou que os dois primeiros
componentes retiveram 99,94% da variagdo total (Figura 4). Houve a formagdo de dois
grupos de acessos. O agrupamento 1 foi formado pelo acesso UFPI 873 (Brasil) e os
acessos do México, incluindo o Unico acesso Unica variedade domesticado do México
(JMC1383). No segundo agrupamento estdo 0s acessos brasileiros (exceto o acesso UFPI
873), juntamente com os acessos da Argentina, Colédmbia e Peru. Esses agrupamentos sdo
congruentes com a distribuicdo dos haplétipos, em que 0s acessos com os haplétipos 1, 2, 4
e 5, com todos os silvestres, estdo nos acessos do grupo 1 e os demais hapl6tipos, nos
acessos do grupo 2.

Essa divisdo mostra a diferenciacdo acentuada dos acessos mexicanos com 0sS
demais. O México € considerado um importante centro de diversidade genética de
populagdes silvestres, bem como o centro de domesticagédo do pool génico mesoamericano,
que contém variedades domesticadas e silvestres (Martinez-Castillo et al. 2014).

Os acessos do México fazem parte do pool génico mesoamericano; no entanto,
pouca informacdo se tem sobre o pool génico do Brasil e como ocorreu 0 processo de
domesticacdo aqui. Essa relacdo proxima entre acessos silvestres mexicanos e
domesticados brasileiros pode indicar que acessos de feijao-fava do Brasil foram resultantes
do processo de domesticacdo de plantas silvestres do México. No entanto, é necesséria a

realizacdo de mais estudos para a confirmacao dessa hipoétese.
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Figura 4. Anélise de Componentes Principais (ACP) com base em cinco locos cpSSR para 44 acessos de feijado-
fava. Os circulos azul e vermelho indicam a formacao de grupo 1 e 2, respectivamente.

Com o objetivo de analisar o efeito fundador da domesticagdo no feijdo-fava no
Brasil, a diversidade genética foi comparada entre acessos domesticados do Brasil e
silvestres do México, obtendo a porcentagem de reducdo da diversidade genética (%r).
Como resultado, encontrou-se uma reducdo de 30,62% da diversidade entre acessos
domesticados do Brasil e silvestres do México. Muitos trabalhos também apresentaram
reducdo da diversidade genética com a domesticacdo em feijdo-fava (Motta-Aldana et al.
2010; Serrano-Serrano et al. 2012; Andueza-Noh et al. 2015), chegando até a 93%
(Andueza-Noh et al. 2013). A reducdo da diversidade genética € uma consequéncia da
domesticacdo observada em plantas, confirmada através de diversos marcadores
bioquimicos e moleculares. O contrario ocorre com dados fenotipicos, devido a estarem
sujeitos a diferentes fatores evolutivos (Gepts, 2004).

4.3. Diversidade genética de feijao-fava por marcadores microssatélites nucleares

A partir de duas bibliotecas gendbmicas construidas durante a execucdo deste
projeto, encontraram-se apenas oito microssatélites. Quatro marcadores SSR foram
amplificados e trés foram polimorficos e usados para caracterizacdo genética dos acessos
de feijdo-fava (Tabela 27).

Foi encontrado um numero total de 10 alelos para os trés locos analisados (Figura
5), sendo trés para FFO1 e FF08 e quatro para FFO05. Cinco alelos foram considerados
privados, estando o alelo 248 (FFO5) presente apenas nos acessos brasileiros, e os alelos
249 (FF01), 271 e 274 (FF05) e 180 (FF08) sendo restritos aos acessos do México. O maior

namero de alelos exclusivos dos acessos mexicanos pode estar relacionado ao pool génico
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silvestre a que pertencem. Varios estudos mostram maior polimorfismo e maior nimero de
alelos encontrados em acessos silvestres quando comparados aos domesticados (Martinez-
Castillo et al. 2014; Andueza-Noh et al. 2015).

Tabela 27. Marcadores SSR sintetizados, com seus respectivos motivos e tamanhos esperados.

Locos Sequéncia Motivo Tamanho (pb)
F: TGGTATTTTGGGATAGCGAGA

FroL R: GTGCAATATGGTCAAAACAGAG TAg) 220-260
F: TCTGCGTCTTTTTCGTGCT

FFO5 R: AAAGATTTGCCCTCAACTGG CTTg 230-280
F: TACCAGCCGAACCAGATAAC

Fro8 R: GAGTGACTTGATCCCTTCCC TAg) 130-180

O numero de alelos encontrados aqui esta abaixo dagueles citados na maioria dos
trabalhos com SSR nucleares de feijdao comum usados em feijdo-fava. Montero-Rojas et al.
(2013) encontraram um numero de alelos variando de 1 a 8 e uma média de 2,6 por loco, a
partir de 24 locos desenvolvidos em feijado comum e transferidos para feijdo-fava. Ja
Assuncéo Filho (2011), usando dois locos SSR, obteve 2 e 3 alelos, em variedades locais de
feijao-fava do Piaui. A baixa variabilidade dos locos aqui encontrada pode estar associada a
localizacdo desses locos em regibes do DNA mais conservadas, que sofram menos
substituicdes.

Frequéncia alélica

1.500 -
8
§ 1.000 - W Brasil
=
g 0.500 - I “ M Peru
* 0.000 - - = Colombia
245 ‘ 248 ‘ 271 ‘ 274 | 133 ‘ 135 ‘ 180 .
W Argentina
FFO1 FFO5 FFO8 = México
Locos

Figura 5. Gréfico das frequéncias alélicas dos trés locos de SSR, estimados em 44 acessos de feijao-fava de
diferentes paises e variedades.

As heterozigoses médias observada e esperada foram bem diferentes para os locos
FFO1 e FF05, sendo Ho bem menor. Para o FF08, a Ho e Heg foram proximas, mas a
heterozigosidade esperada ainda foi maior, resultando em coeficientes de endogamia (f)

altos (Tabela 28). Esses valores indicam baixa diversidade genética e alta taxa de
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endogamia para esses locos. Esses resultados ja eram esperados, visto que é uma espécie
mista com predomindncia de autogamia. Em espécies autdgamas, como o feijdo, sdo
encontrados valores de Ho muito baixos ou nulos (Burle et al. 2010).

Em feijdo-fava, baixos valores de Ho também foram observados por Martinez-
Castillo et al. (2014), que, usando 10 locos SSR, encontraram valores de Ho = 0,00 e He =
0,43 para populacdes silvestres do México. Andueza-Noh et al. (2015) também encontraram
baixo Ho (0,040), mas um alto He (0,67), juntamente com o coeficiente de fixacdo bem alto

(0,943), em 155 acessos domesticados e silvestres.

Tabela 28. Estimativas de diversidade genética de trés locos ncSSR avaliados em 44 acessos de feijdo-fava. A =
namero de alelos, Ho = heterozigosidade observada, He = heterozigosidade esperada e estimativa de coeficiente
de endogamia (f).

Locos A Ho He f

FFO1 3 0,002 0,192 0,988
FFO5 4 0,048 0,134 0,767
FFO08 3 0,038 0,045 0,514
Médias 3,33 0,029 0,124 0,756

O numero médio de alelos foi maior para os acessos do México. A heterozigosidade
esperada ou indice de diversidade genética foi consideravelmente alta para os acessos do
México e Brasil. Os demais nédo tiveram valores significativos, provavelmente devido ao
pequeno tamanho amostral (Tabela 29).

Em relagéo as variedades, os acessos silvestres mostraram um valor maior de He
em relacdo aos domesticados, o que é esperado em espécies domesticadas, devido ao
efeito fundador. Valores maiores de diversidade sdo descritos em acessos silvestres.
Andueza-Noh et al. (2015) encontraram Hg de 0,68 em acessos silvestres e 0,56 em
domesticados em 155 acessos usando 10 locos SSR. No entanto, Ouédraogo et al. (2005)
encontraram baixa heterozigosidade em populagdes silvestres da Costa Rica (Hg=0,143). Ja
em variedades locais do Caribe, foi encontrada heterozigosidade de 0,34 (Montero-Rojas et
al. 2013). Esses diferentes valores entre variedades podem ser atribuidos a diferentes
tamanhos amostrais, ao nimero de locos usados, e, principalmente, a composi¢do genética
das populacdes estudadas.

SO 0s acessos mexicanos apresentaram heterozigosidade observada. Os acessos
do Brasil ndo apresentaram individuos heterozigotos. Os acessos do Peru, Coldombia e
Argentina apresentaram apenas um alelo por loco, tendo os demais parédmetros de
diversidade nulos. Essa baixa diversidade genética dos acessos brasileiros € confirmada

também pelos cpSSR, que mostrou a perda de diversidade em relacdo aos mexicanos.



69

Em relacdo as variedades, o A, e a heterozigosidade observada (Ho) foram
maiores nos acessos silvestres, mas sendo Ho menor que Hg, indicando assim a presenca
de endogamia (0,47). Os acessos domesticados tiveram baixa Ho, mostrando uma maior
presenca de individuos homozigotos, dai o alto indice de fixacdo. Menores diversidades sdo
esperadas para espécies domesticadas devido ao efeito fundador.

Tabela 29. Estimativas de diversidade genética de trés locos ncSSR avaliados em 44 acessos de feijao-fava,
considerando diferentes paises e variedades. NUmero de individuos (N), nimero médio de alelos (Am),
heterozigosidades observada (Ho) e esperada (Hg) e coeficiente de fixagao (f).

Paises/variedades N A, Ho He f
Brasil 69 2 0,0 0,22 1,0
Peru 5 1 0,0 0,0 0,0
Colémbia 1 0,0 0,0 0,0
Argentina 1 0,0 0,0 0,0
México 84 3 0,15 0,39 0,51
Domesticados 85 2,3 0,02 0.24 0,85
Silvestres 79 3,0 0,14 0,38 0,47
Média 2,67 0,08 0,31 0,66

O numero de agrupamentos mais provavel encontrado a partir da analise
Bayesiana realizada no programa Structure com os 44 acessos de feijao-fava foi K=2
(Figura 6). No agrupamento 1 estéo representados todos os paises, no total de 20 acessos.
Os acessos do Brasil e do México estéo representados nos dois grupos, no entanto, estéo
em maior propor¢ao no grupo 2, sendo 14 acessos do Brasil e 10 acessos do México.

A andlise de componentes principais mostrou o0 mesmo padrao de agrupamentos
(Figura 7) que a analise Bayesiana, onde os dois primeiros componentes explicam 86,84%
da variagdo observada. Em um agrupamento ficaram os acessos do Peru, da Colémbia e
Argentina, juntamente com alguns acessos brasileiros e mexicanos. No segundo
agrupamento, observa-se 0s acessos restantes do Brasil e do México. Também foram
formados dois grupos com cpSSR, o que corrobora os resultados com ncSSR.

Esses resultados mostram que os acessos domesticados e silvestres ndao formam
grupos homogéneos distintos, mostrando uma relacdo complexa de ancestralidade dos
acessos silvestres e domesticados, podendo ser em parte causado pelo fluxo génico, que
ocorre livremente entre as variedades. E também pelo baixo carater informativo dos locos

usados aqui.
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Figura 6. Estimativa de numero de clusters (K) mais adequado para as amostras analisadas e grafico de
estrutura genética pela analise bayesiana de trés locos ncSSR em feijdo-fava. Cada cor indica um cluster
baseado em semelhancas genotipicas.
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Figura 7. Analise de Componentes Principais com base em trés locos ncSSR em 44 acessos de feijdo-fava. Os
circulos azul e vermelho indicam a formagéo dos grupos 1 e 2, respectivamente.

A AMOVA mostrou que a maior proporcdo da variagdo ocorre entre 0s acessos de
feijdo-fava (Tabela 29). Entre os paises esta a menor parte da variacdo genética
encontrada. O Fg é alto, devido a alta divergéncia entre os acessos. A variagdo entre
variedades domesticada e silvestre é baixa e semelhante a variacao entre os paises, sendo
gue dentro das variedades, ou seja, entre e dentro dos acessos, é atribuido a maior parte da
variacdo. Tendo um alto valor de F (0,778).

Resultados contrarios a esses foram observados nos cpSSRs, nos quais a variacao

foi maior entre paises e variedades, com Fg maiores. O padréo de heranca dos ncSSRs,
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diferentes dos cpSSR pode ter contribuido para esses resultados diferentes, tendo em vista
que os microssatélites nucleares tém maior taxa de mutacéo e heranga biparental, sofrendo
recombinagfes durante a reproducdo das plantas. Além disso, o sistema reprodutivo com
predominancia de autofecundacéo, contribui para maior diversidade entre os acessos.

O fluxo génico baixo entre os paises (Nm = 1,54), devido a limitagdo de disperséo
de pdlen e sementes causados pelas barreiras geogréficas, contribuiu para a manutencéo
da variabilidade dentro e entre acessos, em regides proximas. A presenca de alelos
silvestres em individuos domesticados foi observada em populacbes de feijao-fava no
México, onde ha a ocorréncia de contato simpatrico de variedades silvestres e domesticadas
(Félix et al. 2014), ocasionando uma menor diferenciacdo genética entre as variedades,
devido ao fluxo génico existente nessa regido. A estimativa de Nm foi maior entre as
variedades (20,86). Taxas semelhantes também foram encontradas por Martinez-Castillo et
al (2007) com Nm de 0,28.

Tabela 30. Andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada em trés locos ncSSR em 44 acessos de feijao-
fava. G.L. = graus de liberdade.

Porcentagem da

Fonte de variacéo G.L. ) )
variacao (%) Estatistica F

Entre paises 4 16% 0,771**

Entre acessos 39 61%

Dentro de acessos 284 23%

Entre variedades domesticadas e silvestres 1 20% 0,778**

Dentro de variedades domesticadas e silvestres 42 80%

** significativo a p<0,01

A analise dos acessos de feijao-fava através de dendrograma mostrou
agrupamentos semelhantes aos observados na andlise Bayesiana e na ACP (Figura 8A). Na
arvore dos acessos, pode-se visualizar a formagao de dois grupos distintos. Um primeiro
agrupamento onde o0s acessos do Peru, Coldmbia e Argentina, juntamente com cinco
acessos brasileiros, sendo dois do estado da Paraiba, dois de Sergipe e um da Bahia,
encontram-se na base do dendrograma. Com excecdo dos acessos peruanos que S&o
considerados andinos, os demais possuem sementes pequenas, sendo classificados no
grupo mesoamericano. Eles estdo mais distantes geneticamente dos demais acessos.

O segundo agrupamento engloba acessos do Brasil e do México. A partir deles, os
acessos se dividem em dois subgrupos. Um com a maior parte de acessos brasileiros e o
outro com a maioria de acessos mexicanos. Nao foi possivel justificar esses agrupamentos,

através das informagdes que temos sobre esses acessos.
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Analisando o dendrograma com os paises (Figura 8B), observam-se os acessos do
Peru, Coldbmbia e Argentina com as mesmas distancias e o0s acessos brasileiros e
mexicanos mais relacionados, mas ainda assim estdo distantes, provavelmente por serem
de variedades distintas. 1sso mostra que os acessos domesticados brasileiros podem ser
resultantes do processo de domesticagdo a partir das populagdes silvestres

mesoamericanas do México.
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Figura 8. Dendrograma mostrando as relacdes genéticas com base em trés locos ncSSR entre 44 acessos de
feijdo-fava. (A) mostrando todos os acessos, acessos destacados em azul formam o grupo 1; o grupo 2 é
formado pelos acessos em vermelho e azul. (B) com base nos diferentes paises.



73

5. CONCLUSOES

Foram desenvolvidos trés marcadores microssatélites nucleares especificos para a
espécie Phaseolus lunatus L. Entre os paises, foi observada diversidade genética apenas
nos acessos do México, tendo um indice de endogamia médio. Os acessos do Brasil foram
homozigotos com completa endogamia. Maior variacdo genética foi encontrada entre
acessos e dentro de variedades, resultado do alto coeficiente de endogamia. Acessos do
Brasil e do México estdo mais proximos geneticamente.

VariacBes haplotipicas foram observadas nos acessos brasileiros, peruanos e
mexicanos. Entre as variedades, os domesticados tiveram maior diversidade, devido
principalmente a diferentes origens. Padrdes haplotipicos apontam os acessos silvestres
mexicanos como ancestrais dos acessos domesticados brasileiros. Maiores variacoes
genéticas foram observadas entre paises e variedades, devido ao alto coeficiente de
endogamia pela predominéncia de autofecundacao.

Os diferentes adubos influenciaram o NDM, NVP, NSP, CV, LV, NLV e P100S em
12 acessos de feijdo-fava. Nas médias gerais, o ambiente sem adubag&o provocou
retardamento da floragéo, reducgéo do ciclo de maturacdo das plantas, diminuicdo no nimero
de vagens e semente por planta, no comprimento e largura das vagens, bem como reducgéo
do namero de léculos e peso de cem sementes. O nimero de vagens e sementes foram o0s
caracteres mais plasticos e o niamero de dias para florescimento o menos plastico. Os
nameros de vagens e de sementes foram mais correlacionados positivamente, resultando
assim em aumento ou diminuicdo diretamente proporcional entre eles. Ja& o niumero de
vagens é inversamente correlacionado ao peso de cem sementes, devido a mecanismos

evolutivos de compensagao.
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